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RESUMO

A esporotricose, causada por fungos do género Sporothrix, € uma zoonose de alta
incidéncia em regides tropicais, sendo endémica no Brasil, principalmente no Estado
do Rio de Janeiro. Embora essa micose subcutanea seja uma doenca reconhecida ha
mais de um século, ainda possui poucas op¢des de tratamento, frequentemente
associadas a casos de resisténcia e falha terapéutica, ademais dos diversos efeitos
adversos e restricbes. Desta forma, a pesquisa sobre novas opc¢des quimioterapicas
se faz necessaria, buscando agentes mais seguros e eficazes para o tratamento da
doenca. Estudos recentes tém investigado a acdo de derivados azélicos complexados
a metais de transicdo, buscando observar um efeito sinérgico nessa combinacao,
potencializando a acéo do farmaco. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a mutagenicidade e citotoxicidade in vitro dos complexos metal-azol MNJA-77 e MN-
R10V2, visando identificar uma alternativa terapéutica potencial de maior seletividade
para a esporotricose. O potencial mutagénico foi avaliado através do teste de Ames,
na presencga e auséncia de ativacdo metabdlica, nas cepas TA97a, TA98, TA100,
TA102 e TA1535 de Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Para avaliacdo do
potencial citotoxico foram empregadas linhagens celulares de hepatocarcinoma
humano HepG2 e fibroblastos embrionarios de camundongo BALB/3T3 clone A31 nos
ensaios de WST-1 e LDH. Na presenca de ativacdo metabdlica, o composto MNJA-
77 induziu citotoxicidade nas concentracfes a partir de 0,05 uyM para TA1535,
concentracdes de 0,5 e 5 uM para TA97a e na concentracdo de 5 uM para TA98. Para
o composto MN-R10V2, na presenca de ativacdo metabdlica, foi possivel observar
citotoxicidade na concentracdo de 5 yM para cepa TA100 e nas concentragdes a partir
de 0,005 yM para TA97a. MN-R10V2 também induziu citotoxicidade na auséncia de
ativacdo metabdlica, apenas na concentracdo de 5 yM para a cepa TA97a. Os ensaios
realizados com os complexos MNJA-77 e MN-R10V2 mostraram que nao houve
deteccdo de mutagenicidade em nenhuma das cepas avaliadas na presenca e
auséncia de ativacdo metabdlica. Também nado foram observados comportamentos
dose-dependentes significativos para citotoxicidade. De forma geral, 0 complexo MN-
R10V2 se mostrou mais citotoxico nos ensaios de WST e LDH. Eventos citotoxicos
foram mais observados nos ensaios de LDH, sugerindo dano por rompimento de
membrana celular ou alteracdo de permeabilidade celular, mais relacionada a
necrose. Em sintese, os compostos ndo apresentaram indicios de genotoxicidade e
hepatotoxicidade em baixas concentra¢g@es, indicando os complexos metalicos como
candidatos promissores na busca de antifingicos mais seletivos para o tratamento da
esporotricose.

Palavras-chave: Esporotricose. Derivados azodlicos. Complexos metalicos.
Citotoxicidade. Mutagenicidade.
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ABSTRACT

Sporotrichosis, caused by fungi of the genus Sporothrix, is a zoonosis of high incidence
in tropical regions, being endemic in Brazil, mainly in the State of Rio de Janeiro.
Although this subcutaneous mycosis is a disease recognized for more than a century,
it still has few treatment options, often associated with cases of resistance and
therapeutic failure, in addition to the various adverse effects and restrictions. Thus,
research on new chemotherapeutic options is necessary, seeking safer and more
effective agents for the treatment of the disease. Recent studies have investigated the
action of azole derivatives complexed with transition metals, seeking to observe a
synergistic effect in this combination, potentiating the action of the drug. Therefore, this
work aimed to evaluate the in vitro mutagenicity and cytotoxicity of metal-azole
complexes MNJA-77 and MN-R10V2, in order to identify a potential therapeutic
alternative of greater selectivity for sporotrichosis. The mutagenic potential was
evaluated using the Ames test, in the presence and absence of metabolic activation,
in strains TA97a, TA98, TA100, TA102 and TA1535 of Salmonella enterica serovar
Typhimurium. To evaluate the cytotoxic potential, human hepatocarcinoma cell lines
HepG2 and mouse embryonic fibroblasts BALB/3T3 clone A31 were employed in the
WST-1 and LDH assays. In the presence of metabolic activation, compound MNJA-77
induced cytotoxicity at concentrations starting from 0.05 uM for TA1535,
concentrations of 0.5 and 5 uyM for TA97a and at concentration of 5 yM for TA98. For
the compound MN-R10V2, in the presence of metabolic activation, it was possible to
observe cytotoxicity at a concentration of 5 uyM for strain TA100 and at concentrations
from 0.005 pM for TA97a. MN-R10V2 also induced cytotoxicity in the absence of
metabolic activation, only at a concentration of 5 yM for strain TA97a. The assays
performed with MNJA-77 and MN-R10V2 complexes showed that no mutagenicity in
any of the strains evaluated in the presence and absence of metabolic activation. Also,
no significant dose-dependent behaviors were observed for cytotoxicity. In general, the
MN-R10V2 complex was more cytotoxic in WST and LDH assays. Cytotoxic events
were more observed in LDH assays, suggesting damage by cell membrane disruption
or alteration of cell permeability, more related to necrosis. In summary, the compounds
did not show evidence of genotoxicity and hepatotoxicity at low concentrations,
indicating the metal complexes as promising candidates in the search for more
selective antifungals for the treatment of sporotrichosis.

Keywords: Sporotrichosis. Azole derivatives. Metal complexes. Citotoxicity.
Mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sdo um grupo de doencas tropicais endémicas,
especialmente entre as populacdes pobres da Africa, Asia e América Latina. Essas
doencas sdo aquelas causadas por agentes infecciosos, como protozoarios, bactérias
e virus, além de parasitas e fungos, e sdo consideradas endémicas em populacées
de vulnerabilidade socioeconémica (FIOCRUZ, [s.d.]). Segundo a Organizag¢ao Pan-
Americana de Saude (OPAS), existem mais de vinte patologias enquadradas nesse
grupo, presentes nas Ameéricas, e elas sdo ditas negligenciadas, pois estdo fora do
campo de investimento de pesquisas e do desenvolvimento de tratamentos e
prevencdes, embora possuam alto indice de mortalidade (OPAS, 2022).

Dentre essas doencas esta a esporotricose, a micose subcutanea humana mais
frequente no mundo, causada por fungos do género Sporothrix, podendo acometer
também animais, principalmente gatos (OMS, 2023). O primeiro relato clinico dessa
infeccdo se deu no final dos anos de 1800, nos Estados Unidos, e seu primeiro caso
no Brasil foi em 1907 (RODRIGUES et al., 2020). No inicio, era muito associada a
trabalhadores rurais, jardineiros e agricultores, por serem pessoas que lidam
constantemente com o solo, onde pode haver contato com material biolégico
contaminado. Atualmente, essa segregacdo espacial ja ndo existe mais, sendo
observadas notificacdes da doenca em grandes centros urbanos (CABANES, 2020).

