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Resumo

Com o proposito de garantir a seguranca de substancias com fins terapéuticos a
ANVISA preconiza que sejam feitos testes para avaliar o potencial genotoxico das
mesmas. Sem estes testes, novos medicamentos ndo podem ser registrados no
pais. O Teste de Ames emprega cepas de Salmonella typhimurium que apresentam
mutacfes em varios genes que codificam a enzima responsavel pela sintese de
histidina, tornando-as dependente desse nutriente. Contudo, na presenca de um
mutdgeno, a mutacdo que causa dependéncia de histidina pode ser revertida. A
interpretagdo dos resultados & baseada no numero de colbnias revertentes apos
exposicao ao mutageno. Além disso, um sistema de metabolizacéo é incorporado ao
teste permitindo a avaliacdo de substancias que necessitam de metabolizacdo para
exercer seus efeitos. O objetivo deste trabalho foi implantar e validar o Teste de
Ames, na UFRJ-Macaé, utilizando a metodologia de microssuspensdo (Teste de
Kado), incluindo a avaliacdo do potencial mutagénico de duas chalconas sintéticas
(4-dimetilamino-chalcona e 3,4-(metilenodioxy)-chalcona) que apresentam atividades
antimicobacteriana e anti-inflamatéria. A confeccdo dos estoques de células, a
checagem do gendtipo e a validacdo do Teste de Kado foi feitas de acordo com
protocolos descritos na literatura. Uma possivel toxicidade das chalconas frente as
linhagens TA98 e TA100 foi avaliada por metodologia similar & de antibiogramas. O
procedimento de checagem do gendtipo demonstrou que apds 0 repique,
crescimento e confeccdo dos estoques de TA 98 e TA 100, as mesmas ainda
apresentavam auxotrofia para histidina, permeabilidade ao cristal violeta,
dependéncia de biotina e resisténcia a ampicilina. Quanto a validacdo do Teste de
Kado, para as duas linhagens estudadas, o indice de mutagenicidade mostrou valor
= 2 em varias doses testadas, confirmando a genotoxicidade das amostras utilizadas
na validacdo do ensaio. A principio, as chalconas 4 e 5 ndo se mostraram toxicas
para as linhagens no ensaio de disco difusdo. Contudo, no Teste de Kado, estas
chalconas apresentaram toxicidade para a linhagem TA98 na auséncia e na
presenca do sistema de metabolizacdo, ndo permitindo a observacdo de um
possivel efeito genotoxico. O ensaio com a TA100 sugere que, na presenca do
sistema de metabolizagcdo, as chalconas 4 e 5 n&o apresentam um efeito
mutagénico (indice de mutagenicidade < 2), o que devera ser comprovado

futuramente no ensaio com outras linhagens testadoras de Salmonella typhimurium.
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1 INTRODUCAO
1.1 MUTABILIDADE DO ADN

Nosso material genético esta contdo na molécula de &cido
desoxirribonucleico, o ADN, em estruturas denominadas cromossomos (RABELLO-
GAY, 1991).

O ADN é uma macromolécula organica complexa e fragil, de composi¢cao
quimica limitada, composta por fitas duplas complementares que se estruturam em
formato de dupla hélice. Cada fita da hélice corresponde a um polimero composto
por nucleotideos. Em termos de composicdo, os nucleotideos apresentam a
desoxirribose e o grupamento fosfato em comum e bases nitrogenadas distintas,
sendo elas, adenina (A), guanina (G), timina (T) e citosina (C). Quando essas quatro
bases sao combinadas em varias sequéncias diferentes elas especificam a
sequéncia de aminoacidos de uma proteina, ou seja, a informagao contida no ADN é
transmitida de acordo com a ordem da sequéncia polinucleotidica (KLUG et al.,
2010; WATSON et al, 2006). O pareamento das bases nucleotidicas
complementares (adenina pareia com timina e citosina com guanina) ocorre por
ligacbes de hidrogénio o que contribui para a estrutura tridimensional do ADN
(COOPER e HAUSMAN, 2007a).

O ADN desempenha um papel primordial na duplicagdo das células e na
producdo de proteinas, processos fundamentais para que o0s organismos
mantenham a integridade das suas fung¢des vitais (RABELLO-GAY, 1991).

Um gene € uma sequéncia, dentro da molécula de ADN que codifica um ARN
(acido ribonucleico) funcional (RABELLO-GAY, 1991). Quando a sequéncia ou a
leitura correta de um gene é alterada dizemos que o ADN sofreu uma mutagao
(WATSON et al., 2006). Em outras palavras, uma mutacido é qualquer alteragao na
sequéncia do ADN que, uma vez ocorrida, € mantida e pode ser transmitida as
moléculas-filhas (RABELLO-GAY, 1991; WATSON et al., 2006).

A perpetuacdo do material genético, bem como a evolugédo e a diversidade
das espécies depende da manutencdo das taxas de mutacdo em niveis minimos.
Essas mutagbes podem ser iniciadas por processos enddgenos, seja por algum erro

durante a replicagdo do ADN ou por alguma molécula intrinseca do organismo que
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causa uma lesédo espontédnea ao nosso material genético, ou ainda por algum fator
exdgeno, seja ele quimico ou fisico (AMES et al, 1993; RIBEIRO e MARQUES,
2003).

Os principais processos endoégenos que causam dano ao ADN envolvem
reacdes de metilacdo, desaminacido, oxidagcao e depurinagdo. A desaminacao e a
depurinagdo ocorrem por reagdes de hidrolise no organismo causando ou a perda
de uma base purinica (G ou A) ou a conversédo de uma citosina em
uracila,respectivamente.. Ja as moléculas oxidantes enddgenas, como as espécies
reativas de oxigénio (EROs), sdo originadas do metabolismo aerdbico cellular
normal e podem causar dano oxidativo tanto a molecula de DNA quanto a seus
precursores (AMES et al., 1993).

As EROs interagem com o ADN podendo causar danos extensos que podem
ser perpetuados durante o processo de replicagdo e divisdo celular (AMES et al.,
1993; WATSON et al., 2006).

Os fatores exégenos capazes de causar alguma lesdo no ADN sdo chamados
de agentes mutagénicos ou mutagenos e podem aumentar ou acelerar o
aparecimento e a taxa de mutag¢des (RIBEIRO e MARQUES, 2003; WATSON et al.,
2006).

As mutacgdes podem ser divididas de acordo com o dano causado. No que diz
respeito as mutagcdes génicas, as mais simples correspondem a alteracdo de uma
base nucleotidica, ou conjuntos pequenos de bases, por outra (s), sendo
denominadas de mutacdes pontuais, ou mutagdes de ponto. A insercdo ou delegao
de um nucleotideo ou de um numero reduzido de nucleotideos ocasionam as
mutagdes chamadas de mutagdes de deslocamento do quadro de leitura do ADN
(Esquema 1). Mutagdes mais complexas, e que causam danos mais sérios no ADN,
correspondem a insergdes e delegcbes abrangendo varios genes causando
rearranjos na estrutura do cromossoma, chamadas de aberragdes cromossémicas
(GRIFFITHS et al., 2013; RABELLO-GAY, 1991; WATSON et al., 2006).
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Tre Lis Arg Gl

L. Cédon1 Cédon2 Cédon3 Cédon 4
Sequénciade DNA —— r— 1 [
sem mutacdo "ATCTATAALGIA G AG.G.T

O coédon alterado

Substituiciode IEY LS iy & especifica outro
base A G AT AA G ATA A GG aminoacido
. Tre Glu Glu Amgy -+ 2. .
Insercéo de base A delecao/insercao

3 3 L
ACAGAAGAGAGLG de bases causa

deslocamentona
Glu Vald:-- fase de leiturada

= Tre Arg
Dele¢éo de base fita

ACAAGAGAGGI
A

Esquema 1: Mutagéo pontual X Mutacao por deslocamento do quadro de leitura na
regido codificadora de um gene; Fonte: ADAPTADO DE: GRIFFITHS, A.J.F., WESSLER,
S.R., CAROLL, S.B., DOEBLEY, J. Mutacéo, reparo e recombinacao. Introducéo a genética.
Editora Gen. 102 Edic&o. p.480. 2013

A principal consequéncia molecular das mutagées em uma regido codificadora
€ a modificacdo da informacao original contida no ADN que pode resultar em
proteinas com estruturas ou fungdes modificadas (GRIFFITHS et al., 2013).

Os seres vivos possuem varios mecanismos de reparo de lesao do ADN, a fim
de manter a integridade da informagao contida na macromolécula. Um exemplo de
sistema de reparo de lesdo envolve o sistema de reparo por excisao, no qual o
nucleotideo danificado ndo é corrigido e sim removido do ADN. Neste caso, a fita
que néo foi danificada serve de molde para corrigir a fita danificada e pode ser que
haja somente a remocgao do nucleotideo danificado ou de um segmento do ADN que
contém a lesdo. Um outro exemplo de sistema de reparo ocorre por recombinagao e
€ utilizado quando as duas fitas de DNA estao danificadas e a informagao para o
reparo € extraida de uma nova sequéncia nao-danificada (WATSON et al., 2006).
Existe também o sistema de reparo propenso ao erro ou error prone que ocorre apos
a replicagao, caso os outros sistemas de reparo falhem durante o processo. Neste
processo moléculas de DNA polimerases especializadas sdo capazes de reconhecer

0 erro e promover a incorporagao de bases sobre o sitio danificado na fita de ADN.
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No entanto, essas polimerases podem induzir a incorporagao de bases incorretas e
por isso o sistema é passivel de erro (COOPER e HAUSMAN, 2007b).

A maioria dos danos causados ao ADN é seguido por um processo de reparo.
O sistema de reparo pode funcionar plenamente, revertendo completamente o dano
causado, impedindo, desta forma, que ocorra mutagdes, ou o sistema de reparo
pode estar sujeito a erros, sendo que, nesse ultimo caso, a sequéncia alterada se
tornara permanente no genoma e durante o proximo ciclo de replicagdo, o erro da
fita de ADN molde ira direcionar para uma alteracdo permanente nas fitas recém
sintetizadas, dando origem as mutagbes (Esquema 2) (RABELLO-GAY, 1991;
WATSON et al., 2006).

molécula de ADN filha molécula de ADM filha com
) informacdofidedigna

com incorporagdo
2 g = :
erranea de base )
l *I I :

segundo ciclo
—— - o
do replicacio T
l 5 [reparo a
0
1 F"_‘I ¥ E
| ' prirmeino cclo

insuficiente)
—i e replcacho I ¢ '

I:I."l'):d' [l":l'-'ll?'lﬂ armlirsaa)
mETE ) :
| A [
molécula I
— 3 el
l [ :

m\‘a"u

de ADN mae

maolécula de
ADN filha com

molécula de ADN filha com mutacso
informacdo fidedigna

Esquema 2: Representacdo da incorporacdo permanente de uma mutacao durante
o ciclo de replicacdo celular; Fonte : Adaptado de: WATSON, J.D., BAKER, T.A., BELL,
S.P., GANN, A, LEVINE, M., LOSICK, R. Mutabilidade e Reparo do DNA. Biologia
Molecular do Gene. Artmed. 72 edicéo. p.315, 2015.
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1.2 MUTAGENESE E CARCINOGENESE

Desde o desenvolvimento de técnicas que permitiram a descoberta e a
caracterizacdo de mutagenos comecou a se discutir a repercursao que esses
agentes teriam para 0 meio ambiente e para a saude da populagdo. Com a criagcdo
em 1969 da Sociedade Americana de Mutagénese (Environmental Mutagen
Society), a Mutagénese Ambiental alcancou maior atencdo e outras agéncias de
pesquisa comecaram a ser criadas como a Sociedade Brasileira de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental — SBMCTA, em 1989 (CLAXTON et al.,
2010; RIBEIRO e MARQUES, 2003).

Com o desenvolvimento de pesquisas cientificas relacionadas a mutagénese
ambiental e o acumulo de evidéncias de que agentes mutagénicos poderiam
oferecer riscos para a populacdo humana e para o meio ambiente, os governos
despertaram para os perigos oferecidos pelos mutagenos. Desta forma, surgiu a
necessidade de garantir a regulamentacao desses agentes e o estudo e avaliagao
do potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico de toda e qualquer nova
substancia quimica e fisica que fossem ser introduzidas no mercado sob a forma de
medicamentos, cosméticos, aditivos de alimentos, agentes quimicos e outros. Surgiu
entdo outro campo de estudo, a Toxicologia Genética (RIBEIRO e MARQUES,
2003).

