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RESUMO 

 

 

MELLO, Francisco do Vale Chaves e. Avaliação citotóxica, mutagênica e genotóxica dos 

análogos do Megazol. 2012. 85 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de 

Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2012. 

 

A doença de Chagas é uma doença tropical infecciosa e negligenciada responsável por 

um grande número de pessoas infectadas e em risco de infecção, principalmente nas regiões 

pobres da América Latina. No momento, apenas duas drogas, Benzonidazol e Nifurtimox, 

estão disponíveis para o tratamento da doença de Chagas, mas são ineficazes por 

apresentarem baixa taxa de cura. O Megazol é um importante representante da classe dos 

nitroimidazóis e é uma alternativa promissora devido ao seu potencial tripanocida com um 

perfil superior de ação quando comparado ao tratamento disponível. No entanto, o Megazol 

não é utilizado clinicamente uma vez que possui atividade mutagênica e carcinogênica 

relatada. O Instituto de Tecnologia em Fármacos (Farmanguinhos) desenvolveu três análogos 

do Megazol: PTAL 05-02 (3-amino-5-(1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,4-triazol), 

PAMT 09 (2-amino-N-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-5-(trifluorometil)-1H-1,2,4-triazol) 

e PTAL 04-09 (1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-1H-pirazol). O objetivo deste trabalho é 

apresentar novas moléculas análogas do Megazol com atividade tripanocida, desenvolvidas a 

partir de estratégias racionais de desenvolvimento de substâncias bioativas ao manter o perfil 

farmacodinâmico do Megazol enquanto tenta diminuir ou remover o efeito genotóxico. Testes 

genotóxicos na avaliação segura de novas substâncias bioativas foram utilizados, de acordo 

com as diretrizes da OECD. O teste da Salmonella/microssoma foi utilizado na avaliação 

mutagênica e citotóxica, utilizando linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, 

deficientes e supercompetentes na síntese de enzimas nitroredutase e acetiltransferase. O 

análogo PAMT 09 não foi mutagênico em nenhuma concentração e linhagem utilizada. Os 

análogos PTAL 05-02 e PTAL 04-09 foram mutagênicos, na ausência de S9 mix, para a 

linhagem TA98/1,8-DNP6. Na avaliação de citotoxicidade, os três análogos foram citotóxicos, 

independente de metabolização exógena S9 mix. O teste do micronúcleo, utilizando células de 

macrófago de rato, foi realizado para a avaliação genotóxica dos análogos do Megazol. Os 

três análogos foram capazes de induzir a formação de micronúcleos e apresentaram efeito 

citotóxico. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas. Megazol. Teste da Salmonella/microssoma. Teste do 

Micronúcleo. 

 



ABSTRACT 

 

 

MELLO, Francisco do Vale Chaves e. Cytotoxic, mutagenic and genotoxic evaluation of 

Megazol analogs. 2012. 85 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012. 

 

Chagas’ disease is an infectious neglected tropical disease responsible for a large 

number of infected people and at risk for infection, mainly in poor areas of Latin America. At 

the moment, there are just two drugs, Benzonidazol and Nifurtimox, available for the Chagas 

disease treatment, but they are ineffective since they have low cure rates. Megazol is an 

important representative of nitroimidazole class and it is a promising alternative because of its 

trypanocidal activity with a superior profile of action compared to the available treatment for 

Chagas’ disease. However, Megazol is not used clinically since its mutagenic and 

carcinogenic activity was reported. The Institute of Pharmaceutical Technology 

(Farmanguinhos) has designed 3 analogues from Megazol: PTAL 05-02 (2-amine-5-(1-

methyl-5-nitro-1H-imidazole-2-yl)-1H-1,2,4-triazole), PAMT 09 (2-amine-N-(1-methyl-4-

nitro-1H-imidazole-5-yl)-5-(trifluoromethyl)-1H-1,2,4-triazole) and PTAL 04-09 (1-(1-

methyl-4-nitro-1H-imidazole-5-yl)-1H-pirazole). The aim of this work is to present new 

Megazol analogous molecules with trypanocidal activity, similar pharmacodynamic profile 

and less or none genotoxic effect developed using strategies of rational drug design. 

Genotoxic Tests for the safe evaluation of new bioactive substances were used, according to 

OECD guidelines. The Salmonella/microssoma test was used in the mutagenic and citotoxic 

evaluation using Salmonella enterica serovar Typhimurium strains lacking and overproducing 

nitroreductases and acetyltransferases enzymes. The PAMT 09 analogue was not mutagenic 

in any concentration and strain used. The PTAL 05-02 and PTAL 04-09 analogues was 

mutagenic, in the absence of S9 mix, to the TA98/1,8-DNP6 strain. In the citotoxic evaluation, 

the three analogues were citotoxic, with and without S9 mix. The micronucleus test using rat 

macrophage cells was used in the genotoxic evaluation of Megazol analogous. The three 

analogues were capable of induce the micronuclei formation and showed citotoxic effect. 

 

Keywords: Chagas’ disease. Megazol. Salmonella/microssoma test. Micronucleus test.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

 As doenças tropicais infecciosas (DTI) pertencem ao grupo de patologias presente 

nas regiões mais pobres de países em desenvolvimento. São causadas por inúmeros agentes 

infecciosos como vírus, bactérias e protozoários. Doenças como hanseníase, esquistossomose, 

leishmaniose, doença do sono (tripanossomíase africana), doença de Chagas (tripanossomíase 

americana), entre outras, são exemplos deste conjunto de enfermidades (BEYER et al., 2007; 

DIAS; PRATA; CORREIA, 2008).  

 As DTI também são classificadas como doenças negligenciadas por serem 

características das populações mais pobres e, principalmente, por não atingirem da mesma 

forma países desenvolvidos, além de receberem menor atenção das indústrias farmacêuticas 

no desenvolvimento de fármacos, da mídia e das ciências médicas quando comparadas a 

outras doenças, como a HIV/AIDS (EHRENBERG; AULT, 2005). 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), mais de um bilhão de 

pessoas são afetadas por pelo menos uma DTI. Outros milhões de indivíduos estão em risco 

de infecção em 149 países e territórios onde as DTI são endêmicas. Destes países, trinta 

apresentam áreas endêmicas de seis tipos diferentes de DTI (WHO, 2010). 

 A pobreza é apenas a causa inicial para o surgimento e ascensão das DTI. A 

manutenção destas doenças é consequência das precárias condições sociais, da pressão 

econômica do homem na investida em novas áreas rurais e de selva, da falta de investimento 

em saúde pública e pesquisa e, em determinados países, resultante de guerras internas e outros 

conflitos (BEYER et al., 2007; SKOLNIK; AHMED, 2010).  

 As consequências para a população afetada são mais graves. Os indivíduos doentes 

perdem a capacidade de produzir, prejudicando a economia familiar e a do país em que 

vivem. A qualidade de vida, já precária, se torna ainda mais decadente. A discriminação e o 

estigma estão presentes e contribuem para o abandono social e do poder público. Além disto, 

o tratamento farmacológico disponível para muita destas doenças é ineficaz. Sem assistência 

adequada, a mortalidade é a resultante final (WHO, 2010).  No entanto, nas últimas décadas, 

ocorreu uma maior atenção as DTI. A OMS, através de seus relatórios, estimulou e traçou 

metas para os governos a fim de controlar a incidência destas doenças (WHO, 2007). 

 Dentre estes relatórios, o Plano Global de Combate as Doenças Tropicais 

Negligenciadas apresenta estratégias de controle e combate que começaram em 2008 e que 

terminarão em 2015, e que são estruturadas de acordo com o relatório Objetivos de 
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Desenvolvimento do Milênio, das Nações Unidas. Estas medidas já beneficiaram milhares de 

indivíduos, protegendo-os da dor, instabilidade e pobreza, através do tratamento 

farmacológico e das intervenções socioeconômicas das nações afetadas (WHO, 2007; 

MOLYNEUX; MALECELA, 2011). 

 Na América Latina, incluindo o Brasil, há uma atenção especial a doença de Chagas, 

causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e responsável pela infecção de 10 milhões de 

pessoas que, além dos problemas sociais relacionados (WHO, 2007, 2010), carecem de um 

tratamento farmacológico eficaz, pois o atual medicamento disponível, Benzonidazol, 

apresenta baixas taxas de cura na fase crônica da doença e inúmeros efeitos colaterais 

(FERREIRA, 1990; BUSCHINI et al., 2007; JANNIN; VILLA, 2007; APT, 2010).  

 Portanto, há a necessidade do desenvolvimento de novas substâncias bioativas para o 

tratamento da doença de Chagas (POLI et al., 2002; WHO, 2006). Além disto, a segurança do 

uso destas substâncias deve ser garantida e avaliada através da avaliação mutagênica, 

citotóxica e genotóxica com a utilização de metodologias recomendadas (OECD, 1997, 2009, 

2010).  
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1  DOENÇA DE CHAGAS 

 

 

1.1 Etiologia e epidemiologia da doença de Chagas 

 

 

1.1.1 Ocorrência 

 

 

A doença de Chagas, ou tripanossomíase americana, faz parte do grupo das doenças 

tropicais infecciosas e negligenciadas. É causada pelo protozoário parasita flagelado 

Trypanosoma cruzi e é predominantemente transmitida para o homem pelo grupo de insetos 

hematófagos da subfamília Triatominae, vetores da doença (PRATA, 2001).  

Atinge extensas áreas das Américas com maior predominância nas áreas rurais 

pobres e de selva da América Latina, desde o México até o sul do Chile. No Brasil, há focos 

nos estados de Goiás, Minas Gerais, Tocantins, Rio Grande do Sul, Bahia, São Paulo, Piauí e 

Distrito Federal (VINHAS; DIAS, 2000; CARVALHO et al, 2002; MARTINS-MELO et al., 

2012), além dos casos originários dos movimentos migratórios do campo em direção ao meio 

urbano e que se perpetuam pela transmissão da doença através da transfusão de sangue, da 

doação de órgãos e pela transmissão congênita (SCHMUNIS, 2007). 

No entanto, há a presença e o risco de infecção em países desenvolvidos. Em regiões 

ao sul dos Estados Unidos, há áreas endêmicas devido a presença de vetores da doença 

(SARKAR et al., 2010).  Os insetos triatomíneos são abundantes em alguns estados como do 

Arizona. Estudos confirmaram que 41% dos insetos coletados nessa região estavam 

infectados pelo T.cruzi, comprovando que o risco da população se contaminar nos Estados 

Unidos é maior do que se pensava. Além disto, nos estados onde uma grande parcela da 

população latina imigrante vive, como Califórnia, Texas, Flórida e Nova Iorque, foram 

constatados que 800 doadores de sangue estavam infectados com o parasita (PARKER; 

SETHI, 2011).  

A imigração de indivíduos chagásicos para áreas não endêmicas e sem o vetor, como 

Europa e Ásia, também se tornou um problema de saúde nestas nações (VINHAS; DIAS, 

2000; PRATA, 2001; SCHUMUNIS; YADON, 2010). Somente na Europa, estima-se que 

haja de 59 a 108 mil casos da doença de Chagas (WHO, 2010). Países como Portugual, 

Espanha e Itália, que até a década de 1940 eram países de origem de imigrantes com destino a 
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América Latina, se tornaram países destinos a partir da década de 1970 (PADILHA; 

PEIXOTO, 2007). E são estes países que apresentam os maiores índices de imigrantes latinos 

dentro da Europa e, por consequência, índices alarmantes de indivíduos chagásicos (WHO, 

2010; ANGHEBEN et al., 2011). 

Estima-se que 18 milhões de pessoas no mundo estejam infectadas pelo T. cruzi, 

sendo a maior parte na América Latina (WHO, 2010; MARTINS-MELO et al., 2012). Além 

disto, de acordo com a Organização Pan-americana da Saúde (OPAS), 109 milhões de pessoas 

estariam em risco de infecção (WHO, 2010). Dados estimam que apenas em 2008, a doença 

de Chagas matou mais de 10 mil pessoas (ARMAGANIJAN; MORILLO, 2010; WHO, 

2010). No Brasil, a doença é a quarta causa de morte entre as doenças infecto-parasitárias nas 

faixas etárias acima de 45 anos (ANDREOLLO; MALAFAIA, 2009).  

A infecção pelo T. cruzi na natureza constitui o ciclo selvagem do parasita e ocorre 

há milhões de anos. Evidências da existência da doença datam de nove mil anos atrás e foram 

encontradas em corpos mumificados (GUHL et al., 1999, Afderheide et al., 2004). Os vetores 

triatomíneos também são conhecidos desde o século XVI (LENT; WIGODZINSKY, 1979). 

No entanto, somente nas últimas décadas, por motivos econômicos, sociais e ecológicos, o 

homem se tornou alvo de infecção ao se incluir no ciclo epidemiológico da doença. A 

infecção evoluiu de uma zoonose entre os animais do ciclo selvagem para uma 

antropozoonose (COURA; DIAS, 2009). 

O triatomíneo vetor se domiciliou ao encontrar um ambiente favorável nas vivendas 

rurais do homem interiorano (VINHAES; DIAS, 2000). Dentre as mais de 120 espécies, 

estima-se que de oito a dez sejam domiciliadas (PRATA, 2001; SIQUEIRA-BATISTA et al., 

2011). O aumento do desmatamento e, por consequência, a diminuição da quantidade de 

animais silvestres que constituem fonte alimentar para os triatomíneos, contribuíram para a 

domiciliação do inseto (COURA; DIAS, 2009). 

Além do desequilíbrio ecológico nas inúmeras regiões da América Latina, há 

também a questão social ligada à origem e ao desenvolvimento da doença. As áreas 

chagásicas, de endemia, demarcam os padrões sociais da população afetada. Há pobreza, má 

condição de vida e de educação, além da ausência do poder público ou a má organização deste 

(DIAS, 1985a, 1985b).  
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1.1.2 Biologia do Trypanosoma cruzi 

 

 

O Trypanosoma cruzi está presente na natureza em diferentes nichos ecológicos do 

ambiente silvestre. Desde troncos, copa de grandes árvores até rios e ambientes subterrâneos, 

através da infecção de seres vivos que constituem reservatórios naturais (SIQUEIRA-

BATISTA et al., 2008). Dentre eles estão marsupiais, roedores, aves, edentados, mamíferos, 

além dos próprios insetos triatomíneos, formando o grupo de mais de 100 seres vivos 

selvagens que o T. cruzi é capaz de parasitar e que participam do ciclo selvagem do parasita. 

Animais domésticos como cachorro, camundongo, porco, caprinos, também podem ser alvos 

do parasita, participando do ciclo doméstico do protozoário (COURA; DIAS, 2009). 

Existem diversas linhagens do protozoário T. cruzi que se diferenciam em termos 

epidemiológicos, patogênicos, imunológicos, de resposta ao tratamento e na ação bioquímica 

(PRATA, 2001). Devido a estas particularidades, e na tentativa de melhorar o entendimento 

da biologia do parasita, há a divisão da espécie em seis grupos (T. cruzi I-VI) que se 

relacionam com a sua localidade, a via de infecção (vetor) e tipo de lesão gerada em humanos 

(ZINGALES et al., 2009).  

O grupo T. cruzi I tem maior prevalência em pacientes do México, América Central, 

países do norte da América do Sul e Amazônia, e está mais associado à forma assintomática 

da doença e a manifestações clínicas cardíacas. Os demais grupos (T. cruzi II-VI) apresentam 

distribuição geográfica distinta pelo restante da América do Sul. No Brasil, o grupo de maior 

prevalência é o T. cruzi II, mais associado a manifestações clínicas cardíacas e digestórias 

(CARRANZA et al., 2009; ZINGALES, 2011). 

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (figura 1) envolvido na doença foi descrito 

pelo médico pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909, que iniciou os estudos 

relacionados à biologia do parasita. O ciclo termina e se inicia no sangue do reservatório 

animal contaminado, no ciclo selvagem, ou do ser humano, no ciclo doméstico.  

Existem duas formas do protozoário presente na corrente sanguínea destes animais. 

A forma tripomastigota representa 90% da população. Os 10% restantes estão na forma 

amastigota. O inseto, ao se alimentar desse sangue, se infecta (ANDREWS et al., 1987; LEY 

et al., 1988).  

No intestino médio do triatomíneo, o parasita se diferencia da forma tripomastigota 

para a forma epimastigota. Esta última forma é altamente proliferativa.  Na parede do canal 

posterior do intestino do inseto, o parasita se diferencia na forma tripomastigota metacíclico. 
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Este, por fim, é excretado nas fezes do triatomíneo enquanto este se alimenta (TYLER; 

ENGMAN, 2001). O contato destas fezes contaminadas com o sangue no ser humano é o 

meio mais importante de contágio da doença de Chagas. Esta via representa 70% dos casos de 

contaminação nos países onde não há programas de controle e combate ao vetor (COURA; 

DIAS, 2009). 

