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RESUMO 

 

Compostos com núcleo pirimidínico têm grande potencial e importância farmacológica para 

a saúde humana, pois apresentam várias propriedades biológicas como atividade anti-

inflamatória, antitumoral, bioherbicida, entre outras. Este trabalho busca analisar os efeitos 

genotóxicos dos compostos 4-Amino-2-(fenil)-6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a), 4-

Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-carbonitrila- pirimidina (5b) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-anisil)-5-

carbonitrila-pirimidina (5c), obtidos por síntese, por meio do teste SMART (Teste de 

Mutação e Recombinação Somática) e Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster. Para o 

Ensaio Cometa, larvas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R foram expostas por 24 

horas aos compostos 5a, 5b e 5c, nas concentrações 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL, e ao 

solvente (grupo controle negativo), além de um grupo controle positivo (Ciclofosfamida 1 

mg/mL). Para a análise microscópica dos possíveis danos genéticos causados pelos 

compostos foram observadas as células da hemolinfa (hemócitos) de larvas. No processo 

metodológico do SMART, larvas de D. melanogaster foram expostas às concentrações 0,04, 

0,09, 0,19, 0,39, 0,78, 1,56 e 3.12 mg/mL dos compostos 5a e 5b, além dos grupos controle 

negativo (tratado apenas com o solvente) e controle positivo (tratado com mitomicina 

1mg/mL). Foi estabelecida uma curva de sobrevivência de acordo com o nascimento dos 

indivíduos adultos para verificar a citotoxicidade dos compostos. As manchas e pelos 

mutantes das asas dos indivíduos adultos tratados foram analisadas em microscópio óptico 

e comparados aos resultados do grupo controle negativo. Os resultados indicaram que não 

houve diferenças significativas entre os grupos tratados e os controles negativos, tanto para 

o teste SMART, quanto para o Ensaio Cometa. No teste SMART, as curvas de 

sobrevivência mostraram que os compostos 5a e 5b, não apresentaram toxicidade para os 

drosofilídeos testados. Podendo-se concluir, assim, que nas condições experimentais 

testadas em D. melanogaster os compostos não apresentaram atividade tóxica nem 

mutagênica, o que contribui para o uso dos compostos pirimidínicos aqui investigados na 

composição de novos fármacos para o tratamento da saúde humana. 

 

Palavras-Chave: Pirimidinas, Teste de Mutação e Recombinação Somática, hemolinfa, 

novos fármacos. 
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ABSTRACT 

 

Compounds of the core pyrimidine have great potential and pharmacological importance to 

human health and the environment and therefore exhibit different biological properties as 

anti-inflammatory, antitumor, bioherbicide among others. This work intent to analyze the 

genotoxic effects of the compounds 4-Amino-2-(phenyl)-6-(m-nitrophenyl)-5-carbonitrile-

pyrimidine (5a) 4-Amino-2-(phenyl)-6-(p-nitrophenyl)-5-carbonitrile-pyrimidine (5b) and 4-

Amino-2-(phenyl)-6-(p-anisyl)-5-carbonitrile-pyrimidine (5c) obtained by chemical synthesis 

using the SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) and Comet Assay in 

Drosophila melanogaster. For SMART, D. melanogaster larvae were exposed to 

concentrations of 0.04, 0.09, 0.19, 0.39, 0.78, 1.56 and 3.12 mg/mL of the compounds 5a 

and 5b, and a negative control group treated only with the solvent. A survival curve was 

established in accordance with the birth of adults in order to check the cytotoxicity of the 

compounds. The spots and the mutants were analyzed by light microscopy and the results of 

the groups treated were compared to the negative control group. During the methodological 

process of the Comet Assay, larvae of D. melanogaster Oregon-R strain were exposed for 

24 hours to the compounds 5a, 5b and 5c, at the concentrations 0.39, 0.78, 1.56 and 3.12 

mg/mL, and to the solvent (the negative control group). To microscopic analysis of possible 

genetic damage caused by the compounds, were observed cells from the hemolymph 

(hemocytes) of larvae. The results indicated that in both tests there were no significant 

difference between the treated groups and the negative control. It leads us to conclude that 

the tested compounds showed neither toxic effect, nor mutagenic activity in D. melanogaster 

over the experimental conditions in D. melanogaster model.  

 

Keywords: Pyrimidine, Somatic Mutation and Recombination Test, hemolymph, new drugs. 
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CAPÍTULO 1  

1.1 Introdução  

 

A Química orgânica é um dos ramos da ciência que vem crescendo bastante nas 

últimas décadas e um dos fatores responsáveis por esse desenvolvimento é a expansão 

dos compostos sintéticos com utilidade medicinal para combater diversas patologias 

(MONTEIRO, 2005). 

Compostos heterocíclicos derivados de núcleos pirimidínicos apresentam 

diversas propriedades biológicas como, antiviral, antitumoral entre outras, além de se 

comportarem como antioxidantes, anticorrosivos e constituírem a estrutura química de 

corantes e pigmentos (HO, 2005). Numerosos compostos heterocíclicos foram 

sintetizados, mas devido às várias utilidades à saúde humana no combate a doenças e 

algumas vezes ao meio ambiente como herbicidas, as pirimidinas merecem destaque. 

Bases formadas por pirimidinas fundamentam a transmissão de informação gênica, os 

ácidos nucléicos (DNA e RNA), importantes para a manutenção da vida no Planeta 

(PORTE, 2011). 

Compostos heterocíclicos pirimidínicos apresentam propriedades biológicas, 

entre elas, analgésicas (YEJELLA; ATLA, 2011), agroquímicas, como pesticidas 

antibacterianas (SHILPA et al., 2012), e antimicrobianas (BASAVARAJA et al., 2010). 

Devido esses fatores apresentados e recentemente comprovados por meio de 

pesquisas, tais estruturas têm sido muito estudadas (VITAL et al., 2009).  

Falcão e colaboradores (2006) demonstraram que compostos 4-amino-

pirimidínicos apresentam grande potencial anti-inflamatório, com atividade superior ao 

ácido acetilsalicílico. Outros pesquisadores também relatam que novas pirimidinas 

derivadas de pirimido [2',1':2,3] tiazol [4,5-b] quinoxalina apresentam atividades 

analgésicas e anti-inflamatórias (ABU-HASHEM et al., 2010). 

Outra ação bastante descrita na literatura é a antineoplásica, existindo diversos 

fármacos no mercado com este núcleo, como é o caso do 5-Flúor-uracil. Xie et al. 

(2009) relataram a eficiente atividade anticancerígena com a inibição de quinase 

dependente de ciclina (CDK). Por inibirem a CDK, derivados de pirimidina têm ação 
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antitumoral, reduzindo o crescimento de tumores, motivo pelo quais novos compostos 

com essa atividade têm sido sintetizados (EL-NASSAN, 2011).  

Com tantas propriedades biológicas é de grande importância que avaliações 

genotóxicas de compostos pirimidínicos sintéticos sejam realizadas, a fim de garantir 

uma maior segurança no seu uso como possíveis fármacos.  

Para avaliar os prováveis danos causados ao material genético de um organismo 

exposto a um determinado agente tóxico-genético, são utilizados testes in vivo e in vitro. 

Esses testes ainda são utilizados como sinalizadores para o possível surgimento de 

doenças carcinogênicas, as quais apresentam relação com efeitos genotóxicos 

(SIVIERO; MACHADO-SANTELLI, 2008; BATISTA; CAMPOS, 2015). Neste contexto, 

genotoxicidade pode ser entendida como a capacidade que uma determinada 

substância tem para causar dano ao material genético (DNA) em determinado 

organismo. Se esse dano não for reparado e se estabelecer, torna-se uma mutação 

(SILVA et al., 2003).  

A mutação é um fenômeno que pode acometer células germinativas ou 

somáticas de diversos organismos e é caracterizada por qualquer alteração súbita no 

material genético que não seja oriunda de uma recombinação (SNUSTAD; SIMONS, 

2001; ROUSE; JACKSON, 2002). Durante a replicação do DNA podem ocorrer erros de 

forma natural, por lesões ou elementos transponíveis, resultando assim em uma 

mutação espontânea (BROWN, 1999). Por outro lado, existem as mutações induzidas, 

que advém de um tratamento proposital ou exposição de um organismo a agentes 

causadores de mutação (SNUSTAD; SIMONS, 2001). 