Essa doenca acomete pessoas por todo o mundo, tendo maior incidéncia em
regides tropicais, pois essa espécie € termodimarfica, tem sua temperatura ideal em
torno de 25°C para sua forma micelial e de 37°C para a forma de levedura, havendo
a conversao da primeira para a segunda forma apenas no hospedeiro. No Brasil, a
maior parte dos casos se concentra na regiao sudeste, devido ao aspecto sazonal de
clima quente e umido (LARSSON, 2011). Diferentes fungos do género Sporothrix
podem causar a enfermidade, porém a espécie S. schenckii € um dos patégenos de
maior relevancia na América Latina, enquanto a S. brasiliensis € 0 maior agente
causador da doenca no Brasil (RODRIGUES et al., 2022).

A transmissao zoonotica de gatos infectados para humanos ou outros gatos e
animais tem sido amplamente caracterizada, sendo altamente prevalente no Brasil,
com mais de 5.000 casos diagnosticados, de 1960 até 2020, somente no estado do
Rio de Janeiro (Figura 1) (RABELLO et al., 2021). A esporotricose zoonotica é

atualmente endémica no Brasil, principalmente no Estado do Rio de Janeiro, e esta
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se expandindo para outros paises da América Latina (Figura 2) (GREMIAO et al.,

2020).

Figura 1 — Distribuicéo de casos diagnosticados de esporotricose em humanos no Brasil até 2020.
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Figura 2 — Distribuicao de casos diagnosticados em animais domésticos no Brasil até 2020.
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Fonte: Adaptado de RABELLO et al., 2021.

Durante seu ciclo bioldgico, os fungos dessa espécie apresentam duas formas,
a micelial, encontrada no ambiente, e a levedura, sendo esta a responsavel por causar
a infeccdo em humanos e animais. Os individuos geralmente adquirem a infeccdo pela
implantagédo do fungo na pele ou mucosa por meio de um trauma decorrente de
acidentes com espinhos, palha ou lascas de madeira; contato com vegetais em
decomposicdo, havendo entdo a infec¢do a partir da forma filamentosa que ir4 se
converter em levedura no hospedeiro; ou arranhadura ou mordedura de animais
doentes, sendo 0 gato o agente transmissor mais comum, havendo a infec¢éo direta
da forma de levedura (Figura 3) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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Figura 3 — Ciclo evolutivo da esporotricose.
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Fonte: Adaptado de ALVAREZ; OLIVEIRA; PIRES, 2022.

A esporotricose apresenta diferentes formas clinicas, sendo elas: cutanea
(caracterizada por uma ou mais lesdes); linfocutanea (formacgéo de pequenos nédulos
na camada mais profunda da pele); extracutanea (quando a doenca se espalha para
outros locais do corpo, Como 0Ss0S, mucosas, entre outros, sem comprometimento da
pele) e disseminada (quando a doenca se dissemina para outros locais do organismo,
com comprometimento de varios 6rgdos e/ou sistemas). A forma clinica mais
frequente é a linfocutanea (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Os casos mais severos
da doenca, na forma disseminada, acometem principalmente pacientes coinfectados
com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) com quadro de baixa nos niveis de
linfécitos T CD4 (FREITAS et al.,, 2014). Falcdo et al. (2019) analisaram &bitos
relacionados a esporotricose no Brasil de 1992 a 2015 e observaram que dos 65 ébitos
reportados, 21 foram diretamente relacionados a coinfec¢cdo com HIV.

Qualquer pessoa que tenha contato frequente com animais, principalmente
gatos, se encaixa no grupo de risco, como donos de gatos, veterinarios e funcionarios
de pet shops. Nos animais, as formas clinicas mais comuns sdo multiplas lesdes

cutaneas com envolvimento da mucosa, sobretudo a mucosa nasal (SCHUBACH et
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al., 2004).

Apoés a infeccdo, o periodo de incubacdo pode variar de trés dias até seis
meses, com média de trés semanas. A esporotricose humana pode ser diagnosticada
por meio de uma correlacdo entre dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. A
confirmacéo diagndstica laboratorial € feita por meio do isolamento do fungo obtido de
material de biépsia ou aspirado de lesées (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O tratamento de primeira escolha para a esporotricose € o itraconazol, um
derivado triazolico de primeira geracdo que exerce atividade fungistatica (Figura 4).
Seu mecanismo de acdo se da por meio da inibicdo da sintese de ergosterol, um
componente da membrana celular dos fungos, através da inibicdo da enzima C14-a-
lanosterol demetilase. Tal inibicdo gera um acumulo de esteréis malformados que
levam & alteracdo da permeabilidade e fluidez das membranas biol6gicas, afetando a
citocinese e o crescimento celular (Figura 5) (EUROFARMA, 2018; LEPESHEVA et
al., 2007; RODRIGUES et al., 2022).

Figura 4 — Estrutura quimica 2D do itraconazol.

Fonte: PUBCHEM, 2023.
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Figura 5 — Mecanismo de acédo dos azéis.
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A duracao do tratamento pode variar de trés a seis meses, ou mesmo um ano,
até a cura do individuo. Seu uso traz muitos efeitos adversos, como perda parcial ou
total da audicdo, neuropatia, falta de apetite, ndusea, visdo turva, ictericia;
adverténcias a pacientes cardiacos, com insuficiéncia hepatica e renal, idosos,
gestantes, imunocomprometidos e interagcdo com diversos farmacos (RODRIGUES et
al., 2022). Além disso, estudos apontam que casos de falha na terapia com esse
medicamento podem estar relacionados ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia, porém estes processos ainda ndo estdo completamente elucidados
(WALLER et al., 2021).

Outra problemética relacionada a este medicamento, foi descrita em estudo da
avaliacdo histopatoldgica de ratos com leséo hepatica induzida por itraconazol, onde
foi possivel observar degeneracdo nos hepatdcitos do figado, hiperplasia do ducto
biliar, dentre outros eventos, além de morte celular por necrose e apoptose. O
mecanismo mais provavel de dano é o estimulo do estresse oxidativo (SOZEN et al.,
2014). Em outros estudos in vivo, com ratas fémeas gravidas, avaliou-se 0s

mecanismos de embriotoxicidade e teratogenicidade do itraconazol em diferentes
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periodos gestacionais e foi observada a inducdo de genotoxicidade e
hepatotoxicidade, tanto nas mées quanto nos fetos, além de teratogenicidade (EL-
SHERSHABY et al., 2013, 2015).