 

Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e suas formas evolutivas 

 

 

Fonte: TYLER; ENGMAN, 2001. 

 

A forma tripomastigota do T. cruzi é capaz de parasitar inúmeras células nucleadas 

de mamíferos. Invadindo a célula, diferencia-se na forma amastigota e se prolifera por todo 

citoplasma formando pseudo-cistos. Quando a população intracelular aumenta, o protozoário 

se diferencia em tripomastigota e pode seguir na corrente sanguínea ou na linfática a fim de 

parasitar outras células. Desta forma, o triatomíneo então pode recomeçar o ciclo ao se 

alimentar deste sangue contaminado (TYLER; ENGMAN, 2001). 
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1.1.3 Os vetores triatomíneos e outros meios de transmissão 

 

 

Os vetores do T. cruzi são insetos hematófagos pertencentes à ordem Hemiptera, 

família Reduviidae e subfamília Triatominae. Mais de 130 espécies são conhecidas. No 

entanto, somente algumas espécies de três gêneros (Triatoma sp., Rhodnius sp. e Panstrogylus 

sp.) são importantes vetores da doença no ser humano. E eles estão presentes por toda 

América Latina (WHO, 2002).   

As diversas espécies apresentam uma variada adaptação ao ambiente em que vivem. 

Fatores como clima, temperatura, umidade e disponibilidade alimentícia compõem as 

peculiaridades de cada espécie. Graças a essas peculiaridades, atrelada às modificações 

ecológicas e sociais induzidas pelo homem, que as espécies vetores se adaptaram ao domicílio 

humano (WHO, 2002; COURA; DIAS, 2009). 

 Os triatomíneos são majoritariamente encontrados nos trópicos. No entanto, podem 

ser vistos também em regiões temperadas com invernos frios como na Patagônia argentina 

(Triatoma infestans e Triatoma patagônica), e nos Estados Unidos (Triatoma sanguisuga), 

mesmo que estas espécies se confinem em microhabitats com características climáticas 

diferentes do ambiente externo. Algumas espécies conseguem tolerar uma grande variação 

nas condições climáticas seja pelas diferentes temperaturas (Belminus laportei e Triatoma 

díspar) ou umidade (Triatoma breyeri) (CARVALHO et al., 1998; WHO, 2002). 

Devido a estas características, uma determinada espécie pode ser um vetor mais 

importante na transmissão da doença do que outro em determinado país e região. Estas 

características também podem definir o tipo de linhagem do Trypanosoma envolvido na 

transmissão assim como a manifestação clínica envolvida no processo (PRATA, 2001). 

No Brasil, o principal representante triatomíneo envolvido na transmissão da doença 

é o Triatoma infestans, conhecido popularmente como barbeiro. Há ocorrência desta espécie 

em mais de 720 municípios brasileiros (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2008). Outras espécies 

como o Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Triatoma sordida, Rhodnius 

prolixus e Pantrongylus megistus também estão presentes na transmissão da doença no Brasil 

(VINHAES; DIAS, 2000; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2008). 

O inseto triatomíneo vive em torno de um ano e meio. Durante este período, as 

fêmeas podem colocar até 600 ovos. Do ovo eclodido, o inseto passa por cinco fases ninfais 

antes de alcançar o estágio adulto. Este período leva em torno de seis meses e a alimentação a 
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base de sangue é importante para seu desenvolvimento. A alimentação ocorre ao anoitecer e 

ao amanhecer, pois são insetos com atividade noturna (WHO, 2002).  

A transmissão da doença pelo vetor é uma das vias mais importantes. No entanto, 

existem outras vias de transmissão que participam na manutenção da doença na população 

urbana, além de representarem riscos a áreas não endêmicas e sem vetor, consequência da 

migração de pessoas contaminadas (WHO, 2010; ANGHEBEN et al., 2011).  

A transfusão de sangue, a transmissão oral pelo alimento contaminado, a transmissão 

congênita (vertical), o transplante de órgãos, o acidente laboratorial, são exemplos 

alternativos das vias pelas quais a doença de Chagas pode ser transmitida. Em países onde não 

há controle dos bancos de sangue e dos órgãos transplantados, essas vias podem representar 

cerca de 20% dos meios de transmissão, como na Bolívia. A transmissão congênita pode 

variar de região a região e pode representar de 0,5 a 10% dos casos presentes na Bolívia, 

Chile e Paraguai (COURA; DIAS, 2009).  

A partir do momento que ocorre a transmissão, em sua maioria através do vetor 

triatomíneo, a doença é dividida em dois estágios: fase aguda e fase crônica, sendo esta última 

dividida em indeterminada e determinada. Os sintomas marcantes de cada fase podem se 

desenvolver imediatamente ou não, assim como podem passar despercebidas caso se 

manifestem de forma branda. Em muitos casos, podem levar anos para se manifestarem ou 

não ocorrerem pelo resto da vida do indivíduo infectado (WHO, 2002, 2010). 

 

 

1.2 Manifestação clínica 

 

 

1.2.1 Fase aguda 

 

 

A inflamação local marca a entrada do Trypanosoma no corpo do hospedeiro 

humano, quando este evento ocorre pela transmissão vetorial. Em seguida, devido à infecção 

generalizada, pode ocorrer o aparecimento de febre, taquicardia, edema, mal-estar, diarreia, 

vômito, anorexia, hepatomegalia, entre outros. Estes sintomas são comuns a outras vias de 

transmissão como na transfusão de sangue ou órgão contaminado. No entanto, podem ser 

ausentes na transmissão congênita, tornando-se um risco maior para o recém-nascido 

(PRATA, 2001; PARKER; SETHI, 2011). 
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As manifestações clínicas desta fase podem durar até oito semanas. Como elas se 

desenvolvem mais em crianças e adolescentes, o risco de morte nestes indivíduos é maior e 

ocorre em até 10% dos pacientes. No entanto, na maioria dos casos, a fase aguda pode passar 

despercebida ou é assintomática, dificultando seu diagnóstico e tratamento (PRATA, 2001; 

WHO, 2002; PARKER; SETHI, 2011). 

Quando se desconfia da infecção e/ou os sintomas estão presentes, o diagnóstico 

pelos testes parasitológicos é possível. Como o parasita está bem disseminado no sangue, ele 

pode ser facilmente detectado pela análise direta do sangue. A confirmação do diagnóstico 

também pode ser feita pelo eletrocardiograma e raios-X do tórax, que podem mostrar sinais 

do comprometimento cardíaco (PRATA, 2001; WHO, 2002).  

Após o tempo de duração desta fase, os sintomas, quando presentes, desaparecem, 

sem aparente sequela (WHO, 2002). 

 

 

1.2.2 Fase crônica indeterminada 

 

 

A fase indeterminada segue após o desaparecimento dos sintomas da fase aguda. É 

marcada pela ausência de manifestações clínicas, radiológicas e eletrocardiográficas de 

acometimento cardíaco e digestivo. Estima-se que 50% da população chagásica se encontre 

nesta fase (ROCHA; RIBEIRO, 1998), e que de 50 a 70% dela permanecerá nesta condição 

pelo resto da vida (WHO, 2002). 

No entanto, apesar do indivíduo não ter conhecimento do seu estado de saúde 

comprometido, testes como o PCR, sorologia e o xenodiagnóstico podem comprovar a 

infecção. Mas devido ao estado assintomático da doença ou de pequenos sinais presentes, e ao 

desconhecimento do paciente do significado deles, a aplicação destes testes não é considerada 

(PRATA, 2001).  

O interesse científico na investigação de sinais da forma indeterminada levou ao 

desenvolvimento e análise de testes não invasivos cardiológicos e digestivos para caracterizar 

de forma mais exata este estágio da doença (RIBEIRO; ROCHA, 1998; PRATA, 2001). 

A avaliação do sistema nervoso autônomo parassimpático e simpático demonstrou 

algumas mudanças. Elas foram encontradas no comprometimento da produção da saliva e do 

suor, do funcionamento normal da vesícula biliar, da pressão sanguínea, das pressões 
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esofágicas e gástricas, além de perturbações nos níveis normais de neurotransmissores como 

da acetilcolina, catecolaminas e enzimas relacionadas (WHO, 2002). 

Testes invasivos (biópsia) podem revelar lesões localizadas no miocárdio de 60% dos 

pacientes (PRATA, 2001). Além disto, podem-se verificar processos fibróticos e lesões no 

sistema nervoso autônomo intracardíaco (RIBEIRO; ROCHA, 1998).  

Apesar de uma pequena parcela dos pacientes apresentarem alguma anormalidade 

nestes testes mais específicos, o diagnóstico também pode estar presente em indivíduos 

sadios, comprometendo a validade dos resultados na caracterização da forma indeterminada 

da doença de Chagas (RIBEIRO; ROCHA, 1998; PRATA, 2001). 

 

 

1.2.3 Fase crônica determinada 

 

 

O tempo entre a fase indeterminada e a determinada com o surgimento dos primeiros 

sintomas pode chegar a 30 anos (PARKER; SETHI, 2011). Quando a doença evolui para a 

fase crônica determinada, inúmeros tecidos do corpo podem estar comprometidos pelo 

parasita. Este estágio da doença pode atingir o coração, o sistema digestório e o sistema 

nervoso periférico (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 

A forma cardíaca da doença é a mais comum e a mais perigosa (PRATA, 2001; 

PARKER; SETHI, 2011). Estudos nas áreas endêmicas apontam que 2% dos pacientes na 

fase indeterminada evoluem para a forma cardíaca da doença todo ano. A fase inicial das 

complicações cardíacas é suave, discreta e não específica. O eletrocardiograma e o 

ecocardiograma detectam pequenas anormalidades no funcionamento do coração. Esse quadro 

clínico pode continuar desta forma por toda vida. No entanto, alguns destes pacientes evoluem 

para um quadro severo da forma cardíaca da doença de Chagas (PRATA, 2001). 

As principais manifestações clínicas da forma severa são as arritmias em 

consequência das lesões no miocárdio, os bloqueios átrio e intraventriculares, e a insuficiência 

cardíaca (PRATA 2001; WHO, 2002; PARKER; SETHI, 2011). Além destas complicações, o 

risco de morte súbita é alto (BERN et al., 2007), atingindo 38% dos pacientes com 

insuficiência cardíaca (PRATA, 2001). As complicações cardíacas da doença de Chagas é a 

maior responsável pela mortalidade destes pacientes, respondendo por aproximadamente vinte 

e uma mil mortes por ano (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 
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A doença de Chagas também promove dificuldades relacionadas ao sistema 

digestório. Em áreas endêmicas, 15 a 20% dos indivíduos infectados desenvolvem alterações 

na motilidade, na secreção e na absorção do sistema digestório, especialmente no esófago e no 

colón (PRATA, 2001). 

O sistema nervoso periférico (SNP) e autônomo (SNA) também podem sofrer danos. 

Cerca de 10% dos pacientes chagásicos apresentam pelo menos uma manifestação clínica 

relacionada a perturbações no SNP. Neurite, destruição dos neurônios motores e das fibras 

nervosas sensoriais são algumas das causas para as anormalidades sensoriais dos pacientes.  O 

comprometimento do SNA se relaciona a denervação do sistema nervoso parassimpático e 

simpático, e justificam as manifestações clínicas relacionadas ao coração como arritmia e 

morte súbita, e a motilidade do sistema digestório (RIBEIRO et al., 2001; PRATA, 2001; 

PARKER; SETHI, 2011). 

 

 

1.2.4 Tratamento 

 

 

A OMS estabelece que a droga ideal para o tratamento da doença de Chagas deve 

cumprir com os seguintes requerimentos: (i) apresentar cura parasitológica na fase aguda e 

crônica da doença; (ii) ser eficaz em uma ou algumas doses; (iii) ser acessível aos pacientes a 

um custo baixo; (iv) não ter efeitos colaterais ou teratogênicos; (v) não induzir resistência 

(COURA; CASTRO, 2002).  

Atualmente, apenas duas drogas são recomendadas e estão disponíveis para o 

tratamento da doença de Chagas: Nifurtimox (NF) e Benzonidazol (BNZ). 

O Nifurtimox (Figura 2) é um nitrofurano (3-metil-4-[(5-nitrofurfuriledeno)-amino]-

tiomorfolina-1,1-dióxido), lançado comercialmente em 1967, que age na geração de radicais 

livres pelas enzimas nitroredutases que, na presença do oxigênio, gera intermediários que são 

tóxicos ao DNA do T. cruzi, já que este é parcialmente deficiente nos mecanismos de 

detoxificação destes intermediários COURA; CASTRO, 2002). 

Ferreira (1961, 1962) e Ferreira, Prata e Rassi (1963) utilizaram pela primeira vez os 

nitrofuranos em pacientes na fase aguda alcançando bons resultados clínicos com alguns 

poucos efeitos colaterais e uma certa taxa de cura demonstrada pelo xenodiagnóstico. Na fase 

crônica, Coura et al. (1961a, 1961b, 1962) tratou os pacientes a longo prazo, mas suspendeu o 

tratamento devido aos efeitos colaterais, que variavam de pessoa para pessoa, além da baixa 
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taxa de cura. Os efeitos adversos são anorexia, perda de peso, mudanças psicológicas, 

excitabilidade ou insônia, náusea, diarreia, vômito e cólicas intestinais (COURA; CASTRO, 

2002; LOUP et al., 2011). 

 

Figura 2 - Fórmula estrutural do Nifurtimox 

 

 

Fonte: GRAEBIN et al., 2009. 
 

A utilização do NF foi suspensa na década de 1980 no Brasil, na Argentina, no Chile 

e no Uruguai (COURA; CASTRO, 2002). Em 1997, a produção foi totalmente suspensa 

devido à falta de demanda. No entanto, em 2000, em acordo com a OMS, a produção 

recomeçou para dar suporte ao tratamento da tripanossomíase africana (JANNIN; VILLA, 

2007). 

O Benzonidazol (figura 3) é um nitroimidazol (2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-

acetamida), lançado comercialmente em 1972, que age inibindo a síntese proteica e a cadeia 

respiratória, e seus metabolitos estabelecem ligações covalentes com o DNA. Em comparação 

ao NF, gera menos radicais livres (APT, 2010).  

 

Figura 3 - Fórmula estrutural do Benzonidazol 

 

 

Fonte: GRAEBIN et al., 2009. 

 

Assim como o NF, o BNZ apresenta inúmeros efeitos colaterais que variam em 

relação à dose administrada, faixa etária dos pacientes (CARRILERO et al., 2011) e a origem 

geográfica destes (COURA; CASTRO, 2002). Os efeitos adversos são hipersensibilidade no 
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início do tratamento, efeito tóxico na medula óssea, dermatite, febre, dores nas articulações e 

músculos, e neuropatias periféricas ao final do tratamento. Esses efeitos podem levar a 

suspensão do tratamento (COURA; CASTRO, 2002; LOUP et al., 2011). 

A eficácia destes dois medicamentos ainda gera muitas dúvidas devido às taxas 

variáveis de sucesso na eliminação dos sintomas e na chance real de cura, além da tolerância 

dos pacientes aos efeitos colaterais. O tratamento apresenta boa eficácia na fase aguda da 

doença, com até 70% de chance de cura, principalmente em recém-nascidos e crianças, onde a 

chance de cura pode alcançar 100% (APT, 2010). Mas na fase crônica, esse índice cai para o 

intervalo entre 8 a 30% (FERREIRA, 1990; BUSCHINI et al., 2007; JANNIN; VILLA, 

2007). 

A constituição genética do parasita dos seis grupos de T. cruzi (I a VI) parece ser 

importante na suscetibilidade das cepas ao tratamento com o BNZ e NF (CAMANDAROBA 

et al., 2003; TOLEDO et al., 2004; ZINGALES, 2011). Existem evidências de resistência 

natural ou maior sensibilidade de determinadas cepas aos medicamentos (FILARDI; 

BRENER, 1987). Dados epidemiológicos mostram uma maior sensibilidade do T. cruzi ao 

BNZ em países do cone norte (YUN et al., 2009). Outros estudos apontam que 

superexpressão ou deficiência de enzimas nitroredutases tipo 1 modulam a resistência ou 

sensibilidade do parasita ao NF (HALL; BOT; WILKINSON, 2011).  

As dificuldades farmacológicas envolvidas no tratamento da doença de Chagas são 

resultantes da falta de novos estudos epidemiológicos e metodológicos para relacionar os 

grupos infectantes do T. cruzi às manifestações clínicas (ZINGALES, 2011). Em 

consequência destas dificuldades, há a falta de consenso internacional quanto à escolha de um 

determinado medicamento em relação a um grupo de pacientes. A aplicação do tratamento 

deveria estar de acordo com a localização geográfica, faixa etária, estágio clínico da doença e 

o tipo infectante de T. cruzi. O único consenso é que o diagnóstico precoce da doença 

configura um bom prognóstico a ele (JANNIN; VILLA, 2007). 