Como visto, os compostos pirimidínicos representam um grupo químico com 

grande potencialidade biológica, incluindo-se a atividade antineoplásica. Igualmente os 

compostos 4-aminopirimidínicos apresentam grandes potencialidades como fármacos. 

Apresentam baixa toxidez, como relatado por Falcão et al. (2006). Entretanto, não 

existem trabalhos que relatem sua toxidez gênica o que pode dar informações valiosas 

a respeito de seus efeitos crônicos. 
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1.2 Objetivos  

 

1.2.1. Objetivo geral  

 

Analisar o efeito genotóxico e mutagênico dos compostos 4-Amino-pirimidínicos 

5a, 5b e 5c em Drosophila melanogaster através do teste SMART e do Ensaio Cometa. 

 

1.2.2. Objetivos específicos  

 

a) Caracterizar, qualitativa e quantitativamente, o potencial mutagênico, clastogênico 

e/ou recombinogênico dos compostos de núcleo pirimídico 5a-b sobre a 

descendência de linhagens específicas de Drosophila melanogaster, através da 

aplicação do teste SMART; 

 

b) Identificar o possível efeito genotóxico dos compostos de núcleo pirimídico 5a-c, por 

meio do Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R; 

 

c) Contribuir para um maior conhecimento dos riscos ou das vantagens Do uso dos 

produtos derivados de núcleos pirimidínicos. 
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1.3 Revisão da Literatura 

 

1.3.1 Pirimidinas 

Pirimidinas são aminas heterocíclicas aromáticas, isoeletrônicas ao benzeno, 

nas quais os átomos de carbono da posição 1 e 3 são substituídos por nitrogênio 

(Figura 1.1) (GUPTA et al., 2010). E fazem parte da classe das diazinas, das quais as 

pirimidinas que, apresentam 6 membros com dois átomos de nitrogênio nas posições 1 

e 3, são as mais importantes (LAGOJA, 2005). 

 

N

N

1

2

3

4

5

6

 

Figura 1.1 - Pirimidina. Fonte: Desenhada no ChemSketch. 

 

As pirimidinas são bases nitrogenadas formadas por um anel aromático, e estão 

presentes na estrutura dos ácidos nucleicos (DNA e RNA). No DNA há duas bases 

pirimidínicas que são citosina e timina, já no RNA existe a uracila, em substituição a 

timina (ALBERTS et al., 2010). Devido essa relação tão profunda com a célula e, 

consequente, à sua importância nos sistemas biológicos, compostos derivados de 

núcleos pirimidínicos têm apresentado várias aplicações na indústria farmacêutica 

(BOOYSEN et al., 2008). Suas atividades farmacológicas e biológicas são observadas 

principalmente quando o grupo amino está ligado ao anel pirimidínico nas posições 2 

e/ou 4 (SILVA et al., 2008). 

 

1.3.2 Síntese de derivados pirimidínicos 

Compostos pirimidínicos podem ser obtidos por meio de reações de 

condensação, envolvendo a participação da malononitrila ou seus derivados (TAYLOR; 

MCKILLOP 1970). Na maioria dos casos, a síntese de pirimidina é baseada na 

combinação de reagentes com esqueletos contendo N-C-N com aqueles contendo C-C-

C (GILCHRIST, 1992). 
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Uma reação feita a partir da condensação de guanidina e uréia com a malonitrila, 

catalisada por base de 4,6-diamino-pirimidina, mostrou que é possível obter pirimidina 

através da condensação de amidinas (BROWN, 1962). Ou uma série de novos 6-fenil-

2,4-di-substituido-pirimidina-5-carbonitrilos, por aquecimento de benzaldeído, 

cianoacetato de etila e tioureia em etanol com carbonato de potássio. E, por fim, foram 

obtidos em reações sucessivas os derivados 5a-d, 6, 7a-d e 8 (Figura 1.2) (AL-

ABDULLAH et al., 2011).  

 

 

Figura 1.2 - Síntese de novos 6-fenil-2,4-di-substituido-pirimidina-5-carbonitrilos. 

Fonte: Al-Abdullah et al. (2011). 

 

Os autores Liu et al. (2015) descrevem a síntese de pirazol [3,4-4] pirimidinas em 

que, de início, utilizaram três reagentes para a síntese (Figura 1.3).  No entanto quando 

o benazaleído (Figura 1.3A) foi substituído por anisaldeído (Figura 1.3B) obtiveram 

como produto o pirazol [3,4-4] pirimidina. A partir daí, os autores propuseram uma nova 

rota para a síntese de pirazol [3,4-d] piriminidina, obtida por reação de condensação de 

quatro componentes: fenil-hidrazinas, metilenomalonitrilas, aldeídos e álcoois. 
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Figura 1.3 - Síntese de pirazol [3,4-d] pirimidina. Fonte: Liu et al. (2015). 

 

1.3.3 Algumas atividades biológicas de compostos pirimidínicos 

  

Compostos derivados de 4-amino-2,6-diaril-5-carbonitrila-pirimidínicos se 

mostraram ativos contra os processos de inflamação, quando testados em ratos swiss 

albinos, por administração intraperitoneal, e comparados aos resultados obtidos com o 

tratamento com o ácido acetilsalicílico (ASA) (FALCÃO  et  al., 2006). Além disso, esses 

compostos sintéticos também apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade em análise 

de relação quantitativa de estrutura e atividade (QSAR), após a administração 

intraperitoneal em ratos albinos (SILVA  et  al.,  2008). 

Derivados de pirimido-[2’,1’:2,3]-thiazol-[4,5-b]-quinoxalina, após terem sido 

testados em edema de pata de rato, demonstraram uma satisfatória ação anti-

inflamatória quando comparado  com o diclofenaco de sódio. Também foi comprovado 

efeito analgésico, feito através do teste de placa quente e ensaio de contorção induzida 

por ácido acético (ABU-HASHEM et al., 2010). 

 O composto sintetizado 5-(4-fluorofenil)-6-metil-4-metilpiperazina-1-il)-5,8- 

diidropirazol-[4’,3’:5,6]-pirano-[2,3-d]-[1,2,3]-triazina mostrou ação antibacteriana 

ligeiramente superior e mais potente que a norfloxacina (medicamento bactericida) 

quando testado in vitro. E nesse mesmo estudo outro composto o N-[4-(4-flúor-fenil)-3-

metil-7-tioxo-1,4,7,8-tetraidropirazol-[4’,3’:5,6]-pirano-[2,3-d]-pirimidina-5-il]-tiourea 

apresentou uma ação antifúngica mais potente que o fluconazol, um medicamento da 

família dos triazólicos, utilizado no tratamento de diversas micoses, principalmente 

candidíase vaginal, entre outras (HAFEZ et al., 2015).    
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Com diferentes substituições na posição 3, novos derivados de pirido-[2,3-d]-

[1,2,4]-triazol-[4,3-a]-5-pirimidinona apresentaram propriedade antitumoral frente ao 

teste realizado in vitro na linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano, 

quando comparados com a doxorrubicina, que é uma droga de referência no tratamento 

quimioterápico contra o cranco (EL-NASSAN, 2011). 

 Xie et al. (2011) relataram que uma série de 2,4,5-pirimidinas substituídas se 

mostraram inibidoras da polimerização da tubulina, e com atividade antiproliferativa 

contra células de carcinoma hepatocelular humano do fígado. Além disso, verificaram 

que um derivado dessa série se liga ao sítio de ligação da colchicina na tubulina. Essa 

substância retém a célula na fase G2 do ciclo celular.  

 

1.3.4 Genotoxicidade e o fenômeno mutação 

A genética toxicológica e a genotoxicidade tem seus estudos centrados em 

danos causados ao material gênico de determinados organismos. Estes estudos 

verificam anormalidades nos genes do DNA (mutação gênica) ou nos cromossomos que 

podem ser do tipo clastogênica (como quebras e geração de fragmentos acêntricos) ou 

aneugênica (erros na migração dos cromossomos na divisão celular, ou segregação 

anormal devido a disfunções no aparato mitótico), causadas ou induzidos por variadas 

substâncias (BRAGA; LOPES, 2015; FREITAS et al., 2015).  

