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RESUMO 

ROCHA, C. M. R.  Avaliação dos efeitos tóxicos de novas substâncias bioativas: detecção 

de estresse oxidativo e mutagenicidade.   2018.  104 f. Dissertação (Mestrado) – Programa 

de Pós-Graduação Interunidades em Bioengenharia da Escola de Engenharia de São Carlos – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto e Instituto de Química de São Carlos da 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2018. 

 A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nos sistemas biológicos é 

contrabalanceada pelos sistemas antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. Quando há um 

desequilíbrio entre a geração de ROS e esses sistemas, ocorre um aumento dessas espécies 

reativas causando estresse oxidativo, que pode levar a danos a macromoléculas, como 

lipídios, proteínas e o DNA. Os fármacos doxorrubicina (antineoplásico) e benzonidazol 

(antiparasitário) são conhecidos por induzir efeitos colaterais que podem estar relacionados ao 

aumento de ROS. Além disso, ensaios de mutagenicidade demonstram que esses fármacos 

apresentam atividade mutagênica por danos oxidativos. O Grupo NEQUIMED desenvolve 

substâncias com potencial atividade antineoplásica e antiparasitária, as quais ainda não foram 

avaliadas em relação às propriedades tóxicas e genotóxicas. Dessa forma, o objetivo deste 

trabalho foi analisar as propriedades mutagênicas e de estresse oxidativo dessas novas 

substâncias, comparando aos fármacos benzonidazol e doxorrubicina. Para detecção de ROS 

foi realizado o ensaio fluorimétrico utilizando o marcador 2,7-diacetato de diclorofluoresceína 

(DCFH-DA) em linhagens celulares de hepatocarcinoma humano (HepG2) e fibroblasto de 

camundongo (Balb/C 3T3 clone A31). O estado redox destas células foi avaliado através da 

quantificação da expressão gênica e do conteúdo proteico das enzimas antioxidantes através 

das técnicas de qRT-PCR e Western blot, respectivamente. A atividade mutagênica foi 

analisada com o ensaio Ames miniaturizado Salmonella/microssoma utilizando a linhagem 

TA102 de Salmonella typhimurium que detecta agentes mutagênicos que causam danos por 

oxidação. Os resultados mostraram que as substâncias estudadas pelo Grupo não induzem 

aumento na produção de ROS ou induzem em menores níveis do que doxorrubicina e 

benzonidazol, além de levar a alterações menos proeminentes que os fármacos para a 

expressão das proteínas antioxidantes. No ensaio mutagênico, o benzonidazol apresentou o 

pior perfil, doxorrubicina e Neq0438 somente foram mutagênicos com ativação enzimática, 

enquanto Neq0551 foi inativo. Assim, as novas substâncias (Neq0438 e Neq0551) 

apresentaram um perfil melhor do que os fármacos de referência, tornando-os candidatos 

promissores para estudos in vitro e in vivo subsequentes. 

 

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigênio (ROS). Expressão enzimática. Teste Ames. 

Antiparasitários. Antineoplásicos. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

ROCHA, C. M. R.  Evaluation of the toxic effects of new bioactive substances: oxidative 

stress detection and mutagenicity. 2018.  104 f.  Dissertação (Mestrado) – Programa de Pós-

Graduação Interunidades em Bioengenharia da Escola de Engenharia de São Carlos – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto e Instituto de Química de São Carlos da 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2018. 

 

 The production of reactive oxygen species (ROS) in biological systems is 

compensated by the enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems. The excessive ROS 

production causes oxidative stress, which can damage important cellular macromolecules 

such as lipids, proteins and DNA. The drugs doxorubicin (antineoplastic) and benzonidazole 

(antiparasitic) are both known for their side effects, which can be related to the increase of 

ROS. Besides, mutagenicity assays show that these drugs have a mutagenic activity via 

oxidative damages. The research group NEQUIMED studies new substances with potential 

antineoplastic and antiparasitic activities, but their toxic and genotoxic properties have not 

been fully evaluated yet. Thus, the aim of this work is to assess the mutagenic potential and 

the oxidative stress generated by these substances, comparing them to benzonidazole and 

doxorubicin. The fluorimetric assay using the probe dichloro-dihydro-fluorescein diacetate 