No Brasil, temos como outras opg¢des de tratamento a terbinafina e o iodeto de
potassio, de administracao oral, e a anfotericina B, de administracéo intravenosa. A
terbinafina, uma alilamina de amplo espectro contra fungos patogénicos da pele, é a
segunda linha de tratamento para as formas cutanea e linfocutanea, enquanto a
anfotericina B isolada, antibiético antifingico poliénico, € empregada em formas
invasivas e disseminadas da doenca (KAUFFMAN et al., 2007). O iodeto de potassio
possui atividade imunomodulatéria, uma vez que suprime a producdo de toxinas e
apresenta efeito anti-inflamatorio, sendo ainda muito utilizado na forma cutanea da
doencga, tanto em humanos quanto em felinos, associado ou ndo ao uso de
itraconazol, apesar de apresentar efeitos adversos, como nausea e erupcdes
cutaneas (RODRIGUES et al., 2022).

Embora seja uma doenca conhecida ha mais de um século e de alta incidéncia
em varios paises, as op¢des de tratamento para a esporotricose permanecem restritas
e, em geral, a quimioterapia atual apresenta uma série de complicacdes, como a
extensa duracéo, alto custo, isolados resistentes e toxicidade (SHARMA; SHARMA,
SHARMA, 2022). Sendo assim, o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
se faz necessario, buscando maior seguranca para 0 paciente, economia para o
sistema de salde e contencao da atual epidemia no Brasil (RODRIGUES et al., 2020).

Estudos recentes tém investigado a utilizacdo de imidazois e triaz6is como
alternativas terapéuticas sintéticas para doencas negligenciadas como a
leishmaniose, doenca de Chagas e esporotricose (MELLO et al., 2020). Uma
estratégia que vem sendo explorada na area é combinar derivados azélicos
(clotrimazol, cetoconazol, fluconazol, itraconazol) a metais de transi¢cao para observar
se 0s complexos metélicos formados apresentam um efeito sinérgico, potencializando
a acao do farmaco. Baseado na literatura, de forma geral, esses complexos séo
sintetizados a partir da complexacdo dos derivados azdlicos anteriormente
mencionados com o complexo ou sal metélico, através da doacdo de elétrons do
farmaco bioativo (base de Lewis) para o centro metalico (&cido de Lewis) (GAGINI et
al., 2018; AZEVEDO-FRANGCA, 2019; AZEVEDO-FRANCA et al.,, 2020, 2021,
NAVARRO et al., 2021).

Resultados preliminares mostraram que complexos metal-azol apresentaram
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atividades antifangicas muito promissoras frente a S. brasiliensis e S. schenckii
(AZEVEDO-FRANCGCA, 2019; AZEVEDO-FRANCA et al., 2020, 2021), demonstrando
melhor eficacia e necessidade de menores doses para atingir o objetivo terapéutico
quando comparados a outros azois isolados, incluindo o itraconazol, estimulando
investigacdes para aprofundar o conhecimento acerca da eficacia e seguranca dessas
moléculas. Estudos também comprovaram a suscetibilidade de biofilme maduro de S.
brasiliensis e S. schenckii a sais de prata, inibindo sua viabilidade em 100% e se
mostrando mais eficaz que o itraconazol isolado (BORBA-SANTOS et al., 2022).

Os metais tém sido utilizados pelas suas propriedades antimicrobianas durante
milhares de anos. Um dos primeiros trabalhos escritos que documentam a atividade
antimicrobiana dos metais, datado de 1500 a.C., descreve a utilizacdo de um sal de
cobre como adstringente por um antigo meédico egipcio. Existem alguns mecanismos
pelos quais 0s metais agem sobre as células microbianas, como inducao de espécies
reativas de oxigénio e esgotamento de antioxidantes, disfuncdo proteica e perda de
atividade enzimatica, genotoxicidade, e eles podem néo ser exclusivos. Acredita-se
gque em algumas circunstancias a inibicdo do crescimento e a morte celular sao
provavelmente o resultado de uma combinacao de diferentes mecanismos (Figura 6)
(LEMIRE et al., 2013).

Metais participam de diversas fung¢des biolégicas e bioquimicas no corpo
humano e sua deficiéncia no organismo pode gerar complicacdes, mas estudos
apontam que parametros como dose, via de exposicéo, espécies quimicas, bem como
idade, sexo e genética sdo fatores que influenciam na toxicidade dos mesmos. Metais
como arsénio, cadmio e cromo sao classificados como agentes cancerigenos do
Grupo 1 pelo Centro Internacional de Investigacgdo do Cancer, sendo
comprovadamente genotoxicos e carcinogénicos (ZHU, COSTA, 2020;
TCHOUNWOWU et al., 2012). Por isso, embora apresentem os efeitos desejados sobre
as células microbianas, deve-se ter cautela na sua exposi¢ao a células de mamiferos.

Conforme a demanda por medicamentos cresce, o campo de avaliacdo de
seguranca se torna cada vez mais importante para orientar a implementacdo de
alternativas terapéuticas mais seguras e menos téxicas. Para isso, as diretrizes de
testes toxicoldgicos recomendados pela Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) sdo uma ferramenta fundamental para avaliar
0s riscos potenciais dos produtos quimicos a saude humana e ao meio ambiente,

utilizando métodos internacionalmente padronizados para atender as necessidades
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regulatorias para aprovacdo de novos farmacos, investigando propriedades como
citotoxicidade e mutagenicidade (OCDE, 2020).

Figura 6 — Mecanismos de toxicidade dos metais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar, através de modelos in vitro, a mutagenicidade e a citotoxicidade de
complexos metéalicos de compostos azolicos, com potencial aplicacdo no controle da
infeccdo por Sporothrix spp., visando a identificacdo de alternativas terapéuticas de

maior seletividade no tratamento da esporotricose.

1.1.2. Objetivos especificos
1. Avaliar a mutagenicidade in vitro dos compostos sobre cepas de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium, na presenca e auséncia de ativacao
metabdlica exdgena;
2. Analisar o perfil de citotoxicidade in vitro dos compostos sobre células de
hepatocarcinoma humano HepG2 e fibroblastos embrionarios de camundongo
BALB/3T3 clone A31.
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2 DESENVOLVIMENTO

1.1. METODOLOGIA

2.1.1. Compostos
Os complexos metalicos de azois avaliados (MNJA-77 e MN-R10V2) foram
sintetizados, caracterizados e fornecidos pelos grupos da Dr2 Sonia Rozental
(Laboratério de Biologia Celular de Fungos, UFRJ) e Dr2 Maribel Navarro (Laboratorio
de Quimica Bioinorganica e Catalise, UFJF). A estrutura e composi¢ao dos complexos

esta protegida, em razéo do processo de pedido de patente.

