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RESUMO

Compostos com nucleo pirimidinico tém grande potencial e importancia farmacolégica para
a saude humana, pois apresentam varias propriedades biol6gicas como atividade anti-
inflamatoria, antitumoral, bioherbicida, entre outras. Este trabalho busca analisar os efeitos
genotoxicos 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 sintese, por meio do teste SMART (Teste de
Mutacdo e Recombinagdo Somatica) 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 concentragbes 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 analise microscOpica dos possiveis danos genéticos causados pelos
compostos foram observadas as células da hemolinfa (hemdécitos) de larvas. No processo
metodolégico do SMART, larvas de D. melanogaster foram expostas as concentra¢des 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 sobrevivéncia de acordo com o nascimento dos
individuos adultos para verificar a citotoxicidade dos compostos. As manchas e pelos
mutantes das asas dos individuos adultos tratados foram analisadas em microscépio 6ptico
e comparados aos resultados do grupo controle negativo. Os resultados indicaram que ndo
houve diferencas significativas entre os grupos tratados e os controles negativos, tanto para
0 teste SMART, quanto para o Ensaio Cometa. No teste SMART, as curvas de
sobrevivéncia mostraram que os compostos 5a e 5b, ndo apresentaram toxicidade para os
drosofilideos testados. Podendo-se concluir, assim, que nas condi¢cdes experimentais
testadas em D. melanogaster os compostos ndo apresentaram atividade toxica nem
mutagénica, o0 que contribui para 0 uso dos compostos pirimidinicos aqui investigados na

composicao de novos farmacos para o tratamento da salde humana.

Palavras-Chave: Pirimidinas, Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somética, hemolinfa,

novos farmacos.
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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 (5¢) 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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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

A Quimica orgéanica € um dos ramos da ciéncia que vem crescendo bastante nas
Ultimas décadas e um dos fatores responsaveis por esse desenvolvimento é a expansao
dos compostos sintéticos com utilidade medicinal para combater diversas patologias
(MONTEIRO, 2005).

Compostos heterociclicos derivados de nulcleos pirimidinicos apresentam
diversas propriedades bioldgicas como, antiviral, antitumoral entre outras, além de se
comportarem como antioxidantes, anticorrosivos e constituirem a estrutura quimica de
corantes e pigmentos (HO, 2005). Numerosos compostos heterociclicos foram
sintetizados, mas devido as varias utilidades a satde humana no combate a doencas e
algumas vezes ao meio ambiente como herbicidas, as pirimidinas merecem destaque.
Bases formadas por pirimidinas fundamentam a transmisséo de informagédo génica, o0s
acidos nucléicos (DNA e RNA), importantes para a manutencdo da vida no Planeta
(PORTE, 2011).

Compostos heterociclicos pirimidinicos apresentam propriedades biolégicas,
entre elas, analgésicas (YEJELLA; ATLA, 2011), agroquimicas, 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 tém sido muito estudadas (VITAL et al., 2009).

Falcdo e colaboradores (2006) demonstraram que compostos 4-amino-
pirimidinicos apresentam grande potencial anti-inflamatério, com atividade superior ao
acido acetilsalicilico. Outros pesquisadores também relatam que novas pirimidinas
derivadas de pirimido [2'1"2,3] tiazol [4,5-b] quinoxalina apresentam atividades
analgésicas e anti-inflamatorias (ABU-HASHEM et al., 2010).

Outra acéo bastante descrita na literatura é a antineoplasica, existindo diversos
farmacos no mercado com este nulcleo, como é o caso do 5-Fluor-uracil. Xie et al.
(2009) relataram a eficiente atividade anticancerigena com a inibicdo de quinase

dependente de ciclina (CDK). Por inibirem a CDK, derivados de pirimidina tém acéo
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antitumoral, reduzindo o crescimento de tumores, motivo pelo quais novos compostos
com essa atividade tém sido sintetizados (EL-NASSAN, 2011).

Com tantas propriedades bioldgicas é de grande importancia que avaliacdes
genotoxicas de compostos pirimidinicos sintéticos sejam realizadas, a fim de garantir
uma maior seguranca no seu uso como possiveis farmacos.

Para avaliar os provaveis danos causados ao material genético de um organismo
exposto a um determinado agente toxico-genético, sdo utilizados testes in vivo e in vitro.
Esses testes ainda séo utilizados como sinalizadores para o possivel surgimento de
doencas carcinogénicas, as quais apresentam relagdo com efeitos genotdxicos
(SIVIERO; MACHADO-SANTELLI, 2008; BATISTA; CAMPQOS, 2015). Neste contexto,
genotoxicidade pode ser entendida como a capacidade que uma determinada
substancia tem para causar dano ao material genético (DNA) em determinado
organismo. Se esse dano nao for reparado e se estabelecer, torna-se uma mutacao
(SILVA et al., 2003).

A mutacdo é um fendmeno que pode acometer células germinativas ou
somaticas de diversos organismos e é caracterizada por qualquer alteragcdo subita no
material genético que ndo seja oriunda de uma recombinacdo (SNUSTAD; SIMONS,
2001; ROUSE; JACKSON, 2002). Durante a replicagcdo do DNA podem ocorrer erros de
forma natural, por les6es ou elementos transponiveis, resultando assim em uma
mutacédo espontanea (BROWN, 1999). Por outro lado, existem as muta¢des induzidas,
gue advém de um tratamento proposital ou exposicdo de um organismo a agentes
causadores de mutacdo (SNUSTAD; SIMONS, 2001).

Como visto, 0s compostos pirimidinicos representam um grupo quimico com
grande potencialidade biolégica, incluindo-se a atividade antineoplasica. Igualmente os
compostos 4-aminopirimidinicos apresentam grandes potencialidades como farmacos.
Apresentam baixa toxidez, como relatado por Falcdo et al. (2006). Entretanto, ndo
existem trabalhos que relatem sua toxidez génica o que pode dar informagfes valiosas

a respeito de seus efeitos cronicos.
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1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Analisar o efeito genotéxico e mutagénico dos compostos 4-Amino-pirimidinicos
5a, 5b e 5¢c em Drosophila melanogaster através do teste SMART e do Ensaio Cometa.