A Toxicologia Genética ou genotoxicidade estuda os efeitos genotdxicos
(efeitos toxicos causado no matérial genético), de agentes quimicos e fisicos, ou
seja, € um campo da ciéncia que busca o entendimento das interacbes desses
agentes com o material genético, seus mecanismos e a resposta do organismo ao
dano causado (GUACHALLA e ASCARRUNZ, 2003; RIBEIRO e MARQUES, 2003).

A area de estudo em questdo busca caracterizar as lesdes e alteragcdes no
ADN causadas por agentes mutagénicos pela identificacdo da substancia e
avaliagdo quantitativa do risco mutacional para o ser humano. Através dos
resultados é possivel estabelecer niveis aceitaveis de exposig¢ao a tais substancias e
propor medidas preventivas para a preservagdo do conteudo genético (RABELLO-
GAY, 1991).

A carcinogénese é o processo de conversao de uma célula normal em uma
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célula maligna. A iniciagdo do processo carcinogénico € dada por uma alteragado
irreversivel do ADN (LOUREIRO et al., 2002) e mutagbes causadas por mutagenos
em varios genes criticos tém sido encontradas em neoplasias (RIBEIRO e
MARQUES, 2003). Existem dados na literatura baseados no sequenciamento
gendémico de tumores que levaram a reforgar hipoteses de que a mutagénese € uma
etapa inicial do processo de carcinogénese (CLAXTON et al., 2010).

Embora estudos em Genética Toxicolégica nédo sejam indicadores de
carcinogenicidade, sado frequentemente usados em estudos sobre o
desenvolvimento do cancer, uma vez que testes de mutagenicidade medem um
evento inicial ou intermediario da tumorigénese (RIBEIRO e MARQUES, 2003).
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1.3 O TESTE DE AMES

O Teste de Ames também conhecido como Salmonella/microsome
mutagenicity assay foi desenvolvido no inicio da década de 70 por um grupo de
pesquisadores da Universidade de Berkeley, na California (KOLATA, 1976), liderado
pelo bioquimico Bruce N. Ames. O teste, a principio, tinha como objetivo avaliar o
potencial mutagénico de substancias quimicas e suas implica¢gées na carcinogénese
celular (AMES,1974; KOLATA,1976).

O teste foi validado em um grande estudo com mais de 300 substancias
quimicas, dentre elas, muitas reconhecidamente carcinogénicas, ja aquela época.
Dentre os primeiros compostos mutagénicos detectados pelo Teste de Ames, que
tiveram posteriormente a sua capacidade carcinogénica confirmada em testes in
vivo, estavam aminas utilizadas até entdo em tinturas de cabelo, produtos derivados
de exaustdo do diesel e produtos proteicos derivados da pirélise de aminoacidos e
proteinas de carnes e peixes durante seu cozimento, como 0s pirolisatos de
triptofano, acido glutamico e da feninalanina (MARON e AMES, 1983; RABELLO-
GAY, 1987). Outros pesquisadores também utilizaram a mesma metodologia para
testar substancias quimicas puras ou misturas, sendo que, até o ano de 1982, ja
haviam sido testados mais de 5000 compostos os quais foram registrados no
Environmental Mutagen Information Center Index, nos Estados Unidos (TAGLIARI et
al.,1999).

Basicamente, o teste emprega cepas de Salmonella typhimurium que
apresentam mutacdes em varios genes que codificam a enzima responsavel pela
sintese de histidina, tornando-as dependente desse nutriente (auxotrofia para
histidina). Essas linhagens sdo incapazes de crescer em meio de cultura minimo
sem histidina, no entanto, na presenca de um mutageno a mutacdo da auxotrofia
(his-) pode ser revertida e a bactéria passa a crescer no meio sem esse aminoacido,
assim como demonstra o Esquema 3 (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Até o inicio dos anos 80 foi constatado que o Teste de Ames tinha boa
reprodutibilidade e apresentava bons resultados na detec¢do de mutagenos. No
entanto, foi observado que o mesmo falhava quando algumas substancias

carcinogénicas eram testadas (TAGLIARI et al., 1999). Desta forma, foram
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introduzidas novas mutag¢des nas linhagens de Salmonella typhimurium utilizadas no
teste a fim de aumentar a sensibilidade das mesmas na detecg¢ao de diversos tipos
de agentes carcinogénicos e mutagénicos (MARON e AMES, 1983; TAGLIARI et
al.,1999; UMBUZEIRO e VARGAS, 2003).

cullura da bactéria Saknonella
que necessita de histidina
para se multiplicar

|

10% céiulas s30
adiclonadas a0 agar com
a

nuirienies. mas sem histidin

meio com agar melo com agar
sem adigdo de 12 horas de incubagao com a adicao do
qualquer reagente mutagénico em lesie

co¥dnias formadas a partir colénlas de revertantes
de raversao espontanea induzidas palo mutagénico

Esquema 3: Representacdo béasica do Teste de Ames; Fonte: Adaptado de:
WATSON, J.D., BAKER, T.A., BELL, S.P., GANN, A., LEVINE, M., LOSICK, R. Mutabilidade
e Reparo do DNA. Biologia Molecular do Gene. Artmed. 72 edicdo. p.321, 2015.

O Teste de Ames é uma metodologia in vitro de alta reprodutibilidade,
flexibilidade e sensibilidade. Dessa forma, além de permitir a diminui¢ao significativa
da utilizacdo de modelos animais em ensaios toxicoldgicos, constitui, hoje em dia,
um dos modelos mais utilizados para avaliacdo primaria da genotoxicidade de
substancias (CLAXTON et al., 2010; TAGLIARI et al.,1999).

Visto que as bactérias ndo sdo capazes de metabolizar substancias quimicas
por reagdes enzimaticas via citrocromo p450, assim como o organismo de
mamiferos, e levando em consideracdo que muitas substancias sao ingeridas ou
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entram em contato com os seres vivos em sua forma pro-ativa, outro componente
chave também foi introduzido ao protocolo do Teste de Ames para aumentar a
sensibilidade do ensaio. O mesmo se refere a um sistema exdégeno de
metabolizagdo proveniente de células hepaticas de roedores. Esse sistema, também
conhecido como sistema S9 de metabolizacdo, mimetiza as reag¢des enzimaticas de
biotransformagcdo do organismo, transformando substancias passiveis de
metabolizagcdo a sua forma ativa, permitindo assim a obtencédo de resultados mais
precisos (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Diversas linhagens de Salmonella typhimurium foram desenvolvidas ao longo
dos anos para serem utilizadas no Teste de Ames. As mais utilizadas para fins de
triagem sdo a TA98 e TA100 que mostraram grande eficiéncia na deteccédo de
agentes mutagénicos. Outras linhagens como a TA102, TA97 ou TA137 também sao
empregadas na avaliagdo da mutagenicidade de substancias dependendo do
objetivo do ensaio, como por exemplo para fins regulatérios (UMBUZEIRO e
VARGAS, 2003). Cada linhagem teste apresenta uma mutagao diferente no operon
do gene que codifica a enzima que sintetiza o aminoacido histidina. A linhagem
TA100 apresenta uma mutacdo no gene hisG46. Essa mutacdo € resultante da
substituigdo de uma leucina (GAG/CTC) por uma prolina (GGG/CCC) o que altera a
codificagdo do gene para a primeira enzima da biossintese da histidina. Essa
mutacédo faz com que a linhagem TA100 seja usada para detectar mutagenos que
causam substituicdo de pares de bases (MARON e AMES,1983; UMBUZEIRO e
VARGAS, 2003). A linhagem TA98 tem a mutagao hisD3052 que afeta a leitura
correta de uma sequéncia de coédons préxima a mutacdo. A leitura correta é
influenciada pela insercéo ou retirada de pares de bases nucleotidicas. Esse tipo de
mutacdo confere a linhagem capacidade de detectar substéncias que causam
mutacdes do tipo deslocamento do quadro de leitura do DNA ou “frame-shifts”
(MARON e AMES,1983; UMBUZEIRO e VARGAS, 2003).

Além das caracteristicas genéticas de auxotrofia para histidina, todas as
linhagens possuem mutagdes adicionais que lhe permitem serem mais sensiveis aos
diversos tipos de substancias e moléculas (MARON e AMES, 1983). A mutacao rfa
confere um defeito na camada de lipopolissacarideos que reveste a superficie
bacteriana (MORTELMANS e ZEIGER, 2000), aumentando a permeabilidade da
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célula a moléculas volumosas (MARON e AMES, 1983). A mutagao uvrB consiste na
delecdo desse gene, responsavel pela codificagcdo e regulagdo de uma enzima
responsavel pelo sistema de reparo por excisdo do DNA. Sem esse sistema de
reparo, o DNA fica sujeito a um maior numero de lesdes reparadas por mecanismos
errbneos, elevando assim a sensibilidade das linhagens na detec¢gdo de mutagenos
(GRIFFITHS et al., 2013; UMBUZEIRO e VARGAS, 2003). A delegao deste gene se
estendeu ao gene bio que codifica biotina, tornando as linhagens utilizadas no teste
também dependentes desse nutriente. A adi¢ao do plasmidio pKM101, em algumas
linhagens, confere as mesmas resisténcia a ampicilina e, adicionalmente, através do
gene mucAB, responsavel pelo sistema de reparo passivel de erro, aumenta a
mutagénese espontdnea e induzida (UMBUZEIRO e VARGAS, 2003).
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1.4 METODO DE MICROSSUSPENSAO (TESTE DE KADO)

Desde que o Teste de Ames foi desenvolvido, pesquisadores de todo o mundo
vem tentando desenvolver técnicas para aumentar a sensibilidade do método
(KADO et al., 1983). Em 1983, Maron e Ames publicaram o protocolo das
metodologias de incorporagdo em placas e de pré-incubagcao que sao utilizadas
mundialmente (MARON e AMES, 1983). Nesse mesmo ano, Kado e colaboradores
desenvolveram a técnica de microssuspensio para avaliacdo de amostras de urina
de fumantes (KADO et al., 1983).

Norman Y. Kado e seu grupo de pesquisa sugeriram uma nova abordagem
para o teste de Ames, uma vez que as metodologias existentes ofereciam
dificuldades para a deteccdo e avaliagdo da mutagenicidade de amostras com
quantidades minimas de agentes mutagénicos como, por exemplo, amostras de
fluidos corporais de pacientes expostos a agentes quimioterapicos ou amostras de
sedimentos de agua (KADO et al., 1983).

A metodologia de Kado utiliza a cultura bacteriana 10 vezes mais
concentrada e requer menor quantidade de amostra, sistema de metabolizacido e
volume de cultura, quando comparado a metodologia de preincubagao, o que acaba
por aumentar em 10 vezes a sensibilidade do teste e torna-lo mais econdémico
(KADO et al., 1983; UMBUZEIRO et al., 2009).

Além da diferenga da concentragao da cultura bacteriana empregada, o teste
de Kado permite que a amostra fique em contato com o sistema de metabolizagao e
da linhagem de Salmonella typhimurium utlizada por um periodo de tempo
determinado antes do plagueamento, em um procedimento chamado de
microssuspensdo (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).
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1.5 CHALCONAS

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos esta profundamente enraizada
na histéria da humanidade, tendo sido esta pratica incorporada a medicina
tradicional de diversas culturas e realizada até os dias de hoje. A busca por novas
substancias com potencial terapéutico a partir de produtos naturais tem sido
estimulada em grande parte pela ampla utilizacdo dos mesmos por uma parcela
significativa da populacao e pelo grande potencial econémico (DUBICK,1986).

A Organizagdo Mundial de Saude estima que 80% da populagao utiliza
medicamentos provenientes de produtos naturais, isto €, oriundos de plantas,
microrganismos, microrganismos marinhos e biomoléculas derivadas de organismos
vivos (FONSECA e PEREIRA, 2004). Dentre as substancias que uma planta é capaz
de produzir, e que possuem atividades terapéuticas ja comprovadas cientificamente,
estdo os metabdlitos secundarios, os quais compreendem substancias quimicas
produzidas pelas plantas em resposta a estresses ambientais, como ataques de
micro-organismos ou insetos, radiacdo, temperatura e umidade, para fins de
protecdo (FONSECA, 2012).

