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“Eu estava sentado a mesa a escrever o meu compéndio, mas o
trabalho ndo rendia; os meus pensamentos estavam noutro
sitio. Virei a cadeira para a lareira e comecei a dormitar.

Outra vez comecaram os atomos as cambalhotas em frente dos
meus olhos. Desta vez os grupos mais pequenos mantinham-se
modestamente a distancia.

A minha visdo mental, agucada por repetidas visdes desta
espécie, podia distinguir agora estruturas maiores com
variadas conformagdes; longas filas, por vezes alinhadas e
muito juntas; todas torcendo-se e voltando-se em movimentos
serpenteantes.

Mas olha! O que ¢ aquilo?

Uma das serpentes tinha filado a propria cauda e a forma que
fazia rodopiava trocistamente diante dos meus olhos. Como se
se tivesse produzido um reldmpago, acordei... passei o resto da
noite a verificar as consequéncias da hipdtese.

Aprendamos a sonhar, senhores, pois entdo talvez nos
apercebamos da verdade.”

Friedrich August Kekulé von Stradonitz
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RESUMO

As chalconas correspondem a uma classe de compostos que tem despertado o interesse da
comunidade cientifica devido a miscelanea de atividades bioldgicas relacionadas a elas. Este
trabalho apresenta a avaliagdo da mutagenicidade e antimutagenicidade da chalcona (£)-3-(4-
nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona in vivo pelo teste de micronicleo em medula 6ssea de
camundongos. Para a avaliagcdo da atividade mutagénica, os animais foram tratados com trés
diferentes doses da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (5, 10 e 20 mg/Kg
p.c.) e para a avaliagdo da atividade antimutagénica foram administradas as mesmas doses (5,
10 e 20 mg/Kg p.c.), concomitantemente de uma dose de 4 mg/Kg de mitomicina C. A
genotoxicidade foi avaliada pela freqiiéncia de eritrdcitos policromdticos micronucleados
(EPCMN) e a citotoxicidade foi analisada pela razdo entre eritrocitos policromaticos e
normocromaticos (EPC/ENC). Os resultados obtidos na avaliagdo da mutagenicidade
mostraram que todas as doses da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
aumentaram significativamente o nimero de EPCMN (p<0,05), quando comparados com o
grupo controle negativo. Em relagdo a antimutagenicidade, todas as doses administradas em
24 horas reduziram significativamente a freqiiéncia de EPCMN, em relagdo ao grupo controle
positivo (p<0,05). Contudo as doses de 5 ¢ 10 mg/ Kg p.c. ao serem administradas em 48
horas ndo apresentaram atividade antimutagénica (p>0,05), enquanto a dose de 20 mg/ Kg

p.c. co-administrada a MMC potencializou a agdo mutagénica.
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ABSTRACT

Chalcones represent a class of compounds that have attracted the interest of the scientific
community due to the patchwork of biological activities related to them. This paper presents
the evaluation of the mutagenicity and antimugenicity of a chalcone (E) -3 - (4-nitrophenyl)-
1-phenylprop-2-en-1-one in vivo micronucleus test in the mouse bone marrow. For the
evaluation of mutagenic activity, the animals were treated with three different doses of chalcone
(E) -3 - (4-nitrophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one (5, 10 and 20 mg / kg b.w.) and for the
evaluation of the antimutagenic activity were administered the same doses (5, 10 and 20 mg / kg
b.w.) concomitantly with a dose of 4 mg / kg of mitomycin C. The genotoxicity was evaluated by
the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes (EPCMN) and cytotoxicity was
analyzed by the polychromatic erythrocytes and normochromatic ratio (EPC / ENC). The results
of the assessment of the mutagenicity showed that all doses of chalcone (E) -3 - (4-nitrophenyl)-1-
phenylprop-2-en-1-one, significantly increased the number of EPCMN (p< 0.05) compared with
the negative controls. Concerning the antimutagenicity capacity/ effect, all doses after 24 hours
significantly reduced the frequency of EPCMN, for the positive control group (p <0.05). However
doses of 5 and 10 mg / kg b.w. to be administered within 48 hours showed no antimutagenic
activity (p> 0.05), while the dose of 20 mg / kg b.w. co-administered MMC enhanced the

mutagenic action.
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1. INTRODUCAO

Os flavonodides, aos quais se ¢ relacionado um perfil terapéutico, se encontram
divididos em subclasses baseadas nas diferengas estruturais em seu nucleo fundamental, ¢
compondo uma dessas subclasses estdo compostos extensivamente estudados e
frequentemente submetidos a alteragdes estruturais em busca de moléculas mais ativas frente
a miscelanea de atividades bioldgicas relatadas, as chalconas ou 1,3-diaril-2-propen-1-onas,
quimicamente conhecidas como cetonas aromaticas a,f-insaturadas (TOMAS-BARBERAN
& CLIFFORD, 2000). Muitas atividades biologicas interessantes destes compostos tém sido
relatadas, dentre as quais estdo as atividades: anticarcinogénica (LAWRENCE et al., 2006;
MODZELEWSKA et al., 2006), antiparasitaria (NARENDER et al., 2005; LAHTCHEV et
al, 2008), anti-inflamatéria (WON et al., 2005), antiviral (MALLIKARJUN, 2005),
antibacteriana (TSUKIYAMA et al., 2002), antidepressiva (OZDEMIR et al., 2006),
antioxidante (VOGEL et al., 2008; NOWAKOWSKA, 2007) , analgésica e até herbicida
(BITENCOURT et al., 2007).

A preocupacdo com o efeito mutagénico e carcinogénico de agentes genotdxicos ¢
evidente, principalmente, devido a acdo mutagénica se manifestar somente apés muitos anos,
no aumento da incidéncia de canceres ou malformagdes congénitas. Assim, se faz necessaria,
a aplicagdo de testes rapidos e confidveis que permitam detectar os danos provocados por este
tipo de exposicao, como o teste do micronicleo ou mesmo a necessidade de avaliar possiveis
agentes que possam atuar como preventivos ou remediadores desses agentes mutagenos. Os
micronicleos atuam como marcadores bioldgicos de danos genéticos e podem ser utilizados

como indicadores de mutagenicidade.

O objetivo do presente trabalho foi a avaliagdo da mutagenicidade e/ ou
antimutagenicidade e da citotoxicidade e/ou anticitotoxicidade da chalcona (E)-3-(4-
nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona pelo teste de micronticleos em medula oOssea de

camundongos in vivo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos Naturais como Protétipos de Novos Farmacos

As plantas tem um papel de destaque no desenvolvimento de novos farmacos sao
amplamente utilizadas clinicamente, ou orientam a sintese de protétipos de novos compostos

terapéuticos (CALIXTO, 2003).

Partindo-se da premissa de que os produtos naturais sdo sintetizados por organismos
vivos, conclui-se que tais compostos tém grandes chances de possuirem atividades biologicas.
As diversas atividades bioldgicas sobre algum metabolismo de organismo vivo podem
caracterizar atividades farmacoldgicas e contribuir para o desenvolvimento de novos

medicamentos (SANDES & BLASI, 2000).

Pesquisas fundamentadas na quimica de produtos naturais e no desenvolvimento da
quimica organica sintética moderna tém como um de seus principais focos o estudo de
metabolitos secundarios de plantas (BARREIRO & BOLZANI, 2009) por serem encontrados
em toda espécie vegetal e, frequentemente, terem atividades biologicas tornando-as matérias-

primas valiosissimas para a producdo de farmacos (SANDES & BLASI, 2000).

Partindo da analise dos processos biossintéticos dos produtos naturais, sdo feitos
planejamentos de sinteses quimicas para formacdao de compostos inéditos, moléculas
complexas de interesse farmacologico (CALIXTO, 2003; MONTANARI & BOLZANI,
2001).

2.2. Compostos polifendlicos

Os compostos fenolicos sintetizados nos vegetais, por via metabolica secundaria, se
caracterizam por possuir como estrutura fundamental um anel aromatico ligado a no minimo
um grupo hidroxila (FERREIRA, 2005). Estes compostos sintetizados podem ser geralmente
classificados em cinco grupos distintos: acidos fenolicos, flavonodides, estilbenos, cumarinas e
taninos (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002; DEGASPARI & WASZCZYNSKYIJ, 2004,
CARDOSO et al., 2009).



2.2.1. Flavonoides

Os flavonodides constituem um grupo de compostos polifendlicos de origem vegetal
com diversas estruturas quimicas e caracteristicas, sendo obtidos a partir da via dos
fenilpropanoides. Encontram-se como pigmentos naturais em bridfitas, pteridofitas e em
grande variabilidade estrutural nas angiospermas, possuindo a funcdo de protegé-las contra
acdo de oxidantes, raios UV, poluicdo ambiental, protecdo contra micro-organismos
patogénicos e substancias toxicas produzidas por alimentos e inibi¢do enzimatica (COOK &
SAMMAN, 1996; MACHADO et al., 2009; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Os flavondides tem sua estrutura quimica geral definida por MACHADO ef al. (2009)
como “substdancias compostas por um nticleo comum de fenilcromona, o qual consiste de trés
anéis fenolicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o sexto carbono do terceiro
anel, que na posi¢do 2 carrega um grupo fenila como substituinte.” O primeiro anel
geralmente esta ligado ao grupo fenila por um terceiro anel denominado pirano heterociclico,
o qual permite inimeras variagdes e substitui¢des originando a formacdo de compostos
diferenciados como as flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, chalcona, auronas e
antocianidinas. A estrutura geral de um flavonoide (1) é apresentada na Figura 1 e seus

derivados na Figura 2 (MARTINEZ-FLOREZ ef al., 2002).

Figura 1. Estrutura geral de um flavonoide.
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Figura 2. Estrutura da maioria dos subgrupos que compdem os flavondides.

Durante o metabolismo, as substituigdes nas estruturas quimicas dos flavonoides e

metabolitos podem variar, determinando assim suas atividades bioquimicas.

2.2.2. Chalconas

Chalconas sao um grupo de compostos polifendlicos intermediarios na biossintese de
flavonoides e isoflavonodides, como pode ser observado no Esquema 1, e constituem uma das
maiores classes de compostos naturais abundantes em frutas, vegetais, chas, especiarias que
tem despertado grande interesse em pesquisas quimicas ¢ farmacologicas por apresentarem

inimeras atividades biolégicas (REDDY et al., 2008; NOWAKOWSKA, 2007).
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Esquema 1. Biossintese dos flavondides. (10) fenilanina; (11) cinamoil-CoA; (12) malonil-

CoA; (13) chalcona hidroxilada; (14) flavona.

Quimicamente, a chalcona tem sua estrutura fundamental descrita como uma cetona
aromatica a,f-insaturada (1,3-difenil-2-propen-1-ona) (15) formada por dois anéis aromaticos
A (advém da cetona) e B (advém do aldeido) conectados por uma cadeia aberta de trés d&tomos
de carbono, ficando conjugados uma por¢ao olefinica e um grupamento carbonilico, como ¢
apresentado na Figura 3 (NOWAKOWSKA, 2007). A conjugagdo entre o anel B e o sistema
carbonilico insaturado confere a chalcona sua coloragdo caracteristica amarelada (SANTOS,

2008).



Figura 3. Estrutura geral da chalcona.

As chalconas sdo passiveis de diversas modificagdes desde substituintes de diversas
naturezas em diferentes posi¢des nos anéis A e B, adi¢des halogénicas na porcao olefinica até
processos de isomerizagdo cis-trans. Dentre todas as modificagdes citadas, os substituintes
permitem uma abundancia de classificacdo das chalconas devido a interagdes provocadas por
efeitos estéricos causados por substituintes volumosos, aos efeitos eletronicos decorrentes da
diferenga de eletronegatividade entre 4&tomos ou grupos substituintes, ou a presenca de sitios
acido/base de Lewis, possibilitando a formacgdo de ligacdes de hidrogénio e/ou complexos
intra e intermoleculares (CESARIN-SOBRINHO & NETTO-FERREIRA, 2001; REBELLO,
2005).

2.2.2.1. Sintese das chalconas — Reacoes de Claisen-Schmidt

A reacdo de condensacao de Claisen-Schmidt ¢ uma condensagdo aldodlica cruzada
que faz uso de cetonas como reagentes para condensar com aldeidos aromaticos (benzaldeido
e derivados). Historicamente, o nome Claisen Schmidt advém de uma homenagem aos
quimicos alemaes J.G. Schmidt, (descobriu a reagdo no ano de 1880) e Ludwig Claisen, quem
desenvolveu a reacao entre 1881 ¢ 1889. Essas reagdes sdo viaveis na pratica, em presenca de
bases, pois sob tais condi¢cdes as cetonas ndo se autocondensam consideravelmente

(CAMPOS, 1979; SOLOMONS & FRYHLE, 2001).

As chalconas sdo encontradas em produtos naturais ¢ podem ser isoladas através de
técnicas de extracdo, contudo, estas sdo geralmente obtidas a partir de sinteses organicas via
reacdo de condensagdo de Claisen-Schmidt (GASULL et al., 2000). O mecanismo da reagao

acontece como mostrado no Esquema 2 a seguir em quatro etapas:
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Esquema 2. Mecanismo da reacao de condensagdo de Claisen-Schmidt.

1* etapa: A base ao se dissociar, promove o ataque nucledfilo ao Ha do composto
carbonilico, no caso, a acetofenona, formando o ion enolato, o qual se torna estavel devido a

ressonancia e uma molécula de agua.

2% etapa: O ion enolato age como nucledfilo e ataca o carbono do benzaldéido

(ausente de Ha) formando o ion alcoxido.

3° etapa: O ion alcoxido também age como nucleofilo e ataca o H da molécula de

agua formando novamente o ion hidréxido.

4% etapa: A desidratagao do produto formado na etapa anterior induz a formagao de
uma dupla ligagdo, produzindo um produto final com duplas conjugadas, a cetona o,f-

insaturada (1,3-difenil-2-propen-1-ona).

Tradicionalmente, a sintese de chalconas ocorre via reacdo de condensacao de
Claisen-Schmidt de aril metil cetonas com aldeidos aromaticos sendo realizadas utilizando-se
catalisadores em meio basico (NaOH, KOH, Ba(OH),, hidrotalcitas, LIHMDS, NaNO;
calcinado/fosfato natural) ou é&cido (AICl;, BFs;, HCIl seco, Zn(bpy)(OAc),, TiCl,

Cp2ZrH,/NiCl,, zeoblitas, RuCl) em fase homogénea ou heterogénea, incluindo também acidos
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de Lewis e Bronsted, acidos solidos, bases solidas e outros (BHAGAT et al., 2006; DONG et
al., 2008).

O procedimento reacional de sintese via reacao de condensacao de Claisen-Schmidt
também apresenta alguns pontos pouco interessantes como tempo reacional longo, usualmente
¢ exigido um pré-preparo do catalisador, elevadas temperaturas e reagentes de alto custo, além
do que, frequentemente, devido as elevadas temperaturas e longos tempos de reagdo os
produtos sdo formados juntamente com impurezas necessitando de metodologias de
purificacdo (BHAGAT et al., 2006). Cuidados adicionais sdo fundamentais quando a reagdo ¢é
catalisada em meio basico, visto que o longo tempo de reagdo necessario para a sintese pode
resultar na degradacdo do produto ou na formacdo de subprodutos via reacdes de adi¢do de
Michael (adi¢des conjugadas de anions enolato ao carbono S de compostos a,f-insaturados),
ocasionando a formagdo de impurezas indesejaveis (BHAGAT et al, 2006; MATTOS &
MARZORATI, 1999; SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

2.3. Atividades bioldgicas das chalconas

Quanto aos efeitos farmacoldgicos, as chalconas mostram-se promissoras por
exibirem diversas atividades relatadas na literatura. A atividade antiparasitaria ¢ relatada por
algumas chalconas, em especial a Licochalcona A (16), Figura 4, devido a sua alta atividade
leishmanicida e antimalarica (NIELSEN ez al, 1998; NOWAKOWSKA, 2007). As Acil
Hidrazidas também s3o relatadas como eficazes por serem mais estaveis e ativas que o
prototipo antimalarico considerado atualmente (MOTTA, 2004). Em relacdo a atividade anti-
inflamatéria, Won et al. (2005) testou doze chalconas, dentre as quais, trés chalconas
hidroxiladas (2’,5’-dimetoxi-4-hidroxichalcona (17), 2’-hidroxi-3,4-diclorochalcona (18),
2’,5’-dihidroxichalcona) (19), Figura 5, apresentaram atividades citotoxicas elevadas,
inibindo a producdo de o6xido nitrico em células como os macrofagos, revelando, assim,
potencial tanto para tratamento anti-inflamatério como na preveng¢dao do cancer. Efeitos
bactericidas das chalconas foram relacionados por Nowakovska (2007) devido a capacidade
de se conjugarem com grupos nucleofilicos como o grupo tiol, importante constituinte das
proteinas que compdem a parede celular bacteriana; e quanto a atividade fungicida, as
chalconas apresentam uma relagdo estrutura-atividade influenciada pelos substituintes do anel
B, de modo que grupos que retiram elétrons da posi¢do para, enfraquecem eletricamente o

carbono £ tornando-o um centro eletrofilico atraente ao ataque do grupo tiol, refletindo no

8



aumento da atividade antifingica, enquanto que grupos que doam elétrons enfraquecem o

potencial da chalcona (LAHTCHEYV et al., 2008; NOWAKOVSKA, 2007).
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Figura 4. Estrutura da Licochalcona A.
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Figura 5. Chalconas hidroxiladas com elevadas atividades citotoxicas e anti-inflamatorias.

2.3.1. Cancer e a atividade antitumoral das chalconas

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar
27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer ¢ 75 milhdes de
pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de
baixa e média renda. O cancer pode se tornar um grande obstaculo para o desenvolvimento

socioecondmico de paises emergentes como o Brasil, ja que as estimativas para o ano de 2012



apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, refor¢ando a

magnitude do problema do cancer no pais (INCA, 2011).

O termo céncer ¢ utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de
100 doengas, incluindo tumores malignos de diferentes localiza¢des que variam quanto idade
de inicio, taxa de crescimento, estado de diferenciacdo celular, deteccdo de diagnostico,
potencial invasivo, potencial metéstico, resposta ao tratamento e prognéstico (INCA, 2007).

A integridade de um determinado tecido, assim como sua fung¢do, ¢ conferida por um
equilibrio estabelecido entre a proliferacdo e morte celular, mantido por um complexo de
sinalizacdo intra e extracelular. Perdendo esse equilibrio, hd proliferacdo de uma massa de
células desordenadas que constituem o tumor primdrio. Na progressdo tumoral, algumas
células do tumor primario perdem a capacidade de adesdo, invadem a membrana basal do
tecido de origem, atravessam a parede dos vasos sanguineos, caem na circulacdo e formam
areas de proliferacdo em outros tecidos (FERREIRA & ROCHA, 2004).