(DCFH-DA) was used for ROS detection in human hepatocarcinoma (HepG2) and mouse 

fibroblast (Balb/C 3T3 clone A31) cell lines. The redox state of these cells was evaluate by 

qRT-PCR and Western blot methods to quantifying gene expression and protein content of 

the antioxidant enzymes. The mutagenic potential was assessed by the miniaturized Ames text 

with the Salmonella/microssome mutagenicity assay, using the TA102 strain of Salmonella 

typhimurium, which detects oxidation damages to the DNA. The new substances did not 

induce an increase on ROS production, or did in lower levels when compared to doxorubicin 

and benzonidazole. Moreover, reference drugs also induced greater changes on the expression 

of the antioxidant enzymes. Benznidazole had a higher mutagenic activity, while Neq0438 

and doxorubicin were mutagenic only when incubated with enzymatic activation. Neq0551 

was inactive for Ames assay. Therefore, these new substances (Neq0438 and Neq0551) had a 

better overall profile than the reference drugs, turning out to be promising candidates for 

further in vitro and in vivo studies. 

 

Keywords: Reactive oxygen species (ROS). Enzyme expression. Ames test. Antiparasite. 

Antineoplastics. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

 O desenvolvimento de novos fármacos é um processo longo e de alto custo, no qual a 

maioria das substâncias falha em fase pré-clínica e clínica de testes. Um dos motivos para 

esse insucesso está relacionado aos efeitos tóxicos que esses candidatos a fármacos causam 

quando testados em animais e pacientes. Para minimizar esses problemas, ensaios pré-clínicos 

vêm sendo aprimorados para melhorar a predição das propriedades dessas novas substâncias. 

 Existem diversos métodos e técnicas disponíveis para a avaliação de propriedades 

tóxicas em estágios iniciais no processo de desenvolvimento de fármacos, antes dos testes em 

animais e humanos. Os ensaios celulares são atualmente uma alternativa bem viável, cuja 

aplicação de diferentes técnicas tem como finalidade mimetizar as condições in vivo e, dessa 

forma, permitir o estudo de propriedades tóxicas importantes na determinação da segurança 

dessas substâncias. 

 O antineoplásico doxorrubicina e o antiparasitário benzonidazol são fármacos 

comercialmente disponíveis que induzem efeitos adversos aos pacientes. Muitos estudos 

mostram que esses efeitos indesejados podem estar relacionados com danos oxidativos, visto 

que ambos causam a elevação dos níveis de espécies reativas de oxigênio. O aumento dessas 

espécies leva ao estresse oxidativo, podendo causar danos em macromoléculas que compõem 

a célula como o DNA. 

 O Grupo de pesquisa NEQUIMED desenvolve estudos com novas substâncias 

bioativas que atuam como inibidores de cisteíno proteases e inibidores da via 

PI3K/AKT/mTOR, concedendo-os atividade antiparasitária e antineoplásica. As propriedades 

químicas e biológicas dessas substâncias vêm sendo avaliadas por diversas técnicas, incluindo 

os ensaios celulares utilizando culturas em monocamadas e tridimensionais. No entanto, os 

ensaios para a caracterização da segurança desses inibidores em relação às propriedades 

tóxicas e genotóxicas ainda estão em estágios inicias. Dessa forma, este trabalho visa avaliar 

os danos oxidativos e efeitos mutagênicos dessas substâncias em comparação com os 

fármacos benzonidazol e doxorrubicina. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Descoberta e desenvolvimento de novos fármacos 

 

 A descoberta e desenvolvimento de novos fármacos envolve um processo longo e 

complexo que possui um alto custo. Além disso, a maioria das substâncias falha na triagem 

clínica. Aproximadamente 10% das substâncias que chegam na fase clínica I são aprovadas 

pelo FDA (Food and Drug Administration) e os efeitos tóxicos representam uma das maiores 

causas para a falha dessas novas substâncias quando testadas em pacientes.
1,2 

Para minimizar 

o problema da toxicidade é importante a realização de ensaios pré-clínicos qualificados. Os 

diversos métodos usados para identificar potenciais riscos associados às moléculas podem ser 

divididos em três categorias gerais: estudo específico do perfil físico-químico e reatividade 

