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RESUMO

Nas ultimas décadas a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, que
sejam efetivos contra algumas patologias ainda sem tratamento adequado, e que possam
substituir os existentes, porém a custos menores ¢ dotados de menores efeitos adversos,
tem impulsionado a comunidade cientifica a novas e incessantes pesquisas nesta area.
Nesta direcdo compostos quimicos derivados de guanilhidrazonas tém demonstrado
promissores efeitos biologicos que possuem interesse farmacoldgico, uma vez que esse
grupo apresenta representantes com atividade tripanocida e antifingica contra Candida
albicans. Na avalia¢do das atividades antifingicas e anti-tripanossomas do cloridrato de
(E)-2-[(2,3 dimetoxifenil) metileno] hidrazinocarboxi-midamida (2,3-DMeB) e do
cloridrato de (E)-2-[(3,4-dimetoxifenil) metileno] hidrazinocarboxi-midamida (3,4-DMeB)
os resultados mostram que o derivado de guanilhidrazona 2,3-DMeB tém uma atividade
mais pronunciada. Os principais objetivos do presente estudo foram avaliar a
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade dos dois derivados de guanilhidrazonas,
(2,3-DMeB) e (3,4-DMeB) em diferentes modelos biolégicos. Os derivados 2,3-DMeB e
3,4-DMeB apresentaram um moderado efeito citotoxico em Salmonella typhimurium e na
levedura Saccharomyces cerevisiae. Ambos derivados induziram efeitos mutagénicos, em
S. cerevisiae, na fase exponencial de crescimento. Com a proposta de elucidar a atividade
genotoxica desses derivados, utilizou-se ensaio cometa (single cell gel eletroforesis —
SCGE) nas condi¢des alcalina e neutra, ¢ o ensaio cometa modificado com as enzimas
formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG) e endonuclease III (ENDOIII) em células de
fibroblasto de pulmdo de hamster chinés (células V79). Ambos os derivados de
guanilhidrazona induziram danos ao DNA somente em altas concentragdes. O pds-
tratamento com ENDOIII e FPG induziu um aumento significativo de danos oxidativos no
DNA das células tratadas tanto com 2,3-DMeB quanto com 3,4-DMeB. Ambos compostos
também induziram um aumento significativo na freqiiéncia micronticleos em células V79
somente nas concentracdes mais altas. Este conjunto de resultados das atividades
biologicas de 2,3-DMeB e 3,4-DMeB podem estar relacionadas ao seu potencial oxidativo,

ou ainda devido a uma possivel interagdo com o DNA.
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ABSTRACT

In the last decades, the need for development of effective new drugs against some
pathologies for which there is no proper treatment and which can subsitute the existing
ones at lower cost and presenting less side effects have provokes the scientific community
to new and steady research. Chemical compounds derived from guanylhydrozones have
showed promising biological effects which present farmacological interest once that group
presents representatives with trypanicid and antifungal activity against Candida albicans.
In the evaluation of the antifungal and anti-trypanosomiasis activities of hydrochloride
(E)-2-[(2,3 dimethoxyphenyl) methylene] hidrazinocarboxi-midamida (2,3-DMeB) and
hydrochloride (E)-2-[(3,4-dimethoxyphenyl) methylene] hidrazinocarboxi-midamida (3,4-
DMeB) the findings show that the guanylhydrazones derivates 2,3-DMeB have a stronger
activity. The main purpose of this study was to evaluate the cytotoxicity, mutagenicity and
genotoxicity of the two guanylhydrazones derivates in different biological models. The
2,3-DMeB and 3,4-DMeB guanylhydrazones induces weak cytotoxic effects in bacteria
and yeast. In despite of the absence of mutagenic effects in Salmonella thyphimurium, in
Saccharomyces cerevisiae, 2,3-DMeB and 3,4-DMeB was able to induced mutagenic
effects, in exponentially growing cells. Genotoxicity of these compounds was also
determined in V79 cells using alkaline and neutral comet assay, as well as modified comet
assay with the bacterial enzymes formamidopyrimidine DNA-glycosylase (FPG) and
endonuclease 111 (ENDOIII). Both guanylhydrazone derivates induced DNA damage. Post-
treatment of V79 cells with ENDOIII and FPG proteins induces a significant effect 2,3-
DMeB and 3,4-DMeB-induced oxidative DNA damage. In addition they induced a
significant increase in the frequency of micronucleated cells at higher doses. We have also
evaluated the antifungal and anti-trypanosome activities of these guanylhydrazones
derivates, and the results point to the more pronounced activities of 2,3-DMeB. At least in
part, biological activities of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB can be related to its oxidative

potential, or even due to a possible DNA interaction action.



I INTRODUCAO

1. PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

O processo que envolve a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novos farmacos vem
crescendo notadamente nestes ultimos anos e existe uma grande necessidade do
desenvolvimento de novos compostos farmacologicamente ativos, que sejam eficazes
contra diferentes patologias ainda sem tratamento, ou que possam substituir os existentes
com custos reduzidos e também com um baixo efeito colateral. O problema fundamental
neste processo de descoberta de um novo firmaco ¢ a elevada taxa de reprovagdo nos
ensaios clinicos, devido a baixa eficacia e a alta toxicidade. Para evitar que este problema,
na fase dos ensaios clinicos, faz-se necessario que ocorram simultaneamente 0s processos
de avaliagdo farmacocinética e toxicologica (Colombo & Perreto et a/., 2008).

O método de descoberta de farmacos baseado na modificagdo estrutural de
moléculas ja conhecidas leva a caracterizacdo de novos compostos-prototipos que atuam
pelo mesmo mecanismo farmacoloégico da molécula de origem. Esta estratégia ¢ altamente
empregada na industria farmacéutica que pesquisa novos farmacos. No entanto, apenas a
descoberta de novas substancias bioativas, passiveis de representarem auténticas entidades
quimicas inovadoras, de possivel aplicagdo terapéutica, ¢ que caracteriza a inovacao
farmacéutica (Barreiro & Fraga, 2005).

O planejamento adequado de variagdes na estrutura de um composto bioativo pode
resultar em derivados com maior interesse terapéutico, seja por apresentar maior atividade,
menor toxicidade ou, ainda, por adquirir caracteristicas farmacotecnicamente mais
adequadas (Tavares, 2004).

Com interesse no desenvolvimento dos farmacos, deve-se levar em consideragdo
que a atividade biologica final de determinado composto ndo ¢ necessariamente resultado
do produto em si. Alteragdes na atividade de um composto podem ocorrer devido a
reatividade quimica das moléculas, desse com as do organismo e vice-versa (Albuquerque
et al, 1991). Além das moléculas do composto, outros fatores podem modificar a agao

final do farmaco, tais como:
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(a) Metabolizagdo: quando uma substancia ¢ introduzida em um organismo ela
sofre metabolizacdo, transformando-a estruturalmente gerando metabolitos que
podem ter diversas atividades do produto original;

(b) Contaminacdo: pode ocorrer alteracdo na atividade devido a alguma
contaminacdo. Isto pode ser evidenciado quando se analisa um composto que
possui mais de 98% de natureza quimica, e a presenca de pequena quantidade
de impurezas mutagénicas (0,01 — 0,1%) produz um resultado mutagénico
positivo (Kropko et al., 1992);

(c) Processo fisico: determinado processo fisico pode modificar a composigdo
inicial ou produzir algum subproduto, o que também altera a atividade. Por
exemplo, a carne, que ¢ cozida em altas temperaturas, produz uma variedade de
aminas heterociclicas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, os quais
possuem um significativo potencial genotdxico e carcinogénico (Fenech &
Neville, 1993);

(d) Produgdo de radicais livres: entre os subprodutos podemos incluir os radicais
livres. Sdo espécies quimicas ativadas que podem iniciar o processo
carcinogénico, tais como os radicais oxigenados.

Nenhum farmaco ¢ totalmente especifico nas suas agdes. Em muitos casos, o
aumento na dose afeta outros alvos diferentes do alvo principal, podendo resultar em
efeitos colaterais (Rang er al, 2003). O resultado pode ndo ser devido ao proprio
composto, mas sim a um residuo intermedidrio, a um subproduto deste ou a alguma
contaminacdo, resultantes do processo de sintese (Kropko ef al, 1992).

De acordo com a elucidagdo acima, pode-se sumarizar os objetivos da quimica
medicinal como a compreensdo das razdes moleculares da agdo dos farmacos. Envolvendo
a relacdo entre atividade farmacoldgica e estrutura quimica dos mesmos, considerando os
fatores farmacodindmicos e farmacocinéticos que se traduzam em propriedades
farmacoterapeuticamente Uteis e, que, portanto represente um novo composto-protétipo,

candidato efetivo a um novo farmaco (Viegas et al, 2006).
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2. GUANILHIDRAZONAS

2.1. Caracteristicas das guanilhidrazonas

As guanilhidrazonas representam um grupo de compostos que compreende
diferentes classes quimicas, contendo grupos amidina (guanil) ligados ao grupo hidrazona
(Walzer et al, 1994; Mitchell ef al, 1998). Guanilhidrazonas sdo moléculas amplamente
estudadas, bioldgica e quimicamente. Na quimica, sdo utilizados como intermedidrios na
construcdo de compostos heterociclos polifuncionais contendo atomos de nitrogénio
(Gossnitzer et al, 2002). Entre o potencial biolégico dessas moléculas, destacam-se as
acoes: depressora do sistema nervoso central, anti-hipertensiva, inibidora da agregacdo
plaquetaria, antitumoral, antileucémica, antiviral, antibacterial, antimalarial, tripanocida,
entre outras (para revisdo ver Martins ef al, 2003; 2004). Um representante das
guanilhidrazonas com interessante a¢do farmacoldgica ¢ o Guanabenz (Wytensin®), um
agonista do a-adrenoceptor usado como agente anti-hipertensivo (Holmes ef al, 1983).

Em relacdo a agdo anti-tripanocida desses compostos, existe grande interesse na
pesquisa e no desenvolvimentode de novos derivados de guanilhidrazonas, em fungdo da
facilidade de sintese e baixo custo de produgdo, o que ¢ extremamente apropriado para uso
em paises pobres, como a Africa, por exemplo, onde além de existir milhares de pessoas
infectadas com tripanossomas, hd também graves efeitos em rebanhos bovinos (Walzer ef
al, 1994). Nos paises tropicais, de forma geral também tém grande importancia, devido ao
aumento de mortalidade e morbidade. Na América Latina, estima-se uma incidéncia de 28
milhdes de pessoas infectadas com 7rypanosoma cruz, uma das espécies do gé€nero
Trypanosoma (WHO, 2005).

Desde a década passada, centenas de derivados de guanilhidrazonas foram
sintetizados e a sua relacdo estrutura-atividade foi exaustivamente estudada,
principalmente em relacdo a sua acdo na tripanossomiase africana (Ulrich & Cerami, 1984;
Sundberg et al, 1990; Walzer et al, 1994; Papanastasiou et al, 2008). Alem disso,
também possuem uma interessante acdo contra pneumocistose € os efeitos antitumorais

dessas substancias sao notaveis (Walzer ef al., 1994; Andreani et al., 2005).
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2.2. Guanilhidrazonas e as suas agoes terapéuticas

As drogas contendo o grupo guanidino t€m sido alvo de intensa avaliagdo clinica e
pré-clinica para o tratamento de tumores (Loesberg ef al, 1991; Troncone & Rufini 1997
Ekelund ef al, 2001a; Andreani ef al, 2004; 2006). O metilglioxal-bis (guanilhidrazona)
(MGBG) ¢ o composto prototipo dessa classe de agentes, com agdo antitumoral (Chang et
al, 1978; Sundberg et al, 1990; Ekelund ef a/, 2001a). O MGBG foi sintetizado ha mais
de 20 anos por Wieland e colaboradores, sendo um cation organico com um anel benzil
lipofilico e, em pH fisiolégico, com um grupo diamino positivamente carregado (Wieland
et al., 1980; Regenass et al, 1992; Hashimoto ef al, 1999; Satoh ef al, 1999; Ekelund ef
al, 2001a). A primeira evidéncia da acdo antitumoral do MGBG em camundongos foi
relatada em 1958, com aumento do tempo de vida de animais com leucemia L.1210
tratados com concentragdes milimolares dessa substancia (Freedlander & French, 1958).
Acredita-se que em relagdo a estrutura-atividade, o grupo guanidino ¢ essencial para a agdo
citotoxica em células leucémicas (Smets ef al, 1988). Em relagdo a toxicidade desse
composto, 0s animais apresentam sintomas relacionados com cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade e hipoglicemia irreversivel (Janne et al, 1991).

Os ensaios clinicos com MGBG iniciaram nos anos 60, entretanto, as ocorréncias
de efeitos colaterais continuaram sendo descritas. MGBG possui atividade antiproliferativa
contra tumores de células ndo-pequenas de pulmao, carcinoma de es6fago e tumores de
cabeca e pescoco (Mihich, 1963; Warrell & Burchenal, 1983). Atualmente ¢ empregado
em combinagdo com outros agentes quimioterapicos em protocolos para pacientes com
linfomas (Warrell & Burchenal, 1983; Rizzo et al, 1996; Levine et al, 1997). Nesse
sentido, muito esforco foi empregado na sintese de novos derivados com potencial
farmacodindmico e toxicidade reduzida, além da busca de estratégias terapéuticas que
amenizem ou previnam os efeitos colaterais (Warrell & Burchenal, 1983; Hoetnagel ef a/,
1987; Enblad et al, 1996; Enblad ef al, 1998; Marques et al, 2007). Nessa direcdo, €
importante mencionar que a toxicidade de MGBG em leveduras e células de mamiferos em
cultura ¢ abolida pelo tratamento com glutationa, vitamina E e vitamina C, indicando que a
perturbacdo do estado redox celular ¢ um dos mecanismos envolvidos na toxicidade dessa
substancia (Cheng et al., 1990).

Em células em cultura, o tratamento com MGBG inibe a sintese de poliaminas

intracelulares, tais como espermidina e espermina, e consequentemente reduz a sintese de
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DNA e proliferagdo celular (Pegg & McCann, 1982; Marques et al., 2007). Também afeta
a funcdo mitocondrial, inibe a oxidacdo de é&cidos graxos de cadeia longa, bloqueia a
diamino oxidase intestinal, inibe a S-adenosilmetionina descarboxilase e induz apoptose,
dependente de tempo e concentragdo, mas independente de p53 (Davidson ef a/., 1998). Os
seus derivados imidazolicos e compostos com anéis heteroaromaticos possuem importantes
propriedades antimicrobianas e acredita-se que o mecanismo de a¢cdo envolva a ligacdo a
fenda menor do DNA e inibi¢do de topoisomerases (Shapiro & Englund, 1990; Mitchell et
al., 1998). Um dos achados mais interessantes nesse sentido ¢ a habilidade de MGBG
ligar-se a0 DNA e induzir mutantes petites em S. cerevisiae, enquanto alguns derivados
ndo interferem com a fungcdo mitocondrial e possuem reduzida toxicidade (Sundberg et al,
1990; Brun ef al., 1996; Marques et al., 2007).

Os efeitos antitumorais também sdo observados em modelos animais, € o
tratamento ¢ capaz de potencializar a acdo de varias drogas. Estima-se que a concentragdo
de H" pode aumentar de forma significativa a atividade citotoxica de varias drogas
antitumorais convencionais. O composto nrlodobenzylguanidine (MIBG), induz a
acidificacdo in vitro, desta forma, potencializando os efeitos da cisplatina, mitomicina C,
entre outras (Ekelund ef al, 2001a). Desta maneira a fung¢do citotoxica pode estar ligada
diretamente ao pH tumoral, metabolismo de glicidios e inibi¢do da captacdo de oxigénio
pela cadeia respiratoria via inibi¢do do complexo I (Ekelund e a/, 2001a).

