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Epigrafe

“Cada sonho que vocé deixa para
trés, € um pedaco do seu futuro que

deixa de existir”.

Steve Jobs



RESUMO

A classe de compostos denominada semicarbazona e tiossemicarbazonas possui uma vasta
gama de propriedades bioldgicas e por isso é estudada em varios modelos experimentais em
busca de propriedades farmacologicas. Uma das atividades bioldgicas mais relevantes dessa
classe é a sua acdo citotdxica e antitumoral. Frente ao exposto a presente pesquisa avaliou 0s
efeitos  toxicogenéticos e apoptéticos do carbonicdihydrazide, N"-[(1E)-1-(4-
metilphenyl)ethylidene]-N"'-[[(phenylmethyl)amino]thioxomethyl]-  (4-OH-BN-NCS) em
camundongos Swiss. Foram utilizados 25 animais, dividido em 5 grupos, sendo um grupo
controle negativo com veiculo, um grupo controle positivo com a ciclofosfamida, e trés
grupos 4-OH-BN-NCS, com as doses de 25, 50, e 100mg/kg. Os resultados indicaram que o
composto € genotoxico, ndo é mutagénico e possui atividade apoptética quando os animais
foram tratados na dose de 100mg/Kg. Esses fatos permitem considerar que o composto

testado, possui efetiva capacidade de causar danos genéticos e apoptose.

Palavras-chave: Tiossemicarbazona, apoptose, testes de mutagenicidade, ensaio cometa,

ensaio do micronucleo, cancer.



ABSTRACT

The class of compounds called semicarbazone and thiosemicarbazone has a wide range of
biological properties and is therefore studied in various experimental models in search of
pharmacological properties. One of the most relevant biological activities of this class is its
cytotoxic and anti-tumor action. With this in mind this study evaluated the effects of genetic
toxic and apoptotic carbonicdihydrazide, N "-[(1E)-1-(4-metilphenyl) ethylidene]-N"-
[[(phenylmethyl)amino] thioxomethyl]-(4-OH-BN-NCS) in Swiss mice. Twenty five animals
were used and they were divided into five groups, where in one group was negative control
with vehicle, one positive control group with cyclophosphamide, and three 4-OH-BN-NCS
groups at doses of 25, 50 and 100mg/kg. The results indicated that the compound is
genotoxic; it is not mutagenic and has apoptotic activity when animals were treated at a dose
of 100mg/kg. These facts support the conclusion that the tested compound has effective

capacity to cause genetic damage and apoptosis.

Keywords: Thiosemicarbazone, apoptosis, mutagenicity tests, comet assay, micronuclei assay,

cancer.
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1. INTRODUCAO

Os derivados da classe das semicarbazonas e tiossemicarbazonas tem demonstrado
uma potente e seletiva atividade contra multiplos tipos de cancer, dando suporte para avaliar
0s seus mecanismos moleculares de agdo. Avancos significativos tém sido realizados para
entender como esses agentes quelantes ndo somente modulam o metabolismo celular do ferro,
mas também, as multiplas vias de sinalizacdo implicadas na progressdao do tumor e de

metastases?.

Estudos sugerem que o cancer pode ser induzido por eventos genotoxicos e/ou
mutagénicos sendo reconhecida uma correlacao entre eles. Diversos ensaios bioldgicos podem
ser realizados para predizer a interacdo de carcindgenos quimicos com o DNA e suas
repercussdes na saide®**, bem como podem ser direcionados para inferir acdo quimioterapica
de compostos visto que o0 aumento de lesdes no DNA, seguido do aumento da taxa apoptose
podem ser uma boa estratégia e mecanismo de acdo de um composto com potencial

quimioterapico>® "8,

Como o cancer é uma importante questdo de saude publica na atualidade a busca de

9,10 11,57

novos compostos com capacidade de prevenir”— ou tratar—', essa doenca se tornam cada

vez mais importante. Diversos medicamentos anticancer estdo disponiveis no mercado®. No
entanto, a eficiéncia e a seletividades desses medicamentos ainda ndo sio as ideais™**.
Assim, na corrida pela busca de drogas mais eficientes, mais seletivas, e, portanto, com menos
efeitos toxicos, a area de sintese organica tem ganhado cada vez mais atencdo™®, e a
estratégia de planejamento de analogos a partir de grupos funcionais descritos pode ser uma

boa opcao.

Uma das classes de compostos funcionais que se destacam atualmente com atividade
anticancer sdo as semicarbazonas e as tiossemicarbazonas. Essas podem agir como compostos
anticancer principalmente porque tem a capacidade de interagir com o DNA e ou inibir a sua
sintese. Além disso, sdo capazes de agir como inibidores enzimaticos, principalmente pela
complexacdo de metais enddgenos ou por meio de reacdes redox, sendo ainda capazes de

mimetizar a ac&o de outras enzimas'’*%.
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|19,20

Além da atividade antitumora também estdo descritas para as semicarbazonas e

tiossemicarbazonas as atividades citotoxical®?1:2223.24.25 26-, 24

28,29

, antifangica®" %, antiparasitaria®’ e

anticonvulsivante

Estudos atuais tem demonstrado forte interesse na vasta gama de atividades bioldgicas
e no largo espectro de acdo dos compostos tiossemicarbazonas, principalmente quanto aos
seus efeitos antitumorais®®. Diante disso, este experimento se valeu de ensaios biolégicos de
genotoxicidade, mutagenicidade e apoptose, para descrever os efeitos genotoxicos,
mutagénicos e apoptdticos do carbonic dihydrazide, N"-[(1E)-1-(4-metilphenyl) ethylidene]-
N"'-[[(phenylmethyl) amino] thioxomethyl] - (4-OH-BN-NCS), em camundongos Swiss.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Tiossemicarbazonas