A OMS propõe, além do controle do vetor nas áreas endêmicas, (i) o acesso das 

drogas para os pacientes e toda infraestrutura necessária para tal; (ii) o estímulo a criação de 

um consenso entre os países afetados para definir precisamente o melhor tratamento a ser 

aplicado; (iii) a pesquisa e o desenvolvimento de melhores ferramentas para diagnóstico e 

novas substâncias bioativas seguras (WHO, 2006).  
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2 NOVAS SUBSTÂNCIAS BIOATIVAS EM DESENVOLVIMENTO 

 

 

2.1 Novas substâncias bioativas e metas de desenvolvimento 

 

 

Os fármacos empregados no atual tratamento da doença de Chagas, Nifurtimox e 

Benzonidazol, geram significativos efeitos colaterais, pouca eficácia contra sintomas e baixa 

chance de cura, principalmente na fase mais crítica da doença. A comunidade científica e 

empresas farmacêuticas, nos últimos anos, têm aumentado seu interesse e esforço na pesquisa 

e síntese de novos compostos químicos para o tratamento (CLAYTON, 2010). 

No desenvolvimento de novas substâncias bioativas, metas são estabelecidas de 

acordo com o conhecimento biológico do metabolismo do parasita durante a infecção a fim de 

se determinar uma atividade farmacológica de interesse. A forma amastigota intracelular do 

parasito é a forma proliferativa no hospedeiro vertebrado, e por isto, acredita-se que seja o 

alvo farmacológico mais importante. A ação na forma tripomastigota também é importante, 

pois elas derivam da forma amastigota, e há desenvolvimento de novas substâncias bioativas 

com este alvo farmacológico (ANDRADE et al., 2000; TEIXEIRA; NASCIMENTO; 

STURM, 2006).  

Atividade em diferentes linhagens do T. cruzi é importante para garantir a 

aplicabilidade do fármaco em diferentes regiões endêmicas da doença. Baixa interação com 

enzimas do citocromo P450 é necessária para evitar interação droga-droga, já que muitos 

pacientes utilizam medicamentos antiarrítmicos, anticoagulantes e outros. Baixa toxicidade, 

genotoxicidade e teratogenicidade também são exigências básicas no desenvolvimento de 

fármacos. O custo final do medicamento deve ser baixo para permitir a disponibilidade em 

áreas mais pobres (BUCKNER; NAVABI, 2010). 

Dentro dos possíveis processos metabólicos, a cruzaina, uma protease de cisteína, é a 

primeira molécula a ser expressa durante a infecção de hospedeiros mamíferos pelo T. cruzi 

(HARTH et al., 1993). Inibidores da cruzaina têm sido investigados e estão em estágio 

avançado de estudos pré-clínicos (BARR et al., 2005; MCKERROW et al., 2009). 

A biossíntese do ergosterol é essencial na viabilidade celular e na proliferação do T. 

cruzi. Inibidores desta via são bons candidatos. Dentre eles, o grupo dos azoles, representado 

pelo composto Posaconazol, apresenta boa taxa de cura em camundongos na fase aguda e 

crônica da doença, agindo em linhagens resistentes ao BNZ e NF, com boa sinergia com 
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antiarrítmicos e atuando na eliminação da forma amastigota intracelular em células cardíacas 

(BENAIM et al,. 2006; URBINA, 2009). 

O T. cruzi não sintetiza enzimas como a catalase, glutationa peroxidase e glutationa 

redutase, envolvidas no metabolismo das espécies reativas de oxigênio. No entanto, há a 

síntese de enzimas equivalentes, que são responsáveis pelo seu sistema de defesa 

antioxidante.  A mais importante é a tripanotiona redutase. Além desta, expressa outras 

enzimas responsáveis pela detoxificação de peróxidos e superóxidos (BOVERIS et al., 1980; 

IRIGOÍN et al., 2008). Em decorrência destes mecanismos do parasito, fármacos capazes de 

induzir estresse oxidativo ou que inibam estas enzimas, são de grande interesse, como os 

nitro-compostos (VIODÉ et al., 1999). 

Produtos naturais também apresentam atividade contra o protozoário, e seus 

diversificados mecanismos de ação estão sendo investigados. A molécula lignano-lactones da 

planta Piper cubeba apresentou atividade in vivo em ratos infectados com o T. cruzi, 

reduzindo a infecção em tecidos, com boa resposta na administração oral (SARAIVA et al., 

2006; ESPERANDIM et al., 2010). A planta Peumus boldus, popularmente conhecida como 

boldo, bloqueia a cadeia respiratória do protozoário (MORELLO et al., 1994). Triterpenos da 

Arrabidaea triplinervia (LEITE et al., 2006) e seus derivados, e terpenóides isolados da Pinus 

oocarpa (RUBIO et al., 2005), apresentam atividade contra as formas epimastigota e 

tripomastigota. Apesar da atividade destes produtos naturais, a grande maioria não foi 

submetida a estudos experimentais in vivo (APT, 2010). 

 

 

2.2 Nitroimidazol 

 

 

Os compostos do grupo nitroimidazol pertencem à classe dos compostos nitro-

heterocíclicos, que são utilizados em inúmeras aplicações: da indústria alimentícia até os 

antibióticos. O grupo nitroimidazol é mais conhecido pelo seu poder bactericida em ambiente 

anaeróbico (CELIK; ARAS, 2006). Mas a sua aplicabilidade é estudada em outras áreas de 

interesse como no tratamento do câncer (ADAMS; STRATFORD, 1986; ADAMS, 1992; 

ADAMS; STRATFORD, 1994), no controle da fertilidade (KAPOOR et al., 2003), no 

tratamento da tuberculose (NAGARAJAN et al., 1989; GUNAY et al., 1999) e na inibição da 

enzima transcriptase reversa do vírus HIV (SILVESTRI et al., 2000; SILVESTRI et al., 

2002). 
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Dentro deste grupo de compostos químicos, também está relatado o potencial 

tripanocida, principalmente do grupo 5-nitroimidazol, que pode ser de interesse no 

desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de doenças como a tripanossomíase 

americana e africana (BOUTEILLE et al., 1995; ENANGA et al., 1998; BOUTEILLE; 

CHAUVIERE, 1999; BUSCHINI et al., 2007). 

No entanto, a maioria das substâncias do grupo 5-nitroimidazol tem efeito 

mutagênico e tóxico em bactérias. Esse efeito pode ser explicado pela presença de 

nitroredutases nestes organismos (MORAIS et al., 1998). A redução de um elétron nestes 

compostos leva a geração de um instável radical ânion nitro que pode se decompor em ânion 

nitrato e radical imidazol, ou ser reduzido por um segundo elétron, formando intermediários 

nitrosos mais estáveis que seriam biologicamente ativos, reagindo com o DNA (MASON; 

JOSEPHY, 1985; EDWARDS, 1993). Na presença de oxigênio, o elétron do radical ânion 

nitro poderia ser sequestrado por ele regenerando o composto-fonte e formando superóxido, 

gerando um ciclo fútil (MITAL, 2009). Mas esta via de redução enzimática não é tão eficaz 

nas células de mamíferos, o que diminuiria este efeito mutagênico (EHLHARDT et al., 1988). 

Porém, a genotoxicidade em células de mamíferos foi relatada (POLI et al., 2002, 

NESSLANY et al., 2004). 

O nitroimidazol Metronidazol (1-hidroxetil-2-metil-5-nitroimidazole) (MTZ; figura 

4) é um dos compostos mais estudado dentro deste grupo (MITAL, 2009). Ele é bem tolerado 

em ratos, sem apresentar toxicidade crônica em doses até 150 mg/kg, administradas até 80 

semanas. Macacos ainda apresentaram menor sensibilidade em doses até 225 mg/kg, sem 

apresentar efeitos colaterais (ROE, 1977, 1983). Em humanos, o MTZ é bem tolerado, 

principalmente em mulheres grávidas. Está entre as drogas mais utilizadas por gestantes no 

mundo (ROE, 1985; MITAL, 2009). 

O MTZ também é mutagênico nos testes bacteriológicos com Salmonella enterica 

sorovar Typhimurium e Escherichia coli, que são bactérias anaeróbicas facultativas. Em 

ambiente anaeróbico, há interação e ligação com o DNA, além de se observar quebras. No 

entanto, o MTZ não apresenta efeito mutagênico em células de mamífero em testes in vitro. O 

teste do micronúcleo é negativo e aberrações cromossômicas só são vistas em condições 

anaeróbicas (MITAL, 2009). 

Teoricamente, todo nitroimidazol já avaliado apresenta potencial mutagênico para 

ensaios com bactéria. Este potencial pode variar de acordo com a posição do grupo nitro na 

molécula. Porém, a localização do grupo nitro, como nos compostos 4-nitroimidazol, pode 
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inativar o efeito de interesse. Neste caso, há perda do potencial tripanocida (CHAUVIERE et 

al., 2003).  

 

Figura 4 - Fórmula estrutural do Metronidazol 

 

 

Fonte: MITAL, 2009. 

 

O possível potencial mutagênico dos metabólitos destes compostos formados em 

humanos ainda precisa ser estudado para elucidar o efeito do grupo nitroimidazol no DNA 

humano e seus mecanismos (PUROHIT; BASU, 2000). Com esse conhecimento, buscar 

desenvolver um derivado ou análogo nitroimidazol com boa resposta farmacológica e sem 

poder mutagênico, garantindo a segurança de sua utilização no tratamento de doenças 

(MITAL, 2009). 

 

 

2.3 Megazol  

 

 

O Megazol [2-amino-5-(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)-1,3,4-tiadiazol] (figura 5), 

sintetizado em 1968 por Berkelhammer e Asato (1968) e caracterizado por Filardi e Brener 

(1982), é um derivado de 5-nitroimidazol, da classe dos nitro-heterocíclicos, com atividade 

tripanocida e bactericida (BERKELHAMMER; ASATO, 1968; DE CASTRO; MEIRELLES, 

1990). 

Ratos e frangos infectados com os protozoários Trypanosoma cruzi, Leishmania 

donovai, Trypanosoma equiperdum, Trichomonas vaginalis e Entamoeba histolytica foram 

tratados com o Megazol, que apresentou alta eficácia de cura para estas infecções 

(BERKELHAMMER; ASATO, 1968). Winkelmann et al. (1977) também avaliou e 
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demonstrou a eficácia do Megazol no tratamento de ratos infectados com T. cruzi e 

Trypanosoma brucei. 

Em relação aos medicamentos utilizados atualmente no tratamento da doença de 

Chagas, estudos comparativos do Megazol mostraram um perfil superior de ação, utilizando 

menores concentrações (FILARDI; BRENER, 1982; ALBUQUERQUE; PERIE, 1999; 

CHAUVIÉRE et al., 2003), além de ser mais efetivo contra as linhagens que são resistentes 

ao NF e BZ (FILARDI; BRENER, 1984, 1987).  

 

Figura 5 - Fórmula estrutural do Megazol 

 

 

Fonte: NESSLANY et al., 2004. 

 

De Castro e Meirelles (1986) demonstraram: (i) maior eficácia do Megazol em 

relação ao BNZ na inibição da proliferação da forma amastigota do parasita; (ii) capacidade 

similar de modificar estruturalmente as células amastigotas e tripomastigota entre as três 

drogas; (iii) maior eficácia do Megazol no tratamento de células cardíacas no controle da 

interiorização do parasita.  

Comparativamente, o mecanismo de ação do Megazol mostra semelhanças e 

diferenças daquele presente no BNZ e no NF. Ele ocorre pela inibição da síntese proteica, na 

forma amastigota, em concentrações onde não há o mesmo efeito com o atual tratamento 

disponível. E age na inibição da síntese de ácidos nucléicos, comum a três substâncias (DE 

CASTRO; MEIRELLES, 1990). O Megazol também interfere no metabolismo do oxigênio 

do parasito e no sequestro da tripanotiona: cofator da enzima tripanotiona redutase (Maya et 

al, 2003). 

Neste cenário, o grupo nitro parece ser o responsável pela atividade contra o 

protozoário. No entanto, sugere-se que ele seja também responsável pelo poder mutagênico e 

carcinogênico do composto, quando ocorre biotransformação das espécies intermediárias 
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reativas, impossibilitando seu uso clínico (WALSH et al., 1987; VIODÉ et al., 1999; POLI et 

al., 2002; NESSLANY et al., 2004). 

Ferreira e Ferreira (1986) e Morais et al. (1998) relataram atividade mutagênica do 

Megazol no Teste da Salmonella/microssoma (MARON; AMES, 1983), em linhagens da 

bactéria Salmonella enterica proficientes na síntese de enzimas nitroredutases, em condições 

aeróbicas e anaeróbicas, evidenciando a necessidade da redução enzimática na ativação do 

potencial mutagênico do Megazol, independente da presença de enzimas do citocromo P450 

(S9 mix), que agem mimetizando o ambiente enzimático das células de mamíferos. 

Poli et al. (2002) investigaram o possível efeito genotóxico do Megazol através de 

uma série de testes in vitro e in vivo. Linhagens D7 do fungo (levedura) Saccharomyces 

cerevisiae tratadas com o composto não evidenciaram eventos mutagênicos ou recombinantes, 

na presença ou ausência de S9 mix. Porém, houve citotoxicidade na ausência de S9 mix, 

sugerindo que estas enzimas detoxificariam substâncias. Efeito citotóxico e danos no DNA 

foram observados nas células (leucócitos) de rato e camundongo, também.  

Nesslany et al. (2004) confirmaram a atividade genotóxica do Megazol na formação 

de micronúcleos em células de linfoma de camundongo e na geração de aberrações 

cromossômicas em linfócitos humanos, tanto na presença quanto na ausência de S9 mix, com 

um leve aumento destas ocorrências na presença destas enzimas. 

O Megazol se apresentou como uma boa alternativa graças a seu poder tripanocida e 

maior eficácia quando comparado ao tratamento disponível para a doença de Chagas. No 

entanto, seu poder mutagênico e genotóxico o impede de ser utilizado como um novo 

fármaco. Então, entender melhor os mecanismos de ação do Megazol e de seu grupo de 

compostos (nitroimidazol), para auxiliar na criação de novas substâncias bioativas análogas e 

derivadas, mais ativas e seguras, é um possível caminho a ser tomado (POLI et al., 2002). 

 

 

2.4 Análogos do Megazol 

 

 

2.4.1 Desenvolvimento racional de novas substâncias bioativas 

 

 

O desenvolvimento racional de novas substâncias bioativas é a aplicação de 

estratégias e hipóteses que buscam direcionar a ação farmacológica de uma nova molécula de 
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acordo com o alvo biológico de interesse ao mesmo tempo que busca eliminar efeitos 

indesejáveis (efeitos colaterais) de sua ação, além de entender as interações da molécula de 

interesse com alvos secundários como canais iônicos, enzimas do citocromo P450 e outras 

proteínas (HUGGINS et al, 2012). 

Este modelo de desenvolvimento vem sendo utilizado na síntese de novas moléculas 

derivadas e análogas do Megazol, buscando eliminar seu efeito citotóxico e genotóxico ao 

mesmo tempo em que preserva o efeito tripanocida (BOECHAT et al., 2001; CHAUVIÉRE et 

al., 2003; CARVALHO et al., 2004; CARVALHO et al., 2007a; CARVALHO et al, 2008). O 

grupo da Dr. Núbia Boechat, do Instituto de Tecnologia em Fármacos (Farmanguinhos) na 

Fundação Oswaldo Cruz, no Departamento de Síntese Orgânica, desenvolve novos derivados 

e análogos a partir do Megazol com esta finalidade. 

Dentre as possíveis estratégias no desenvolvimento racional de novas substâncias 

derivadas e análogas a partir do Megazol, há a incorporação de um substituinte na posição C4 

do anel nitro que diminui o efeito mutagênico de moléculas do grupo 5-nitroimidazol 

(WALSH et al.,1987).  

Outras estratégias modificam a estrutura inicial do Megazol ao substituir anéis 

hetero-aromáticos, como no desenvolvimento de substâncias contendo o anel triazólico 

(C2H3N3). Estas substâncias apresentam inúmeros efeitos biológicos conhecidos como 

atividade antifúngica, anticancerígena e anti-HIV (AGALAVE; MAUJAN; PORE, 2011). 

Além disto, tem sido relatado o efeito tripanocida de algumas substâncias capazes de induzir 

cura dos sintomas clínicos em ratos na fase aguda e crônica da doença de Chagas, sem 

apresentar efeitos colaterais (DUSCHAK; COUTO, 2007), além da maior eficácia destes em 

relação ao Benzonidazol (MOLINA et al., 2000; CERECETTO; GONZÁLEZ, 2002; 

URBINA et al., 2003). 

Da mesma forma, substâncias contendo o anel pirazólico (C3H4N2) apresentam 

efeitos biológicos como atividade antimicrobiana, anti-inflamatória, anticancerígena e 

antiviral (CHAUHAN; SHARMA; KAUSHIK, 2011), além do relatado efeito tripanocida 

pela capacidade de inibir a síntese proteica e de RNA do parasita (DUSCHAK; COUTO, 

2007).  