Outras guanilhidrazonas também sao estudas no contexto da acdo antiproliferativa.
Por exemplo, o derivado fenilgliooxal bis (guanilhidrazona) possui um efeito citotoxico
mais proeminente que MGBG em células de fibroblastos de pulmao de hamster chinés. O
metilglioxal bis (ciclopentanil) amidinohidrazona (MGBCP) inibe o crescimento de
linhagens de células de osteosarcoma e carcinoma hepatocelular humano, tanto 7n vitro
como in vivo, em razdo da redugdo da sintese de poliaminas, induzindo apoptose (Regenass
et al, 1992; Ekelund ef al, 2001a). A guanilhidrazona tetravalente CNI-1493 inibe a
ativacdo de citocinas pro-inflamatdrias em macrofagos, por prevengdo da fosforilagdo da
p38 MAP-cinase (Kemeny ef al, 1998). Conforme Toninello e colaboradores (1999), os
efeitos citotéxicos do MGBG podem ocorrer devido a inibi¢do da respiracdo mitocondrial
e a reducdo da producdo de ATP. Com efeitos semelhantes as piridilcianoguanidinas, como
a CHS828, induzem morte celular, devido a reducdo dos niveis de ATP, inibicdo da
respiragdo mitocondrial, levando a uma diminui¢do da energia, causando uma

fragmentacdo no DNA (Ekelund ef a/, 2001a; Ekelund et a/, 2001b). Além disso, outras
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guanilhidrazonas apresentam efeitos antiproliferativos associados a um bloqueio do ciclo
celular, o que faz ocorrer um acimulo de células na fase G2/M e leva a uma acentuada
redu¢do no potencial de transmembrana mitocondrial e uma diminui¢do no contetdo de
ATP intracelular (Andreani ef al., 2000 ; Andreani et al., 2005; Andreani et al., 2006). As
guanilhidrazonas imidazo[2,1-b]tiazélicas também sdo agentes antitumorais potentes, com
diversos estudos em relacdo a sua estrutura-atividade (Andreani et al, 2005).

Considerando o amplo espectro de atividades biologicas dos derivados de
guanilhidrazonas e o baixo custo de producdo, Martins (2004) sintetizou uma série de
derivados de guanilhidrazonas. Dentre estes, o cloridrato de (E)-2-[(2,3 dimetoxifenil)
metileno] hidrazinocarboxi-midamida (2,3-DMeB), ¢ o cloridrato de (E) -2 - [(3.4-
dimetoxifenil) metileno] hidrazinocarboxi-midamida (3,4-DMeB), demostraram efeitos
antibacterianos em Staphyloccocus aureus e Escherichia coli e efeitos antifingicos em
Candida albicans (Martins, 2004). A diferenca entre estes dois derivados ¢ a presenca do
grupo metoxila na posi¢do 2 ou 4 no anel aromatico (Figura 1).

Dessa forma, esse trabalho propde-se a estudar a toxicidade genética de dois
derivados de guanilhidrazonas 2,3-DMeB e 3,4-DMeB, uma vez que os ensaios de
genotoxicidade e mutagénese sdo fundamentais para seguranca no uso de firmacos e
outros produtos bioativos. Em termos de derivados de guanilhidrazonas, a investigagdo ¢
especialmente interessante, pois muitas dessas moléculas interagem com o DNA
diretamente, inibem topoisomerases, perturbam a homeostase tidlica e afetam vias de
sinalizacdo celular, e desta forma atuando em nivel de fendmenos que repercutem na
integridade da informac¢do gendmica (Walzer et al, 1994; Kemeny et al., 1998; Mitchell et
al, 1998; Ekelund ef a/, 2001a). Além disso, o estudo comparativo entre as duas
moléculas permite iniciar a cole¢do de informagdes para a elucidagdo da relagdo estrutura-

atividade.

CH,0 H H H H

| |
N NH
CH3O /N NH2 CH3O N/ 2
N \ﬂ/ \ﬂ/

NH.HCI
NH.HCI CH;0

A B

Figura 1. Derivados de guanilhidrazonas empregados nesse estudo:
A. Cloridrato de (E)-2-[(2,3-dimetoxifenil) metileno] hidrazinocarboxi-midamida
B. Cloridrato de (E)-2-[(3,4-dimetoxifenil) metileno] hidrazinocarboxi-midamida
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3. ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS

3.1 Teste Salmonella/microssoma

O teste Salmonella/microssoma, desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e
colaboradores na década de 70 ¢ um ensaio bacteriano de curta duracdo que busca
identificar substancias que causem danos genéticos e possam evoluir a mutagdes (Maron &
Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000). Este ensaio baseia-se na inducdo de mutagdes
reversas em linhagens de Salmonella typhimurium auxotréficas para o aminoacido
histidina que conduzem as mesmas a prototrofia.

Nas  linhagens de  Salmonella  typhimurium  utilizadas no  teste
Salmonella/microssoma, a resposta aos danos ao DNA ¢ potencializada pela presenca do
plasmideo pKM101, o qual permite a sintese translesio de DNA, levando, portanto, a
mutagénese (Bhamre ef a/, 2001). Estas linhagens ainda contam com outras mutagdes que
também auxiliam a identificacdo de substancias que lesam o DNA: mutagdo no gene r1a,
que acarreta na perda parcial da barreira de polissacarideos da parede bacteriana,
aumentando a permeabilidade e facilitando a entrada de moléculas maiores na célula;
delecdo do gene uwrA, responsavel pelo sistema de reparagdo por excisdo de nucleotideos
do DNA, o que impede que esta via de reparagdo esteja atuante nestas linhagens,
possibilitando a fixagdo das mutagdes (Mortelmans & Zeiger, 2000).

Cada linhagem ¢ mutada de forma diferente no operon da histidina, o que permite
que tenham especificidade na deteccdo de um determinado tipo de mutdgeno: (i) a
linhagem TA98 detecta mutdgenos que causam erro no quadro de leitura do DNA
(“frameshift mutation”); (ii) a linhagem TA97 também apresenta regides preferenciais para
mutagenos que causam erro no quadro de leitura (“frameshift mutation”); (iii) a linhagem
TA100 detecta mutagenos que causam substituicdo de pares de base do DNA; (iv) a
linhagem TA102 detecta mutacdes de agentes que causam danos oxidativos e agentes
indutores de pontes entre as cadeias do DNA (Maron & Ames, 1983; Huang et al, 2007).

Em testes com procariotos um componente importante ¢ o sistema de indugdo
microssomal, extraido de células de figado de ratos pré-tratados com um indutor
enzimatico com a fun¢do de reproduzir o metabolismo de mamiferos, permitindo que
também seja avaliada a acdo genotoxica dos metabdlitos dos agentes testados (Mortelmans

& Zeiger, 2000). Além disso, ja existem preparagdes da fracdo microssomal hepdticas
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humanas disponiveis para o uso em testes de mutagénese (Hakura ez a/, 2005). A
combinacdo de testes com presenga e auséncia de sistema metabolico e linhagens
bacterianas sensiveis a diferentes agentes possibilita determinar tanto substancias com agao
genotoxica direta como monitorar a atividade, positiva ou negativa, dos metabdlitos
gerados pela biotransformagao.

O teste Salmonella/microssoma ¢ o mais recomendado internacionalmente para
avaliacdo do potencial mutagénico de substincias provenientes das mais diversas fontes:
alimentos, medicamentos e produtos biotecnologicos, efluentes industriais e poluentes
ambientais (Chung et al, 1997; Watson ef al, 2004; Wogan ef al, 2004; Okamoto 2005;
Abdelwahed et al, 2008). Existe uma correlacdo importante entre os resultados do teste
Ames e testes de carcinogénese em roedores (Shelby 1988; Mortelmans & Zeiger, 2000;
De Coppi et al, 2007). Além do teste em Sa/monella, outros ensaios de genotoxicidade em
procariotos também colaboram com contribui¢des valiosas para a toxicologia genética e
areas correlatas (Quillardet & Hofnung, 1993; Christen ef al, 1996; Reifferscheid & Heil,
1996; Mortelmans & Riccio, 2000; Adris et al., 2007).

3.2 Organismo prototipo Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um organismo eucariotico utilizado como
modelo em estudos de processos fundamentais para todas as formas de vida, em razdo da
sua similaridade genética, bioquimica e funcional com mamiferos em varios aspectos
(Menacho-Marquez & Murguia, 2007). Além disso, a S cerevisiae foi o primeiro
organismo eucarioto a possuir o genoma completamente seqiienciado, tornando-se uma
ferramenta extremamente importante para pesquisas do seqiiénciamento de genes humanos
e de outros eucariotos superiores (Goffeau ef al., 1996).

Desta forma, esse organismo ¢ um protdtipo util para o melhor entendimento de
diversas funcdes bioldgicas, principalmente na biologia do cancer, estudos de genética
toxicologica e doencas humanas (Simon ef al, 2000; Boeira et al., 2002; Kurtz et al,
2004, Soares et al., 2005). A Saccharomyces cerevisiae € utilizada na indistria quimica e
de alimentos, na industria farmacéutica, com énfase na producdo de proteinas terapéuticas,
incluindo proteinas humanizadas, vacinas e probioticos; e na tecnologia ambiental, com
fins de bioremediagdo, tratamento de residuos e recuperacdo do solo (para revisdo ver,

Lafon et a/, 2007; Menacho-Marquez & Murguia, 2007).
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E um organismo unicelular, que apresenta um ciclo eucariético tipico, completo e
bem definido, e ainda conta com vantagens como, genoma pequeno € crescimento rapido
em condi¢cdes adequadas, caracteristicas estas, que fazem a levedura apropriada para
estudos biologicos (Ausubel ef a/.,1995).

A S cerevisiae foi pioneira em estudos de interacdo génica com uso de mutantes,
interagdes proteina-proteina por meio do sistema duplo-hibrido e na compreensdo de
muitos eventos metabolicos que ocorrem nas organelas citoplasmaticas (Hartmann ef al.,
2001; Goll & Uetz, 2006; Parrish ef al., 2006; Boone ef al., 2007; Merz et al., 2007).

A levedura ¢ geneticamente bem caracterizada, especialmente quanto a sua resposta
a agentes causadores de danos ao DNA nas pesquisas sobre mutagénese, reparo do DNA,
mecanismos que respondem ao estresse oxidativo e homeostase metélica (Maris et al,

2001; Brendel et al., 2003; Moura et al., 2007).

3.3 Mutagénese em Saccharomyces cerevisiae

Os ensaios com leveduras tém sido de grande utilidade na determinacdo de agentes
mutagénicos ambientais ou farmacolégicos e servem para complementar os ensaios de
mutagenicidade realizados em bactérias. Esses ensaios sdo rapidos, sensiveis, economicos
e reprodutiveis, apresentando resultados confidveis na identificacdo bioldgica. Além disto,
a levedura possui um sistema enddégeno de ativagdo metabolica constituido por um
complexo enzimatico (citocromo P-450) e detoxificagdo, sem a necessidade da adi¢do de
um sistema exoégeno, sendo, desta forma, uma vantagem sobre os ensaios bacterianos
(Toussaint & Conconi, 2006; Toussaint ef al, 2006; Knight ef al., 2007). Para avalia¢ao de
toxicidade genética, experimentos de mutagdes reversas sao os mais comumente utilizados.
Eles se baseiam na compensagdo ou restauracao de um erro génico responsavel por um
requerimento nutricional (para revisdo ver, Zimmermann & Vig, 1975). A restauragdo se
deve a uma reversdo exata do defeito original, enquanto que a compensagdao pode ser
devido a uma mutacdo secundaria dentro do gene (mutagdo supressora interna) ou por uma
mutacdo externa, como no caso dos alelos “nonsense”. A reversdo de auxotrofia para
prototrofia pode ser causada por uma substituicdo, inser¢do ou dele¢do de pares de bases
ou por uma mutacdo induzida pelo supressor do gene mutante original. Para que seja
identificada a mutacgdo reversa ¢ necessario a utilizagdo de uma linhagem com alteracdes

genéticas adequadas, como por exemplo, a linhagem hapldéide XV 185-14¢ (Zimmermann
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et al., 1984; Henriques ef al, 1997; Rosa et al., 2004). Esta linhagem permite a detecgao
de dois tipos de mutagdes locus especificas: reversdes do alelo ocre /ys/-/ ou do alelo
“missense” his/-7, e reversdes por deslocamento de quadro de leitura do DNA
“frameshift” verificadas no locus hom3-10. As células revertentes podem ser detectadas
pela semeadura em placas contendo meio seletivo no qual o fator de crescimento
inicialmente requerido ndo estd presente, ou estd em quantidades muito pequenas,
permitindo um “background” de crescimento.

As mutacdes sdo detectadas através da expressdo fenotipica, causada por uma
mudanga subita e hereditaria no genodtipo do organismo, alterando suas caracteristicas. A
ocorréncia de mutagdes, no entanto, depende da natureza da lesdo e das respostas celulares
aos danos no DNA, podendo assim ser divididas em dois grupos: mutacdes génicas e
cromossdmicas. As mutagdes génicas sdo alteracdes que ocorrem na seqiiéncia de
nucleotideos do DNA e as cromossdmicas sdo as que produzem alteragdes no nimero ou
estrutura dos cromossomos (Macgregor ef al,, 2000, Dearfield ef al, 2002).

As alteragdes génicas, que derivam de um tratamento mutagénico, podem ser
facilmente quantificadas utilizando um marcador fenotipico, como por exemplo, a
sensibilidade a canavanina. Diversas linhagens selvagens expressam um transportador de
arginina chamado Canlp. A canavanina ¢ um analogo estrutural toxico da arginina (figura
2). O mesmo transportador que internaliza a arginina, faz a importacdo de canavanina do
ambientes levando as células a morte. Desta maneira, as alteragdes no gene CANI,
induzidas por substdncias mutagénicas podem tornar as células resistentes aos efeitos
toxicos da canavanina, e assim, podendo aumentar a sobrevivéncia das células na presenca

de canavanina quando comparadas a tratamentos ndo mutagénicos (Brendel & Henriques,

2001; Huang et al., 2003).

Arginina Canavanina
H,N-CH-COOH H,N-CH-COOH
1 1

CH, CH,

1 1

CH, CH,

1 1

CH, (0]

1 1

NH NH

1 1
HzN-C:NH2+ HzN-C:NH2+

Figura 2. Estrutura quimica dos analogos arginina e canavanina.
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3.4 Cultivo de células: ferramenta importante na toxicologia, farmacologia e

biotecnologia

O cultivo de células constitui uma ferramenta de valor inestimavel para pesquisa
em diversos campos da area biomédica, facilitando a analise de propriedades bioldgicas e
processos que ndo seriam facilmente realizados em nivel de organismo intacto. Embora a
primeira cultura de células animais tenha sido realizada com sucesso por Ross Harrison em
1907, até o final da década de 40 e inicio dos anos 50, essa metodologia ainda ndo tinha
sido muito empregada pelos cientistas. O desenvolvimento de antibidticos, o uso de
tripsina para remover as células aderentes e a padronizagdo de meios de cultivo
quimicamente definidos impulsionou essa tecnologia a partir dos anos 60. Nesse mesmo
periodo, grandes empresas comegaram a comercializar materiais plasticos para cultura de
células, novos produtos para filtracdo, meios de cultura em péd e liquidos e camaras de
fluxo laminar. A manutengdo de células em cultura sejam linhagens primdrias ou
imortalizadas, que cresgam aderidas a um substrato plastico ou em suspensdo, requer
conhecimento e pratica de algumas poucas técnicas essenciais, pois se trata de um
procedimento relativamente simples. Devido a essa praticidade, seguranca e efetividade de
ensaios, milhares de trabalhos utilizam esses sistemas experimentais (Doyle & Griffiths,
1999; Helgason & Miller, 2004; Zucco et al., 2004).