Apesar de recentes avancos, o tratamento do cancer permanece ainda ndo padronizado
devido a multiplicidade de tipos de tumor e a sua consequente resisténcia terapéutica. O ferro
é um elemento caracteristico para uma grande variedade de processos metabdlicos, incluindo
a sintese de DNA e a transducdo de energia. Devido a alta capacidade proliferativa a célula
cancerigena possui uma demanda metabdlica por ferro maior que a célula normal. Deste
modo o metabolismo do ferro representa um fator importante para o cancer, que pode ser alvo
de ligantes que se vinculam e sequestram o ferro intracelular. De fato 0s novos agentes
guelantes como as tiosemicarbazonas atuam com dupla acdo, como se ligar ao ferro
intracelular e na producdo de reacdo de oxirreducdo, demonstrando seletividade e poténcia

tanto in vivo quanto in vitro em vérios tipos de tumores®.

Esses compostos possuem ampla versatilidade farmacologica e através de suas
especificidades estruturais, podem desempenhar diversas atividades especificas. De modo
geral pode-se dizer que tiossemicarbazonas agem, como inibidores de enzimas, através da
complexacdo de metais endégenos, agem através de oxirreducdo ou através inibicao da sintese
de DNA, possivelmente pelo blogueio da enzima ribonucleotideo difosfato redutase (RNR).
Além disso, alguns complexos metalicos desses ligantes apresentam a habilidade de

mimetizar a ac&o de certas enzimas'®.

Além do consideravel interesse cientifico dos compostos tiossemicarbazonas, devido
as suas importantes propriedades quimicas e biolégicas, tais como antitumoral®,

|34_

antibacteriana®, antiviral**-, antiprotozoéria®, citotoxica®, dentre outras. A que vem sendo

alvo de amplos estudos é sem ddvida a sua atividade anticancer®.

A enzima ribonucleotideo difosfato redutase (RNR) vem sendo relacionada como um

37,38,

alvo promissor na terapia do cancer . Esta enzima existe em todas as células vivas e

apresenta funcdo catalizadora na sintese dos desoxiribonucleotideos, necessarios para sintese
do DNA* % Portanto os Inibidores desta enzima séo extremamente efetivos em bloquear a

sintese do DNA, por conta dos baixos niveis de dexorriboncleotideos **2.
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A gentamicina e a hidroxiuréia sdo os Unicos inibidores desta enzima aprovados pela
“Food and Drug Administration (FDA)”, sendo que a hidroxiuréia atua na subunidade R2 da
enzima®. A hidroxiuréia, entretanto, é pouco efetiva uma vez que possui pouca afinidade pela

RNR e um tempo de meia-vida mais curto no plasma*.

Dentre outras substancias conhecidas por também apresentarem atividade inibitoria
sobre esta enzima a RNR, estdo as tiossemicarbazonas, essas substancias sdo 1000 vezes mais
potentes que a hidroxiuréia para inibir a ribonucleotideo difosfato redutase em células da
leucemia L-1210*. Além disso as moléculas de tiossemicarbazidas apresentam facilidade de
sintese devido ao baixo custo dos reagentes de partida e facilidade de manipulagdo®.

A oxirreducdo do sitio catalitico do ferro no complexo tiossemicarbazona é
fundamental para a sua atividade anticancer, resultando em dano oxidativo e inibi¢cdo do
ribonucleotideo redutase RNR. Testes in vivo mostram que algumas tiossemicarbazonas

mostram potencial no tratamento do cancer tanto quantos as drogas quimioterapicas®.
2.2. Ensaios Bioldgicos

Cancer é uma das principais causa de mortalidade humana em todo o mundo®’. A
maioria dos tecidos cancerigenos mostra um complexo nudmero de aberragdes

48,49

cromossémicas . A inducdo e acumulo de dano genético pode causar instabilidade

gendmica e isto é conhecido como um passo crucial para o desenvolvimento do cancer®.

Os carcindgenos industriais e outros agentes com potencial genotdxico podem causar a
alteracdo da expressdo génica, ocasionando o crescimento de células anormais e o0 desarranjo
da funcdo normal das células. Estes fendmenos portanto, podem resultar em instabilidade

gendmica e possivel desenvolvimento da carcinogénese®.

A avaliacdo do risco de cancer e dano genético pode ser determinada pelos ensaios de

genotoxicidade; incluindo o ensaio do cometa e ensaio do micronucleo.

Estes ensaios sdo testes aprovados oficialmente pela Organizacdo para a Cooperacgéo e

Desenvolvimento Econémico (OCDE), como guidelines, para avaliacdo de genotoxicidade®.

Deste modo a combinacgdo de ambos os testes in vivo, 0 ensaio do cometa e ensaio do

micronucleo tem sido aplicados com sucesso para avaliacdo do potencial de genotoxicidade e
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mutagenicidade e a possivel relagdo com a carcinogénese. Podendo deste modo serem
aplicados em estudos para deteccdo de potenciais carcindgenos, com consequente prevencao

do cancer e desenvolvimento de substancias visando o seu tratamento®”.
2.2.1. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa possui uma série de vantagens, por ser um teste rapido, de alta
sensibilidade e com flexibilidade de mensurar a capacidade de quebra do filamento do DNA

no nivel celular®.

Foi inicialmente estabelecido por Ostling e Johanson em 1984, tendo sido largamente
utilizado para estudar a quebra da cadeia do DNA a nivel celular, tanto in vitro quanto in vivo.
O ensaio do cometa €, portanto um biomarcador para detectar suscetibilidade genética e danos

do DNA relacionado com a carcinogénese®.