Estas estratégias foram aplicadas no desenvolvimento dos análogos do Megazol com 

a finalidade de determinar a influência destas modificações na atividade tripanocida e 

citotóxica em relação ao Megazol.  
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2.4.2 PTAL 05-02 

 

 

O análogo PTAL 05-02 (3-amino-5-(1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il)-1H-1,2,4-

triazol) foi desenvolvido pela adição do anel triazólico em substituição ao anel tiadiazólico 

(figura 6) (CARVALHO et al., 2007b). 

Sua atividade tripanocida foi avaliada no tratamento de células de T. cruzi na forma 

tripomastigota pela capacidade de matar 50% das células do parasita, em relação ao Megazol, 

expressa em IC50 por 1 dia. A concentração encontrada que cumpriu com estes parâmetros foi 

de 552,4 M (115 g/mL) (CARVALHO et al., 2007b). 

 

Figura 6 - Resumo da síntese do análogo PTAL 05-02 

 

 

Fonte: CARVALHO et al., 2007b. 
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2.4.3 PAMT 09 

 

 

O análogo PAMT 09 (2-amino-N-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-5-

(trifluorometil)-1H-1,2,4-triazol) foi desenvolvido pela adição do anel triazólico em 

substituição ao anel tiadiazólico, pela adição do espaçador e pela mudança de posição do NO2 

do carbono 5 para o carbono 4 (figura 7) (BOECHAT et al., 2001; CARVALHO et al., 2006). 

Sua atividade tripanocida foi avaliada pelo tratamento de células de T. cruzi na forma 

tripomastigota, com concentrações variando de 0,003 mg/mL a 2,5 mg/mL. A partir da 

concentração 0,3 mg/mL (1080 M), o análogo apresentou 100% de atividade tripanocida 

(BOECHAT et al., 2001). Em 50% de atividade (IC50), a concentração encontrada foi de 

aproximadamente 0,066 mg/mL (220 µM). 

 

Figura 7 - Resumo da síntese do análogo PAMT 09 

 

 Fonte: CARVALHO et al., 2006. 
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2.4.4 PTAL 04-09 

 

 

O análogo PTAL 04-09 (1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-1H-pirazol) foi 

desenvolvido pela adição do anel pirazólico em substituição ao anel tiadiazólico e pela 

mudança de posição do NO2 do carbono 5 para o carbono 4 (figura 8) (BOECHAT et al., 

2001; CARVALHO et al., 2006). 

 

Figura 8 - Resumo da síntese do análogo PTAL 04-09 

 

 

Fonte : CARVALHO et al., 2006. 

 

Sua atividade tripanocida foi avaliada no tratamento de células de T. cruzi na forma 

tripomastigota com concentrações variando entre 0,003 mg/mL a 2,5 mg/mL. Na 

concentração 2,5 mg/mL (12900 M), o análogo apresentou 100% de atividade tripanocida 

(BOECHAT et al., 2001). Em 50% de atividade (IC50), a concentração encontrada foi de 

aproximadamente 0,023 mg/mL (120 µM). 
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3 TESTES GENOTÓXICOS NA AVALIAÇÃO SEGURA DE NOVAS 

SUBSTÂNCIAS BIOATIVAS 

 

 

3.1 Órgãos regulatórios  

 

 

A OECD é uma organização de alcance mundial que promove políticas de 

cooperação e desenvolvimento econômico e social nos países membros e não membros. Ela é 

responsável na reunião de diretrizes para avaliações de substâncias químicas. Essas diretrizes 

são relacionadas a métodos científicos padronizados que são utilizados em comum acordo 

com governos, indústrias e laboratórios na identificação e caracterização do possível risco a 

saúde de novas ou existentes substâncias químicas. 

No Brasil, a ANVISA é o órgão regulatório responsável na promoção à proteção da 

saúde da população por intermédio do controle sanitário da produção e da comercialização de 

produtos e serviços submetidos à vigilância sanitária, inclusive dos ambientes, dos processos, 

dos insumos e das tecnologias a eles relacionados. Para tal, usa as orientações da OECD. 

 

 

3.2 Testes genotóxicos na avaliação de novos fármacos 

 

 

Agentes que alteram o processo de regulação do ciclo celular e induzem mutações, 

recombinação gênica, quebras nas fitas de DNA ou interações epigenéticas são consideradas 

carcinógenos e participam no processo de carcinogênese (VARGAS, 1993). Estes agentes 

lesivos podem levar a uma alteração nos processos de sobrevivência e de proliferação celular 

(SUHR, 1999). Os danos genéticos podem ser induzidos tanto por agentes naturais como por 

agentes sintéticos (GESCHER; SHARMA; STEWARD, 2001). Alguns mutágenos 

necessitam, ainda, de um sistema de metabolização para se tornarem ativos e induzirem as 

mutações. Para identificar os agentes mutagênicos foram desenvolvidos testes capazes de 

detectar substâncias com potencial risco à saúde humana (MARON; AMES, 1983). 

Os testes genotóxicos, in vitro e in vivo, são amplamente utilizados para prever o 

possível efeito carcinogênico de uma substância química em células de mamíferos, mais 

especificamente quando se objetiva o consumo humano. São metodologias elaboradas para 
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avaliar os danos no DNA, que contribuem para a carcinogênese, assim como a sua fixação, 

através de grandes danos cromossômicos ou de recombinação, que possam gerar efeitos 

hereditários, pelas aneuploidias em células germinativas (OECD, 2009, 2010). 

No desenvolvimento de um novo fármaco, os testes toxicológicos são obrigatórios. 

Uma bateria de testes padrão é necessária para identificar os mecanismos de ação de uma 

substância química de interesse. O teste da mutação reversa bacteriana (teste da 

Salmonella/microssoma ou teste de Ames) demonstrou que inúmeros compostos que são 

mutagênicos em bactérias também são carcinogênicos em roedores e humanos.  Em conjunto 

ao teste bacteriano, outras metodologias, in vitro e/ou in vivo, com células de mamíferos 

devem ser utilizadas (OECD, 1997, 2009, 2010). 

Inúmeros testes in vitro utilizando células de mamíferos estão disponíveis. O ensaio 

da aberração cromossômica na fase metáfase do ciclo celular, o ensaio do micronúcleo e o 

ensaio da mutação genética em células Tk (MLA) são considerados igualmente apropriados na 

avaliação genotóxica de um novo fármaco. Além destes, testes in vivo também são 

recomendados, uma vez que alguns agentes podem demonstrar potencial mutagênico apenas 

nestes testes (OECD, 2009, 2010). 

Outros testes genotóxicos podem ser utilizados para reforçar a validação das 

metodologias recomendadas e acrescentar maiores detalhes do mecanismo de ação da 

substância em teste. A utilização de outras espécies, além das espécies dos roedores, também 

é recomendada para acrescentar informação. E caso ocorra limite técnico na aplicação de 

metodologias recomendadas, a substituição destas por outras também é válido (OECD, 1997, 

2009, 2010). 

Levando-se em consideração a relevância dos testes disponíveis, a OECD oferece 

dois conjuntos de metodologias que podem ser utilizados na avaliação genotóxica de um novo 

fármaco.  A primeira opção indica a utilização de um teste para avaliar a mutagenicidade em 

bactéria (teste da mutação reversa bacteriana, por exemplo), um teste citogenético in vitro na 

avaliação de dano cromossômico (teste do micronúcleo, por exemplo), e outro teste in vivo na 

avaliação de dano cromossômico utilizando células hematopoéticas de roedores. A segunda 

opção indica um teste para avaliar mutagenicidade em bactéria e um teste in vivo utilizando 

células de dois tecidos diferentes, geralmente células hematopoéticas e hepatócitos de 

roedores (OECD, 1997, 2009, 2010). 

A análise e interpretação dos resultados obtidos nos testes vão determinar o risco 

presente na utilização de novos fármacos de interesse em seres humanos. Quando este efeito 

está ausente, demonstrado por dois testes in vivo, pode-se considerar que não há risco 
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genotóxico do agente avaliado, mesmo que um resultado positivo tenha sido encontrado em 

testes in vitro, já que esta resposta positiva não traduz totalmente um risco à saúde em 

humanos (OECD, 2009, 2010). 

Certos mecanismos indiretos de genotoxicidade de certas classes de drogas, que se 

manifestam apenas acima de determinadas concentrações, podem decidir as condições 

necessárias para utilização de um novo fármaco. Quando há resultado positivo em testes in 

vitro, os in vivo podem demonstrar a significância biológica destes sinais para estabelecer 

níveis seguros de utilização da substância em avaliação (OECD, 2009, 2010). 

 

 

3.3 Indução de mutação reversa bacteriana (teste da Salmonella/microssoma ou teste de 

Ames) 

 

 

A identificação e avaliação segura de novos compostos químicos com a possibilidade 

de induzir mutações se tornou um importante procedimento, principalmente por envolver 

substâncias que podem ser de interesse ao uso humano. A utilização de testes de longo prazo, 

em animais, na avaliação da carcinogenicidade de substâncias é mais confiável por apresentar 

uma correlação maior do possível mecanismo de ação em seres humanos (PURCHASE, 

1991).  

Testes bacterianos de avaliação mutagênica e genotóxica, de curto prazo, têm 

desempenhado um importante papel nesta identificação, seja pela sua simplicidade, rapidez e 

baixo custo quanto pela reconhecida capacidade de detectar um amplo leque de componentes 

mutagênicos (MARON; AMES, 1983; MORTHELMANS; ZEIGER, 2000). Além disto, há 

uma grande associação entre um agente ser mutagênico e genotóxico para bactéria e 

carcinogênico para mamíferos (MOHN, 1981; PURCHASE, 1982). 

As mutações pontuais são causas para muitas doenças genéticas em humanos e estão 

envolvidas na formação tumoral quando ocorrem em oncogenes e genes de supressão tumoral. 

O teste da mutação reversa bacteriana, com capacidade para detectar este tipo de mutação, 

utiliza procariotos, que diferem das células eucariotas de mamíferos em fatores como 

metabolismo, estrutura cromossômica e sistema de reparo do DNA. Outro fator importante é a 

necessidade dos testes in vitro em utilizar uma fonte de metabolização exógena para 

mimetizar ao máximo o ambiente metabólico in vivo das células de mamíferos (OECD, 1997).  
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Esta metodologia utiliza linhagens da bactéria Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium deficientes na síntese do aminoácido histidina, necessário para a sobrevivência 

e formação de colônias. Quando a bactéria está em contato com uma substância mutagênica, 

ocorre a reversão da deficiência em proficiência na síntese de histidina permitindo sua 

sobrevivência. A mutação responsável pela deficiência desta síntese pode ser induzida em 

diversos loci do gene responsável, através da substituição, adição ou deleção de pares de 

bases. Desta forma, há a disponibilidade de inúmeras linhagens que em contato com uma 

substância mutagênica, é capaz de evidenciar seu mecanismo de ação. Além disto, outras 

mutações (permeabilidade da parede citoplasmática, deficiência no sistema de reparo uvrB) 

na bactéria e outras características (presença de plasmídeo) aumentam a sensibilidade do 

sistema na detecção de compostos mutagênicos (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000).  

Em uma avaliação inicial, é recomendada a utilização das linhagens de S. enterica 

TA97, TA98, TA100 e TA102, que são capazes de avaliar diferentes tipos de substâncias 

químicas quanto à mutagenicidade e seus mecanismos de ação. A linhagem TA1535 pode ser 

utilizada pela sua capacidade de detectar determinados mutágenos que a TA100 não detecta 

(MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

No entanto, a mutagenicidade de nitro compostos pode não ser evidenciada pelas 

linhagens padrão ou ocorrerem de forma fraca já que estas expressam baixos níveis de 

enzimas nitroredutase em relação à linhagem de S. enterica de origem (LT2), devido à 

deleção de um importante gene responsável pela síntese destas enzimas (MARON; AMES, 

1983; WATANABE et al., 1989; WATANABE et al., 1990; PORWOLLIL et al., 2001).  

Por isto, é interesse aproveitar, caso exista, o conhecimento prévio sobre o agente 

teste como a classe da substância, o possível mecanismo de ação, entre outros fatores, que 

podem determinar as condições do experimento, principalmente na utilização de linhagens 

alternativas às recomendadas para uso inicial (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000). 

A utilização de linhagens nitroredutases deficientes (TA98NR, TA100NR, 

TA1535NR) e supercompetente (YG1021) e, acetiltransferase deficiente (TA98/1,8-DNP6) e 

supercompente (YG1024), são importantes na análise da atividade metabólica de nitro 

compostos. Acredita-se que estas enzimas estejam envolvidas na ativação do efeito 

mutagênico de aminas aromáticas, de compostos nitro aromáticos, de aril hidroxilaminas 

(WATANABE et al., 1989; WATANABE et al., 1990; JOSEPHY et al., 1994) e 

possivelmente dos derivados e análogos do Megazol.  
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Os testes bacterianos, principalmente o teste de Ames, são reconhecidos na 

comunidade científica e institutos internacionais de regulamentação, e utilizados na avaliação 

inicial para determinar a mutagenicidade de agentes químicos (MORTELMANS; ZEIGER, 

2000). Porém, a genotoxicidade também deve ser avaliada em células de mamífero por 

metodologia in vitro e/ou in vivo. 

 

 

3.4 Teste in vitro do micronúcleo com células de mamíferos 

 

 

O teste do micronúcleo é um ensaio para a avaliação genotóxica (atividade 

aneugênica e clastogênica) de substâncias que são responsáveis pela formação de 

micronúcleos no citoplasma das células em interfase. É um ensaio robusto e eficaz em 

diversas linhagens celulares de roedores (hepatócitos, medula óssea) e linfócitos do sangue 

periférico de humanos (OECD, 2010). 

O micronúcleo representa dano ao DNA que foi transmitido às células filhas. Ele se 

origina de fragmentos de cromossomos acêntricos ou de todo cromossomo que foi incapaz de 

migrar para os polos no estágio anáfase da divisão celular. Na análise da indução de 

micronúcleo, é importante que as células tratadas e não tratadas completem uma divisão 

celular (OECD, 2010).  

Além de sua modalidade in vitro, também é possível analisar a ocorrência de 

micronúcleos em modelos experimentais in vivo através do tratamento de animais. Roedores 

(ratos, camundongos) são os mais utilizados e recomendados, na análise de eritrócitos 

policromáticos micronucleados no sangue periférico ou da medula óssea (OECD, 2010, 

2011).  

Pela qualidade da metodologia na análise genotóxica de substâncias, a utilização 

deste ensaio é recomendada pela OECD (2010) na avaliação inicial de compostos de 

interesse.  
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Geral 

 

 

O objetivo do presente trabalho é avaliar a capacidade mutagênica, citotóxica e 

genotóxica dos análogos do Megazol, de acordo com as orientações da OMS e OECD. 

 

 

4.2 Específicos 

 

 

a) Avaliar a capacidade mutagênica e citotóxica dos análogos de Megazol através do 

Teste da mutação reversa bacteriana (Salmonella/microssoma) em cepas padrão 

(TA97, TA98, TA100, TA102) e TA1535 de Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium, na presença e ausência de ativação metabólica exógena; 

 

b) Avaliar a capacidade mutagênica e citotóxica dos análogos de Megazol através do 

teste da mutação reversa bacteriana (Salmonella/microssoma) em cepas de Salmonella 

enterica sorovar Typhimurium, deficientes (TA100NR, TA98NR, TA1535NR) e 

supercompetente (YG1021) na síntese de nitroredutases, na presença e ausência de 

ativação metabólica exógena; 

 

c) Avaliar a capacidade mutagênica e citotóxica dos análogos de Megazol através do 

teste da mutação reversa bacteriana (Salmonella/microssoma) em cepas de Salmonella 

enterica sorovar Typhimurium, deficiente (TA98/1,8-DNP6) e supercompetente 

(YG1024) na síntese de nitroredutases e acetiltransferases na presença e ausência de 

ativação metabólica exógena; 

 

d) Avaliar a capacidade dos análogos de induzir genotoxicidade através da formação de 

micronúcleos e análise de viabilidade celular em células macrófago RAW264,7 de 

rato. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1 Preparo e diluição dos análogos do Megazol 

 

 

Os análogos do Megazol foram sintetizados e fornecidos pelo grupo da Dr. Núbia 

Boechat, do Instituto de Tecnologia em Fármacos (Farmanguinhos) na Fundação Oswaldo 

Cruz, no Departamento de Síntese Orgânica, e diluído em dimetilsulfóxido (DMSO). 

São eles: PAMT 09 (2-amino-N-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-5-

(trifluorometil)-1H-1,2,4-triazol), PTAL05-02 (3-amino-5-(1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il)-

1H-1,2,4-triazol) e PTAL 04-09 (1-(1-metil-4-nitro-1H-imidazol-5-il)-1H-pirazol). As 

informações sobre fórmula, peso e estrutura molecular dos análogos estão reunidas no quadro 

1. 