1.2.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar, qualitativa e quantitativamente, o potencial mutagénico, clastogénico
e/ou recombinogénico dos compostos de nlcleo pirimidico 5a-b sobre a
descendéncia de linhagens especificas de Drosophila melanogaster, através da

aplicacéo do teste SMART;

b) Identificar o possivel efeito genotdxico dos compostos de ndcleo pirimidico 5a-c, por

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

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

produtos derivados de nucleos pirimidinicos.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Pirimidinas

Pirimidinas sdo aminas heterociclicas aromaticas, isoeletrdnicas ao benzeno,
nas quais os atomos de carbono da posicdo 1 e 3 sdo substituidos por nitrogénio
(Figura 1.1) (GUPTA et al., 2010). E fazem parte da classe das diazinas, das quais as
pirimidinas que, apresentam 6 membros com dois atomos de nitrogénio nas posicfes 1
e 3, sdo as mais importantes (LAGOJA, 2005).

6

5/ N 1

4 \ 2
N
3
Figura 1.1 - Pirimidina. Fonte: Desenhada no ChemSketch.

As pirimidinas séo bases nitrogenadas formadas por um anel aromatico, e estdo
presentes na estrutura dos acidos nucleicos (DNA e RNA). No DNA ha duas bases
pirimidinicas que séo citosina e timina, ja no RNA existe a uracila, em substituicdo a
timina (ALBERTS et al.,, 2010). Devido essa relacdo tdo profunda com a célula e,
consequente, a sua importancia nos sistemas bioldgicos, compostos derivados de
ndcleos pirimidinicos tém apresentado vérias aplicagdes na industria farmacéutica
(BOOYSEN et al., 2008). Suas atividades farmacolégicas e biologicas sdo observadas
principalmente quando o grupo amino esta ligado ao anel pirimidinico nas posi¢cées 2

elou 4 (SILVA et al., 2008).

1.3.2 Sintese de derivados pirimidinicos

Compostos pirimidinicos podem ser obtidos por meio de reacBes de
condensacéo, envolvendo a participacdo da malononitrila ou seus derivados (TAYLOR,;
MCKILLOP 1970). Na maioria dos casos, a sintese de pirimidina é baseada na
combinacdo de reagentes com esqueletos contendo N-C-N com aqueles contendo C-C-
C (GILCHRIST, 1992).
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Uma reacdo feita a partir da condensacao de guanidina e uréia com a malonitrila,
catalisada por base de 4,6-diamino-pirimidina, mostrou que é possivel obter pirimidina
através da condensacao de amidinas (BROWN, 1962). Ou uma série de novos 6-fenil-
2,4-di-substituido-pirimidina-5-carbonitrilos, por aquecimento de benzaldeido,
cianoacetato de etila e tioureia em etanol com carbonato de potassio. E, por fim, foram
obtidos em reagdes sucessivas os derivados 5a-d, 6, 7a-d e 8 (Figura 1.2) (AL-
ABDULLAH et al., 2011).

)
N
©/CH? oN :<NH2 K005 HN™ CN ArcH,CI "ﬁl\ |
COOEt  NH, EOH oy e /©/\ &N
H
1 2 3 4 X S5a-d

[e)
A
*cr\c' - 0N~
A3 \["LC'OG 2 o I/
0] | F A Br o]
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“ |
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o =
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Figura 1.2 - Sintese 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 sintese de pirazol [3,4-4] pirimidinas em
que, de inicio, utilizaram trés reagentes para a sintese (Figura 1.3). No entanto quando
0 benazaleido (Figura 1.3A) foi substituido por anisaldeido (Figura 1.3B) obtiveram
como produto o pirazol [3,4-4] pirimidina. A partir dai, 0os autores propuseram uma nova
rota para a sintese de pirazol [3,4-d] piriminidina, obtida por reacdo de condensacao de

guatro componentes: fenil-hidrazinas, metilenomalonitrilas, aldeidos e alcoois.
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Figura 1.3 - Sintese de pirazol [3,4-d] pirimidina. Fonte: Liu et al. (2015).

1.3.3 Algumas atividades bioldgicas de compostos pirimidinicos

Compostos derivados de 4-amino-2,6-diaril-5-carbonitrila-pirimidinicos se
mostraram ativos contra os processos de inflamacgéo, quando testados em ratos swiss
albinos, por administragdo intraperitoneal, e comparados aos resultados obtidos com o
tratamento com o &cido acetilsalicilico (ASA) (FALCAO et al., 2006). Além disso, esses
compostos sintéticos também apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade em analise
de relagdo quantitativa de estrutura e atividade (QSAR), ap0s a administracao
intraperitoneal em ratos albinos (SILVA et al., 2008).

Derivados de pirimido-[2’,1":2,3]-thiazol-[4,5-b]-quinoxalina, apo6s terem sido
testados em edema de pata de rato, demonstraram uma satisfatéria acdo anti-
inflamatéria quando comparado com o diclofenaco de sédio. Também foi comprovado
efeito analgésico, feito através do teste de placa quente e ensaio de contor¢do induzida
por acido 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 acdo antibacteriana
ligeiramente superior e mais potente que a norfloxacina (medicamento bactericida)
guando testado in vitro. E nesse mesmo estudo outro composto o N-[4-(4-flGor-fenil)-3-
metil-7-tioxo-1,4,7,8-tetraidropirazol-[4°,3’:5,6]-pirano-[2,3-d]-pirimidina-5-il]-tiourea
apresentou uma acado antifingica mais potente que o fluconazol, um medicamento da
familia dos triazdlicos, utilizado no tratamento de diversas micoses, principalmente

candidiase vaginal, entre outras (HAFEZ et al., 2015).
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Com diferentes substituicbes na posicdo 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,
guando comparados com a doxorrubicina, que é uma droga de referéncia no tratamento
guimioterapico contra o cranco (EL-NASSAN, 2011).

Xie et al. (2011) relataram que uma série de 2,4,5-pirimidinas substituidas se
mostraram inibidoras da polimerizacdo da tubulina, e com atividade antiproliferativa
contra células de carcinoma hepatocelular humano do figado. Além disso, verificaram
gue um derivado dessa série se liga ao sitio de ligacdo da colchicina na tubulina. Essa

substancia retém a célula na fase G2 do ciclo celular.