2.1.2. Ensaio de mutagenicidade

O teste de Ames (Salmonella/microssoma) emprega cepas geneticamente
modificadas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium que sdo incapazes de
produzir histidina naturalmente devido a mutacdes em um locus especifico
responsavel pela biossintese deste aminoacido (MARON; AMES, 1983). Uma vez que
a histidina € essencial para a sobrevivéncia celular e formacéo de colbnias, a sua
producdo ineficiente impede que as cepas formem colbnias visiveis em meio de
cultura contendo tracos de histidina (meio minimo). Portanto, se o crescimento em um
meio minimo for observado apds exposicdo ao mutageno, a sua capacidade funcional
de sintetizar o aminoacido foi restaurada, isto €, a mutacéo foi revertida (His*) (AIUB,
FELZENSZWALB, 2011).

O método de pré-incubacdo foi realizado para analisar o potencial dos
compostos para induzir mutacdes genéticas nas cepas TA97a, TA98, TA100, TA102
e TA1535. Esse método é uma variacdo do metodo tradicional de incorporacdo em
meio soélido e consiste na exposicdo das cepas ao toxicante e ao tampdo ou
metabolizador exdégeno, quando o experimento for realizado na presenca do S9 mix,
por um curto periodo de tempo (20 minutos) antes do plaqueamento. S9 mix é
preparado a partir de um homogenato de figados de ratos Sprague-Dawley induzidos
a expressar mais enzimas de metabolizacdo através de pré-tratamento com bifenil-
policlorinato (Aroclor 1254) (MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

Estas cepas foram escolhidas seguindo as recomendacdes da diretriz 471 da
OCDE que recomenda o0 uso de pelo menos cinco cepas, devendo quatro delas serem
TA1535; TA1537 ou TA97a ou TA97; TA98; e TA100, cepas confidveis e
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reprodutivamente responsivas entre laboratorios. A cepa TA102 deve ser incluida para
detectar mutacdes de cross-linking, logo, essas foram as cinco cepas utilizadas nesse
trabalho (Quadro 1) (OCDE, 2020). A TA102 também deve ser incluida nos testes
quando se tem indicios de que a substancia analisada seja capaz de causar dano
oxidativo no DNA, visto que em seu plasmideo pAQ1 foi inserida a mutacéo hisG428,
gue € revertida por mutagenos que causam danos oxidativos. Além disso, a mutacao
hisG428 confere maior sensibilidade a linhagem através da amplificagdo do ndimero
de sitios-alvos (MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

Quadro 1 — Caracteristicas genotipicas das cepas.

Cepa Mutag.ao em Plasmideos Outrels Tipo de mutagéo detectavel
his mutacdes
hisD6610 rfa A . - )
TA97a hisO1242 pKM101 (uvrB chi bio) Frameshift | Adicdo de par G:C
. rfa A : Delecéo de par
TA98 hisD3052 pKM101 (uvrB chl bio) Frameshift GC
TA100 hisG46 KM101 rfa A Substituicio |  G:C para A:T
P (uvrB chl bio) ¢ -+~ para A
TA102 hisG428 pKM101 rfa Substituicdo A:T para G:C
PAQ1
TA1535 hisG46 rfa A Substituicdo G:C para AT
(uvrB chl bio) ¢ +~ para A

Legenda: rfa: Mutacdo que altera a permeabilidade da parede celular bacteriana, permitindo a
passagem de composto quimico com estruturas maiores. A (uvrB chl bio): Dele¢céo (A) do gene uvrB
torna as linhagens sensiveis a radiagdo UV, além de torna-las auxotréficas para biotina.
Fonte: Adaptado de AIUB, FELZENSZWALB, 2011.

Os ensaios foram realizados na presenca e auséncia de sistema de ativacao
metabdlica (S9 mix). As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-
Aldrich, EUA) em concentragées de 5 pM-0,0005 uM, determinadas por selegcéao de
dose (dados ndo mostrados). O DMSO foi utilizado como controle negativo. Os
controles positivos na auséncia de metabolizacdo exdégena foram: 4-nitroquinolina-N-
oxido (4NQO) (0,5 pg/placa) para TA97a e para TA98; azida sodica (AS) (5,0 pg/placa)
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para TA100 e TA1535; mitomicina C (MMC) (0,5 pg/placa) para TA102. Os controles
positivos na presenca de S9 foram de 2-aminoantraceno (2-AA) (2,0 ug/placa) para o
TA98, TA100 e TA1535; 2-aminoantraceno (2-AA) (5,0 ug/placa) para TA102 e TA97a.

Seguindo o método de pré-incubagao, 500 uL de tampao fosfato de sédio 0,2
M, pH 7,4, ou S9 mix (4%), 100 yL de amostra-teste e 100 yL da cepa (1-2 x 10°
células/mL) foram adicionados no tubo de ensaio em triplicata. Em seguida, os tubos
foram incubados durante 20 minutos num agitador orbital (150 rpm) a 37+1 °C. Depois
desse processo, 2 mL de agar de superficie (0,6% &gar, 0,6% NaCl, 0,05 mM L-
histidina e D-biotina) foram adicionados a cada tubo e o contetdo foi vertido em placas
de meio minimo (1. 5% de &gar, 10 g/L MgS0,.7H,0; 100 g/L C¢HzO,.H,0O; 500 g/L
K,HPO,; 175 g/L Na(NH,)HPO,.4H,0, 2% de glucose). Essas placas foram incubadas
durante 72 horas a 37+1°C. As colbnias revertentes (His+) foram visualmente
contadas a fim de determinar o indice de mutagenicidade (IM), calculado como a razéo
entre a média de revertentes espontaneas e a média de revertentes induzidas. As
amostras foram consideradas mutagénicas com IM = 2 e p > 0,05 ap6s analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Dunnet. As médias de revertentes, desvio
padrdo e indice de mutagenicidade foram calculados pelo Microsoft Excel e as

analises estatisticas foram conduzidas pelo programa GraphpadPrism verséo 5.0.

2.1.3 Ensaios de citotoxicidade

O objetivo do ensaio Water-Soluble Tetrazolium-1 (WST-1, Cell Proliferation
Reagent, Roche, 2021) é avaliar a presenca de células viaveis ap0s a exposi¢ao a
uma substancia para determinar se ela induz morte celular por disfungé&o mitocondrial,
visto que a metabolizacdo do sal de tetrazodlio se da através das desidrogenases
mitocondriais, reduzindo o tetrazdlio a formazan, um composto de cor laranja que pode
ser analisado por espectrofotometria. Quanto maior for o nimero de células viaveis,
mais formazan sera formado e mais perceptivel sera a mudanca de cor do meio.