 

Quadro 1 - Fórmulas estruturais, fórmulas condensadas e pesos moleculares dos análogos do  

Megazol 

Análogo Fórmula estrutural Fórmula condensada Peso molecular 

PTAL 05-02 

 
 

C6H7N702 209 

PAMT 09 

 

 

C7H7F3N7O2 278 

PTAL 04-09 

 

C7H7N5O2 193 

Fonte: adaptado de BOECHAT et al., 2001; CARVALHO et al., 2006; CARVALHO et al, 2007b. 
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5.2 Presença de metabolização exógena  

 

 

A solução de metabolização exógena (S9 mix) tem a finalidade de tornar os testes em 

organismos procariotos mais consistentes e aplicáveis, uma vez que a fração S9 mix mimetiza 

o sistema de metabolização de xenobióticos presente em mamíferos. 

A fração S9 mix utilizada foi adquirida do laboratório Molecular Toxicology Inc. 

(Moltox
TM

, USA) e preparada a partir de fígados de ratos machos Sprague-Dawley pré-

induzidos por bifenil-policlorinato (Aroclor 1254). O Aroclor 1254 induz principalmente a 

síntese de CYP2B e CYP1A, podendo levar tanto ao aumento da desintoxicação quanto ao 

aumento da ativação dos xenobióticos, o que dependerá da substância estudada (ZEIGER et 

al., 1979). 

A preparação da solução de S9 mix (4%) foi realizada de acordo com Mortelmans e 

Zeiger (2000) em condições de esterilidade total e em banho de gelo. Para 50 mL de S9 mix 

utilizou-se 5,0 mL de S9 reconstituído com 2,1 mL de água estéril (40 mg/mL de proteínas 

totais); 1,0 mL de MgCl2-KCl 0,15 M; 0,25 mL de glicose-6-fosfato 1 M; 2,0 mL de NADP 

0,1 M; 25 mL de tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 7,4; 16,75 mL de água destilada estéril. 

 

 

5.3 Teste da mutação reversa bacteriana (Salmonella/microssoma) 

 

 

5.3.1 Linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium 

 

 

O teste de mutação reversa utiliza cepas bacterianas de Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium deficientes na produção do aminoácido histidina (His), derivadas da linhagem 

LT1 de S. enterica, e tem por finalidade detectar a atividade mutagênica induzida por 

compostos através da reversão do fenótipo His
-
 para His

+
, mensurado através do crescimento 

de colônias revertentes em meio de cultura mínimo na ausência de histidina. 

Cada cepa apresenta uma mutação específica no operon histidina. A linhagem TA97 

possuiu mutação no loci hisD6610 e hisO1242, detectando mutações do tipo frameshift 

(mudança no quadro de leitura) por deleção de par de bases -GC- no sítio da mutação que 

tenha uma sequência de seis citosinas. A cepa TA98, TA98NR, TA98/1,8-DNP6, YG1021 e 
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YG1024 possuem mutação no locus hisD3052 detectando mutações do tipo frameshift por 

adição de par de bases. Além disto, a TA98NR e TA98/1,8-DNP6 são deficientes e 

supercompetentes na síntese de enzimas nitroredutases, respectivamente. A linhagem TA100, 

TA100NR, TA1535 e TA1535NR possuem mutação no locus hisG46 detectando mutações 

por substituição de par de bases que resultam na substituição de uma sequência de síntese de 

prolina (GGG/CCC) por uma de leucina (GAG/CTC). As TA100NR e TA1535NR são 

deficientes na síntese de enzimas nitroredutases. A cepa TA102 possui mutação no locus 

hisG428, que se encontra em seu plasmídeo, ao contrário das outras cepas onde se localizam 

no cromossomo, detectando mutações por substituição de par de bases através de danos 

oxidativos (MARON; AMES, 1983; WATANABE et al., 1989; WATANABE et al., 1990; 

MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

Outras mutações foram agregadas às cepas para conferir maior sensibilidade na 

detecção da possível mutagenicidade dos agentes testes. A mutação rfa confere perda parcial 

da barreira de polissacarídeo da membrana celular aumentando a permeabilidade a grandes 

moléculas. A mutação uvrB é uma deleção do gene que codifica o sistema de reparo por 

excisão de nucleotídeos (REN) resultando em um aumento da sensibilidade na detecção de 

diversos mutágenos. A cepa TA102 não apresenta tal mutação, pois seu objetivo é detectar 

mutágenos que exigem este sistema de reparo. Por razões técnicas, essa mutação se estende ao 

gene que codifica a biotina, sendo necessário seu acréscimo nos ensaios.  

As linhagens TA97, TA98, TA98NR, TA98/1,8-DNP6, TA100, TA100NR e TA102 

apresentam o plasmídeo pKM101 (R
+
) que confere resistência ao antibiótico ampicilina e 

aumenta a sensibilidade do sistema na detecção de substâncias mutagênicas, através do 

aumento da via de reparo de DNA propenso a erros (error-prone) (MARON; AMES, 1983; 

MORTELMANS; ZEIGER, 2000). A linhagem TA102 ainda apresenta o plasmídeo pAQ1 

que confere resistência ao antibiótico tetraciclina e aumenta os sítios alvos de substâncias 

mutagênicas. A linhagem YG1021 apresentam o plasmídeo pYG216, enquanto a linhagem 

YG1024, o plasmídeo pYG219, que são responsáveis pela capacidade de exacerbada de 

síntese de enzimas nitroredutases e acetiltransferases, respectivamente (WATANABE et al., 

1989; WATANABE et al., 1990). As linhagens TA1535 e TA1535NR não apresentam 

plasmídeo (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

As características gerais de cada linhagem estão listadas no quadro 2. 
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Quadro 2 - Relação das linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium derivadas de 

LT1 utilizadas nos testes quantitativo e qualitativo de mutagenicidade e toxicidade e 

suas respectivas características genotípicas (continua) 

Linhagem Alvo genético Mutação his  Evento mutacional e outras características 

TA97 CCCCCC hisD6610 Alteração no quadro de leitura, por 

deleção de pares de base G-C. 

TA98 CGCGCGCG hisD3052 Alteração no quadro de leitura, por adição 

de pares de base G-C. 

TA98/1,8-DNP6 CGCGCGCG hisD3052 Alteração no quadro de leitura, por adição 

de pares de base G-C; Deficiente na 

síntese de acetiltransferases. 

TA98NR  CGCGCGCG hisD3052 Alteração no quadro de leitura, por adição 

de pares de base G-C; Deficiente na 

síntese de nitroredutases. 

YG1021 CGCGCGCG hisD3052 Substituição de pares de base de G-C para 

T-A; Supercompetente na síntese de 

nitroredutases. 

YG1024 CGCGCGCG hisD3052 Alteração no quadro de leitura, por adição 

de pares de base G-C; Supercompetente na 

síntese de acetiltransferases. 

TA100 GGG hisG46 Substituição de pares de base de G-C para 

T-A. 

TA100NR GGG hisG46 Substituição de pares de base de G-C para 

T-A; Deficiente na síntese de 

nitroredutases. 

TA1535 GGG hisG46 Substituição de pares de base de G-C para 

T-A. 

TA1535NR GGG hisG46 Substituição de pares de base de G-C para 

T-A; Deficiente na síntese de 

nitroredutases. 
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Quadro 2 - Relação das linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium derivadas de 

LT1 utilizadas nos testes quantitativo e qualitativo de mutagenicidade e toxicidade e 

suas respectivas características genotípicas (conclusão) 

TA102 TAA hisG428 Transições/transversões; Substituição de 

pares de base T-A para G-C. 

Fonte: Adaptado de MARON; AMES, 1983; WATANABE et al., 1989; WATANABE et al., 1990; 

MORTELMANS; ZEIGER, 2000. 

 

 

5.3.2 Controle negativo e positivo 

 

 

 O controle negativo utilizado neste ensaio foi o DMSO e os controles positivos 

utilizados, na ausência e presença de S9 mix, respectivamente, foram: 4-nitroquinolina-1-

oxido (4NQO), CAS# 7608-65-0, pureza ≥ 97%, e 2-amino-antraceno (2AA), CAS# 613-13-

8, pureza ≥ 96%, para TA97, TA98, TA98NR, TA98/1,8-DNP6, YG1021 e YG1024; Azida 

sódica (AS), CAS# 26628-22-8, pureza ≥ 99,5%, e 2AA para TA100, TA100NR, TA1535 e 

TA1535NR; Mitomicina-C (MitC), CAS# 50-07-7, pureza ≥ 99%, para TA102. 

Todos as substâncias mutagênicas foram fornecidos pela Sigma Co.  

 

5.3.3 Teste quantitativo de mutagenicidade e citotoxicidade (com pré-incubação) 

 

 

A mutagenicidade e a citotoxicidade foram determinadas segundo Mortelmans e 

Zeiger (2000), utilizando-se as linhagens de S. enterica descritas no quadro 2. As cepas 

cresceram por 16 horas em meio Louria Bertani alcançando-se a fase estacionária contendo 1-

2,0 x 10
9
 células/mL. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 mL de cultura bacteriana, 

500 mL de tampão fostato 0,2 M, pH 7,4 (para o ensaio sem ativação metabólica) ou 500 mL 

de S9 mix (para o ensaio com ativação metabólica), e 100 mL da droga teste, assim como o 

controle negativo e controle positivo, descritos anteriormente no capítulo 5.3.2, em 

substituição ao agente teste. Em seguida, foram incubados por 20 minutos, a 37ºC com 

agitação constante (131 OPM). 

Para o teste de citotoxicidade, 10 mL da pré-incubação anteriormente citada foram 

diluídas em NaCl 0.9% para a obtenção de uma suspensão contendo 2,0 x 10
3
 células/mL. 

Desta, uma alíquota de 100 L foi plaqueada em meio Louria Bertani sólido. As placas foram 
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incubadas a 37ºC, por 24 horas e as colônias contadas. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. A citotoxicidade foi considerada positiva quando p < 0,05 na análise 

de variância (one-way ANOVA) e quando a sobrevivência celular foi menor que 70% em 

relação ao controle negativo (AIUB et al., 2004). 

Para o teste de mutagenicidade, foram adicionados 2,0 mL de top ágar em cada tubo 

e esta solução vertida em placas de petri contendo meio mínimo. Em seguida, foram 

incubadas em estufa a 37ºC, por 72 horas. Após, as colônias revertentes His
+
 foram contadas e 

o índice de mutagenicidade (I.M.) determinado pela razão do número de revertentes da 

amostra pelo número de revertentes do controle negativo.  

O resultado foi considerado positivo (substância considerada como mutagênica), 

quando o I.M. foi igual ou superior a dois e quando p < 0,05 na análise de variância (one-way 

ANOVA), além da presença de uma curva dose-resposta, para uma ou mais linhagem de S. 

enterica. No entanto, há casos em que sustâncias mutagênicas não apresentam relação dose 

resposta (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).  

Para a análise quantitativa de mutagenicidade e citotoxicidade, foram utilizadas as 

seguintes linhagens: TA97, TA98, TA98NR, TA98/1,8-DNP6, YG1021, YG1024, TA100, 

TA100NR, TA1535, TA1535NR e TA102. As concentrações iniciais utilizadas de cada 

análogo do Megazol estão descritas no quadro 3. Os experimentos foram realizados em 

triplicata para a confirmação dos resultados. 
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Quadro 3 - Equivalência entre a concentração inicial, massa final e massa molar utilizada pelos 

análogos do Megazol no teste quantitativo de mutagenicidade e citotoxicidade 

Análogos Concentração Inicial 

(g/mL) 

Massa final (g/placa) Massa molar 

(M) 

PTAL 05-02 0,05 0,005 0,24 

0,1 0,01 0,48 

0,5 0,05 2,40 

1,0 0,1 4,8 

PAMT 09 0,05 0,005 0,18 

0,1 0,01 0,36 

0,5 0,05 1,8 

1,0 0,1 3,6 

PTAL 04-09 1,0 0,1 5,2 

5,0 0,5 26 

10 1,0 52 

50 5,0 260 

Fonte: O autor, 2012. 

 

 

5.4 Teste in vitro do micronúcleo com macrófago RAW 264.7 

 

 

O teste genotóxico do micronúcleo seguiu as diretrizes determinadas pela OECD 

(2010), utilizando-se macrófagos de camundongos BALB/c transformadas pelo retrovírus da 

leucemia em camundongo Abelson (A-MuLV). 

A linhagem celular RAW 264,7 cresceu em frasco para meio de cultura de volume 

150 mL, com 100 mL de meio de cultura EAGLE (11,875 g Meio Mínimo Essencial EAGLE; 

2,2 g NaHCO3; 1,1 g piruvato; 27 mg ácido aspártico; 21 mg L-serina) com 10% de soro fetal 

bovino, por 72 horas em estufa de CO2 5% à 37ºC. 

Após o crescimento, as células aderidas na base do frasco foram removidas de sua 

adesão com espátula (scraper) e, junto com o meio de cultura EAGLE, centrifugadas por 5 

minutos à 5000 RPM. O meio de cultura EAGLE (sobrenadante) foi removido e o conteúdo 

celular (pellet) dissolvido em 4 mL de meio de cultura EAGLE com 10% de soro fetal bovino, 

concentração final de 1,05 x 10
6
 células/mL.  
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Em placa de cultura celular de 24 poços contendo lâminas circulares de 13 cm, foi 

adicionado por poço 950 L de meio de cultura EAGLE com 10% de soro fetal bovino e 50 

L da solução com a linhagem celular RAW 264,7, previamente centrifugada e diluída em 

meio. A placa de cultura permaneceu na estufa de CO2 5%, 37ºC, por 24 horas. 

Para o tratamento celular, foram adicionados 100 L do agente teste, controle 

negativo ou controle positivo, em seus respectivos poços. Em seguida, a placa de cultura 

celular permaneceu por 3 horas em estufa de CO2 5% à 37ºC. Após o tempo necessário de 

tratamento, iniciou-se a lavagem dos poços, adicionando-se e removendo-se 1,0 mL de meio 

de cultura EAGLE sem 10% de soro fetal bovino. Novamente foi adicionado meio de cultura 

EAGLE com 10% de soro fetal bovino. Por fim, a placa de cultura permaneceu na estufa de 

CO2 5%, 37ºC, por 24 horas. 

Na etapa de fixação, foi retirado todo o meio de cultura EAGLE presente nos poços e 

adicionado 1,0 mL de fixador (três partes de metanol 100% por uma de ácido acético glacial 

100%), mantido por 15 minutos. Em seguida, retirou-se o fixador dos poços e se adicionou e 

retirou 1,0 mL de tampão McIlvaine (solução de 21,01 g de ácido crítico, 0,1 M; solução de 

35,60 g de Na2HPO4,  0,2 M;) pH 7,5.  

Na coloração, em ambiente escuro, foi adicionado por poço 500 L de solução de 

DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol dihidroclorido; 100 mL de tampão McIlvaine; 1,0 mL de 

solução de DAPI 300 mM) e mantida por 40 minutos. Em seguida, lavou-se por duas vezes 

cada poço com 1,0 mL de tampão McIlvaine. As soluções utilizadas na lavagem foram 

descartadas em lixo especial apropriado. 

Por fim, as lamínulas circulares com as células aderidas foram removidas de cada 

poço e analisadas quanto ao aparecimento de células micronucleadas, em apoptose, necrose 

ou divisão mitótica, a cada 1000 células, em microscópio de fluorescência com luz azul de 

comprimento de onda 430 nm.   

O experimento foi realizado com cinco réplicas por concentração. O controle 

positivo utilizado foi o MNNG (1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) a 0,5 M. O controle 

negativo foi o DMSO. E as concentrações utilizadas são 10, 100 e 1000 vezes maiores em 

relação à primeira concentração tóxica utilizada nos ensaios bacteriológicos, de acordo com a 

diretriz de concentrações recomendadas para estudos genotóxicos em modelos animais 

(LEVY; WEGMAN, 2000), e estão presentes no quadro 4. 

O resultado foi considerado positivo quando a formação de micronúcleos for 50% 

maior em relação ao controle negativo, e quando p < 0,05. 
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Quadro 4 - Equivalência entre a concentração inicial, massa final e  massa molar utilizada pelos 

análogos do Megazol no teste do micronúcleo 

Análogos Concentração Inicial (g/mL) Massa final (g/poço) Massa molar (M) 

PTAL 05-02 1,0 0,1 4,8 

10 1,0 48 

100 10 480 

PAMT 09 1,0 0,1 3,6 

10 1,0 36 

100 10 360 

PTAL 04-09 1,0 0,1 5,2 

10 1,0 52 

100 10 520 

Fonte: O autor, 2012 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 PTAL 05-02 

 

 

6.1.1 Teste quantitativo de mutagenicidade e citotoxicidade 

 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens padrão (tabela 1), 

na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o análogo PTAL 05-02 não 

apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das linhagens e concentrações 

utilizadas. 