O cancer pode ser considerado uma doenca genética que resulta de alteragdes
simultaneas em genes relacionados a proliferagdo, diferenciacdo e morte celular. As alteracdes
genéticas envolvem a amplificagdo e ativacao de proto-oncogenes quanto mutagdes que levam
a perda e/ou ativagdo dos alelos de genes supressores de tumor (FERREIRA & ROCHA,
2004). Desde substitui¢do de base em um gene a alteragdes em larga escala do genoma, as
mutagdes progressivamente tornam a célula neoplésica independente de fatores reguladores
do crescimento celular normal (DYKE et al., 2008).

A divisdo celular passa por ciclos de eventos programados que regulam a progressao
entre as fases GO, GI, S, G2 e M. Essa sequéncia acontece pela transmissdo de sinais
realizada por proteinas ¢ um disturbio em qualquer dessas proteinas envolvidas no ciclo
celular pode levar a um desenvolvimento aberrante e/ou propagacdo de células aberrantes e
uma promog¢ao da tumorigénese. Cada etapa do ciclo celular ¢ monitorada, passando por
“checkpoints” os quais param a progressdo do ciclo celular temporariamente ou
permanentemente (DEVITA et al., 2008).

O termo tumor significa crescimento canceroso ¢ ¢ usado de forma intercambiavel
com o termo neoplasia. Existem dois tipos basicos de neoplasias chamadas de benignas e
malignas. Cancer ¢ o termo comum aplicado para todas as neoplasias malignas. No Quadro 1

sd0 expostas caracteristicas que permitem a diferenciagdo entres os dois tipos de neoplasias.
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Quadro 1. Algumas diferengas ente tumores malignos e benignos (Fonte: KANDEPU, 1999).

Caracteristicas Tumor maligno Tumor benigno
Encapsulado Raramente Frequentemente
Diferenciado Pouco Parcialmente

Metastase Presente Ausente
Modo de Crescimento Infiltrante e invasivo Expansivo
Velocidade de Crescimento Rapido Lento

Caracteristicas celulares

Cromossomo Anormal Normal
Nucleo Multiplo Unico
Aderéncia Ausente Presente
Forma e tamanho Irregular, pleomorfico Regular, consistente

Carcinogénese ¢ o processo de conversdo de uma célula normal em uma célula
maligna, sendo que os agentes indutores desse processo sdo denominados carcindgenos; e este
processo estd sequenciado, geralmente, na forma dos eventos apresentados na Figura 6.
Frequentemente, ¢ necessaria a exposicdo repetida aos carcindogenos para que haja o
desenvolvimento de tumores malignos. A maioria dos carcindgenos quimicos necessita de
ativacdo enzimadtica para reagir com grupos nucleofilicos e alterar, assim por modificacao
covalente, o ADN. Logo, os mecanismos de prote¢ao celular (detoxificacdo de carcindgenos,
reparo do ADN e eliminacdo das células que tenham ADN modificado) se mostram
fundamentais para a protecdo contra a iniciagdo do cancer. Para que a iniciacdo ocorra, €
necessaria a replicagdo e proliferagdo de células com ADN alterado, de forma a levar a
mutagdes em proto-oncogenes ou em genes supressores de tumor e iniciar o processo de
carcinogénese. Posteriormente a iniciacdo, a promogao constitui a etapa em que hé selecdo e
expansao das células iniciadas, podendo ocasionar também no desenvolvimento de um tumor
benigno. Durante a promog¢do do tumor, o dano genético da célula iniciada altera a expressao
dos genes que regulam a diferenciagdo e o crescimento celular. Muitos carcinégenos sao tanto
iniciadores como promotores ao serem utilizados em altas doses (LOUREIRO et al., 2002).

No Quadro 2 salientam-se os principais genes envolvidos no processo de carcinogénese.

11




Transdugio

)I‘-.-Ietabn]ismn

Figura 6. Esquema de eventos envolvidos em carcinogénese quimica (Adaptado de

GUENGUERICH, 1992).

Quadro 2. Principais genes envolvidos no processo de carcinogénese (Adaptado de

REGATEIRO et al., 2002).

Genes Funcio dos genes

Codificam proteinas constituintes de uma rede implicada na
Protooncogenes recepgdo e transdugdo de sinais e na regulacdo de expressao

génica. Participam na regulagdo da proliferacao celular.

. Participam na regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo
Antioncogenes ou genes de
celular, contrabalanceando o estimulo proliferativo dos
supressao tumoral o
protooncogenes, através de acdo inibidora.

Estabilizam o ADN assegurando processos complexos de

reparacdo para evitar a acumulacdo de lesdes no ADN que
Genes de reparacdo do ADN ) ) ) o

seriam reproduzidas durante a replica¢do, originando um

clone portador de mutagdo eventualmente tumorigénica.

_ Genes envolvidos em complexa rede de vias metabolicas de
Genes de metabolismo de ‘ o ‘
biotransformagdo de xenobioticos, alguns deles genotoxicos

genotoxicos o _
e potenciais carcindgenos.
Genes envolvidos na apoptose, processo pelo qual as células
Genes de apoptose morrem de forma programada, ativada por alteragcdes a nivel

de estimulos especificos.

Ha varios tipos de cancer e estes se diferenciam de acordo com os diversos tipos de
células a partir das quais a doenga se inicia ex.: sarcomas, linfomas, carcinomas e etc. Quanto
as causas da doenga, estas podem ser internas ou externas ao organismo, sendo esta ultima
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correspondente aos fatores de risco de natureza ambiental dependente da exposicdo a

carcindgenos e substancias ou agentes que podem danificar o material genético que abrange

agentes quimicos (ex.: tabaco, cloreto vinilico, benzo(a)pireno) virus (ex.: papilomavirus

humano, Hepadnavirus), radiacdo ultravioleta e ionizante e substancias fisicas (ex.: amianto).

Os fatores internos correspondem a predisposicao genética herdada, ou seja, hereditariedade

(INCA, 1989).

Existem, atualmente, cinco tratamentos para o cancer definidos a seguir (MICKLOS et

al., 2005; COZZI, 2002; ALMEIDA et al., 2005):

Radioterapia: técnica de emissdo de radiagdes ionizantes (comumente Raios-X, gama
e elétrons) como recurso terapéutico, ¢ busca a liberagdo de uma dose precisamente
calculada em um volume tumoral com o minimo de danos as células sadias vizinhas,
resultando na erradicagdo do tumor. Esta se divide em duas modalidades: a
braquiterapia (fontes radioativas em contato com o tumor) e teleterapia (fontes
radioativas afastadas do paciente). E ainda, a radioterapia pode ser utilizada em carater
exclusivo, adjuvante, curativo ou paliativo;

Cirurgia: a técnica que pode levar a remog¢ao de tumores com eficacia, se ndo houver

metastase;

Quimioterapia: tratamento que utiliza medicamentos para destruir células que se
dividem de maneira rdpida, tanto as cancerosas como as normais. Os pacientes tém
diferentes respostas a esses medicamentos, logo sdo ministrados diferentes tipos a cada
vez que o mesmo recebe o tratamento. Todavia, apesar do grande nimero de agentes
quimioterapicos, a necessidade médica ainda nao ¢ atendida efetivamente. As razoes
sdo: a falta de seletividade das drogas convencionais, levando a toxicidade; a
promogao de metastase, implicando no desenvolvimento de tumores iniciais em locais
diferentes do sitio primario; a heterogeneidade da doenca que compreende mais de 100
tipos de cancer; a resisténcia intrinseca ou adquirida a quimioterapia desenvolvida

apos poucos ciclos terapéuticos (resisténcia a multiplas drogas);

A técnica de foto-radiagdo tem como vantagens a localizagdo e a destrui¢do com maior
seletividade neoplasias localizadas em tumores superficiais pelo uso de radiagdo com
fluorescéncia (4 de 620-640 nm) com o uso de fibras 6ticas;

A imunoterapia faz uso do estimulo das proprias defesas do corpo como tratamento

usado de forma adjuvante.
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Estudos recentes tem mostrado que alguns tipos de chalconas podem inibir a
proliferagdo do cancer, induzindo a apoptose de células cancerigenas, incluindo cancer de
mama e ainda podem ser antimitdticas e/ou inibem a producdo de algumas enzimas
importantes no ciclo metabolico dessas células (CABRERA et al., 2007, BHASKAR et al.,
2008).

Estudos conduzidos por Shibata (1994) revelaram atividades relevantes quanto aos
potenciais antitumorais dos compostos 3’-metil-3-hidroxichalcona (20a) e 4’-metil-3-
hidroxichalcona (20b), Figura 7, os quais apresentaram eficacias de 100% e 97%,
respectivamente, contra células HelLa (linhagem celular humana maligna continuamente
cultivada e considerada imortal, derivada do carcinoma cervical de Henrietta Lacks) em

concentragdes de 5 ug/mL (CORDEIRO, 2011).

\ / OH

20a = X = 3'-CH,
20b = X = 4'-CH,4

Figura 7. Estruturas dos compostos 3’-metil-3-hidroxichalcona e 4’-metil-3-hidroxichalcona

que apresentaram alta citotoxicidade contra células HeLa.

Cabrera et al. (2007) relataram a avaliagdo das atividades citotoxicas de flavanonas,
flavonas e chalconas contra células tumorais humanas provenientes de cancer mamario €
cancer do colo do utero. Os autores concluiram que as chalconas apresentaram maiores niveis
de citotoxicidade do que as outras classes de compostos, com os mesmos substituintes.
Comparando-se as atividades antitumorais da chalcona (E)-1-(2’-hidroxifenil)-3-(4-
metoxifenil)-2-propen-1-ona (21) e da flavona 2-(4-metoxifenil)-2-3-dihidrocromen-4-ona
(23) (flavanona) e 2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (24), apresentadas na Figura 8, contra
o carcinoma renal humano TK-10, o adenocarcinoma mamario humano MCF-7 e o
adenocarcinoma de colon HT-29, a ordem da atividade citotoxica diminui, geralmente na

seguinte ordem: chalconas > flavanonas > flavonas. No estudo realizado por estes autores a
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hidroxichalcona (E)-1-(2’-hidroxifenil)-3-(2-piridinil)-2-propen-1-ona (22) apresentou o

maior potencial de atividade anticarcinogénica.

\
\
fz

21 OCH, =

OCH,y

Figura 8. Derivados de flavondides submetidos avaliagdo citotoxica em estudo

conduzido por Cabrera et al. (2007).

Contudo, segundo Sabzevari apud Echeverria (2009), chalconas com maior nimero de
grupos hidroxilas como substituintes nos anéis A e B sdo menos efetivas do que com menor
numero. Além disso, o autor avaliou o potencial antitumoral de 2’-hidroxichalconas (25),
Figura 9, com grupos metdxi como substituintes em diferentes posi¢cdes no anel B contra
células cancerigenas situadas no figado. O estudo constatou que a auséncia dos grupos
metoxi, provoca um aumento da atividade citotdxica contra esse tipo de cancer, reafirmando a

importancia das hidroxichalconas em estudos de compostos com potencial antitumoral.
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Figura 9. 2’-Hidroxichalconas substituidas por grupo metoxi.

Em contraposi¢do, de acordo com Lawrence et al. (2006), a hidroxichalcona (E)-3-
(3-hidroxi-4-metoxifenil)-1-(3’,4°,5’-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona  (26),  Figura 10,
apresentou atividade importante e promissora contra células de leucemia cronica, com ICsy de
0,0043 uM. Este resultado revela possibilidades acerca da atividade dos substituintes metoxi,
os quais podem contribuir nas pesquisas de agentes quimioterapicos mais seletivos do que as
drogas existentes atualmente e o estudo de novas substancias com melhores atividades e perfil
de seguranga pode contribuir para sanar outras dificuldades devido a complexidade da doenga
como: a propagacdo metastatica, que implica na implantacdo do tumor em outros 6rgaos
diferentes do seu sitio primdrio; a heterogeneidade da doenga e a resisténcia intrinseca ou

adquirida a quimioterapia desenvolvida apds alguns ciclos terapéuticos (COZZI, 2003).

HLCO // OH

HgCD ocC HE-

OCH,4 26

Figura 10. Chalcona com alta atividade citotdxica contra células leucémicas.

Outro fator essencial para o desenvolvimento do cancer ¢ a angiogénese, a qual
promove a proliferacdo e expansdo de tumores e ainda a metastase. Em relagdo a sua
vascularizagdo, existem duas fases de crescimento tumoral. Na fase inicial, quando o tumor

ainda ¢ avascular (massa tumoral < 0,5 mm), sua nutri¢do e oxigenacdo sdo alcangadas
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através da difusdo a partir de tecidos vizinhos. Contudo quando a massa tumoral ultrapassa o
valor de 0,5 mm, a difusdo ndo ¢ suficiente para seu crescimento, logo o tumor permanece em
estado latente até que haja a angiogénese, ou seja, o crescimento de novos vasos sanguineos a
partir da vascularizacdo pré-existente no tecido, para sua sustentacdo, impedindo sua necrose
e degeneracdo (BAMIAS & DIMOPOULOQOS, 2003; SILVA et al., 2007)

O processo de angiogénese ¢ complexo e inclui varias etapas de proliferacdo de
células endoteliais, a organizacdo em estruturas tridimensionais, € a interagdo com outras
estruturas, a fim de formar uma nova rede vascular. Os novos vasos sanguineos intratumorais
fornecem uma maneira para as células de um tumor entrar na circulagdo e promoverem
metastases em orgaos distantes do foco inicial (BAMIAS & DIMOPOULQOS, 2003; SILVA et
al.,2007)

A angiogénese ¢ fundamental nos processos fisioldgicos de pessoas saudaveis apenas
para o desenvolvimento de o6rgdos, cicatrizagdo de feridas, proliferagdo endometrial, e
gravidez. Assim, a supressdo da angiogénese anormal pode oferecer estratégias terapéuticas
no tratamento do cancer, sendo um alvo atrativo com pouca toxicidade esperada. Uma forma
de superar o desenvolvimento de resisténcia a droga com potencial inibidor associado com a
progressdo do tumor ¢ o tratamento dos mesmos quando eles sdo pequenos, ao invés de
grandes dimensdes em volume. Logo a aplicacdo clinica ¢ mais bem sucedida com a aplicacao
de inibidores em pacientes com doengas micrometasticas (BAMIAS & DIMOPOULOS,
2003).

Muitos dos medicamentos antineoplasicos clinicamente bem sucedidos foram obtidos
a partir de moléculas que ocorrem naturalmente ou que tenham sido desenvolvidos a partir de
seus analogos sintéticos. Pilatova et al. (2010) em seu estudo, investigaram as atividades
antiproliferativa in vitro de chalconas (4-hidroxichalcona (27), (E)-2-(-X-benzilideno)-1-
tetralonas (28) e (E)-2-(4’-metoxibenzilideno)-1-benzosuberona) (29), Figura 11, contra
células Jurkat (leucemia aguda linfoblastica), células HeLa (cancer cervical humano) e células
HUVECs (endotélio da veia umbilical humano). Os resultados quanto a citotoxicidade do
composto (£)-2-(4’-metoxibenzilideno)-1-benzosuberona em relagdo as células Jurkat (ICsy=
5x107 mol/L) foi a mais significante. Em relagio as células HeLa, o efeito maximo
citotoxico, assim como nas células HUVECs, também foi apresentado por este composto em
concentracdes de c=10" — 10° mol/L e c= 10™* — 10 mol/L respectivamente. Aliados aos
testes de citotoxicidade, uma série de ensaios in vitro complementares foram executados e

novamente foram comprovados efeitos eficazes do composto (E)-2-(4’-metoxibenzilideno)-1-
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benzosuberona) (29), Figura 11, frente a proliferacdo e migragdo de células endoteliais,
atividades de receptores (MMPs) e secre¢do de agentes pro-angiogénicos como proteinas
VEGF, em baixas concentragdes de c= 107 e 10° mol/L. Essa atividade em baixas
concentragdes nao apresenta toxicidade, e demonstra que essa chalcona afeta varias vias

importantes da angiogénese, tornado-a eficiente.
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Figura 11. Chalconas submetidas a avaliagdo antiproliferativa in vitro contra trés linhagens
de células cancerigenas.

A invasdo de células tumorais, como ja reportado, geralmente leva a metastase,
constituindo a principal causa de morte dos pacientes. A busca por compostos com
propriedades anti-invasoras, tem por objetivo tanto a procura por novas terapias de tratamento
do cancer como a analise dos mecanismos invasores dessas c€lulas tumorais. Diante deste
cenario, Murkherjee et al. (2001) investigaram a atividade anti-invasiva da chalcona 1-[2-
hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-4,5,6-trimetoxifenil |-3(3-bromofenil))propen-2-ona (30), Figura
12, e acharam uma inibicdo efetiva de células de carcinoma invasivo mamario em

concentragdes de apenas 10 uM .
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Figura 12. Chalcona com elevada atividade anti-invasiva contra células de carcinoma

invasivo mamario.

Na agdo antiproliferativa de células de cancer de ovario, sabe-se também, que a
presenga da ligagdo a,f-insaturada ¢ indispensavel para a mutagenicidade, visto que, com a
retirada da insaturagdo, decresce a atividade. A hidroxilagdo nas posi¢des 2 ¢ 3 do anel
aromatico aumenta a atividade enquanto a metilagdo nas posigoes 4 e 4’ causa decréscimo na
atividade (DE VICENZO et al., 1995; EDENHARDER et al., 1997).

A modificacdo do metabolismo de agentes cancerigenos ¢ regulada por trés diferentes
grupos de enzimas, chamadas de enzimas de fase I, fase II e fase III. A fase I envolve enzimas
(ex.: citocromo P450, citocromo b5 e NADPH-citocromo C redutase) que promovem
oxidagdo de xenobidticos, redugao e processos de hidrolise. Por outro lado, enzimas da fase 11
promovem conjugacdo de xenobiodticos com ligantes endogenos, como glutationa e acido
glucurdnico, a fim de aumentar a solubilidade e diminuir a toxicidade dos compostos a serem
excretados. Na fase III, os metabolitos formados na fase Il sdo transportados para o exterior
da célula. Estudos recentes t€m mostrado que um aumento na atividade enzimatica da fase I e
III, como das enzimas quinona redutase (QR) e glutationa S-transferase (GST) induz maior
protecdo celular contra agentes quimicos cancerigenos nos estagios de promogao e iniciagao.
Como muitos carcindgenos quimicos podem se tornar ativos pela interagdo com enzimas da
fase I, agentes monofuncionais que induzem seletivamente o aumento das enzimas da fase II
aparecem como candidatos desejdveis como quimiopreventivos. As chalconas 31 e 32

apresentadas na Figura 13 elevaram seletivamente em cerca de 30% a atividade enzimatica
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das GSTs em figados de ratos enquanto a chalcona 33 aumentou seletivamente em cerca de

128% a atividade enzimatica das QRs (CABRERA et al., 2010).
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Figura 13. Estruturas das chalconas que elevam as atividades das GSTs e QRs.