Diversos compostos oriundos de produtos naturais ja tiveram sua estrutura
quimica e seu mecanismo de agao elucidados de maneira direta ou indireta e sédo
hoje amplamente utilizados na clinica médica como é o caso da morfina. No entanto,
muitas classes de substancias de origem natural sdo de dificil extragédo e purificagao
ou de dificil sintese (FONSECA, 2012).

As chalconas ou 1,3-diaril-2-propen-1onas, sdo compostos precursores da via
biossintética dos flavonodides e isoflavondides. Sao cetonas a,B-insaturadas com a
porcao carbonila e o fragmento olefinico ligados a anéis aromaticos como mostra a
figura 1 (CORDEIRO, 2010; SILVA, 2009; ROCHA, 2011). Sao amplamente
encontradas no vegetais, principalmente na folhas e flores e possuem importante

papel na polinizagao das plantas (CORDEIRO, 2010).
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Figura 1: Estrutura geral das chalconas, destacando a ligacdo aq,B-insaturada;
Fonte: ROCHA, L,W. Avaliacdo do potencial anti-hiperalgésico de chalconas bioativas frente
a diferentes modelos experimentais de dor persistente em camundongos. Dissertacdo de
Mestrado. Universidade do Vale do Itajai. 2011.

Devido a sua estrutura relativamente simples, a sua versatilidade sintética e
a diversidade de atividades farmacoldgicas ja descritas na literatura associadas a
essa classe, as chalconas e seus derivados tém recebido grande atencéo no que diz
respeito ao desenvolvimento de novos farmacos associado a sintese de novas
moléculas com diversos substituintes diferentes, visando melhorar a relacdo
estrutura-atividade (CORDEIRO, 2010; FONSECA, 2012).

Dentre as atividade farmacoldgicas jA comprovadas das chalconas
destacam-se: anti-inflamatoria, antipirética, antimutagénica, antitumoral, citotéxica,
antioxidante (SILVA, 2009), antibacteriana, antifungica (CORDEIRO, 2010),
antimalarica, antimitotica, antiviral e antileishmania (FONSECA, 2012).

A 4-dimetilamino-chalcona (Figura 2A) apresenta atividade
antimicobacteriana, ja descrita na literatura, caracterizada para cepas de
Micobacterium tuberculosis H37Rv (SIVAKUMAR et al., 2007) e a 34-
(metilenodioxi)-chalcona (Figura 2B) atividade antibacteriana descrita para
Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2013). Mais recentemente, estas mesmas
substancias, codificadas como chalconas 4 e 5 respectivamente, foram
caracterizadas pela sua atividade anti-inflamatéria e ainda por sua acao
antimicobacteriana comprovada em cepas hipervirulentas de Micobacterium
tuberculosis Beijing M299 (VENTURA et al., 2015). Os valores de Concentragao

Minima Inibitéria das chalconas obtidas no estudo em questao estao representadas
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na tabela 1.

As chalconas 4 e 5 sdo chalconas sintéticas obtidas a partir da reagao entre
aldeidos aromaticos substituidos apropriadamente com acetofenonas (VENTURA et
al., 2015).

Figura 2: Estruturas moleculares da 4-dimetilamino-chalcona (A) e 3,4-
(metilenodioxi)-chalcona (B); Fonte: Adaptado de: VENTURA, T. L. B.; CALIXTO, S. D;
ABRAHIM-VIEIRA, B. A.; DE SOUZA, A. M. T.; MELLO, M. V. P.; RODRIGUES, C. R;;
MIRANDA, L. S. M.; SOUZA, R. O. M. A.; LEAL, I. C. R.; LASUNSKAIA, E. B.; MUZITANO,
M. F. Antimycobacterial and anti-inflammatory activities of substituted chalcones focusing on
an anti-tuberculosis dual treatment approach. Molecules. v.20, p.8072-8093, 2015

Tabela 1: Valores de concentracdo minima inibitéria das chalconas 4 e 5.

CMiIso (UM) CMiIgo (UM) CMiIso (UM) CMlgo (UM)

Chalcona M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis M299
4 19,7+1,9 320,1+4,8 20,1+1,0 351,5+1,8
5 12,7+1,9 303,2+5,4 11,7234 289,6+0,7

Adaptado de VENTURA et al., 2015
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo cada vez mais acentuada de produtos quimicos como farmacos,
agroquimicos, cosmeéticos, corantes e muitos outros vem provocando um aumento
nas taxas de mutagénese ambiental (CLAXTON et al., 2010; FONSECA e PEREIRA,
2004; RIBEIRO e MARQUES, 2003). Desta forma, a poluicdo do ambiente que nos
cerca, por produtos potencialmente capazes de causar danos ao nosso DNA, pode
afetar as geragdes atual e futura, ndo apenas a humana, mas também a de plantas,
animais e microrganismos (RIBEIRO e MARQUES, 2003). Assim, agéncias
reguladoras internacionais, como a Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitara (ANVISA),
preconizam que sejam feitos estudos de genotoxicidade para avaliar o potencial de
substancias quimicas de causar mutagdes genéticas. No Brasil, o registro de
medicamentos e fitoterapicos somente é feito quando as industrias/pesquisadores
apresentam a ANVISA os resultados de uma bateria de testes pelos quais os
candidatos a novos medicamentos e fitoterapicos tem que ser submetidos, dentre os
quais, os estudos de genotoxicidade (ANVISA, 2013; OECD, 1997).

Sa0 duas opcdes de baterias de testes preconizados pela ANVISA para a
avaliacdo da genotoxicidade de potenciais farmacos e fitoterapicos e, em ambos, o
teste preliminar in vitro preconizado é o Teste de Ames. E segundo as
recomendagdes descritas, um resultado positivo no Teste de Ames ja é suficiente
para postergar a avaliagdo da substancia por outros ensaios, inclusive pelos ensaios
de fase clinica (ANVISA, 2013).

Tendo em vista o avango das pesquisas cientificas no campus UFRJ-Macaé
com o intuito de descobrir novas substancias, oriundas de produtos naturais ou
sintéticas, com potenciais ag¢des farmacoldgicas, a disponibilidade de um teste
rapido como o Teste de Ames para avaliar a seguranga de substancias pode
constituir um grande aliado na busca por novos farmacos e fitoterapicos.

Além disso, a avaliagao do potencial mutagénico da 4-dimetilamino-chalcona
e da 3,4-(metilenodioxi)-chalcona se justifica na medida em que estudo recente
sugere o emprego de ambas no tratamento da tuberculose. Desta forma, a

segurancga das mesmas deve ser avaliada.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Implantar o Teste de Ames na UFRJ-Macaé utilizando a metodologia de

microssuspensao (Teste de Kado).
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os estoques permanentes e de trabalho das linhagens TA98
e TA100;

e Checar a manutencdo das caracteristicas genéticas das linhagens
TA98 e TA100;

e Validar o Teste de Ames fazendo uso de substancias
reconhecidamente mutagénicas;

e Checar se a A4-dimetilamino-chalcona e a 3,4-(metilenodioxy)-
chalcona séo toxicas para as linhagens TA98 e TA100;

e Aplicar a metodologia validada para avaliar o potencial mutagénico da
4-dimetilamino-chalcona e da 3,4-(metilenodioxy)-chalcona;

4 MATERIAL E METODOS
41 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos

Autoclave vertical (Prismatec), Agitador do tipo vortex (Phoenix Luferco,
modelo AP-59), banho-maria (Nova Etica), banho-seco para tubos de ensaio
(Novatecnica), contador manual de col6nias (Phoenix Luferco, modelo CP600 Plus),
pipetas automaticas de volume variaveis (0,5uL - 1000uL) (Labmate Pro), ultra
centrifuga refrigerada (Hitachi, Modelo CR-22N), balancas semi-analitica e analitica
(Sartorious), espectrofotdmetro (Kasuaki, modelo IL-227), chapa de aquecimento
(Biomixer, Modelo AM-10), camara de seguranca bioldgica classe Il (Trox, modelo
FLV-506), incubadora microbiolégica (DelLeo), incubadora tipo “shaker” refrigerada

(Solab, modelo SL-223), geladeira (Consul), e freezer -20°C (Eletrolux, modelo FE-
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26), container de nitrogénio liquido (Cryofarm) e microscopio optico (Olympus,
modelo COVER-015).

4.1.2 Solucdes e meios especificos
4.1.2.1 Solucao de Vogel-Bonner (50X) (Sal VB)

Uso: Sais para a confeccao das placas de agar minimo

Sulfato de magnésio monohidratado (19); acido citrico monohidratado (109);
fosfato de potassio dibasico anidro (509); fosfato de sodio e aménio (17,59); agua
ultra pura g.s.p. 100mL. Os sais foram adicionados a agua (cerca de 50°C) um por
um, na ordem em que foram citados, até completa dissolu¢do. Apds todos os sais
estarem dissolvidos a solugao foi esterilizada em autoclave a 121°C por 30 minutos.

4.1.2.2 Solucéo de Glicose 10%
Uso: Fonte de carbono a ser adicionada as placas de agar minimo

A solucao foi preparada solubilizando 10g de glicose em 100ml de &gua ultra
pura e esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.1.2.3 Agar minimo (AM)

Uso: Utilizado no procedimento de checagem do gendétipo e no Teste
de Kado

200mL de solucao estéril de glicose 10% wi/v; 20mL de sal VB 50x estéril;
159 de agar (Bacto Agar da Difco); 4gua ultra pura g.s.p. 1L. O &gar foi adicionado a
agua ultra pura e autoclavado por 30 minutos a 121°C. Apoés o resfriamento do agar
até aproximadamente 65°C, foi adicionado o sal VB e a solucao de glicose. O agar

minimo foi preparado em condi¢des estéreis dentro da camara de fluxo laminar.
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4.1.2.4 Placas de Agar nutriente (AN)

Uso: Para estriar culturas a fim de se obter col6nias isoladas; para
testar sensibilidade ao cristal violeta (mutacao rfa); para testar sensibilidade a

radiacado ultravioleta (delec&o uvrB); para testar a viabilidade da bactéria

25g de caldo nutriente OXOID No. 2 (Nutrient broth OXOID No. 2); 15g de
bacto Agar; agua ultra pura fria g.s.p. 1L. A solucéo foi esterilizada em vidro de
tampa rosqueavel em autoclave a 121°C por 20 minutos e, apdés essa etapa,
estabilizada em banho-maria a 50-60°C. Em camara de fluxo laminar, 20-25 mL de

agar nutriente foram plaqueadas em placas de petri estéreis.
4.1.2.5 Solucao de biotina e histidina 0,5mM (Biotidina)

Uso: Para suplementar o agar de superficie com excesso de biotina e

guantidade trago de histidina

7,7mg de L-Histidina (PM=155,16); 12,2mg de D-Biotina (PM=244,31); agua
ultra pura morna (aproximadamente 65°C) g.s.p. 100ml. Apds completa dissolucéo
dos dois reagentes a solucéo foi resfriada a temperatura ambiente e avolumada em
baldo volumétrico de 100mL. A solucdo de biotidina foi entdo esterilizada em

autoclave a 121°C por 20 minutos.
4.1.2.6 Top Agar suplementado com solucédo de biotidina

Uso: Para dispensar a bactéria, substancias que serdo testadas e

tamp&o ou mistura S9 ao agar minimo

Bacto Agar (6g); cloreto de so6dio (6g); 100mL de solucdo de biotina e
histidina 0,5mM; agua ultra pura g.s.p. 1000mL. Ap6és completa dissolucédo do bacto
agar e do cloreto de sb6dio em 900ml de &agua, sob aquecimento e agitacao
constante, a solucdo de biotidina foi adicionada. A solucdo resultante foi
homogeinezada, avolumada, autoclavada por 20 minutos a 121°C e estabilizada em
banho seco a 45-48°C.
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4.1.2.7 Caldo nutriente
Uso: Para crescer as linhagens TA98 e TA100 pernoite

O caldo nutriente utilizado foi o Oxoid No. 2 na proporcao de 25g do po6 para
1000 mL de agua ultra pura. Apés completa dissolucéo, o caldo foi imediatamente
esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121°C e apos resfriado, mantido em

geladeira, protegido da luz, até o momento do uso.