Quando determinado organismo é exposto a uma substância genotóxica, o seu 

DNA sofre lesões tanto estruturais como funcionais. Se esses danos não forem 

reparados e se estabelecerem nas linhagens germinais, tornam-se uma mutação 

(SILVA et al., 2003). Esta se caracteriza, portanto, como qualquer alteração súbita no 

material genético que não seja oriunda de uma recombinação. Indivíduos com células 

germinativas comprometidas por uma mutação poderão transmitir esse efeito para seus 

descendentes. No entanto, se as células afetadas forem as células somáticas, os efeitos 

se restringem apenas ao organismo acometido pelo dano (SNUSTAD; SIMONS, 2001; 

ROUSE; JACKSON, 2002).   

Durante a replicação do DNA podem ocorrer erros de forma natural, por lesões 

ou elementos transponíveis, resultando assim em uma mutação espontânea (BROWN, 

1999). Por outro lado, existem as mutações induzidas, que advém de um tratamento 

proposital ou exposição de um organismo a agentes causadores de mutação 

(SNUSTAD; SIMONS, 2001). Sendo assim, o reconhecimento do potencial genotóxico 

e/ou mutagênico de um fármaco ou de compostos presentes no meio ambiente é uma 
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informação essencial tanto para as agências regulatórias como para o desenvolvimento 

de novos fármacos, no que se refere aos riscos para o homem e o ambiente. 

 

1.3.5 Testes de genotoxicidade 

Segue abaixo uma breve descrição de dois importantes testes genotóxicos. 

 

Ensaio Cometa 

O Ensaio Cometa, também conhecido como Eletroforese de Gel de Célula Única 

(SCGE - Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) foi primeiramente desenvolvido por 

Ostling e Johanson (1984) e em seguida modificado por Singh et al. (1988). A 

modificação na técnica foi de grande importância para o aperfeiçoamento do teste, pois 

permitiu detectar danos no DNA em condições experimentais alcalinas, com avaliação 

da presença de quebras de fita simples e locais alcalinos lábeis (TICE et al., 2000). 

No decorrer da metodologia desse ensaio, as células são incorporadas a lâminas 

cobertas por agarose e em seguida submetidas a um processo de lise para a ruptura 

das membranas e dos constituintes celulares solúveis. O material genético assume o 

formato de uma célula, sendo denominado de “nucleóide”, o qual é formado devido o 

relaxamento do DNA e da retirada do envoltório nuclear (UMBUZEIRO; ROUBICEK 

2006). Através de eletroforese o DNA migra quando submetido a uma corrente elétrica, 

formando uma cauda semelhante a um cometa. Isso pode ser visualizado em 

microscopia de fluorescência, seja com uso de softwares ou de forma visual. 

O Ensaio Cometa é um teste bastante utilizado para detecção de danos 

genéticos induzidos por diferentes agentes genotóxicos e também reparo no DNA. Pode 

ser aplicado no biomonitoramento humano, monitoramento ecológico e como 

ferramenta de investigação de danos causados no DNA e reparo aos vários tipos 

celulares submetidos a agentes nocivos ao material genético (COLLINS et al., 2008).  

A contagem e avaliação dos danos pode ser feita pelo Índice de Dano (ID) e 

Frequência de Dano (FD%) (COLLINS et al., 2008), que mostram resultados muito 

semelhantes aos dos softwares (TICE et al., 2000). As lesões ao material genético são 

classificadas de zero a quatro (0 a 4), sendo quatro, o dano máximo, de acordo com o 

comprimento de migração da cauda com fragmentos de material genético e assim 

identificados os índices de dano (Figura 1.4). 

O Ensaio Cometa pode ser utilizado para o estudo da qualidade ambiental com 

uso de células de peixes, excelentes organismos biomarcadores para monitoramento de 

água contaminada. Quando há metais pesados acima do permitido, as células do 



22 

 

 

sangue desses animais apresentam níveis de danos no DNA estatisticamente 

significativos em relação a grupos controle (MACEDA et al., 2015). Também Klingelfus 

et al. (2015) identificaram danos genéticos causados ao tecido renal de peixes, após 

contaminação trófica por sulfato de alumínio presentes na água. 

 

 
             

 

 

 

 

 

Figura 1.4 - Classificação visual baseada no comprimento da cauda e quantidade de DNA nos 

nucleóides. O dano 0 representa a ausência de dano ao DNA, danos 1-3 danos 

intermediários, e dano 4, o máximo. Imagens de nucleóides gerados a partir de 

leucócitos humanos, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente (SILVA, 

2012). 

 

A utilidade do Ensaio Cometa vai além de seu uso no controle biológico, e tem 

sido aplicado, por exemplo, no estudo de nanopartículas de prata. No estudo recente de 

Ávalos et al. (2015) o teste foi aplicado em quatro relevantes linhagens celulares 

humanas: hepatoma, leucemia, dérmica e fibroblastos pulmonares. Em todas as 

linhagens testadas, principalmente nos fibroblastos pulmonares, esses nanomateriais 

produziram danos ao DNA. 

Relatos da literatura dos últimos anos mostram a aplicação do Ensaio Cometa 

em outros organismos como, por exemplo, em hemócitos de larvas de Drosophila 

melanogaster expostas a prodigiosina, um composto com aplicações farmacológica e 

antitumoral, que se mostrou como forte agente indutor de danos genéticos (LIMA, 

2014). No estudo de dois compostos inorgânicos de chumbo (o cloreto de chumbo e 

nitrato de chumbo) capazes de aumentar significativamente os níveis de danos ao DNA, 

com um padrão de dose-resposta direta (CARMONA et al., 2011). E no estudo 

nanopartículas de dióxido de titânio, amplamente utilizadas em preparações de 

protetores solares, cosméticos e alimentos (CARMONA et al., 2015). Uma ampla 
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revisão das aplicações desta metodologia pode ser encontrada em Gaivão e Sierra 

(2014), pioneiros no estudo da metodologia com D. melanogaster.  

 

Teste de mutação e recombinação somática (SMART) 

O teste SMART, ou teste da asa, foi inicialmente descrito por Graf et al. (1984). 

É um teste realizado exclusivamente com D. melanogaster e tem a capacidade de 

mostrar a perda da heterozigose, que acontece devido a eventos genéticos que levam à 

homozigose ou hemizigose das células filhas (ANDRADE; LEHMANN, 2003). A 

metodologia SMART pode detectar danos genéticos, tais como mutação e 

recombinação (GRAF et al., 1984). 

No SMART são identificadas alterações por perda da heterozigose em genes 

marcadores que originam fenótipos identificados nas asas de D. melanogaster. Para 

isso são utilizadas células somáticas e podem ser detectados vários eventos genéticos 

em uma só geração (F1). O teste baseia-se no fato de que, durante o desenvolvimento 

embrionário inicial da larva de D. melanogaster, grupos de células (discos imaginais das 

asas) proliferam mitoticamente até que, durante a metamorfose, se diferenciam em 

estruturas das asas da mosca adulta. Se houver uma alteração genética em algumas 

destas células do disco imaginal, um clone de células mutantes vai ser formado e será 

detectado como uma mancha sobre as asas da mosca adulta mutante (GUZMÁN-

RICÓN; GRAF, 1995). Essas manchas se caracterizam por alterações no formato dos 

pelos ou tricomas das asas, diferenciando os pelos normais dos alterados. Dois genes 

marcadores são responsáveis pela mudança da forma dos pelos, os fenótipos, que 

podem ser do tipo multiple wing hairs ou simplesmente mwh, e flare (flr³), que 

apresentam pelos em formato semelhante ao de “chama de vela” (Figura 1.5).  
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Figura 1.5 – Pelos avaliados para a análise SMART: flr³, normais e mwh. Fonte: Andrade e 

Lehmann (2003). 

 

Esses dois marcadores fenotípicos específicos estão localizados no 

cromossomo 3 de duas diferentes linhagens de D. melanogaster, que têm as seguintes 

constituições genotípicas: linhagem flr³ - flr³/In(3LR)TM3, ri pp sep I(3)89Aabx34e e Bds  e  

linhagem mwh – mwh/mwh.  