No teste quantitativo de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens padrão (tabela 1), 

houve resposta citotóxica para a linhagem TA100, na presença de S9 mix, sugerindo que esse 

sistema metabólico é responsável pela geração de intermediários tóxicos para esta linhagem.  
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Tabela 1 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA97, TA98, TA100 e TA102, 

na presença e ausência de S9 mix, com o análogo do Megazol PTAL 05-02 

PTAL 05-02 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA97 0 87 ± 9,8 1,00 100 97 ± 25 1,00 100 

0,05  89 ± 5,0  1,03 90 67 ± 3,5 0,70 100 

0,1 89 ± 12 1,03 100 68 ± 4,0 0,70 92 

0,5 86 ± 8,5 0,99 100 74 ± 0,0 0,76 90 

1,0 83 ± 1,7 0,95 100 69 ± 4,5 0,71 80 

CP 625 ± 66 7,19* 71 929 ± 195 9.55* 99 

TA98  0 45 ± 1,5 1,00 100 18 ± 6,4 1,00 100 

0,05  30 ± 2,1  0,67 100 18 ± 5,5 0,96 95 

0,1 38 ± 5,0 0,83 98 21 ± 2,0 1,16 90 

0,5 38 ± 11 0,84 100 19 ± 1,7 1,02 81 

1,0 58 ± 11 1,28 94 22 ± 5,2 1,18 91 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3.95 94 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

0,05  136 ± 15 1,13 100 121 ± 25 1,04 79 

0,1 102 ± 25 0,85 90 106 ± 12 0,91 62 

0,5 84 ± 10 0,70 100 128 ± 18 1,09 64 

1,0 105 ± 9,8 0,88 100 129 ± 13 1,10 49 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA102 0 254 ± 16 1,00 100 265 ± 12 1,00 100 

0,05  254± 31 1,00 79 253 ± 19 0,95 100 

0,1 276 ± 14 1,09 84 225 ± 4,0 0,85 100 

0,5 253 ± 11 1,00 79 238 ± 16 0,90 100 

1,0 261 ± 14 1,03 78 256 ± 8,3 0,97 100 

CP 2360 ± 312 9,28* 77 1817 ± 223 6,86* 100 
Legenda: Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas de 

TA98 (tabela 2), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o análogo 

PTAL 05-02 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para as linhagens TA98NR, 

YG1021 e YG1024. Na ausência de metabolização exógena, o análogo PTAL 05-02 foi 

mutagênico para linhagem TA98/1,8-DNP6, em todas as concentrações utilizadas (p < 0,05). 

Este efeito pode estar relacionado à provavel ligação direta do mutágeno ao DNA gerando 

resposta mutagênica positiva. O mesmo efeito não foi observado na presença de S9 mix, 

sugerindo-se que ocorreu geração de metabolitos intermediários sem potencial  mutagênico.  

No teste quantitativo de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens derivadas de TA98 

(tabela 2), houve efeito citotóxico do análogo PTAL 05-02, independente de metabolização 

exógena, na linhagem YG1024, supercompetente na expressão de acetiltransferases. Há 
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também efeito citotóxico para a linhagem YG1021, mas apenas na presença de S9 mix e nas 

duas maiores concentrações utilizadas. Este efeito citotóxico pode estar relacionado à 

presença das enzimas nitroredutase e acetiltransferase que estariam metabolizando este 

análogo em intermediários tóxicos. Além disto, este efeito pode estar mascarando um possível 

efeito mutagênico. 

 

Tabela 2 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA98 e suas derivadas 

TA98NR, YG1021, TA98/1,8-DNP6 e YG1024, na presença e ausência de S9 mix, 

com o análogo do Megazol PTAL 05-02 

PTAL 05-02 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA98  0 45 ± 1,5 1,00 100 18 ± 6,4 1,00 100 

0,05  30 ± 2,1  0,67 100 18 ± 5,5 0,96 95 

0,1 38 ± 5,0 0,83 98 21 ± 2,0 1,16 90 

0,5 38 ± 11 0,84 100 19 ± 1,7 1,02 81 

1,0 58 ± 11 1,28 94 22 ± 5,2 1,18 91 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3,95 94 

TA98NR  0 17 ± 2,0 1,00 100 23 ± 3,7 1,00 100 

0,05  20 ± 4,1  1,17 84 16 ± 0,7 0,70 70 

0,1 22 ± 6,5 1,25 91 18 ± 4,0 0,76 70 

0,5 22 ± 0,7 1,27 86 16 ± 3,5 0,76 70 

1,0 23 ± 2,0 1,32 82 11 ± 2,0 0,49 77 

CP 36 ± 1,4 2.04* 10 928 ± 28 39* 40 

YG1021 0 17 ± 3,2 1,00 100 19 ± 3,0 1,00 100 

0,05  15 ± 4,1 0,90 83 13 ± 0,0 0,66 79 

0,1 14 ± 4,3 0,81 100 13 ± 2,8 0,66 70 

0,5 15 ± 7,0 0,88 99 13 ± 2,5 0,69 49 

1,0 13 ± 3,8 0,79 100 14 ± 4,3 0,71 52 

CP 117 ± 27 6,79* 83 992 ± 220 50* 48 

TA98/1,8-

DNP6 

0 110 ± 24  1,00 100 60 ± 6,6 1,00 100 

0,05  264 ± 19 2,39* 100 60 ± 8,3 1,01 100 

0,1 233 ± 5.2 2,11* 100 57 ± 5,5 0,96 100 

0,5 242 ± 20 2,19* 100 56 ± 5,0 0,94 99 

1,0 252 ± 5,1 2,28* 70 64 ± 7,5 1,07 91 

CP 710 ± 111 6,42* 100 59 ± 5,0 2,80* 97 

YG1024 0 12 ± 2,5   1,00 100 165 ± 6,6 1,00 100 

0,05  12 ± 4,9 1,01 12 123 ± 4,0 0,74 25 

0,1 12 ± 3,0 1,00 26 122 ± 2,6 0,74 29 

0,5 15 ± 2,8 1,22 31 133 ± 5,5 0,80 30 

1,0 16 ± 1,4 1,30 28 100 ± 14 0,61 36 

CP 251 ± 13 20* 34 1158 ± 347 6,99* 39 
Legenda: Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 
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No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas da 

TA100 e TA1535 (tabela 3), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o 

análogo PTAL 05-02 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das 

linhagens e concentrações utilizadas. 

No teste quantitativo de citotoxicidade (tabela 3), houve resposta citotóxica nas 

linhagens TA100 e TA1535, apenas na presença de S9 mix. Nas linhagens deficientes na 

síntese de nitroredutases, não houve efeito citotóxico, independente de S9 mix. Esta resposta 

pode sugerir o envolvimento conjunto de nitroredutases e das enzimas do citocromo P450 (S9 

mix) na indução do efeito tóxico deste análogo PTAL 05-02 ou de seus metabólitos, além de 

poder estar mascarando um possível efeito mutagênico.  

Tabela 3 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA100 e suas derivadas 

TA100NR, TA1535 e TA1535NR, na presença e ausência de S9 mix, com o 

análogo do Megazol PTAL 05-02 

PTAL 05-02 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

0,05  136 ± 15 1,13 100 121 ± 25 1,04 79 

0,1 102 ± 25 0,85 90 106 ± 12 0,91 62 

0,5 84 ± 10 0,70 100 128 ± 18 1,09 64 

1,0 105 ± 9,8 0,88 100 129 ± 13 1,10 49 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA100NR 0 109 ± 10 1,00 100 13 ± 2,0  1,00 100 

0,05  100 ± 7,0 0,91 100 5.6 ± 3,0 0,41 100 

0,1 97 ± 10 0,89 100 5.0 ± 2,0 0,37 100 

0,5 77 ± 1,5 0,71 100 4.0 ± 1,0 0,29 100 

1,0 81 ± 3,0 0,74 93 3.0 ± 2,6 0,22 74 

CP 377 ± 24 3.44* 94 277 ± 46 20* 86 

TA1535 0 22 ± 3,2 1,00 100 5.3 ± 1,5 1,00 100 

0,05  21 ± 3,2 0,94 100 5.3 ± 0,5 1,00 47 

0,1 23 ± 2,0 1,03 100 5.3 ± 0,5 1,00 42 

0,5 22 ± 4,0 1,00 97 6.6 ± 1,5 1,25 40 

1,0 26 ± 2,0 1,15 93 6.3 ± 2,0 1,19 44 

CP 75 ± 12 3,31* 1.0 33 ± 7,2 6,25* 15 

TA1535NR 0 9.0 ± 1,7 1,00 100 20 ± 2,0 1,00 100 

0,05  9.5 ± 0,7 1,06 100 19 ± 4,2 0,95 76 

0,1 9.5 ± 6,3 1,06 100 22 ± 3,0 1,12 75 

0,5 13 ± 2,5 1,48 100 20 ± 6,5 1,00 83 

1,0 11 ± 57 1,30 100 22 ± 6,3 1,13 79 

CP 533 ± 68 59* 100 42 ± 7,0 2,10* 56 
Legenda: Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 
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6.1.2 Teste in vitro do micronúcleo com macrófago RAW 264,7 

 

 

A genotoxicidade do análogo PTAL 05-02 foi avaliada na utilização do teste do 

micronúcleo com macrófago RAW 264,7 (tabela 4). 

 O análogo PTAL 05-02 induziu a formação de micronúcleos significativamente, em 

todas as concentrações utilizadas. Na maior concentração utilizada, observou-se diminuição 

de células em divisão (p < 0,05) e um aumento de células em apoptose (p < 0,05), indicando 

efeito citotóxico dose-dependente. 

 

Tabela 4 - Teste do micronúcleo com macrófagos RAW 264,7 utilizando o análogo do 

Megazol PTAL 05-02 

Análogo µg/mL ‰ I.Mi.
  

± DP 

% Apop.
 

% Necr.
 

% Sobr. % Micronúcleo  

± DP
 

0 DMSO 6,0 ± 4,2 0,06 0,12 

 

99,8 

 

0,7 ± 0,4 

     
  

  1,0 0,8 ± 0,0* 5,90* 0,16 

 

93,9* 

 

3,5 ± 1,2* 

PTAL 05-02 10 3,0 ± 2,2 7,14* 0,02 

 

92,9* 

 

9,8 ± 6,4* 

  100 1,2 ± 0,8* 11,4* 0,06 

 

88,5* 

 

6,6 ± 2,9* 

     
  

 CP MNNG 5,2 ± 3,7 0,30 0,00 

 

99,7* 

 

2,8 ± 1,4* 
Legenda: Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de quintuplicatas; 0: controle negativo; CP: controle 

positivo; I.Mi.: índice mitótico; Apop.: apoptose; Necr.: necrose; Sobr.: sobrevivência; DP: desvio 

padrão; *Diferença significativa (p < 0,05). 

Fonte: O autor, 2012. 

 

 

6.2  PAMT 09 

 

 

6.2.1 Teste quantitativo de mutagenicidade e citotoxicidade 

 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens padrão 

recomendadas (tabela 5), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o 
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análogo PAMT 09 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das 

linhagens padrão.  

No teste quantitativo de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens padrões 

recomendadas (tabela 5), o análogo PAMT 09 foi citotóxico na maior concentração utilizada 

na linhagem TA102, na ausência de S9 mix. Na presença deste sistema metabólico, o efeito 

citotóxico não foi evidenciado, sugerindo a participação das enzimas do citocromo P450 na 

detoxificação de metabólitos gerados. Nas demais linhagens utilizadas, não houve efeito 

citotóxico.  

 

Tabela 5 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA97, TA98, TA100 e TA102, 

na presença e ausência de S9 mix, com o análogo do Megazol PAMT 09 

PAMT 09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA97 0 87 ± 9,8  1,00 100 97 ± 25 1,00 100 

0,05  89 ± 4,5  1,02 100 74 ± 5,5 0,76 100 

0,1 87 ± 3,6 1,02 95 84 ± 7,3 0,87 96 

0,5 92 ± 4,9 1,07 85 87 ± 2,0 0,90 95 

1,0 81 ± 1,4 0,93 83 80 ± 8,7 0,82 100 

CP 625 ± 66 7,19* 71 929 ± 195 9,55* 98 

TA98  0 45 ± 1,5  1,00 100 18 ± 6,4 1,00 100 

0,05  58 ± 9,6  1,28 100 17 ± 1,0 0,91 100 

0,1 66 ± 3,0 1,46 93 17 ± 0,5 0,93 100 

0,5 50 ± 5,8 1,10 97 21 ± 4,0 1,14 100 

1,0 48 ± 5,8 1,07 78 32 ± 9,0 1,73 74 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3,95 94 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

0,05  100 ± 18 0,83 100 104 ± 11 0,89 73 

0,1 96 ± 9,5 0,80 100 126 ± 12 1,08 73 

0,5 95 ± 9,1 0,79 100 107 ± 2.6 0,91 72 

1,0 100 ± 14 0,83 100 107 ± 10 0,92 71 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA102 0 254 ± 16 1,00 100 265 ± 12 1,00 100 

0,05  285± 30 1,12 79 275 ± 17 1,04 100 

0,1 289 ± 9,0 1,14 76 242 ± 11 0,91 100 

0,5 282 ± 28 1,11 73 256 ± 10 0,97 100 

1,0 307 ± 24 1,21 60 240 ± 27 0,91 100 

CP 2360 ± 312 9,28* 77 1817 ± 223 6,86* 100 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (D.P.) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas de 

TA98 (tabela 6), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o análogo 
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PAMT 09 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das linhagens e 

concentrações utilizadas.  

No teste quantitativo de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens derivadas de TA98 

(tabela 6), houve efeito citotóxico nas linhagens YG1021 e YG1024, na ausência e presença 

de S9 mix. Este efeito pode estar relacionado à presença das enzimas nitroredutases e 

acetiltransferases, respectivamente, que estariam metabolizando este análogo em 

intermediários tóxicos, podendo estar mascarando um possível efeito mutagênico. 
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Tabela 6 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA98 e suas derivadas 

TA98NR, YG1021, TA98/1,8-DNP6 e YG1024, na presença e ausência de S9 

mix, com o análogo do Megazol PAMT 09 

PAMT 09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA98  0 45 ± 1,5  1,00 100 18 ± 6.4 1,00 100 

0,05  58 ± 9,6  1,28 100 17 ± 1,0 0,91 100 

0,1 66 ± 3,0 1,46 93 17 ± 0,5 0,93 100 

0,5 50 ± 5,8 1,10 97 21 ± 4,0 1,14 100 

1,0 48 ± 5,8 1,07 78 32 ± 9,0 1,73 74 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3,95 94 

TA98NR  0 17 ± 2,0  1,00 100 23 ± 3,7 1,00 100 

0,05  19 ± 4,9  1,11 90 15 ± 2,6 0,63 100 

0,1 27 ± 7,2 1,55 91 15 ± 0,5 0,68 100 

0,5 21 ± 11 1,23 92 15 ± 1,0 0,63 95 

1,0 16 ± 3,5 0,92 99 13 ± 3,2 0,56 81 

CP 36 ± 1,4 2,04* 10 928 ± 28 39* 40 

YG1021 0 17 ± 3,2 1,00 100 19 ± 3,0 1,00 100 

0,05  13 ± 3,0 0,77 83 12 ± 3,0 0,61* 76 

0,1 13 ± 2,8 0,77 75 13 ± 3,0 0,69 79 

0,5 11 ± 0,5 0,65 68 10 ± 2,0 0,51 73 

1,0 6,0 ± 2,8 0,35 65 11 ± 1,1 0,58 51 
CP 117 ± 27 6,79* 83 992 ± 220 50* 48 

TA98/1,8-

DNP6 

0 110 ± 24  1,00 100 60 ± 6,6 1,00 100 

0,05  156 ± 38 1,41 98 172 ± 12 0,91 100 

0,1 166 ± 17 1,50 100 144 ± 9,9 0,97 100 

0,5 150 ± 17 1,36 100 145 ± 3,5 0,83 100 

1,0 128 ± 43 1,16 100 112 ± 24 1,46 100 

CP 710 ± 111 6,42* 100 59 ± 5,0 2,80* 97 

YG1024 0 12 ± 2,5   1,00 100 165 ± 66 1,00 100 

0,05  7,6 ± 5,6 0,62 29 66 ± 15 0,40 39 

0,1 8,3 ± 0,5 0,68 35 79 ± 23 0,48 39 

0,5 8,3 ± 0,5 0,68 36 100 ± 3,5 0,61 36 

1,0 9,5 ± 2,1 0,77 30 103 ± 29 0,62 36 

CP 251 ± 13 20* 34 1158 ± 347 6,99* 36 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas da 

TA100 e TA1535 (tabela 7), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o 

análogo PAMT 09 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das 

linhagens e concentrações utilizadas.  
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No teste quantitativo de citotoxicidade (tabela 7), houve efeito citotóxico nas 

linhagens TA100NR e TA1535, apenas na presença de ativação metabólica S9 mix. Esta 

resposta sugere o envolvimento das enzimas do citocromo P450 (S9 mix) na geração de 

compostos reativos por atividade oxidativa levando ao efeito tóxico deste análogo. Além 

disto, este efeito pode estar mascarando um possível efeito mutagênico. 