Até a metade dos anos 80, a tecnologia da cultura de células ndo era
extensivamente empregada em toxicologia. Grisham & Smith, em 1984, em um estudo
financiado pela comissao européia fizeram essa interessante observacao: “7odo o potencial
do sistema de cultivo de células de mamiferos para andlise de toxicidade quimica ainda
ndo estd sendo executado na pratica’. Em verdade, somente apds a segunda metade da
década de 80, a toxicologia in vitro, como area cientifica, desenvolveu-se, com a criacdo e
apoio da Sociedade Européia de Toxicologia /n vitro, cujas atribuigdes eram regulares as
pesquisas na area, delimitar as normas éticas desses processos e desenvolver novas
metodologias. A toxicologia /i vitro investiga o efeito toxico e os mecanismos moleculares
envolvidos nesses processos usando células em cultura. Essa area do conhecimento
desenvolveu diversas estratégias para abordagem mecanistica do efeito de drogas em
células cultivadas, o que melhorou consideravelmente testes e procedimentos de validagao
toxicologicos de diversas substancias, explorando a base celular e molecular da toxicidade

e estudando as modificagdes dos xenobidticos no ambiente celular. Os avangos na area,

21



com o desenvolvimento de coquetel de nutrientes em substituicdo ao soro bovino fetal,
linhagens com capacidade de proliferagdo em meio sem soro, uso da fragdo microssomal
hepética humana para metaboliza¢do de drogas in vitro, a diferenciacdo celular por meio de
uso de fatores extracelulares, o melhoramento das interagdes célula a célula com uso de co-
cultivo e o cultivo tridimensional permitiram grandes avangos no entendimento dos
mecanismos de toxicologia nos anos subseqiientes (para revisdo ver, Zucco ef al, 2004;
Debnath & Brugge, 2005).

Nos tultimos anos, sistemas 1n vitro para avaliacdo de toxicidade em 6rgaos, com
fins de determinacdo de nefro-, hemato-, neuro- e hepatotoxicidade, estdo sendo
desenvolvidos para aprimorar as investigagdes, facilitar a elucidacdo de mecanismos e
minimizar a necessidade de estudos em animais. Nesse ambito, diferentes tipos de
procedimentos, com diversos graus de complexidade, podem ser aplicados, como por
exemplo, perfusdo de orgdos isolados, uso de fatias de tecidos, culturas primarias de
tecidos e fracionamento subcelular. Enquanto no passado, muitos esfor¢os foram
realizados para isolamento da simples unidade viva, no presente, um dos principais
objetivos € a reconstrucdo n vitro da complexidade in vivo, includindo os vérios estagios
do desenvolvimento dos diferentes tipos celulares humanos na sua condicdo de ambiente
tecidual, sua diferencia¢do, envelhecimento ¢ morte. Muitas tentativas de simular em
cultura, a barreira epitelial, intestinal e hemato-encefilica estdo em andamento (para
revisdo ver, Feng 2002; Wise 2002; Zucco ef al., 2004).

O desenvolvimento de técnicas de cultivo de células pluripotentes também esté
atraindo a atencdo dos toxicologistas. Essa capacidade de diferenciacdo em diversas
linhagens celulares ¢ interessante para desenvolver ensaios n1 vitro para avaliagdo em curto
prazo de teratogénese (Goodell, 2001). A toxicogenOmica, tecnologia que analisa
alteragdes na expressdo génica, usando arranjos de DNA e outras metodologias como a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, em resposta a exposicdo de uma certa
substancia também faz uso potencial das linhagens em cultivo para elucidagdo semi-
quantitativa dos genes envolvidos na resposta toxica. Nesses sistemas, a expressao de mais
de dez mil genes pode ser analisada simultaneamente em um arranjo simples (Helgason &
Miller, 2004; Zucco et al., 2004; Ahuja et al, 2007). No campo da  genética
toxicologica, os ensaios em células em cultura permitem avaliar as lesdes a0 DNA assim
como o potencial mutagénico e recombinogénico de qualquer substincia com facilidade,

rapidez, seguranca e boa correlagdo aos resultados em estudos i wvivo. De fato, os
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resultados obtidos nesses sistemas in vitro direcionam os ensaios 1n vivo, gerando bases
racionais para a avaliacdo da necessidade do ensaio, a escolha do modelo animal mais
adequado e o teste a ser empregado, para predi¢do tedrica dos resultados e 0 mecanismo
envolvido. No entanto, o alto nivel de diferengas inter-espécies em processos metabolicos,
ndo permite que os dados obtidos em animais possam ser extrapolados para humanos com
certeza absoluta. Para isso, a comparagdo entre os resultados obtidos em animais e os
resultados em células humanas em cultura, cuja disponibilidade aumentou
consideravelmente na ultima década, pode providenciar bases para a sele¢do do ensaio em
modelo animal mais adequado para testes de toxicidade de longa duracdo (Zucco et al,
2004; Walmsley 2005).

As linhagens celulares humanas possuem uma particular importancia em pesquisas
utilizando abordagem de genética reversa, no estabelecimento de modelos in vitro de
doengas humanas e também na investigacdo de mecanismos farmacodindmicos de
moléculas potencialmente bioativas (Allen ef a/, 2005; Horscroft ef al, 2005; Goldbard
2006; Gottfried et al, 2006). O isolamento e padronizacgdo de linhagens tumorais humanas
¢ a base da pesquisa cientifica na busca de novos agentes antiproliferativos para terapia
antitumoral. Embora as linhagens celulares humanas tenham certo destaque na area, as
linhagens derivadas de roedores, como os fibroblastos de pulmdo de hamster chinés,
ovarios de hasmter chinés, queratinocitos de camundongo, hepatocitos murinos, e de
primatas, como os fibroblastos de rim de macaco (linhagem Vero), apresentam-se como
primeira escolha nas investigacdes em razao de seguranca, uso e condi¢des de cultivo bem
estabelecidos e de seus padrdes genéticos e fisiologicos conhecidos (Bradley et a/, 1981;
Doyle & Griffiths, 1999; Zucco ef al, 2004).

O cultivo de células também ¢ importante para o desenvolvimento de terapias
celulares na medicina regenerativa envolvendo células tronco, transplantes autologos e
engenharia de tecidos; na virologia; aconselhamento genético por meio de amniocentese e
cultivo das células fetais para diagnostico genético e também possui imenso interesse
biotecnoldgico (para revisao ver, Tanioka ef al., 2006; Van Noort, 2006; De Coppi ef al,
2007).
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3.5 Uso das células V79 na genética toxicoldgica

Os ensaios de mutagénese empregando células de mamifero em cultura datam de
1968 e as primeiras linhagens celulares utilizadas para esse proposito foram os fibroblastos
de pulmdo de hamster chinés, conhecida como linhagem V79, e as células de ovério de
hamster chinés (CHO) (Bradley e a/, 1981).

As células V79 possuem interessantes propriedades para ensaios de toxicologia
genética: facil cultivo e manutencdo; crescimento rapido e curto periodo de adaptagdo;
tempo de geragdo entre 12 e 16 horas e capacidade de iniciar um répido crescimento
exponencial a partir um pequeno inoculo. Além disso, possuem uma elevada eficiéncia de
clonagem, em torno de 75-95%, pertencem ao género masculino e apresentam caridtipo
estavel (22+1) (Bradley ef a/, 1981). Essas células recuperam-se rapidamente apos estoque
em nitrogénio liquido, o que permite criopreservagao sem afetar as caracteristicas celulares
e comprometer 0s ensaios, gracas a baixa freqiiéncia de mutacdo espontinea (Bradley e
al, 1981).

De tal forma, o emprego das células V79 em estudos de genotoxicidade ¢
indiscutivel. Para avaliacdo de lesdes ao DNA utiliza-se principalmente o ensaio cometa
enquanto para avaliagdo de potencial mutagénico, utilizam-se os ensaios de mutacdo
empregando o locus da hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase ou da bomba de sddio
e potéssio. Uma pequena porcentagem de trabalhos avalia mutagdo utilizando mutagdes
auxotroficas e prototroficas, mutacdes que conferem sensibilidade a temperatura e
mutagdes medidas pela resisténcia a varias drogas. O ensaio de micronucleo ¢ empregado
para avaliar quebras cromossOmicas, sendo que essas células também sdo a primeira
escolha para a utilizagdo do teste de aberragdes cromossdmicas e troca de cromatides irmas
(Kalweit et al., 1999; Von Der Hude ef al, 2000).

Os elementos basicos de estrutura e reparagdo de DNA nas células V79 sdo
similares, mas ndo idénticos, aos de células humanas. De tal forma, as conseqiiéncias da
interacdo quimica de xenobidticos com o DNA, sejam de células humanas, sejam de
células V79 sdo similares. Portanto, os resultados obtidos em células V79 sdo
extremamente relevantes para humanos, sendo inclusive mais importantes que a
extrapolagdo dos dados obtidos em procariotos (Bradley et al, 1981). Além disso, as
células V79 podem ser adaptadas para uso com sistemas de ativacdo metabdlica,

simulando o metabolismo in vivo para detec¢do de pro-mutagenos (Scheuenpflug ef al,
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2005). Novas metodologias para ensaios de transformacdo celular tém sido desenvolvidas
para permitir ensaios de promocao tumoral em células V79, com especial atengdo para
detec¢do de carcindgenos ndo-genotodxicos (Sakai ef al, 2002).

As células V79 tem sido amplamente empregadas em estudos de diversas areas,
como estresse oxidativo (Moura ef al, 2007; Medina et al, 2008; Viau et al, 2009),
mutagénese e reparacdo de DNA (Speit ef al, 2007; Bezerra et al, 2008; Miorelli et al,
2008; Machado et al, 2009), mecanismos da morte celular programada (Grosicka et al,
2005; Wang et al., 2007) e metabolismo (Miyagoshi & Fujikawa-Yamamoto, 2006; Rosa
etal, 2007).

3.6 Ensaio cometa

O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese de células unicas em gel,
¢ amplamente empregado para avaliar dano ao DNA e reparacdo em células eucarioticas. A
popularidade desse teste deve-se a sua sensibilidade, custo relativamente baixo e
simplicidade. Além disso, o teste pode ser realizado em uma suspensdo celular contendo
uma popula¢do pequena de células, em proliferacdo ou ndo, e corresponde a um teste
citogenético (Collins et al, 1997 Tice et al.,2000; Hartmann ef al., 2001; Collins, 2004).

O principio desse interessante ensaio leva em conta o comportamento do DNA
em células individualizadas e sua organizacdo no nucleo celular. Para a realizacdo do
ensaio, as cé¢lulas sdo embebidas em agarose, suas membranas sdo rompidas com uso de
detergentes em pH alcalino e as proteinas nucleares sdo removidas com uso de altas
concentragdes salinas. Dessa maneira, em lamina resta apenas o nucledide que permanece
integro. Quando a lamina ¢ submetida ao campo elétrico, o DNA do nucledide migra no
gel de acordo com seu tamanho. Os fragmentos pequenos migram com uma velocidade
maior que a matriz nuclear. Assim sendo, células com DNA danificado formam, apds a
migragdo, um aspecto de um cometa e a extensdo da migracao correlaciona-se diretamente
com a quantidade de dano ocorrido (Tice ef a/, 2000; Lee & Steinert, 2003; Collins 2004;
Burlinson et al., 2007).

Esse teste ¢ uma avaliagdo de genotoxicidade, o qual detecta danos primarios ao
DNA induzidos por uma série de agentes quimicos, como agentes intercalantes, alquilantes

e oxidantes (Collins, 2004). Os danos detectados sdo principalmente quebras simples e
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duplas na fita de DNA, eventos de reparo por excisdo incompletos, sitios alcali-labeis,
danos oxidativos ao DNA, ligacdes cruzadas entre moléculas de DNA, entre DNA e
proteinas e entre DNA e xenobioticos (Tice ef al, 2000; Bolognesi et al, 2004). Embora
seja possivel quantificar o dano, ndo ¢ possivel identificar com clareza qual desses eventos
foi responsavel pela indugdo da lesdo. Basicamente existem dois protocolos principais para
a execucdo do teste: a versdo neutra, conforme o método original aprimorado por Ostling e
Johanson em 1984, que utiliza eletroforese em tampao de pH entre 7,0 e 8,0, a qual detecta
quebras duplas nas fitas de DNA e ligagdes cruzadas DNA-DNA, DNA-proteina, DNA-
xenobidtico (Ostling & Johanson, 1984); a versdo alcalina realiza eletroforese em pH
maior que 13,0, desnaturando o DNA, e podendo detectar quebras simples e duplas, sitios
alcali-labeis, sitios de reparo por excisdo incompletos e as ligagdes cruzadas. A versdao
alcalina ¢ mais empregada por ser mais abrangente, pois além de detectar danos diretos,
torna possivel a avaliagdo de danos indiretos como lesdes por metilagao e adutos, os quais
sendo alcali-labeis, expressam-se com quebras simples frente ao tratamento alcalino. Além
disso, pode-se ainda utilizar o protocolo levemente alcalino, cuja eletroforese acontece em
pH 12,1 e assim ndo detecta danos 4lcali-labeis (Tice ef a/, 2000).

O ensaio cometa ndo ¢ utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesdes gendmicas
que, apos serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutagdes, as
lesdes detectadas por esse teste podem ser reparadas (Collins, et al, 1997; Tice et al,
2000). A andlise dos resultados pode ser realizada visualmente em microscopio Otico
quando as células forem coradas com nitrato de prata ou em microscopio de fluorescéncia,
quando coradas com brometo de etideo, laranja de acridina ou DAPI. As células sdo
classificadas de acordo com o tamanho da cauda em relagdo a cabega (nicleo) em 4 classes
de danos: classe 0: sem cauda (sem dano); classe 1: com uma pequena cauda menor que o
didmetro da cabega; classe 2: com o comprimento da cauda entre uma e duas vezes o
didmetro da cabega; classe 3: com uma cauda longa, superior a duas vezes o didmetro da
cabeca; classe 4: cauda longa e espalhada em forma de leque. O teste ainda permite inferir
fragmentacdo apoptotica de DNA, em células cujo nucledide ndo se mostra denso e
apresenta-se difuso, ao contrario da célula sem dano, em que o material nuclear estd
compacto (Olive & Banath, 2006).