A linhagem flr³ apresenta o cromossomo balanceador TM3, que é indispensável 

para a manutenção do gene marcador em heterozigose, pois este é um gene letal 

zigótico (GARCIA-BELLIDO et al., 1976).  

No teste SMART, indivíduos das linhagens flr³ e mwh são submetidos a um 

cruzamento padrão (Figura 1.6), sendo as fêmeas virgens flr³ e os machos mwh. As 

larvas descendentes deste cruzamento (as quais serão expostas às concentrações dos 

compostos de interesse) terão duas constituições genotípicas:  

mwh +/+ flr³ (trans-heterozigotos para os marcadores recessivos mwh e flr³) ou  

mwh +/ TM3, Bds (heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3 Bds).  

O marcador Bds confere às asas desses indivíduos um formato recortado, o que 

os torna diferentes em relação aos trans-heterozigotos, que apresentam asas com 

formato normal. 

 

 

Figura 1.6 - Cruzamento padrão, entre D. melanogaster fêmea da linhagem flr³ com macho 

mwh. 

 

A ocorrência e a quantidade de marcadores avaliados nos descendentes pelo 

teste SMART vai depender da possível ação genotóxica do composto testado. Assim, 
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podem ser geradas manchas simples (pequenas ou grandes) (Figura 1.7A e B), que 

são aquelas que apresentam apenas um dos fenótipos (flr³ ou mwh) e indicam a 

ocorrência de mutação pontual, alterações cromossômicas ou recombinação mitótica; 

ou manchas gêmeas (Figura 1.7C), que são aquelas que apresentam 

simultaneamente os dois fenótipos, e têm sua origem exclusivamente por 

recombinação, indicando uma ação recombinogênica do composto testado (GRAF et 

al., 1984).  

 

Figura 1.7 - Mancha simples pequena (A), mancha simples grande (B) e mancha gêmea 

(C) nas asas de adultos de D. melanogaster. Fonte: Andrade e Lehmann 

(2003). 

 

Durante o período de exposição às concentrações dos compostos testados em 

larvas de D. melanogaster, as células dos discos imaginais passam por sucessivas 

divisões mitóticas, até atingirem o estágio de pupa. E, logo após esse período, eclodirão 

em drosófilas adultas machos e fêmeas, cujas asas serão destacadas e coladas sobre 

lâminas de vidro para a futura análise ao microscópio de luz, no aumento de 400x. Para 

a colagem é utilizada a solução de Faure, preparada com 30 g de goma arábica, 20 mL 

de glicerol, 50 g de hidrato cloral e 50 mL de H2O destilada, segundo a descrição 

original de Graf et al., (1984).  

As bases genéticas para o teste SMART estão na observação dos fenótipos 

manifestados nas asas dos adultos trans-heterozigotos, onde, manchas simples e 

grandes foram originadas por mutações gênicas, cromossômica e/ou recombinação 

mitótica. Já as manchas gêmeas têm origem exclusivamente em recombinação simples 

entre flr³ e o centrômero, com posterior segregação de um cromossomo recombinado e 

um parental. Nas asas dos adultos heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3, 
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células mutantes observadas nesses indivíduos são resultantes de mutação gênica e/ou 

cromossômica (GRAF et al., 1984).   

A análise estatística dos resultados e feito pelo teste Binomial Condicional de 

Kastenbaum e Bowman (1970) ao nível de significância de 5%. E a distinção dos 

resultados avaliada do ponto de vista de duas hipóteses estatísticas e feita segundo o 

procedimento de decisão múltipla estabelecida por Frei e Würgler (1988), que apresenta 

quatro diagnósticos diferentes: positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e inconclusivo 

(i). 

Com base nesses resultados a hipótese nula (H0), poderá ser rejeitada ou não. 

No caso de aceitar a hipótese nula, significa dizer que não houve diferença significativa 

na frequência de mutações entre o grupo tratado e o controle negativo (frequência 

espontânea). Rejeitando a hipótese nula, é sinal que se aceita a hipótese alternativa 

(HA), justificando que o tratamento resultou em mutações n vezes maior quando 

comparado com a frequência causada pelos compostos presentes no solvente das 

diluições. O resultado final será positivo (rejeita H0) ou negativo (rejeita HA) para a ação 

genotóxica do composto testado (FREI; WÜRGLER, 1988). 

O SMART é um teste que possibilita avaliar possíveis efeitos genotóxicos de 

uma série de compostos de interesse à saúde humana, como por exemplo, a ação 

recombinogênica de dois medicamentos, como o Orlistate, utilizado para 

emagrecimento (ORSOLIN et al., 2012) e o Pantoprazol, utilizado como um dos 

principais inibidores da bomba de prótons no tratamento de uma variedade de doenças 

do trato gastrointestinal superior (LOPES et al., 2015). Também podem ser testados 

compostos de origem natural com atividade anticâncer, como o ácido betulínico isolado 

a partir da raiz de Scoparia dulcis (Scrophulariaceae), que apresentou um resultado 

negativo para a indução de mutação (DE FREITAS et al., 2014). Segundo Aciole et al. 

(2014) os larvicidas dilapiol e espinosade apresentaram ação genotóxica através do 

teste SMART, uma vez que demonstraram a capacidade de indução ao aumento de 

manchas mutantes com maior frequência quando comparados com o controle negativo. 

E ambos os compostos se mostraram tóxicos para D. melanogaster, com efeito dose-

dependente.  

Já em testes feitos com compostos inorgânicos como o cloreto de chumbo 

(PbCl2) e nitrato de chumbo (Pb (NO3)), em tratamentos combinados com radiação 

gama, não houve indução significativa na frequência de manchas mutantes, indicando 

que não houve interação dos compostos com o reparo do dano genético induzido por 

radiação ionizante (CARMONA et al., 2011). Outro resultado negativo para ação 
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mutagênica através do teste SMART foi sua aplicação em nanotubos de carbono 

(MACHADO et al., 2013). 

O teste SMART também pode ser aplicado em uma série de fármacos para se 

avaliar a capacidade de indução a manchas mutantes em D. melanogaster. A análise 

tóxico-genética de uma combinação de antirretrovirais demonstrou um aumento 

significativo de manchas mutantes indicando um resultado positivo para ação 

mutagênica de antirretrovirais (GUIMARÃES et al., 2013). E também Cunha et al. (2002) 

demonstraram que dois medicamentos quimioterápicos análogos de desoxicitidina 

apresentaram um efeito genotóxico significativo em células de D. melanogaster.  

 

1.3.6 Organismo modelo Drosophila melanogaster 

A família Drosophilidae (Insecta, Diptera) é composta por pelo menos 4.200 

espécies, distribuídas em 78 gêneros (BÄCHLI, 2015), de duas subfamílias: Steganinae 

e Drosophilinae. Esses dípteros apresentam ampla distribuição geográfica, ocorrendo 

em praticamente todo o planeta. Suas espécies são conhecidas popularmente como 

“mosca da banana” ou “mosca do vinagre”.  

Drosophila melanogaster é um organismo eucarioto, diploide e apresenta em sua 

estrutura genética quatro cromossomos, sendo um par sexual e três pares 

autossômicos com um total aproximado de 14.000 genes. Devido a várias 

características e aplicações, entre elas o fato de ter sido o primeiro organismo complexo 

a ter seu genoma sequenciado (ADAMS et al., 2000), no final do século XX Drosophila 

melanogaster foi considerada o organismo modelo mais significativo na ciência. Fato 

que continua a ser confirmado a partir dos inúmeros artigos científicos publicados com 

este organismo, nas mais diferentes áreas do conhecimento (ROBERTS, 2006). 

Aproximadamente 75% dos genes relacionados a doenças em seres humanos possuem 

genes homólogos na mosca, incluindo-se aí os relacionados a distúrbios do sistema 

nervoso central, doenças inflamatórias, cardiovasculares, câncer, diabetes e genes 

necessários para a função visual, auditiva e do sistema imunitário (BIER, 2005; LLOYD; 

TAYLOR, 2010; PANDEY; NICHOLS, 2011).  