O ensaio de Lactato Desidrogenase (Cytotoxicity Detection Kit, Roche, 2016) é
um ensaio colorimétrico que procura avaliar o potencial citotdéxico da substancia a ser
testada, detectando danos na membrana plasmatica, utilizando dois reagentes. O
primeiro é um catalisador, permitindo que a enzima LDH presente no meio reduza
NAD* a NADH e H* através da oxidacao do lactato a piruvato. O segundo € um corante
(cloreto de iodotetrazdlio, INT) que no meio se torna um aceptor de hidrogénio tanto

do NADH quanto do H*, gerando uma coloracédo avermelhada, que € quantificada por
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espectrofotometria.

As células HepG2 (hepatocarcinoma humano), fornecidas pela Dra. Danielle
Palma de Oliveira (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo), foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 1%
de aminoacidos ndo essenciais, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sédio, e 1500
mg/L de bicarbonato de sodio, 1,0 g/L de glucose, 90%; soro fetal bovino, 10%. Os
fibroblastos de rato BALB/3T3 clone A31, adquiridos do Banco de células do Rio de
Janeiro (#0047), foram cultivados em DMEM com 4 mM L-glutamina ajustada para
conter 1,5 g/L de bicarbonato de sodio e 4,5 g/L de glucose e suplementados com 5
mM 4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazineetanesulfénico (HEPES) e soro de bezerro
bovino até uma concentracéo final de 10%. As culturas foram mantidas a 37 °C com
5% de CO2em estufa.

Numa placa de fundo plano de 96 pocos, 100 pL de suspensao celular
(densidade de 1 x 10* células/poco) foram adicionados a cada pogo, e a placa foi
incubada durante o pernoite. No dia seguinte, descartado o sobrenadante, 0s pocos
foram tratados com 6 concentracbes (0,0005-50 uM/poco) de cada amostra em
triplicata por 24, 48 e 72 horas. DMSO 1% foi utilizado como controle negativo e Triton
X-100 5% como controle positivo.

Para o ensaio LDH, 50 pL do sobrenadante foram transferidos para outra placa
de 96 pocos. Depois, 50 uL/poco da mistura reagente (catalisador e solucédo de
corante) foi adicionado a cada poco. A placa foi incubada a temperatura ambiente
protegida da incidéncia de luz durante 10 min, imediatamente seguida pela adicado de
5 pL/poco do reagente de parada. Apds esse processo, a absorbancia foi lida num
espectrofotometro no comprimento de onda de 492 nm.

Para o ensaio WST, ap0s remocdo do meio restante, os pocos foram lavados
com 100 pL de tampéo salino de fosfato 1X (PBS) e depois 100 pL de 2% WST foram
adicionados a cada poc¢o. Apés 90 mi de incubacéo a 37°C protegida da incidéncia de
luz, a absorbancia foi lida num espectrofotometro a um comprimento de onda de 450
nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de citotoxicidade, calculada de

acordo com o protocolo do kit.

) o valor experimental — controle negativo
Citotoxicidade (%) = — - * 100
controle positivo — controle negativo
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As diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas por ANOVA
unidirecional e testes post hoc de Tukey (p < 0,01). A concentracao citotdxica para
50% das células (CCso) foi calculada por ajuste de regresséo néo linear de curvas de
dose-resposta (comportamento agonista). A porcentagem de citotoxicidade foi
calculada pelo Microsoft Excel e as andlises estatisticas foram conduzidas pelo

programa GraphpadPrism verséo 5.0.

2.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de Ames € de grande importancia na avaliacdo do potencial genotdxico
de substancias devido a sua flexibilidade, visto que pode ser empregado para uma
gama de substancia — sintéticas, organicas, agentes fisicos, agentes quimicos —, além
de um bom custo-eficacia, simplicidade e rapidez do método, procedimentos
padronizados e reprodutiveis e a possibilidade de observar efeitos dose-dependentes
(CLAXTON, UMBUZEIRO, DEMARINI, 2010). Através desse teste também podemos
relacionar a mutagenicidade a uma potencial carcinogenicidade, dado que eventos
danosos ao DNA de células somaticas ou germinativas estao ligados ao processo de
carcinogénese, principalmente se estas mutacfes afetarem oncogenes e genes
supressores de tumor, que tém papel fundamental no controle do ciclo celular, tanto
na mitose e meiose (MCCANN et al., 1975; SALVADORI et al., 2021; VARSOMICS,
2021).

O método de pré-incubacao consiste ha exposicéo das cepas ao toxicante e ao
tampédo ou metabolizador exdégeno, quando o experimento for realizado na presenca
de S9 mix, por um curto periodo de tempo antes do plaqueamento. Esse periodo de
pré-incubacao por 20 minutos se da para aumentar as chances de que metabdlitos de
meia-vida curta do toxicante interajam com as células das cepas bacterianas, ja que
o volume de amostra utilizado nesse método € menor, quando comparado ao volume
utilizado do método de incorporagcdo em placa (MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

De acordo com os resultados das avaliagbes de mutagenicidade (Tabela 1),
nao foi observada qualquer concentracdo mutagénica para nenhuma das cepas
recomendadas pela OCDE para ambos 0s compostos, com e sem ativacdo metabdlica
(IM < 2, p > 0,05 ANOVA unidirecional seguido do teste de Dunnet).

Na auséncia de ativagcdo metabodlica, o composto MNJA-77 nao induziu

citotoxicidade em nenhuma das cepas testadas. Na presenca de ativagdo metabdlica,
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nao foi detectado IM > 2 em nenhuma concentracdo do composto MNJA-77, embora
a citotoxicidade tenha sido observada nas trés concentracfes mais altas (0,05 - 5 uM)
para a TA1535, nas duas concentra¢cées mais altas (0,5 e 5 yM) para a TA97a e na
concentracéo mais alta (5 yM) para a TA98 (Tabela 1).

O composto MN-R10V2 mostrou-se citotoxico na auséncia de ativacao
metabdlica apenas na concentracao mais alta (5 uM) para a cepa TA97a. Na presenca
de ativacado metabdlica, é possivel observar niveis de citotoxicidade na concentracao
mais alta (5 uM) da cepa TA100 e nas quatro concentragdes mais altas (0,005 - 5 yM)
da cepa TA97a. Embora os compostos mostrem eventos de citotoxicidade né&o
dependentes de dose, ambos parecem ser seguros, nas concentracfes mais baixas
do ensaio, para eventos mutagénicos (Tabela 1).

A citotoxicidade de uma substancia pode ser alterada na presenca de sistemas
de ativacdo metabdlica (OCDE, 2020). Para ambos os complexos, a utilizacdo do
sistema de ativacdo metabdlica aumentou a citotoxicidade sobre S. Typhimurium.
Esse fenbmeno também foi observado em outros trabalhos, como descrito por Wei e
Li (2022), em um ensaio de citotoxicidade dependente do metabolismo, houve um
aumento da citotoxicidade do cetoconazol mediada por NADPH/NAD®, sugerindo

ativacdo metabolica via oxidacao de fase 1.