Esse teste pode ser realizado tanto in vitro como in vivo, em diversos tipos
celulares, incluindo fungos, vegetais e células animais; um grande interesse existe no

cometa /n vivo em animais com fins de deteccdo de lesdes ao DNA em diferentes 6rgios de

26



animais (Rosa ef al, 2007a; Rosa ef al, 2007b; Cavalcanti et al, 2008, Medina et al,
2008). Algumas metodologias ainda permitem avaliar as lesdes em tecidos incluidos em
parafina, criopreservados e de forma ex vivo, em fatias de tecidos de animais (Plazar et al,
2007). Dessa maneira, o ensaio cometa também ¢ amplamente empregado em
biomonitoramento humano e ambiental utilizando diversos organismos (Guecheva et al,
2001; Villela et al, 2007; Silva et al., 2008). Em termos de terapéutica, o ensaio ¢ bastante
empregado na avaliacdo da formacdo de pontes intercadeias em linfocitos de pacientes em
tratamento com quimioterapicos e pacientes portadores de sindromes genéticas, em ambito
de pesquisa basica assim como na determinagdo da capacidade de reparo de DNA em
pacientes com diversos tumores (Almeida ef a/, 2006; Cheng et al, 2006). Além disso,
programas de computador foram desenvolvidos para aperfeicoar a andlise de resultados e
permitir a quantificagdo exata do conteudo de DNA na cabeca e cauda, tanto em protocolos
empregando corantes fluorescentes como em experimentos utilizando coloragdo com prata.
Atualmente a andlise automatizada tem sido utilizada exponencialmente em trabalhos
empregando o ensaio cometa, embora a andlise visual seja extremamente valida (Burlinson
et al., 2007; Garcia et al., 2007).

Evidéncias de morte celular por necrose e apoptose podem ser detectadas com
alguns aprimoramentos do ensaio cometa, uma vez que esse ensaio ¢ especialmente
sensivel para deteccdo de células em necrose e apoptose. Essa caracteristica deve-se ao fato
da fragmentacdo apoptdtica de DNA poder conduzir a uma superestimativa do dano ao
DNA induzido por genotoxinas e a necrose resultar em uma subestimativa da capacidade
de reparo de DNA. Além disso, as modifica¢cdes bioquimicas que ocorrem durante a morte
celular podem ser discriminadas no ensaio cometa com uso de corantes e anticorpos
especificos (Morley ef al., 2006). O ensaio de difusdo de DNA em gel de agarose também
auxilia nessa diferenciacdo (Zeljezic et al., 2006).

O ensaio cometa fornece uma informac¢ao um pouco limitada a respeito do dano ao
DNA, uma vez que ndo ¢ possivel distinguir entre os efeitos diretos do agente genotdxicos
e os efeitos indiretos, como o dano oxidativo. Entretanto, nesse caso, o tratamento dos
nucledides com enzimas de reparacdo de DNA antes da eletroforese permite a identificagdo
do tipo de dano especifico causado, o que torna esse ensaio uma poderosa ferramenta na
elucidacdo dos mecanismos genotoxicos (Gedik er al, 1998; Sauvaigo ef al, 2002;
Giovannelli ef al, 2003). As enzimas mais empregadas estdo envolvidas na remogdo de

danos oxidativos, como a endonuclease III (Endo III) e a formamidopirimidina DNA
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glicosilase (Fpg), que detectam pirimidinas oxidadas e purinas, respectivamente (Medina ef
al., 2008; Viau et al., 2009).

Virios pesquisadores trabalham no aprimoramento do ensaio cometa, tanto nos
parametros que influenciam na técnica como na andlise dos resultados, especialmente no
desenvolvimento de novos programas analisadores de imagens. Uma das preocupacdes
existentes no método baseava-se no fato de algumas quebras da fita serem reparadas e
algumas lesdes ainda ndo estarem excisadas durante o intervalo de tempo existente até a
lise celular. Para contornar esse pequeno desvio do método, as células eram incubadas em
presenca de extrato nuclear para permitir a excisdo completa de adutos de DNA e assim
permitir a quantificagdo do dano total ao DNA. Essa ¢ uma das inovagdes do método que

aumenta muito a sua sensibilidade (Wang ef al,, 2005).

3.7 Teste de microniicleos

As anormalidades na estrutura do cromossomo sdo uma conseqiiéncia direta do
dano em nivel de DNA. Por exemplo, as quebras cromossdmicas podem resultar de
quebras duplas de DNA ndo reparadas e os rearranjos cromossomicos, do reparo incorreto
de quebras na fita de DNA. A perda de cromossomos e os erros de segregacao sao eventos
importantes na carcinogénese, causados principalmente por defeitos na formagao do fuso,
centromero e como conseqiiéncia de alteragdes na condensacdo da cromatina antes da
metafase (Fenech, 2000; Fenech ef al, 2006; 2007). Nas técnicas citogenéticas classicas,
os cromossomos sdo estudados diretamente pela observacdo de aberragcdes nas metafases.
Entretanto, essa abordagem, embora mais detalhista, ¢ bastante complexa e trabalhosa.
Desse modo, o desenvolvimento de um sistema simples para avaliacio do dano
cromossomico foi necessdrio. A resposta para o problema foi proposta independentemente
por Schmid e Heddle: acessar o dano cromossomico 7z vivo pela medida do micronticleo,
também conhecido pelos hematologistas como corpos de Howell-Jolly em linfécitos, em
populagdoes de células em divisdo. O ensaio de micronucleo ¢ hoje um dos testes
citogenéticos 7in vivo mais bem estabelecidos no campo da genética toxicoldgica, com
validagdo internacional e aplicavel a qualquer populacdo celular nucleada (Fenech, 2000;
Fenech et al, 2006; 2007).

As quebras cromossdmicas que ndo possuem centromero ndo podem ligar-se as

fibras cinetocéricas e consequentemente, ndo podem migrar para os poélos opostos da
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célula juntamente com os demais cromossomos durante a anafase. Na telofase, tanto da
mitose quanto meiose, a membrana nuclear € refeita ao redor do conjunto de cromossomos,
situados em polos opostos da célula. Os fragmentos acéntricos ou até mesmo um cromosso
inteiro que ndo estava ligado ao fuso mitdtico ¢ incapaz de integrar-se aos novos nucleos.
Em razdo disso, esses fragmentos forma um pequeno nicleo individual, denominado
micronucleo, o qual ¢ detectado em células interfasicas como um pequeno corpusculo
arredondado de cromatina, separado do nucleo principal (Fenech, 2000; Fenech et al,
2006; 2007). O micronicleo indica um indice de quebras cromossdmicas permanentes e
perda cromossomal, pode ser detectado em células que tenham completado ao menos uma
divisdo celular e ¢ desejavel que seja avaliado no estagio de células binucleadas (Fenech,
2000; Fenech er al, 2006; 2007). Ocasionalmente, pontes nucleopldsmicas entre os
nucleos também podem ser observadas e frequentemente correspondem a cromossomos
dicéntricos em que os centromeros foram puxados para polos opostos da célula,
constituindo assim em um indicativo de rearranjo cromossdmico. O teste de micronucleos,
portanto, detecta em eucariotos mutagénese cromossomica do tipo clastogénese,
aneugénese e danos no fuso mitdtico, detectando aberragdes numéricas e cromossomicas.
O micronticleo aparece pela primeira vez no final da primeira divisdo mitética, apds
clastogénese ou aneugénese, porém micronucleos adicionais podem se formar nas divisdes
seguintes. Por isso, para visualizar micronucleos, as células precisam ter passado por um
ciclo mitético (Fenech, 2000; Fenech et al., 2006; 2007).

Para a execugdo da técnica de micronucleo, a populagdo celular deve dividir-se e a
cinética dessa divisdo celular deve ser bem estabelecida. Considerando que as células de
uma populacdo nio se dividem ao mesmo tempo, varias abordagens foram desenvolvidas
para facilitar a execucdo do teste. Uma das mais conhecidas ¢ o teste de microntcleo com
bloqueio na citocinese. Nessa variagdo do teste, as células que completaram uma divisao
nuclear sdo tratadas com citocalasina B, um inibidor da polimerizagdo da actina, necessaria
para formagdo dos microfilamentos que constrigem o citoplasma entre os nucleos filhos
durante a citocinese, permitindo que as células em divisdo sejam rapidamente identificadas
pelo aspecto binucleado. O uso da citocalasina B possibilita o acimulo das células em
divisdo no estagio binucleado na populagdo, independente da sincronizagdo e proporc¢ao de
células em divisao (Fenech, 2000; Fenech ef al., 2006, 2007).

Algumas inovacdes foram realizadas na técnica ao longo desses 20 anos, e

atualmente o teste de micronucleo com bloqueio da citocinese ¢ um método util para
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medida de quebras cromossdmicas, perda cromossdmica, ndo disjungdo cromossdmica,
necrose, apoptose e efeito citostatico (Fenech, 2000). Em combina¢do com uso de sondas
para a regido do centrdmero ou anticorpos contra o cinetocoro ¢ possivel distinguir entre
quebra cromossomica e perda como mecanismo de formagdo do micronicleo e assim
medir defeitos na segregagdo dos cromossomos entre os nicleos na célula binucleada. A
amplificacdo génica também pode ser determinada por meio da visualizagdo de brotos de
material nuclear, observados nessa técnica (Fenech, 2007). Em razdo dessas caracteristicas,
o conceito desse teste como um ensaio “citoma” de determinagdo de instabilidade
cromossomal tem sido sugerido. O conceito “citoma” deve-se ao fato de cada célula do
sistema estudado ser avaliada citologicamente em relacdo ao seu estado de viabilidade
(necrose, apoptose), seu estado mitotico (mononucleada, metafase, anafase, binucleada ou
multinucleada) e a instabilidade cromossomal ou danos (presen¢a de microntcleo, pontes
nucleoplasmicas entre as células binucleadas, broto nuclear e inclusive o nimero de sinais
de sondas centroméricas entre os nucleos da célula binucleada) (Fenech, 2006;2007).

Os micronucleos podem ser formados como conseqiiéncia da agdo de agentes
fisicos, quimicos ou biologicos, capazes de interferir no processo de ligacdo do
cromossomo as fibras do fuso, ou que possam induzir a quebra de cromossomos
(clastogénicos), levando a perda de material genético (cromossomos inteiros ou
fragmentos). Estes sdo, portanto, mutagénicos. A principal vantagem do teste ¢
basicamente a simplicidade do teste, sendo de facil execugdo, e o fato de ser de fécil
analise permite que um grande niimero de células possa ser analisado em um curto espaco

de tempo (Mateuca ef al, 2006).
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IT OBJETIVOS

1

Obyetivo geral

A proposta do presente trabalho foi realizar a investigacdo das atividades biologicas

e genotoxicas de dois derivados de guanilhidrazonas o 2,3-DMeB e o 3,4-DMeB.

2.

v

Obyjetivos especificos

Analisar o potencial mutagénico dos derivados de guanilhidrazonas em procariotos,
utilizando o teste Salmonella/microssoma (Ames);

Investigar o potencial mutagénico dos derivados em linhagens haploides da
levedura Saccharomyces cerevisiace,

Determinar as concentracdes citotoxicas desses derivados para células de
fibroblastos de pulmao de hamster chinés em cultura (linhagem V79) por meio do
ensaio de sobrevivéncia clonogénica;

Investigar o potencial dos derivados em induzir danos ao DNA em células V79 em
uma ampla faixa de concentragdes por meio do ensaio cometa em condi¢des de pH
alcalino e neutro;

Avaliar a habilidade dos derivados em causar danos oxidativos ao DNA por meio
do ensaio cometa modificado, empregando endonucleases de reparacdo de danos
oxidativos;

Realizar a determinacdo do potencial mutagénico desses derivados em células V79
usando o teste de microntcleo;

Avaliar a atividade antifingica e anti-tripanossoma desses derivados.
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III - CAPITULOI

Evaluation of the genotoxicity and biological activities of two

guanylhydrazone derivatives

(Artigo a ser submetido)
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Abstract

Many studies have reported that guanylhydrazones displayed a variety of biological
activities, such as antihypertensive, antibacterial, antimalarial, anti-pneumocystoses and
anti- trypanosomiasis, anti-tumor promoting, and significant cytotoxic activity against
cancer cell lines. In this work we evaluated the cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity
of the two guanylhydrazones derivates, hydrochloride (E) -2 - [(2,3 dimethoxyphenyl)
methylene] hidrazinocarboxi-midamida (2,3-DMeB) and hydrochloride (E) -2 - [(3,4-
dimethoxyphenyl) methylene] hidrazinocarboxi-midamida (3,4-DMeB) in different
biological models. The 2,3-DMeB and 3,4-DMeB guanylhydrazones induce weak
cytotoxic effects in bacteria and yeast. In despite of the absence of mutagenic effects in
Salmonella thyphimurium and Saccharomyces cerevisiae, 2,3-DMeB and 3,4-DMeB were
able to induced mutagenic effects, in exponentially growing cells. Genotoxicity of these
compounds was also determined in V79 cells using alkaline and neutral comet assay, as
well as modified comet assay with the bacterial enzymes formamidopyrimidine DNA-
glycosylase (FPG) and endonuclease III (ENDOIII). Both guanylhydrazone derivates
induced DNA damage. Post-treatment of V79 cells with ENDOIII and FPG proteins
induced a significant effect 2,3-DMeB and 3,4-DMeB-induced oxidative DNA damage. In
addition they induced a significant increase in the frequency of micronucleated cells at
higher doses. We have also evaluated the antifungal and anti-trypanosome activities of
these guanylhydrazone derivates, and the results point to more pronounced activities of
2,3-DMeB. At least in part, biological activities of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB can be
related to its oxidative potential, or yet due a possible DNA interaction.
Keywords: genotoxicity; citotoxicity, Saccharomyces cerevisiae; V79  cells;

guanylhydrazone derivatives; biological activities.
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1. Introduction

Guanylhydrazones are widely studied molecules with interesting chemical and
biological properties. The common feature of the guanylhydrazones, as well as
biguanidines, is the presence of amidine groups attached to aliphatic or aromatic structures
(Mitchell ef al, 1997). The guanylhydrazones contain the amidine (guanyl) group attached
to the hydrazone group (Walzer ef al., 1994; Mitchell et al, 1997).

The synthesis of these substances is a very easy process therefore present a low
cost of production (Martins ef al, 2004). In this sense, research and development of
guanylhydrazones derivatives with therapeutical action is relevant. Besides, they have an
important role as intermediate in the synthesis of heterocyclic polyfunctional compounds
contend nitrogen (Gossnitzer ef al., 2002). During the last decades, hundreds of derivatives
of guanylhydrazones have been synthesized and their structure-activity relation have been
studied (Gelbart and Thomas, 1978; Desideri et al., 1992; Walzer et al., 1994; Cerri et al.,
1997; Andreani et al., 2005).

Many studies have reported that guanylhydrazones displayed a variety of
biological activities, such as, antihypertensive, antibacterial, antimalarial, anti-
pneumocystical and anti- trypanosomiasical action (Gelbart and Thomas, 1978; Desideri et
al, 1992; Cerri et al., 1997; Andreani ef al, 2005). One guanylhydrazone with interesting
pharmacological action is Guanabenz (Wytensin®), an active central a2-adrenoceptor
agonist used as an antihypertensive agent (Holmes ef a/, 1983).

Moreover, drugs containg guanidine group has been targets of intense clinical
evaluation for antitumoral therapy (Ekelund ef a/, 2001; Andreani et al 2006; Andreani ef
al. 2008; Jobson et al, 2008). These guanidine compounds have gained interest due to
their antiproliferative activity. One of these compounds is methylglyoxal-

bis(guanylhydrazone) - MGBG, that is a potent inhibitor of the biosynthesis of the
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polyamines spermidine and spermine (Eklund er a/ 2001). The polyamines are small
cations that are critically involved in many biological processes, in particular the regulation
of cell proliferation and macromolecular synthesis through stabilization of DNA and
methylation of tRNA (Carruthers ef al 2007). The MGBG also has been suggested to
exert cytotoxic effect by inhibition of mitochondrial respiration and consequent reduction
of ATP production (Toninello ef al, 1999). With similar effects, nm+lodobenzylguanidine
(MIBG) and M(6-(4-chlorophenoxy)hexyl)- A9-cyano-M)-4-pyridylguanidine (CHS 828)
induce cell death due, in part, to the early and rapid decrease of ATP levels, secondary to
inhibition of mitochondrial respiration leading to inhibition of energy dependent activation
of caspase-mediated DNA fragmentation (Eklund er al, 2001a; Eklund ef a/, 2001b).
Besides, other guanylhydrazones have its antiproliferative effect associated with a block in
cell cycle progression, with cell accumulation in the G2/M phase and with a marked
reduction in the mitochondrial transmembrane potential and a decrease in the intracellular
ATP content (Andreani et al., 2000; Andreani et al., 2005; Andreani ef al., 2006).