O principio do ensaio do cometa e realizado pela detec¢do das quebras de cadeia do
DNA que séo identificadas como se fossem iguais a cauda de um cometa, formado pelos
fragmentos do DNA nas células. Apds a lise e a acdo de eletroforese, as cargas negativas dos
fragmentos de DNA migram para fora da célula em direcdo ao anodo, apOs preparo em
laminas e colocadas em cuba de eletroforese e aparecem na forma de um cometa, sendo

visualizadas posteriormente em microscopia de fluorescéncia.
2.2.2. Ensaio do Micronucleo

O ensaio do micronucleo (MN) é um teste para identificacdo de produtos quimicos,
qgue provocam genotoxicidade e mutagenicidade, o qual detecta um fragmento de DNA,
ocorrido durante a divisdo celular, localizados no citoplasma, envolto em uma pequena
membrana nuclear. O testes MN positivos suportam fortes evidencias de mutagenicidade

sistémica e resultados negativos suportam a conclusdo que n&o houve mutagenicidade®.

Os microndcleos sdo formados por pequenos corpos contendo fragmentos
cromossémicos, a célula micronucleada. Uma célula que sofreu dano estrutural cromossémico
na intérfase pode resultar na formagdo de um fragmento cromatidico, sem centrdmero
(acéntrico), durante a mitose, a reconstru¢cdo da membrana nuclear ao redor do fragmento

cromatidico produz um microntcleo (MN), o qual pode ser identificado na célula filha™.
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O ensaio do micronucleo exibe alta confiabilidade, rapidez de execucdo e largo
espectro de determinacdo do nivel de dano cromossémico (rastreamento da instabilidade

cromossomica)°’.

E um teste rapido e possui facilidade de anélise dos dados, utilizando amostras de
sangue periférico, com esfregacos em laminas e apos fixacao e coloragdo com alaranjado de

acridina é feita a analise por meio de microscopia de fluorescéncia™.
2.2.3. Apoptose

A apoptose celular, ou morte celular programada € um processo essencial para a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar células
supérfluas ou defeituosas™. Em 1965, foi proposto o temo “morte celular programada” para
designar um tipo de morte celular que ocorre de forma néo acidental®. Em 1972, Kerr, Wyllie

e Currie sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo de morte celular®®,

A apoptose ocorre nas mais diversas situagdes, como por exemplo, na organogénese e
hematopoese normal e patoldgica, na reposicdo fisiologica de certos tecidos, na resposta

inflamatéria e na eliminacéo de células ap6s dano celular por agentes genotéxicos®.

A apoptose tem caracteristicas marcantes e coordenadas, € um fendmeno bastante
rapido onde ocorre retracdo da célula com perda de aderéncia com a matriz extracelular e
células vizinhas, rotura da membrana das mitocondrias, condensacdo da cromatina,
desintegracdo, prolongamento e ruptura da membrana celular, originando estruturas que
englobam o contetddo celular, formando corpos apoptoticos. Estes corpos apoptoticos sdo

rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar processo inflamatério®.

A demonstracdo de que a apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplasica e
que varios agentes quimioterapicos agem através da inducdo desse tipo de morte celular,
levou a uma intensa investigacdo dos mecanismos moleculares da apoptose e sua aplicacdo no

tratamento do céncerGZ.

Evidéncias indicam que uma falha no mecanismo de apoptose pode desencadear o
cancer ou doencas autoimunes. Sob muitas condigdes de estresse, como nas lesdes pre-

cancerigenas, a ativacao dos checkpoints (pontos de checagem) no ciclo celular, para remover
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danos do DNA, através da via de ativacdo da apoptose, pode bloquear a evolugdo da
63,64

carcinogénese

Defeitos na morte celular programada (apoptose), desempenha um importante papel
no desenvolvimento dos tumores, permitindo que as células neoplésicas sobrevivam além da
sua vida util, dando tempo para acumulagdo de alteracbes genéticas que desregulam a

proliferacdo celular, promovendo a angiogénese e progresséo do tumor®.

Defeitos nos mecanismos de reparo do DNA, leva a célula ao suicidio programado
(apoptose) como um mecanismo de defesa, para erradicacdo de instabilidade genética celular,
portando a falha neste mecanismo de defesa, permite a sobrevivéncia de células

geneticamente instaveis, fornecendo oportunidades para o desenvolvimento do cancer®®.

A apoptose é um programa de morte celular extremamente regulado e de grande
eficiéncia, que requer a interacdo de inlimeros fatores moleculares e bioquimicos®’. Os
mecanismos moleculares sdo regulados através da expressdo de proteinas anti-apoptdticas
como o Bcl-2 e pr6é apoptdticas como Bax. Estimulos como o dano do DNA, levam ao

aumento da expressdo das proteinas pré-apoptéticas induzindo, portanto a apoptose®®.

O inicio da cascata da via intrinseca da apoptose € ativada por estresse intracelular ou
extracelular, como a privacdo de fatores de crescimento, danos do DNA, hipdxia ou ativacédo
de oncogenes. Estes sinais sdo codificados em respostas, e esses insultos convergem
principalmente para a mitocondria. Esta organela integra os estimulos de morte celular,
induzindo a permeabilizacdo mitocondrial com a liberacdo da proteina Bax (pro-apoptotica) a
associacao/inibicdo da Bcl-2 (anti-apoptdtica), induzindo a liberacdo da APAF-1(fator de
ativacdo de protease associada a apoptose), que em associacdo com o citocromo c, ativa a

caspase 9 e caspase 3, induzindo dessa maneira a apoptose®’.

Na via extrinseca a combinacgdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana, da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF), é capaz de

ativar a cascata das caspases’’.