Tabela 1 — Valores médios + DP (IM) das col6nias revertentes de cepas de Salmonella Typhimurium ap6s a exposi¢cdo aos compostos.
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-S9 +S9
Complexo — uM TA1535 TA97a TAOS TA100 TA102 TA1535 TA97a TA9S TAL00 TAL102
0 11+3(1,0) 209+35(1,00 26+3(1,0) 137+1(1,00 331+35(1,00 22+1(1,0) 84+7(1,0) 24+7(1,0) 133+10(1,0) 44930 (1,0)
0,0005 8+1(0,6) 127+41(06) 30+3(1,2) 183+5(1,3) 205+43(0,6)> 16+7(0,7) 129+10(1,5 18+4(0,8) 130+17(1,0) 409 +13(0,9)
0,005 7+2(0,7) 101+22(05)0 32+9(1,2) 141+35(1,0) 226+47(0,7)2 13+1(0,6) 93+13(1,1) 17+1(0,7) 131+8(1,0) 505+7(1,1)
MNIA-77 0,05 11+1(0,7) 96+2(0,5° 32+6(12) 155+18(1,1) 225+29(0,7)2 Citotéxico 57+50(0,7) 16+2(0,7) 128+2(1,0) 517+24(1,2)
0,5 11+2(0,9) 266+7(1,2) 46+3(18) 135+14(1,0) 360+46(1,1)! Citotéxico  Citotéxicol 24+4(1,0) 158+16(1,2) 472+12(1,1)
5 7+1(0,6) 246+21(1,2) 21+1(0,8) 158+10(1,2) 247+33(0,7)* Citotdxico Citotéxico  Citotdxico® 172+18(1,3) 527 +38(1,2)
0 11+3(1,0) 209+35(1,00 23+6(10) 137+1(1,00 331+35(1,00 22+1(1,0) 84+7(1,0) 24+7(1,0) 133+10(1,0) 449 +30(1,0)
0,0005 14+4(1,2) 143+35(0,7) 28+11(1,2) 183+9(1,3)' 255+14(0,8) 10+2(0,5) 97+17(1,2) 14+3(06) 116+16(0,9) 387=21(0,9)
0,005 13+4(1,2) 132+31(0,6) 31+2(1,4) 134+21(1,00 250+42(0,8) 11+3(0,5) Citotéxico 15+4(0,6) 159+10(1,2) 433+ 28 (1,0)
MN-R10V2 0,05 13+£3(1,2) 150+21(0,7) 38+8(1,7) 153+24(1,1) 250+6(0,8) 12+1(0,5) Citotéxico 14+6(0,6) 111+6(0,8) 405+ 24 (0,9)
0,5 13+£2(1,2) 297+24(1,4) 33+1(14) 154+12(1,1) 273+42(0,8) 13+2(0,6) Citotéxico 15+5(0,6) 112+25(0,8) 434+ 37 (1,0
5 13+3(1,2)  Citotéxico® 31+6(1,4) 177+16(1,3> 223+6(0,7) 14+5(0,6) Citotoxico 26+4(1,1) Citotéxico® 424 +11(0,9)

Legenda: DP: desvio padrdo; IM: indice de mutagenicidade; -S9: auséncia de ativacdo metabdlica; +S9: presenca de ativacdo metabdlica. Controles positivos sem S9:
4NQO (0,5 pg/placa) para TA98 284 + 17 revertentes e para TA97a 603 + 13 revertentes; AS (5 pg/placa) para TA1535 493 + 53 revertentes e TA100 721 + 26 revertentes;
MMC para TA102 1.436 + 96 revertentes. Com S9: 2AA (2 pg/placa) para TA98 94 + 4 revertentes, para TA1535 493 + 63 revertentes e TA100 644 + 74 revertentes; 2AA
(5 pg/placa) para TA102 1.032 £+ 57 revertentes e TA97a 103 + 20 revertentes. 1 p < 0,05; 2 p < 0,01; 3 p < 0,001 versus controle negativo no teste ANOVA unidirecional e

Dunnet post-hoc; n = 3 em triplicata. O negrito denota IF > 2. Fonte: A autora, 2023.
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Além da possibilidade de citotoxicidade observada poder estar sendo induzida
pela ativacdo metabdlica da porcao azdlica do complexo, os metais também podem
ter acdo antibacteriana através de mecanismos que favorecem a morte celular, como
inducéo de espécies reativas de oxigénio e esgotamento de antioxidantes, disfuncéo
proteica e perda de atividade enzimatica, genotoxicidade, levando a inibicdo do
crescimento e morte celular por meio de mecanismos isolados ou uma combinacao
deles (LEMIRE et al., 2013).

Os antifungicos azolicos tém ganhado destaque devido ao seu efeito inibitério
sobre a enzima flavohemoglobina, através de um mecanismo semelhante ao
observado contra o seu principal alvo fangico, a Cl4-a-lanosterol demetilase. A
flavohemoglobina converte o Oxido nitrico em nitrato através da transferéncia de
elétrons entre NADPH, FAD, grupamento heme e o oxigénio. Os azéis se ligam ao
sitio catalitico do grupamento heme e essa interacdo interfere no mecanismo de
defesa que a enzima desempenha no organismo bacteriano, ndo protegendo as
bactérias do estresse nitrosativo (SARI et al., 2020).

Dito isso, pode-se sugerir que ha uma limitacdo do teste de Ames para este
estudo devido ao xenobibtico analisado, que apresenta comprovada atividade
antimicrobiana em seus constituintes azolicos e metalicos. Essa limitacdo pode ser
amenizada quando o ensaio for complementado com o resultado de outros testes,
como preconizado no “Documento de orientacdo sobre as revisdes das diretrizes de
ensaios de toxicologia genética da OCDE”. Isso se faz necessario, pois para uma
avaliacdo completa da capacidade de uma substancia em causar dano ao DNA deve-
se detectar mutacdes genéticas, danos cromossdmicos e aneuploidia. Nenhum teste
isolado consegue analisar todos estes endpoints, assim, esse documento cita alguns
testes especificos que podem ser realizados para analisar cada um, como ensaio de
micronucleo e ensaio cometa (OCDE, 2015).

Quando células sdo expostas a xenobidticos, diversos tipos de danos podem
ser causados a elas, e caso os danos sejam reparados parcialmente ou ndo sejam
reparados, podem causar a proliferacdo de células defeituosas ou levar a algum
mecanismo de morte celular (SALVADORI et al., 2021). Um desses mecanismos é a
apoptose, muito conhecido como um mecanismo programado, levando a
autodestruicdo de células visando manter a integridade de um organismo. Nesse
mecanismo, a célula passa por uma sequéncia de sinais, como enrugamento celular,

degradacdo de proteinas, fragmentacdo nuclear e formagdo de corpusculos
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apoptoticos, que vao sinalizar a células fagociticas a necessidade de se englobar esse
organismo e destrui-lo (SALVADORI et al., 2021).