In addition, also related to antitumoral effects, the Steroid FG, a funtumine
derivative substituted with a guanylhydrazone moiety, is able to induce senescence and
telomere shortening in tumoral cells (Brassart ef al., 2007), and more recently, the novel
bis-guanylhydrazone [4,4'-diacetyldiphenylureabis(guanylhydrazone) guanylhydrazone]
has been described as potent and selective inhibitor of Chk2p, a protein kinase involved in
the ATM-dependent checkpoint pathway (Jobson ez a/., 2008).

Considering the wide range of guanylhydrazones derivates their biological
activities and low cost of production, Martins (2004) synthesized a series of
guanylhydrazone derivates. Among these, the hydrochloride (E) -2 - [(2,3
dimethoxyphenyl) methylene] hidrazinocarboxi-midamida (2,3-DMeB), and the

hydrochloride (E) -2 - [(3,4-dimethoxyphenyl) methylene] hidrazinocarboxi-midamida
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(3,4-DMeB), showed antibacterial effects. The difference between these derivates is the

presence of methoxyl group at the 2 or 4 positions in aromatic ring (Fig. 1).

|
CH;0 \N/N NH, CH,0 N

cH,o H H H H
N N,

NH.HCI
NH.HCI CH,0

A B

Fig. 1. Structural formula of the 2,3-DMeB (A) and 3,4-DMeB (B).

Taking into account these 2,3-DMeB and 3,4-DMeB previous results, and the lack
of data on the potential biological and genotoxic effects of these molecules, this study aims
to investigate the 2,3-DMeB and 3,4-DMeB genotoxic potential, employing three
experimental models: Salmonella typhimurium, Saccharomyces cerevisiae and the
permanent cell line derived from Chinese hamster lung fibroblasts (V79 cell line).
Furthermore, we carry out experiments to determine the antifungal and anti-trypanosome

activities of these guanylhydrazones derivates.

2. Materials and methods
2.1 Chemicals

Derivatives of guanylhydrazones 2,3-DMeB and 3,4-DMeB was synthesized as
previously described by Martins ef al. (2004). The structures of the products were
confirmed by infrared (IR), 'H and "°C nuclear magnetic resonance (NMR), melting point
and comparison with literature. The chemical purity of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB was >
98%. Amino acids, nitrogen bases, methyl methane sulfonate (MMS), hydrogen peroxide

(H20,), 4-Nitroquinoline N-oxide (4-NQO), morpholinepropanesulfonic acid (MOPS),
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cyclophosphamide (CP), aflatoxin B; and sodium azide were purchased from Sigma
(St.Louis, MO, USA). FPG and ENDOIII were obtained from New England BioLabs
(USA). Yeast extract, yeast nitrogen base (YNB), bacto-peptone, bacto-agar and
Sabouraud dextrose agar were obtained from Difco Laboratories (Detroit, USA).
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), RPMI 1640 medium, fetal bovine serum
(FBS), trypsin—EDTA, L-glutamine, and antibiotics were purchased from Gibco BRL
(Grand Island, NY, USA). Itraconazole was purched from Janssen Pharmaceutical N. V.
(Beerse, Belgium). All other chemicals were of analytical grade, and were obtained from
standard commercial suppliers. Aroclor 1254-induced S9 rat liver fraction was purchased
from Moltox (Boone, NC, USA). S9 metabolic activation mixture (S9 mix) was prepared
according to Maron and Ames (1983).

For all treatments, both derivates, 2,3-DMeB and 3,4-DMeB were dissolved in 10%
dimethylsulfoxide (DMSO) and distilled water. The appropriate concentrations were
obtained by dilution of stock solution immediately prior to use in each assay. The final
DMSO concentration in the media never exceeded 0.2%, and the negative control was

exposed to an equivalent concentration of solvent (negative control).

2.2. Salmonella/microsome mutagenicity assay

Mutagenicity was assayed by the pre-incubation procedure proposed by (Maron and
Ames, 1983; Mortelmans and Zeiger, 2000). S. fyphimurium strains used were: TA97a
(detects frameshift mutation in DNA target —C-C-C-C-C-C-; + 1 cytosine), TA98 (detects
frameshift mutation in DNA target —C-G-C-G-C-G-C-G-), TA100 (base pair substitution
mutation results from the substitution of one leucine [GAG] by one proline [GGG]),
TA102 (TAA (ochre: transversions/transitions) which detects oxidative, alkylating

mutagens and reactive oxygen species [ROS]), and TA1535 (isogenic to TA100, without
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the plasmid pKM101). Bacterial cultures (1-2 x 10° cells/mL), were incubated at 37 <C
with different amounts of guanylhydrazone derivates (8-200 pg/plate) in the presence or
absence of metabolic activation (S9 mix) for 20 min, without shaking. Then, soft agar
(0.6% agar, 0.5% NaCl, 50 uM histidine, 50 uM biotin, pH 7.4, 42 -C) was added, and the
contents of the test tube were immediately poured onto a plate of minimal agar (1.5% agar,
Vogel-Bonner E medium, containing 2% glucose). Aflatoxin B; (1 pg/plate) was used as
positive control for all strains (in the presence of metabolic activation with S9 mix), and 4-
nitroquinoline-oxide (4-NQO, 0.5 pg/plate) for TA97a, TA98, and TA102 strains, and
sodium azide (1 pg/plate) for TA100 and TA1535 strains (absence of S9 mix). Triplicate
plates were used for the test substance and the negative (solvent) and positive controls.

Plates were incubated in the dark at 37 °C for 48 h before counting revertant colonies.

2.3. Detection of reverse, frameshift and forward mutations in S. cerevisiae

The haploid strains XV185-14c (MATa ade2-2 arg4-17 hisl-7 Ilysl-1 trp5-48
hom3-10) from R. C. von Brostel (University of Alberta, Canada) and N123 (MA7a hisl-7)
from J. A. P. Henriques (Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil) were used in
the mutagenicity assay. Media, solutions, and buffers were prepared according to Burke et
al (2001). Stationary-phase cultures were obtained by inoculation of an isolated colony
into liquid YPD media (0.5% yeast extract, 2% bacto-peptone, and 2% glucose) for 48 h.
Exponential phase cultures were obtained by inoculating 5 x 10° cells/mL of a stationary-
phase YPD culture into fresh YPD medium for 3 h. For treatment, cells were harvested,
and washed with phosphate buffered saline solution (PBS; Na,HPO4, and NaH,;POu;
20mM; pH7.4). A suspension of 1 x 10® cells/ml in exponential or in stationary phase of

growth was incubated for 20 h at 30 -C with various concentrations of 2,3-DMeB or 3,4-
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DMeB (0.1-1000 uM) in PBS. 4-NQO (0.5 pg/mL) was used as positive control in all
yeast mutagenic assays. Assays were repeated at least four times, and plating was
performed in triplicate for each dose.

The strain XV185-14c was used for reverse and frameshift mutation evaluation.
After treatment, cell survival was determined on SC (3-5 days, 30°C), and mutation
induction (LYS, HIS or HOM revertants) on the appropriate omission media (7-10 days,
30°C). Whereas his/-7 is a non-suppressible missense allele, and reversions result from
mutation at the locus itself (Snow, 1978), /ys/-1 is a suppressible ochre nonsense mutant
allele (Hawthorne, 1969), which can be reverted either by locus-specific or by a forward
mutation in a suppressor gene (Zimmermann ef al, 1984). True reversions and forward
(suppressor) mutations at the /ys/-/ locus were differentiated according to (Schuller and
Von Borstel, 1974), where the reduced adenine content of the SC-lys medium shows locus
reversions as red colonies, and suppressor mutations as white colonies. It is believed that
hom3-10 contains a frameshift mutation due to its response to a series of diagnostic
mutagens (Hawthorne and Mortimer, 1963). The N123 strain was used for the evaluation
of forward mutation. After the treatment, appropriate dilutions of cells were plated onto SC
plates to determine cell survival (3-5 days, 30°C), and onto SC media supplemented with
canavanine (7-10 days, 30°C). Forward mutation was measured with the canavanine
resistance assay (CANI—canl). Wild-type yeast strains express the arginine transporter
which also imports canavanine, toxic akin, lead up to cell death. Alterations in the CANI1
gene that impair Canlp functionality can increase cellular survival in the presence of

canavanine (Whelan ef al, 1979).
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2.4. V79 culture and treatment

Chinese hamster lung fibroblast cells (V79 cells) were cultured under standard
conditions in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 0.2 mg/mL L-
glutamine, 100 IU/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. Cells were kept in tissue-
culture flasks at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO, in air and were
harvested by treatment with 0.15% trypsin-0.08% EDTA in PBS. Cells (5 x 10 cells) were
seeded in complete media and grown for one day prior to treatment with the 2,3-DMeB or
3,4-DMeB to evaluation in comet and micronucleus assay. To evaluate clonal survival, 500
cells were grown overnight before treatment with the test guanylhydrazone derivates.
Treatment was performed with graded 2,3-DMEB and 3,4-DMEB concentrations (0.1, 1,

10, 100 and 1000 uM) for 3 h in FBS-free medium at 37 °C.

2.5. Cytotoxicity evaluation by colony-forming ability in V79 cells

After treatment, cells were washed and incubated in complete medium at 37 °C in a
humidified atmosphere containing 5% CO, for 7 days. Colonies were fixed with 3%
formaldehyde, stained with 1% crystal violet, counted, and their survival expressed as a
percentage relative to the negative control treatment (solvent). The concentration was

considered cytotoxic when cell survival was 50%.

2.6. Comet assay using V79 cells

After treatment, cells were washed with ice-cold PBS, trypsinized, and resuspended
in complete medium. Then, cell suspension (3 x 10° cells/mL) were dissolved in 0.75 %
low-melting point agarose, and immediately spread onto a glass microscope slide pre-

coated with a layer of 1% normal melting point agarose. Slides were then incubated in ice-
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cold lysis solution (2.5M NaCl, 10mM Tris, 100mM EDTA, 1% Triton X-100, and 10%
DMSO, pH 10.0) at 4°C for at least 1h. To alkaline comet assay version comet slides were
then placed in a horizontal electrophoresis box containing freshly-prepared alkaline buffer
(300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH ~13.0) at 4 °C for 20 min in order to facilitate DNA
unwinding. A 300 mA and 25 V electric current was applied for 20 min to perform DNA
electrophoresis (Singh et al, 1988; Hartman et al., 1997; Silva et al., 2000; Collins ef al,
2004). In the modified comet assay, slides were removed from the lysis solution and before
electrophoresis were treated with DNA repair enzymes, as previously described (Speit,
2004; Dizdaroglu et al, 2005). Briefly, slides were washed three times in enzyme buffer

(40 mM Hepes, 100 mM KCI, 0.5 Mm NapEDTA, 0.2 mg/mL BSA, pH 8.0), and

incubated with FPG (30 min 37°C; 100 mU per gel) or EndolII (45 min 37°C; 100 mU per
gel). The neutral comet assay was performed following essentially the same procedure as
the alkaline version except for the electrophoresis conditions (Wojewddzka e a/, 2002).
Electrophoresis was conducted for 60 min, after a 60 min equilibrium period, in neutral
electrophoresis buffer (100 mM Tris and 300 mM sodium acetate at pH 8.5) at 12 mA and
14 V (0.5 V/cm). All the above steps were performed under yellow light or in the dark in
order to prevent additional DNA damage. Slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5)
and stained using the silver staining protocol described in Nadin ef a/, (2002). For the
analysis, images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate slides)
were observed per experimental group. Cells were also visually scored into five classes,
according to tail length: (1) class 0: undamaged, without a tail; (2) class 1: with tail shorter
than the diameter of the head (nucleus); (3) class 2: with tail 1-2 x longer than the diameter
of the head; (4) class 3: with a tail 2x longer than the diameter of the head; (5) class 4:
significant damage, with a long tail, measuring more than 3x the diameter of the head. A

value (damage index-DI) was assigned to each comet according to its class (Speit ef al,
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1999). Damage index ranged from 0 (completely undamaged: 100 cells x 0) to 400 (with
maximum damage: 100 cells x 4). Damage frequency (DF) is the proportion of cells
presenting tails after electrophoresis, and this was also considered in our analyses. Results
are expressed as means and standard deviations of three independent experiments. CP (45
puM) and MMS (40 uM) were used as positive control with and without metabolic
activation, respectively. H,O, (150 uM) was used as positive control for measurement of

DNA oxidative damage in modified comet assay.

2.7. Clastogenic evaluation using micronucleus assay

The micronucleus assay was performed according to Bonacker ef a/ (2004), with
minor modifications. After treatment, cultures were washed twice with the medium, and
Cytocalasin B (Cyt-B- 2 pg/mL) was added. Cultures were harvested 21 h after Cyt-B
addition. Cells were detached from the well surface by trypsinization, and the cellular
suspension was centrifuged at 2000 rpm/5 min, and then resuspended in 75 mM KCI
solution maintained at 4 °C for 3 min (mild hypotonic treatment). Subsequently, the cells
were centrifuged and a methanol/acetic acid (3:1) solution was gently added. This fixation
step was repeated twice and finally, cells were resuspended in a small volume of
methanol/acetic acid and dropped on to clean slides. Slides were stained with 10% Giemsa
(pH 6.8) for 3-4 min. Slides were mounted, and coded prior to analysis. MMS (40 uM)
was used as positive control. Micronuclei were counted in 2000 binucleated cells (BNC)
with well-preserved cytoplasm. The identification of micronuclei was carried out

according to Fenech, (2000).
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2.8. Strains used in the antifingal test

Thirty-nine Candida strains were used for determining the in wvitro antifungal
activity: Candida albicans (American Type Culture Collection - ATCC 10231, ATCC
18804, ATCC 28367, 0050-L, 0051-L, MQG), C. glabrata (0030-L, 0013-L, 993, ATCC
2001, MG), C. guilliermondii (0031-L, 168, 992), C. krusei (ATCC 6258, ATCC 20298,
0037-L, 219, 990, MQG), C. parapsilosis (ATCC 22019, 4063, 0052-L, 0032-L, II, MG), C.
ketyr Y-329, C. tropicalis (0033-L, 0056-L, ATCC 750, 0055-L) and C. dubliniensis (22,
23, 25, 27, 28, 29, 0029-L, ATCC 7987). The minimum inhibitory concentration (MIC) of
itraconazole and guanilhidrazones was determined by using broth microdilution techniques
as described by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for yeasts M27-
A2. The strains were subcultured onto Sabouraud dextrose agar at 35 °C for 24 hours. The
inoculum was suspended in saline solution and adjusted to a final concentration of 0.5-2.5
x 10° CFU/ml in RPMI 1640 medium buffered to pH 7.0 with MOPS (165 mM). In
sterilized flat-bottomed 96-well microtitre plates (Cral Plast), were added 100 pl of each
drug to one of the columns 1 to 10; 100 pl of RPMI 1640 medium was added in columns
11 and 12, which were used as growth positive and medium sterile controls, respectively.
Aliquots 100 pl of the standardized aforementioned inoculum was added to the wells and
the microtitre plates were incubated at 35°C for 24h and after incubation the MIC was
determined visually by comparison with the drug-free growth control well. The MIC was
defined as the lowest concentration of the antifungal agent preventing 50% of visible
fungal growth. Itraconazole was used as positive control, and experiments were done in

triplicate.
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2.9. Tripanosoma cruz growth and treatment

Epimastigote forms of the CL Brener strain of 7rypanosoma cruzi were grown at
28°C in liver infusion tryptose (LIT) medium (pH 7.3) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS), streptomycin sulphate (0.2 g 1-1) and penicillin (200 000 units 1-1). For
testing resistance to guanilhydrazones, parasite cultures containing 1 x 10’ cells/ml were
treated with designed concentrations (75, 125 and 250 uM). Cells were counted after 48 h.
The cell numbers were determined in a cytometry chamber using the erythrosine vital stain

to differentiate living and dead cells. Experiments were performed in triplicate.