2.3.1.1. Agentes antineoplasicos

Denominam-se agentes quimioterdpicos antineopldsicos ou citostaticos, os farmacos
usados para o tratamento de neoplasias quando a cirurgia ou radioterapia nao ¢ possivel ou é
ineficaz e como adjuvantes para cirurgia. Eles possuem como finalidade: curar, melhorar a
sobrevida e/ou promover efeito paliativo, partindo-se do objetivo primdrio de destruir células
neoplasicas, preservando as normais. Contudo, observa-se que os citotoxicos nao sdo letais as
células neoplasicas de modo seletivo. As diferencas existentes entre o crescimento das células
malignas e os das células normais e as pequenas diferencas bioquimicas verificadas entre elas
provavelmente se combinam para produzir seus efeitos especificos (FONSECA et al., 2000;
ALMEIDA et al., 2005).

Diversos mecanismos estdo associados a progressdo de uma célula normal a uma
célula neoplésica maligna, e a maior parte deles interferem em alguma etapa do ciclo celular.
Assim, faz-se necessario a compreensdo da metabolizacdo dos farmacos existentes e¢ o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos que atuem nessas etapas celulares por
culminarem nas diferenciagcdes que determinam a etiologia do cancer. A maioria das drogas
utilizadas na quimioterapia antineopldsica interfere de algum modo nesse mecanismo celular,

e a melhor compreensao do ciclo celular normal levou a defini¢ao clara dos mecanismos de
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acao da maioria das drogas. Logo, na Figura 14, s3o classificados os agentes antineoplasicos
mais comuns de acordo com a fase do ciclo celular, na qual seu principal mecanismo de agao

quimioterapéutico se encontra (ALMEIDA et al., 2008, INCA).

Antimetabdlitos
Produtos naturais ,*

i
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Figura 14. Atividades dos agentes quimioterapicos antineoplasicos, dependendo da fase do

ciclo celular (Fonte: ALMEIDA et al., 2005).

Diversos mecanismos reguladores que podem afetar a proliferagdo celular
concentram-se nas fases G1 e S. Os fatores de crescimento, como os produtos de oncogénese,
ativam a multiplicagdo celular, enquanto que os controles de retroalimentagdo (“feedback”)
(ex.: genes supressores tumorais) sdo inibidores da multiplicacdo celular. Outro mecanismo
regulador ¢ a apoptose (morte celular programada), que provoca a morte da célula em
detrimento da possibilidade da célula tornar-se potencialmente maligna. Na fase G2 ha a
sintese de componentes para a mitose como a produgdo do fuso mitotico que € feita na fase
M. Apés a divisao do material nuclear ha a citocinese (que ¢ a separacao da célula mae,
formando as duas células filhas com suas organelas e demais constituintes celulares),
finalizando o ciclo de replicagdo celular (retorna a fase G0). A célula tumoral ou transformada
ndo finaliza o ciclo de replicagdo celular, passando da fase M para nova fase G1 (ALMEIDA

et al., 2005).

Bruce et al.(1969) e Reis et al. (2008) classificaram os quimioterapicos conforme a

sua atuagdo sobre o ciclo celular em :

e Ciclo-celular inespecificos (CCNS) - Atuantes nas células que estdo ou ndo no ciclo

proliferativo, como, por exemplo, a mostarda nitrogenada.
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e Ciclo-celular especificos (CCS) - Atuantes somente nas células que se encontram em
proliferacdo, como ¢ o caso da ciclofosfamida. H4 ainda uma subclasse denominada
como: - ciclo-celular fase-especificos que sdo atuantes em determinadas fases do ciclo
celular, como, por exemplo, o metotrexato (fase S), o etoposideo (fase G2) e a vincristina
(fase M).

No Quadro 3 a seguir sdo classificados os tipos de agentes antineoplésicos
quimioterapicos mais comuns de acordo conforme sua atuag@o no ciclo celular (Adaptado de

ALMEIDA et al., 2005).

Quadro 3. Relacdo de classes de agentes antineoplasicos ciclo-celular especificos e ciclo-

celular inespecificos (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).

Ciclo-celular especificos (CCS) Ciclo-celular inespecificos (CCNS)
Agentes antimetabolitos Agentes alquilantes
Agentes hormonais Complexos de Coordenagdo da Platina
Alcaloides vegetais Antibidticos naturais
Enzimas Alcaloides pirrolizidinicos

2.3.1.1.1. Agente antineoplasicos alquilantes

Os agentes alquilantes sdo os quimioterdpicos mais antigos sendo datada sua
utilizagao no tratamento do cancer desde 1940. Esses farmacos fazem uma interacdo com o
ADN inibindo a sintese de novo material genético causando lesdo irreparavel do mesmo e sio
considerados antineoplasicos ciclo-celular inespecificos (CCNS) (ALMEIDA et al., 2005;
HURLEY, 2002).

O fator mais importante para a atividade antitumoral e potencialidade para o uso dos
agentes alquilantes em diferentes neoplasias, ¢ que estes atuam como eletrofilos sobre
macromoléculas nucleofilicas, particularmente o ADN, geralmente, modificando as bases

puricas e pirimidinicas (ALMEIDA et al., 2005).

As células sdo mais susceptiveis a alquilagdo nas fases G1 e S do ciclo celular,
apresentando bloqueio em G2. Os agentes alquilantes possuem a capacidade de se ligar

covalentemente ao ADN, preferencialmente ao grupamento amino N7 de guaninas (YANG &
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WANG, 1999; LENGLET & CORDONNIER, 2010). Estes compostos podem ser
monofuncionais, formando adutos em um unico sitio no ADN ou bifuncionais ao formarem
ligagdes cruzadas (“Crosslink) com as fitas ou filamentos do ADN (HURLEY, 2002,
MLADENOV et al., 2007, ALMEIDA et al., 2005). Estas ligagdes podem ser feitas entre
bases da mesma fita (pontes intracadeia) ou fitas opostas do ADN (pontes intercadeia) e ainda
estas ligacdes podem ocorrer entre o ADN e proteinas (HELLEDAY et al., 2008). Nas

Figuras 15 e 16 s@o expostos os diferentes tipos de ligacdes cruzadas e monoalquilagao.

* Monoalquilacdo

+ LigacOes cruzadas
nterfitas

F 1

Ligagdes cruzadas
mtrafitas

Figura 15. Representacdo de uma monoalquilacdo e ligacdo cruzada interfitas e intrafitas

entre um agente alquilante e 0 ADN (Adaptado de HURLEY, 2002).

N Z

Figura 16. Ligacdo cruzada inter hélices entre um agente alquilante bifuncional e o ADN

(Fonte: ALMEIDA et al., 2005).
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Todas estas ligagdes cruzadas e a monoalquilagdo produzem lesdes no ADN, sendo as
provocadas pelas ligacdes cruzadas interfilamententares as mais citotoxicas. A alquilagdo de
um uUnico filamento de ADN pode até ser reparada facilmente, mas as ligagdes cruzadas
interfilamentares, como as produzidas por agentes alquilantes bifuncionais, exigem
mecanismos mais complexos de reparagdo, pois bloqueiam a separacdo das fitas do ADN e
impedem o acesso de varias enzimas ao ADN, culminando no bloqueio de processos
fundamentais como a replicagdo, transcri¢ao e reparacao do ADN, levando consequentemente
a morte celular (ALMEIDA et al., 2005; MLADENOV et al., 2007; HLAVIN et al., 2010).
Os agentes alquilantes continuam sendo amplamente utilizados no tratamento do cancer e

constituem a base de varias multiterapias, muitos dos quais sao descritos no Quadro 4.

Quadro 4. Agentes alquilantes tuteis em doencas neoplasicas (Fonte: GOODMAN &
GILMAN'S, 2006).

Tipo de Agente Nomes Genéricos

] Mecloretamina, Ciclofosfamida, Ifosfamida,
Mostardas Nitrogenadas
Melfalana, Clorambucila

Etileneiminas e metilmelaminas Alretamina, Tiotepa
Derivados da metilidrazina Procarbazina
Alquil Sulfonato Bussulfano
Nitrosuréias Carmustina, Estreptozocina
Triazenos Dacarbazina, Temozolomida

2.3.1.1.2. Mitomicina C — Agente antineoplasico alquilante ciclo-celular nao-especifico

A mitomicina C (MMC) (34) (Figura 17) pertence a classe de antibidticos
antitumorais, as mitomicinas, e foi primeiramente isolada em 1958 como cristais azuis-violeta
a partir de filtrados da fermentacdo da Streptomyces caespitosus. Este antibidtico € soluvel em
agua e solventes organicos e sua estrutura quimica, na qual as fun¢des quinona, aziridina e

carbamato estdo arranjadas em volta de um pirrol (VERWEIJ & PINEDO, 1990).
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Figura 17. Estrutura da mitomicina C.

Quanto ao seu mecanismo de agdo, a MMC busca inibir a sintese de ADN, contudo
para que se torne ativa, esta droga requer ativacdo enzimatica redutora. Apds a ativagao, os
intermediarios reativos formados, semiquinona ou hidroquinona, se ligam ao ADN por
alquilagdo mono- ou bifuncional através de ligagdes cruzadas entre duas fitas complementares
(ligagdes interfitas) (VERWEIL] & PINEDO, 1990, ALMEIDA et al., 2005, OLIVEIRA &
ALVES, 2002).

A ativacao via biorredug¢do da mitomicina C e a posterior alquilagio do ADN ¢
apresentada no Esquema 3, na qual se observa que o nitrogénio heterociclico apresenta um
carater de nitrogénio de amida devido a conjugagdo do par de elétrons nao ligante do
nitrogénio da carbonila da quinona. Mas, apos sofrer biorredugao, este nitrogénio passa a ter
um carater de amina, apresentando maior poder nucleofilico e favorecendo, entdo, a expulsao

do grupo metoxila (OLIVEIRA &. ALVES, 2002).
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Esquema 3. Bioativacdo redutiva da mitomicina C e alquilagdo do ADN (Fonte: Oliveira e

Alves, 2002).

A redugdo monoeletronica ou bieletronica, em condi¢des anaerdbicas, com posterior
perda espontanea do metanol leva a formagao de um intermedidrio instavel e reativo (D). A
formag¢do da quinona metide (E) entdo resulta do rearranjo da hidroquinona seguida por uma
adi¢ao nucleofilica do ADN levando ao produto mono-alquilado (F). O carbamato como bom
grupo abandonador, promoveria a formagao de um aduto com ligagdo cruzada no ADN (H).
Logo, a principal rota para a ligagdo bifuncional da MMC a nucledfilos e ao ADN (ligagdes
cruzadas) ¢ inicialmente a ligacdo covalente monofuncional ao C1 e posteriormente ao C10.
Acredita-se que a semiquinona ¢ a fun¢do que se liga primeiramente ao ADN e as evidéncias
desta afirmativa tem aumentado pelo fato da reducao de um elétron ter se mostrado suficiente
para ativar o C1 E C10 como centros eletrofilicos (VERWIJ & PINEDO,1990).

O ciclo metabdlico de reducao da mitomicina C em condigdes aerobicas ¢ diferente.

Os radicais semiquinona e hidroquinona reagem com oxigénio molecular gerando radicais
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como anions superdxido, hidroxilas ou perdxidos de hidrogénio. A citotoxicidade desses
radicais altamente reativos ¢ exercida através da lipoperoxidagdo ou danos em acido nucleicos
podendo ser neutralizados por enzimas e outros componentes do sistema antioxidante

(VERWIJ & PINEDO,1990).

A ativacdo através da redugdo da MMC pode ser iniciada ou modulada por sistemas
enzimaticos como DT-diaforase, NADPH-citocromo P450 redutase, xantina oxidase,
NADPH-citocromo C redutase, algumas flavoproteinas transhidrogenases e também por
agentes redutores quimicos como tiossulfato de sédio e borohidreto de s6dio (VERWIJ &

PINEDO, 1990).

Sob condigdes acidas, também ¢ gerado um intermedidrio reativo da MMC o qual
também se liga covalentemente ao ADN (VERWIJ & PINEDO,1990). A estrutura do

intermediario da MMC gerado por hidrdlise por catalise acida ¢ mostrada na Figura 18.

MH

Figura 18. Intermediario reativo da MMC formado a partir de hidrdlise por catélise acida (R-

H).

Os sitios de ligacdo da MMC no ADN sdo a posi¢do N6 no residuo adenina ou as
posi¢cdes N2, N7 ou O6 no residuo guanina. (VERWIJ & PINEDO,1990). As estruturas

quimicas das bases puricas podem ser visualizadas na Figura 19.
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Figura 19. Estruturas das bases puricas susceptiveis a alquilacao pela MMC.

Entre suas fungoes, além de inibir a sintese do ADN e inibir a mitose, a MMC induz a
producao de anormalidades cromossomicas, como trocas de cromatides em células de
leucdcitos, contudo ndo hd evidéncias que esta Ultima atividade esteja relacionada com as
duas primeiras mencionadas. A toxicidade da MMC também a classifica com teratogénica e
carcinogénica. (VERWIJ & PINEDO,1990).

Uma vantagem associada a administragdo da MMC como agente antineoplasico € que
este ¢ preferencialmente ativado a seu intermedidrio citotoxico em ambientes hipoxicos como
demonstra estudos em que foram observadas maiores citotoxicidades em linhagens de células
murino tumorais EMT-6 e S-180 hipdxicas do que em tecidos bem-oxigenados como a
medula éssea quando houve inibi¢do de enzimas responsaveis por ativagao e desativacao da
MMC. Assim esta toxicidade preferencial pode potencializar tratamentos contra tumores
solidos, tornando a administragdo conjunta de MMC e radiacdo mais efetiva, j4 que este

ultimo se mostra mais potente em células tumorais aerébicas (VERWIJ & PINEDO,1990.

O mecanismo de resisténcia a MMC ndo esta totalmente elucidado, mas
provavelmente envolve mudancas na acumulacdo da droga, bioativacdo de espécies
alquilantes, e reparo por excisdo de nucleotideos. MMC também parece compartilhar o
fenotipo de resisténcia a multiplas drogas que engloba a doxorrubicina, vincristina e outros

produtos naturais (VERWIJ & PINEDO,1990).
2.4. Glutationa
A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o anion superdxido (Oy),

peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (HO'), é consequéncia natural da respiracao
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aerdbica. A peroxidagdo de acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares
resultam também na formagdo de espécies reativas, os eletrofilos, como aldeidos e,
hidroxialdeidos-, cetoaldeidos-a,f-insaturados e/ ou seus respectivos epoxidos. De todo o
oxigénio que ¢ diariamente consumido, 2 a 5% ¢ convertido em radicais livres, o que nao
significa que seja inteiramente prejudicial, pois em doses pequenas combatem bactérias e
virus. Contudo, estas espécies em doses elevadas devem ser neutralizadas pelo sistema
antioxidante porque podem causar danos estruturais a muitas biomoléculas, como lipideos de
membrana, ADN, proteinas, carboidratos, etc. (CARNEY, 2004, HUBER & ALMEIDA,
2008).

Entre as principais defesas antioxidantes nao enzimaticas da célula estdo as vitaminas
C e E, carotendides, flavonoides, pigmentos biliares, urato e a glutationa (GSH), todos
atuantes como captadores de radicais (REISCHL et al., 2007). A glutationa, um tripeptideo
(y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) (39) soluvel em agua, destaca-se por ser o tiol de baixa massa
molecular em maior concentracdo intracelular (~0,2mM — 2mM) em células animais e
abrange diversas funcionalidades diretas ou indiretas em muitos fendmenos biologicos
importantes, incluindo sintese de proteinas e ADN, metabolismo e protecao celular

(NAVARRO et al., 1999; JUNIOR et al., 2001). A estrutura quimica da glutationa (GSH) é

apresentada na Figura 20.
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Figura 20. Glutationa: (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina).
A biossintese da GSH ocorre no meio intracelular pela acdo consecutiva de duas

enzimas: y-glutamilcisteina sintetase ¢ a glutationa sintetase. A y-glutamilcisteina sintetase

sofre regulagdo pela GSH através de um feedback negativo, o que previne a produgdo
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excessiva desta ou o acumulo do intermediario y-glutamilcisteina (HUBER & ALMEIDA,
2008)

A glutationa pode existir na regido intracelular como dissulfeto de glutationa (GSSG)
ou glutationa reduzida (GSH) (TOWNSEND et al., 2003). Para a manutengdo do ambiente
redutor intracelular a razdo entre glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) ¢ mantida em
niveis muito altos (SIES & MOSS, 1978; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Para
evitar a deplecdo da GSH e aumento da GSSG, a glutationa redutase (GR) reduz a GSSG a
custa de NADPH, regenerando a GSH e mantendo desta forma o estado redox intracelular. J&
as enzimas glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa oxidase (GO) catalisam a oxida¢ao de
GSH a GSSG como ¢ apresentado esquematicamente no Esquema 4 (SLEKAR et al., 1996,
HUBER & ALMEIDA, 2008). Alteracdes na expressdao da GR e GPx tem sido associadas a
uma grande variedade de patologias como hepatite, HIV e cancer (TOWNSEND et al., 2003).

H,0O CO3
H,0, . GSH-Px =
>®< +H3N/\/\H/ ""‘“‘“‘co-
GO

2GSH >
N

0, H,0; +H3NN\
CO3
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><:>< GSSG

NADP+ NADPH+ H+ 40

co;

<

Esquema 4. Ciclo catalitico da glutationa (Fonte: HUBER & ALMEIDA, 2008).

Em 1879 foi reportado que a administragdo de bromobenzeno e de clorobenzeno em
cachorros foi seguida por excre¢ao urinaria de compostos chamados de acidos mercaptiricos.
Trabalhos posteriores constataram que a GSH pode reagir com uma grande variedade de

xenobioticos formando conjugados de glutationa/ xenobiodticos (WADLEIGH & YU, 1986).