1.3.4 Genotoxicidade e o fendbmeno mutacédo

A genética toxicolégica e a genotoxicidade tem seus estudos centrados em
danos causados ao material génico de determinados organismos. Estes estudos
verificam anormalidades nos genes do DNA (mutag&o génica) ou n0S Cromossomos que
podem ser do tipo clastogénica (como quebras e geracdo de fragmentos acéntricos) ou
aneugénica (erros na migracdo dos cromossomos na divisdo celular, ou segregacao
anormal devido a disfunc¢des no aparato mitético), causadas ou induzidos por variadas
substancias (BRAGA; LOPES, 2015; FREITAS et al., 2015).

Quando determinado organismo é exposto a uma substancia genotéxica, o seu
DNA sofre lesbes tanto estruturais como funcionais. Se esses danos ndo forem
reparados e se estabelecerem nas linhagens germinais, tornam-se uma mutacao
(SILVA et al., 2003). Esta se caracteriza, portanto, como qualquer alteracdo subita no
material genético que nao seja oriunda de uma recombinacao. Individuos com células
germinativas comprometidas por uma mutacdo poderdo transmitir esse efeito para seus
descendentes. No entanto, se as células afetadas forem as células sométicas, os efeitos
se restringem apenas ao organismo acometido pelo dano (SNUSTAD; SIMONS, 2001;
ROUSE; JACKSON, 2002).

Durante a replicacdo do DNA podem ocorrer erros de forma natural, por lesdes
ou elementos transponiveis, resultando assim em uma mutacao espontanea (BROWN,
1999). Por outro lado, existem as muta¢des induzidas, que advém de um tratamento
proposital ou exposicdo de um organismo a agentes causadores de mutacao
(SNUSTAD; SIMONS, 2001). Sendo assim, o reconhecimento do potencial genotdxico

e/ou mutagénico de um farmaco ou de compostos presentes no meio ambiente é uma
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informagéo essencial tanto para as agéncias regulatérias como para o desenvolvimento

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

1.3.5 Testes de genotoxicidade

Segue abaixo uma breve descricao de dois importantes testes genotdxicos.

Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa, também conhecido como Eletroforese de Gel de Célula Unica
(SCGE - Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) foi primeiramente desenvolvido por
Ostling e Johanson (1984) e em seguida modificado por Singh et al. (1988). A
modificagdo na técnica foi de grande importancia para o aperfeicoamento do teste, pois
permitiu detectar danos no DNA em condi¢cdes experimentais alcalinas, com avaliacdo
da presenca de quebras de fita simples e locais alcalinos labeis (TICE et al., 2000).

No decorrer da metodologia desse ensaio, as células sao incorporadas a laminas
cobertas por agarose e em seguida submetidas a um processo de lise para a ruptura
das membranas e dos constituintes celulares soliveis. O material genético assume o
formato de uma célula, sendo denominado de “nucledide”, o qual é formado devido o
relaxamento do DNA e da retirada do envoltorio 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 fluorescéncia, seja com uso de softwares ou de forma visual.

O Ensaio Cometa é um teste bastante utilizado para deteccdo de danos
genéticos induzidos por diferentes agentes genotdxicos e também reparo no DNA. Pode
ser aplicado no biomonitoramento humano, monitoramento ecolégico e como
ferramenta de investigacdo de danos causados no DNA e reparo aos VAarios tipos
celulares submetidos a agentes nocivos ao material genético (COLLINS et al., 2008).

A contagem e avaliacdo dos danos pode ser feita pelo indice de Dano (ID) e
Frequéncia de Dano (FD%) (COLLINS et al., 2008), que mostram resultados muito
semelhantes aos dos softwares (TICE et al., 2000). As lesGes ao material genético sao
classificadas de zero a quatro (0 a 4), sendo quatro, o dano maximo, de acordo com o
comprimento de migracdo da cauda com fragmentos de material genético e assim
identificados os indices 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

agua contaminada. Quando ha metais pesados acima do permitido, as células do
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sangue desses animais apresentam niveis de danos no DNA estatisticamente
significativos em relacdo a grupos controle (MACEDA et al., 2015). Também Klingelfus
et al. (2015) identificaram danos genéticos causados ao tecido renal de peixes, apés

contaminacao tréfica por sulfato de aluminio presentes na agua.

Figura 1.4 - Classifica¢é@o visual baseada no comprimento da cauda e quantidade de DNA nos
nucledides. O dano O representa a auséncia de dano ao DNA, danos 1-3 danos
intermediarios, e dano 4, o maximo. Imagens de nuclebides gerados a partir de
leucécitos humanos, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente (SILVA,
2012).

A utilidade do Ensaio Cometa vai além de seu uso no controle biolégico, e tem
sido aplicado, por exemplo, no estudo de nanoparticulas de prata. No estudo recente de
Avalos 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 ultimos anos mostram a aplicagdo do Ensaio Cometa
em outros organismos como, por exemplo, em hemdcitos de larvas de Drosophila
melanogaster expostas a prodigiosina, um composto com aplica¢des farmacoldgica e
antitumoral, que se mostrou como forte agente indutor de danos genéticos (LIMA,
2014). No estudo de dois compostos inorganicos de chumbo (o cloreto de chumbo e
nitrato de chumbo) capazes de aumentar significativamente os niveis de danos ao DNA,
com um padrdo de dose-resposta direta (CARMONA et al, 2011). E no estudo
nanoparticulas de dioxido de titanio, amplamente utilizadas em preparacdes de

protetores solares, cosmeéticos e alimentos (CARMONA et al.,, 2015). Uma ampla
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revisdo das aplicacbes desta metodologia pode ser encontrada em Gaivao e Sierra

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

Teste de mutacao e recombinacdo somatica (SMART)

O teste SMART, ou teste da asa, foi inicialmente descrito por Graf et al. (1984).
E 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 a
homozigose ou hemizigose das células filhas (ANDRADE; LEHMANN, 2003). A
metodologia SMART pode detectar danos genéticos, tais como mutacdo e
recombinacao (GRAF et al., 1984).

No SMART séo identificadas alteracbes por perda da heterozigose em genes
marcadores que originam fendtipos identificados nas asas de D. melanogaster. Para
isso sao utilizadas células somaticas e podem ser detectados varios eventos genéticos
em uma so geracdo (F1). O teste baseia-se no fato de que, durante o desenvolvimento
embriondrio 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 alteracdo genética em algumas
destas células do disco imaginal, um clone de células mutantes vai ser formado e sera
detectado como uma mancha sobre as asas da mosca adulta mutante (GUZMAN-
RICON; GRAF, 1995). Essas manchas se caracterizam por alteracdes no formato dos
pelos ou tricomas das asas, diferenciando os pelos normais dos alterados. Dois genes
marcadores sdo responsaveis pela mudanca da forma dos pelos, os fenétipos, que
podem ser do tipo multiple wing hairs ou simplesmente mwh, e flare (fir3), que

apresentam pelos em formato semelhante ao de “chama de vela” (Figura 1.5).