2.10. Statistical analysis
Mutagenicity data in bacteria were analyzed using Salmonel software. To evaluate
mutagenicity induction, Mutagenic Index (MI) was calculated as the number of his+ per
plate in the studied sample divided by the number of his+ reverent per plate in the negative
control. A compound was considered positive for mutagenicity only when: (a) the number
of revertants was at least double the spontaneous yield (MI > 2) for TA97a, TA98, TA100
and TA102, and at least triple the spontaneous yield (MI > 3) for TA1535; (b) a significant
response was determined by analysis of variance (£ < 0.05); and (¢) a reproducible positive
dose-response (P < 0.01) was present. An effect was considered cytotoxic when MI < 0.6.
Data from the mutagenicity assays with .S, cerevisiae and genotoxicity tests with V79
cells are expressed as means + standard deviation (SD), and were statistically analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA), and means were compared using the Tukey test,

with P<0.05 considered as statistically significant.
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3. Results

3.1. Mutagenic effects in Salmonella typhimurium

Using the same method followed in the mutagenicity experiment, in the absence of
metabolization, guanylhydrazone derivates were firstly tested for TA100 strain toxicity at
concentrations of 8, 40, 200, 1000, and 5000 pg/plate. The test-substance was considered
toxic if the Mutagenic Index (colony counts on the test plate/average counts on the
negative control plates; MI) value was lower than 0.50 in at least two of the tested
concentrations, and of the background showed evidence of toxicity. The results of the
range-finder experiment were used to define the dose range to be applied in the
mutagenicity test, which concentration range should be the highest allowed by the toxicity
or the solubility of the test substance, or up to a maximum concentration of 5000 pg/plate.
The range finding results indicate cytotoxicity in concentrations higher than 200 pg/plate
for 2,3-DMeB and 3,4-DMeB (data not shown), and therefore, the concentrations of 40,
80, 120, 160 and 200 pg/plate were used to mutagenic assay. The 2,3-DMeB and 3,4-
DMeB guanylhydrazone derivates do not induce a significant mutagenic effects TA97a,
TA98, TA100, TA1535 and TA102 strains, in the absence or presence of metabolic

activation (Table 1 and 2).
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Tablel. Induction of Aist revertants in S fyphimuriumby 2,3-DMeB and 3,4-DMeB without metabolic activation (S9 mix).

S, thyphimurium TA97a TA98 TA100 TA102 TA1535
Substance Dose (ug/plate) rev/plate’ MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°
PC* 4493+ 1143 4.76 578.7+15.5 155 10373+ 6.5 648 1810.7+ 6.3 6.34 250.0+6.9 22.06
Nc! 943+ 49 - 373+ 6.5 - 160.0 £ 13.9 - 285.3+£22.0 - 11.3+£2.1 -
2,3-DMeB 40 80.3+ 9.6 0.85 29.7+4.0 0.79 173.3+12.2 1.08 421.3+49.7 147 14.0+3.0 1.23
80 92.0+17.3 0.97 34.0+3.0 091 1173+129 0.73 264.0+10.6 092 123+3.2 1.09
120 73.0+31.4 0.77  31.0+2.0 0.83 132.7+232 082 2453+70.5 0.85 11.7+1.1 1.03
160 74.0 £0.78 0.78 347432 092 130.7+185 0.81 217.3+40.1 0.76 11.0+5.3 0.68
200 66.0 £0.69 0.69 357+3.5 0.95 130.0+44.7 0.81 221.3+x122 0.77 55+1.7 0.44
3,4-DMeB 40 96.7+16.0 097 263+6.3 1.05 130.7+17.0 1.00 300.7+39.1 0.93 9.7+3.1 0.80
80 96.7+21.9 097 31.3+£35 .25 118.0+159 0.89 272.0+10.6 0.83 57+2.5 0.47
120 99.7+ 1.0  1.00 30.0+3.0 1.20 1093+ 42 0.83 274.0+29.5 0.84 87+1.5 0.72
160 107.3+£23.0 1.08 15.7+5.1 0.62 113.0+12.7 085 282.0+374 0.87 11.3+4.0 0.94
200 116.7+ 9.0 1.17 243+7.0 0.97 122.74+13.6 0.77 2933+22.0 0.90 8.7+1.1 0.72

“Number of revertants/plate: mean of three independent experiments + SD; "MI: mutagenic index (n°. of Ais+ induced in the sample/n°. of spontaneous Azs+ in
the negative control).
‘PC: positive control (TA100 and TA1535) sodium azide (5ug/plate); (TA97a, TA98 and TA1535) 4-NQO (0.5 pg/plate).

NC: negative control dimethyl sulfoxide (10 pl) used as a solvent.
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Table2. Induction of Aist revertants in S fyphimuriumby 2,3-DMeB and 3,4-DMeB with metabolic activation (S9 mix).

S, thyphimurium TA97a TA98 TA100 TA102 TA1535
Substance Dose (ug/plate) rev/plate’ MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°  rev/plate® MI°
PC* 522.7+64.7 329 4853+11.5 11.55 11573+ 88 876 7093+ 29 2.89 108.0+11.1 9.0
Nc! 158.5 £27.6 - 42,0+ 4.6 - 132.0 £26.5 - 263.3+£429 - 11.6+ 2.1 -
2,3-DMeB 40 162.7+11.6 1.02 49.7+12.5 1.18 140.0+22.5 1.06 278.7+623 1.05 11.6+ 3.5 0.97
80 158.3+15.6 099 375+ 2.1 0.82 154.0+ 2.0 1.16 2853+30.6 1.08 18.0+ 2.6 1.50
120 155.3+£222 098 37.0+ 3.0 0.88 149.3+24.1 1.13 380.0+28.0 1.44 223+112 1.86
160 1593+ 1.0 1.0 36.0+ 4.0 0.85 1473+20.2 1.11 317.3+£284 120 133+ 2.1 1.11
200 134.0+32.7 084 39.7+ 1.5 094 1613+ 9.2 122 406.7+26.6 1.54 127+ 42 1.05
3,4-DMeB 40 105.0+202 1.11 31.0+ 1.7 090 12534133 1.21 348.7+51.0 0.86 90+ 1.7 0.93
80 108.7+11.7 1.15 263+ 55 0.76  1247+11.0 1.21 302.7+23.1 1.01 120+ 1.0 1.24
120 151.3+11.5 1.60 277+ 32 0.80 1373+ 42 133 354.7+464 1.00 127+ 2.1 1.31
160 109.3+243 1.16 243+ 32 0.70 112.7+11.5 1.09 352.0+12.0 1.00 10.7+ 1.1 1.10
200 76.7+239 0.81 30.0+ 5.6 0.87 120.7+153 1.17 348.0+56.0 0.99 6.0+ 3.5 0.62

“Number of revertants/plate: mean of three independent experiments + SD; "MI: mutagenic index (n°. of A7s+ induced in the sample/n°. of spontaneous Azs+ in
the negative control).
PC: positive control aflatoxin B1 (0.5 pg/plate)

NC: negative control dimethyl sulfoxide (10 pl) used as a solvent.
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3.2. Evaluation of cytotoxicity and mutagenesis in yeast

In all treatment conditions used, the guanylhydrazones 2,3-DMeB and 3,4-DMeB
induced a slight cytotoxic effects, in both XV185-14c and N123 yeast strains (Table 3 and
4). No mutagenic effect was observed in stationary phase of growth in XV185-14c and in
N123 strains (Table 3 and 4). When XV 185-14c cells were treated in exponential phase of
growth, guanylhydrazone derivates induced a significant increase in frequency of point
mutations in /ys/ locus at 10, 100 and 1000 pM treatments and in /Azs/ locus at 100 and
1000 uM (Table 3, central panel). Significant results were also observed in Aom! locus
(frameshift mutations) at 10, 100 and 1000 uM treatments for 2,3-DMeB, and 1000 pM
treatment for 3,4-DMeB (Table 3, lower panel). In N123 exponential cells, forward
mutation frequency at can/ locus were significant at every applied concentration for 2,3-
DMeB, and only at higher concentration (100 uM and 1000 uM) for 3,4 DMe-B (Table 4,

lower panel).
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Table 3. Induction of point mutation (Ais/-7), ochre allele (/ys/-/) and frameshift (4om3-10) mutations in haploid XV185-14c strain of .S
cerevisiae after 2,3-DMeBand 3,4-DMeBtreatments.

Agent Treatment

Stationary phase — Cells treated in PBS

Negative control® 0
4NQO* 0.5 ug/mL

2,3-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

3,4-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

Exponential phase - Cells treated in PBS

Negative control® 0
4NQO* 0.5 ug/mL

2,3-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

3,4-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

Survival (%)

100°
54.33+£2.40

67.33+3.84
66.50 = 7.50
63.00 £ 2.51
61.33 +5.81
47.00 £ 0.57

72.00 + 3.60
69.33 +£4.70
69.66 + 6.36
68.50 +4.50
49.33+0.33

100
50.00 £ 1.73

69.33 £10.26
5733+ 6.48
49.00+ 5.50
44.66+ 8.09
2433+ 7.35

57.33+ 6.33
5533+ 3.18
55.00+ 5.00
4733+ 448
38.33+ 5.48

His1/107 survivors®

15.97+0.99°
49.21 £ 11.28%**

7.01+0.99
6.29 £0.20
11.82£0.12
11.21 £0.09
15.20+1.21

7.75+£0.20
6.25+0.23
8.27+£0.01
7.56 = 0.09
17.00 £0.21

14.81+0.25
51.55 £ 3.8%**

9.53+0.19
9.51+0.32
14.85+0.62
17.15 + 0.62*
20.53 £ 0.61**

10.52 +£0.41
10.22 £ 0.21
17.43 £0.68
20.55+1.01**
24.12 £2.90***

Lys1/107 survivors®

3.99+2.47°¢
11.69 + 3.65%**

3.60 +0.05
1.61+0.07
3.32+0.02
2.25+0.11
5.35+0.27

2.11+£0.06
3.38+0.07
2.05+0.03
224 +0.12
3.79+0.09

2.16 £0.46
16.52 £ 0.11%**

2.13+£0.20
2.07 £0.50
4.36+0.60*
4.69 = 0.90*
5.77+0.16%*

3.39+0.90
3.60 £ 0.80
4.74+0.03*
5.41 £0.14**
11.35+0.63***

Hom3/107 survivors®

0.43 +0.09
4.27 £0.07%**

0.46 £ 0.01
0.36 +£0.02
0.77 £0.10
0.49+0.12
0.83 £0.20

0.75+0.23
0.49+£0.10
0.52+0.10
0.81+£0.20
1.07+0.36

0.92+0.24
6.77 £ 0.79%**

1.47+0.12
2.17+£0.06
2.48+0.41*
3.59 £ 0.02%*
4.35+0.10%***

2.29+0.78
1.62 +£0.30
0.76 £0.01
1.85+0.54
4.12 + 0.22%**

* Locus-specific revertants.; ® Locus non-specific revertant (forward mutation).; ¢ Negative control (solvent).; ¢ Positive control.; ¢ Mean and standard deviation per three

independent experiments. * Significantly different from the negative control at £<0.05; ** P<0.01.; *** P<0.001/ one-way ANOVA-Tukey’s multiple comparison test.
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Table 4. Induction of forward mutation (can/) in haploid N123 strain of S. cerevisiae after

2,3-DMeB and 3,4-DMeB treatment.

Agent Treatment

Stationary phase — Cells treated in PBS

Negative control” 0
4NQOP 0.5 ug/mL

2,3-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

3,4-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

Exponential phase - Cells treated in PBS

Negative control” 0
4NQO° 0.5 ug/mL

2,3-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

3,4-DMeB 0.1 uM
1 uM

10 pM

100 pM

1000 uM

Survival (%)°

100
51.33+1.20

76.50 + 3.50
78.00 +£0.10
75.33 £6.98
74.50 £ 0.50
63.00 +2.00

78.33 £4.66
80.66 + 4.66
74.33 £2.33
74.00 + 1.00
62.33 £2.33

100
46.00 + 1.73

67.00+ 8.62
84.00+ 5.00
70.50 £ 10.50
61.50+ 0.50
55.66+ 1.45

69.66 +4.48
74.00 = 7.00
70.50 +0.50
66.00 +2.00
62.33 +£2.40

7 .
Can/10’ survivors®

0.86 +£0.26
14.98 £ 2.29%**

1.59+0.39
1.20+0.29
1.39+0.31
1.03+0.30
0.27 £0.03

1.06 £ 0.24
1.17+0.23
1.10+0.36
0.93+0.22
0.91+0.15

3.72+0.19

30.90 £3.11%**

6.22 £0.55*%
6.52+1.31*
5.93+£0.33*%
6.51 £0.56*
7.85+£0.37%*

4.64 +1.04
5.06 £ 0.88
5.50£0.67
6.31 £0.45*%
7.26 £0.52%*

* Negative control.; ® Positive control.; © Mean and standard deviation per three independent experiments.

Data significant in relation to negative control at *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001/one-way ANOVA—

Tukey’s multiple comparison test.

3.3. 2,3-DMeB and 3,4-DMeB cytotoxicity effects in V79 cells

In order to obtain information on 2,3-DMeB and 3,4-DMeB cytotoxicity in V79

cells the effects on cell growth based on colony forming ability were evaluated. Results in

Fig. 2 show that guanylhydrazone derivates studied have similar dose-dependent cytotoxic

effect on V79 cells. At high concentrations these guanylhydrazone derivates exerts a
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important cytotoxic effects, decreasing the relative survival to 18.3% for 2,3-DMeB and

13.7% for 3,4-DMeB at 1000 uM.
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Fig. 2. Clonogenic survival of V79 cells after treatment with 2,3-DMeB and 3,4-DMeB at different

concentrations for 3 h in medium without FBS.

3.4. 2,3-DMeB and 3,4-DMeB effects on DNA integrity in V79 cells

The induction of single-strand and double-strand breaks in the V79 cell line was
analyzed using both the alkaline and neutral versions of the comet assay. In alkaline comet
assay without metabolic activation, guanylhydrazones clearly resulted in a significant
increase in DI and DF means as compared to the control cells, however, the 2,3-DMeB
induces significant DNA breaks in all used concentrations, while to 3,4-DMeB this
increase occurs at higher concentrations (100 and 1000 uM) (Table 5, upper panel).
Interestingly, the metabolic activation results in a decrease in guanylhydrazone derivates
induced DNA damage, reducing the genotoxic effects in V79 cells (Table 5, lower panel).
In the neutral comet assay, 2,3-DMeB and 3,4-DMeB only induce significant increase in
the damage index at higher concentration (1000 pM), showed that in this concentration

these drugs can induce DNA double strand breaks (DSB) (Table 6).
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Table 5. Effects of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB in V79 cells exposed for 3 h and evaluated

by comet assay in alkaline conditions (pH~13.0) in presence and absence of metabolic

activation.