Métodos utilizados para observar esse tipo de dano sdo os ensaios de
citotoxicidade baseados na reducéo de sais de tetrazoélio, como o WST, onde avalia-
se a disfuncdo mitocondrial, ou seja, o nivel de funcionalidade das células, ja que sua
estrutura ainda se encontra integra, mas o meio intracelular esta sofrendo diversas
alteracdes (ROCHE, 2021).

Outro tipo de morte celular é a necrose. Esse evento, diferentemente da
apoptose, gera resposta inflamatéria e dano tecidual, provocando perda da
integridade e ruptura da membrana, levando a liberacdo do conteudo intracelular para
0 meio extracelular (GAVA, ZAZONI, 2005). Para observar este evento, pode-se
empregar o ensaio de LDH, visto que é uma enzima intracelular e quanto maior sua
atividade no sobrenadante da cultura avaliada, maior a sugestdo de dano de
membrana celular.

No WST para BALB/3T3, o composto MNJA-77 apresentou resultados
estatisticamente significativos (p > 0,05) na maior concentragdo, se aproximando de
100% de citotoxicidade nos tempos de 24 e 48 horas (CCso: 24h — 22.97 uM; 48h —
22.64 uyM), porém houve uma reducgao no tempo de 72 horas (CCso: 72h — 115,1 yM).
J& para o composto MN-R10V2 nédo foi observado esse comportamento. Todos os
pontos se mostraram estatisticamente significativos na maior concentracdo, se
aproximando dos 100% de citotoxicidade (CCso: 24h — 17.96 pM; 48h — 16,24 uM; 72h
- 18,2 uM) (Tabela 2 e Figura 7).

No ensaio de LDH, todas as concentragdes de ambos os compostos inibiram
significativamente as células BALB/3T3. Para o composto MNJA-77, todas as
concentracbes se aproximaram de 50% de citotoxicidade, porém, em 72h uma
reducédo pode ser observada na maior concentracéo (CCso: 24h — >50 uyM; 48h — 0,003
MM; 72h — 0,0002 pM). Para MN-R10V2, em todos os tempos a maior concentracao
se aproximou de 100% de citotoxicidade (CCso: 24h — 6,9 uM; 48h — 2,8 uM; 72h —
0,0008 pM) (Tabela 2 e Figura 8).

Na avaliacdo de citotoxicidade para BALB/3T3, nédo foi observado nenhum
comportamento dose-dependente e, em ambos os ensaios, o composto MN-R10V2
se mostrou mais citotoxico quando comparado ao MNJA-77. A citotoxicidade foi mais
observada nos ensaios de LDH, sugerindo dano por rompimento de membrana ou

alteracdo de permeabilidade, mais relacionada a necrose. Tanto para os ensaios de
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WST, quanto para o ensaio de LDH, uma possivel explicacdo para o fenémeno de
redugéo da CCsono tempo de 72h pode ser a degradagéo ou esgotamento total dos
complexos no meio, havendo entdo a proliferacdo das células sobreviventes e isso

aparentar uma reducédo da citotoxicidade.

Tabela 2 — Concentragao citotoxica dos compostos nos ensaios de WST e LDH em BALB/3T3.

CCso (UM)
24h 48h 72h
WST-1 LDH WST-1 LDH WST-1 LDH
MNJA-77 22.97 > 50 22.64 0.003 115.1 0.0002
MN-R10V2 17.96 6.9 16.24 2.8 18.2 0.0008

Legenda: CCso: A concentracgao citotoxica para 50% da populacgdo celular foi calculada por ajuste de
regressdo ndo linear das curvas de dose-resposta (comportamento agonista). WST-1: tetrazélio soltvel
em agua. LDH: Desidrogenase Lé4ctica. Fonte: A autora, 2023.

Figura 7 — Citotoxicidade dos compostos MNJA-77 e MN-R10V2 em células BALB/3T3 no ensaio de

WST.
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Fonte: A autora, 2023.

Borba-Santos et al. (2022) também utilizaram essa linhagem celular para
analisados quatorze derivados da 1,4-naftoquinona contra S. schenckii e S.
brasiliensis e o composto mais ativo, a naftoquinona 5 (um sal de prata de lausona),
teve sua citotoxicidade avaliada em ensaios de WST e LDH. A lausona (2-hidroxi-1,4-
naftoquinona) também conhecida como henna, um corante muito utilizado para

pigmentar cabelos e pele, mas ha muito tempo € utilizado pela medicina tradicional
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para tratar infeccdes e outras patologias na pele (PRADHAN et al., 2012). Nesse
estudo, podemos ver que a Unica diferenca estrutural entre as naftoquinonas 3
(lausonato de prata) e 5 é a presenca de um atomo de prata, mas essa simples

alteracdo € capaz de potencializar os efeitos antifungicos de forma significativa.

Figura 8 — Citotoxicidade dos compostos MNJA-77 e MN-R10V2 em células BALB/3T3 no ensaio de

LDH.
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Fonte: A autora, 2023.

Em 48h, o CCso da naftoquinona 5 em BALB/3T3 para LDH foi de 11,13 pM e
de 9,62 uyM para WST (BORBA-SANTOS et al.,, 2022). Desta forma, € possivel
observar que metalodrogas com atividade antifingica de diferentes classes quimicas
apresentam niveis variados de citotoxicidade e mecanismos de dano celular. Em
termos de comparacgéo, os complexos MNJA-77 e MN-R10V2 sdo mais citotoxicos do
que a naftoquinona 5, em relacdo a danos de membrana, por outro lado sdo menos
citotoéxicos em relacdo a disfungéo mitocondrial.

A linhagem celular BALB/3T3 foi escolhida para esses ensaios pois € uma
linhagem de fibroblastos derivados de embrides de camundongos, pois sédo células
encontradas na pele e importantes no processo de cicatrizagéo, podendo entdo avaliar
a atuacao dos farmacos nas feridas causadas por traumas fisicos, que sao os mais
comuns na transmissdo dessa doenca. Na histopatologia da doenca, o Sporothrix
provoca uma reac¢do inflamatéria nos tecidos afetados, gerando granulomas na derme
e tecido subcutdneo que podem conter material caseoso, células epiteliais,
fibroblastos, entre outras formas (RAMOS, 2018). Além disso, BALB/3T3 é
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frequentemente utilizada em testes de citotoxicidade para estimar doses iniciais para
testes de toxicidade sistémica oral aguda recomendados pela OCDE pela sua maior
reprodutibilidade em estudos interlaboratoriais (OCDE, 2010).