Uma das vantagens em utilizar esse organismo é sua fácil manipulação em 

laboratório. Além disso, seu ciclo de vida é rápido. Em cerca de nove dias (Figura 1.8) 

se dá a transformação entre ovo e adulto. No período do ovo ocorre a embriogênese, 

com duração de em 24 horas, e nos três dias seguintes os estágios larvais (1º, 2º e 3º), 

quando as larvas mudam de cutícula e crescem. Ao final do terceiro estágio as larvas 

tendem a migrar para regiões mais secas e a cutícula fica mais rígida formando a pupa. 
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Essa nova fase de desenvolvimento dura em média cinco dias, tempo suficiente para 

que todos os tecidos sejam formados e os discos imaginais proliferem, permitindo que 

da pupa ocorra à eclosão do indivíduo adulto. Outra vantagem em utilizar a Drosophila 

como organismo modelo é poder reduzir o número de organismos experimentais nos 

ensaios toxicológicos, diferente do é feito para mamíferos, tais como camundongos 

(SIDDIQUE, 2005). 

 

 

Figura 1.8 - Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Fonte: FLYMOVE, 2014. 
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2.1 Resumo 

Compostos derivados de núcleos pirimidínicos têm apresentado diversas 

propriedades biológicas de interesse farmacológico. Os compostos 4-Amino-2-(fenil)-6-

m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-

carbonitrila-pirimidina (5b) têm sido descritos na literatura como compostos com 

propriedades anti-inflamatórias e como possíveis novos fármacos. O teste SMART 

(teste de mutação e recombinação somática), baseia-se na identificação de fenótipos 

(flr³ e/ou mwh) mutantes em Drosophila melanogaster que representam a ocorrência da 
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expressão fenotípica da mutação. E o ensaio cometa é um teste bastante sensível à 

detecção de danos genotóxicos ao DNA. As finalidades deste estudo foram: investigar o 

efeito mutagênico dos compostos, 4-Amino-2-(fenil)-6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-

pirimidina (5a) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5b), análogos 

de base pirimidínica reconhecidos como substâncias anti-inflamatórias; e avaliar o 

possível efeito genotóxico desses compostos por meio do Ensaio Cometa em células 

somáticas de D. melanogaster. Durante a aplicação do teste SMART larvas de D. 

melanogaster resultantes do cruzamento padrão (fêmeas flr³ com machos mwh) foram 

submetidas a diferentes concentrações dos compostos 5a e 5b: 0,04, 0,09, 0,19, 0,39, 

0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL. Após o tratamento, as células das asas dos adultos foram 

analisadas por microscopia óptica a 400x. Os dados foram comparados com o grupo 

controle, tratado com solvente (90 % água destilada, 5% tween80 e 5% etanol) e o 

positivo (mitomicina 1 mg/mL). Para o ensaio cometa, Larvas da linhagem Oregon-R 

foram submetidas aos compostos nas concentrações de 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL. 

Um grupo controle negativo, tratado apenas com o solvente, e um grupo controle 

positivo, exposto à ciclofosfamida (1mg/mL) também foram estabelecidos. A hemolinfa 

de 180 larvas foi coletada em cada tratamento, sendo sobrepostas em lâminas cobertas 

por agarose e submetidas à eletroforese. Os possíveis danos ao DNA foram 

classificados em cinco categorias, sendo 0 correspondente a nucleóides intactos, e de 1 

a 4 os demais, em ordem crescente do dano apresentado. Os resultados da análise 

microscópica mostraram que os compostos não apresentaram ação mutagênica nem 

genotóxica, uma vez que não foram estatisticamente diferentes dos apresentados no 

controle negativo, sob as condições experimentais testadas. Este resultado apoia a 

ideia já apresentado na literatura que os compostos de 4-aminopirimidínicos têm baixa 

toxicidade, pois, duas curvas de sobrevivência mostraram que os compostos não têm a 

capacidade de induzir a morte de mais de 30% dos indivíduos testados.  

 

Palavras-Chaves: Pirimidinas; genotoxicidade; SMART; ensaio cometa. 

 

2.2 Abstract 

 

Key Words:  
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2.3 Introdução 

 As pirimidinas se apresentam como aminas heterocíclicas aromáticas, 

isoeletrônicas ao benzeno, onde, dos seis átomos de carbono que constituem o anel 

benzênico dois são substituídos por nitrogênio nas posições 1 e 3 (Joule, 2000). 

Compostos derivados de núcleos pirimidínicos têm sido de grande importância para a 

farmacologia, uma vez que estudos recentes comprovam a presença de propriedades 

biológicas de interesse à saúde humana. Entre essas atividades a literatura mostra 

sintéticos com atividades como, antitumoral de compostos 2-aminopirimidinas frente a 

células tumorais (GOKHALE, 2015), atividade antiviral contra herpes simples tipo I 

(Mescic et al., 2013), antifúngica e antimicrobiana (HAFEZ, 2015) e um derivado 

sintético de oxazolo [5,4-d] pirimidina mostrou uma ação antiangiogênica significativa 

em testes in vitro e ex vivo (LIU, 2015). Sintéticos com núcleo pirimídico têm 

apresentado ação anticancerígena por inibirem a quinase dependente de ciclina (CDK) 

(EL-NASSAN, 2011).  

Uma série de compostos 4-amino-pirimidínicos quando testados em 

camundongos demonstraram ação anti-inflamatória, sendo superior a atividade do ácido 

acetilsalicílico (FALCÃO et al, 2006). No entanto, é de suma importância a avaliação 

genotóxica de compostos dessa natureza. Este trabalho busca sintetizar os compostos, 

4-Amino-2- (fenil) - 6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-

nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5b) segundo metodologia descrita por Melo et al., 

(2002) e avaliar o potencial mutagênico e genotóxico  desses sintéticos através do teste 

SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) em Drosophila melanogaster, ou 

teste da asa foi inicialmente descrito por Graf et al. (1984); e ensaio cometa em 

hemócitos de Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R. 

O teste SMART está baseado na identificação de perda da heterozigose em 

genes que expressam os fenótipos flr³ ou mwh nos pelos das asas das moscas adultas 

(ANDRADE; LEHMANN, 2003). No entanto a quantidade de ocorrências de pelos 

mutantes apresentados vai depender da ação mutagênica do composto testado. 

Podendo apresentar manchas simples (com a presença de apenas um dos fenótipos), 

ou gêmeas com os dois fenótipos se expressando simultaneamente (GRAF et al., 

1984).  

Uma grande variedade de compostos de interesse à saúde humana e ao meio 

ambiente pode ser facilmente testada através do SMART. Cunha et al. (2002), 
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avaliaram a capacidade genotóxica de dois análogos de desoxicitidina, e perceberam 

um efeito positivo em relação ao aumento significativos de manchas mutantes induzidas 

por medicamentos quimioterápicos dessa classe. E os larvicidas dilapiol e espinosade 

também apresentaram um resultado positivo para indução de ação genotóxica (ACIOLE 

et al, 2014). 

O ensaio cometa é um teste bastante sensível à detecção de danos ao material 

genético deste organismo (Gaivão e Sierra, 2014), enquanto que Drosophila é um 

organismo recomendado como alternativa para redução do uso de pequenos mamíferos 

em estudos genotóxicos. 

 

 

2.4 Material e Métodos 

Síntese dos compostos 

Para a síntese dos compostos 4-Amino-2-(fenil)-6-m-nitrofenil)-5-carbonitrila-

pirimidina (5a) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5b) utilizou-se 

a metodologia de Melo et al., (2002), detalhada na Figura 2.1. As reações foram 

acompanhadas através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com placas de 

sílica gel Merck® f254nm. O sistema de eluição utilizado foi n-hexano/acetato de etila, 8:2 

(v:v). A visualização das bandas resultantes do processo ocorreu com o auxílio de luz 

UV, a 254/312 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 R1 R2 FM 

1a e 3a H NO2 C10H5N3O2 

1b e 3b NO2 H C10H5N3O2 

5a H NO2 C17H11N5O2 

5b NO2 H C17H11N5O2 
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Figura 2.1 - Esquema de síntese dos compostos 5a, 5b e 5c, FM = fórmula molecular. 