4.1.2.8 Solucao de Ampicilina (8mg/mL)

Uso: Para confirmar a presenca do plasmideo pKM101 nas linhagens

TA98 e TA100 e para crescimento pernoite das linhagens

A ampicilina (0,08g) foi dissolvida em 10 mL de agua ultra pura aquecida
(aproximadamente 65°C) e esterilizada por membrana filtrante de 0,22um dentro da
camara de fluxo laminar. A solucdo foi armazenada em geladeira sob protecéo da

luz.

4.1.2.9 Solucao de Tetraciclina (8mg/mL)

Uso: Para checagem do gendétipo

Para preparo dessa solucédo a tetraciclina (0,08g) foi solubilizada em 10 mL
de solucdo de acido cloridrico 0,02 N e esterilizada por membrana filtrante de

0,22um dentro da camara de fluxo laminar.
4.1.2.10 Solucéo de Biotina (0,01% ou 0,5mM)

Uso: Para enriquecer as placas de agar minimo para checagem do

gendtipo

A biotina (0,012 g) foi dissolvida em 100 mL de agua ultra pura previamente
fervida e esterilizada por membrana filtrante de 0,22 um estéril dentro da camara de
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fluxo laminar. A solucdo foi armazenada em geladeira sob protecdo da luz. A
validade dessa solucéo é de 45 dias sendo, portanto, renovada frequentemente.

4.1.2.11 Solucéo de histidina (0,5% ou 32 mM)

Uso: Para enriquecer as placas de agar minimo para checagem do

genotipo

A histidina (0,5 g) foi completamente dissolvida em 100 mL de &gua ultra

pura fria e autoclavada a 121°C por 20 minutos para esterilizacao.
4.1.2.12 Solucéo de cristal violeta (0,1% w/v)

Uso: Para confirmar a presenca da mutacédo rfa nas linhagens TA98 e
TA100

O cristal violeta (0,1 g) foi dissolvido em 100 mL de agua destilada e

armazenado em geladeira protegido da luz.
4.1.2.13 Placas de Agar minimo suplementadas
Uso: Para caracterizacdo do gendotipo

As placas contendo aproximadamente 25 mL de agar minimo foram
suplementadas da seguinte forma: nas placas que deveriam conter somente biotina
foram adicionados 8 uL da solucdo de biotina 0,01%; nas placas com biotina e
histidina foram adicionados 8 uL da solucéo de biotina 0,01% + 8 uL da solucéao de
histidina 0,5% ou 32 mM. As solucfes de biotina e histidina foram espalhadas nas

placas com o auxilio de uma alga de Drigalski previamente esterilizada.
4.1.2.14 Mistura para sistema de metabolizacdo (S9): metabolismo oxidativo
Uso: Gerar um sistema fornecedor de NADH

Para preparar 2,0 mL de mistura S9 os reagentes abaixo foram
adicionados na seguinte ordem:
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Tabela 2: Reagentes utilizados no preparo da mistura S9

Reagentes (uL)
Agua destilada 792
Tampéo Fosfato 0,2M 1000
NADP 0,1M 80
Glicose 6-P 1,0M 10
Sais (KCI 1,65M + MgCl, 0,4M) 40
S9 80

4.1.2.15 Tampao fosfato de sodio 0,2M, pH 7,4
Uso: Para preparo da mistura S9

Foi preparado através da mistura de 81 mL da solugéo de fosfato de sodio
dibéasico 0,2 M com 19 mL da solucdo de fosfato de sédio monobéasico 0,2M. O
ajuste do pH foi feito com as proprias solucdes. A solucdo resultante foi autoclavada
a 121°C por 20 minutos. O tampao foi armazenado em tubos tipo falcon (aliquotas
de 10 mL).

4.1.2.16 Solucéo de glicose 6-fosfato 1,0M
Uso: Para preparo da mistura S9

A glicose 6-fosfato (1g) foi solubilizada com agua ultra pura estéril fria (3,5
ml) e esterilizada por membrana filtrante (0,22uM), dentro da camara de fluxo
laminar, armazenada em tubos tipo eppendorf (aliquotas de 0,5 mL) e estocada em

freezer a -20°C.
4.1.2.17 Solucéo de fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo — NADP 0,1M

Uso: Para preparo da mistura S9
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O NADP (0,5 g) foi solubilizado com &agua ultra pura estéril fria (6,72 mL),
homogeinezado delicadamente e esterilizado por membrana filtrante (0,22 pM),
dentro da camara de fluxo laminar, armazenado em tubos tipo eppendorf (aliquotas

de 0,5 mL) e estocado em freezer a -20°C.

4.1.2.18 Solucdo de sais — Cloreto de magnésio 0,4M e Cloreto de potéssio
1,65M

Uso: Para preparo da mistura S9

A solucao foi preparada pesando-se os sais separadamente (MgCl, . 6H,0:
8,13g; KCI: 12,3g) e dissolvendo-os em 100 mL de agua ultrapura. A solucéo foi
esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos e armazenada em tubos tipo

falcon (aliquotas de 15 mL) em geladeira.
4.1.2.19 S9
Uso: Para preparo da mistura S9

O homogenato de figado de rato foi obtido comercialmente. O mesmo foi
reconstituido em 2,1 mL de agua ultra pura estéril, armazenado em tubos tipo

eppendorf (aliquotas de 80 uL) e estocado em freezer a -20°C.

4.1.2.20 Preparo das amostras que foram utilizadas na validacdo do Teste de
Kado

Para a validacdo do Teste de Kado as substancias escolhidas foram as
empregadas rotineiramente como controles positivos no ensaio. Para a linhagem
TA98, foram utilizados o 2-Nitrofluoreno (2NF) e o 2 Amino-Antraceno (2AA) na
auséncia e na presencga do sistema de metabolizacdo S9, respectivamente. Ja para
a linhagem TA100, foram utilizados a Azida Sddica (AZS) e o 2AA na auséncia e na

presencga do sistema de metabolizagdo S9, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Substancias utilizadas na validacdo do Teste de Kado na auséncia (-S9)
e presenca (+S9) do sistema de metabolizacéo

Validagéo Controle Negativo*
Linhagem (-)S9 (+)S9 (-)S9 (+)S9
TAGS 2NF 2AA DMSO DMSO
TA100 AZS 2AA Agua DMSO

* solventes usados no preparo das substancias utilizadas na validagao

Como os reagentes 2NF, AZS e 2AA sdo compostos reconhecidamente
mutagénicos, todo o material usado na pesagem dos mesmos foi descartado para
incineracdo e a balanga analitica e seus arredores foram forrados com papel
aluminio, a fim de evitar contaminacdo dos mesmos. Foi preparado um estoque de
cada amostra na concentragcado de 1mg/mL.

O preparo das doses de 2NF, AZS e 2AA foi feito somente momentos antes
do inicio do experimento, realizando diluicbes seriadas a partir do estoque de
1mg/mL dos reagentes. As doses escolhidas para a constru¢gdo da curva dose-
resposta foram definidas de acordo com os critérios estabelecidos pela OECD,
levando em consideragdo também as doses de 0,15ug/placa de 2NF; 0,625ug/placa
de 2AA e 5ug/placa de AZS que correspondem as doses descritas na literatura a
serem utilizadas como controles positivos nos ensaios (MORTELMANS e AMES,
2000; OECD, 1991).

4.1.2.21 Preparo dos estoques e doses de chalconas

Foi preparado um estoque principal (30mM) das chalconas 4 e 5 diluindo o p6
das respectivas substancias em DMSO estéril, o qual foi esterilizado por membrana
filtrante (0,22uM) dentro da camara de fluxo Iaminar. A partir do estoque principal
foram feitas diluicbes seriadas para obtengdo das concentragdes investigadas no
teste de Kado (Tabela 4).
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Tabela 4: ConcentracBes das chalconas e respectivas doses investigadas no teste
de Kado

Concentracao Dose
(M) (Lg/placa)
1430 1,8
450 0,56*

140 0,175*
40 0,05
12 0,015

*0,56 para a chalcona 4 e 0,57 para a chalcona 5; 0,175 para a chalcona 4 e 0,176

para a chalcona 5

4.2 METODOS
4.2.1 Manutencdao e estoque das linhagens
4.2.1.1 Preparo inicial dos estoques de TA98 e TA100

Os estoques permanente e de trabalho de TA98 e TA100 foram preparados a
partir de amostras de Salmonella typhimurium fornecidas em placas de agar
nutriente, gentiimente cedidas pelo professor Alvaro C. Leitdo, do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Campus

Ilha do Fundao.

Todos os procedimentos descritos abaixo foram utilizados para preparar
ambas as linhagens e foram conduzidos em condi¢Bes estéreis, dentro da camara

de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70%.

Com o auxilio de uma alca de inoculacdo estéril, um pequeno inoculo foi
retirado da placa de agar nutriente e transferido imediatamente para um erlenmayer
estéril contendo 5,0 ml de caldo nutriente e 25ug/mL de ampicilina. A cultura
bacteriana foi incubada pernoite (aproximadamente 16 horas), a 37°C, sob agitacéo

a 120rpm.

No dia seguinte a incubacdo, as culturas foram estriadas, com alca de
inoculacdo, em placas de &gar nutriente, de forma a obter colbnias isoladas. As

placas foram incubadas invertidas em incubadora a 37°C pernoite (15-18 horas) e,
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ao fim da incubacdo, 5 coldnias isoladas e aparentemente saudaveis de cada
linhagem foram escolhidas e transferidas isoladamente para tubos tipo falcon
estéreis contendo 6mL de caldo nutriente. Os tubos foram incubados pernoite (15-18

horas), a 37°C sob agitacédo constante de 150-170 rpm (incubadora tipo shaker).

As culturas resultantes tiveram a sua densidade ajustada, passaram pelas
provas genéticas e, aquelas que apresentaram melhor performance nas provas
genéticas, foram utilizadas para a confec¢cdo dos estoques permanente e de uso

rotineiro.
4.2.1.2 Ajuste da densidade das células

A densidade das células foi ajustada para garantir que a concentracao das
mesmas estava ha faixa adequada para o preparo dos estoques (1 a 2 x 10%°
UFC/ml) (KADO et al., 1983). Para tal, uma aliquota de 1mL da cultura foi retirada e
homogeneizada com 2 mL de caldo nutriente e a absorbancia dessa suspenséo foi
medida em espectrofotometro a 650nm (D.O.gsoom = 0,4). Caso a leitura nao
correspondesse ao esperado a densidade da cultura era ajustada com meio (se a

absorbancia estivesse > 0,4) ou com a cultura (se a absorbancia estivesse < 0,4).
4.2.1.3 Preparo dos estoques permanentes de TA 98 e TA 100

As ampolas de congelamento foram previamente identificadas com a
linhagem, com o nimero da coldnia escolhida na etapa de isolamento e a data do
preparo. Posteriormente, foram adicionados a ampola 900uL da cultura resultante do
procedimento do item 4.2.1.2. e 100 yL de dimetilsulféxido (DMSO). As ampolas
foram homogeneizadas levemente e armazenadas em freezer a -20°C até a

finalizacao da verificacdo das caracteristicas genéticas (item 4.2.2).

As ampolas de cada linhagem, contendo as culturas aprovadas no teste de
verificagdo do gendtipo, foram entdo transferidas para o container de nitrogénio

liquido e tiveram a data do congelamento registrada.
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4.2.1.4 Preparo dos estoques de uso rotineiro ou de trabalho da TA98 e TA100

Os tubos plasticos tipo Eppendorf foram identificados com a data de preparo,
linhagem e o numero da colénia escolhida na etapa de isolamento. Aos tubos
plasticos correspondentes foram adicionados 180 pL da cultura obtida no item
4.2.1.2 e 20pL de DMSO.

As linhagens foram entdo armazenadas no congelador até a finalizacdo da
verificacdo das caracteristicas genéticas (item 4.2.2) e em seguida armazenadas em
nitrogénio liquido.

4.2.2 Verificacdo das caracteristicas genéticas

As culturas obtidas no item 4.2.1.1. foram submetidas a uma série de testes
para a confirmacdo dos genotipos das linhagens TA98 e TA 100 de Salmonella
typhimurium. Ao final de cada procedimento, as placas foram incubadas invertidas,

em incubadora, a 37°C por 12-24 horas.