Existem fortes evidéncias da participacdo da proteina p53 na supressdo do
desenvolvimento do cancer. Esta proteina participa na regulagéo do ponto de checagem de G1

no ciclo celular, que tem fundamental importancia na manutencdo da integridade do genoma,
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pois permite a acdo de mecanismos de reparo do DNA ou a remocéo de células danificadas

através do processo de apoptose’*-.

Danos no DNA promovem a super-expressdo e consequente ativacdo da p53,
resultando em parada do ciclo celular em G1 e iniciando o reparo do DNA. Depois de
realizado o reparo, a p 53 aumenta a transcricdao da proteina a mdm-2 que age como inibidora
da p53. A proteina mdm-2 se associa entdo a p53, revertendo o bloqueio do ciclo celular e

promovendo o avanco para a fase S’

Portanto quando os danos do DNA n&o séo passiveis de reparo, ocorre a ativacdo da
apoptose”. MutagBes no gene p53 resultam em um descontrole do ponto de checagem G1 do
ciclo celular, possibilitando que células danificadas progridam para fase S do ciclo celular,

sem reparar as lesdes, ou entrar em apoptose’.

Evidencias demonstram que a resisténcia das células a apoptose desempenha um papel

central no desenvolvimento e progresséo de alguns tipos de cancer’.

O sucesso de cada estratégia terapéutica, na atuacdo das drogas anti-neoplasicas contra
as células cancerigenas, esta na capacidade destas drogas interferirem nas vias de sinalizacédo
da apoptose, objetivando inibir a super-expressdo de proteinas anti-apoptética ou estimulando

a expresséo das proteinas pré-apoptéticas’®.

Dando continuidade a linha de pesquisa em carcinogénese e cancer experimental no
Programa de P6s-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, testamos
um composto derivado da tiossemicarbarbazona: o N"-[(1E)-1-(4-metilphenyl) ethylidene]-
N"-[[(phenylmethyl) amino] thioxomethyl] - 4-OH-BN-NCS, desenvolvido no instituto de
quimica da UFMS e testado por meio de ensaios bioldgicos, com relacdo a toxicogenética e a
inducdo de apoptose, no Laboratério do centro de estudos em célula-tronco, terapia celular e
genética toxicologica (CETROGEN), NHU/UFMS.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Estudar com uso de ensaios bioldgicos os efeitos do composto 4-OH-BN-NCS

derivado da tiossemicarbazona, em modelo experimental.

3.2. ESPECIFICO

Estudar com uso de ensaios bioldgicos, (ensaio do cometa, ensaio do micronucleo e
ensaio da apoptose) os efeitos genotoxicos, mutagénicos e apoptoticos do composto 4-OH-

BN-NCS derivado da tiossemicarbazona, em modelo experimental de camundongos swiss.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Agentes Quimicos
4.1.1. Ciclofosfamida:

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico Ciclofosfamida (itaca
Laboratdrios - Fosfaseron®, REG. M.S. No. 1.2603.0056.002-1; Batch 063020, Brasil), um
agente alquilante de agéo indireta, para a inducédo de danos no DNA. O mesmo foi preparado
em solucéo salina 0,9% (NaCl 0,9%), pH 7,4 e administrado na dose de 100mg/Kg de peso

corporeo (p.c.), por via intraperitoneal (i.p.) em dose unica (Oliveira et al., 2015).
4.1.2. 4-OH-BN-NCS

O composto-teste carbonic dihydrazide, N"-[(1E)-1-(4-metilphenyl) ethylidene]-N"-
[[(phenylmethyl) amino] thioxomethyl]-denominado como 4-OH-BN-NCS foi sintetizado por
CSS Tozatti, sob orientacdo de DP Lima, em sua tese de doutorado e como a sintese envolve

processo de patente a mesma ndo sera descrita nesse estudo.

O 4-OH-BN-NCS foi diluido em alcool e, em seguida, em solugéo salina 0,9% sendo a
proporcéo final de etanol igual 1%. Apo6s foi administrado aos animais nas doses de 25, 50 e
100 mg/kg (p.c., i.p.). Essas doses foram determinadas em experimentos pilotos (dados nédo

apresentados).
4.2. Animais

Para a realizacdo dos experimentos utilizou-se 25 camundongos machos da linhagem
Swiss (Mus musculus), provenientes da Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e
Vegetal (IAGRO). Os animais foram mantidos em caixas de polietileno recobertas por cepilho
e alimentados com ragdo comercial (Nuvital®) e agua filtrada ad libitium. Em ambiente
controlado, foram mantidos sob condi¢Oes padronizadas de temperatura (22 £2°C), umidade
relativa (55 £10%) e luminosidade (fotoperiodo de doze horas; 12 horas de claro: 12 horas de
escuro) em rack ventilado ALESCO®. O experimento foi conduzido segundo as diretrizes da
Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais e com aprovacdo do Comité de Etica no Uso
dos Animais da UFMS (Protocolo # 399/2012).
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4.3. Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=5 animais/grupo), os quais

foram submetidos aos seguintes tratamentos:

Grupo 1- Controle: os animais receberam uma administragdo de solucéo salina 0,9%
(veiculo da ciclofosfamida) e outra solugdo salina 0,9% acrescida de etanol 1% (veiculo do 4-
OH-BN-NCS), ambas na proporgao de 0,1 mL/10g (p.c., i.p.).

Grupo 2- Ciclofosfamida: os animais receberam a administragdo de ciclofosfamida
na dose de 100 mg/Kg (p.c., i.p.) e outra de solugdo salina 0,9% a 1% de etanol (veiculo do 4-

OH-BN-NCS, oleo de milho, ip) na proporg¢do de 0,1 mL/10g (p.c., i.p.).