 

Tabela 7 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA100 e suas derivadas 

TA100NR, TA1535 e TA1535NR, na presença e ausência de S9 mix, com o 

análogo do Megazol PAMT 09 

PAMT 09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

0,05  100 ± 18 0,83 100 104 ± 11 0,89 73 

0,1 96 ± 9,5 0,80 100 126 ± 12 1,08 73 

0,5 95 ± 9,1 0,79 100 107 ± 2,6 0,91 72 

1,0 100 ± 14 0,83 100 107 ± 10 0,92 71 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA100NR 0 109 ± 10 1,00 100 13 ±2,0 1,00 100 

0,05  100 ± 2,5 0,92 100 12 ± 1,5 0,90 84 

0,1 93 ± 2,8 0,85 100 11 ± 1,1 0,83 75 

0,5 101 ± 2,8 0,92 100 3,0 ± 0,0 0,22 78 

1,0 105 ± 6,5 0,96 100 3,0 ± 0,0 0,22 58 

CP 377 ± 24 3.44* 94 277 ± 46 20* 86 

TA1535 0 21 ± 7,2 1,00 100 5,3 ± 1,5 1,00 100 

0,05  19 ± 1,1 0,94 100 7,5 ± 0,7 1,41 68 
0,1 19 ± 2,3 0,92 100 9,5 ± 2,1 1,78 55 
0,5 32 ± 5,5 1,56 100 8,6 ± 1,5 1,63 59 
1,0 25 ± 0,5 1,21 85 7,0 ± 1,0 1,31 58 
CP 387 ± 35 18* 100 33 ± 7,2 6,25* 15 

TA1535NR 0 9.0 ± 1,7 1,00 100 20 ± 2,0 1,00 100 

0,05  8.0 ± 2,9 0,89 100 20 ± 3,6 1,00 89 

0,1 10 ± 0,0 1,11 100 18 ± 1,4 0,90 99 

0,5 11 ± 2,6 1,22 96 23 ± 6,5 1,18 91 

1,0 7.3 ± 1,1 0,81 100 19 ± 1,4 0,95 88 

CP 533 ± 68 59* 100 42 ± 7,0 2,10* 56 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade. 

Fonte: O autor, 2012. 
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6.2.2 Teste in vitro do micronúcleo com macrófago RAW 264,7 

 

 

A genotoxicidade do análogo PAMT 09 foi avaliada na utilização do teste do 

micronúcleo com macrófago RAW 264,7 (tabela 4). 

O análogo PAMT 09 induziu a formação de micronúcleos significativamente, nas 

duas menores concentrações utilizadas. Na maior concentração avaliada, observou-se 

diminuição de células em divisão (p < 0,05) e um aumento de células em apoptose (p < 0,05) 

e necrose, indicando efeito citotóxico dose-dependente. 

 

Tabela 8 - Teste do micronúcleo com macrófagos RAW 264.7 utilizando o análogo do 

Megazol PAMT 09 

Análogo µg/mL ‰ I.Mi.
  

± DP 

% Apop.
 

% Necr.
 

 % Sobr. % Micronúcleo  

± DP
 

0 DMSO 6,0 ± 4,2 0,06 0,12 

 

99,8 

 

0,7 ± 0,4 

     
  

  1,0 2,8 ± 1,6 2,68 0,00 

 

97,3 

 

4,0 ± 4,7 

PAMT 09 10 1,2 ± 0,7* 7,32 0,06 

 

92,6 

 

2,7 ± 1,7* 

  100 1,2 ± 1,7* 24,7* 0,22 

 

75,0* 

 

0,4 ± 0,2 

     
  

 CP MNNG 5,2 ± 3,7 0.30 0,00 

 

99,7* 

 

2,8 ± 1,4* 
Legenda: Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de quintuplicatas; 0: controle negativo; CP: controle 

positivo; I.Mi.: índice mitótico; Apop.: apoptose; Necr.: necrose; Sobr.: sobrevivência; DP: desvio 

padrão; *Diferença significativa (p < 0,05). 

Fonte: O autor, 2012. 

 

 

6.3 PTAL 04-09 

 

 

6.3.1 Teste quantitativo de mutagenicidade e citotoxicidade 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens padrão (tabela 9), 

na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o análogo PTAL 04-09 não 

apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para as linhagens TA97, TA98 e TA102. No 
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entanto, houve efeito mutagênico na linhagem TA100 (p < 0,05), tanto na presença quanto na 

ausência de S9 mix. Comparativamente, o I.M foi menor na presença de metabolização 

exógena. 

No teste quantitativo de citotoxicidade, utilizando-se as linhagens padrão (tabela 9), 

observou-se resposta positiva, na presença de S9 mix, em todas as concentrações utilizadas 

para a linhagem TA100, e apenas na maior concentração para a linhagem TA98. A 

diminuição do I.M. observada para a linhagem TA100 pode ser justificada pela resposta 

citotóxica a qual pode mascarar o real efeito mutagênico detectado. 

 

Tabela 9 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA97, TA98, TA100 e TA102, 

na presença e ausência de S9 mix, com o análogo do Megazol PTAL 04-09 

PTAL 04-09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA97 0 87 ± 9,8  1,00 100 97 ± 25 1,00 100 

1,0  85 ± 95  0,98 97 74 ± 13 0,76 77 

5,0 100 ± 5,7 1,15 100 80 ± 13 0,82 73 

10 115 ± 16 1,33 100 78 ± 16 0,80 77 

50 143 ± 11 1,65 100 82 ± 9,6 0,85 77 

CP 625 ± 66 7,19* 71 929 ± 195 9,55* 99 

TA98  0 45 ± 1,5  1,00 100 18 ± 6,4 1,00 100 

1,0  66 ± 11  1,46 93 18 ± 8,5 0,98 100 

5,0 64 ± 3,0 1,40 100 17 ± 2,8 0,91 100 

10 65 ± 5,1 1,43 100 15 ± 1,5 0,82 71 

50 66 ± 7,0 1,45 100 16 ± 2,0 0,88 62 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3,95* 94 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

1,0  113 ± 12 0,94 100 129 ± 18 1,11 66 

5,0 165 ± 12 1,37 100 144 ± 14 1,23 59 

10 192 ± 9,4 1,59 100 169 ± 9.4 1,45 60 

50 439 ± 39 3,64* 100 297 ± 12 2,53* 55 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA102 0 254 ± 16 1,00 100 265 ± 12 1,00 100 

1,0  258± 19 1,02 100 266 ± 24 101 100 

5,0 262 ± 24 1,03 100 248 ± 9,1 0,94 100 

10 262 ± 31 1,03 100 260 ± 30 0,98 100 

50 274 ± 16 1,08 100 265 ± 7,6 1,00 100 

CP 2360 ± 312 9,28* 77 1817 ± 223 6,86* 100 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade. 

Fonte: O autor, 2012.  

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas da  

cepa TA98 (tabela 10), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o 
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análogo PTAL 04-09 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para as linhagens 

TA98NR, YG1021 e YG1024. 

Na ausência de metabolização exógena, o análogo PTAL 04-09 foi mutagênico para 

linhagem TA98/1,8-DNP6, em todas as concentrações utilizadas (p < 0.05). Este efeito pode 

estar relacionado à provavel ligação direta do mutágeno gerando resposta mutagênica 

positiva. O mesmo efeito não foi observado na presença de S9 mix, sugerindo-se que ocorreu 

geração de metabolitos intermediários sem potencial  mutagênico. 

No teste quantitativo de citotoxicidade do análogo PTAL 04-09, assim como ocorre 

nas concentrações utilizadas dos análogos PAMT 09 e PTAL 05-02, houve acentuado efeito 

citotóxico, independente de metabolização exógena, na linhagem YG1024. Houve também 

efeito citotóxico para a linhagem YG1021, na presença e ausência de S9 mix, nas maiores 

concentrações utilizadas. Este efeito pode estar relacionado à presença das enzimas 

nitroredutase e acetiltransferase que estariam metabolizando este análogo em intermediários 

tóxicos.  
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Tabela 10 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA98 e suas derivadas 

TA98NR, YG1021, TA98/1,8-DNP6 e YG1024, na presença e ausência de S9 

mix, com o análogo do Megazol PTAL 04-09 

PTAL 04-09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA98  0 45 ± 1,5  1,00 100 18 ± 6,4 1,00 100 

1,0  66 ± 11  1,46 93 18 ± 8,5 0,98 100 

5,0 64 ± 3,0 1,40 100 17 ± 2,8 0,91 100 

10 65 ± 5,1 1,43 100 15 ± 1,5 0,82 71 

50 66 ± 7,0 1,45 100 16 ± 2,0 0,88 62 

CP 501 ± 105 10* 81 36 ± 11 3,95 94 

TA98NR  0 17 ± 2,0  1,00 100 23 ± 3,7 1,00 100 

1,0 16 ± 3,0  0,94 99 16 ± 4,9 0,70 71 

5,0 20 ± 5,7 1,15 95 16 ± 6,6 0,69 70 

10 16 ± 0,0 0,91 99 16 ± 8,5 0,69 74 

50 19 ± 3,6 1,08 100 21 ± 7,9 0,89 67 

CP 36 ± 1,4 2,04* 10 928 ± 28 39* 40 

YG1021 0 17 ± 3,2  1,00 100 19 ± 3,0 1,00 100 

1,0  18 ± 3,5 1,06 75 12 ± 0,5 0,64 75 

5,0 16 ± 5,0 0,96 83 11 ± 4,3 0,56 76 

10 9,5 ± 0,7 0,55 84 10 ± 4,1 0,53 69 
50 9,0 ± 1,4 0,52 52 12 ± 4,0 0,61 57 
CP 117 ± 27 6,79* 83 992 ± 220 50* 48 

TA98/1,8-

DNP6 

0 110 ± 24  1,00 100 60 ± 6,6 1,00 100 

1,0  307 ± 58 2,78* 100 60 ± 11 1,01 91 

5,0 315 ± 21 2,85* 100 63 ± 2,1 1,05 94 

10 292 ± 11 2,64* 100 60 ± 7,5 1,01 97 

50 297 ± 22 2,68* 100 53 ± 6,2 0,88 90 

CP 710 ± 111 6,42* 100 59 ± 5,0 2,80* 97 

YG1024 0 12 ± 2,5   1,00 100 165 ± 6,6 1,00 100 

1.0  11 ± 3,5 0,93 20 118 ± 4,3 0,71 30 

5.0 14 ± 3,5 1,18 40 111 ± 9,6 0,67 30 

10 14 ± 4,9 1,19 30 62 ± 14 0,37 28 

50 4,5 ± 0,7 0,36 10 53 ± 14 0,32 22 

CP 251 ± 13 20* 34 1158 ± 347 6,99* 39 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade. 

Fonte: O autor, 2012. 

 

No teste quantitativo de mutagenicidade, utilizando-se as linhagens derivadas da 

TA100 e TA1535 (tabela 11), na presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix, o 

análogo PTAL 04-09 não apresentou potencial mutagênico (I.M. ≥ 2) para nenhuma das 

linhagens e concentrações utilizadas. 
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No teste quantitativo de citotoxicidade (tabela 11), há resposta citotóxica nas 

linhagens TA100, TA1535 e TA1535NR, apenas na presença de S9 mix. Esta resposta sugere 

o envolvimento das enzimas do citocromo P450 (S9 mix) na geração de compostos reativos 

por atividade oxidativa levando ao efeito tóxico deste análogo, independente de enzimas 

nitroredutase, nas linhagens TA1535 e TA1535NR. E o envolvimento das enzimas 

nitroredutase e do citocromo P450, apenas na linhagem TA100. 

 

Tabela 11 - Teste de mutagenicidade com cepas de S. enterica TA100 e suas derivadas 

TA100NR, TA1535 e TA1535NR, na presença e ausência de S9 mix, com o 

análogo do Megazol PTAL 04-09 

PTAL 04-09 g/mL  -S9 +S9 

  Média ± DP I.M. % Sobr. Média ± DP I.M. % Sobr. 

TA100 0 120 ± 23 1,00 100 117 ± 19 1,00 100 

1,0  113 ± 12 0,94 100 129 ± 18 1,11 66 
5,0 165 ± 12 1,37 100 144 ± 14 1,23 59 
10 192 ± 9,4 1,59 100 169 ± 9,4 1,45 60 
50 439 ± 39 3,64* 100 297 ± 12 2,53* 55 

CP 1556 ± 309 13* 100 246 ± 64 2,10* 89 

TA100NR 0 109 ± 10 1,00 100 13 ± 2,0 1,00 100 

1,0  86 ± 5,7 0,78 90 7,0 ± 1,7 0,51 97 

5,0 78 ± 9,0 0,71 90 10 ± 2,0 0,73 92 

10 78 ± 8,5 0,71 100 13 ± 1,4 0,95 100 

50 74 ± 7,0 0,68 94 13 ± 2,3 1,00 98 

CP 377 ± 24 3,44* 94 277 ± 46 20* 86 

TA1535 0 22 ± 3,2 1,00 100 5,3 ± 1,5 1,00 100 

1,0  21 ± 1,5 0,94 97 7,3 ± 1,1 1,38 41 
5,0 24 ± 2,0 1,09 95 8,3 ± 2,3 1,56 41 
10 25 ± 4,5 1,10 100 8,6 ± 1,1 1,63 39 
50 26 ± 1,5 1,18 93 5,6 ± 1,1 1,06 36 
CP 75 ± 12 3,31* 1.0 33 ± 7,2 6,25* 15 

TA1535NR 0 9.0 ± 1,7 1,00 100 20 ± 2,0 1,00 100 

1,0  9.0 ± 1,0 1,00 100 14 ± 5,0 0,73 52 
5,0 9.0 ± 1,4 1,00 100 14 ± 3,5 0,73 52 
10 9.0 ± 0,0 1,00 100 14 ± 2,5 0,73 34 

50 12 ± 0,7 1,39 100 19 ± 2,0 0,96 31 

CP 533 ± 68 59* 100 42± 70 2,10* 56 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: Índice de mutagenicidade em 

relação ao controle negativo; Sobr.: sobrevivência; *Diferença significativa (p < 0,05); Indicação em 

negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 para mutagenicidade e quando a sobrevivência celular < 70% 

para citotoxicidade.  

Fonte: O autor, 2012. 
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6.3.2 Teste in vitro do micronúcleo com macrófago RAW 264,7 

 

 

A genotoxicidade do análogo PTAL 04-09 foi avaliada na utilização do teste do 

micronúcleo com macrófago RAW 264,7 (tabela 12). 

O análogo PTAL 04-09 induziu a formação de micronúcleos significativamente, em 

nas duas maiores concentrações utilizadas. No entanto, houve diminuição do aparecimento de 

células em divisão (p < 0,05) e apoptose (p < 0,05), indicando efeito citotóxico dose-

dependente. 

 

Tabela 12 - Teste do micronúcleo com macrófagos RAW 264,7 utilizando o análogo do 

Megazol PTAL 04-09 

Análogo µg/mL ‰ I.Mi.
  

± DP 

% Apop.
 

% Necr.
 

% Sobr. % Micronúcleo  

± DP
 

0 DMSO 6,0 ± 4,2 0,06 0,12 

 

99,8 

 

0,7 ± 0,4 

     
  

  1,0 3,2 ± 2,4 1,50* 0,00 

 

98,5* 

 

1,2 ± 0,8 

PTAL 04-09 10 1,2 ± 1,4* 2,60* 0,00 

 

97,4* 

 

3,8 ± 1,6* 

  100 0,4 ± 1,4* 10* 0,00 

 

90,0* 

 

3,8 ± 1,9* 

     
  

 CP MNNG 5.2 ± 3.7 0,30 0,00 

 

99,7* 

 

2,8 ± 1,4* 
Legenda: valores expressos em média e desvio padrão (DP) de quintuplicatas; 0: controle negativo; CP: controle 

positivo; I.Mi.: índice mitótico; Apop.: apoptose; Necr.: necrose; Sobr.: sobrevivência; DP: desvio 

padrão; *Diferença significativa (p < 0,05). 

Fonte: O autor, 2012. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

Os 3 análogos (PAMT 09, PTAL 05-02 e PTAL 04-09) desenvolvidos a partir do 

Megazol apresentam poder tripanocida. Dentre eles, o análogo PTAL 04-09 (IC50 = 120 µM) 

é o mais sensível e tem atividade tripanocida mais próxima a do Megazol (IC50 = 9,9 µM). No 

entanto, os análogos, e todas sustâncias bioativas com a possibilidade para uso em humanos, 

precisam ser avaliados através de testes toxicológicos para determinar as concentrações 

seguras de uso. 