4.2.2.1 Dependéncia de histidina

As culturas obtidas conforme descrito no item 4.2.1.1 foram testadas quanto
a manutencdo da mutacdo que as fazem dependentes de histidina, semeando-as,
uma a uma com zaragatoa estéril, em placa de agar minimo suplementada com

biotina e em placa de agar minimo suplementada com biotina e histidina.

4.2.2.2 Mutacao rfa (sensibilidade ao cristal violeta)

As culturas obtidas conforme descrito no item 4.2.1.1 foram testadas quanto
a manutencdo da mutacdo rfa, que causa perda parcial da barreira de
lipopolissacarideos da parede bacteriana, semeando-as, uma a uma, com
zaragatoa, em placa de agar nutriente. Ap0s secagem da semeadura, no centro da
mesma foi colocado disco de papel de filtro estéril, de aproximadamente 5mm de
didmetro e 1mm de espessura, embebido com 40 pL de solugcédo de cristal violeta
0,1%.
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4.2.2.3 Delecao uvrB (sensibilidade a radiacao ultravioleta)

As culturas obtidas conforme descrito no item 4.2.1.1 foram testadas quanto
a manutencdo da mutacdo uvrB, que leva a um maior numero de lesbes reparadas
por mecanismos sujeitos a erro, semeando-as, uma a uma com zaragatoa esteéril,
em faixas horizontais em placa de agar nutriente. Cinco culturas foram semeadas
em uma mesma placa. Apos a secagem da semeadura, foi retirada a tampa da placa
e metade da mesma foi coberta com papel aluminio estéril antes da irradiacdo com

luz germicida por 15 segundos.
4.2.2.4 Presenca do plasmidio pKM101

A presenca do plasmidio pKM101, que aumenta a atividade do sistema de
reparo passivel de erro, foi avaliada semeando as culturas obtidas conforme descrito
no item 4.2.1.1 em placas de agar nutriente. Previamente, a placa foi dividida em
cinco partes devidamente identificadas e, no meio de cada divisdo, com alga de
inoculacdo, uma linha do antibioético ampicilina foi tragcada na placa teste e outra do
antibiotico tetraciclina na placa controle. As linhagens foram semeadas, uma a uma,
perpendicularmente a estria do antibidtico. A concentracdo dos estoques de

antibiodticos era de 8,0 mg/mL.
4.2.2.5 Taxa de reversdo espontanea

No banho seco (43-48°C), foram adicionados 2mL de top agar a tubos de
ensaio e a cada tubo foi adicionado 100 pL das culturas obtidas conforme descrito
no item 4.2.1.1, em triplicata. Os tubos foram levemente agitados em vértex e
vertidos em placas de agar minimo, de forma a distribuir uniformemente o seu

conteudo.

Ao final dos testes de verificagdo da manutencdo das caracteristicas
genéticas, os resultados foram registrados e avaliados e as culturas que
apresentaram a melhor performance foram selecionadas para serem utilizadas no
Teste de Kado.
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Esquema 4: Representagdo do ensaio de verificagdo das caracteristicas genéticas

(provas genéticas) das linhagens TA98 e TA100

—

Linhagem s ser testada

his | | rfa | uvrB Presenca Reversdo
do espontanes
plasmidio
Semear as Semearss Semearas Dividiruma No banho
culturas, uma culturas, uma culturas, uma placade AN seco (42-48
8ums, com auma, com auma, com ematées °C) sdicionar
zaragstos, zaragatos, zaragatos, partes, 2mLdetdp
em placa de em placade fazendo devidamente agaratubos
AM com AN e deixar faixas identificadas de ensaio (3
biotinaeem secar. horizontais .e estriar no tubos por
placa de AM em placade meio de cads coldnis)
com biotinae AN e deixar divisdo com
histidina. secar. alca de
inoculacso,
uma linha do Adicionar
antibiotico 100 yL de
spropriado cads cultura
(item4.2.2.4) aos tubos
Com auxilio Em cdmara Semear s Agitarostubos
de pinga de fluxo linhagens, levementeem
flambads I8minar, umauma, vortex e verter
colocarno retirara com em placade
centroda tampada zarsgstos, AM,
semeadura placae perpendiculsr distribuindo
disco de protegerda mente & uniformements
papel defilto luz metade estria do
esteril dss antibiotico
embebidoem semeaduras.
40 pL de Irradiara
solugdo de plsca com
cristal violeta luz germicida
0,1% por15
segundos
Incubar ss
placas
invertidas em
Incubar as placasinvertidasem incubadora s
incubadora s 27+1,0°C por 12-24 27+1,0°C por
horas 48-72 horas

4.2.3 Validacado do Teste de Kado
4.2.3.1 Procedimentos iniciais
4.2.3.1.1 Preparo das culturas das linhagens TA98 e TA100

O preparo das culturas foi realizado na véspera do dia do ensaio. 100 uL da

cultura, proveniente do estoque de trabalho armazenado em nitrogénio liquido,
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foram transferidos imediatamente ap6s descongelamento para erlenmayer contendo
20 mL de caldo nutriente estéril acrescido de 25 pg/mL de solu¢cdo de Ampicilina. O
indculo foi incubado por 15-18 horas , a 37°C, sob agitacdo constante (150-170 rpm).
No dia seguinte, a cultura foi mantida sob refrigeracdo e protegida da luz até o

momento da centrifugacao.

A centrifugacédo foi realizada em ultra centrifuga refrigerada, por 10 minutos,
a 4°C, a 10.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e
descartado e as células foram ressuspendidas em 4 mL de solu¢éo 1:13 de tampé&o
fosfato 0,2M, sem agitar excessivamente. Novamente a cultura foi mantida sob

refrigeracdo até o momento de ser utilizada.
4.2.3.1.2 Fundicéo do top agar

O top agar foi fundido em banho maria, sem deixa-lo ferver, e estabilizado em
banho seco a 45-48°C (procedimento necesséario para manté-lo liquefeito e a uma
temperatura adequada para nao danificar as células).

4.2.3.1.3 ldentificacdo das placas com &gar minimo e dos tubos de ensaio

empregados na validacdo do Teste de Kado

Todas as placas de agar minimo utilizadas no ensaio foram identificadas
previamente com as doses de 2NF, AZS e 2AA testadas e 0s controles negativos
em questdo, usando cores previamente padronizadas para diferenciar as linhagens
(TA100 ou TA98) e as condicbes do ensaio (com ou sem o sistema de

metabolizacao).

Os tubos de ensaio foram também devidamente identificados do mesmo
modo que as placas e distribuidos em estantes em numero suficiente para
realizacdo do ensaio, levando-se em consideracdo as linhagens, doses

estabelecidas e as condi¢cdes do ensaio (com ou sem o sistema de metabolizacao).
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4.2.3.2 Execucéo do Teste de Kado

O ensaio de validacdo foi realizado adicionando-se 50 pL das culturas
concentradas de cada linhagem (obtidas conforme descrito no item 4.2.3.1.1) aos
tubos de ensaio contendo previamente as diferentes doses de 2NF, AZS, 2AA ou
controle negativo (volume fixo de 5 ulL). Posteriormente, 50 uL da mistura S9 foram
adicionados aos tubos do ensaio realizado na presenca de S9. Aos tubos do ensaio
realizado na auséncia do sistema de metabolizacdo foram adicionados 50 uL de
solugdo 1:13 de Tampéo Fosfato 0,2M. Os controles negativos foram feitos em
quintuplicata e 0 ensaio com 0s reagentes reconhecidamente mutagénicos foram

feitos em triplicata, procedendo conforme o fluxograma:

Esquema 5: Representacdo do Teste de Kado

Adicionar 50 plL das Adicionar 50 pL da
culturas concentradas mistura S9 aos tubos do Incubar os tubos a
de cada linhagem a0s | teste com 9 e 50uL de — 27 ¢ Por 0
tubos contendo Tampdo Fosfato aos minutos em
amostra ou controle tubos do teste sem SO incubadora
negativo
Agitar 03 tubos
Adicionar 2ZmL de top levemente em vortex e Apos solidificacdo, incubar
agar a cada tubo de || verter em placa de dgar[__|em incubadora as placas
ensaio minimo distribuindo invertidas a 37°Cpor 48-72
uniformemente horas

4.2.3.3 Leitura dos resultados

O resultado do teste foi avaliado pela contagem do namero de revertentes
por placa com auxilio de um contador manual de colbnias e as leituras foram
devidamente anotadas. No momento de cada leitura das placas, foi verificado a
presenca de crescimento de fundo ou “background” nas placas-teste e controles. A
presenca de toxicidade, contaminacdo ou outras ocorréncias foram devidamente

registradas.
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4.2.3.4 Expresséo dos resultados

Os resultados foram expressos qualitativamente em positivos e negativos.

Para definir qualitativamente a mutagenicidade das amostras analisadas foi
levado em conta a Razdo de Mutagenicidade (RM). A RM das amostras foram
calculadas dividindo-se a média do numero de revertentes na placa teste
(espontaneos e induzidos) pela média do numero de revertentes por placa do
controle negativo (espontaneos).

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razdo de mutagenicidade
(RM) para cada dose analisada, que € a média do numero de revertentes na placa
teste (espontaneos + induzidos) dividida pela média do niumero de revertentes por
placa do controle negativo. Amostras com RM maior ou igual a 2 e com uma relagéo
dose-resposta estatisticamente comprovada séo consideradas positivas quanto a
mutagenicidade. Por sua vez, as amostras sdo consideradas negativas para o Teste
de Kado, quando a mesma ndo induzir aumento significativo no numero de
revertentes e suas RM forem todas menores que 2 (MORTELMANS e ZEIGER,
2000).

A andlise estatistica e interpretacdo dos resultados foi realizada através do
programa SALANAL (elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research
Triangle Institute (RTP) da Carolina do Norte, EUA, por intermédio da Dra. Débora
Roubicek (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB)). Este
programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do célculo da analise da
variancia entre as médias do numero de revertentes nas diferentes doses testadas e
o controle negativo, seguido de uma regressdo linear. O modelo do programa
escolhido para a andlise dos dados foi 0 modelo Berstein (Berstein e colaboradores,
1982).

Os resultados séo fornecidos pelo programa em termos de probabilidade,

sendo:

- analise de variancia (ANOVA - Teste F): valores de p menores ou iguais a
5% (0,001) indicam que ha diferenca significativa entre os resultados obtidos das

diferentes doses testadas;
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- dose-resposta: valores de p iguais ou menores que 5% (0,001) indicam

positividade na dose-resposta;

- Modelo: quanto > o valor de p, mais ajustados estdo os dados em relacéo

ao modelo escolhido para a anélise.
4.2.3.5 Controles negativos

Todos os ensaios foram realizados incluindo controles negativos para
determinar a taxa de reversdo espontanea das linhagens utilizadas na presenca e
auséncia de S9. A faixa esperada de reversao espontanea esta descrita na tabela 5

(MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Tabela 5: Limites esperados de reversado espontanea das linhagens TA98 e TA100

Reversao Reversao
Linhagem minima maxima
TA98 (+S9) 20 50
TA100 (£S9) 75 200

4.2.3.6 Viabilidade das linhagens bacterianas

Ao final de cada ensaio foi avaliada a viabilidade das linhagens para
verificacdo do requisito densidade de células (aproximadamente 0,5-1,0 x 10%°
UFC/mL) conforme descrito em KADO et al., 1983. O fluxograma a seguir descreve

esse procedimento.
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Esquema 6: Representacdo do ensaio de viabilidade

Adicionar 100 pL das Adicionar 100 uL da Adicionar  10mL  da
culturas concentradas solucdo anterior a outro solugdo anterior a um
de cada linhagem a 100}—+ frasco com 100 mL de [— terceiro frasco com
mL de dgua ultra pura agua ultra pura estéril e 90mL de agua ultra
estéril e homogeneizar homogeneizar com o pura e_stenl e
mesmo padrio de tempo homogeneizar om o
e movimento mesmo padrdo de
tempo e movimento

Plaguear 100plL da solucdo Incubar as placas o
final em placas de d&gar invertidas em Contar as c.olomas de
nutriente  com alga de[ ] incubadora a 37°C por — Cada_PhcalU"tO com
Drigalski. Realizar etapa em 24-72horas a leitura do ensaio
duplicata

Vale ressaltar que o ensaio é feito em triplicata. A agua para diluicao foi
previamente esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos e resfriada até a

temperatura ambiente antes do ensaio.