Fenotipo flr?

Y
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Figura 1.5 — Pelos avaliados para a analise SMART: flr3, normais e mwh. Fonte: Andrade e
Lehmann (2003).

Esses dois marcadores fenotipicos especificos estdo localizados no
cromossomo 3 de duas diferentes linhagens de D. melanogaster, que tém as seguintes
constituicdes genotipicas: linhagem fir3 - fIr3/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aabx3*¢ e Bd® e
linhagem mwh — mwh/mwh.

A linhagem flr® apresenta o cromossomo balanceador TM3, que é indispensavel
para a manutencdo do gene marcador em heterozigose, pois este é um gene letal
zig6tico (GARCIA-BELLIDO et al., 1976).

No teste SMART, individuos das linhagens flr* e mwh s&do submetidos a um
cruzamento padrao (Figura 1.6), sendo as fémeas virgens flr* e os machos mwh. As
larvas descendentes deste cruzamento (as quais serdo expostas as concentracdes dos
compostos de interesse) terdo duas constituicbes genotipicas:

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

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

O marcador Bd® confere as asas desses individuos um formato recortado, o que
os torna diferentes em relagdo aos trans-heterozigotos, que apresentam asas com

formato normal.

d jiviolt

Figura 1.6 - Cruzamento padrao, entre D. melanogaster fémea da linhagem flr2 com macho

mwh.

A ocorréncia e a quantidade de marcadores avaliados nos descendentes pelo

teste SMART vai depender da possivel acdo genotdxica do composto testado. Assim,
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podem ser geradas manchas simples (pequenas ou grandes) (Figura 1.7A e B), que
sdo aquelas que apresentam apenas um dos fendtipos (flr* ou mwh) e indicam a
ocorréncia de mutacdo pontual, alteracbes cromossémicas ou recombinacdo mitotica;
ou manchas gémeas (Figura 1.7C), que sdo agquelas que apresentam
simultaneamente os dois fendtipos, e tém sua origem exclusivamente por
recombinac¢do, indicando uma agédo recombinogénica do composto testado (GRAF et
al., 1984).

Figura 1.7 - Mancha simples pequena (A), mancha simples grande (B) e mancha gémea
(C) nas asas de adultos de D. melanogaster. Fonte: Andrade e Lehmann
(2003).

Durante o periodo de exposicdo as concentracbes dos compostos testados em
larvas de D. melanogaster, as células dos discos imaginais passam por sucessivas
divisdes mitéticas, até atingirem o estagio de pupa. E, logo apds esse periodo, eclodirdo
em drosoéfilas adultas machos e fémeas, cujas asas seréo destacadas e coladas sobre
lAminas de vidro para a futura analise ao microscépio de luz, no aumento de 400x. Para
a colagem é utilizada a solucéo de Faure, preparada com 30 g de goma arébica, 20 mL
de glicerol, 50 g de hidrato cloral e 50 mL de H,O destilada, segundo a descricao
original de Graf et al., (1984).

As bases genéticas para o teste SMART estdo na observacao dos fenoétipos
manifestados nas asas dos adultos trans-heterozigotos, onde, manchas simples e
grandes foram originadas por mutacBes génicas, cromossémica e/ou recombinacéo
mitGtica. JA as manchas gémeas tém origem exclusivamente em recombinacao simples
entre flr® e o centrbmero, com posterior segregacdo 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 individuos séo resultantes de mutagéo génica e/ou
cromossomica (GRAF et al., 1984).

A analise estatistica dos resultados e feito pelo teste Binomial Condicional de
Kastenbaum e Bowman (1970) ao nivel de significAncia de 5%. E a distincdo dos
resultados avaliada do ponto de vista de duas hipbteses estatisticas e feita segundo o
procedimento de decisdo multipla estabelecida por Frei e Wiirgler (1988), que apresenta
guatro diagnosticos diferentes: positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e inconclusivo
().

Com base nesses resultados a hipétese nula (Ho), podera ser rejeitada ou néo.
No caso de aceitar a hip6tese nula, significa dizer que nédo houve diferenca significativa
na frequéncia de mutacdes entre o grupo tratado e o controle negativo (frequéncia
espontanea). Rejeitando a hip6tese nula, € sinal que se aceita a hipétese alternativa
(Ha), justificando que o tratamento resultou em mutacdes n vezes maior quando
comparado com a frequéncia causada pelos compostos presentes no solvente das
diluicdes. O resultado final sera positivo (rejeita Ho) ou negativo (rejeita Ha) para a acao
genotdxica do composto testado (FREI; WURGLER, 1988).

O SMART é um teste que possibilita avaliar possiveis efeitos genotdxicos de
uma série de compostos de interesse a saude humana, como por exemplo, a acao
recombinogénica 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 prétons no tratamento de uma variedade de doencas
do trato gastrointestinal superior (LOPES et al., 2015). Também podem ser testados
compostos de origem natural com atividade anticAncer, como o 4cido betulinico isolado
a partir da raiz de Scoparia dulcis (Scrophulariaceae), que apresentou um resultado
negativo para a inducdo de mutagéo (DE FREITAS et al., 2014). Segundo Aciole et al.
(2014) os larvicidas dilapiol e espinosade apresentaram agdo genotoxica através do
teste SMART, uma vez que demonstraram a capacidade de inducdo ao aumento de
manchas mutantes com maior frequéncia quando comparados com o controle negativo.
E ambos os compostos se mostraram téxicos para D. melanogaster, com efeito dose-
dependente.

Ja4 em testes feitos com compostos inorganicos como o cloreto de chumbo
(PbCl,) e nitrato de chumbo (Pb (NOs3)), em tratamentos combinados com radiacdo
gama, nao houve inducéo significativa na frequéncia de manchas mutantes, indicando
gue ndo houve interacdo dos compostos com o reparo do dano genético induzido por

radiacdo ionizante (CARMONA et al., 2011). Outro resultado negativo para acado
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mutagénica através do teste SMART foi sua aplicacdo em nanotubos de carbono
(MACHADO et al., 2013).