Compostos com um centro eletrolitico podem facilmente se conjugar com a GSH,;

algumas vezes um centro eletrolitico ¢ introduzido por outra reagdo, por exemplo, por agdo de
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oxigenases microssomais formando epoxidos. A interacdo de xenobiodticos com GSH pode ser
espontanea ou catalisada por glutationa transferases (GSTs). GSTs ¢ um grupo de enzimas
multifuncionais que catalisa a conjugacdo da forma reduzida da glutationa (GSH),
evidenciando seu papel como agente redutor e nucleodfilo por possuir o grupo sulfudrila (-SH)
altamente polarizavel, com varios xenobioticos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou
um atomo de enxofre eletrofilico (MEISTER & ANDERSON, 1983; ALMEIDA & HUBER,
2008; WADLEIGH & YU, 1987). Assim, dentre as varias reacdes catalisadas por essas
enzimas, destaca-se a adi¢do nucleofilica de GSH em atomos de carbonos saturados (ex.:
haletos de alquila, lactonas e epoxidos), &tomos de carbonos insaturados (ex.: compostos a, /-
insaturados, quinonas e quinoniminas, ¢ ésteres) € os atomos de carbonos aromaticos (ex.:
haletos de arila e compostos aromaticos com grupos nitro). Os substratos tem em comum um
grau de consideravel de hidrofobicidade e possuem centros eletrofilicos que sdo submetidos a
substitui¢ao nucledfila, adicdo nucleofilica de cetonas a,f-insaturadas ou epoxidos, ou, no
caso de hidroperoxidos, ataque nucleofilico no oxigénio eletrofilico, resultando em redugao

(WADLEIGH & YU, 1986; HAMMOND et al., 2001).

Uma vez formados, os conjugados da glutationa/ xenobioticos sdo convertidos em
acidos mercaptiricos por uma série de reagdes iniciadas pela conducdo ao meio intercelular
por transportadores especificos. No meio intercelular, os conjugados de glutationa/
xenobidticos sdo clivados pela agdo das enzimas y-glutamil transpeptidase e dipepetidases
presentes e posteriormente, sdo N-acetilados e excretados. As vias de metabolizacdo de
conjugados glutationa/xenobidticos ¢ o modo de excrecdo final varia de acordo com os

xenobidticos e espécies (HUBER & ALMEIDA, 2008; MEISTER & ANDERSON, 1983).

2.4.1. Adicao conjugada da glutationa a compostos a,f-insaturados

As chalconas possuem uma por¢ao enona a,f-insaturada que ¢ um tipico aceitador da
adi¢do de Michael que equivale a uma adi¢do conjugada. Nesta reagdo ocorre adigdo 1,4 do
nucleofilo ao composto carbonilico a,f-insaturado ao invés de uma adi¢ao 1,2 comum com o
ataque nucledéfilo diretamente ao grupo carbonila (ZHOU, 2011).

O mecanismo geral envolve ataque de nucledfilos no carbono f da estrutura
insaturada. Este modo de ataque nucleofilico ¢ devido a estabilizagdo através de ressonancia

de enonas. A ressonancia promove a deslocaliza¢do de uma carga positiva parcial no carbono

31



f, tornando-o susceptivel a ataques de agentes nucleofilicos, como mostrado no Esquema 5

(PARDO et al., 1993; CASTELLI et al., 2007).

A~ L~ I

41

Esquema 5. Estabilizacao por ressonancia de cetonas o, -insaturadas (enonas).

A seguir, no Esquema 6, ¢ apresentado o mecanismo tipico da reagdo de Michael
envolvendo ataque nucleofilico de um grupo tiol a uma enona o,f-insaturada. Na reacao,
observa-se a transferéncia de elétrons do nitrogénio para o enxofre, e entdo para o carbono

do intermediario enolato. Este passo determina a velocidade da reacdo (PARDO et al., 1993).
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Esquema 6. Mecanismo de adi¢do conjugada do benzenotiol a enonas em solventes nao

polares.

Uma das reagdes de Michael mais conhecidas ¢ a adicdo do acetoacetato de etila ao
acrilato de metila em catalise basica. Primeiramente, o acetoacetato de etila ¢ desprotonado
pela base, proporcionando um anion enolato (doador de Michael), em equilibrio como mostra
o Esquema 7. O anion enolato, em seguida, reage com a olefina, o acrilato (aceptor de

Michael), formando o aduto 1,4. A carbonila do acrilato estabiliza o anion resultante até a
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transferéncia de préton ocorrer, regenerando a base. A forga motriz para a adi¢do conjugada
global ¢ a mudanca de entalpia que acompanha a substituicdo de uma ligacdo m por uma
ligacdo por uma liga¢do o, assim, hé a preferéncia por adi¢do 1,4 em relacdo a adi¢do 1,2. Em
alguns casos, no entanto, em condi¢des de reacdes cineticamente controladas, pode haver

ataque ao carbono carbonilico, em vez do carbono £ da olefina (MATHER et al., 2006) .
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Esquema 7. Mecanismo geral da reagdo de Michael.

Cetonas o, - insaturadas tem sido descritas como tendo grande afinidade por grupos
tidis e pouca ou quase nenhuma afinidade por grupos hidroxi e amino (DIMMOCK et al.,
1988). Esta especificidade reduz as chances de interagdes destes compostos com acidos
nucléicos, reduzindo, assim seus possiveis efeitos carcinogénicos e mutagénicos; efeitos estes
apresentados pelo uso de alguns agentes alquilantes como quimioterapicos. A afinidade
preferencial dessas cetonas e também de alguns alquilantes seletivos por tidis podem culminar
em vantagens ja relacionadas a toxicidade seletiva por tumores, pois grupos tiois, presentes
principalmente nas cisteinas das glutationas sdo reportados em altos niveis em estagios
prévios a mitose (CAIRNS, 1980; SCHAUENSTEIN ef al., 1985; FARMER, 1982). A Figura
21 mostra a alquilagdo da glutationa (GSH) promovida pela atragao eletrofilica da insaturag¢ao
da chalcona pelo grupo tiol levando a formagao dos adutos através de uma adi¢do conjugada

ao carbono f do aceptor, caracteristica da adicdo de Michael (MATTOS & MARZORATI,

33




1999; DIMMOCK e al.,1998; NAM et al., 2004; SOLOMONS & FRYHLE, 2009; VIA et
al.,2009).
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Figura 21. Esquema apresentando a formacdo do aduto A a partir da ligagdo covalente do

grupo tiol da glutationa (GSH) e uma chalcona (Adaptado de DIMMOCK et al., 1998).

2.5. A quimioterapia e a resisténcia a multiplos farmacos

Um dos grandes obstaculos para o sucesso do tratamento de pacientes com cancer ¢ o
fenomeno conhecido como resisténcia a multiplos farmacos (também conhecida como MDR,
em inglés, Multiple Drug Resistence) e baseia-se na habilidade das células tumorais em
desenvolverem resisténcia simultanea a diferentes agentes antineoplasicos, estruturalmente e

funcionalmente ndo relacionados (KRISHNA & MAYER, 2000).

A resisténcia aos farmacos ¢ um fendmeno multifatorial que pode ser intrinseca —
manifestada no primeiro ciclo de tratamento e a caracteristica responsavel pela resisténcia ¢
inerente a propria célula, vinculada ao processo original de transformacdo e, resisténcia
adquirida - caracteriza-se pelo desenvolvimento de resisténcia da célula tumoral durante o
tratamento quimioterapico possivelmente como um resultado da selecdo de populagdes

tolerantes (GOLDIE, 2001; HOOIJBERG, ef al. 2006; HUBER & ALMEIDA, 2008).

Diferentes mecanismos estdo envolvidos no fenomeno conhecido como resisténcia a
multiplos farmacos, os quais podem ser classificados em dois grandes grupos descritos a

seguir:

(1) MDR nao-classica: ndo estd associado com transporte celular. Este tipo de
resisténcia € causado, principalmente, por alteragdes na atividade de sistemas enzimaticos
especificos como o sistema das topoisomerases culminando na redugdo da atividade citotoxica
de farmacos, independente da sua concentracdo intracelular que permanece inalterada.
Alteragdes das proteinas envolvidas na via apoptdtica como as proteinas da familia Bcl-2 e

p53 também podem levar a redugao da quimiosensibilidade das células tumorais, desde que os
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efeitos citotdxicos dos quimioterapicos seja via processo apoptotico (KRISHNA & MAYER,
2000).

(2) MDR classica: caracteriza-se pela superexpressao de proteinas nas células
malignas, tais como, as proteinas transportadoras na membrana celular, as quais funcionam
como bombas de efluxo de agentes citotoxicos, diminuindo sua concentragdo intracelular

(OZBEN, 2006).

O principal mecanismo relacionado a MDR classica ¢ a superexpressdo de proteinas
pertencentes a superfamilia de proteinas de membrana ATP Binding Cassete (ABC), que
atuam como transportadores ativos, também chamados de ATPases de transporte. Dos 48
transportadores ABC humano, treze parecem estar implicados na resisténcia. Estas proteinas
incluem MDR1 (ABCBI), nomeadamente a glicoproteina P, ¢ MRP1 (ABCC1), as quais
levam a diminui¢do da concentracdo intracelular de varios compostos quimioterapicos
(KRISNHA & MAYER, 2000; MATHEW & DIPAOLA, 2007).

A associacao da redugdo de niveis de GSH celular com a sensibilizacao de células
tumorais a agentes citotoxicos como radiagdo e muitas drogas terapéuticas tem sido
demostrada em varios casos. Por exemplo, Durse et al. (1989) mostrou que a reducdo de GSH
reverteu, parcialmente, a resisténcia a varias drogas em linhagens celulares de cancer de
mama. Assim, agentes quimioterdpicos podem vir a exercer uma toxicidade preferencial
contra tecidos tumorais ap6s quimiossensibilizacdo provocada pela reducdo dos niveis de
GSH (BIAGLOW et al., 1984; GREEN ef al., 1984; KRAMER et al., 1987; OZOLS et al.,
1987; SKOV et al., 1992).

O sistema enzimatico GSH/ GSTs ¢ apontado como um dos mais importantes para
MDR. Os mecanismos de resisténcia relacionados a esse sistema envolvem principalmente:
alteragdes nos niveis de GSH e/ou na expressdo dos genes que codificam as enzimas
envolvidas na sua sintese; alteracdes na expressdo dos genes que codificam as GSTs; e/ou
alteragcdes do transporte dos conjugados de GSH e compostos reativos. No ultimo caso, o
aumento da eficiéncia do transporte de conjugados de GSH, ocorre como consequéncia do
aumento de GSH e/ou do aumento da expressdao dos genes que codificam os transportadores

destes conjugados (HUBER & ALMEIDA, 2008; TOWNSEND & TEW, 2003).

Outro papel de destaque relacionado a GSH no fenomeno de MDR a relaciona com a
atividade das proteinas MRP1. Alguns trabalhos tém demonstrado que a MRP1 exerce o

transporte de compostos quimioterapicos para o espago extracelular quando estes se
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encontram conjugados a GSH, além do que o aumento da expressio de MRP1 estd
correlacionado diretamente com o aumento de y-GCS em células tumorais (ZAMAN et al.,
1995; BORST et al., 2000; COLE & DEELEY, 2006; KUO et al., 1998; ISHIKAWA et al.,
1996). Lautier et al. (1996) constataram elevada expressdo da MRP1 em células HelLa
(cancer cervical humano) transfectadas com uma significante diminui¢do das concentragdes
intracelulares de GSH. Além disso, estd comprovado que a reducdo da concentragdo de GSH
diminui a resisténcia mediada pela MRPI, contra alcaldoides de vinca
(vimblastina, vincristina, vinorelbina e vindesina) e antraciclinas. No entanto, a interagdo
entre GSH e MRP1 ndo estd completamente esclarecida (KUO et al., 1998; ISHIKAWA et
al., 1996, BORST et al., 2000).

2.4. Mutacao

O ADN (acido desoxirribonucleico) constitui o material genético de todos os seres
vivos e ¢ formada por uma sequéncia de pares de bases nitrogenadas, organizacdo na qual
todas as informacdes genéticas se encontram armazenadas (LEWIN, 2001). Devido a grande
importancia de sua fun¢do, o ADN também ¢ a tunica molécula bioldgica que possui
mecanismo proprio para prevencdo e reparagdo de falhas em seu metabolismo garantindo a
estabilidade do genoma (LEHNINGER et al., 1995). Contudo, falhas podem passar
despercebidas pelo mecanismo de reparo celular ocasionando as alteragdes em sua
constitui¢do chamadas de mutagdes, decorrentes de processos celulares normais (mutagdes
espontaneas) ou causadas por exposi¢do do organismo a agentes quimicos, fisicos ou

bioldgicos (mutagdes induzidas) (LEWIN, 2001).

Mutagdo ¢ uma alteragdo permanente do material genético, a qual ndo provém de
segregacdo ou recombinacdo e que pode ocorrer tanto em células somaticas podendo
ocasionar um processo carcinogénico, quanto em células germinativas, produzindo doencas
genéticas e malformagdes advindas de efeitos teratogénicos (RABELLO-GAY et al., 1991;
GRIFFITHS et al., 1998). As mutacdes podem ainda serem classificadas basicamente em

gendmicas e cromossomicas:

o A mutagdo génica ocorre pela alteragdo de um alelo de um gene por outro
alelo diferente em /ocus cromossdémico (mutagdo de ponto), perda ou inser¢ao de subunidades

de nucleotideos. Geralmente, hé a alteracdo do funcionamento de um gene desde a uma perda
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completa de expressdo do gene ou a formagdo de uma proteina variante com propriedades
alteradas (RABELLO-GAY et al., 1991; GRIFFITHS et al., 1998).

o Em outro nivel de alteragdo genética, apresenta-se a mutacdo cromossomica,
definida como rearranjos na estrutura dos polimeros de dupla hélice do ADN, os
cromossomos, por alteragdo de cromossomos inteiros ou apenas segmentos, ou ainda
alteracdes de grupos inteiros de cromossomos. Os efeitos relativos as novas organizagdes
cromossomicas e dos genes neles contidos podem culminar em anomalias de funcionamento
da célula e do organismo como resultado do nimero ou posi¢do anormal de genes ou mesmo
destruicdo da estrutura de um gene na translocacdo (RABELLO-GAY et al., 1991;
GRIFFITHS et al., 1998).

E importante desmistificar, ressaltando que o aparecimento de muta¢des ocorre em
todos os seres vivos, sendo um processo fundamental para a evolugdo e diversidade das
espécies partindo-se da variabilidade de seres e selecdo. Contudo, quando este pequeno
nimero de mutagdes nao implica em mudangas detectaveis ou determinam a morte celular ou
revelam-se como vantagens na evolucdo e variabilidade genética, essas alteragdes podem
gerar crescimento desordenado das células (ERDTMANN, 2003).

As mutacdes cromossOmicas se mostram determinantes em vdarias doengas genéticas
com uma percentagem de 0,61% em relagdo ao nimero de nascimentos vivos humanos,
aproximando-se dos niveis de incidéncia de mutacdes génicas expostos por GRIFFITHS
(1998) de 1,2%. Esse resultado ¢ inesperado se considerarmos que todas as mutacdes
cromossomicas surgem como novas a cada geragao.

A identificacdo de compostos naturais ou sintéticos com propriedades mutagénicas e
antimutagénicas tem enorme aplicabilidade como medida preventiva ou mesmo de
remediacao para que o ser humano reduza a taxa de mutagdes, diminuindo assim a incidéncia
de cancer e outras doencas genéticas, a partir do aumento da exposi¢do a agentes
antimutagénicos até mesmo através da dieta e limitando a influéncia de agentes mutagénicos
(EVENTI et. al., 2009).

Em geral, a genotoxicidade de um agente mutagénico, principalmente de agentes
quimicos, pode ser avaliada de acordo com sua interagdo com o ADN ou através dos efeitos
dessa interacgdo a partir das seguintes constatacdes (VAN GOETHEM et al., 1997):

- a formacdo de adutos no ADN revela a capacidade do composto de se ligar ao

material genético e a sua potencialidade em induzir principalmente mutagdes génicas;
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- o teste Cometa ou elui¢do alcalina mostra a capacidade do agente em quebrar o
ADN;
- ¢ os testes de micronicleos ou aberracdoes cromossOmicas avaliam mutagoes

cromossOmicas e/ou genomicas.

2.5. Antimutagenicidade

Mutagenos nio estdo somente envolvidos em genotoxicidade e carcinogénese, mas
também estdo envolvidos na inser¢do e patogénese de diversas doengas cronico-degenerativas
incluindo desordens hepaticas, neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, diabetes,

artrites, inflamagao cronica e nos processos de envelhecimento (BHATTACHARYA, 2011).

Numerosos estudos tem sido conduzidos nas ultimas quatro décadas para identificar
compostos que poderiam proteger humanos contra danos no ADN e suas consequéncias

(BHATTACHARYA, 2011)..

De fato, o termo “antimutagénico” era usado originalmente para descrever aqueles
agentes que reduzem a frequéncia ou taxa de mutacao espontanea ou induzida independente

do mecanismo envolvido (WATERS et al., 1990).

Antimutdgenos sdo definidos como agentes que previnem a transformagdo de um
composto mutagénico em um mutageno, inativam o mutageno ou previnem a reagdo do
mutageno com o ADN. Outro tipo de antimutageno pode induzir, reparar ou inativar
diretamente ou indiretamente enzimas de reparo do ADN em processos de replicagao e
recombinacdo (FERGUSON, 1994).

Os mecanismos de acdo dos agentes antimutagénicos foram classificados em dois
processos maiores, denominados desmutagénese e bio-antimutagénese. Na desmutagénese, os
agentes protetores, ou antimutagénicos, atuam diretamente sobre os compostos que induzem
mutacoes no ADN, inativando-os quimica ou enzimaticamente, inibindo a ativagao
metabolica de pro-mutagénicos ou seqiiestrando moléculas reativas. Na bio-antimutagénese,
os antimutagénicos atuam sobre o processo que leva a indugdo de mutagdes, ou no reparo das
lesdes causadas no ADN (KADA et al., 1978). Posteriormente, outra classificacdo mais
detalhada foi sugerida, considerando o modo de agdo dos antimutagénicos e/ou

anticarcinogénicos, bem como o ambiente de acdo, extra ou intracelular (DE FLORA &
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RAMEL, 1988). Cada estagio de agdo em potencial dependente da agdo intracelular ou

extracelular ¢ subdividido como mostra o Quadro 5.

Quadro 5. Classificagdo de antimutagenos por mecanismo de agdo (Fonte: RAMEL et al.,

1986, BHATTACHARYA, 2011).

1. Extracelular

a. Inibidores de formagdo principalmente via inibicdo das enzimas promotoras da
bioativagdo de pro-carcindgenos e pro-mutagenos, particularmente o sistema microssomal

dos citocromos P450.

b. Sequestradores de mutagenos.

c. Inativadores de pro-mutagenos ou mutagenos.