Quantidades equimolares de aldeídos aromáticos substituídos (1) reagem 

com malononitrila (2) à temperatura ambiente, originando as bisnitrilas (3) 

convenientemente substituídas. Em seguida, estas reagem com cloridrato 

de benzamidina substituída (4) na presença de metanol, à temperatura de 

refluxo e em presença de quantidades catalíticas de trietilamina, originando 

os compostos (5). 

 

Teste de mutação e recombinação (SMART) 

O teste SMART está baseado na identificação de alterações fenotípicas 

causadas por mutações cromossômicas ou recombinação mitótica expressas nos pelos 

das asas de indivíduos adultos de Drosophila melanogaster. Decorrentes de perda da 

heterozigosidade dos genes marcadores flr³ e mwh. Para aplicação do teste, 80 fêmeas 

virgens adultas de D. melanogaster da linhagem flare-3 (flr³, 3-38. 8) e 40 machos 

adultos da linhagem multiple wing hairs (mwh, 3-0. 3), foram submetidos ao cruzamento 

padrão por 72 horas (ANDRADE E LEHMANN, 2003). Em seguida, esses indivíduos 

foram colocados em potes descartáveis, contendo uma base sólida de ágar (5%) e uma 

camada espessa de fermento biológico, onde a fêmeas depositaram seus ovos por um 

período de 8 horas. Após 72 horas eclodiram larvas em terceiro estágio que foram 

contadas (100 larvas) e transferidas para cada um dos tubos contendo 0,9 g de purê de 

batata instantâneo hidratado com 3 mL das concentrações (0,09, 0,04, 0,19, 0,39, 0,78, 

1,56 e 3,125 mg/mL) de cada um dos compostos 5a e 5b. Também foi estabelecido um 

grupo controle negativo (90 % água destilada, 5% tween80 e 5% etanol), além de um 

controle positivo (mitomicina 1 mg/mL). 

Após esse período as drosófilas adultas machos e fêmeas que eclodiram foram 

contabilizados para avaliação do possível efeito tóxico dos compostos testados e 

elaboração da curva de sobrevivência. Após a contagem os adultos os mesmos foram 

mantidos em álcool a 70% até a montagem das lâminas das asas. Estas lâminas foram 

montadas com 10 pares de asas, sendo cinco de fêmeas e cinco de macho, segundo 

descrição de Graf  et al., (1984). Posteriormente as lâminas foram armazenadas por 24 

horas para secagem e cobertas por lamínula com o auxílio da solução de Faure. 

A análise microscópica para a verificação dos diferentes tipos de manchas 

(simples pequenas, simples grandes e manchas gêmeas) de pelos mutantes mwh e/ou 

flr³, foi realizada em microscópico óptico, sob aumento de 400X.   
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A análise estatística dos resultados foi feita pelo teste binomial condicional de 

Kastenbaum e Bowman (1970), com um nível de confiança a 5%. A significância dos 

resultados foi avaliada segundo o procedimento de decisão múltipla estabelecida por 

(Frei, 1988), que apresenta quatro diagnósticos diferentes: positivo (+), fraco positivo 

(f+), negativo (-) e inconclusivo (i). 

 

Ensaio cometa 

Fêmeas adultas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R depositaram seus 

ovos em potes de vidro contendo uma base sólida de ágar e fermento biológico. Esse 

processo se deu durante 72 horas e logo após, as larvas em terceiro estágio que 

emergiram foram coletadas, lavadas e contabilizadas. Aproximadamente 60 larvas 

foram expostas por 24 horas em potes descartáveis contendo 0,9 g de purê de batata 

hidratado com os compostos 5a e 5b, nas concentrações, 0,39, 0,78, 1,56, e 3,12, 

mg/mL, dissolvidos em solução solvente (90% água destilada, 5% tween80 e 5% 

etanol). Outros dois grupos de indivíduos também foram estabelecidos: o grupo controle 

negativo, com larvas submetidas ao meio hidratado apenas com o solvente, e o grupo 

positivo, com larvas submetidas à ciclofosfamida 1mg/mL. Todos os testes foram 

realizados em triplicata.  

Ao final da exposição, a hemolinfa das larvas foi coletada com o auxílio de uma 

pinça de relojoeiro e submetida à centrifugação antes da sobreposição nas lâminas 

previamente lixadas e cobertas por agarose. Em seguida, o material foi colocado sobre 

a lâmina, coberto com uma lamínula e refrigerado de 10 a 15 minutos, para solidificar o 

gel.  Após esse período as lamínulas foram removidas e as lâminas armazenadas em 

cubetas com solução de lise, sendo mantidas refrigeradas por 72 horas antes da etapa 

de eletroforese. Para a eletroforese foi utilizada uma solução tampão (1.200 mL de H2O 

destilada gelada, 10 mL de EDTA e 64 mL de solução de NaOH) submetida a uma 

corrente de 40V e 300mA por 20 minutos. Após a eletroforese as lâminas 

permaneceram imersas em solução de neutralização por 15 minutos e, posteriormente, 

em etanol absoluto por 5 minutos, sendo secas ao ar. 

Momentos antes da análise microscópica, as lâminas foram coradas com 

GelRedTM (diluído 1:500) e observadas em microscópio de fluorescência (Zeiss-Imager, 

M2), com filtro de excitação de 515-560 nm, e em aumento de 400X. Para cada 

concentração 300 nucleóides foram contabilizados, sendo, 100 de cada réplica. 

  Para a quantificação da genotoxicidade, os cometas foram classificados em 

cinco categorias, de acordo com o tamanho da cauda e intensidade do núcleo, segundo 
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Collins (2008). Os danos considerados 0 (zero) se referem aos nucleóides intactos 

(cabeça integra e sem cauda); os danos de 1 a 3 nucleóides com danos crescentes e 

intermediários; e o dano 4 os nucleóide com o máximo de desintegração da cabeça e 

longa cauda. Com estas informações, dois parâmetros foram calculados: o Índice de 

Dano (ID) e a Frequência de Dano (FD%), calculados de acordo com as seguintes 

fórmulas:  

 

 

A análise estatística dos resultados foi feita através do teste não paramétrico de 

Análise da Variância (ANOVA), seguido do teste Bonferroni para comparações par a 

par, a um nível de significância de p≤ 0,05, utilizamos o software STATA na versão 12.0.  

 

3.5 Resultados 

Compostos obtidos  

A obtenção dos compostos (5a-b) foi confirmada através de comparação de 

seus fator de retenção (Rf) e Pontos de fusão (Pf) com os dados da literatura (Falcão et 

al. 2006). 

 

Composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a) 

O composto 5a (Figura 2.2) foi obtido com rendimento de 36%, na forma de 

cristais amarelos após refluxo em metanol, e seu Rf foi calculado ao final de 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em sistema de eluição: n-hexano/acetato 

de etila, 8:2 (v:v). O valor calculado foi Rf=0,36, visualizado em luz UV de 254nm; 

PM=317; e fórmula geral de C17H11N5O2. A obtenção do composto foi confirmada 

através de comparação de seu Rf e Pf com os dados de Falcão et al. (2006). 

 

Figura 2.2 - Composto 5a.  
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Composto 4-Amino-2- (fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5b) 

O composto 5b (Figura 2.3) foi obtido com rendimento de 31,38%, na forma de 

cristais amarelos após refluxo em metanol. Seu Rf foi calculado ao final de CCD, em 

sistema de eluição: n-hexano/acetato de etila, 8:2 (v:v). O valor obtido foi Rf=0.39, 

visualizado em luz UV de 254 nm; PM=317; e fórmula geral de C17H11N5O2. 

 

Figura 2.3 - Composto 5b.  

 

Efeito tóxico 

 Duas curvas de sobrevivência foram estabelecidas para cada um dos compostos 

administrados. Duas concentrações se mostraram tóxicas não foram consideradas para 

a montagem das asas (e apenas as quatro mais concentradas daquelas não tóxicas 

foram analisadas. Desta forma tanto o resultado do tratamento com o composto 5a 

apresentado na figura 2.4A, quanto o do composto 5b (Figura 2.4B), mostram que, em 

todas as concentrações testadas os compostos não apresentaram toxicidade para 

Drosophila. Levando em consideração a DL70 fica evidente que o composto testado não 

teve a capacidade de causar a morte de mais de 30% dos drosofilídeos nas condições 

testadas. 
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Figura 2.4 - Curvas de sobrevivência de indivíduos adultos de D. melanogaster, resultantes da 

metamorfose de larvas expostas a diferentes concentrações dos compostos 

pirimidínicos 5a e 5b. 