O teste SMART também pode ser aplicado em uma série de farmacos para se
avaliar a capacidade de inducdo a manchas mutantes em D. melanogaster. A analise
toxico-genética de uma combinacdo de antirretrovirais demonstrou um aumento
significativo de manchas mutantes indicando um resultado positivo para agdo
mutagénica de antirretrovirais (GUIMARAES et al., 2013). E também Cunha et al. (2002)
demonstraram que dois medicamentos quimioterapicos analogos de desoxicitidina

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

1.3.6 Organismo modelo Drosophila melanogaster

A familia Drosophilidae (Insecta, Diptera) € composta por pelo menos 4.200
espécies, distribuidas em 78 géneros (BACHLI, 2015), de duas subfamilias: Steganinae
e Drosophilinae. Esses dipteros apresentam ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo
em praticamente todo o planeta. Suas espécies sdo 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 trés pares
autossbmicos com um total aproximado de 14.000 genes. Devido a vérias
caracteristicas e aplicacoes, 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 ciéncia. Fato
gue continua a ser confirmado a partir dos inimeros artigos cientificos publicados com
este organismo, nas mais diferentes areas do conhecimento (ROBERTS, 2006).
Aproximadamente 75% dos genes relacionados a doencas em seres humanos possuem
genes homdlogos na mosca, incluindo-se ai os relacionados a disturbios do sistema
nervoso central, doencas inflamatérias, cardiovasculares, cancer, diabetes e genes
necessarios para a funcéo visual, auditiva e do sistema imunitario (BIER, 2005; LLOYD;
TAYLOR, 2010; PANDEY; NICHOLS, 2011).

Uma das vantagens em utilizar esse organismo € sua facil manipulacdo em
laborat6rio. Além disso, seu ciclo de vida é rapido. Em cerca de nove dias (Figura 1.8)
se da a transformacao entre ovo e adulto. No periodo do ovo ocorre a embriogénese,
com duracado de em 24 horas, e nos trés dias seguintes os estagios larvais (1°, 2° e 39),
guando as larvas mudam de cuticula e crescem. Ao final do terceiro estagio as larvas

tendem a migrar para regiées mais secas e a cuticula fica mais rigida formando a pupa.
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Essa nova fase de desenvolvimento dura em média cinco dias, tempo suficiente para
gue todos os tecidos sejam formados e os discos imaginais proliferem, permitindo que
da pupa ocorra a ecloséo do individuo adulto. Outra vantagem em utilizar a Drosophila
como organismo modelo € poder reduzir o nUmero de organismos experimentais nos
ensaios toxicoldgicos, diferente do é feito para mamiferos, tais como camundongos
(SIDDIQUE, 2005).
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Figura 1.8 - Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Fonte: FLYMOVE, 2014.
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2.1 Resumo

Compostos derivados de nulcleos pirimidinicos tém apresentado diversas
propriedades bioldgicas de interesse farmacol6gico. 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) tém sido descritos na literatura como compostos com
propriedades anti-inflamatérias e como possiveis novos farmacos. O teste SMART
(teste de mutacdo e recombinacdo somatica), baseia-se na identificacdo de fendtipos

(flr* e/ou mwh) mutantes em Drosophila melanogaster que representam a ocorréncia da
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expressao fenotipica da mutacdo. E 0 ensaio cometa é um teste bastante sensivel a
deteccdo de danos genotoxicos ao DNA. As finalidades deste estudo foram: investigar o
efeito mutagénico 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), analogos
de base pirimidinica reconhecidos como substancias anti-inflamatérias; e avaliar o
possivel efeito genotdxico desses compostos por meio do Ensaio Cometa em células
somaticas de D. melanogaster. Durante a aplicacdo do teste SMART larvas de D.
melanogaster resultantes do cruzamento padrao (fémeas flr3 com machos mwh) foram
submetidas a diferentes concentra¢cdes dos compostos 5a e 5b: 0,04, 0,09, 0,19, 0,39,
0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL. Apds o tratamento, as células das asas dos adultos foram
analisadas por microscopia 6ptica a 400x. Os dados foram comparados com 0 grupo
controle, tratado com solvente (90 % agua 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 concentracfes 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 a ciclofosfamida (Img/mL) também foram estabelecidos. A hemolinfa
de 180 larvas foi coletada em cada tratamento, sendo sobrepostas em laminas cobertas
por agarose e submetidas a eletroforese. Os possiveis danos ao DNA foram
classificados em cinco categorias, sendo 0 correspondente a nucledides intactos, e de 1
a 4 os demais, em ordem crescente do dano apresentado. Os resultados da analise
microscopica mostraram que 0S compostos ndo apresentaram acdo mutagénica nem
genotoxica, uma vez que ndo foram estatisticamente diferentes dos apresentados no
controle negativo, sob as condicbes experimentais testadas. Este resultado apoia a
ideia ja apresentado na literatura que os compostos de 4-aminopirimidinicos tém baixa
toxicidade, pois, duas curvas de sobrevivéncia mostraram que 0s compostos nao tém a

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

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

2.2 Abstract

Key Words:
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2.3 Introducéo

As pirimidinas se apresentam como aminas heterociclicas aromaéticas,
isoeletrbnicas ao benzeno, onde, dos seis atomos de carbono que constituem o anel
benzénico dois sdo substituidos por nitrogénio nas posi¢cdes 1 e 3 (Joule, 2000).
Compostos derivados de nucleos pirimidinicos tém sido de grande importancia para a
farmacologia, uma vez que estudos recentes comprovam a presenca de propriedades
biolégicas de interesse a saude 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 |
(Mescic et al.,, 2013), antifungica e antimicrobiana (HAFEZ, 2015) e um derivado
sintético de oxazolo [5,4-d] pirimidina mostrou uma acéo antiangiogénica significativa
em testes in vitro e ex vivo (LIU, 2015). Sintéticos com ndcleo pirimidico tém
apresentado acéo anticancerigena por inibirem a quinase dependente de ciclina (CDK)
(EL-NASSAN, 2011).

Uma série de compostos 4-amino-pirimidinicos quando testados em
camundongos demonstraram acado anti-inflamatoria, sendo superior a atividade do acido
acetilsalicilico (FALCAO et al, 2006). No entanto, é de suma importancia a avaliacéo
genotdxica 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 mutagénico e genotoxico desses sintéticos atraves 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
hemacitos de Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R.