2. Intracelular

a. Bloqueando agentes para prevenir mutagenos de interagir ou reagir com alvos

celulares através dos seguintes mecanismos:

(1) Inibidores da conversao a espécies carcinogénicas finais;

(i)  Compostos que elevam a atividade de enzimas detoxificantes tais como
glutationa transferase tendendo a inibir uma série de substancias carcinogénicos, como por
exemplo, isotiocianatos tais como benzil isotiocianato e antioxidantes como BHA (2,3-
Tercbutil-4-hidroxianisol);

(iii))  Compostos que reagem diretamente com eletrofilos.

b. Sequestradores de radicais.
C. Supressores da expressdo da neoplasia em células previamente expostas a doses
carcinogénicas de um agente mutageno.

d. Supressores de agentes que afetam o reparo do ADN.

Componentes sintetizados por plantas sdo sinalizados como potenciais
quimiopreventivos com respeito a carcinogénese humana e podem atuar nos estagios de
promocdo e progressdo da doenca. Fito-antimutagenos pertencem a uma variedade de
diferentes compostos quimicos como compostos fenolicos, pigmentos, sulfetos alilicos,
glucosinolatos, taninos, antocianinas, flavonoides, fito-esterdis, inibidores de proteases e fito-
estrogenos (BHATTACHARYA, 2011; EDENHARDER et al., 1993).

A atividade antimutagénica pode ser dependente das condi¢cdes experimentais como

rota ou tempo de exposicdo relativo a exposicdo ao mutdgeno. Variando-se os niveis de
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dosagem de alguns compostos com atividade antimutagénica resultou em aumento da
atividade mutagénica em certas doses. Atividade antimutagénica também ¢ afetada por

combinagdes entre compostos quimicos diferentes (WATERS et al., 1990).

2.5.1. Efeito Janus

Ha um grupo de compostos quimicos tidos como substidncias moduladoras quanto a
efeitos genotoxicos e antigenotoxicos, 0s quais, em sua maioria, sdo compostos encontrados
em plantas ou extratos. Estes compostos sdo também conhecidos como mutidgenos e
carcindgenos Janus, nome dado em referéncia ao deus romano Janus por ser descrito como
tendo uma cabeca com duas faces. Um niimero razodvel de quimicos possuem tanto efeitos
antimutagénicos como mutagénicos. Por exemplo, o p-caroteno foi o primeiro
anticarcinogénico presumivel a ser usado em larga escala, até que ensaios clinicos revelaram
que o tratamento com o composto estava associado a um aumento de incidéncia de cancer
maior em vez da esperada reducdo. Outros exemplos incluem testosterona, f-estradiol,

dietilestilbestrol, vanilina etc (BHATTACHARYA, 2011, WATERS et al., 1990).

2.6. Teste do micronucleo

Cerca de 90% de todos os canceres sdo causados por fatores ambientais, tais como o
fumo, a dieta, o estado nutricional e a exposi¢ao ocupacional (IARC, 1990). Dessa maneira,
estudos que avaliam o potencial mutagénico de diferentes substincias sdo extremamente
importantes. Dentre os testes de avaliacdo de genotoxicidade preconizados pelas agencias
internacionais e instituigdes governamentais, o teste de micronicleo em medula 6ssea de
roedores in vivo ¢ amplamente aceito e recomendado para a avaliagdo e o registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (CHOY,
2001; RIBEIRO, 2003). Matter & Schmid (1971) verificaram em roedores a correlagdo entre
aberragdes cromossOmicas ¢ o aparecimento de anomalias nucleares (micronucleos) em
eritrocitos jovens, apés a expulsdo do nucleo. Os autores, utilizando varias doses de
Trenimon, concluiram que a incidéncia dessa anomalia era dose-dependente, € que a
sensibilidade para este entdo chamado “teste do microntcleo” era similar as tradicionais
analises citogenéticas, considerando-o como um teste rdpido e simples na detec¢do de

mutagenicidade.
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Historicamente, os micronucleos foram descritos ha mais de um século, sendo
chamados de “fragmentos de material nuclear” por Howell ou “corpusculos intraglobulares”
na terminologia utilizada por Jolly no inicio do século passado. O termo “Corpusculos de
Howell-Jolly” ficou conhecido entre os hematologistas para designar o aparecimento de

eventos de micronucleos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

O Teste do Microntcleo em medula ¢ssea de roedores in vivo € um teste amplamente
utilizado para deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), e de agentes
aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregagdo cromossOmica anormal)

(MACGREGOr et al., 1987; HAYASHI et al., 1994).

Micronucleo ¢ definido como um nucleo adicional e separado do nucleo principal de
uma cé¢lula durante a divisdo celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos que se
atrasam em relacao aos demais. Resulta de alteragdes estruturais cromossdmicas espontaneas
ou experimentais induzidas ou ainda, de falhas no fuso celular, sendo, portanto, excluido do
novo nucleo formado na teléfase (RAMIREZ & SALDANHA, 2002). Em animais tratados
com conhecidos agentes clastogénicos como 2,3,5-Tris-etilenoiminobenzoquinona(1,4) ou
mitomicina C foram encontrados microntcleos no citoplasma de véarias células da medula
Ossea: eritroblastos, mieldcitos, mieloblastos, eritrocitos, etc. Schmid (1975) relatou que a
maioria desses micronucleos detectados em tais experimentos € encontrados em eritrocitos.
Além disso, quando o tempo de tratamento com o agente clastogénico ¢ entre 24 e 30 horas, a
maioria dos micronucleos sdo encontrados em eritrocitos policromaticos recém-formados.

Os micronticleos sdo contados nos eritrécitos jovens (HEDDLE, 1973; SCHMID,
1975). Quando os eritroblastos expelem seu nucleo, ao se transformarem em eritrocitos, os
micronicleos permanecem no citoplasma onde sdo facilmente reconheciveis. O processo de
maturagdo dos eritroblastos até eritrocitos normocromadticos ¢ apresentado na Figura 22.
Durante um periodo de 10 a 24 horas, os eritrocitos jovens sdo policromaticos (ARN-
positivos), isto €, coram-se em azul e ndo em vermelho. Se contarmos os microntcleos apenas
nesse tipo de célula, saberemos que eles se formaram na mitose anterior, na presenga do
agente mutagénico. Como o periodo entre a ultima divisdo e a formagdo do eritrécito
policromatico (EPC) ¢ de 8 a 12 horas, € obvio que s ird encontrar micronticleos induzidos
pelo agente cerca de 10 horas apds o tratamento. Além disso, o intervalo minimo dentro do
qual os micronicleos podem ser detectados corresponde a duracdo do estagio de
policromatico, entre 10 e 24 horas. Resultados positivos no teste de micronucleos indicam que

a substancia induz micronucleo que sdo resultados de danos cromossdmicos ou danos no
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aparato mitdtico no eritroblastos das espécies testadas. Resultados negativos indicam que
sobre as condigdes de teste, a substdncia nao produz micronticleo nos eritrocitos

policromaticos das espécies testadas (RABELO-GAY, 1991).

10 - 24 horas PCEs
l 24h {1 dia)
[

I VESDS
10 - 12 horas

| MEDULA OSEEA _ SANGUE

Figura 22. Resumo do processo de maturacdo das células da linhagem eritrocitaria (RIBEIRO,

2003).

Comparado com outros testes em medula 6ssea in vivo, o teste do Microntcleo ¢
tecnicamente mais simples, pode ser conduzido em menor tempo, tem um resultado menos
subjetivo, detecta tanto agentes clastogénicos como aneugénicos, tem baixo custo, geralmente
requer o uso de um menor nimero de animais, podendo ser automatizado para a analise de
microntcleo por analise de imagem e citometria de fluxo (RIBEIRO, SALVADORI e
MARQUES, 2003). E capaz de considerar ¢ avaliar as diferentes fases da farmacocinética das
drogas, avaliar danos cromossdmicos e ¢ especialmente relevante para a avaliagdo dos riscos
mutagénicos, na medida em que permite a consideracdo de fatores de metabolismo in vivo,
processo de farmacocinética e de reparo do ADN e possui reprodutibilidade satisfatoria, ja
que foi adaptado por varios autores ao estudo em diferentes espécies. E necessario ainda
considerar que ensaios realizados com animais em laboratério oferecem vantagens também
acerca de reproduzir as condigdes de exposi¢des humanas aos agentes toxicos. Um ensaio in
vivo também ¢ util para a investigacdo complementar de efeitos mutagénicos detectados por

um sistema in vitro (OECD, 1997; GARAJ-VRHOVAC & ZELJEZIC, 2002).
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O procedimento original para o Teste de Micronucleo foi desenvolvido por Schmid e
colaboradores (MATTER & SCHMID, 1971; SCHMID et al., 1971; NICHOLS et al., 1972;
SCHMID, 1973) e, subsequentemente, modificado por HEDDLE e colaboradores (HEDDLE,
1973; SALAMONE et al., 1980; HEDDLE & SALAMONE, 1981).

O aumento da frequéncia de micronicleos ndo indica necessariamente se ha
possibilidade de transformacdo maligna, na medida em que a técnica ndo permite avaliar a
importancia dos fragmentos quebrados para a linhagem celular avaliada, tdo pouco se 0 ADN
presente no microntcleo pode ou ndo ser transcrito. Por outro lado, se houver exposi¢do
sucessiva a agentes genotoxicos a capacidade de reparo do organismo fatalmente sera
suplantada, o que pode levar a fenomenos degenerativos capazes de gerar morte celular ou
danos cumulativos no sentido da transformacao maligna (CARRARD et al., 2007).

A formagdo de micronucleos na divisdo celular sdo eventos que podem ser induzidos
por um estresse oxidativo, exposi¢do aos clastégenos (Figura 23), defeitos genéticos no ciclo
celular e/ou nos genes de reparo do ADN, como também de deficiéncias em nutrientes
exigidos como cofatores no metabolismo do ADN e no maquindrio de segregacdo
cromossomica (FENECH, 2005). Todos esses eventos podem causar a formagdo de
micronucleo por rearranjos cromossomicos, expressdes génicas alteradas ou aneuploidia, os
quais sao efeitos associados com fendtipo de instabilidade cromossomica frequentemente

presente no cancer (FENECH, 2002).
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Figura 23. Formagao de micronticleos em eritrécitos de medula 6ssea (RIBEIRO, 2003).

A relagdo entre a indu¢do de microntcleos e o aparecimento de cancer se torna mais
evidente ao considerar resultados como o que mostrou uma maior frequéncia de microntcleos
em pacientes com cancer nao tratados e em individuos afetados por doencas congénitas
propensas ao cancer, como, por exemplo, a ataxia telangiectasia e o que constata a relagdo
entre agentes genotdxicos indutores de microntcleo (radiacdo ionizante e ultravioleta) e
carcinogénese (FENECH et al., 1999; FENECH, 2002; FENECH, 2005; CHANG, 1997;
VAN SCHOOTEN, 2002).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Sintese, purificacio e caracterizacio fisico-quimica da chalcona CG1

3.1.1.1. Reagentes e Solventes

Utilizados na sintese, purificagdo e caracterizagdo fisico-quimica da chalcona:
e Acetofenona 99% (Across Organics ®)
e KOH 85% (Vetec ®)
e p-nitroacetofenona 99% (Sigma ®)
e Metanol (Dinamica ®)
e DMSO deuterado (Aldrich ®)

3.1.1.2. Equipamentos

3.1.1.2.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Cromatoplaca de silica gel 60 HF254 em aluminio (Merck ®).

3.1.1.2.2. Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro de ressondncia magnética nuclear de 'H foi obtido em aparelho BRUKER
modelo DRX 400 MHz de 9,4 Tesla (pertencente a8 UFSCar). Os deslocamentos quimicos (0)
estdo expressos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz)
em relacdo a um padrdo interno de TMS ou o proprio solvente. Para a amostra analisada,

utilizou-se DMSO-d® como solvente.

3.1.1.2.3. Aparelho para mediciao do ponto de fusiao

O ponto de fusdo do composto foi determinado em um aparelho KARL KOLB

Scientific-Technical-supplies FrankFurt/M Germany e expresso em graus Celsius (°C).
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3.1.1.2.4. Espectrometro de Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados num
equipamento MOBEM modelo M102 com transformada de Fourier e calibragdo interna e no
Spectrum 100 da Perkin Elmer. As amostras foram incorporadas em pastilhas de KBr e as

~ ~ , -1
absorgdes estdo expressas em numero de ondas (cm™).

3.1.1.3. Sintese da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1)

CHO

N KOH 20%
—h.
McOH
= 3h

La

Formula Molecular: Cy s NU; (253 gumol™)

Esquema 8. Sintese da chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.

Foram utilizados (0,233 mL/ 2,0 mmol) acetofenona e p-nitrobenzaldeido (0,302 g/
2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenga de uma solugdo de KOH 20% (p/v).
A reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 3 horas (Esquema 8). Observou-se a formacdo do

precipitado (amarelo) que foi filtrado e recristalizado em metanol.

3.1.2. Teste do Micronucleo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal da

Universidade Federal de Goids (CEPMHA/HC/UFG n° 230/10) — (Anexo — Figura 40).

3.1.2.1. Camundongos

Foram utilizados 80 camundongos Mus musculus (Swiss Webster) out bred, do sexo
masculino, pesando 35 £+ 10 g, com idade de 7 a 12 semanas, procedentes do Biotério Central da
Universidade Federal de Goids. Antes da realizacdo do experimento, os animais permaneceram

por 7 dias no laboratorio, onde foram mantidos em gaiolas de polipropileno de dimensdo de
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40x30x16 cm com 5 animais cada, forradas com maravalha trocadas diariamente, e alimentados
com ragdo comercial (Albina, Ecibra Ltda) e agua filtrada, ambos oferecidos "ad libitum". Os
animais foram mantidos a temperatura ambiente de 25 °C, umidade 50% + 20% e um ciclo de luz

12 h claro/escuro.

3.1.2.2. Reagentes e Solucgodes

Solubilizaciao das células

Soro fetal bovino (Sorali ®)

Fixador

Metanol absoluto (Labsynth ®)

Tampao Fosfato (pH 6,8)

Solucio A

Fosfato de potassio monobasico — K,PO4 (Reagen ®).........ccceeuveneee. 8,1654 g
Agua destilada ..........o.ovvvevieieeeeeeeeeee e, 1000 mL
Solucio B

Fosfato de sddio dibasico anidro — Na,PO3 (Synth ®)...........cc.ccueeeee. 8,5176 g
AGUA AESHIAAA. ..., 1000 mL
Corante Giemsa tamponado*

Tampao fosfato (pH 6,8) 200 mL
Corante Giemsa (Doles) 9 mL
Mitomicina (MMC)

MMC (Bristol-Myers Squibb ®) 5mg
Agua destilada 5mL

*Filtrado em papel filtro.
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3.1.2.3. Procedimento de execucio

Os camundongos foram divididos em grupos de cinco animais cada. Os animais foram
tratados em diferentes tempos (24 e 48 horas), via intraperitoneal, com as doses de 5, 10 e 20
mg/Kg da chalcona (F)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona solubilizadas em quantidade
minima de DMSO. O grupo controle negativo foi tratado com DMSO enquanto que o grupo
controle positivo recebeu uma dose unica intraperitoneal (i.p.) de 4 mg/Kg (80% da DLso) de
mitomicina C (MMC). Para avaliagdo da antimutagenicidade, foram administradas as doses de 5,
10 e 20 mg/Kg (solubilizadas em quantidade minima de DMSO) concomitantemente de uma dose
de 4 mg/Kg de MMC. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os fémures
retirados. As epifises do fémur foram cortadas e a medula 6ssea lavada com 1 mL de soro fetal
bovino. Apds homogeneizagdo da medula no soro, esta foi centrifugada a 1.000 rpm durante 5
minutos. O sobrenadante foi parcialmente descartado. O precipitado de células foi homogeneizado
com pipeta Pasteur. Uma gota de suspensao celular foi transferida para a 1dmina de vidro onde foi
feito o esfregago celular. Apds secagem das laminas, estas foram fixadas em metanol absoluto
durante 5 minutos e coradas em solugdo do Corante Giemsa tamponado com pH 6,8 por um
periodo de 15 minutos (Heddle, 1973). Apos este periodo, as laminas foram lavadas em agua

corrente e deixadas secar em temperatura ambiente.

3.1.2.4. Analise Citogenética

A andlise das laminas foi realizada em microscépio Optico comum Olympus BH-2
com a finalidade de se detectar possiveis alteracdes e/ou perdas cromossdmicas
(micronticleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos animais submetidos
aos diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de imersdao (1000x),
avaliando-se 2000 EPC em duas laminas para cada animal. Para avaliacdo da citotoxicidade,
foram contados também eritrocitos normocromaticos (ENC), e a razdo EPC/ENC foi
determinada conforme Schmid (1975). Nas Figuras 24 e 25 visualizam-se os eritrocitos
policromaticos, eritrocitos normocromaticos e eritrocitos policromaticos micronucleados

como vistos sob esta metodologia proposta.
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Figura 24. Eritrocitos normocromaticos (ENC) e eritrécitos policromaticos (EPC) em uma
lamina do teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos da CG1 visualizada em

microscopio optico de luz (aumento de 1000x).
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Figura 25. Eritrdcito policromatico micronucleado (EPCMN) de uma ldmina do teste de
micronicleo em medula dssea de camundongos da CG1 visualizada em microscopio optico de

luz (aumento de 1000x).

3.1.2.4. Analise Estatistica

As freqiiéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em 2000 EPC
de cada grupo foram comparadas em relacdo ao grupo controle negativo ou positivo pelo teste
ANOVA e foram considerados significativos valores de p< 0,05.

As freqiiéncias de EPC e ENC de cada grupo tratado com a CG1 foram comparadas
com o grupo controle negativo ou positivo pelo teste qui-quadrado e foram considerados

significativos valores de p< 0,05.

Toda analise estatistica foi realizada com auxilio do programa SPSS (Statistical

Package for Social Science) 20.0.0 para Macintosh (Apple Computers).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1)

A chalcona CG1 foi obtida através da reagdao de condensagdo de Claisen Schimidt,
como mostra o Esquema 9 com alto rendimento (87%). O precipitado obtido foi recristalizado
em metanol e foram obtidos cristais grandes e de coloragdo amarela como mostrado na Figura
26. A pureza da chalcona foi avaliada através da cromatografia em camada delgada, RMN 'H,

IV e seu ponto de fusdo foi medido e entdo comparado com dados da literatura.

S

V.

Figura 26. Cristais obtidos a partir da recristalizagdo da chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona (CGl).