Por outro lado, uma limitacdo do uso de células BALB/3T3 seria a pouca ou
nenhuma capacidade de metabolizar compostos xenobioticos. Além disso, se um
toxicante atua em 6rgéo especifico in vivo, ele pode ndo produzir um efeito toxico pelo
mesmo mecanismo em células cultivadas derivadas de um tecido diferente do 6rgéo-
alvo (OCDE, 2010). Por isso, a linhagem HepG2, de hepatocarcinoma humano,
também foi escolhida para esse estudo, visto que o figado é o principal 6rgao
metabolizador de farmacos, além de, como mencionado anteriormente, danos
hepéticos poderem ser observados durante o uso de itraconazol, sendo relevante
entdo avaliar o efeito dos complexos em uma linhagem hepética (EL-SHERSHABY et
al., 2013, 2015; SOZEN et al., 2014).

Na avaliacdo de citotoxicidade em HepG2 nado foi observado nenhum
comportamento dose-dependente, e no ensaio WST, o composto MN-R10V2 se
mostrou mais citotoxico. No WST, o composto MNJA-77 apresentou resultados
estatisticamente significativos (p > 0,05) na maior concentracdo em todos os tempos,
se aproximando de 50% de citotoxicidade nos tempos de 48 e 72 horas (CCso: 48h —
43.97 uM; 72h — 20.95 uM). Ja para o composto MN-R10V2, néo foi observado esse
comportamento. Nenhum dos pontos se mostrou estatisticamente significativos em
nenhuma das concentragdes, se aproximando dos 100% de citotoxicidade (CCso: 24h
—-9.15 uM; 48h — 6.4 uM; 72h — 0.16 uM) (Tabela 3 e Figura 9).

No ensaio de LDH para HepG2, nenhum dos pontos foi estatisticamente
significativo para ambos o0s compostos. Para o composto MNJA-77 todas as
concentracbes no tempo de 24h n&do apresentaram citotoxicidade, porém a
concentracdo mais alta de 48h se aproximou de 50% de citotoxicidade (CCso: 24h -
>50 uM; 48h — 36.76 uM; 72h — >50 yM). Para MN-R10V2, nos tempos de 24h e 48h,
a maior concentracdo se aproximou de 50% de citotoxicidade, sendo observado
comportamento contrario para o tempo de 72h, havendo uma reducao explicada
possivelmente por meio do mesmo fendmeno exemplificado para a linhagem
BALB/3T3 (CCso: 24h — >50 uM; 48h — >50 uM; 72h — >50 uyM) (Tabela 3 e Figura 10).

Para a linhagem HepG2, metabolicamente competente, os complexos foram,
de forma geral, menos citotoxicos do que para BALB/3T3. Isso pode estar ocorrendo,

por que além de expressar enzimas que podem gerar metabdlitos reativos que podem
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induzir citotoxicidade, as enzimas também podem agir desintoxicando esses
compostos e metabdlitos, reduzindo sua toxicidade através do processo de
biotransformacao, que pode ser classificado em duas fases, fase I, por meio de
reacOes de oxirreducdo, e fase Il, por conjugacdo ou hidrélise (GU, MANAUTOU,
2012).

As metalotioneinas sdo um grupo de proteinas intracelulares de baixo peso
molecular que estdo envolvidas no acumulo, transporte e propriedades biolégicas de
diversos metais essenciais para o organismo humano, como zinco, cobre, selénio, ou
xenobidticos como cadmio, mercurio, prata, arsénico, chumbo. Sua afinidade com
essas moléculas se da através do seu alto contetudo de residuos de cisteina, onde o
grupamento tiol (R-SH) interage com os metais. A exposi¢cdo a ions metéalicos pode
induzir a uma maior expressdo dessas proteinas, podendo estar envolvidas em

processos de desintoxicacado por metais (MILES et al., 2014).

Tabela 3 — Concentracgéo citotoxica dos compostos nos ensaios de WST e LDH para HepG2.

CCso (UM)
24h 48h 72h
WST-1 LDH WST-1 LDH WST-1 LDH
MNJA-77 > 50 > 50 43.97 36.76 20.95 > 50
MN-R10V2 9.15 > 50 6.4 > 50 0.16 > 50

Legenda: CCso: A concentracao citotoxica para 50% da populacéo celular foi calculada por ajuste de
regressdo nao linear das curvas de dose-resposta (comportamento agonista). WST-1: tetrazélio soltvel
em agua. LDH: Desidrogenase Léactica. Fonte: A autora, 2023.

Figura 9 — Citotoxicidade dos compostos MNJA-77 e MN-R10V2 em células HepG2 no ensaio de
WST.
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Fonte: A autora, 2023.
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Figura 10 — Citotoxicidade do composto MNJA-77 e MN-R10V2 em células HepG2 no ensaio de
LDH.
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Fonte: A autora, 2023.

No corpo humano, a quantidade produzida dessa proteina nos tecidos possui
um baixo nivel basal, podendo variar de acordo com a idade e tipo de tecido, sendo
sintetizadas principalmente no figado e nos rins, porém sua expressao aumentada ja
foi observada em alguns tipos de cancer de figado, mama, célon, rim, entre outros.
Entretanto, quando analisada a expressdo em carcinoma hepatocelular e
adenocarcinoma hepdatico, seus niveis se mostraram reduzidos (CHERIAN,
JAYASURYA, BAY, 2003). Por isso, pode ser relevante investigar a toxicidade desses
complexos em linhagens hepaticas ndo tumorais em investigacdes futuras.

Apesar das evidéncias de citotoxicidade dos complexos, em estudos
conduzidos pelo grupo com outras metalodrogas, como a naftoquinona 5 (dados nao
divulgados), a citotoxicidade na cultura em monocamada € significativamente reduzida
no modelo de cultura celular tridimensional (3D). Desta forma, a investigacdo da
citotoxicidade dos complexos pode ser aprofundada pela utilizagdo de modelos 3D de
cultura celular, considerando limitacdes devido as discrepancias biolégicas entre as
culturas em monocamada e 0 organismo Vivo.
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3 CONCLUSAO

Os ensaios realizados com os complexos MNJA-77 e MN-R10V2 mostraram
gue nao houve deteccdo de mutagenicidade em nenhuma das cepas avaliadas na
presenca e auséncia de ativagcdo metabdlica, sendo este um achado relevante na
investigacdo de seguranca de novos farmacos. Também ndo foram observados
comportamentos dose-dependentes para citotoxicidade em modelo bacteriano.

Em geral, o complexo MN-R10V2 se mostrou mais citotéxico, do que o
complexo MNJA-77 nos ensaios de WST e LDH em modelo eucarionte. Eventos
citotoxicos foram mais observados nos ensaios de LDH para ambos os complexos,
sugerindo dano por rompimento de membrana ou alteracdo de permeabilidade, mais
relacionada a necrose.

Ambos os complexos se mostraram menos citotoxicos para a linhagem HepG2,
guando comparada a BALB/3T3, sugerindo a possibilidade de um mecanismo de

desintoxicacao, visto que essa linhagem é metabolicamente competente.
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