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A proteina priénica pode ser encontrada em mamiferos e embora suas fungdes biolégicas ndo sejam plenamente
conhecidas, sabe-se que desempenham papel importante na manutencao da saude neuronal e na modulagao da
plasticidade sinaptica, cruciais para o pleno funcionamento cerebral. Quando mal dobradas, a proteina priénica
saudavel (PrPC) se transforma em proteina pridnica scrapie com capacidade de resistir as enzimas proteoliticas. Desta
forma, se acumulam e formam agregados insollveis no cérebro, dando origem as Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EET). Estas causam alteragdes motoras e cognitivas, levando a uma neurodegeneragéo fatal.

O surgimento das EET pode ser oriundo de causas genéticas, esporadicas ou adquiridas. Embora possa levar
anos até a manifestagdo clinica, a partir do momento em que sintomas podem ser percebidos, estima-se que o
individuo possua até 13 meses de vida. N&o ha terapia eficiente para o tratamento e por acometer um a cada 1 milhdo
(atribuindo a ela a classificacdo de doenca rara), dificulta no desenvolvimento de terapias eficientes, visto que a
condugéo dos ensaios clinicos ¢ limitada.

Compostos aromaticos foram apontados por ensaio in silico como promissores e ao serem testados em células
da linhagem N2A (neurdnios de murinho), apresentaram comportamento promissor no que diz respeito a reducéo da
PrSC em células infectadas. As plataformas ChemSilico e Osiris previram auséncia de mutagenicidade para os
compostos J20 e J35, enquanto a Osiris e ACD/Percepta apontaram que os compostos Y13 e Y17 n&o apresentaram
nenhum ou baixo potencial de mutagenicidade.

Por isso, 0 objetivo geral do presente estudo se baseou na anélise da atividade dos compostos aromaticos anti-

scrapie oriundos de diferentes classes quimicas, a saber acilidrazonas, oxidiazéis e chalconas. Os compostos s&o:
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J8, J20, J35, Y13 e Y17. Os objetivos especificos foram: avaliar o potencial mutagénico das amostras e avaliar o
potencial citotoxico em células tumorais.

A metodologia utilizada para analise da mutagenicidade foi 0 Ensaio de Salmonella/Microssoma, mais conhecido
como Teste de Ames, utilizando as cepas TA98, TA100, TA102 e TA1535 da linhagem de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium na presenga e auséncia de metabolizagao exdgena, isto €, S9 mix (homogenato de figado de rato). Com
a cepa incubada previamente no dia anterior ao ensaio, o erlenmeyer contendo a cultura bacteriana foi retirada do
shaker. Em cada tubo de ensaio, foram adicionados 500uL de tamp&o fosfato 0,2 M (pH 7,4) para o ensaio sem
metabolizagdo exégena e 500uL para o ensaio com metabolizagdo exdgena, seguido de 100uL das amostras nas
concentragdes 5, 10, 20, 40 e 80uM, bem como 100uL de controle negativo que foi DMSO e 100 uL de controle
positivo. Por Gltimo, foram adicionados 100L de cultura bacteriana e apds 20 minutos de incubagao, o contelido com
top agar e LB foi vertido em placas de meio minimo e apés solidificado, foram incubadas a 37°C por 60 horas.

Para a avaliagao de citotoxicidade, foi realizado o ensaio de sal tetrazélico soluvel em agua (WST-1), utilizando
a linhagem celular HepG2 (hepatocarcinoma humano). Em placas de 96 pogos, foi realizada a cultura celular
adicionando 200pL de suspensdo com densidade de 1,5x104, tendo como controle positivo o Triton X-100 10% e
controle negativo o DMSO. Foram transferidos 100jL do sobrenadante e transferida para outra plca estéril e apos a
lavagem de cada pogo com PBS 1x, foi adicionada uma solugao do reagente (100 uL de meio DMEM + 10% de WST.
O tempo de tratamento para ambos os ensaios foram de 24, 48 e 72 horas e para a leitura, utilizou-se o
espectofotometro a 450 nm.

Para a anélise dos dados de todos os ensaios, foi utilizado o One-way ANOMA e pds-teste colerrativo de
Bonferroni para a determinag&o das diferengas estatisticas significantes (p < 0,05).