Os dados relativos a caracterizagao fisico-quimica da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona. foram os seguintes: p.f. (°C): 157-160; 'H-NMR (500 MHz, DMSO —
de, oppm): 7,78 (1H, #, H2); 8,30 (1H, d, J=8,0, H3); 8,30 (1H, d, J=8,0, HS); 7,78 (1H, #,
H6); 7,85 (1H, d, J=16, Hp); 7,67 (1H, d, J=16, Ha); 8,03-8,06 (2H, m, H2’ e H6’); 7,52-7,56
(2H, m, H3’ e H5’); 7,61-7,65 (2H, m, H4’). (J= Hz; #: Sobreposi¢ao de sinais). IV (KBr)
(em™): 1514/1336 (N-0), 1596 (C=C, C sp’), 1658 (C=0).

O ponto de fusdo encontrado foi entre 157-160 °C, estando de acordo com o
referenciado, 158-160 °C, pela base de dados de produtos da empresa Sigma-Aldrich® e por
Silva et al. (2010) de 160-163°C. No espectro de Ressonincia Magnética Nuclear ('H —
RMN) fica evidenciada, além dos anéis aromaticos, a insaturacao olefinica que deve se fazer
presente em todas os compostos classificados como chalconas. Geralmente, os sinais dos
proténs ligados aos carbonos sp” da insaturagdo olefinica ficam sobrepostos aos sinais de
prétons aromaticos, como ocorre no espectro da chalcona sintetizada (Figura 27), onde os
sinais referentes aos protons olefinicos se situam na regido de 7,67 ppm a 7,85 ppm,

sobrepostos pelo sinal dos prdotons aromaticos posicionados em orfo com relagdo ao grupo
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olefinico ligado ao anel. Outra contribui¢do do RMN, no caso das chalconas, ¢ evidenciar a
estereoquimica desses compostos, uma vez que a constante de acoplamento, J, entre os
hidrogénios olefinicos (Ha-Hp) estando situada na faixa de 15 — 16 Hz, indica a pureza
geométrica do composto na configuragdo E (PAVIA, 2010). Observa-se também que o
elevado deslocamento quimico encontrado nos hidrogénios de anéis ¢ devido ao grupo nitro

que promove um efeito de desblindagem caracteristico de substituintes que retiram elétrons.

Em relacdo ao espectro no IV pode-se verificar a presenca de grupos funcionais
caracteristicos (Apéndice, Figura 39), como absor¢des de estiramento C=C (C, sp°) de anel
aromético ocorrendo aproximadamente em 1600 cm™. Nota-se que a conjugagdo de uma
ligacdo C=C a um grupo carbonila diminui as frequéncias de absorcdo, apresentando um

estiramento C=0 abaixo de 1710 cm™. O grupo nitro possui estiramento forte em 1514 cm’ e

também em 1336 cm™’.
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Figura 27. Espectro de RMN 'H (400 MHz) da CG1.
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4.2. Avaliacao da Atividade mutagénica e antimutagénica

4.2.1. Resultados antecedentes de atividade antitumoral in vitro da chalcona CG1

O interesse na avaliagdo mutagénica ¢ antimutagénica da chalcona (F)-3-(4-
nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona  originou-se como base deste trabalho devido
principalmente aos resultados relevantes obtidos por um screening in vitro da atividade
antitumoral pelo teste MTT desse composto investigado conduzido por pesquisas anteriores
(PEREZ et al., 2010, RAMALHO, 2011) realizadas na Universidade Estadual de Goias em

parceria com o Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara.

A andlise de citotoxicidade pelo método MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN, et al., 1990). O método baseia-se na analise colorimétrica da
conversao do sal (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio) em azul de
formazan por enzimas metabolicamente ativas. A chalcona CGI foi testada na concentracao
unica de 5 ug/mL, através do método de MTT nas linhagens MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (colon) e SF-295 (sistema nervoso central). Os resultados das atividades citotoxicas
reveladas por Pérez et al. (2010) estdo expressos na Tabela 1, com seus respectivos desvios-

padrao.

Tabela 1. Porcentagem de inibi¢do da chalcona CG1 através do ensaio do MTT (Fonte:

PEREZ et al., 2010).

Linhagem celular (média e desvio padrao)

MDA-MB-435 HCT-8 SF-295

89,20% (£ 0,10%) 98,23% (£ 0,12%) 76,56% (£ 9,93%)

Foi considerada relevante a inibicdo da proliferacdo da linhagem de células tumorais
HCT-8 sendo maior que 90%, além disso, como este composto apresentou inibicao > 75 %
em pelo menos duas linhagens testadas, foi submetido a avaliagcdes posteriores para a
determinagdo da ICsg, sendo acrescida a atividade contra linhagem de células tumorais HL-60
(leucemia) e teste de atividade hemolitica (RAMALHO, 2011). Os resultados de ICsy sdao

apresentados na Tabela 2.
53



Tabela 2. Valores de ICsy e intervalo de confianca de 95% em ug/mL da CGl (Fonte:
RAMALHO, 2011).

Linhagem celular

HCT-8 HL-60 MDA-MB-435 SF-295
0,2821 0,7060 1,625 1,545
(0,13-0,59) (0,59-0,84) (1,14-2,23) (1,28-1,85)

O composto CG1 revelou elevado potencial citotoxico, com ICsp menor que 1 ug/mL,
ndo apresentando seletividade entre as linhagens testadas. No teste de atividade hemolitica o
composto CG1 nao causou danos diretos a membrana celular nas concentragdes testadas de 50

pg/mL (RAMALHO, 2011).

4.2.2. Atividade mutagénica e citotoxica da CG1 pelo teste de micronicleo em medula

ossea de camundongos in vivo

A andlise de dados obtidos resultantes da frequéncia de EPCMN e da relacdo
EPC/ENC em grupos experimentais submetidos a diferentes tratamentos com a chalcona (E)-
3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona e aos controles positivo € negativo nos tempos de 24
horas e 48 horas estdo apresentados nas Figuras 28, 29, 31 e 32 construidos a partir dos dados
descritos na Tabela 3 (Apéndice) e os testes estatisticos podem ser observados nos Quadros 6-
19 (Apéndices).

Para a avaliagdo da ag¢do mutagénica do chalcona CG1 (Figuras 28 e 29), as
frequéncias de EPCMN dos grupos, nos quais as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. foram
administradas, tiveram suas médias comparadas com a frequéncia observada ao administrar

somente o controle negativo em tratamentos de 24 horas e 48 horas.
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Figura 28. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) apds 24 horas

de tratamento com a chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) e controles.
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Figura 29. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) apds 48 horas

de tratamento com a chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) e controles.
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Os tratamentos conduzidos em 24 horas revelaram uma média de 13,6; 13,6; 13,4
EPCMN/2000 EPC para as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c respectivamente enquanto o
controle negativo apresentou uma média de apenas 4,2 EPCMN/2000 EPC. O aumento de
frequéncia observada de EPCMN nos tratamentos com a CG1 quando comparados ao controle
negativo foram confirmadas por andlise estatistica (ANOVA) e assim constatou-se uma
diferenga significativa (p< 0,05) das doses administradas em relagdo ao DMSO (CN),
confirmando, dessa forma, a existéncia de atividade mutagénica relevante do composto
avaliado. A maioria das substincias mutagénicas testadas apresentam perfis dose-dependente,
onde o aumento da frequéncia de EPCMN relaciona-se como o aumento da dose
administrada. Contudo, entre as doses de CGIl administradas ndo houve diferengas

significativas (p> 0,05).

Quanto aos tratamentos conduzidos em 48 horas, observou-se um aumento
significativo (p< 0,05) na frequéncia de EPCMN para as doses de 5, 10 ¢ 20 mg/Kg p.c. com
uma média de 15,4; 16,8 ¢ 16,6, respectivamente, enquanto que para o controle negativo a
média foi de 3,4, detectando assim que a CGl também apresenta atividade mutagénica
relevante. Ao comparar os graficos representativos dos tratamentos e controles nas figuras 28
e 29, constatou-se que houve um pequeno aumento entre as médias de EPCMN quando os
tratamentos ocorreram de 24 para 48 horas, contudo essa diferenga detectada nao foi
significativa (p> 0,05) e entre os valores de EPCMN observados para as doses de CG1 nos

tratamentos de 48 horas também nao foi constatada significancia (p> 0,05).

A atividade mutagénica conferida ao composto CG1 estd possivelmente relacionada
com a presen¢a do grupo nitro como substituinte visto que este composto ao ser comparado
com outra chalcona sem substituigdes revelou em estudo conduzido por Poirer & Weisburger
(1974) ter potencial mutagénico e carcinogénico maior, podendo esta atividade ainda estar
relacionada com o metabolismo redutor enzimatico gerando intermediarios nitrosos e N-
hidroxilados (Figura 30) elevando assim seu potencial carcinogénico. E de acordo com
Guengerich (1992), quanto aos possiveis intermedidrios N-hidroxilados, estes sdo muito
reativos com grupos tidis presentes em proteinas e também podem ser acetilados tornando-se
promotores de reacdes relacionadas com a formacdao de adutos no ADN, alterando-o ¢
podendo gerar instabilidade cromossomica. A mutagenicidade apresentada mesmo que
moderada também esta de acordo com os resultados apresentados por Rashid ez al. (1986) que
observou que a CG1 foi mais mutagénica em bactérias Sa/monella typhimurium do que outras

17 chalconas p-monossubstituidas avaliadas.
56



Figura 30. Reducdo de compostos com grupo nitro por enzimas (Fonte: GUENGERICH,

1992).

Muitos agentes mutagénicos sdo conhecidos por serem eletrofilos tornando-os
bastante reativos com macromoléculas nucleofilicas como o ADN. Compostos com
grupamentos nitro localizados em uma série de isomeros de chalconas nas posi¢des meta, orto
e para tiveram suas atividades mutagénicas avaliadas e constatou-se uma redugdo da atividade
nos compostos m-monossubstituidos devido a uma perda dos efeitos de ressonancia - efeitos
importantes para estabilizar o eletréfilo formado, € nos compostos o-monossubstituidos

devido a existéncia de efeitos estéricos desestabilizando o eletrofilo (MULLIN ef al., 1987).

Outro mecanismo pelo qual as chalconas podem exercer sua atividade mutagénica ¢
através da formagdo de époxidos que sdo considerados mais eletrofilicos do que a porgao
olefinica, pois as chalconas modificam a atividade das enzimas promotoras da metabolizagao
de xenobidticos incluindo époxido hidrolases (GANU & ALWORTH, 1978; MULLIN &
HAMMOCK, 1982). Todavia, demonstrou-se que no caso da chalcona CGl, seu o6xido,
apresentado no Esquema 9, ndo ¢ responsdvel pela atividade mutagénica, pois grupos
retiradores de elétrons na posi¢do para como o grupo nitro reduz fortemente a taxa de
epoxidagdo enzimatica, além do que a presenca de grupos doadores de elétrons diminui a

eletrofilicidade do epoxido formado (SATPATHY & NAYAK, 1976; CHANDA et al., 1971).
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Esquema 9. Epoxidagao de chalcona ao 6xido.

A avaliagdo citotoxica foi determinada pelas razdes de EPC/ ENC em grupos tratados
e grupos controles. A significancia estatistica foi avaliada pelo teste qui-quadrado e

considerados significativos com valores de (p< 0,05) (Figuras 31 e 32).
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Figura 31. Razdo EPC/ENC apds 24 horas de tratamento com a chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-

1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) e controles.
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Figura 32. Razao EPC/ENC apds 48 horas de tratamento com a chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-

1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) e controles.
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As razdes EPC/ENC observadas nos tratamentos de 24 horas ao serem administradas
doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. foram de 1,12; 1,14 e 1,13, respectivamente, ¢ ao serem
comparadas com a razdo EPC/ENC do controle negativo que foi de 1,26 foi constatada
diferenga significativa (p< 0,05). Contudo, a partir da pequena diminuicdo das razdes EPC/
ENC, visualizadas nas figuras 31 e 32, infere-se que essa agdo citotoxica apresentada ¢ fraca.
J& quanto aos tratamentos de 48 horas, as razdes de EPC/ENC foram de 1,08; 1,09 ¢ 1,11 para
os grupos tratados com 5, 10 e 20 mg/Kg p.c da CGI, respectivamente, enquanto que a razao
EPC/ENC apresentada pelo grupo negativo foi de 1,19. A aplicacdo pelo teste qui-quadrado
mostrou que ndo apresentou diferenca significativa entre as razdes EPC/ ENC dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle negativo (p< 0,05), revelando que a CGIl nao
demonstrou acdo citotoxica relevante quando administrada nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg e

tempo de 48 horas.

A atividade citotdxica avaliada nos tratamentos de 24 horas quando administrada a
CG1 nas dosagens propostas corroboram com estudos realizados por Vincenzo et al. (2001);
Mousinho (2010); Cheng et al. (2008), nos quais foram observados atividades inibitorias de
chalconas e andlogos, inclusive da chalcona CG1, decorrentes de indugdo apoptdtica em
varias linhagens de células cancerigenas in vivo e in vitro devido a uma parada na fase G2/M
do ciclo celular. A atividade anti-mitotica foi associada principalmente pela inibi¢do da
polimerizacao das tubulinas impedindo a formagdao do fuso mitotico. A dissociacdo dos
microtibulos, formados pela polimerizagdo das tubulinas, inibe a divisdo celular e
eventualmente ocasiona a morte celular. Contudo, quando essa inibi¢do associa-se a outras
disfungdes celulares como a relacionada a proteina p53 em decorréncia de processos
mutagénicos, a fuga da apoptose pelas células pode levar & formagao de células aneupldides
ou micronucleadas (MANFREDI & HORWITZ, 1984; FUKASAWA, 2005; DECORDIER et
al., 2008). De acordo com Eventi et al. (2009), a efetiva interagdo com tubulinas estd
relacionada com as estruturas das chalconas levando em conta seus substituintes, rigidez,
solubilidade da molécula e conformacao do anel A e anel B; assim, infere-se que o grupo nitro
confere a chalcona uma interagdo moderada, visto que a citotoxicidade nao foi tdo

pronunciada.

Nos tratamentos de 48 horas, ndo houve atividade antiproliferativa significativa da
CGl1, possivelmente devido a sua eliminacdo biolégica promovida principalmente por

enzimas destoxicantes como GSH transferases que apresentam como cofator a glutationa
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(GSH), a qual pode combinar-se com compostos como as chalconas por possuirem forte

atragdo com grupos tiois, tornando-as facilmente eliminadas pela bile, urina ou fezes.

4.2.3. Atividade antimutagénica e anticitotoxica da CG1 pelo teste de microntcleo em

medula dssea de camundongos in vivo

Nas Figuras 33, 34, 36 e 37, apresenta-se a analise de dados resultantes da frequéncia
de EPCMN e da relacdo EPC/ENC em grupos experimentais submetidos a diferentes
tratamentos com a administracdo concomitantemente da chalcona CG1 ¢ da MMC e dos
controles positivo e negativo nos tempos de 24 horas ¢ 48 horas. Os graficos representam
dados também contidos na Tabela 4 (Apéndice) e os testes estatisticos podem ser observados
nos Quadros 20-33 (Apéndices).

Partindo do mesmo principio utilizado para a avaliacdo mutagénica, para andlise da
acdo antimutagénica da chalcona CG1 foram comparadas as frequéncias de EPCMN dos
grupos tratados com as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. co-tratados com 4 mg/Kg de MMC
com frequéncias de EPCMN obtidas quando somente o controle positivo foi aplicado em

tratamentos de 24 horas e 48 horas.
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Figura 33. Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN) apds 24 horas
de tratamento com a chalcona (FE)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1)
concomitantemente com MMC e controles.
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Figura 34. Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN) apds 48 horas
de tratamento com a chalcona (FE)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1)

concomitantemente com MMC e controles.

Os tratamentos conduzidos em 24 horas revelaram uma média de 10,6; 11,4 ¢ 12,8
EPCMN/2000 EPC para as doses de 5, 10 e 20 mg/ Kg p.c co-tratados com 4 mg/Kg p.c. de
MMC, respectivamente, enquanto o controle positivo apresentou uma média de 32,6
EPCMN/2000 EPC. A redugdo relevante de EPCMN observada na figura 33 dos trés
tratamentos com a CG1 e MMC quando comparados ao controle positivo foram aplicados por
analise estatistica (ANOVA) e assim constatou-se uma diferenga significativa (p< 0,05),
confirmando, assim a a¢do antimutagénica relevante da CGl. A comparagdo entre os co-
tratamentos ndo mostrou diferenca significativa (p> 0,05). Em contrapartida, quanto aos
tratamentos conduzidos em 48 horas, ndo se observou uma redu¢ao significativa (p> 0,05) na
frequéncia de EPCMN para as doses de 5 ¢ 10 mg/Kg p.c. co-tratadas com 4 mg/Kg p.c. de
MMC com uma média de 12,6 e 13,4 respectivamente, em relacdo a média apresentada pela
administragdo do controle positivo de 11,8. Para a dose de 20 mg/Kg de CG1 e mitomicina C
em 48 horas, constatou-se uma a¢do aumentada de frequéncia de EPCMN em relagdo ao
grupo controle positivo (p< 0,05). Portanto, para o tempo de 48 horas, a chalcona CG1

potencializou a acdo da MMC. Ao comparar os graficos representativos dos tratamentos e
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controles nas figuras 33 e 34 observa-se melhor o quanto ¢ discordante as médias de EPCMN
dos tratamentos em relagdo ao controle positivo em 24 horas enquanto ha certa
homogeneidade dessa relacdo quando o tratamento prolonga-se para 48 horas quando as doses
administradas foram de 5 e 10 mg/Kg de CGl. Somente entre os valores de EPCMN
observados para os grupos co-tratados com doses de 5 e 10 mg/Kg de CGl e 4 mg/ Kg de
MMC em relagdo a dose de 20 mg/Kg de CG1 nos tratamentos de 48 horas foi constatada
diferenga significativa (p> 0,05).

A mitomicina C (MMC), protétipo de droga anticancer, requer metabolismo de
redugdo enzimatica (Esquema 3) para produzir intermediarios que se ligam irreversivelmente
ao ADN provocando danos através da alquilagdo mono- e bifuncional de residuos de guanina
(WALLAU et al., 2005; EVENTI et al., 2009). Em referéncia a estudos j4 conduzidos por
EVENTI et al. (2009), nos quais constatou-se consideravel reducao do potencial clastogénico
da MMC em células sanguineas e linfocitos pela administracdo da plicatina B (chalcona
apresentada na Figura 35), sugere-se, entdo que um dos efeitos pelo qual o efeito
antimutagénico e anticitotoxico da CG1 possa ocorrer seria afetando o modelo de redugao
metabolico da MMC inibindo a NADPH citocromo P-450 redutase, enzima que catalisa via

reducdo por adi¢do de um elétron.