Grupos 3 =25 + 4-OH-BN-NCS: os animais receberam solugao salina 0,9% (veiculo
da ciclofosfamida) na proporgdo de 0,1 mL/10g (p.c., i.p.) e outra de 4-OH-BN-NCS na dose
de 25 mg/Kg (p.c., i.p.).

Grupo 4 - 50 + 4-OH-BN-NCS: os animais receberam solugdo salina 0,9% (veiculo
da ciclofosfamida) na proporgdo de 0,1 mL/10g (p.c., i.p.) e outra de 4-OH-BN-NCS na dose
de 50 mg/Kg (p.c., i.p.).

Grupo 5 - 100 + 4-OH-BN-NCS: os animais receberam solugdo salina 0,9% (veiculo
da ciclofosfamida) na proporgdo de 0,1 mL/10g (p.c., i.p.) e outra de 4-OH-BN-NCS na dose
de100 mg/Kg (p.c., i.p.).

Vinte e quatro horas (T1) ap6s a administracdo dos compostos coletou-se duas
amostras de 20uL de sangue periférico para realiza¢do dos ensaios de micronicleo e cometa.
Apds 48 e 72 horas, T2 e T3, respectivamente, coletou-se 20uL de sangue periférico para a
realizacdo do ensaio do microndcleo. Logo apos a ultima coleta de sangue, os animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical para a coleta de figado e rins para os

ensaios de apoptose.
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4.4. Ensaios Biologicos

4.4.1. Avaliacao toxicogenética

4.4.1.1. Ensaio do Cometa em Sangue Periférico

Realizou-se o ensaio do cometa seguindo as descricdes de Singh’’ com as
modificagdes de Navarro®. Primeiramente homogeneizou-se 20pL de sangue periférico e
120uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LPM) (0,5%). Em seguida, essa solucdo foi
depositada em laminas previamente cobertas com agarose normal (5%). Recobriu-se o
material biolégico com laminula de vidro. Posteriormente, as Iaminas foram resfriadas a 4°C
por 20 minutos. Apds esse periodo, removeram-se as laminulas para que as ldminas fossem
imersas em solucéo de lise (89,0ml de estoque de lise - 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10,0mM
Tris, pH 10,0 corrigido com NaOH so6lido; 1,0mL de Triton X-100 e 10,0mL de DMSO) por
uma hora, a uma temperatura de 4°C, protegida da luz. Em seguida, as laminas foram levadas
a cuba de eletroforese com tampéao de PH>13,0 (300,0mM NaOH e 1mM EDTA, preparado a
partir de uma solucéo estoque de 10N NaOH e 200mM EDTA 200,0, com pH corrigido para
10,0 por um periodo de 20 minutos a 4°C para desnaturacdo do DNA). Seguiu-se a
eletroforese a 25V e 300,0mA (1,25V/cm) por 20 minutos. Em seguida, neutralizaram-se as
laminas com tampédo pH 7,5 (0,4M Tris-HCI), durante 3 ciclos de 5 minutos cada, secas ao ar
livre e fixadas alcool etilico absoluto por 10 minutos. O material foi corado posteriormente
(100,0uL de brometo de etidio - 20x10°mg/mL) e analisado em microscopio de
epifluorescéncia (Motic®, Molel BA410FL) em aumento de 400x, com filtro de excitacdo
420-490nm e filtro de barreira 520nm. Para a anéalise dos dados, capturou-se, aleatoriamente,
10 imagens/lamina (animal), com a utilizagdo do programa de fotodocumentagdo em Camera
Motican 2.0. Posteriormente, as imagens foram analisadas pelo software ImageJ (version
1.48; Java 1.6.0 65 [32-bit]) e OpenComet (version 1.3) O resultado foi expresso em Tail
moment (TM), que analisa a relagdo entre o tamanho da cauda, vezes a porcentagem de

fragmentos de DNA na cauda.

4.4.1.2. Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico

O ensaio do microntcleo em sangue periférico foi realizado segundo Hayashi’® com
modificacdo de Oliveira”. Um total de 20pL de sangue periférico foi colocado sobre uma
lamina previamente recoberta por 20uL de Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL), sendo uma
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laminula depositada, em seguida, sobre o material bioldgico. A lamina permaneceu em freezer
(-20°C) por um periodo minimo de duas semanas. Realizou-se a anélise em microscépio de
epifluorescéncia (Motic®, Molel BA410FL), em aumento de 400x, com filtro de excitacdo

420-490nm e filtro barreira 520nm. Contou-se 2.000eritrécitos/animal.
4.4.2. Avaliacdo da Atividade Apoptotica

4.4.2.1 Ensaio de Apoptose no Figado e Rins

Ap0s a eutandsia e consequente coleta de baco e rim dos animais, 0s orgaos foram
macerados separadamente em solugdo salina 0,9%. Coletou-se 100pL da solucdo e fez-se o
esfregaco em lamina de vidro. As ldaminas foram secas ao ar livre em temperatura ambiente.
Apdbs a secagem, as laminas foram fixadas em Carnoy por 5 minutos e submetidas a uma
bateria de concentracdes decrescentes de etanol (95%, 75%, 50% e 25%) seguida de lavagem
com Tampdo Mcllvaine por 5 minutos, coloracdo de Alaranjado de Acridina (0,01%, 5
minutos) e nova lavagem em tampdao. A identificacdo de células em apoptose se deu por meio
da anélise de padrdes de fragmentagdo do DNA, segundo Navarro®. Contou-se 100 células por

animal.
4.5. Anélise Estatistica

Os valores apresentados foram expressos em media + EPM (erro padrdo da media) e
os dados foram analisados por ANOVA/Tukey por meio do software GraphPadPrism
(Version3. 02; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos Toxicogenéticos

O ensaio do cometa demonstrou que o 4-OH-BN-NCS aumentou a frequéncia de
danos genotéxicos quando comparados ao controle. Na avaliagdo de 24 horas TM
encontrados foram (MédiaxtEPM) de: 0,58+0,59 e 22,87+3.33, para o0 controle e
ciclofosfamida respectivamente e (MediatEPM) de: 14,19+8,16, 18,55+10,77 e 23,81+9,78
para as doses de 25mg/Kg, 50mg/Kg e 100mg/Kg de 4-OH-BN-NCS respectivamente.
Observando-se que ocorreu significancia estatistica em relagdo ao controle na frequéncia de
danos genotoxicos p < 0,001, nas 3 doses testadas do 4- OH-BN-NCS. (Tabela 9.1.1.1 no

anexo e Figural).