A primeira metodologia experimental recomendada para a avaliação toxicológica 

inicial de uma substância é o teste da mutação reversa bacteriana (teste da 

Salmonella/microssoma ou teste de Ames) (OECD, 1997). É importante apontar que a S. 

enterica expressa altos níveis de nitroredutases, enzimas que atuam na redução de 

grupamentos nitro podendo formar intermediários mutagênicos e citotóxicos. Acredita-se que 

estas enzimas seriam responsáveis pelo mecanismo de ação presente na resposta mutagênica 

em bactérias pelos compostos do grupo nitroimidazol, como o Megazol e seus análogos e 

derivados, e que poderiam atuar também em células de mamíferos.  

Com base nos resultados encontrados, utilizando as linhagens padrão de S. enterica, 

e organizados no quadro 5, correlacionou-se as concentrações mutagênicas e não 

mutagênicas, citotóxicas e não citotóxicas, com as concentrações de IC50 dos análogos, 

possibilitando determinar os limites seguros de uso. 

De acordo com os dados do quadro 5, os valores máximos de mutagenicidade e 

citotoxicidade encontrados dos análogos, assim como os valores sem este tipo de resposta, 

estão abaixo dos valores necessários para que estas substâncias bioativas apresentem atividade 

tripanocida. Então, possivelmente os valores seguros de uso devam ser reavaliados quanto a 

eficiência tripanocida. 

Porém, é importante comparar os resultados do teste de mutagenicidade e 

citotoxicidade dos análogos com os do Megazol presentes na literatura a fim de identificar as 

vantagens das modificações estruturais efetuadas nestes e determinar novas estratégias no 

desenvolvimento racional. 

Ferreira e Ferreira (1986) evidenciaram o efeito mutagênico do Megazol nas 

linhagens TA98 e TA102, a partir da concentração de 0.1 g/placa, tanto na ausência quanto 

na presença de S9 mix. No entanto, o mesmo efeito não foi verificado na linhagem TA100, ao 

contrário dos resultados obtidos no tratamento com o análogo PTAL 04-09. 
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Quadro 5 - Correlação dos valores de IC50 com as concentrações mínimas  mutagênicas e 

citotóxicas, e concentrações máximas não mutagênicas e citotóxicas do Megazol 

e seus análogos utilizadas no tratamento das linhagens padrão de S. enterica 

Substância IC50 

(M) 

< conc. 

mut. 

(M) 

> conc. sem 

efeito mut. 

(M) 

Relação IC50/ > 

conc. sem efeito 

mut. 

< conc. 

cit. 

(M) 

> conc. sem 

efeito cit. 

(M) 

Megazol 9,9 0,23 NE NE 4,5 2,3 

PTAL 05-

02 

522,4 NE 4,9 112 0,48 0,24 

PAMT 09 220 NE 3,6 61 NE 3,6 

PTAL 04-

09 

120 260 52 2,3 5,2 NE 

Legenda: valores de concentrações iniciais; Conc. mut.: concentração mutagênica; Conc. cit.: concentração 

citotóxica; mut.: mutagênico; cit.: citotóxico; NE: não encontrada. 

Fonte: O autor, 2012. 

 

A comparação dos resultados, nas linhagens padrão, do Megazol e de seus três 

análogos, evidenciou o grande intervalo existente entre a primeira concentração mutagênica 

do Megazol (0,1 g/placa) e a primeira mutagênica do análogo PTAL 04-09 (5,0 g/placa). 

Nos demais análogos (PAMT 09 e PTAL 05-02), não houve efeito mutagênico e citotóxico 

nas concentrações equiparadas (0,05 e 0,1 g/placa). Porém, nestas concentrações, houve uma 

tendência dose-dependente no aumento da morte celular, sugerindo que valores ainda maiores 

poderiam evidenciar ação citotóxica, assim como ocorre para o Megazol.  

Mello et al. (2009) (Apêndice) também evidenciaram o efeito mutagênico do 

Megazol nas linhagens padrão de S. enterica utilizando as seguintes concentrações: 0,005; 

0,01; 0,02; 0,05 e 0,1 µg/placa. A menor concentração mutagênica do Megazol encontrada foi 

de 0,005 µg/placa para a linhagem TA102 enquanto a menor concentração mutagênica (5,0 

µg/placa) das novas substâncias só foi encontradada para análogo PTAL 04-09, 1000 vezes 

maior. 

Desta forma, demonstrou-se a capacidade mutagênica do Megazol e a diminuição 

deste potencial para os análogos utilizando as linhagens padrão. No entanto, é importante 

considerar que, apesar desta diminuição do potencial mutagênico, há também a necessidade 

de um valor de IC50 maior para a manifestação do potencial tripanocida quando comparado ao 

Megazol, sugerindo que o grupo nitro da molécula responsável por esse potencial também é 

responsável pelo poder mutagênico. 
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Tendo em vista os resultados obtidos na análise mutagênica e citotóxica das 

linhagens padrão, foi interessante analisar o envolvimento das enzimas nitroredutases e 

acetiltransferases na ativação ou inativação metabólica dos análogos, na presença e ausência 

de S9 mix. Atribui-se efeito mutagênico, em bactérias, a metabolização de compostos nitro 

por este grupo de enzimas.  

É relatado que as enzimas nitroredutase e acetiltransferase estão relacionadas à 

ativação de aminas aromáticas (grupo imidazol) por sucessivas reduções por 2 elétrons, 

formando intermediários aril-hidroxilaminas e ácidos aril-hidroxâmico, sabidamente 

carcinogênicos e tóxicos (HEIN, 1988). Além disto, estes intermediários quando são 

metabolizados (hidroxilados) por enzimas acetiltransferase, geram metabólitos ésteres que 

formam adutos com proteínas e com DNA (YOSHIOKA et al., 1999). Então, sugere-se que 

este processo metabólico poderia estar envolvido no efeito citotóxico presente no tratamento 

da linhagem YG1024, supercompetente na síntese de acetiltransferase, com os 3 análogos 

utilizados.  

Em estudos utilizando o Megazol (MORAIS et al., 1998), com as linhagens TA98, 

TA98NR e TA98/1,8-DNP6, na presença e ausência de S9 mix, nas concentrações 0,05; 0,10; 

0,25 e 0,5 g/placa,  houve resposta mutagênica e citotóxica para todas as linhagens e 

concentrações, executando-se a TA98NR, deficiente na síntese de nitroredutases. Este 

resultado evidenciou a importância das enzimas nitroredutase na ativação mutagênica e 

citotóxica do Megazol, ao passo que a metabolização exógena S9 mix e as enzimas 

acetiltransferase, não parecem influenciar na resposta mutagênica e citotóxica, nestas 

condições.  

Na análise comparativa dos resultados de mutagenicidade do Megazol (MORAIS et 

al., 1998) e dos análogos, nas linhagens derivadas de TA98, foi possível constatar que o 

mecanismo de ação presente no potencial mutagênico do Megazol e de outros compostos do 

grupo nitroimidazol pode não estar presente nas concentrações utilizadas dos análogos. Na 

análise comparativa de citotoxicidade, houve similaridade na resposta citotóxica negativa da 

linhagem TA98NR, com exceção a maior concentração de PTAL 05-02 e PTAL 04-02. No 

entanto, houve divergência na análise dos resultados das linhagens TA98/1,8-DNP6 e TA98, 

demostrando a diminuição ou inibição do efeito tóxico dos análogos em comparação ao 

Megazol.  

Com base nos resultados encontrados, utilizando as linhagens de S. enterica 

deficientes e supercompetentes na síntese de nitroredutases e acetiltransferases, e organizados 

no quadro 6, correlacionou-se as concentrações mutagênicas e não mutagênicas, citotóxicas e 



71 

 

não citotóxicas, com as concentrações de IC50 dos análogos, possibilitando determinar os 

limites seguros de uso. No entanto, nas concentrações utilizadas, não houve valor seguro de 

uso. 

 

Quadro 6 - Correlação dos valores de IC50 com as concentrações mínimas  mutagênicas e 

citotóxicas, e concentrações máximas não mutagênicas e citotóxicas do Megazol 

e seus análogos utilizadas no tratamento das linhagens de S. enterica deficientes 

e supercompetentes na síntese de nitroredutases e acetiltransferases 

Substância IC50 

(M) 

< conc. 

mut. 

(M) 

> conc. sem 

efeito mut. 

(M) 

Relação IC50/ > 

conc. sem efeito 

mut. 

< conc. 

cit. 

(M) 

> conc. sem 

efeito cit. 

(M) 

Megazol 9,9 2,3 NE NE 4,5 2,3 

PTAL 05-

02 

522,4 0,24 NE NE 0,24 NE 

PAMT 09 220 NE 3,6 61 0,18 NE 

PTAL 04-

09 

120 5,2 NE NE 5,2 NE 

Legenda: valores de concentrações iniciais; Conc. mut.: concentração mutagênica; Conc. cit.: concentração 

citotóxica; mut.: mutagênico; cit.: citotóxico; NE: não encontrada. 

Fonte: O autor, 2012. 

 

Nos testes bacteriológicos, o efeito mutagênico dos análogos surgiu em sistemas 

metabólicos específicos. No entanto, mesmo que o efeito mutagênico e citotóxico estejam 

presentes em condições específicas, os análogos são considerados mutagênicos e citotóxicos. 

Desta forma, concentrações ainda menores deveriam ser testadas para mutagenicidade e 

correlacionando-las com suas atividades tripanocida. 

O teste do micronúcleo foi utilizado na avaliação do potencial genotóxico dos três 

análogos do Megazol na formação de células micronucleadas. Além disto, parâmetros como 

índice mitótico, células em apoptose e necrose foram mensurados para entender melhor o 

efeito genotóxico dos análogos trabalhados.   

Para que haja a formação de células micronucleadas, é necessário que exista divisão 

celular (índice mitótico). Ou seja, a diminuição do índice mitótico leva a diminuição de 

células micronucleadas. Em contrapartida, o aumento de células em apoptose ou necrose é um 

indício de dano celular, de efeito tóxico.  
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Os 3 análogos foram capazes de induzir a formação de micronúcleos, assim como, 

nas maiores concentrações, demonstraram potencial citotóxico pela dimunição do índice 

mitótico, aumento de células em apoptose e necrose, e diminuição da sobrevivência celular. 

O poder genotóxico do Megazol na formação de micronúcleos já foi relatada 

anteriormente (NESSLANY et al., 2004) e ratificada por outros testes toxicológicos (POLI et 

al., 2002). Os análogos também apresentaram efeito genotóxico. 

Os resultados foram importantes, pois revelaram os possíveis mecanismos de ação 

pelos quais os análogos do Megazol atuaram, assim como evidenciaram uma diminuição do 

efeito mutagênico e citotóxico em comparação ao Megazol, colaborando para o futuro 

desenvolvimento de novas substâncias bioativas mais seguras.  

Além disto, acredita-se que o efeito mutagênico encontrado nos testes 

bacteriológicos, e o efeito genotóxico, podem não estar presentes no tratamento in vivo. Como 

há a necessidade de confirmar estes resultados com estes testes, além de determinar a eficácia 

tripanocida dos análogos em modelos in vivo, estes resultados podem ser ratificados ou, como 

ocorre em determinados fármacos já em uso humano do grupo nitromizadol, não estarem 

presentes. 
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CONCLUSÕES 

 

 

a) Dentre os 3 análogos utilizados (PTAL 05-02, PAMT 09 e PTAL 04-09) no 

tratamento com as  linhagens padrão de Salmonella enterica sorovar 

Typhimurium, tanto na presença quanto na ausência de S9 mix, somente o 

análogo PTAL 04-09 foi mutagênico para a linhagem TA100. Os análogos 

PTAL 05-02 e PTAL 04-09 foram citotóxicos, na presença de S9 mix, para a 

linhagem TA100. O análogo PTAL 04-09 foi citotóxico, na presença de S9 mix, 

para a linhagem TA98. Os 3 análogos foram citotóxicos, na presença de S9 mix, 

para a linhagem TA1535; 

b) Os 3 análogos não foram mutagênicos para as linhagens deficientes na síntese de 

enzimas nitroredutase (TA98NR, TA100NR, TA1535NR), tanto na presença 

quanto na ausência de S9 mix. Os 3 análogos foram citotóxicos para as 

linhagens deficientes na síntese de enzimas nitroredutase, na presença de S9 

mix. Os 3 análogos não foram mutagênicos para a linhagem YG1021, 

supercompetente na síntese de enzimas nitroredutase, tanto na presença quanto 

na ausência de S9 mix. Os análogos PAMT 09 e PTAL 04-09 foram citotóxicos 

para a linhagem supercompetente na síntese de enzimas nitroredutase, na 

ausência de S9 mix, e os 3 análogos apresentaram este efeito na presença de S9 

mix; 

c) Os análogos PTAL 05-02 e PTAL 04-09 foram mutagênicos para a linhagem 

TA98/1,8-DNP6, deficiente na síntese de enzimas acetiltransferase, na ausência 

de S9 mix. Os 3 análogos não foram citotóxicos para esta linhagem. Os 3 

análogos não foram mutagênicos para a linhagem YG1024, supercompetente na 

síntese de enzimas acetiltransferase, tanto na presença quanto na ausência de S9 

mix. Os 3 análogos foram citotóxicos para a linhagem YG1024, tanto na 

presença quanto na ausência de S9 mix; 

d) Os análogos PAMT 09, PTAL 05-02 e PTAL 04-09 foram genotóxicos aos 

macrófagos RAW 264,7, induzindo formação de micronúcleo e efeito tóxico.  
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APÊNDICE - Teste de mutagenicidade com cepas de Salmonella typhimurium TA97, TA98, 

TA100 e TA102 na presença e ausência de S9 mix, com Megazol 

Legenda: valores são expressos como média e desvio padrão de triplicatas. CN (controle negativo): DMSO; CP 

(Controle Positivo, com e sem S9, respectivamente): 4-NQO e 2-AF (TA97), 4-NQO e 2-AF 

(TA98), AS e 2-AF (TA100), MitC (TA102); I.M.:Índice de mutagenicidade em relação ao controle 

negativo; * Diferença significativa (p < 0,05) entre os resultados de cada concentração utilizada e o 

controle negativo; D.P.: Desvio padrão; Sobr.: Sobrevivência; Indicação em negrito dos resultados 

com I.M. > 2 para mutagenicidade  e, sobrevivência celular  < 70 % para citotoxicidade. 

Fonte: MELLO et al., 2012. 

Cepas Megazol 

g/placa 

-S9 +S9   

 

 

TA97 

 Média ± 

D.P. 

I.M. % Sobr. Média ± 

D.P. 

I.M. % Sobr. 

CN 49 ± 19   1,0 100 123 ± 26 1,0 100 

0,005  90 ± 10  1,8* 100 176 ± 18 1,4* 100 

0,01 116 ± 7 2,3* 100 168 ± 7 1,3* 100 

0,02 142 ± 20 2,8* 100 273 ± 11 2,2* 100 

0,05 165 ± 25 3,3* 100 408 ± 7 3,3* 80 

0,1 266 ± 31 5,4* 100 548 ± 111 4,4* 80 

CP 514 ± 22 10,0 40 746 ± 101 6,0 100 

TA98 

 

CN 27 ± 4 1,0 100 40 ± 4 1,0 100 

0,005  38 ± 11 1,3 92 33 ± 1 0,8 100 

0,01 49 ± 5 1,8* 97 39 ± 7 0,9 100 

0,02 81 ± 2 2,9* 100 41 ± 14 1,0 70 

0,05 211 ± 22 7,7* 93 87 ± 2 2,1 75 

0,1 356 ± 35 13,0* 57 116 ± 14 2,8* 77 

CP 410 ± 43 15,0* 100 297 ± 112 10,0* 24 

TA100 

 

CN 129 ± 12 1 100 171 ± 1 1 100 

0,005  228 ± 13 1,7* 72 324 ± 47 1,8* 100 

0,01 366 ± 59 2,8* 98 569 ± 58 3,3* 100 

0,02 739 ± 29 5,7* 70 691 ± 106 4,0* 100 

0,05 1302 ± 247 10,0* 80 1203 ± 190 7,0* 100 

0,1 2109 ± 476 16,0* 57 2041 ± 319 11,0* 50 

CP 542 ± 38 4,1* 100 445 ± 111 2,6 97 

  TA102 

 

CN 197 ± 88 1 100 193 ± 77 1 100 

0,005  280 ± 4 1,4 100 408 ± 24 2,1* 100 

0,01 289 ± 45 1,4 100 459 ± 50 2,3* 100 

0,02 185 ± 80 0,9 100 594 ± 8,0 3,0* 100 

0,05 347 ± 38 1,7* 100 680 ± 60 3,5* 100 

0,1 313 ± 37 1,7* 100 666 ± 27 3,4* 100 

CP 1736 ± 83 8,7* 100 849 ± 195 4,3* 100 