HO

Figura 35. Estrutura da plicatina B.

O aumento significativo de EPCMN na dose de 20 mg/Kg no tratamento de 48 horas
pode indicar que maiores doses de CGIl, ao serem administradas junto com a MMC em
maiores tempos de exposi¢do in vivo, possibilitam que a por¢do de CGIl presente no
organismo ainda que seja insuficiente para viabilizar a inibi¢do de enzimas do sistema
metabolico redutor que ativam os intermedidrios genotoxicos da mitomicina C (MMC), seja
capaz de promover uma sensibilizagdo celular a estes agentes alquilantes, pois a CGI, assim
como outras chalconas, ¢ susceptivel a adigdo de Michael na por¢ao ene-ona (CH=CH-CO), o

que pode promover a ligacdo desta com receptores particulares como as enzimas da fase II,
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enzimas promotoras da conjugacdo de xenobioticos (por exemplo, MMC) com ligantes
endogenos, como a glutationa que possui o grupo tiol (ZI & SIMONEAU, 2005; HUBBER &
ALMEIDA, 2008). Observa-se entdo, que nos tratamentos de 48 horas provavelmente houve
uma sensibilizagdo celular provocada pela inibicdo do sistema de detoxificacdo de
xenobidticos principalmente pela diminuicdo do nivel de glutationa disponivel devido a
favoravel conjugacdo desta com a CG1, acentuando os efeitos mutagénicos e citotoxicos da
mitomicina C.

A avaliagdo anticitotoxica foi determinada ao se comparar, pelo teste qui-quadrado
com significancia estatistica (p< 0,05), as razoes de EPC/ ENC, quando administradas as
doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. de CG1 co-tratadas com 4 mg/Kg p.c. em relagdo a razdes de
EPC/ ENC referentes ao controle positivo nos tempos de exposi¢ao de 24 e 48 horas (Figuras
36 ¢ 37).

1.6
1.4 1,26

1,2

0,95

0.8

Razdo EPC/ENC

0,6

0.4

0,2

DMSO  MMC-4mgKg SmgKEg 10mgKg I0mgKg

Tratamentos com a CG1 e Controles

Figura 36. Razao EPC/ENC apds 24 horas de tratamento com a chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-

I-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) concomitantemente com MMC e controles.
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Figura 37. Razao EPC/ENC apds 48 horas de tratamento com a chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-

I-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) concomitantemente com MMC e controles.

As razdes EPC/ENC observadas nos tratamentos de 24 horas ao serem administradas
doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. co-tratadas com 4 mg/Kg p.c. de MMC foram de 0,83; 0,95 ¢
0,83, respectivamente, ¢ ao serem comparadas com a razdo EPC/ENC do controle positivo
que foi de 0,55 foi constatada diferenca significativa (p< 0,05) determinando a ag¢do
anticitotoxica também da CG1 Todavia, em relagdo aos tratamentos de 48 horas, as razoes de
EPC/ENC foram de 0,51; 0,52 e 0,48 para os grupos co-tratados com 5, 10 ¢ 20 mg/Kg p.c de
CG1 e 4 mg/Kg p.c. de MMC, respectivamente, enquanto que a razdo EPC/ENC apresentada
pelo controle positivo foi de 0,70. A aplicacdo pelo teste qui-quadrado mostrou que houve
diferenca significativa (p< 0,05) entres as razdes demonstradas, contudo devido a uma
reducdo das razdes relativas aos tratamentos, aponta-se que a CG1 ndo demonstra agdo
anticitotoxica quando co-administrada com a mitomicina C pelo tempo de exposicdo de 48
horas, mas promove maior nivel de citotoxicidade.

Pela a¢do antimutagénica e anticitotoxica da CGlI ter sido demonstrada em tratamento
simultaneo com a MMC (agente mutagénico), sugere-se que esta possa atuar como um agente
do tipo desmutagénico (ANTUNES & ARAUJO, 2000). Além disso, a exemplo de diversos

compostos antimutagénicos encontrados nos alimentos atuantes como antioxidantes, a CG1
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pode exercer sua atividade anticitotoxica sequestrando radicais livres induzidos pela

administracdo da MMC.

A chalcona (E)-3-(-4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona por ter apresentado tanto
efeito mutagénico quanto antimutagé€nico possivelmente integra um grupo de substincias
quimicas chamadas de carcindgenos e mutagenos Janus, nome dado em referéncia ao deus
romano Janus por ser descrito como tendo uma cabega com duas faces, uma olhando para
frente e outra olhando para tras. Muitas substincias consideradas antimutagé€nicas tem
também demonstrado serem prd-carcinogénica ou carcinogénica, sendo a natureza bifasica de
muitas delas relatadas por modularem a mutagenicidade ou carcinogenicidade de aminas
heterociclicas. A maioria desse grupo de compostos moduladores s3o produtos
biossintetizados por plantas, da qual fazem parte as chalconas (BHATTACHARYA, 2011;
TOGORIE et al., 1983).
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi investigado o potencial mutagénico, antimutagénico,
citotoxico e anticitotoxico da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1) pelo
teste de microntcleo em médula 6ssea de camundongos in vivo. Com base nos dados obtidos,

concluiu-se que:

- A chalcona CG1 apresentou atividade mutagénica nas doses de 5, 10 e 20 mg/ Kg
p.c. tanto nos tratamentos de 24 horas como de 48 horas, contudo a atividade citotoxica, ainda

que moderada, so foi observada nos tratamentos de 24 horas.

- Quanto a avaliagdo antimutagénica e anticitotoxica, a chalcona CG1 confirmou
atividade antimutagénica e anticitotdxica nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg p.c. co-administradas
com 4 mg/Kg p.c. d¢ MMC apenas nos tratamentos de 24 horas. E observou-se que no
tratamento de 48 horas com a dose de 20 mg/Kg p.c. co-administrada com 4 mg/Kg p.c. de
MMC, a CG1 potencializou a atividade mutagénica, possivelmente, induzindo um mecanismo
de quimiossensibilizagdo celular. A atividade citotoxica também foi acentuada nas doses de 5,
10 e 20 mg/ Kg p.c. co-administradas com 4 mg/Kg p.c. de MMC nos tratamentos de 48

horas.

- Os resultados da dupla atividade mutagénica e antimutagénica demonstrados pela
chalcona (£E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (CG1l) podem fornecer subsidios para

uma possivel utilizagdo do composto como possibilidade terapéutica contra o cancer.
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.
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Tabela 3. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) e relagdo de eritrocitos policromaticos e eritrocitos

normocromaticos (EPC/ENC) em medula 6ssea de camundongos apos a administragdo de diferentes doses da chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-1-

fenilprop-2-en-1-ona (CG1).

Tratamentos Tempo (h) Eritrécitos policromaticos micronucleados/ 2.000 EPC

Dados individuais No. 3 xS EPC/ENC
DMSO (C-)* 24 04, 04, 04, 04, 05 21 42+045° 1,26 + 0,05 °
DMSO(C-)* 48 04, 03, 03, 03, 04 17 3,4+0,55° 1,19+0,11°¢
MMC (C+)** 24 34,32, 33, 30, 34 163 32,6+1,67° 0,55 +0,03 ¢
MMC (C+)** 48 10,12, 11, 12, 14 59 11,8 +1,48° 0,83+0,10¢
5 mg/Kg CG1 24 16,11, 15,13, 13 68 13,6 £1,95° 1,12 +0,07 ¢
10 mg/Kg CG1 24 12, 14, 12, 15, 15 68 13,6 +1,52° 1,14 0,07 ¢
20 mg/Kg CG1 24 13,15, 12, 13, 14 67 13,4 +1,14° 1,13 £ 0,04 ¢
5 mg/Kg CG1 48 16,17, 15, 14, 15 77 154+1,14° 1,08 £0,04°
10 mg/Kg CG1 48 17, 16, 18, 17, 16 84 16,8 +0,84° 1,09 = 0,06°
20 mg/Kg CG1 48 15,18, 17,17, 16 83 16,6 = 1,14° 1,11 £0,07 €

* P> 0,05; ® p< 0,05; © P> 0,05; 4P< 0.05 . Todos os resultados foram comparados ao grupo controle negativo. * Controle negativo: DMSO; ** Controle

positivo: 4 mg.Kg" p.c. de MMC. CG1: chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.



Tabela 4. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) e relagdo de eritrocitos policromaticos e eritrocitos

normocromaticos (EPC/ENC) em medula 6ssea de camundongos apos a administragdo de diferentes doses da chalcona (£)-3-(4-nitrofenil)-1-

fenilprop-2-en-1-ona (CG1) co-tratadas com Mitomicina C.

Tratamentos Tempo (h) Eritrdcitos policromaticos micronucleados/ 2.000 EPC
Dados individuais No. X £s EPC/ENC
DMSO (C-)* 24 04, 04, 04, 04, 05 21 4,20+ 0,45° 1,26 + 0,05 ¢
DMSO (C-)* 48 04, 03, 03, 03, 04 17 3,40+0,55° 1,19+0,11¢
MMC (C+)** 24 34,32, 33, 30, 34 163 32,6 +1,67° 0,55+0,03 ¢
5 mg/Kg CG1 + MMC 24 11, 09, 10, 13, 10 53 10,6 +1,52° 0,83+0,10¢
10 mg/Kg CG1 + MMC 24 11,13, 10, 11, 12 57 11,4+1,14° 0,95+0,10¢
20 mg/Kg CG1 + MMC 24 13,14, 11, 12, 14 64 12,8+ 1,30° 0,83 = 0,09 ¢
MMC (C+)** 48 10,12, 11, 12, 14 59 11,84+ 1,48° 0,70 + 0,06 ©
5 mg/Kg CG1 + MMC 48 13,12, 13, 11, 14 63 12,6 +1,14° 0,51 +0,04 ¢
10 mg/Kg CG1 + MMC 48 12, 14, 14, 13, 14 67 13,4+£0,89° 0,52 +0,07 ¢
20 mg/Kg CG1 + MMC 48 24,25,27,25,27 128 256+ 1,34" 0,48 + 0,08 ¢

“P> 0,05; ° P< 0,05; © P> 0,05; ¢ P< 0,05. Os resultados de cada grupo foram comparados com o grupo controle positivo em concordancia com o respectivo

tempo. * Controle negativo: DMSQO; ** Controle positivo: 4 mg.Kg"' de MMC. MMC: Mitomicina C. CG1: (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona.
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Quadro 6. Estatistica descritiva dos dados obtidos na avaliacdo de mutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Statistic Std. Error
Mean 4,2000 ,20000
Lower Bound 3,6447
95% Confidence Interval for Mean Upper Bound 4,7553
5% Trimmed Mean 4,1667
Median 4,0000
Variance ,200
Std. Deviation 44721
Minimum 4,00
Maximum 5,00
Range 1,00
Interquartile Range ,50
Skewness 2,236 913
Controle negativo  |[Kurtosis 5,000 2,000
Mean 13,6000  |[87178
Lower Bound 11,1796
95% Confidence Interval for Mean Upper Bound 16,0204
5% Trimmed Mean 13,6111
Median 13,0000
'Variance 3,800
Std. Deviation 1,94936
Minimum 11,00
Maximum 16,00
Range 5,00
Interquartile Range 3,50
Skewness -,081 913
Smg/kg Kurtosis -,817 2,000
Mean 13,6000  [,67823
Lower Bound 11,7169
95% Confidence Interval for Mean Upper Bound 15,4831
5% Trimmed Mean 13,6111
Median 14,0000
'Variance 2,300
Std. Deviation 1,51658
Minimum 12,00
Maximum 15,00
Range 3,00
Interquartile Range 3,00
Skewness -,315 913
10mg/kg Kurtosis -3,081 2,000
Mean 13,4000  [,50990
Lower Bound 11,9843
95% Confidence Interval for Mean Upper Bound 14,8157
5% Trimmed Mean 13,3889
Median 13,0000
\Variance 1,300
Std. Deviation 1,14018
Minimum 12,00
Maximum 15,00
Range 3,00
20mg/kg Interquartile Range 2,00
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Skewness ,405 913

Kurtosis -,178 2,000

Mean 32,6000 |, 74833

Lower Bound 30,5223

95% Confidence Interval for Mean Upper Bound 34,6777

5% Trimmed Mean 32,6667

Median 33,0000

'Variance 2,800

Std. Deviation 1,67332

Minimum 30,00

Maximum 34,00

Range 4,00

Interquartile Range 3,00

Skewness -1,089 913
Controle positivo  [Kurtosis ,536 2,000

Quadro 7. Teste de normalidade dos dados obtidos na avaliagio de mutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo e negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Controle negativo ,473 5 ,001 ,552 5 ,000
Smg/kg ,221 50,2007 ,953 5 ,758
10mg/kg ,254 50,2007 ,803 5 ,086
20mg/kg 237 51 2007 ,961 5 ,814
Controle positivo |;|201 5 ,200* ,881 5 314

Quadro 8. Teste ANOVA dos dados obtidos na avaliagdo de mutagenicidade nos tratamentos

com o controle positivo e negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24 horas em

teste de micronticleo em medula 6ssea de camundongos.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2158,640 4 539,660 259,452 ,000
Within Groups 41,600 20 2,080
Total 2200,240 24
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Quadro 9. Teste de Tukey dos dados obtidos na avaliacdo de mutagenicidade nos tratamentos

com o controle positivo e negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24 horas em

teste de micronticleo em medula 6ssea de camundongos.

(D Grupos (J) Grupos Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
1) Lower Bound Upper Bound
Smg/kg -9,40000 91214 ,000 -12,1295 -6,6705
10mg/kg -9,40000 91214 ,000 -12,1295 -6,6705
Controle .
. 20mg/kg -9,20000 91214 ,000 -11,9295 -6,4705
negativo
Controle .
. -28,40000 91214 ,000 -31,1295 -25,6705
positivo
Controle .
) 9,40000 91214 ,000 6,6705 12,1295
negativo
10mg/kg ,00000 91214 1,000 -2,7295 2,7295
Smg/kg
20mg/kg ,20000 91214 ,999 -2,5295 2,9295
Controle .
. -19,00000 91214 ,000 -21,7295 -16,2705
positivo
Controle .
) 9,40000 91214 ,000 6,6705 12,1295
negativo
Smg/kg ,00000 91214 1,000 -2,7295 2,7295
10mg/kg
20mg/kg ,20000 91214 ,999 -2,5295 2,9295
Controle .
. -19,00000 91214 ,000 -21,7295 -16,2705
positivo
Controle .
. 9,20000 91214 ,000 6,4705 11,9295
negativo
Smg/kg -,20000 91214 ,999 -2,9295 2,5295
20mg/kg
10mg/kg -,20000 91214 ,999 -2,9295 2,5295
Controle .
. -19,20000 91214 ,000 -21,9295 -16,4705
positivo
Controle .
) 28,40000 91214 ,000 25,6705 31,1295
negativo
Controle .
o Smg/kg 19,00000 91214 ,000 16,2705 21,7295
positivo .
10mg/kg 19,00000 91214 ,000 16,2705 21,7295
20mg/kg 19,20000" 91214 ,000 16,4705 21,9295

*_ The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Quadro 10. Estatistica descritiva dos dados obtidos na avaliacdo de mutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Statistic Std. Error
Mean 3,4000 ,24495
Lower Bound 2,7199
95% Confidence Interval for Mean
Upper Bound 4,0801
5% Trimmed Mean 3,3889
Median 3,0000
Variance ,300
Controle negativo Std. Deviation ,54772
Minimum 3,00
Maximum 4,00
Range 1,00
Interquartile Range 1,00
Skewness ,609 913
Kurtosis -3,333 2,000
Mean 15,4000 ,50990
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 13,9843
Upper Bound 16,8157
5% Trimmed Mean 15,3889
Median 15,0000
Variance 1,300
Smg/kg Std. Deviation 1,14018
Minimum 14,00
Maximum 17,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,00
Skewness ,405 913
Kurtosis - 178 2,000
Mean 16,8000 ,37417
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 15,7611
Upper Bound 17,8389
5% Trimmed Mean 16,7778
10mg/kg Me(?ian 17,0000
Variance ,700
Std. Deviation ,83666
Minimum 16,00
Maximum 18,00
Range 2,00
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Interquartile Range 1,50
Skewness 512 913
Kurtosis -,612 2,000
Mean 16,6000 ,50990
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 15,1843
Upper Bound 18,0157
5% Trimmed Mean 16,6111
Median 17,0000
Variance 1,300
20mg/kg Std. Deviation 1,14018
Minimum 15,00
Maximum 18,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,00
Skewness -,405 913
Kurtosis -,178 2,000
Mean 11,8000 ,66332
Lower Bound 9,9583
95% Confidence Interval for Mean
Upper Bound 13,6417
5% Trimmed Mean 11,7778
Median 12,0000
Variance 2,200
Controle positivo Std. Deviation 1,48324
Minimum 10,00
Maximum 14,00
Range 4,00
Interquartile Range 2,50
Skewness ,552 913
Kurtosis ,868 2,000
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Quadro 11. Teste de normalidade dos dados obtidos na avaliagdo de mutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 ¢ 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Controle negativo ,367 5 ,026 ,684 5 ,006
Smg/kg ,237 5 ,200° ,961 5 ,814
10mg/kg 231 5 ,2007 ,881 5 314
20mg/kg ,237 5 ,200° ,961 5 ,814
Controle positivo 246 5 ’200* 956 5 777

Quadro 12. Teste ANOVA dos dados obtidos na avaliacdo de mutagenicidade nos tratamentos

com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste

de microntcleo em medula 6ssea de camundongos.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 632,800 4 158,200 136,379 ,000
Within Groups 23,200 20 1,160
Total 656,000 24
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Quadro 13. Teste de Tukey dos dados obtidos na avaliagdo de mutagenicidade nos
tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

(D Grupos  (J) Grupos Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
(I-)) Lower Bound | Upper Bound
Smg/kg -12,00000° ,68118 ,000 -14,0383 -9,9617
Controle 10mg/kg -13,40000" ,68118 ,000 -15,4383 -11,3617
negativo 20mg/kg -13,20000° ,68118 ,000 -15,2383 -11,1617
Controle positivo -8,40000" ,68118 ,000 -10,4383 -6,3617
Controle negativo 12,00000" ,68118 ,000 9,9617 14,0383
smgkg 10mg/kg -1,40000 ,68118 ,277 -3,4383 ,6383
20mg/kg -1,20000 ,68118 ,422 -3,2383 ,8383
Controle positivo 3,60000* ,68118 ,000 1,5617 5,6383
Controle negativo 13,40000" ,68118 ,000 11,3617 15,4383
Jomkg Smg/kg 1,40000 ,68118 ,277 -,6383 3,4383
20mg/kg ,20000 ,68118 ,998 -1,8383 2,2383
Controle positivo 5,00000* ,68118 ,000 2,9617 7,0383
Controle negativo 13,20000" ,68118 ,000 11,1617 15,2383
Smg/kg 1,20000 ,68118 ,422 -,8383 3,2383
20mg/kg
10mg/kg -,20000 ,68118 ,998 -2,2383 1,8383
Controle positivo 4,80000* ,68118 ,000 2,7617 6,8383
Controle negativo 8,40000" ,68118 ,000 6,3617 10,4383
Controle Smg/kg -3,60000° ,68118 ,000 -5,6383 -1,5617
positivo 10mg/kg -5,00000" ,68118 ,000 -7,0383 -2,9617
20mg/kg -4,80000" ,68118 ,000 -6,8383 -2,7617

Quadro 14. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliacdo de citotoxicidade no
tratamento com a dose de 5 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronucleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df IAsymp.  Sig.[Exact Sig. (2-Exact Sig. (1{Point
(2-sided) sided) sided) Probability
IPearson Chi-Square 5,951% 1 015 015 ,008
Continuity Correction® 5,838 1 ,016
Likelihood Ratio 5,952 1 ,015 015 ,008
Fisher's Exact Test ,015 ,008
Linear-by-Linear Association 5,950° 1 ,015 ,015 ,008 ,001
IN of Valid Cases 7505

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1696,64.
b. Computed only for a 2x2 table
c¢. The standardized statistic is 2,439.
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Quadro 15. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de citotoxicidade no

tratamento com a dose de 10 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronucleo em medula

Ossea de camundongos.