Ja para ensaio do micronucleo a analise estatistica demonstrou que o 4-OH-BN-NCS
ndo foi mutagénico em nenhuma das doses testadas quando comparados ao controle (p>
0,05). Em 24 horas foram contadas (médiatEPM) de: 2,6+1,2, 81+1,8, 4,6+1,7, 2,2+0,5 e
2,8+1,0, células micronucleadas para o controle, Ciclofosfamida, 25mg/Kg, 50mg/Kg e
100mg/Kg (de 4-OH-BN-NCS) respectivamente. Em 48 horas foram contadas (médiatEPM)
de: 1,4+0,9 61,2+4,4, 4,8+1,6, 5,620,9 e 6,2+1,1, células micronucleadas para o controle,
Ciclofosfamida, 25mg/Kg, 50mg/Kg e 100mg/Kg (de 4-OH-BN-NCS) respectivamente.
Enquanto que em 72 horas foram contadas (médiatEPM) de: 5,2+0,7, 60+4,8, 5,0+0,8, 2,0+0,8
e 2,8+0,6 células micronucleadas para o controle, Ciclofosfamida, 25mg/Kg, 50mg/Kg e

100mg/Kg (de 4-OH-BN-NCS) respectivamente. (Tabela 9.1.2 no anexo e (Figura 2).
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Figura 1 — Danos toxicogenéticos — Valores médios + erro padrdo da média do tempo da cauda no ensaio do
cometa. Teste Estatistico: ANOVA/Tukey (p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas.
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estatisticamente significativas.
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5.2. Efeitos Apoptéticos

Os resultados para o ensaio de apoptose para o figado foram de (MediaxtEPM)
18,2+1,9, 43,2+2,4, 19,6+2,9, 23,0+£2,5 e 30,4+1,9 para o controle, Ciclofosfamida, 25mg/Kg,
50mg/Kg e 100mg/Kg (de 4-OH-BN-NCS) respectivamente. Enquanto para os rins foram de
(MédiatEMP)17+£2,7, 38,2+0,9, 22,0+2,1, 20,4+29 e 28,8t1,0 para o0 controle,
Ciclofosfamida, 25mg/Kg, 50mg/Kg e 100mg/Kg (de 4-OH-BN-NCS) respectivamente.

Ocorreu diferenga estatistica, em relagdo ao controle, na frequéncia dos eventos
apoptaticos tanto no figado ((p< 0,05) quando nos rins (p< 0,01) quando os animais foram
tratado com 4-OH-BN-NCS na dose de 100mg/kg. (Tabelas 9.1.3 e 9.1.4 no anexo e figuras 3
e 4).
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Figura 3 — Valores médios + erro padrdo da média da frequéncia de
apoptose no figado. ANOVA/Tukey (p<0,05). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas.
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6. DISCUSSAO

A sintese de DNA é um processo complexo e coordenado com diferentes pontos de
checagem visto que uma adequada replicacdo garante a transmissdo das caracteristicas
hereditaria de uma célula para outra ou de uma geracéo para outra®®. Esse procedimento
depende de uma maquinaria celular e de diversas enzimas que precisam trabalhar com grande
precisio e fidelidade ®®. Dentre as diferentes enzimas que atuam nesse procedimento
destaca-se a ribonucleotideo difosfato redutase que tem como funcdo catalisar a redugdo do
ribonucleotideo para desoxirribonucleotideo, a partir de seus nucleotideos correspondentes,
pela redugdo de sua posicdo C2’°, e ndo por sintese de novo a partir de precursores contendo

desoxirribose®.

Logo, compostos que séo capazes de interferir nesse processo podem ser importantes
fontes de prospeccdo para novos compostos anticancer 2#%°%  Dentre os compostos que
possuem essa capacidade destacam-se as semicarbazonas e as tiossemicarbazonas 8"%%°
sendo um representante dessa classe, o 4-OH-BN-NCS, um composto de sintese inédito,
objeto de estudo desse grupo e que foi testado inicialmente quanto aos seus efeitos
genotdxicos, mutagénicos e apoptdticos na intencdo de estudar suas possiveis propriedades

quimioterapicas o que demonstra o pioneirismo desse estudo.

O ensaio do cometa demonstrou que todas as doses testadas foram genotdxicas e
existe uma correlacdo dose resposta, ou seja, a medida que a dose aumenta ha também o
aumento das lesbes gendmicas. Vale salientar ainda que apesar de ndo existir diferencas
estatisticamente significativas entre as doses testadas e o controle positivo, a maior dose
apresentou nivel de lesbes proximo ao da ciclofosfamida, que € um quimioterapico comercial,
que causa a morte de células tumorais aumentando os niveis de dano no DNA e,
posteriormente, causando apoptose®. Logo essa correspondéncia pode ser um bom indicativo

de acdo quimioterapica.