4.2.4 Aplicacdo do Teste de Kado para avaliacdo do potencial mutagénico de
chalconas sintéticas

4.2.4.1 Obtencéo das chalconas

As chalconas 4 e 5 foram sintetizadas pelo grupo do Prof. Rodrigo Octavio
Mendonca Alves de Souza do Instituto de Quimica da UFRJ e gentilmente cedidas

pela Profa. Michelle Muzitano da UFRJ-Macaé.

4.2.4.2 Avaliacdo da toxicidade das chalconas frente as linhagens TA98 e TA100 de

Salmonella typhimurium

Para a avaliacdo de uma possivel toxicidade das chalconas frente as
linhagens TA98 e TA100 foi utilizada metodologia similar & usada em antibiogramas
(adaptacdo da metodologia para ensaio de sensibilidade a antibacterianos)
(Farmacopéia Brasileira, 42 edicdo, 1988). Foram pipetados em discos de papel de
filtro estéril 40 pL de solucdo das chalconas (15, 30 e 300uM) e esses foram

posicionados, no centro da semeadura das linhagens TA98 e TA100, em placas de
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agar nutriente. As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C em incubadora

bacteriolégica.
4.2.4.3 Teste de Kado

O ensaio para avaliacdo da mutagenicidade das chalconas foi realizado
conforme descrito no item 4.2.3.2, sendo que 0s controles positivos e negativos

utilizados no ensaio encontram-se descritos na Tabela 3.

Foram utilizados 0,15 pg/placa de 2NF; 0,625 pg/placa de 2AA e 5 ug/placa
de AZS que correspondem as doses descritas na literatura a serem utilizadas como
controles positivos nos ensaios (MORTELMANS e ZIGER, 2000; OECD, 1997). Para
as chalconas foram utilizadas doses de 0,015 — 1,8ug/placa. As doses (Tabela 4)
foram determinadas de acordo com o protocolo da OECD (1997) levando em conta

os valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) (Tabela 1) das chalconas.
4.2.4.4 Analise microscopica das colbnias revertentes

A andlise microscoOpica das placas foi realizada em microscopio éptico com
aumento de 40X para avaliar o crescimento de fundo (background) nas placas teste

em comparagdo com os controles negativos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CONFECCAO DOS ESTOQUES DE TRABALHO E PERMANENTE E

AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS GENETICAS

A confirmacédo do genotipo das linhagens a serem empregadas no teste é de
extrema importancia para garantir que as mesmas respondam de maneira adequada
ao ensaio. Essa avaliacdo deve ser realizada sempre que novos estoques de
culturas sdo preparados ou caso haja algum problema na resposta das células
durante o ensaio como, por exemplo, uma frequéncia muito baixa de reversao
espontanea por placa (MARON e AMES, 1983).
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A avaliagdo das caracteristicas genéticas foi feita simultaneamente ao
preparo dos estoques de trabalho e de cultura permanente das linhagens T98 e
TA100.

A auxotrofia para histidina das linhagens de Salmonella typhimurium
empregadas no Teste de Ames é a caracteristica fundamental e base para o ensaio,
uma vez que em contato com uma substancia mutagénica a bactéria é capaz de
reverter essa mutacdo e comecar a produzir a histidina, crescendo e se
multiplicando no meio (MORTELMANS e AMES, 2000). Portanto, a determinacéo da
presenca dessa mutagdo nas linhagens € de extrema importancia. Para tal, deve-se
comprovar que a bactéria € incapaz de crescer no meio sem histidina.

Conforme demonstrado na figura 3 (e representado também na tabela 6),
todas as colbnias testadas, de ambas as linhagens, foram incapazes de crescer nas
placas contendo somente o nutriente biotina (figuras 3a e 3c). Contudo, todas as
colonias testadas apresentaram crescimento nas placas suplementadas com
histidina e biotina (figuras 3b e 3d) confirmando, desta forma, a auxotrofia para a

histidina.
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TA98

N 1N

N 7 & B 7

TA 100

Figura 3: Avaliacdo da auxotrofia para histidina nas linhagens TA98 e TA100. Em a
e ¢ placas suplementadas somente com biotina; b e d placas suplementadas com biotina e
histidina.

A mutacao rfa facilita a difusdo de moléculas grandes para dentro da bactéria,
devido a perda parcial da barreira lipopolissacaridica que reveste a superficie
bacteriana. O cristal violeta € uma substancia de alto peso molecular e téxico para a
Salmonella. As moléculas dessa substancia conseguem ultrapassar a membrana,
penetrar na célula e causar a morte da bactéria. Experimentalmente, a presenca
dessa mutagdo é confirmada pelo aparecimento de um halo de inibicdo de
crescimento bacteriano em volta do disco de papel contendo cristal violeta
posicionado em cima da semeadura. Esse halo de inibicdo deve ter
aproximadamente 14 mm de circunferéncia e quanto maior o halo melhor o
desempenho da colbénia na prova genética (MARON e AMES, 1983).

Na figura 4 vemos os resultados obtidos na avaliacdo da manutengao da
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mutacéo rfa nas linhagens TA98 e TA100. Em todas as colbénias isoladas houve o
aparecimento de um halo de inibi¢do, sendo que as coldnias 4 e 5 da linhagem TA98
apresentaram halo de inibicdo com didmetro igual a 14 mm. Todas as coldnias da
linhagem TA100 apresentaram halo maior que 14 mm, sendo que a colbnia 4
apresentou o maior halo de inibicdo com 17mm de didmetro (conforme mostrado

também na tabela 6).

TA98

TA100

Figura 4: Avaliacdo da manutencdo da mutagéo rfa nas linhagens TA98 e TA100

Outra mutagdo muito importante incorporada as linhagens de Salmonella
typhimurium utilizadas no Teste de Ames é a delegao do gene uvrB. Essa delegéo,
além de proporcionar a elevagao do numero de lesées no ADN que sao reparadas
por mecanismos sujeitos a erro, faz com que as linhagens sejam dependentes do

nutriente biotina, uma vez que esta delecdo estendeu-se até o gene responsavel
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pela sintese de biotina. Esta mutacdo dificulta a liberagdo de resultados falsos
negativos, uma vez que o aumento da atividade dos mecanismos de reparo sujeitos
a erro diminuem as chances de que uma lesdo no ADN, induzida por um mutageno,
seja reparada de forma correta e ele deixe de ser detectado (MORTELMANS e
AMES, 2000).

O teste para avaliar a presenca dessa caracteristica € simples e pode ser
realizado através da irradiagdo com radiagdo ultravioleta germicida de placas
contendo as linhagens . Cepas contendo a delegdo do gene uvrB n&do sao capazes
de reparar de forma correta as lesdes no DNA causadas pela radiagao, tornando-se,
portanto, incapazes de crescerem nas placas devido a um acumulo de lesbes
(MARON e AMES, 1983).

Na figura 5 esta demonstrado o resultado desse experimento e & possivel
notar que, para ambas as linhagens, o lado da placa que foi irradiado ()
praticamente ndo apresentou crescimento bacteriano enquanto que o lado da placa
nao irradiado (NI) apresentou um crescimento bastante denso confirmando, assim, a
delecdo do gene uvrB nas linhagens TA98 e TA100.

TA98 TA100

S | (NI) (NI ()
_— a) b)

Figura 5: Avaliacdo da mutac&o uvrB nas linhagens TA98 e TA100. () representa o
lado da placa irradiado com luz ultra violeta e (NI) representa o lado da placa néo irradiado
com luz ultra violeta.
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A introducdo do plasmideo pKM101 em algumas linhagens de Salmonella
typhimurium, além de aumentar a susceptibilidade a mutagénese, confere
resisténcia ao antibidtico ampicilina o que evita a contaminagao cruzada com outros
tipos de bactérias e com cepas selvagens da Salmonella typhimurium que ndo sao
resistentes a esse antibiotico (MARON e AMES, 1983; MORTELMANS e AMES,
2000).

A confirmacdo dessa caracteristica é realizada semeando-se a bactéria em
meio contendo ampicilina e comparando com uma semeadura feita em meio
contendo um outro antibiotico, geralmente tetraciclina (MARON e AMES, 1983). A
presenca do plasmideo € confirmada pelo crescimento das bactérias no meio
contendo ampicilina e auséncia de crescimento na presenca da tetraciclina.

Observando os resultados obtidos na figura 6 (representados também na
Tabela 6) temos que para a linhagem TA98 as colbénias 1, 2, 3 e 4 responderam
adequadamente ao teste, ou seja, mostraram resisténcia a ampicilina (Fig. 6a) e néo
cresceram na presencga de tetraciclina (Fig. 6b, cabecgas de seta), enquanto que para
a linhagem TA100 somente as colbénias 3, 4 e 5 responderam adequadamente (Fig.

6d, cabecgas de seta).
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TA100

Figura 6: Avaliagdo da presenca do plasmideo pKM101 nas linhagens TA98 e
TA100. Em a e c¢ placas contendo meio suplementado com ampicilina; b e d placas controle
contendo tetraciclina

Para a confecgao dos estoques de trabalho e permanente de células foram
escolhidas as colonias que obtiveram melhor desempenho nas provas genéticas
levando em consideragao também a taxa de reversao espontanea obtida (Tabela 6)
em comparagao com a taxa de reversao espontanea descrita na literatura (Tabela 5).

Para a linhagem TA98 a taxa de reversdo espontanea descrita na literatura
varia entre 20 — 50 e para a linhagem TA100 essa faixa varia de 75-200.

A colbnia 5 da TA98 ficou dentro da faixa de reversao espontanea, no entanto,
na prova genética para avaliagdo da presenga do plasmideo pKM101 ela nao
apresentou resultado totalmente satisfatério, uma vez que apresentou crescimento
quando exposta a tetraciclina. Portanto, a proxima colénia com melhor desempenho

e com taxa de reversao espontidnea mais proxima da descrita na literatura foi a
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colénia 4. Para a escolha da melhor colénia da linhagem TA100 o raciocinio légico
utilizado foi 0 mesmo e, portanto, as colénias escolhidas foram as de numero 3, 4 e
5.

Tabela 6: Compilacdo dos resultados das provas genéticas das linhagens TA98 e
TA100. (+) significa que houve crescimento bacteriano e (-) significa que nao houve
crescimento bacteriano

Caracteristicas Genéticas

TA98
Reversao
Antibidtico uv his espontanea
Colénia  Amp Tet rfa (mm) I NI Com Sem Média
1 (+) ) 13 () ) ) 7
2 (+) ) 13 () ) ) ) 13
3 (+) ) 13 () ) 7
4 (+) ) 14 () ) ) 16
5 (+) (+) 14 () ) ) ) 30
TA100
1 (+) (+) 15 () ) ) ) 74
2 (+) (+) 15 () ) 73
3 (+) ) 15 () ) ) 94
4 (+) ) 17 () ) ) ) 87
5 () () 15 0 H @) () 80

5.2 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE MICROSSUSPENSAO (TESTE DE
KADO)

O Teste de Ames é a metodologia mais empregada ao redor do mundo para
ensaios de triagem na avaliacdo de mutagenicidade de substancias. Com o objetivo
de conferir maior sensibilidade a mutagenos foi desenvolvida a metodologia de
microsuspenssao ou teste de Kado (KADO et al, 1983; MORTELMANS e AMES,
2000).

A validacado da metodologia adotada por um laboratério, seja ela qual for, é de
extrema importancia para garantir a reprodutibilidade do teste e a confiabilidade dos
resultados, sendo assim essa etapa foi extremamente importante no trabalho.

Para a validagao foram utilizadas substancias reconhecidamente mutagénicas
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(Tabela 2), as quais garantiriam resultados verdadeiramente positivos.

Foram utilizadas as colbnias 4 de ambas as linhagens (obtidas durante o

preparo dos estoques) para a validagao da metodologia. Os resultados do ensaio de

validacdo encontram-se descritos nas Tabela 7 e 8.

Tabela 7: Validacdo do Teste de Kado para a linhagem TA98. Os tracos
representam auséncia de crescimento na placa e foram portanto, desconsiderados do
calculo da médica considerando estas doses somente como duplicata.