Treatment

Without metabolic activation S9

Negative Control®
MMS 40 uM
2,3-DMeB 0.1uM
1uM
10uM
100uM
1.000uM
3,4-DMeB 0.1uM
1uM
10uM
100uM
1.000uM
With metabolic activation S9
Negative Control®
CcF 45 uM
2,3-DMeB 0.1uM
1uM
10uM
100uM
1.000uM
3,4-DMeB 0.1uM
1uM
10uM
100uM
1.000uM

Damage Index *

32.85+£3.00
192.66 £ 5.03%***

55.25 £3.50*
61.50 = 6.45*
62.75 £4.57*
90.50 = 4.65%*
130.33 £ 10.21***

19.00 £2.82
41.25+6.13
39.33 £5.03
71.33 £ 7.50%**
191.00 £ 5.65%***

3250+ 4.04
82.50 £ 14.43%**

29.25+4.50
37.75+£8.13
40.25£3.30
52.25 £4.85*%
116.00 £ 5.35%*

18.25+£7.13
30.75£3.09
54.00 £4.69
68.25£3.77*
127.75 £ 8.57**

24.66 £2.51
88.00 £ 3.60%**

45.75 +2.06*
49.25 + 1.50**
49.25 + 6.07**
60.00 £+ 6.37***
69.66 + 2.08***

19.00 £2.82
39.75+£5.12
3433 £2.51
62.00 = 4.35%**
82.50 £ 2.12%**

24.80 £0.57
57.00 £ 5.77**

26.00 =£4.96
35.00 £5.94
36.50 £3.31
40.75+0.95
68.75+2.50%*

34.75£5.31
26.50 £4.04
41.00£3.91
44.75+£3.20
70.00 £2.16%**

Damage Frequency (%)*

* Mean values and standard deviation obtained from average of 100 cells per experiment total of four

experiments for each substance. ® Negative control (solvent). ¢ Positive control (MMS, without metabolic

activation or ciclophosphamide, with metabolic activation). Data significant in relation to negative control at

*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001/one-way ANOVA-Tukey’s multiple comparison test.
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Table 6. Effects of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB in V79 cells exposed for 3 h and evaluated

by comet assay in neutral conditions (pH ~ 8.0) in absence of metabolic activation.

Treatment Damage Index Damage Frequency (%)

Negative Control 23.50+2.12 23.50+2.12

MMS 40 uM 141.50 £ 5.53*** 85.00 + 2.82%**
2,3-DMeB 0.1uM 22.50+3.53 22.50+£3.53
1uM 24.00 + 2.82 24.00 £2.82
10uM 24.00 + 5.65 24.00 £5.65
100pM 35.50+3.53 24.50+£2.12

1.000pM 64.00 + 5.65%** 64.00 £ 5.65%***
3,4-DMeB 0.1uM 28.00+ 1.41 24.00 £2.82
luM 29.00 £ 1.41 23.50£0.70
10uM 26.50+0.70 25.00 £ 1.41
100pM 36.50 £2.12 31.00 £2.82

1.000pM 78.50 + 6.36%** 71.50 £ 0.70%***

"Mean values and standard deviation obtained from average of 100 cells per experiment total of four
experiments for each substance. "Negative control (solvent). “Positive control (MMS). Data significant in
relation to positive control group at *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001/one-way ANOVA-Tukey’s multiple

comparison test.

3.5. Oxidative DNA damage in V79 cells

In order to check a possible oxidant effect of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB, we used the
modified comet assay version, with lesion-specific endonucleases (FPG and ENDOIII),
which recognize certain damaged bases and create breaks. The FPG, is specific for
oxidized purines, including 8-oxo-7,8-dihydroguanine, 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine, 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine, and other ring-opened
purines (Speit ef al 2004). The Endolll recognizes oxidized pyrimidines, including
thymine and uracil glycol (Smith ez al 2006). The levels of Endolll and FPG sensitive
sites were calculated as the score obtained with enzymes minus the score without enzymes
(only with enzyme buffer), after treatment with guanylhydrazones or positive control
(H203). As can be see in Fig. 3 both guanylhydrazone derivates induce significant

oxidative damage at all concentrations used in V79 cells. The guanylhydrazones oxidative

54



scores were similar to both enzyme treatments, suggesting that these drugs can oxidize
both, purines and pyrimidines (Fig. 3). Moreover, our results showed that
guanylhydrazones treatments plus lesion-specific endonucleases induce a substantial
increase in DI, when compared to the results in the traditional alkaline comet version, thus
suggesting that the major kind of lesion can be the oxidative damage. It can be seen in Fig.
3 as well that the post-incubation with enzymes after H,O, treatment show significant

increase in DNA migration validating the assay.
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Fig. 3. DNA damage measured by comet assay in V79 cells exposed 2,3-DMeB (A) and 3,4-DMeB (B) at
37°C for 3 hour with subsequent treatment with buffer, Endolll or FPG. The levels of Endolll and FPG
sensitive sites were calculated as the score obtained with enzymes minus the score without enzymes
(buffered) after treatment with 2,3-DMeB and 3,4-DMeB or H,0,. Means and standard deviation values were
determined from an average of 100 cells per replicate, with three replicates per concentration. Data
significant in relation to positive control group at **P<0.01 and ***P<0.001/one-way ANOVA-Tukey’s

multiple comparison test.

3.6. Micronucleus assay in V79 cells
The in vitro cytokinesis-block micronucleus test is a very accurate and efficient tool

for detecting chromosomal aberrations as micronuclei in divided versus non-divided cells.
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Table 7 shows that 2,3-DMeB and 3,4-DMeB induce a similar significant increase in
micronucleated cells frequencies at higher concentrations (100 and 1000 pM) when

compared to the negative control (solvent).

Table 7. Effect of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB on proliferation and frequency of

micronucleated V79 cells after 3 hours of incubation.

Treatment Binucleated Cells(%)” Micronucleated cell
(2000 binucleated cells)”

Negative Control® 86.27 £ 6.51 21.00 £2.00

MMS*® 40 uM 46.87 £ 4.50 79.00 £1.15%*
2,3-DMeB 0.1uM 61.10 £9.54 17.00 £ 1.53
1luM 42.43 £6.03 24.00 + 1.09
10uM 40.53 £ 9.45 23.00+1.15

100uM 37.57£6.81 33.00 £ 3.00**

1.000uM 31.70 £4.58 39.00 £ 1.50**
3,4-DMeB 0.1uM 68.83 £10.02 20.00 +2.80
1uM 58.37+11.59 25.00 £2.31
10uM 50.63 £7.37 27.00 £ 1.15

100uM 4230+ 11.14 37.00 £ 1.53**

1.000uM 36.47£8.74 45.00 £ 2.16%*

"Data represent the mean + SD of three independent experiments; ® Negative control (solvent); © positive
control. Data significant in relation to positive control group at *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001/one-way

ANOVA-Tukey’s multiple comparison test.

3.7. Antifungal activity

In vitro tests for sensitivity of Candida regarding the guanilhydrazone and only
Candida strains that guanylhydrazones had an activity at concentrations with a MICs less
than 1000 puM. The 2,3-DMeB revealed a MICsy equal to 120 uM for C. dubliniensis
(strains 22, 25 and 7987) and C. tropicalis 0033-L, a MICsy =240 uM for C. dubliniensis
28, C. glabrata (strains 2001 and MG), C. guilliermondii 168, C. kefyr Y-329 and C.
tropicalis 750, and a MICsy = 480 uM for C. albicans (strains 1 0050-L and MQG), C.

dubliniensis (strains 27 and 29), C. parapsilosis (strains 4063 and I 0052-L) and C.
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tropicalis 11 0056-L, and a MICsp = 960 uM for C. albicans (strains 10231 and 18804), C.
dubliniensis (strains 23 and UFRGS 0029-L), C. krusei (strains 0037-L, 219 and 990), and
C. parapsilosis 0032-L. Already, the cytotoxic effect of 3,4-DMeB in all Candida strains
was observed only at concentrations up to 960 uM. as can see the 2,3-DMeB display a
more marked antifungal effect than 3,4-DMeB, although the MICs, values of 2,3-DMeB
are high when compared to classic antifungal itraconazole, that showed antifungal activity

in concentrations less than 1.5 pM.

3.8. Anti-trypanosomal activity

Figure 4 shows the results of guanylhydrazone tested against cultured 7. cruz cells.
While, 2,3-DMeB derivate induces a more pronounced cytotoxic effect, the 3,4-DMeB
derivate showed a subtle cytotoxic effect. The anti-trypanosomal benzonidazole was used

as positive control, and as can see it has a cytotoxic effect at least three time greater than

2,3-DMeB.
100
—a— 3 4-DMeB
X
\T; —e— 23-DMeB
2
s
=
=)
n
—®— Benzonidazole
10
0 50 100 150 200 250

Concentration (pM)

Fig.4. 7. cruz survival following treatment with guanylhydrazones. Cells were counted in a cytometric

chamber 24 h after treatment. The experiment was performed in triplicate.
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4. Discussion

Guanylhydrazones displayed a variety of biological activities as reported by many
studies (Andreani ef al, 2008; Papanastasiou et al, 2008; Wenyan et al, 2009). In this
work we evaluated the cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity of the two
guanylhydrazone derivates 2,3-DMeB and 3,4-DMeB, with described antibacterial effects
(Martins, 2004), in different biological models.

In this study, we demonstrated that 2,3-DMeB and 3,4-DMeB guanylhydrazone
derivates have a weak cytotoxic effects in bacteria and yeast (Table 1 to 4). In of the
absence of mutagenic effects in S thyphimurium (Table 1 and 2), in S cerevisiae
guanylhydrazones were able to induced mutagenic effects, depending on the yeast growth
phase. While in stationary phase these drugs were non-mutagenic to XV185-14c and N123
strains, in exponential phase an increase in mutagenic frequency can be observed (Table 3
and 4). There are many metabolic and physiological peculiarities in bacteria that could
affect the selectivity of different agents towards eukaryotic cells (Brennan and Schiestl,
1998).

In order to further evaluate the guanylhidrazone effects, we used V79 mammalian
cells. Our results shown in Fig. 2 indicate that these molecules exhibit similar cytotoxic
effects in V79 cells in dose-dependent manner. Moreover, the data of cell proliferation
using the percentage of binucleated cells (BNC) in micronucleus assay also show these
properties (Table 7). Using the alkaline comet assay in V79 cells, which detect breaks in
alkali-labile sites and DNA single- and double-strand breaks, we showed that 2,3-DMeB is
able to induces DNA breaks in all used concentrations, while 3,4-DMeB induces an
increase in DI only at higher concentrations (Table 5). In the neutral comet assay, 2,3-

DMeB and 3,4-DMeB only induce significant increase in the DI at 1000 uM, suggesting
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that is possible that in this concentration both compounds can induces DNA DSB (Table
6). This result is in concordance with micronucleus result (Table 7), since at high
concentrations a significant increase of micronucleated cells was observed.

As mentioned, the cytotoxic effect of several guanylhydrazone derivates has been
associated with loss of mitochondrial function, and this membrane depolarization can
induce production of reactive oxygen species (Toninello ef al, 1999; Eklund et al,, 2001a;
Eklund et al, 2001b; Andreani et al, 2005; Andreani ef al, 2006). In this manner, we
investigated the occurrence of base oxidation in DNA after guanylhydrazones treatment in
V79 cells using the modified comet assay employing ENDOIII and FPG proteins. The
DNA damage in V79 observed after these guanylhydrazones exposure could be a result of
free radical attack to DNA as a consequence of its ability to impose oxidative stress, since
ROS may cause base damage, SSBs, DSBs, and mutation (Halliwell and Gutteridge,
2007). In fact, the results of modified comet assay employing Endo III and Fpg enzymes
confirms the oxidative nature of the DNA damage in treated cells (Fig. 3). Moreover, the
increase in mutagenesis in yeast also can be explained by generation of free radicals, which
will be result in bases mispared in DNA and consequent point mutations, as observed in
hisl-7and lisI-1loci (Table 3).

Other guanylhydrazone derivates have been described as able to interact with DNA.
In this sense, Santos-Filho ef al (1997), using a mimetic B-DNA dodecamer
d(CGCGAATTCGCG), showed that preferential site for interaction with the
guanylhydrazones is the AT rich region in the minor groove, and it seems that this
interaction occurs through hydrogen bonding between the guanidine moiety of the drugs
and the thymine O2 and/or the adenine N3 of the B-DNA. Furthermore, some works

showed that guanylhydrazones can inhibit DNA topoisomerases (Walzer ef al, 1994;
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Ekelund e al, 2001). In these sense, we can not exclude a putative role of the interaction
between these guanylhydrazones and the DNA, which can explain, at least in part, the
increase in DNA strand breaks in V79 cells (Table 5) and the frameshift mutations in yeast
(Table 3). In this context, the DSBs observed after the guanylhydrazones exposure can
indicate the ability of these compound to interact with the DNA and/or affect the
topoisomerase activity.

It is interesting to note that discrete differences were observed to two
guanylhydrazones in yeast and V79 cells results, nevertheless the 2,3-DMeB have a more
significant effects, suggesting that the position of metoxil group substituent can play a role
in genotoxic effects of these derivates. The 3,4-DMeB have a rotational degrees of
freedom in guanidine chain in relation to aromatic ring bigger than 2,3-DMeB, since the
electrons attachment can causes pair repulsion between the oxygen in methoxyl group in
position 2 of aromatic ring and the nitrogen in guanidine moiety (Fig. 1). The rotation of
the guanidine side chain in 3,4-DMeB is less inhibited than in 2,3-DMeB, since the lone
pairs might cause repulsion between the oxygen of the methoxyl group in position 2 of
aromatic ring and the nitrogen in the guanidine moiety (Fig. 1). This repulsion makes the
2,3-DMeB is a more planar structure with decreased rotational degree, which perhaps
provide a better DNA interaction or topoisomerase inhibition.

We have also evaluated the antifungal and anti-trypanosome activities of these
guanylhydrazone derivates, and the results point to the more pronounced activities of 2,3-
DMeB. Guanylhydrazones with antifungal and anti-trypanosome have been demonstrated
by different authors (Kelly et a/, 2001; Papanastasiou ef al, 2008). Santos-Filho ef al
(1997) suggested that the guanylhydrazone derivates mechanism of action may be occur in

three different ways: (a) interaction with the organisms’ membranes, which are negatively
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charged; (b) interaction with some specific enzyme of the organism, and (c) interaction
with its DNA. The different action of 2,3-DMeB and 3,4-DMeB in these biological models
may be do to these possibilities of interaction (membranes, specific enzymes and/or DNA).
In relation of this, we showed in this work that 2,3-DMeB induces an increase in DNA
damage when compared to 3,4-DMeB. Moreover, this cytotoxic effect can be related to
ROS production, i.e. benzonidazole, used as positive control in anti-tripanosomal assay in
this work, is involved in the production of ROS and, at least in part, act by inducing
oxidative stress within the parasite (Pedrosa ef a/, 2001).