 

Avaliação mutagênica 

 Os resultados da avaliação mutagênica através do teste SMART estão 

apresentados na Tabela 2.1. Onde se pode observar que todas as concentrações 

testadas quando, comparadas com o controle negativo se mostraram com um resultado 

negativo, em relação possível ação genotóxica dos compostos testados.  

 

Tabela 2.1 Resultados com diagnóstico estatístico pelo teste binomial condicional (Kastenbaum 

e Bowman,1970). 

Concentrações 
(mg/mL)   

do genótipo 

mwh/flr3 

N 

 
Frequência de manchas por individuo 

(n° de manchas) 

Total de 
manchas 

MSP  MSG  MG  TM   
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(1-2céls)b  (>2céls)b      mwhc 

m=2 D m=5 D m=5 D m=2 D ( n ) 

5a           

Cont. Negativo 20 0,40 (08)  0,25 (05)  0,05 (01)  0,70 (14)  13 
Cont. Positivo 25 12,36 (309) + 16,72 (418) + 3,24 (81) + 32,32 (808) + 727 

0,39 20 0,45 (09) i 0,05 (01) - 0,00 (00) i 0,50 (10) - 10 

0,78 20 0,55 (11) i 0,00 (00) - 0,00 (00) i 0,55 (11) - 11 
1,56 20 0,50 (10) i 0,00 (00) - 0,10 (02) i 0,60 ( 12) - 10 
3,12 20 0,45 (09) i 0,20 (04) i 0,00 (00) i 0,65 (13) - 13 

5b           

Cont. Negativo 20 0,40 (08)  0,25 (05)  0,05 (01)  0,70 (14)  13 

Cont. Positivo 25 12,36 (309) + 16,72 (418) + 3,24 (81) + 32,32 (808) + 727 

0,39 20 0,65 (13) i 0,05 (01) - 0,00 (00) i 0,70 (14) - 14 

0,78 20 0,55 (11) - 0,05 (01) - 0,00 (00) i 0,60 (12) - 12 

1,56 20 0,30 (06) - 0,05 (01) - 0,10 (02) i 0,45 (09) - 7 

3,12 20 0,30 (06) - 0,00 (00) - 0,00 (00) i 0,30 (06) - 6 

 
D=Diagnóstico estatístico de acordo com Frei & Würgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, 
inconclusivo. MSP = manchas simples pequenas; MSG = manchas simples grandes; MG = manchas 
gêmeas; TM = total de manchas; m, fator de multiplicação para a avaliação de resultados significativamente 
negativos. Níveis de significância p<0,05.  bIncluindo manchas simples flr3raras.  cTotal de manchas, 
considerando clones mwh para as manchas simples mwh e para manchas gêmeas. N=total de indivíduos 

analisados. 

 

Genotoxicidade  

Os resultados da contagem dos danos (0 a 4) e os valores calculados de ID e FD 

por cada réplica (e suas respectivas médias) do controle negativo e positivo dos 

tratamentos com os compostos pirimidínicos 5a e 5b, estão apresentados na Tabela 

2.2.  Comparando as médias obtidas das três réplicas de cada tratamento com a média 

obtida no controle negativo percebe-se que os valores foram superiores em todas as 

concentrações testadas, tanto para ID quanto para FD%. Entretanto, os resultados da 

análise estatística indicam que estas diferenças não foram significativas, com exceção 

de três comparações de ID, feitas com o composto 5b, conforme destacado na Tabela 

2.3.  

A análise geral dos resultados apresentados indica que os compostos testados 

não foram genotóxicos sob as condições experimentais aplicadas. 
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Tabela 2.2 - Avaliação de índice e frequência de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R 

de Drosophila melanogaster submetidas aos controles negativo e positivo a 

diferentes concentrações dos compostos pirimidínicos 5a e 5b. 

 
Composto/ Nível de dano genético    

Concentração (mg/mL) 0 1 2 3 4   ID FD % 

         
Controle positivo 18 21 29 12 20  195 82 
Controle positivo 17 21 16 26 20  211 83 
Controle positivo 17 21 29 15 18  196 83 

Média 17,8 21,0 24,7 17,7 19,3  200,7 82,7 

Controle negativo 84 12 4 0 0  20 16 
Controle negativo 63 26 10 1 0  49 37 
Controle negativo 76 17 6 1 0  32 24 

Média 74,3 18,3 6,7 0,7 0   33,7 25,7 

5a          

0,39 60 40 0 0 0 
 

40 40 
0,39  72 28 0 0 0 

 
28 28 

0,39  65 34 1 0 0 
 

36 35 
Média 65,7 34,0 0,3 0 0   34,7 34,3 

0,78  63 34 3 0 0 
 

40 37 
0,78 45 42 9 4 0 

 
72 55 

0,78  81 18 1 0 0 
 

20 19 
Média 63,0 31,3 4,3 1,3 0   44,0 37,0 

1,56 12 58 26 4 0 
 

122 88 
1,56 67 31 2 0 0 

 
35 33 

1,56 42 50 8 0 0 
 

66 58 
Média 40,3 46,3 12 1,33 0   74,3 59,7 

3,12 84 6 9 1 0 
 

27 16 
3,12 62 30 6 2 0 

 
48 38 

3,12 28 46 24 2 0 
 

100 72 
Média 58,0 27,3 13,0 1,7 0   58,3 42,0 

5b         

0,39 79 20 1 0 0 
 

22 21 
0,39  79 19 1 0 0 

 
23 21 

0,39  23 57 19 1 0 
 

98 77 
Média 60,3 32 7,33 0,3 0   47,7 39,7 

0,78  65 19 15 1 0 
 

52 35 
0,78 71 22 7 0 0 

 
36 29 

0,78  44 39 17 0 0 
 

73 56 
Média 60,0 26,7 13,0 0,3 0   53,7 40,0 

1,56 31 32 36 1 0 
 

107 69 
1,56 57 23 20 0 0 

 
63 43 

1,56 70 16 12 2 0 
 

46 30 
Média 52,7 23,7 22,7 1 0   72,0 47,3 

3,12 83 12 5 0 0 
 

22 17 
3,12 50 42 8 0 0 

 
58 50 

3,12 38 49 13 0 0 
 

75 62 
Média 57 34,3 8,6 0 0   51,7 43,0 
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Tabela 2.3. Análise estatística das médias de Índice de Dano (ID) e de Frequência de Dano 

(FD%), comparadas par a par, entre o grupo controle negativo e concentrações dos 

compostos 5a e 5b estudadas. 

 

Composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a) 
 

Comparação do ID entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 1,000       

0,78 1,000 1,000     

1,56 1,000 1,000 1,000   

3,12 1,000 1,000 1,000 1,000 

Comparação do FD% entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 1,000       

0,78 1,000 1,000     

1,56 0,655 1,000 1,000   

3,12 1,000 1,000 1,000 1,000 

 

Composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5b) 
 

Comparação do ID entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 0,045*       

0,78 0,069 1,000     

1,56 0,260 1,000 1,000   

3,12 1,000 0,013* 0,020* 0,071 

Comparação do FD% entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 0,059       

0,78 0,061 1,000     

1,56 0,127 1,000 1,000   

3,12 0,083 1,000 1,000 1,000 
* Estatisticamente significativo p ≤ 0.05). 

 

 

3.6 Discussão 

 Este trabalho investigou a possível ação mutagênica dos compostos 4-Amino-2- 

(fenil)-6-(m-nitrofenil)-5-carbonitrila-pirimidina (5a) e 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-nitrofenil)-5- 

carbonitrila-pirimidina (5b) através do teste SMART. Os resultados mostraram que os 

compostos não têm ação mutagênica sobre os indivíduos de D. melanogaster nas 

condições testadas. 