A
Dose 2NF TA98 (-S9 .- Desvio
(ng/placa) Numero colénial/placa Média Padrio RM
0 10 32 30 10 20,8 12,15 -
4,8 149 82 92 107,67 36,14* 5,18
7,5 339 162 205 235,33 92,32* 11,31
11,9 327 246 - 286,5 57,28** 13,77
18,8 389 233 - 311 110,31* 14,95
30 159 710 - 4345 389,62 20,89
47 988 946 - 967 29,7** 46,49
Valor de p para dose-resposta <0,001
Valor de p para ANOVA <0,001
Valor de p Berstein =0,578
Nota: * significancia de 5%; **significancia de 1%
B
Dose 2AA TA98 (+S9 . Desvio
(ng/placa) Numero colcgnial/placa Média Padrdo RM
0 20 25 14 15 18,5 5,07 -
2 50 55 - 52,5 3,54** 2,84
3,2 94 120 - 107 18,38** 5,78
6 114 154 - 134 28,28%* 7,24
7,9 177 262 295 244 60,88** 13,19
12,5 267 413 - 340 103,24* 18,38
19,8 464 418 - 441 32,53** 23,84
Valor de p para dose-resposta <0,001
Valor de p para ANOVA <0,001
Valor de p Berstein =0,3

Nota: * significancia de 5%; **significancia de 1%
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Para a linhagem TA98 podemos observar que nos controles negativos, tanto
na auséncia (Tabela 7A) quanto na presenga (Tabela 7B) do sistema de
metabolizagdo, a média do numero de revertentes espontaneos por placa mostrou-
se dentro ou muito préxima da faixa descrita na literatura (Tabela 5). E possivel notar
também que o sistema de metabolizacdo funcionou perfeitamente durante o ensaio,
uma vez que o 2-Aminoantraceno, substancia que precisa ser metabolizada para
exercer o seu efeito mutagénico, mostrou-se capaz de aumentar continuamente a
taxa de reversao espontanea a medida que concentragdes crescentes do mutageno
foram empregadas no teste (Tabela 7B).

A analise estatistica foi realizada com o programa Salanal. Esse programa
permite avaliar o efeito dose-resposta através do calculo da analise da variancia
(ANOVA — teste F) entre as médias do numero de revertentes nas diferentes doses
testadas e o controle negativo, seguido de uma regressdo linear. Foram
considerados valores significativos os que apresentaram valores de p<0,05,
marcados com um asterisco, e muito significativos, marcados com dois asteriscos,
0s que apresentaram valores de p<0,01).

Como pode ser observado ainda nas Tabelas 6A e B, o valor de p para dose
resposta das amostras € menor que 0,001, podendo-se considerar positiva a relacao
dose-resposta em ambos os casos. A analise da variancia indicou que existe
diferencga significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses testadas (p <
0,001).

Os valores de p para o modelo utilizado para a analise dos dados, no caso o
modelo Berstein, indicam que os dados obtidos com a linhagem TA98 na auséncia
do sistema de metabolizacdo (Tabela 7A) estdo mais ajustados em relacdo ao
modelo escolhido do que os dados obtidos com esta mesma linhagem na presenca
do S9 (Tabela 7B), uma vez que o valor de P na auséncia do S9 é maior.

O calculo da razdo de mutagenicidade (RM) para todas as doses analisadas
de 2NF (Tabela 7A) e 2AA (Tabela 7B), que é a média do numero de revertentes na
placa teste (espontdneos mais induzidos) dividida pela média do numero de
revertentes por placa do controle negativo, mostrou valor maior do que 2 sugerindo a
mutagenicidade das amostras utilizadas na validagcdo do ensaio com a linhagem
TA98.
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Uma amostra é considerada mutagénica quando a RM for maior ou igual a 2,
em pelo menos uma das doses testadas e, quando houver uma relagdo dose-
resposta entre as doses testadas e o numero de revertentes induzidos. Desta forma,
as amostras utilizadas na validagdo do Teste de Kado com a linhagem TA98 séao
mutagénicas, uma vez que a RM de todas as doses testadas foi maior do que 2 e os
valores de p das curvas dose-resposta e da analise de variancia resultaram
significativos (menores que 0,001).

Para a linhagem TA100 podemos observar que nos controles negativos, tanto
na auséncia (Tabela 8A) quanto na presengca (Tabela 8B) do sistema de
metabolizagcdo, a média do numero de revertentes espontaneos por placa mostrou-
se dentro da faixa descrita na literatura (Tabela 5). E possivel notar também que o
sistema de metabolizagao funcionou perfeitamente durante o ensaio, uma vez que o
2-Aminoantraceno, substancia que precisa ser metabolizada para exercer o seu
efeito mutagénico, mostrou-se capaz de aumentar continuamente a taxa de reversao
espontdnea a medida que concentragdes crescentes do mutageno foram
empregadas no teste (Tabela 8B).

Como pode ser observado nas Tabelas 8A e B, o valor de p para dose
resposta das amostras € menor que 0,001, podendo-se considerar positiva a relacao
dose-resposta em ambos os casos. A analise da variancia indicou que existe
diferencga significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses testadas (p <
0,001).
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Tabela 8: Validacdo do Teste de Kado para a linhagem TA100. Os tracos
representam auséncia de crescimento na placa e foram portanto, desconsiderados do
calculo da médica considerando estas doses somente como duplicata.

A
Dose AZS TA100 (-S9) L . Desvio
Numero Média ,, RM
(g/placa) coldnias/placa Padrdo
0 93 87 79 89 82 86 5,57 -
0,1 126 169 143 146 21,66* 1,70
0,2 235 202 - 218,5 23,33** 2,54
0,3 298 234 - 266 45,25** 3,09
0,4 342 361 - 321,5 13,44%** 3,74
0,45 240 387 - 313,5 103,94* 3,65
0,5 321 466 414 400,33 73,46** 4,66
Valor de p para dose-resposta <0,001
Valor de p para ANOVA <0,001
Valor de p Berstein =0,753
Nota: * significancia de 5%; **significancia de 1%
B
Dose 2AA TA100(+S9 - Desvio
(ng/placa) Numero colc‘fnias)/placa Média Padrio RM
0 107 106 103 93 107 103,2 5,93 -
0,0062 169 195 160 174,67 18,18** 1,69
0,0198 265 302 - 283,5 26,16** 2,75
0,0627 440 416 355 403,67 43,82** 3,91
0,198 374 264 - 319 77,78* 3,09
0,625 222 169 - 195,5 37,48%* 1,89
1,925 531 258 373 387,33 137,06* 3,75
Valor de p para dose-resposta <0,001
Valor de p para ANOVA <0,001
Valor de p Berstein =0,301

Nota: * significancia de 5%; **significancia de 1%

Os valores de p para o modelo Berstein utilizado para a analise dos dados
indicam que os dados obtidos com a linhagem TA100 na auséncia do sistema de

metabolizacao (Tabela 8A) estdo mais ajustados em relagdo ao modelo escolhido do
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que os dados obtidos com esta mesma linhagem na presenga do S9 (Tabela 8B),
uma vez que o valor de p na auséncia do S9 é maior. Na tabela 8B estdo os
resultados da analise estatistica considerando todas as doses da curva para esta
linhagem com o sistema de metabolizagdo, no entanto ao realizar a analise
desconsiderando propositalmente os dados relativos as ultimas trés doses da curva
desta linhagem na presenca de S9 (0,198 ; 0,625; 1,925 ug) obtemos um valor de p
de Berstein maior sendo este igual a 0,445. Essa retirada dos valores das doses é
feita pelo préprio programa a fim de ajustar a analise ao modelo proposto.

O calculo da razdo de mutagenicidade (RM) para as doses analisadas de
Azida Sddica (Tabela 8A) e 2AA (Tabela 8B) mostrou valor maior do que 2 para a
maioria das doses sugerindo a mutagenicidade das amostras utilizadas na validagao
do ensaio com a linhagem TA100.

Os resultados confirmam que as amostras utilizadas na validacdo do Teste de
Kado com a linhagem TA100 s&o mutagénicas, uma vez que a RM da maioria das
doses testadas foi maior do que 2 e os valores de P das curvas dose-resposta e da

analise de variancia resultaram significativos (menores que 0,001).

5.3 APLICACAO DO TESTE DE KADO PARA AVALIACAO DO POTENCIAL
MUTAGENICO DE CHALCONAS SINTETICAS

5.3.1 Determinacdo das doses a serem avaliadas pelo Teste de Kado

As chalconas ou 1,3-diaril-2-propen-1onas, sdo compostos precursores da via
biossintética dos flavondides e isoflavondides e diversos estudos ja publicados
caracterizaram diversas atividades farmacolégicas como anti-inflamatoria,
antipirética, antimutagénica, antitumoral, citotoxica, antioxidante (SILVA, 2009),
antibacteriana, antifungica (CORDEIRO, 2010), antimalarica, antimitética, antiviral e
antileishmania (FONSECA, 2012).

As chalconas 4 e 5 foram recentemente caracterizadas por sua acao anti-
inflamatdria e antimicobacteriana e sua eficacia comprovada em valores de CMI
(Tabela 1) (VENTURA et al., 2015).

Para a determinagcdo das doses de chalconas que seriam analisadas pelo
Teste de Kado foi levado em conta os valores de CMI que constam na Tabela 1, uma

vez que nao seria interessante investigar valores muito acima ou muito abaixo das
60



CMls, pois os mesmos ndo seriam utilizados na pratica clinica. Portanto, as doses
de chalconas a serem testadas (Tabela 3) foram escolhidas de modo que cobrisse

uma faixa com os valores de CMls5p e CMlgp.

5.3.2 Avaliagéo da toxicidade das chalconas frente as linhagens TA98 e TA100
de Salmonella typhimurium

Como mencionado anteriormente, as chalconas 4 e 5 ja foram caracterizadas
por sua atividade bactericida e, em especial, a chalcona 5 tem atividade
antibacteriana descrita para Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2013). Portanto,
antes da avaliagdo da mutagenicidade das mesmas pelo Teste de Kado, foi feita
uma avaliagdo de uma possivel toxicidade das chalconas 4 e 5 frente as linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium.

Para essa analise foi empregada uma metodologia similar a usada em
antibiogramas, colocando-se discos embebidos com solugdes das chalconas nas
concentracdes de 15 30 e 300uM, no centro da semeadura. Um resultado positivo
para acao bactericida ou toxicidade para as células seria visto caso aparecesse halo
de inibicdo de crescimento bacteriano. Nas figuras 7, 8, 9 e 10 estdo demonstrados
os resultados destes ensaios. Em nenhuma concentragao testada (em triplicata) foi
observado halo de inibicdo de crescimento bacteriano concluindo-se, portanto, que
as chalconas nao apresentavam atividade toxica para as linhagens utilizadas no
ensaio. Como controle negativo foi usado DMSO diluido em agua na mesma
proporcdo em que foi utilizado para solubilizar as amostras contendo a maior

concentracédo de chalconas.
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Figura 7: Avaliacdo da toxicidade da chalcona 4 frente a linhagem TA98 de
Salmonella typhimurium. Em a: placa controle com DMSO diluido; em b, ¢ e d: discos
embebidos com 15; 30 e 300 da C4, respectivamente

Figura 8: Avaliacdo da toxicidade da chalcona 5 frente a linhagem TA98 de
Salmonella typhimurium. Em a: placa controle com DMSO diluido; em b, ¢ e d: discos
embebidos com 15; 30 e 300 uM da chalcona 5, respectivamente
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Figura 9:Avaliacdo da toxicidade da chalcona 4 frente a linhagem TA100 de
Salmonella typhimurium. Em a: placa controle com DMSO diluido; em b, ¢ e d: discos
embebidos com 15; 30 e 300 uM da chalcona 4, respectivamente

Figura 10: Avaliacdo da toxicidade da chalcona 5 frente a linhagem TA100 de
Salmonella typhimurium. Em a: placa controle com DMSO diluido; em b, ¢ e d: discos
embebidos com 15; 30 e 300 uM da chalcona 5, respectivamente
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5.3.3 Avaliacado do potencial mutagénico das chalconas

A seguir € mostrado o numero de colbnias revertentes obtidas ao final do
experimento de avaliagdo do potencial mutagénico da chalcona 4 na linhagem TA98

na auséncia (Tabela 10A) e na presenca do sistema de metabolizacao (Tabela 10B).