Segundo a literatura, a hidroxiuréia, € um medicamento utilizado na terapia contra o
cancer e tem acdo similar & apresentada pelas semicarbazonas e tiossemicarbazonas em geral
9192 'O mecanismo de aco da hidroxiuréia envolve a inibic&o da sintese de DNA, porém, tem
pouca interferéncia na sintese de RNA e de proteinas ***%*. Apesar de possuir varios sitios de
acao, esse medicamento inibe a incorporacdo da timina no material genético e, portanto,

prejudica diretamente a sintese de DNA%%%. Mas também é fator limitante para a sintese de
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DNA a falta de desoxirribonucleotideos que pode ocorrer uma vez que esse medicamento
destréi o radical tirosil que forma o centro catalitico da ribonucleotideo difosfato redutase®”.
Devido as caracteristicas apresentadas, a hidroxiuréia apresenta-se como um inibidor da fase-
S e, provavelmente, cause bloqueio do ciclo celular no checkpoint G1-S e também no final de
G2%%9  Assim, pode ocorrer tanto uma reducdo do nimero de células que iniciam a fase de
sintese do DNA bem como da frequéncia daquelas que conseguem finalizar a mesma, o que

promove estacionamento de células tanto em S como em G2.

As afirmativas acima corroboram os dados encontrados nesse estudo para o 4-OH-BN-
NCS, ou seja, a avaliagdo do ensaio do micronicleo indicou que o composto ndo €
mutagénico, diferentemente da ciclofosfamida (composto utilizado como controle positivo)
gue aumenta de forma significativa na frequéncia de mutacdes, e esse fato pode ter ocorrido
pelo bloqueio do ciclo celular. Assim, as lesGes genotdxicas ndo se fixardo no DNA uma vez
que elas sO poderdo ser observadas como mutagBes (micronucleos) uma divisdo apos a

ocorréncia do dano genético'®.

Uma avaliagdo mais minuciosa das 3 diferentes doses testadas indica que no primeiro
momento de andlise, 24 horas apds a administracdo do 4-OH-BN-NCS, a menor dose foi a
que apresentou maior frequéncia de danos seguida pela maior dose e sendo a menor
frequéncia de micronucleos observada na dose intermedidria. No segundo momento de
analise, 48 horas, observou-se uma correlacdo dose resposta, ou seja, a medida que ocorreu 0

aumento da dose houve um aumento da frequéncia de danos.

Apesar da auséncia de significancia estatistica, em nivel bioldgico, esses resultados
permitem importantes consideracdes a cerca do processo de dano genético e morte celular.
Assim, é necessario chamar a aten¢do para o leitor, o fato de que a mesma curva dose resposta
observada para o0 ensaio do cometa em 24h foi reproduzida pelo ensaio do micronucleo em 48
horas. Levando em consideracdo que o dano genético sé pode ser observado como mutagdo
apos um ciclo celular, os danos demonstram concordancia. O fato de os danos genotdxicos
apresentarem diferenca estatisticamente significativa, mas os mutagénicos ndo podem ser
explicados pelo blogueio do ciclo celular tanto em G1/S quanto no final de G2 que impediria
a fixacdo da mutacdo. Mas que possivelmente teria que encaminhar a célula para apoptose

caso esse dano ndo seja passivel de reparo®.
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Supondo que a auséncia de desoxirribonucleotideos ndo possa ser suprida, porque a
enzima ribonucleotideo difosfato redutase ndo esteja atuante, a progressao esperada é que a
células com danos no DNA ou bloqueadas nos checkpoints G1/S e G2/M sofram apoptose’®*.
Esse fato pode ser confirmado pelo ensaio de apoptose, no figado, que demonstrou a mesma
curva dose resposta observada para o0 ensaio do cometa em 24h e para o ensaio do
micronlcleo em 48 horas. Assim, como esses eventos sao sequenciais a ocorréncia de

apoptose em 72 horas reforca a hipdtese apresentada.

O ensaio de apoptose nos rins ndo demonstrou esse mesmo perfil. Talvez isso possa
ter ocorrido porque o figado é o principal metabolizador de xenobid6ticos bem como de drogas

como os quimioterapicos*®

e 0S rins sejam um passo mais tardio da excrecdo seja dos
xenobidticos/medicamentos ou de seus metabolitos. No entanto tanto no figado quanto nos
rins a dose que efetivamente causou apoptose foi a dose de 100mg/kg, que também
evidenciou o maior efeito genotoxicos. Portanto, os dados sdo concordantes visto que 0s

danos genotoxicos levam as células & morte celular por apoptose®.

Frente ao exposto, considera-se que o 4-OH-BN-NCS possui efetiva capacidade de
causar danos genéticos e apoptose em camundongos swiss, fatos que podem ser requeridos
para 0 desenvolvimento de novos medicamentos na terapia anticancer, o que sugere

prospec¢do em acdo quimioterapica.
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7. CONCLUSAO

Evidenciou-se que o composto 4-OH-BN-NCS derivado da tiossemicarbazona,
apresentou aumento significante dos efeitos genotdxicos em todas as doses analisadas e
aumento significante dos efeitos apoptdticos na dose de 100 mg/kg, enquanto o efeito
mutagénico ndo apresentou diferenga significante em nenhuma das doses testadas, em modelo

experimental de camundongos swiss.
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9. ANEXO

9.1 Tabelas

9.1.1 — Tabela 1. Resultados do tempo de cauda do Ensaio do Cometa.

Ciclofosfamida 4-OH-BN-CSN
Controle
100mg/kg 25mg/kg  50mg/kg  100mg/kg
Média 0,58 22,87 14,19 18,55 23,81
SD 1,33 7,44 18,25 24,08 21,87
EPM 0,59 3,33 8,16 10,77 9,78
SD/2 0,66 3,72 9,13 12,04 10,93

Valores, médios, desvio padréo e erro médio padrdo do tempo de cauda do cometa, medido
pelo programa OpenComet.