 Conforme resultados obtidos quanto a ação tóxica dos compostos nos 

drosofilídeos testados, pode-se perceber que em todas as concentrações testadas 

ambos os compostos demonstraram não apresentarem efeito tóxico. Falcão (2003) 

demonstrou que o composto 5b quando testada sua toxidez aguda não apresentou 

letalidade em camundongos até a dose de 1000mg/Kg. E ainda segundo Falcão et al., 

(2006) compostos derivados de núcleos pirimidínicos testados frente a linhagens de 

células Hep-2 não apresentaram atividade citotóxica. Os dados obtidos nesse trabalho 
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mostram que mesmo em organismos diferentes os compostos 5a e 5b se mostraram 

como agentes não citotóxicos, uma vez que mais de 70% dos drosophilídeos testados 

com os sintéticos conseguiram sobreviver como mostrado na Figura 4.  

 Derivados pirimidínicos de 7-aril-2,3-diidrotiazolo[3,2-a]pirimidin-5-ona-6-

carbonitrila, não apresentaram efeitos tóxicos quando testados em camundongos na 

dose de 2000 mg/Kg e uma baixa toxicidade frente a células Hep-2 segundo, VITAL et 

al., (2009).  

 Em relação ao possível efeito mutagênico, os resultados para indução de 

manchas mutantes não foi significativo, indicando que tanto o 5a quanto o 5b não têm 

ação mutagênica nas condições testadas. Nosso grupo já avaliou anteriormente dois 

outros compostos da mesma natureza os análogos de base P7 {4-amino-2-(fenil)-6-(p-

fluorofenil)-pirimidina-5-carbonitrila} e P14 {4-amino-2-(p-anisil)-6-(p-anisil)-pirimidina-5-

carbonitrila} sintetizados por FALCÃO et al., (2006), e os dados se assemelham com os 

obtidos neste trabalho, uma vez que também se mostraram não significativos para a 

indução de mutação em D. melanogaster (SILVA, 2013). 

 O Ensaio Cometa é bastante utilizado para detecção de quebras nas cadeias 

simples e dupla do DNA, através do índice de dano (ID) e frequência de dano (FD). 

Uma metodologia simples e rápida nesse sentido possui uma vasta aplicação. Plantas 

medicinais conhecidas como eficazes no tratamento de neoplasias, a exemplo Xanthium 

spinosum, se mostrou não ter a capacidade de induzir danos ao material genético 

(GÜEZ et al., 2012). A literatura relata uma série de trabalhos que desenvolveram a 

metodologia ensaio cometa com o organismo D. melanogaster. Com algumas 

modificações foi possível isolar células desse indivíduo para uma adequação ao teste. 

Isso gerou mais conhecimento científico, quando se avaliou a ação da exposição de 

drosofilídeos a compostos de chumbo inorgânico (CARMONA et al., 2011), a 

quimioterápicos como a ciclofosfamida e cisplatina e antineoplásicos a exemplo a 

bleomicina (SHARMA et al., 2011). 

 Os resultados obtidos com este trabalho trazem uma maior segurança na 

utilização dos compostos derivados de núcleos pirimidínicos, uma vez que nas 

condições testadas não houve diferença significativa entre o grupo controle negativo e o 

grupo tratado com as concentrações utilizadas. 
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Compostos derivados de núcleos pirimidínicos têm apresentado diversas 

propriedades biológicas de interesse farmacológico. O composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-

anisil)-5-carbonitrila-pirimidina (5c) é descrito na literatura como composto com 

propriedades anti-inflamatórias (Falcão et al., 2003) e como possível novo fármaco. O 

objetivo deste estudo foi avaliar o possível efeito genotóxico desse composto por meio 



45 

 

 

do Ensaio Cometa em células somáticas de Drosophila melanogaster da linhagem 

Oregon-R.  

O composto 5c foi sintetizado segundo metodologia descrita por Melo et al., 

2002 e mostrados na figura 1. A metodologia do ensaio cometa é bastante aceita no 

meio científico por permitir reconhecer quebras simples ou duplas no DNA após a 

exposição de indivíduos a compostos de interesse (COLLINS et al, 2008).  

Larvas em terceiro instar de D. melanogaster foram submetidas ao 5c nas 

concentrações de 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL. Um grupo controle negativo, tratado 

apenas com o solvente (água destilada, tween80 e etanol), e um grupo controle positivo 

(ciclofosfamida - 1mg/mL) também foram estabelecidos. Foram coletados os hemócitos 

de 180 larvas em cada tratamento e em seguida o material biológico foi sobreposto em 

lâminas cobertas por agarose e submetidas à eletroforese por 20 minutos. Para a 

análise microscópica os danos ao DNA foram classificados em cinco categorias, sendo 

0 correspondente a nucleóides intactos, e de 1 a 4 os demais, em ordem crescente do 

dano apresentado (COLINNS et al, 2008). A partir dos danos encontrados se calculou a 

frequência de danos (FD%) e o índice de danos (ID) segundo TICE et al., 2000. Os 

resultados presentes na tabela 1 mostram que nas condições experimentais testadas 

não houve diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos e o grupo de 

controle negativo, o que significa que o composto não é genotóxico para os 

drosofilídeos testados.  

 

Tabela 1. Análise estatística das médias de Índice de Dano (ID) e de Frequência de Dano 

(FD%), comparadas par a par, entre o grupo controle negativo e concentrações do 

composto 5c estudadas. 

 

 

Composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-anisil)-5-carbonitrila-pirimidina (5c) 
 

Comparação do ID entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 0,678       

0,78 0,575 1,000     

1,56 0,074 1,000 1,000   

3,12 0,153 1,000 1,000 1,000 

Comparação do FD% entre os grupos (teste Bonferroni) 

Concentrações em mg/mL Controle negativo 0,39 0,78 1,56 

0,39 0,186       

0,78 0,057 1,000     

1,56 0,055 1,000 1,000   

3,12 0,039 1,000 1,000 1,000 

 
* Estatisticamente significativo p ≤ 0.05). 
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DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 

Os compostos pirimidínicos 5a e 5b, nas condições experimentais testadas pelo 

teste SMART em Drosophila melanogaster, apresentaram uma baixa toxicidade uma 

vez que não foram capazes de causar a morte de mais de 30% dos indivíduos 

submetidos ao tratamento. Em todas as concentrações testadas com ambos os 

sintéticos, foi observado que mais de 70% das larvas de drosofilídeos expostos 

conseguiram eclodir em moscas adultas, reforçando dados da literatura de que os 

compostos não apresentam toxicidade elevada. Em um estudo realizado por Falcão et 

al., (2006) derivados pirimidínicos de mesma natureza apresentaram uma baixa 

toxicidade em camundongos e não foi observada ação citotóxica frente a células Hep-

2. 

E em relação à mutagenicidade o este SMART mostrou que os compostos 5a e 

5b não são mutagênicos para D. melanogaster, pois, os resultados obtidos nos 

tratamentos mostraram que não houve diferença significativa quando comparados o 

controle negativo. Nosso grupo também já avaliou a mutagenicidade outros compostos 

dessa natureza com o teste SMART, os análogos de base, P7 {4-amino-2-(fenil)-6-(p-

fluorofenil)-pirimidina-5-carbonitrila} e P14 {4-amino-2-(p-anisil)-6-(p-anisil)-pirimidina-
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5-carbonitrila} sintetizados por FALCÃO et al., (2006), e os mesmos também 

apresentaram resultado negativo para agentes indutores de mutação em Drosophila 

melanogaster (SILVA, 2013).  

Para o ensaio cometa, os compostos 5a, 5b e 5c, foram testados em larvas de 

Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R e se apresentaram nas 

concentrações, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL, como agentes não genotóxicos uma 

vez que não se mostraram capazes de causar danos ao material genético dos 

drosofilídeos testados. Esses dados reforçam os encontrados por Morais (2014) onde, 

compostos derivados de núcleos pirimidínicos foram submetidos ao o teste de 

micronúcleo in vitro para verificar a mutagenicidade dos compostos com células das 

linhagens HeLa e HepG2, e os resultados mostraram que não houve ação genotóxica 

dos sintéticos. 
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