Tabela 9: Avaliacdo do potencial mutagénico da chalcona 4 na linhagem TA98

Chalcona 4

TA98 ([-59 TA9E [+59

A Dose Num[erol Média rRM B Dose Nurr'|[er[:.:I Média RM
(ne/placa) colnias/placa (e/placa) coldnias/placa
0 10 17 15 25 16,4 - 0 17 2014 1711 15,8 -

1.8 2 g - = 0,30 1,8 5 7 10 7,33 0,46
0,56 13 15 - 14 0,85 0,56 - - - - 0,00
0,175 11 15 15 15 0,91 0,175 5 8 12 8,33 0,53
0,05 18 18 19 18,3 1,12 0,05 i 11 - 9 0,57
0,015 12 14 15 13,6 0,83 0,015 1 4 8 13 0,82

Controle positivo: Controle positivo:

2MF(0,15pg/placa) = 778; 28A(0,625ug/placa)= 126;
RM = 48,62 RM =787

A taxa média de reversdo espontanea da linhagem TA98 tanto na presenca
guanto na auséncia de S9 ficou préxima a faixa descrita na literatura. Os controles
positivos responderam corretamente, apresentando ambos valores de RM muito
maiores que 2. Além disso, o S9 funcionou perfeitamente ao metabolizar o 2AA para
gue 0 mesmo exercesse 0 seu efeito mutagénico (Tabela 10B). Na dose testada de
2-AA 0 mesmo apresentou um RM = 7,875, enquanto que o 2-NF, controle usado na
auséncia de S9, também se mostrou mutagénico com RM = 48,625 (Tabela 10A).

Cabe ressaltar, no entanto, que alguns problemas foram verificados nas
placas deste experimento, ao final do tempo de incubacdo. Por exemplo, o nimero
médio de colbnias revertentes em algumas placas tratadas com a chalcona 4
mostrou um valor abaixo daquele verificado nas placas controle, o que sugere
toxicidade da amostra para a linhagem TA98 em algumas concentracdes analisadas,
tanto na auséncia quanto na presenca do S9 (Tabelas 10A e 10B) . A toxicidade s0
pode ser confirmada pela avaliagdo do background ou crescimento de fundo das
placas sob um aumento de 40 vezes no microscopio éptico. O crescimento de fundo
apresenta-se como um mar de micro colonias densamente agrupadas invisivel a
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olho nu que circunda, em situa¢des normais, as colénias saudaveis, visiveis a olho
nu, que crescem na placa. Quando a substancia € toxica para a bactéria esse
background comeca a perder a densidade ou simplesmente desaparece
(MORTELMANS e AMES, 2000).

O tratamento da TA98 com a chalcona 4 na auséncia do S9 resultou em
colonias pequenas. Quando as placas foram analisadas microscopicamente
somente as trés menores doses (0,015, 0,05 e 0,175ug) apresentaram background
satisfatorio quando comparadas ao controle negativo. As placas submetidas ao
tratamento com as duas doses mais altas de chalcona 4 nao apresentaram
crescimento de fundo.

Levando em consideragcao o exposto acima, foi efetuada a analise estatistica
somente com os dados oriundos das placas cujo tratamento com a chalcona 4 na
auséncia do S9 nao mostraram indicios de toxicidade. A analise revelou que o valor
de P para dose resposta das amostras é igual a 0,570, ndo havendo, portanto, uma
relacdo dose-resposta neste caso. A analise da variancia indicou que nao existe
diferencga significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses testadas (P =
0,531). Além disso, o calculo da RM para as trés doses mais baixas de chalcona 4
(dado ndo mostrado) mostrou valores menores que 2. Desta forma, este conjunto de
resultados sugere que a chalcona 4, na faixa de concentragdo que varia de 15-
175ng ndo se mostrou mutagénica.

Apesar dos resultados anteriores da avaliacdo da toxicidade das chalconas
frente as linhagens de Salmonella typhimurium terem mostrado que a chalcona 4
nao era toxica (Figura 7), na presenca do S9, a chalcona 4 se mostrou téxica para
as células bacterianas em todas as concentracfes testadas, 0 que sugere que 0S
metabdlitos oriundos dessa substancia sdo capazes de causar a morte da bactéria.
Essa toxicidade € evidenciada pelo baixo nimero de colbnias revertentes nas placas
teste e ainda pela auséncia parcial ou total de crescimento de fundo nas placas
quando essas foram analisadas microscopicamente.

A seguir € mostrado o numero de colbnias revertentes obtidas ao final do
experimento de avaliagdo do potencial mutagénico da chalcona 5 na linhagem TA98

na auséncia (Tabela 11A) e na presenca do sistema de metabolizacao (Tabela 11B).

65



Tabela 10: Avaliacdo do potencial mutagénico da chalcona 5 na linhagem TA98

Chalcona 5
TA98(-59 TA9E (+59
A Dose Nun"ferol Média RMm B Dose Nurn[naro:I Média RM
(ne/placa) colbnias/placa (ve/placa) colbnias/placa
0 1017152515 164 - 0 1720141711 15,8
1,8 5] 13 14 11 0,67 1,8 4 10 15 9,6 0,61
0,57 ] - - ] 0,37 0,57 5 7 10 7.3 0,46
0,176 3 168 17 12 0,73 0,176 3 4 6 4,3 0,27
0,05 6 17 - 11,5 0,70 0,05 2 2 - 2 0,13
0,015 10 14 14 12,6 0,77 0,015
Controle positivo: Controle positivo:
2NF(0,15pg/placa)= 778; 2AA(0,625ug/placa)= 126;
RM = 48,62 RM = 7,87

Para a chalcona 5, na auséncia de S9 (Tabela 11A) a mesma se mostrou
toxica para a bactéria nas doses de 0,57ug/placa e 1,8ug/placa e, conforme
discutido para a chalcona 4, essa toxicidade foi confirmada pelos mesmos requisitos:
namero médio de colbnias revertentes na placas tratadas com estas doses mostrou
um valor abaixo daquele verificado nas placas controle e auséncia de background.
Nas demais doses, a chalcona 5 ndo se mostrou toxica.

Levando em consideragao o exposto acima, foi efetuada a analise estatistica
somente com os dados oriundos das placas cujo tratamento com a chalcona 5 na
auséncia do S9 ndo mostraram indicios de toxicidade. A analise revelou que o valor
de p para dose resposta das amostras € igual a 0,706, ndo havendo, portanto, uma
relagdo dose-resposta neste caso. A analise da variancia indicou que nao existe
diferencga significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses testadas (p =
0,749). Além disso, o calculo da RM para as trés doses mais baixas de chalcona 5
mostrou valores menores que 2. Desta forma, este conjunto de resultados sugere
que a chalcona 5, na auséncia de ativagao metabdlica, na faixa de concentracédo que
varia de 15-176 ng também nao se mostrou mutagénica para a linhagem TA98.

Na presenca de S9 a chalcona 5 se mostrou toxica para a linhagem TA98 em
todas as doses testadas (Tabela 11) o que impediu a avaliacdo da mutagenicidade

da substancia.
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Tabela 11: Avaliacdo do potencial mutagénico da chalcona 4 na linhagem TA100

Chalcona 4
bose TA100 [-59) B Dose TAL00 (+59) B}
Numero Média RM Numero Média RM
A (ne/placa) colénias/placa B (ne/placa) coldnias/placa
103 100108 103 100 108
0 102 104,2 - 0 102 104
1.8 54 - - 54 0,52 1.8 105 112 116 111 0,11
0,56 10 23 68 34 0,63 0,36 109 110 117 112 1,08
0,175 - - - - 0,00 0,175 85 89 99 91 0,88
0,05 43 - - 43 - 0,05 98 119 140 115 1,14
0,015 1039 - - 109 2,53 0,015 137 137 138 138 1,33
Controle positivo: Controle positivo:
AZS (5,0 pgfplaca) 131; 284 (0,625 pg/placa) 229;
RM = 1,25 RM = 2,2

Tabela 12: Avaliacdo do potencial mutagénico da chalcona 5 na linhagem TA100

Chalcona 5
Dose TA100 (-59) - Dose TA100 (+59) -
Numero Média RM Numero Média RM
A (ng/placa) coldnias/placa B (meg/placa) coldnias/placa
103 100 108 103 100 102
o 102 104 - 0 108 104,2
1.8 86 113 99 99 0,95 1.8 90 98 - 94 0,30
0,57 77 101 Bl 26 0,83 0,57 68 69 98 78,33 0,75
0,176 78 107 - 92 0,288 0,176 - 107 78 92,3 0,89
0,05 68 69 98 78 0,75 0,05 77 81 101 86,33 0,83
0,015 90 98 - 94 0,30 0,015 86 113 99 99,33 0,95
Controle positivo: Controle positivo:
AZS(5,0pg/placa) 131; 284 (0,625pg/placa) 229;
RM =1,25 RM =22

O numero de revertentes espontaneos da linhagem TA100 ficou dentro da
faixa descrita na literatura tanto na auséncia quanto na presenca de S9 (Tabelas 12
e 13). O controle positivo 2-AA respondeu adequadamente na dose testada
apresentando uma RM = 2,2. No entanto, a azida sddica, controle positivo usado no
ensaio na auséncia de S9 ndo respondeu adequadamente (apresentou uma RM <
2), prejudicando assim a interpretacdo dos resultados obtidos pelo tratamento da
linhagem TA100 com as chalconas 4 e 5 (Tabelas 12A e 13A) na auséncia do
sistema de metabolizacdo. No entanto, é possivel afirmar que a C4 na auséncia do

S9 (Tabela 12A) se mostrou téxica para a linhagem TA100, uma vez que a maioria
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das placas tratadas com a chalcona 4 mostrou um numero médio de colbnias
revertentes abaixo daquele verificado nas placas controle. A toxicidade é
corroborada pela auséncia de background nas placas. A C5, por outro lado, néo
mostrou indicios de toxicidade para a linhagem TA100.

Uma vez que na presenca do S9 a chalcona 4 ndo demonstrou indicios de
toxicidade para a linhagem TA100 de Salmonella typhimurium, foi efetuada a analise
estatistica. A andlise revelou que o valor de p para dose resposta das amostras €
igual a 0,981, ndo havendo, portanto, uma relacdo dose-resposta neste caso. A
andlise da variancia indicou que néo existe diferenca significativa entre os resultados
obtidos das diferentes doses testadas (p = 0,029). Além disso, o calculo da RM para
todas as doses de chalcona 4 analisadas mostrou valores menores que 2. Desta
forma, este conjunto de resultados sugere que a chalcona 4, na faixa de
concentracdo que varia de 0,015-1,8 ug ndo se mostrou mutagénica para a linhagem
TA100 na presenca do S9.

A chalcona 5 ndo se mostrou toxica nem mutagénica para a linhagem TA100
na presenca do sistema de metabolizacdo. A andlise estatistica revelou que o valor
de p para dose resposta das amostras € igual a 0,271, nao havendo, portanto, uma
relacdo dose-resposta neste caso. A analise da variancia indicou que nao existe
diferenca significativa entre os resultados obtidos das diferentes doses testadas (p =
0,153). Além disso, o célculo da RM para todas as doses de chalcona 5 testadas
mostrou valores menores que 2. Desta forma, este conjunto de resultados sugere
que a chalcona 5, na faixa de concentracdo que varia de 0,015-1,8 ug também néo

se mostrou mutagénica para a linhagem TA100 na presenca do S9.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na avaliagdo das caracteristicas genéticas das
linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium permitiram o preparo correto e
eficaz do estoque de células de trabalho e permanente.

Com a utilizagdo de substancias reconhecidamente mutagénicas na validagao
da metodologia de microssuspensao (Teste de Kado) foram obtidos, na maioria das
doses empregadas, RM maiores ou igual a 2 o que demonstra que a técnica
empregada bem como todos os sistemas envolvidos funcionaram adequadamente,
corroborando para a completa implantacdo do Teste de Ames.

Na avaliagdo do potencial mutagénico das chalconas sintéticas, as mesmas
se mostraram consideravelmente citotoxicas para algumas doses testadas nas
linhagens tanto na auséncia quanto na presenca do sistema de metabolizagdo o que
impede que qualquer resultado definitivo seja tomado.

Portanto, as chalconas devem ser submetidas a novos experimentos com
doses menores além de outras linhagens testadoras para confirmar os dados

obtidos nesse trabalho.
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