Value df | Asymp.Sig. | Exact Sig. | Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 4,448° 1 ,035 ,036 ,018
Continuity Correction” 4,351 ,037
Likelihood Ratio 4,449 ,035 ,036 ,018
Fisher's Exact Test ,036 ,018
Linear-by-Linear Association 4,448° ,035 ,036 ,018 ,002
N of Valid Cases 7467

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1689,38.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is 2,109.

Quadro 16. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de citotoxicidade no

tratamento com a dose de 20 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronucleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df | Asymp.Sig. | Exact Sig. | Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 4,805° ,028 ,029 ,015
Continuity Correction® 4,704 ,030
Likelihood Ratio 4,806 ,028 ,029 ,015
Fisher's Exact Test ,029 ,015
Linear-by-Linear Association 4,804° ,028 ,029 ,015 ,002
N of Valid Cases 7483

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1691,22.

b. Computed only for a 2x2 table.
c. The standardized statistic is 2,192.

Quadro 17. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de citotoxicidade no

tratamento com a dose de Smg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de micronticleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df Asymp.Sig. | ExactSig. | Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 3,755% ,053 ,053 ,028
Continuity Correction® 3,667 ,056
Likelihood Ratio 3,756 ,053 ,053 ,028
Fisher's Exact Test ,053 ,028

91




Linear-by-Linear Association
N of Valid Cases

3,755°
7564

1

,053

,053

,028

,003

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1736,05.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is 1,938.

Quadro 18. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avalia¢do de citotoxicidade no

tratamento com a dose de 10 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de micronicleo em medula

Ossea de camundongos.

Value df | Asymp.Sig. | Exact Sig. | Exact Sig. Point

(2-sided) (2-sided) | (1-sided) | Probability
Pearson Chi-Square 3,098 1 ,078 ,080 ,041
Continuity Correction® 3,017 1 ,082
Likelihood Ratio 3,098 1 ,078 ,080 ,041
Fisher's Exact Test ,080 ,041
Linear-by-Linear Association 3,097¢ 1 ,078 ,080 ,041 ,004
N of Valid Cases 7549

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1732,15.

b. Computed only for a 2x2 table

c¢. The standardized statistic is 1,760.
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Quadro 19. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de citotoxicidade no

tratamento com a dose de 20 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de microntcleo em medula

Ossea de camundongos.

Value df Asymp.Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1- Point
(2-sided) sided) sided) Probability

Pearson Chi-Square 1,896 ,169 172 ,088
Continuity Correction® 1,833 ,176
Likelihood Ratio 1,896 ,169 ,172 ,088
Fisher's Exact Test 172 ,088
Linear-by-Linear
Association 1,896° ,169 ,172 ,088 ,007
N of Valid Cases 7517

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1723,77.

b. Computed only for a 2x2 table

c¢. The standardized statistic is 1,377.

Quadro 20. Estatistica descritiva dos dados obtidos na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Statistic Std. Error
Mean 4,2000 ,20000
95% Confidence Interval for Lower Bound 3,6447
Mean Upper Bound 4,7553
5% Trimmed Mean 4,1667
Median 4,0000
Variance ,200

Controle negativo Std. Deviation ,44721
Minimum 4,00
Maximum 5,00
Range 1,00
Interquartile Range ,50
Skewness 2,236 913
Kurtosis 5,000 2,000
Mean 10,6000 ,67823
95% Confidence Interval for Lower Bound 8,7169

Smg/kg Mean Upper Bound 12,4831
5% Trimmed Mean 10,5556
Median 10,0000
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Variance 2,300
Std. Deviation 1,51658
Minimum 9,00
Maximum 13,00
Range 4,00
Interquartile Range 2,50
Skewness 1,118 913
Kurtosis 1,456 2,000
Mean 11,4000 ,50990
95% Confidence Interval for Lower Bound 9,9843
Mean Upper Bound 12,8157
5% Trimmed Mean 11,3889
Median 11,0000
Variance 1,300
10mg/kg Std. Deviation 1,14018
Minimum 10,00
Maximum 13,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,00
Skewness ,405 913
Kurtosis -, 178 2,000
Mean 12,8000 ,58310
95% Confidence Interval for Lower Bound 11,1811
Mean Upper Bound 14,4189
5% Trimmed Mean 12,8333
Median 13,0000
Variance 1,700
20mg/kg Std. Deviation 1,30384
Minimum 11,00
Maximum 14,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,50
Skewness -,541 913
Kurtosis -1,488 2,000
Mean 32,6000 , 74833
95% Confidence Interval for Lower Bound 30,5223
Mean Upper Bound 34,6777
Controle positivo 5% ”ljrimmed Mean 32,6667
Median 33,0000
Variance 2,800
Std. Deviation 1,67332
Minimum 30,00
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Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

34,00
4,00
3,00

-1,089
,536

913

2,000

Quadro 21. Teste de normalidade dos dados obtidos na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Controle negativo 473 5 ,001 ,552 5 ,000
Smg/kg ,254 5 ,200° 914 5 ,492
10mg/kg ,237 5 ,200° ,961 5 ,814
20mg/kg 221 5 ,200° ,902 5 ,421
Controle positivo ,201 5 ,200* ,881 5 314

Quadro 22. Teste ANOVA dos dados obtidos na avaliagio de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2306,240 4 576,560 347,325 ,000
Within Groups 33,200 20 1,660
Total 2339,440 24
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Quadro 23. Teste de Tukey HSD dos dados obtidos na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

(I) Grupos (J) Grupos Mean Difference|Std. Error  [Sig.  [95% Confidence Interval
(I-)) Lower Bound  [Upper Bound
Smg/kg -6,40000" ,81486 ,000 [-8,8384 -3,9616
Control i 10mg/kg -7,20000" ,.81486 ,000 |-9,6384 -4,7616
ORHOIe NEBAVO b hmg/kg |8,60000° 181486 000 |-11,0384 16,1616
Controle positivo  |-28,40000" 181486 ,000 |-30,8384 -25,9616
Controle negativo 6,40000" 181486 ,000 13,9616 38,8384
smg/ke 10mg/kg -,80000 181486 ,860 [-3,2384 1,6384
20mg/kg -2,20000 181486 ,090 [-4,6384 ,2384
Controle positivo  |-22,00000” 181486 ,000 |-24,4384 -19,5616
Controle negativo 7,20000" 181486 ,000 4,7616 9,6384
10mg/ke Smg/kg ,80000 181486 ,860 [-1,6384 3,2384
20mg/kg -1,40000 181486 ,446  [-3,8384 1,0384
Controle positivo  |-21,20000" 181486 ,000 |-23,6384 -18,7616
Controle negativo  [8,60000" 181486 ,000 [6,1616 11,0384
Smg/kg 2,20000 181486 ,090 [-,2384 4,6384
20mg/kg
10mg/kg 1,40000 181486 ,446  [1,0384 3,8384
Controle positivo  |-19,80000 81486 ,000 |-22,2384 -17,3616
Controle negativo  [28,40000" 81486 ,000 [25,9616 30,8384
Controle positivo Smg/kg 22,00000: 81486 ,000 (19,5616 24,4384
10mg/kg 21,20000 81486 ,000 (18,7616 23,6384
20mg/kg 19,80000" 181486 ,000 [17,3616 22,2384

Quadro 24. Estatistica descritiva dos dados obtidos na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Statistic Std. Error
Mean 3,4000 ,24495
Lower Bound 2,7199
95% Confidence Interval for Mean
Upper Bound 4,0801
5% Trimmed Mean 3,3889
Median 3,0000
Variance ,300
Controle negativo Std. Deviation ,54772
Minimum 3,00
Maximum 4,00
Range 1,00
Interquartile Range 1,00
Skewness ,609 ,913
Kurtosis -3,333 2,000
Smg/kg Mean 12,6000 ,50990
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95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 11,1843
Upper Bound 14,0157
5% Trimmed Mean 12,6111
Median 13,0000
Variance 1,300
Std. Deviation 1,14018
Minimum 11,00
Maximum 14,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,00
Skewness -,405 913
Kurtosis -,178 2,000
Mean 13,4000 ,40000
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 12,2894
Upper Bound 14,5106
5% Trimmed Mean 13,4444
Median 14,0000
Variance ,800
10mg/kg Std. Deviation ,89443
Minimum 12,00
Maximum 14,00
Range 2,00
Interquartile Range 1,50
Skewness -1,258 913
Kurtosis 313 2,000
Mean 25,6000 ,60000
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 23,9341
Upper Bound 27,2659
5% Trimmed Mean 25,6111
Median 25,0000
Variance 1,800
20mg/kg Std. Deviation 1,34164
Minimum 24,00
Maximum 27,00
Range 3,00
Interquartile Range 2,50
Skewness ,166 913
Kurtosis -2,407 2,000
Mean 11,8000 ,66332
Controle positivo 95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 2,9583
Upper Bound 13,6417
5% Trimmed Mean 11,7778
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Median

Variance

Std. Deviation
Minimum
Maximum

Range

Interquartile Range
Skewness

Kurtosis

12,0000
2,200
1,48324
10,00
14,00
4,00
2,50
,552
,868

913
2,000

Quadro 25. Teste de normalidade dos dados obtidos na avaliacdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 ¢ 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Grupos Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Controle negativo ,367 5 ,026 ,684 5 ,006
5mg/kg 237 5 ,200° ,961 5 ,814
10mg/kg ,349 5 ,046 ,771 5 ,046
20mg/kg 273 5 ,200° ,852 5 201
Controle positivo ,246 5 ,200° ,956 5 777

Quadro 26. Teste ANOVA dos dados obtidos

na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 48

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1260,160 4 315,040 246,125 ,000
Within Groups 25,600 20 1,280
Total 1285,760 24
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Quadro 27. Teste de Tukey HSD dos dados obtidos na avaliagdo de antimutagenicidade nos

tratamentos com o controle positivo, negativo e as doses de 5, 10 e 20 mg/Kg de CG1 em 24

horas em teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos.

(I) Grupos  (J) Grupos Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
(I-J) Lower Bound | Upper Bound
Smg/kg -9,20000° , 71554 ,000 -11,3412 -7,0588
Controle 10mg/kg -10,00000" , 71554 ,000 -12,1412 -7,8588
negativo 20mg/kg -22,20000" , 71554 ,000 -24,3412 -20,0588
Controle positivo -8,40000" ,71554 ,000 -10,5412 -6,2588
Controle negativo 9,20000* ,71554 ,000 7,0588 11,3412
smgkg 10mg/kg -,80000* ,71554 (795 -2,9412 1,3412
20mg/kg -13,00000 , 71554 ,000 -15,1412 -10,8588
Controle positivo ,80000 ,71554 , 795 -1,3412 2,9412
Controle negativo 10,00000* ,71554 ,000 7,8588 12,1412
Jomkg Smg/kg ,80000* ,71554 (795 -1,3412 2,9412
20mg/kg -12,20000 , 71554 ,000 -14,3412 -10,0588
Controle positivo 1,60000 ,71554 ,207 -,5412 3,7412
Controle negativo 22,20000" ,71554( ,000 20,0588 24,3412
20mg/ke Smg/kg 13,00000i ,71554( ,000 10,8588 15,1412
10mg/kg 12,20000 , 71554 ,000 10,0588 14,3412
Controle positivo 13,80000" , 71554 ,000 11,6588 15,9412
Controle negativo 8,40000* , 71554 ,000 6,2588 10,5412
Controle Smg/kg -,80000 ,71554 (795 -2,9412 1,3412
positivo 10mg/kg -1,60000 ,71554(,207 -3,7412 ,5412
20mg/kg -13,80000" , 71554 ,000 -15,9412 -11,6588

Quadro 28. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdao de anticitotoxicidade no

tratamento com a dose de 5 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronicleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df | Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. | Exact Sig. Point
sided) (2-sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 96,324° 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction® 95,924 1 ,000
Likelihood Ratio 96,221 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
Association 96,314° 1 ,000 ,000 ,000 ,000
N of Valid Cases 10162

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1799,35.

b. Computed only for a 2x2 table
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c¢. The standardized statistic is -9,814.

Quadro 29. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de anticitotoxicidade no

tratamento com a dose de 10 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronticleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 171,230% 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction” 170,689 1 ,000
Likelihood Ratio 171,031 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
o 171,213° 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Association
N of Valid Cases 9848

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1730,91.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is -13,085.

Quadro 30. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de anticitotoxicidade no

tratamento com a dose de 20 mg/Kg de CG1 em 24 horas em teste de micronticleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df Asymp.Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1- Point
(2-sided) sided) sided) Probability
Pearson Chi-Square 98,666° 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction” 98,260 1 ,000
Likelihood Ratio 98,541 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
o 98,656° 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Association
N of Valid Cases 10086

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1770,56.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is -9,933.
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Quadro 31. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de anticitotoxicidade no
tratamento com a dose de 5 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de micronucleo em medula

6ssea de camundongos.

Value df | Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- | Exact Sig. Point
sided) sided) (1-sided) Probability

Pearson Chi-Square 65,180° 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction” 64,858 1 ,000
Likelihood Ratio 65,079 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear .
Association 65,174 1 ,000 ,000 ,000 ,000
N of Valid Cases 10831

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1798,22.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is 8,073.

Quadro 32. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de anticitotoxicidade no
tratamento com a dose de 10 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de micronticleo em medula

Ossea de camundongos.

Value df Asymp.Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. Point
(2-sided) sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 59,384° ,000 ,000 ,000
Continuity Correction® 59,078 ,000
Likelihood Ratio 59,279 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
o 59,379¢ ,000 ,000 ,000 ,000
Association
N of Valid Cases 10960

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1806,31.

b. Computed only for a 2x2 table
c¢. The standardized statistic is 7,706.
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Quadro 33. Teste do Qui Quadrado dos dados obtidos na avaliagdo de anticitotoxicidade no

tratamento com a dose de 20 mg/Kg de CG1 em 48 horas em teste de micronticleo em medula

Ossea de camundongos.

Value df Asymp.Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. Point
(2-sided) sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 99,701? ,000 ,000 ,000
Continuity Correction” 99,304 ,000
Likelihood Ratio 99,428 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
o 99,692¢ ,000 ,000 ,000 ,000
Association
N of Valid Cases 11167

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1748,90.

b. Computed only for a 2x2 table
c. The standardized statistic is 9,985.
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8. ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE FESQUISA E POS-GRADUACAD

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SERVIGO PUBLICO FEDERAL s
L

UFG

Golnia, 0811200

ATENDIMENTO DE FENDERCIA REFERENTE AQ PROJETO DE FESQUISA,
FROTOCOLATHE NESTE COMITE SO8 O N 23010

Tinio do prajein: AVALIACAD DAS ATIVIDADES GENOTOXICAS E ANTHGENOTOXICAS
DAS CHALCORAS AE b= I 4-METONIFEMIL -3 -FENILFROP-2 M- 1 [N A& E 1B 144
HITHROFESIL -3 -FEMILPROP-2-ERE- 1 004 B CAMI RIS

Pesquisatior responsivel:

lee Chen Chen g (asies copey br/dod 1907 | 03842007

Caridad Hoda Pérez bt Vntees o b ® | 83482 S5000GHE
Ambnee Carlos Severy Menezes hgip (9200 EAMT1Y
Carclim Ribeiro & Silva hap aises copg b S 00 L1 21ST1 2080
Pablme Marinho Viein bt altes copg be S 130 TS TRTADG2

Losena Hamos Freioss de Somss hinp:iA I o SR T TR TS
Suelem Demumer Ramalbo il (latics cup bria (4073200646047

Inewiituigdo e serd realieade o estmalo: [nstitoio de Cidecms Biskigices da |niversidade Federal de
.

[bals ke & preseatagdo se CEPAUPG: 17CR2010
Atemdimenie da Fendéuociai

1} Detalhamemin do destine dos animais (ou cercages dos enimEeis] apds expenimenta;lo ¢ apreseniacin
do bermmo de anodnci do chefe'deretor da unidade parn ande my carcagas serdo destinadas ¢ incinersdes

Farecer da CEF

Apa o mndlise  do  projein,  AVALIACAD DAS  ATIVIDADES GENDTEXICAS ©
ANTIOENOTOXICAS DAS CHALCONAS [E)-i44-ME [LJ-3-FENILPROP-FEM- 1 -0OMA
[EF1-4-NITROFENILF-FENILFROP-2-EM-1-0KHA  EMY C [HAMGOS, ploom-ee gue o
mesme enmcaire-ae AFROWYADO, sm.j desie comild.

Vi - Dnis da rewnilo: (8 de savembro de 3010, =

Frido de Aoaiie - TEIE0 - Camgess I - CEP-TA001-970 - olnia-G0 - Fores 0 AXA2 35211075 - Fas 201116
Homepage. wos prga, it t - E_msl prepo@peeg o b

Figura 40. Aprovagio do projeto protocolado sob o n°: 230/10 pelo Comité de Etica em

Pesquisa Humana e Animal da Universidade Federal de Goias.
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