O teste SMART est4 baseado na identificacdo de perda da heterozigose em
genes gue expressam os fenétipos flr: ou mwh nos pelos das asas das moscas adultas
(ANDRADE; LEHMANN, 2003). No entanto a quantidade de ocorréncias de pelos
mutantes apresentados vai depender da acdo mutagénica do composto testado.
Podendo apresentar manchas simples (com a presenca de apenas um dos fendtipos),
ou gémeas com os dois fendtipos se expressando simultaneamente (GRAF et al.,
1984).

Uma grande variedade de compostos de interesse a salde humana e ao meio

ambiente pode ser facilmente testada através do SMART. Cunha et al. (2002),
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avaliaram a capacidade genotdxica de dois anélogos de desoxicitidina, e perceberam
um efeito positivo em relagdo ao aumento significativos de manchas mutantes induzidas
por medicamentos quimioterapicos dessa classe. E os larvicidas dilapiol e espinosade
também apresentaram um resultado positivo para inducéo de acdo genotoxica (ACIOLE
et al, 2014).

O ensaio cometa é um teste bastante sensivel & detec¢do de danos ao material
genético deste organismo (Gaivao e Sierra, 2014), enquanto que Drosophila € um
organismo recomendado como alternativa para reducdo do uso de pequenos mamiferos

em estudos genotoxicos.

2.4 Material e Métodos

Sintese dos compostos

Para a sintese 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 reacfes foram
acompanhadas através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com placas de
silica gel Merck® fasanm. O sistema de eluicdo utilizado foi n-hexano/acetato de etila, 8:2
(v:v). A visualizacdo das bandas resultantes do processo ocorreu com o auxilio de luz
UV, a 254/312 nm.
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Figura 2.1 - Esquema de sintese dos compostos 5a, 5b e 5¢, FM = férmula molecular.
Quantidades equimolares de aldeidos aromaticos substituidos (1) reagem
com malononitrila (2) a temperatura ambiente, originando as bisnitrilas (3)
convenientemente substituidas. Em seguida, estas reagem com cloridrato
de benzamidina substituida (4) na presenca de metanol, a temperatura de
refluxo e em presenca de quantidades cataliticas de trietilamina, originando
0s compostos (5).

Teste de mutagao e recombinacédo (SMART)

O teste SMART esta baseado na identificacdo de alteracbes fenotipicas
causadas por mutagfes cromossdmicas ou recombinagdo mitédtica expressas nos pelos
das asas de individuos adultos de Drosophila melanogaster. Decorrentes de perda da
heterozigosidade dos genes marcadores flr3 e mwh. Para aplicacdo do teste, 80 fémeas
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
padrdo por 72 horas (ANDRADE E LEHMANN, 2003). Em seguida, esses individuos
foram colocados em potes descartaveis, contendo uma base sélida de agar (5%) e uma
camada espessa de fermento biolégico, onde a fémeas depositaram seus ovos por um
periodo de 8 horas. Apés 72 horas eclodiram larvas em terceiro estagio que foram
contadas (100 larvas) e transferidas para cada um dos tubos contendo 0,9 g de puré de
batata instantaneo hidratado com 3 mL das concentragdes (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 % &gua destilada, 5% tween80 e 5% etanol), além de um
controle positivo (mitomicina 1 mg/mL).

Apoés esse periodo as drosoéfilas adultas machos e fémeas que eclodiram foram
contabilizados para avaliacdo do possivel efeito téxico dos compostos testados e
elaboracdo da curva de sobrevivéncia. Apés a contagem os adultos os mesmos foram
mantidos em alcool a 70% até a montagem das laminas das asas. Estas laminas foram
montadas com 10 pares de asas, sendo cinco de fémeas e cinco de macho, segundo
descricdo de Graf et al., (1984). Posteriormente as laminas foram armazenadas por 24
horas para secagem e cobertas por laminula com o auxilio da solu¢éo de Faure.

A anadlise microscopica para a verificacdo dos diferentes tipos de manchas
(simples pequenas, simples grandes e manchas gémeas) de pelos mutantes mwh e/ou

flr3, foi realizada em microscépico 6ptico, sob aumento de 400X.
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A andlise estatistica dos resultados foi feita pelo teste binomial condicional de
Kastenbaum e Bowman (1970), com um nivel de confianga a 5%. A significAncia dos
resultados foi avaliada segundo o procedimento de decisdo mdltipla estabelecida por
(Frei, 1988), que apresenta quatro diagnésticos diferentes: positivo (+), fraco positivo

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

Ensaio cometa

Fémeas adultas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R depositaram seus
ovos em potes de vidro contendo uma base sélida de agar e fermento biolégico. Esse
processo se deu durante 72 horas e logo apés, as larvas em terceiro estagio que
emergiram foram coletadas, lavadas e contabilizadas. Aproximadamente 60 larvas
foram expostas por 24 horas em potes descartaveis contendo 0,9 g de puré de batata
hidratado com os compostos 5a e 5b, nas concentracdes, 0,39, 0,78, 1,56, e 3,12,
mg/mL, dissolvidos em solucdo solvente (90% agua destilada, 5% tween80 e 5%
etanol). Outros dois grupos de individuos também foram estabelecidos: o grupo controle
negativo, com larvas submetidas ao meio hidratado apenas com o solvente, e 0 grupo
positivo, com larvas submetidas a ciclofosfamida 1mg/mL. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

Ao final da exposi¢cdo, a hemolinfa das larvas foi coletada com o auxilio de uma
pinca de relojoeiro e submetida a centrifugagdo antes da sobreposi¢cdo nas laminas
previamente lixadas e cobertas por agarose. Em seguida, o material foi colocado sobre
a lamina, coberto com uma laminula e refrigerado de 10 a 15 minutos, para solidificar o
gel. Apos esse periodo as laminulas foram removidas e as laminas armazenadas em
cubetas com solucéo de lise, sendo mantidas refrigeradas por 72 horas antes da etapa
de eletroforese. Para a eletroforese foi utilizada uma solugéo tampéo (1.200 mL de H>O
destilada gelada, 10 mL de EDTA e 64 mL de solucdo de NaOH) submetida a uma
corrente de 40V e 300mA por 20 minutos. ApOs a eletroforese as laminas
permaneceram imersas em solucdo de neutralizacdo por 15 minutos e, posteriormente,
em etanol absoluto por 5 minutos, sendo secas ao ar.