In summary, in this work we showed that the guanylhydrazone derivates 2,3-DMeB
and 3,4-DMeB possesses cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects in mammalian cells
and that can be related to its oxidative potential, or yet due a possible DNA interaction
action. In addition, these effects can be responsible to antifungal and anti-trypanosome
activities together with easy permeation through the parasite cell membrane, induced by
selective binding of the drugs to the negatively charged exterior of the fungal and parasite.
However, the mechanism of action of these guanylhydrazone derivates cannot yet be fully

understood and more data are needed to confirm these hypothesis.
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IV DISCUSSAO

Ao longo dos anos tem-se verificado um enorme avango cientifico envolvendo
pesquisas farmacoldgicas as quais visam obter novos compostos com propriedades
terapéuticas. Os excelentes resultados dos experimentos nesta area tem sido determinantes
para o aumento da qualidade de farmacos disponiveis na industria farmacéutica (Barreiro
& fraga, 2005; Viegas Jr. et al, 2006; Barreiro, 2007). Entre os compostos
farmacologicamente ativos e com efeitos terapéuticos promissores podem-se incluir as
guanilhidrazonas que sdo amplamente descritas na literatura demonstrando diversas
atividades biologicas (Papanastasiou ef a/, 2008; Andreani et al., 2008; Ming-Hon Hou et
al., 2009; Wenyan et al., 2009).

As guanilhidrazonas apresentam custos acessiveis e suas sinteses sdo relativamente
faceis, podendo entdo se tornar apropriadas para o uso em paises pobres. O amplo espectro
de atividades biologicas dos produtos sintetizados justifica a necessidade de maior
conhecimento das potencialidades e limitagdes destes compostos. Deste modo, no presente
estudo, buscou-se investigar a citotoxicidade, a genotoxicidade, o poder oxidativo e as

atividades biolégicas dos dois derivados de guanilhidrazonas (2,3-DMeB e 3,4-DMeB).

1. Citotoxicidade dos derivados de guanilhidrazonas

No capitulo I foram apresentados experimentos realizados para elucidagcdo da
citotoxicidade dos derivados de guanilhidrazonas: Teste Sa/monella/ microssoma, ensaios
em Saccharomyces cerevisiae, e ensaios em V79.

Para o teste de citotoxicidade em Sa/monella/microssoma foi utilizada a linhagem
TA100 de S typhimurium que foi exposta a concentragdes crescentes dos dois derivados de
guanilhidrazonas (2,3-DMeB e 3,4-DMeB), ambos os derivados apresentaram um efeito
citotdxico em concentracdes acima de 200 pg na auséncia do sistema de metabolizagdo S9-
mix (Capitulo I, Item 3.1).

A citotoxicidade na levedura S cerevisiae, foi analisada nas linhagens haploides
N123 e XV185-14c, pelo teste viabilidade celular, onde ambas as linhagens foram expostas

aos dois derivados de guanilhidrazonas em concentragdes crescentes. Os dados
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demonstram uma importante redugdo na viabilidade celular nas concentragdes mais altas
dos dois derivados e que o derivado 2,3-DMeB exibe um maior efeito citotoxico em
relacdo o derivado 3,4-DMeB (Capitulo I, Tabela 3 e 4).

Quando analisada a citotoxicidade em células de mamiferos V79, empregando o

ensaio de sobrevivéncia clonogénica, os resultados demonstraram estar de acordo com os
apresentados em bactéria e em levedura, onde foi possivel também observar que os
derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB mostram um efeito citotoxico somente em altas
concentragdes (Capitulo I, Figura 2).
Percebe-se que os dois compostos apresentaram efeito citotoxico nos trés organismos de
forma similar, onde se verificou que estes derivados s@o citotoxicos quando utilizados em
altas concentragdes. Os efeitos citotoxicos de varios derivados de guanilhidrazonas tém
sido associados inibicdo da respiragdo mitocondrial afetando o complexo I e III da cadeia
transportadora de elétrons, resultando na reducdo da producdo de ATP, e
conseqiientemente a perda do potencial de membrana mitocondrial, podendo levar a morte
celular ou ter como conseqiiéncia a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Toninello et al., 1999; Eklund ef al, 2001a; Eklund ef a/, 2001b; Andreani ef al. 2005;
Andreani et al., 20006).

2. A genotoxicidade dos derivados de guanilhidrazonas

Para avaliacdo da genotoxicidade foram utilizados experimentos com bactérias
(teste Salmonella/microssoma), leveduras (ensaios nas linhagens N123 e XV185-14c) e
células de mamiferos em cultura (ensaio cometa em condi¢des de pH alcalino e neutro, e o
teste de micronucleos).

Nos ensaios com a bactéria S. fyphimurium os compostos 2,3-DMeB e 3,4-DMeB
ndo foram capazes de induzir mutacdes nas diferentes linhagens. Ao contrario do ocorrido
no teste Sa/monella/microssoma, na levedura S. cerevisiae durante a fase exponencial em
auséncia de crescimento quando exposta aos dois derivados de guanilhidrazona, ambos os
derivados induziram mutagdes nas concentracdes de 100uM e 1000uM, nos loci Azsi-7
(mutacdo mussense), lysi-1 (mutacdo forward) e hom3-10(mutacdo frameshifi) (Capitulo I,
Tabela 3). Embora o mecanismo de agdo destes derivados em nivel de DNA ainda

permanega ndo elucidado, a possivel explicagcdo para estes resultados possa ser devido a
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diferencas no metabolismo de bactérias e leveduras, em fungdo da permeabilidade da
membrana e desintoxicacdo em sistemas celulares, o que pode explicar os diferentes
resultados obtidos nestes modelos bioldgicos (Brennan & Schiestl, 1998).

Quando empregamos a técnica do ensaio cometa na condi¢@o alcalina, o derivado
2,3-DMeB induziu danos ao DNA em todas as concentracdes utilizadas, enquanto o
derivado 3,4 -DMeB induziu danos somente em altas concentragdes (Capitulo I, Tabela 4).
O aumento de quebras no DNA em células V79 e as mutagdes frameshifi em levedura pode
ser resultado da interacdo do DNA com estes derivados guanilhidrazonas, de uma forma
direta ou indireta. O ensaio cometa alcalino detecta principalmente quebras simples e
duplas na fita de DNA, eventos de reparo por excisdo incompleto, sitios alcali-labeis,
danos oxidativos ao DNA, ligagdes cruzadas entre moléculas de DNA (Tice et al, 2000;
Lee & Steinert, 2003; Collins 2004; Burlinson ef a/, 2007). No ensaio cometa neutro
ambos os derivados, induziram um aumento significativo nos indices e nas freqiiéncias de
danos no DNA em altas concentracdes, sugerindo que ambos os compostos possam induzir
quebras duplas no DNA (Capitulo I, Tabela 5).

Estes resultados estdo em concordancia com o resultado do teste de micronucleos
(Capitulo I, Tabela 7), uma vez que em altas concentracdes ocorreu um aumento
significativo das células com micronticleos. Outros derivados de guanilhidrazonas também
tém sido descritos como capazes de interagir com o DNA. Neste sentido, Santos-Filho et
al. (1997), usando miméticos de cadeia B-DNA, demonstrou a interagdo preferencial do
terminal guanidinico catidnico com os pares de bases A-T(Adenina-Timina) na regido da
fenda menor. Esta interagdo parece ocorrer principalmente através das pontes de
hidrogénios entre a fracdo guanidinica da droga e os atomos N(3) endociclico da adenina,
e/ou O(2) exociclico da #imina da cadeia B-DNA. Além disto, outros trabalhos
demonstraram que as guanilhidrazonas podem inibir as DNA topoisomerases (Walzer ef
al., 1994; Ekelund ef a/, 2001a).

Cabe ser ressaltado que foram observadas diferengas discretas para as duas
guanilhidrazonas em células de levedura e cultura de células V79. No entanto, a 2,3-DMeB
apresentou um efeito mais significativo em relagdo ao dano ao DNA, sugerindo que a
posi¢do do grupo substituinte metoxil pode interferir nos efeitos genotoxicos destes
derivados (LaFrate ef a/, 2008). O composto 3,4-DMeB apresenta um grau de liberdade

rotacional na cadeia guanidinica em relagdo ao anel aromatico maior que o composto 2,3-

70



DMeB, uma vez que os elétrons podem causar repulsa entre o par de oxigénio no grupo
metoxil na posi¢do 2 dos anéis aromaticos e as do nitrogénio na por¢do guanidinica (Figura
3).Esta repulsdo torna o composto 2,3-DMeB com uma estrutura mais planar com uma
redugdo rotacional, o que faz com que ele tenha uma melhor interagdo com o DNA ou

iniba as topoisomerases.
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Figura 3. Mecanismo conformacional dos derivados de guanilhidrazonas, (A) 2,3-DMeB e

(B) 3,4-DMeB.
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3. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado utilizando a técnica do cometa modificado com
enzimas envolvidas na remog¢ao de danos oxidativos, as endonucleases 111 (Endo III) e a
formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg), que detectam purinas e pirimidinas oxidadas.
O tratamento com as enzimas de reparacdo de DNA antes da eletroforese permite a
identificacdo do tipo de dano especifico causado (Medina ef a/, 2008; Viau et al., 2009).

Verificou-se que os derivados de guanilhidrazonas 2,3-DMeB e 3,4-DMeB
promoveram um importante aumento de danos ao DNA, sugerindo que estas quebras
podem ser causadas por espécies reativas de oxigénio (Capitulo I, Figura 3). O aumento de
radicais livres dentro das células é responsavel, pelo menos em parte, pelas quebras do
DNA, que foram observadas pelo ensaio cometa e teste de micronticleos. Devido a estes
resultados e juntamente com o fato de que este aumento foi observado em todas as
concentragdes utilizadas, pode-se sugerir que, os derivados de guanilhidrazonas induzem
danos oxidativos do DNA. Como mencionado anteriormente o efeito citotoxico de muitos
derivados das guanilhidrazonas tem sido associado pelo menos em parte com a perda da
fun¢do mitocondrial, causando despolarizagdo da membrana e induzindo EROS (Toninello
et al., 1999; Eklund ef al., 2001a; Eklund ef a/, 2001b; Andreani ef a/., 2005; Andreani et
al., 2006).

4. Atividades Bioldgicas

Entre as varias acdes bioldgicas dos diversos derivados de guanilhidrazona que tém
sido demonstradas na literatura, se incluem as atividades antifiingicas e anti-tripanossomas
(Kelly et al, 2001; Martins et al, 2004; Papanastasiou et al, 2008). Desta forma
avaliamos a acdo antifungica por determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria, e a
acdo anti-tripanossoma através de sua toxicidade em cepas de 7Trypanosoma cruz.

O derivado de guanilhidrazona 2,3-DMeB demonstrou uma acdo antifingica e anti-
tripanossoma, mais pronunciada que o derivado 3,4-DMeB. A a¢do apresentada pode estar
relacionada a producdo EROs, pois a acdo do benzonidazol, utilizado como controle
positivo no teste anti-tripanosoma, esta envolvida na produ¢do de EROs e pode estar

agindo através da indugdo de estresse oxidativo dentro do parasita (Pedrosa ef a/, 2001). A
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principal caracteristica estrutural mostrada pelas guanilhidrazonas ¢ o terminal cationico;
esta parte da estrutura sugere ser de grande importancia nas propriedades microbianas
apresentadas por esses compostos (Sundberg ef al, 1990). Santos-Filho et al (1997),
utilizando métodos de modelagem molecular, principalmente da metodologia de
atracamento molecular (Docking), verificou a interagdo de guanilhidrazonas com o DNA.
Posteriormente, estudos das interagdes de guanilhidrazonas com micelas de Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS) e Brometo de Cetil Trimetil Amonio (CTAB) mostraram que a
atividade destes compostos estd relacionada com sua capacidade de diferenciar entre
micelas catidnicas e anidnicas, sugerindo que o mecanismo de a¢cdo destes compostos pode
ser através de interacdo com a membrana plasmatica dos parasitas (Borges, 2001).
Messeder (1995) sintetizou guanilhidrazonas aromaticas mono e dissubstituidas e
relacionou qualitativamente a estrutura destas com suas atividades anti- 7ripanossoma
cruzi. Todas as guanilhidrazonas foram sintetizadas sob a forma de cloridratos e testadas in
vtiro sobre as formas tripomastigotas sanguineas do 7. cruz. Os resultados sugeriram uma
maior atividade nos compostos cuja cadeia lateral amino guanidinica possui rotagdo livre
ou ndo coplanaridade com o anel aromatico. Embora a estrutura 3,4-DMeB (Figura 3-A)
possua uma liberdade rotacional da cadeia guanidinica maior em relagdo a 2,3-DMeB
(Figura 3-B), esse ultimo derivado também possui possibilidades rotacionais. Assim, o
efeito bioldgico maior observado no derivado 2,3-DMeB possa estar relacionado a sua
estrutura mais planar com reducdo rotacional, o que faz com que ele tenha uma melhor

interagdo com o DNA ou iniba as topoisomerases, como mencionado anteriormente.
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V CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias de citotoxicidade,

genotoxicidade e mutagenicidade dos derivados de guanilhidrazona 2,3-DMeB e 3,4-

DMeB, em sistemas procariotos e eucariotos:

v

Os derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB nao induziram mutacgdes frente as linhagens
TA97a, TA98, TA100, TA102, TA1535 de Salmonella typhimurium em presencga
ou auséncia de metabolizacdo (S9-Mix), no entanto, mostraram uma resposta
mutagénica para as linhagens N123 e XV185-14c de levedura,em fase exponencial

de crescimento;

As andlises de citotoxicidade realizadas na levedura Saccharomyces cerevisiae,
indicam que os derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB tem um moderado efeito

citotoxico;

Nas células de fibroblastos de pulmdo de hamster chinés em cultura (linhagem
V79) as concentracdes citotdxicas observadas para ambos os derivados foi acima

de 100pM;

Os indices e freqiiéncias de danos sobre o DNA, detectados pelo ensaio cometa
alcalino em células V79, na presenga ou auséncia do sistema de ativacdo
metabolica (S9-Mix), indicam que os derivados de guanilhidrazona 2,3-DMeB e

3,4-DMeB induzem quebras de cadeias no DNA;

Os indices e freqiiéncias de danos sobre o DNA, detectados pelo ensaio cometa
neutro em células V79, na auséncia do sistema de ativagdo metabolica, indicam que
os dois derivados de guanilhidrazonas, induzem quebras duplas no DNA em altas

concentragoes.

O ensaio cometa modificado, com as enzimas ENDOIII e FPG em células V79,

demonstra os derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB geram danos oxidativos;
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v Os derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB aumentam a freqiiéncia de micronacleos nas

concentragdes de 100uM e 1000uM;

v O derivado 2,3-DMeB mostra um efeito antifungico e anti-tripanossoma.

Desta forma, pode-se concluir que as guanilhidrazonas 2,3-DMeB e 3,4-DMeB
apresentaram estas respostas relacionadas principalmente ao potencial oxidativo ou ainda a

sua possivel interacdo com o DNA.
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VI PERSPECTIVAS

Este estudo demonstrou algumas informagdes importantes a respeito das atividades
dos derivados de guanilhidrazona 2,3-DMeB e 3,4-DMeB, e para complementar estas

informagdes tem-se como perspectivas:

v Avaliar a influéncia dos derivados 2,3-DMeB e 3,4-DMeB na reparagdo do DNA
utilizando linhagens Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes em

enzimas envolvidas nas principais vias de reparacao;

v Avaliar o efeito dos derivados de guanilhidrazona 2,3-DMeB e 3,4-DMeB, em

linhagens tumorais;

v" Determinar a atividade genotoxica em células em diferentes tecidos, tais como,
cérebro, figado, medula 6ssea e linfocitos de ratos tratados com ambos os

derivados;

v Quantificar os niveis das enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e também da glutationa, antes e depois do tratamento das células com os

derivados 2,3-DMeB ¢ 3,4-DMeB.
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