9.1.2 Tabela 2. Resultado do niumero de células micronucleadas do ensaio do microntcleo

24 horas 48 horas 72 horas
40H-BN-NCS 40H-BN-NCS 40H-BN-NCS
Con:rol Ciclfosfamida 25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg Controle Ciclfoifamicl 25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg Con:rol Ciclfosfamida 25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg

3 87 0 2 4 4 59 5 6 8 4 62 5 5 2

0 82 8 2 2 0 72 10 7 2 7 51 5 2 1

7 78 6 4 1 3 63 4 2 6 4 75 7 1 3

1 81 1 1 1 0 66 0 6 7 7 48 6 0 4

2 77 8 2 6 0 46 5 7 8 4 64 2 2 4

Médias 2,6 81 4,6 2,2 2,8 1,4 61,2 4,8 5,6 6,2 5,2 60 5 2 2,8
SD 2,7 3,9 3,8 1,1 2,2 1,9 9,7 3,6 2,1 2,5 1,6 10,8 1,9 1,9 1,3
EPM 1,2 1,8 1,7 0,5 1,0 0,9 4,4 1,6 0,9 1,1 0,7 4,8 0,8 0,8 0,6

NUmeros de micronucleos, médias, desvio padrao e erro médio padréo.
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9.1.3 Tabela 3. Resultado do nimero de células com apoptose no figado

Controle Ciclofosfamida 4-OH-BN-NCS
25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg

17 37 28 23 32

13 51 14 14 28

16 43 13 27 25

24 40 19 23 31

21 45 24 28 36
Médias 18,2 43,2 19,6 23,0 30,4
SD 4,3 53 6,4 55 4,2
EPM 1,9 2,4 2,9 2,5 19

Numeros absolutos, médias e desvio padrédo e erro médio.padrao.

9.1.4 Tabela 4. Resultado do nimero de células com apoptose nos rins

Controle Ciclofosfamida 4-OH-BN-NCS
25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg

26 38 26 24 30

15 36 26 18 29

15 39 24 24 29

19 37 16 26 25

10 41 18 10 31

Médias 17,0 38,2 22,0 20,4 28,8
SD 6,0 1,9 47 6,5 2,3
EPM 2,7 0,9 2,1 2,9 1,0

Numeros absolutos, médias, desvio padrao e erro médio padrao.
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10. Protocolo do comite de ética em pesquisa 399/2012

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n® 399/2012 do Pesquisador
Rodrigo Juliano de Oliveira, referente ao projeto de pesquisa,
“Avaliacao de atividade (anti) mutagénica, imunomodularia,
apoptoética e histopatolégica dos lipideos resorcinélicos MAS-
35AA, MAS-35BB e MAS-49 in vivo”, estda de acordo com os
principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), com a legislagdo vigente e
demais disposigcbes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido ordinaria do dia 23

de margo de 2012.

Maria Araujo Teixeira
Coordenadora da CEUA

Campo Grande, 23 de margo de 2012.

22 via emitida em 06/10/2015

Pré-Reitoria de Pesquisa, P6s-Graduagao e Inovagao- PROPP
Cidade Universitaria , s/n | Caixa Postal 549
Fone: 67 3345.7186 E-mail: gab.propp@ufms.br
CEP 79070-900 | Campo Grande | MS
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11. C1 41/2013 de 05.09.2013

Servigo Pablico Federal
Ministério da Educagao
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comissdo de Etica no Uso de Animais

C1086/2013 - CEUA

De: Dra. Maria Aratjo Teixeira
Coordenacao da Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS

Para: Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira Oliveira
Data: 14.10.2013
Prezada Senhor:

Informamos para os devidos fins que a solicitacdo de autorizagdo para
ampliagdo/extensdo de projetos anteriormente aprovados para o desenvolvimento de novo

experimento (CI 41/2013- de 05.09.2013) dos Protocolos CEUA n° 399/2011, processo n°
23104.000615/2012-15 e protocolo n® 523/2013, processo n° 23104.005057/2013-

65 do pesquisador Rodrigo Juliano Oliveira, referente aos projetos de pesquisa “Avaliagéo da
atividade (anti)mutagénica, imunomodulatéria, apoptdtica e histopatolégica dos lipidios
resorcinolicos AMS-35AA, AMS-35BB e AMS-49 in vivo " e Avaliagdo da atividade
bioquimica e hematolégica dos lipidios resorcindlicos AMS-49, AMS-35AA e AMS-
35BB, respectivamente, foram encaminhados a CEUA/UFMS e, apds analise sob os preceitos
éticos e legais vigentes, autoriza as  ampliagdes/extensbes acima solicitadas, apods
constatagdo de que trata-se de um mesmo assunto, com a mesma metodologia. Mudando
somente os lipidios resorcindlicos a serem avaliados (AMS37, Cardanol, — éleos sintetizados a
partir da Acrocomia aculeta -, RJ07, RJ14, DRF-2 e enol-lactona). Passando os protocolos
CEUA/UFMS 399/2012 e 523/2013 a serem acrescidos, respectivamente, de 480
camundongos Swiss machos, com peso médio de 30 gramas. E a utilizagdo destes animais
tera inicio em janeiro de 2014 e a finalizagdo do projeto de pesquisa sera em novembro de
2015.

Sendo o que se apresenta para o momento, apresentamos a Vossa Senhoria nossas
atenciosas saudagoes.

J\F%.nix-ku‘%_

Maria Aradjo Teixeira
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais
CEUA/UFMS

Comissao de Etica no Uso de Animais
Cidade Universitaria — Caixa Postal 549
Fone: (67) 3345-7187; ceua@propp.ufms.br
70070-900 — Campo Grande - MS