Momentos antes da analise microscépica, as laminas foram coradas com
GelRed™ (diluido 1:500) e observadas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager,
M2), com filtro de excitacdo de 515-560 nm, e em aumento de 400X. Para cada
concentracao 300 nucledides foram contabilizados, sendo, 100 de cada réplica.

Para a quantificacdo da genotoxicidade, os cometas foram classificados em

cinco categorias, de acordo com o tamanho da cauda e intensidade do nucleo, segundo
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Collins (2008). Os danos considerados 0 (zero) se referem aos nucledides intactos
(cabeca integra e sem cauda); os danos de 1 a 3 nucledides com danos crescentes e
intermediarios; e o dano 4 os nucledide com o maximo de desintegracao da cabeca e
longa cauda. Com estas informacdes, dois parametros foram calculados: o indice de
Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%), calculados de acordo com as seguintes

formulas:

ID total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) +2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)

Frequéncia de Dano = [(n° total —n° classe 0).100]

n° total

A andlise estatistica dos resultados foi feita através do teste ndo paramétrico de
Anadlise da Variancia (ANOVA), seguido do teste Bonferroni para comparagfes par a

par, a um nivel de significancia de p< 0,05, utilizamos o software STATA na verséo 12.0.

3.5 Resultados

Compostos obtidos

A obtencdo dos compostos (5a-b) foi confirmada através de comparacdo de
seus fator de retencéo (Rf) e Pontos de fusdo (Pf) com os dados da literatura (Falcéo 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 apos refluxo em metanol, e seu Rf foi calculado ao final de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em sistema de eluicdo: 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 férmula geral de Ci7H11NsO.. A obtencdo do composto foi confirmada

através de comparacao de seu Rf e Pf com os dados de Falcao et al. (2006).
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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 apos refluxo em metanol. Seu Rf foi calculado ao final de CCD, em
sistema de eluicdo: n-hexano/acetato de etila, 8:2 (viv). O valor obtido foi Rf=0.39,

visualizado em luz UV de 254 nm; PM=317; e formula geral de C17H11N50:.

NH
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N
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Figura 2.3 - Composto 5b.

Efeito toxico

Duas curvas de sobrevivéncia foram estabelecidas para cada um dos compostos
administrados. Duas concentracdes se mostraram tdxicas ndo foram consideradas para
a montagem das asas (e apenas as quatro mais concentradas daquelas néo toxicas
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 concentracfes testadas 0s compostos ndo apresentaram toxicidade para
Drosophila. Levando em consideracdo a DLy fica evidente que o composto testado néo
teve a capacidade de causar a morte de mais de 30% dos drosofilideos nas condi¢Bes

testadas.
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Figura 2.4 - Curvas de sobrevivéncia de individuos adultos de D. melanogaster, resultantes da

metamorfose de larvas expostas a diferentes concentracdes dos compostos

pirimidinicos 5a e 5b.

Avaliacdo mutagénica

Os resultados da avaliacdo mutagénica através do teste SMART estédo

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

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

negativo, em relacéo possivel acdo genotoxica dos compostos testados.

Tabela 2.1 Resultados com diagnostico estatistico pelo teste binomial condicional (Kastenbaum
e Bowman,1970).

Concentracdes
(mg/mL)
do gendtipo
mwh/flr3

Frequéncia de manchas por individuo
(n° de manchas)

MSP MSG MG

™

Total de
manchas
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(1-2céls)P (>2céls)P mwh¢
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 (0) i 0,55 (11) - 11
1,56 20 0,50 (10) i 0,00 (00) - 0,0(02) i 0,60 ( 12) - 10
3,12 20 0,45 (09) i 0,20 (04) i 0,000 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 (©0) i 0,60 (12) - 12
1,56 20 0,30 (06) - 0,05 (01) - 0,0(02) i 0,45 (09) - 7
3,12 20 0,30 (06) - 0,00 (00) - 0,00 (0) i 0,30 (06) - 6

D=Diagnéstico estatistico de acordo com Frei & Wurgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i,
inconclusivo. MSP = manchas simples pequenas; MSG = manchas simples grandes; MG = manchas
gémeas; TM = total de manchas; m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente
negativos. Niveis de significAncia p<0,05. PIncluindo manchas simples flr3raras. °Total de manchas,
considerando clones mwh para as manchas simples mwh e para manchas gémeas. N=total de individuos
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 0s compostos pirimidinicos 5a e 5b, estdo apresentados na Tabela
2.2. Comparando as médias obtidas das trés réplicas de cada tratamento com a média
obtida no controle negativo percebe-se que os valores foram superiores em todas as
concentracdes testadas, tanto para ID quanto para FD%. Entretanto, os resultados da
andlise estatistica indicam que estas diferencas ndo foram significativas, com excecao
de trés comparacoes de ID, feitas com o composto 5b, conforme destacado na Tabela
2.3.

A andlise geral dos resultados apresentados indica que os compostos testados

ndo foram genotoxicos sob as condigBes experimentais aplicadas.
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Tabela 2.2 - Avaliacdo de indice e frequéncia de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R

de Drosophila melanogaster submetidas aos controles negativo e positivo a

diferentes concentracdes dos compostos pirimidinicos 5a e 5b.

Composto/ Nivel de dano genético
Concentragdo (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 27,3 130 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 32 733 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 26,7 130 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. Andlise estatistica das médias de indice de Dano (ID) e de Frequéncia de Dano
(FD%), comparadas par a par, entre o grupo controle negativo e concentragdes dos
compostos 5a e 5b estudadas.

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

Comparacao do ID entre os grupos (teste Bonferroni)

Concentrag6es 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
Comparacédo do FD% entre os grupos (teste Bonferroni)
Concentra¢gbes 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)

Comparacédo do ID entre os grupos (teste Bonferroni)

Concentragdes 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
Comparacédo do FD% entre os grupos (teste Bonferroni)
Concentra¢gfes 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 Discussao

Este trabalho investigou a possivel acdo mutagénica 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 0s
compostos ndo tém acdo mutagénica sobre os individuos de D. melanogaster nas
condicOes testadas.