A amostra J8 apresentou um comportamento dose-dependente, onde o aumento da concentragdo resultou na
diminuigdo do nimero de coldnias, 0 que pode sugerir uma ag&o citotoxica induzida por J8 na presenca e auséncia
de S9 para a cepa TA98, TA100 e TA1535 — nesta Ultima, foi observado comportamento mutagénico. Para a cepa
TA102, houve 0 aumento no nimero de coldnias induzidas, dessa vez havendo o comportamento dose-dependentes
associado ao aumento da mutagenicidade, visto que para que haja 0 aumento de coldnias, antes é necessario que
as células bacterianas voltem a sintetizar histidina.

A amostra J20 ndo apresentou mutagenicidade (definida pelos seguintes critérios: IM>2; curva dose-resposta; e
analise estatistica) para as cepas TA98, TA100 e TA102 — para esta cepa, houve a diminuigao de coldnias na maior
concentragdo, sugerindo citotoxicidade. Para a cepa 1535, houve potencial mutagénico com IM>2 nas concentragdes
de 10 e 40pL/mL sem S9 e IM>2 para todas as concentragdes experimentadas, sendo a amostra mutagénica para a
cepa testada.

A amostra J35 demonstrou comportamento citotoxico para as cepas TA98 e TA100. Para a cepa TA102, o IM=1
para praticamente todas as concentragdes testadas, apresentando baixa mutagenicidade tanto na presenca quanto
na auséncia de metabolizagdo exdgena. Houve mutagenicidade para a cepa TA1535 com S9 mix, apresentando
citotoxicidade evidenciada pela presenca de col6nias peti nas concentragdes de 10 a 80uL/mL.

A amostra Y13 apresentou um comportamento sugestivo para a citotoxicidade nas cepas TA98 e TA100. Para a

cepa TA102 ndo houve mutagenicidade conforme os critérios estabelecidos para tal, tanto na presenga quanto na
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auséncia de S9 mix. Por Ultimo, para a cepa TA1535, foi observado um comportamento dose-resposta na auséncia
de metabolizagdo exdgena, entretanto, os nimeros de coldnias ficaram abaixo do CN. Na presenca de S9 mix, foi
visto um comportamento semelhante, mas superando o CN, sendo percebida mutagenicidade na concentragio de
20uL/mL seguida de uma queda abrupta de col6nias, indicando citotoxicidade evidenciada pela presenca de colénias
peti para as concentragdes de 40 e 80uL/mL.

Por Ultimo, a amostra Y17 houve a indicagdo de potencial mutagénico baseado no IM>2 para 80 pL/mL na
presenca de metabolizag&o exdgena na cepa TA98. Entretanto, de uma forma geral, 0 niumero de coldnias induzidas
foi menor que o CN tanto na presenga, quanto na auséncia de metabolizagdo exdgena - isto foi visto na TA98 e
TA100. Para a TA102, foi observado um aumento gradativo a medida que aumentou-se a concentragéo, mas néo foi
o suficiente atender os critérios que apontam para mutagenicidade. Na cepa 1535 foram observadas coldnias peti em
todas as concentragdes com S9, indicando citotoxicidade. As concentragdes de 20 e 40 pL/mL foram mutagénicas,
enquanto na concentragéo de 80 pL/mL a amostra foi citotdxica.

Quanto a viabilidade celular, em 72 horas de tratamento do ensaio de WST-1, todas as amostras foram citotéxicas
na maior concentragdo. Na concentragdo de 40 uL/mL, as amostras J20, J35, Y13 e Y17 apresentaram 70% de
citotoxicidade. Em 20 pL/mL, as mesmas amostras reduziram a viabilidade celular em mais de 50%.

Sendo assim, os resultados para o ensaio de modelo bacteriano indicam que os compostos indicam mais de um
tipo de mutag&do, mutagdes estas aumentadas na presenca de metabolizag&o exdgena. O ensaio WST indica reducéo
significativa da viabilidade celular em longos periodos de exposi¢éo. Pode-se concluir que os compostos testados

apresentados efeitos mutagénicos e citotéxicos — 0 compromete a sua utilizagéo a longo prazo.
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