Conforme resultados obtidos quanto a acdo toxica dos compostos nos
drosofilideos testados, pode-se perceber que em todas as concentracdes testadas
ambos 0s compostos demonstraram nao apresentarem efeito toxico. Falcdo (2003)
demonstrou que o composto 5b quando testada sua toxidez aguda ndo apresentou
letalidade em camundongos até a dose de 1000mg/Kg. E ainda segundo Falcéo et al.,
(2006) compostos derivados de nuacleos pirimidinicos testados frente a linhagens de

células Hep-2 ndo apresentaram atividade citotoxica. Os dados obtidos nesse trabalho
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mostram que mesmo em organismos diferentes os compostos 5a e 5b se mostraram
como agentes ndo citotdxicos, uma vez que mais de 70% dos drosophilideos testados
com os sintéticos conseguiram sobreviver como mostrado na Figura 4.

Derivados  pirimidinicos de  7-aril-2,3-diidrotiazolo[3,2-a]pirimidin-5-ona-6-
carbonitrila, ndo apresentaram efeitos toxicos 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 relacdo ao possivel efeito mutagénico, os resultados para inducdo de
manchas mutantes nao foi significativo, indicando que tanto o 5a quanto o 5b ndo tém
acdo mutagénica nas condicdes testadas. Nosso grupo ja avaliou anteriormente dois
outros compostos da mesma natureza os analogos 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 FALCAO et al., (2006), e os dados se assemelham com os
obtidos neste trabalho, uma vez que também se mostraram nao significativos para a
inducédo de mutacdo em D. melanogaster (SILVA, 2013).

O Ensaio Cometa é bastante utilizado para deteccdo de quebras nas cadeias
simples e dupla do DNA, através do indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD).
Uma metodologia simples e rapida nesse sentido possui uma vasta aplicacdo. Plantas
medicinais conhecidas como eficazes no tratamento de neoplasias, a exemplo Xanthium
spinosum, se mostrou nao ter a capacidade de induzir danos ao material genético
(GUEZ et al., 2012). A literatura relata uma série de trabalhos que desenvolveram a
metodologia ensaio cometa com o organismo D. melanogaster. Com algumas
modificacBes foi possivel isolar células desse individuo para uma adequacao ao teste.
Isso gerou mais conhecimento cientifico, quando se avaliou a acdo da exposicdo de
drosofilideos a compostos de chumbo inorganico (CARMONA et al, 2011), a
guimioterapicos como a ciclofosfamida e cisplatina e antineoplasicos a exemplo a
bleomicina (SHARMA et al., 2011).

Os resultados obtidos com este trabalho trazem uma maior seguranga na
utilizacdo dos compostos derivados de nlcleos pirimidinicos, uma vez que nas
condicdes testadas ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle negativo e o

grupo tratado com as concentragdes utilizadas.
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Compostos derivados de nucleos pirimidinicos tém apresentado diversas
propriedades bioldgicas de interesse farmacol6gico. O composto 4-Amino-2-(fenil)-6-(p-
anisil)-5-carbonitrila-pirimidina  (5¢) é descrito na literatura como composto com
propriedades anti-inflamatérias (Falcdo et al., 2003) e como possivel novo farmaco. O

objetivo deste estudo foi avaliar o possivel efeito genotdxico desse composto por meio
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do Ensaio Cometa em células sométicas 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 cientifico por permitir reconhecer quebras simples ou duplas no DNA apds a
exposicao de individuos a compostos de interesse (COLLINS et al, 2008).

Larvas em terceiro instar de D. melanogaster foram submetidas ao 5c nas
concentracdes de 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL. Um grupo controle negativo, tratado
apenas com o solvente (Agua destilada, tween80 e etanol), e um grupo controle positivo
(ciclofosfamida - 1mg/mL) também foram estabelecidos. Foram coletados os hemdécitos
de 180 larvas em cada tratamento e em seguida o material bioldgico foi sobreposto em
lAminas cobertas por agarose e submetidas a eletroforese por 20 minutos. Para a
andlise microscopica os danos ao DNA foram classificados em cinco categorias, sendo
0 correspondente a nucledides 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
frequéncia de danos (FD%) e o indice de danos (ID) segundo TICE et al., 2000. Os
resultados presentes na tabela 1 mostram que nas condicdes experimentais testadas
nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos e o grupo de
controle negativo, o que significa que o composto ndo é genotdxico para 0s

drosofilideos testados.

Tabela 1. Andlise estatistica das médias de indice de Dano (ID) e de Frequéncia de Dano
(FD%), comparadas par a par, entre o grupo controle negativo e concentracdes do
composto 5¢ estudadas.

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

Comparacéo do ID entre os grupos (teste Bonferroni)

Concentragc6es 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
Comparacédo do FD% entre os grupos (teste Bonferroni)
Concentragdes 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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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Os compostos pirimidinicos 5a e 5b, nas condi¢cdes experimentais testadas pelo
teste SMART em Drosophila melanogaster, apresentaram uma baixa toxicidade uma
vez que ndo foram capazes de causar a morte de mais de 30% dos individuos
submetidos ao tratamento. Em todas as concentracbes testadas com ambos os
sintéticos, foi observado que mais de 70% das larvas de drosofilideos expostos
conseguiram eclodir em moscas adultas, reforcando dados da literatura de que os
compostos ndo apresentam toxicidade elevada. Em um estudo realizado por Falcéo et
al.,, (2006) derivados pirimidinicos de mesma natureza apresentaram uma baixa
toxicidade em camundongos e nado foi observada agao citotoxica frente a células Hep-
2.

E em relacdo a mutagenicidade o este SMART mostrou que 0s compostos 5a e
5b ndo sdo mutagénicos para D. melanogaster, pois, 0s resultados obtidos nos
tratamentos mostraram que nao houve diferenga significativa quando comparados o
controle negativo. Nosso grupo também ja avaliou a mutagenicidade outros compostos
dessa natureza com o teste SMART, os analogos 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 FALCAO et al., (2006), e 0os mesmos também
apresentaram resultado negativo para agentes indutores de mutacdo em Drosophila
melanogaster (SILVA, 2013).

Para o ensaio cometa, os compostos 5a, 5b e 5¢, foram testados em larvas de
Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R e se apresentaram nas
concentracoes, 0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg/mL, como agentes ndo genotoxicos uma
vez que ndo se mostraram capazes de causar danos ao material genético dos
drosofilideos testados. Esses dados reforcam os encontrados por Morais (2014) onde,
compostos derivados de nudcleos pirimidinicos foram submetidos ao o teste de
micronucleo in vitro para verificar a mutagenicidade dos compostos com células das
linhagens HelLa e HepG2, e os resultados mostraram que ndo houve acao genotodxica

dos sintéticos.
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