química, ensaios in vitro de toxicidade e ensaios de farmacologia molecular.
3
  

 Os ensaios in vitro apresentam vantagens como, por exemplo, poderem ser otimizados 

para ensaios em massa (HTS, High Throughput Screening). Desta forma, menores 

quantidades dos compostos testados e reagentes é necessária, além da própria redução do 

número de experimentos em animais. No entanto, esses ensaios devem gerar dados de 

qualidade suficiente para o aumento da probabilidade dessas moléculas serem seguras nas 

próximas etapas de testes em animais e humanos.
4
 A maioria das indústrias farmacêuticas tem 

focado nos processos tóxicos mais comuns quando testados em humanos, incluindo a 

hepatotoxicidade, toxicidade cardiovascular e toxicidade no sistema nervoso central.
5
 

 O efeito genotóxico também é um ponto muito importante a ser avaliado. Os testes 

designados para esta finalidade buscam identificar substâncias que possam reagir com o DNA 

e alterar sua estrutura nativa. Essas alterações podem ocorrer por mutações gênicas ou danos 

cromossomais e podem contribuir para a carcinogênese. Dessa forma, ensaios para elucidar 

este efeito tóxico são requeridos para que as substâncias avancem nos estudos.
3
 

 Além dos ensaios clássicos requeridos, existem muitas tecnologias relevantes sendo 

desenvolvidas para a toxicologia e as técnicas para estudos pré-clínicos estão se tornando cada 

vez mais sofisticadas e complexas. Deste modo, a predição do comportamento tóxico de 

novas substâncias bioativas está sendo aprimorada e pode aumentar as chances de sucesso 

destas nas triagens clínicas.
6
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2.2 Ensaios celulares 

 

Dentre as diversas ferramentas e métodos aplicados na descoberta de novos fármacos, 

os ensaios celulares apresentam grande importância por estabelecerem uma conexão entre os 

estudos enzimáticos e biofísicos (que usam o alvo macromolecular isolado) e os ensaios in 

vivo, que apresentam elevada complexidade devido ao uso de animais.
7
 Dessa forma, estes 

ensaios podem descrever vários aspectos fundamentais para a compreensão da relação entre a 

substância bioativa e o sistema biológico.
8
   

As células utilizadas para estes ensaios devem representar os sistemas biológicos e 

expressarem os fatores necessários nos processos de sinalização.
9
 Para isto, vários tipos e 

fontes de células são usadas: linhagens imortalizadas, células primárias, linhagens de câncer 

humano, células-tronco, células-tronco mesenquimais, células-tronco embrionárias e células-

tronco pluripotentes. Cada tipo de linhagem possui suas vantagens e desvantagens, no caso 

das células imortalizadas que são amplamente utilizadas, as vantagens são o baixo custo, fácil 

crescimento e reprodutibilidade. No entanto, suas características biológicas podem ser 

alteradas no processo de imortalização e elas podem não responder mais como as células de 

origem. As linhagens de câncer (um tipo de célula imortalizada) também são amplamente 

utilizadas para a triagem de substâncias na pesquisa farmacêutica, tanto pela facilidade de 

manutenção em cultura, quanto para a avaliação de compostos antineoplásicos, porém, essas 

células podem conter mutações que podem afetar os resultados nos experimentos.
10

   

 A maioria dos ensaios celulares HTS é feita em placas com múltiplos poços, as quais 

podem ser miniaturizadas para obter um grande número de poços e aumentar a quantidade de 

condições testadas em um mesmo experimento.
11

 Esses ensaios podem ser feitos utilizando 

culturas de células 2D convencionais ou culturas tridimensionais.
12

 Mais recentemente, o 

desenvolvimento de dispositivos de microfluídica tem aumentado, permitindo a avaliação dos 

efeitos das substâncias a longo termo, bem como o estudo das interações entre diferentes tipos 

celulares em um sistema biológico.
13

  

 As culturas de células 2D são amplamente utilizadas na triagem e descoberta de novos 

fármacos devido ao seu baixo custo e facilidade operacional. No entanto, esse modelo de 

cultura pode apresentar erros na predição de respostas tecido-específicas, que ocorre devido à 

perca da histologia original e interações limitadas entre as células e com a matriz 

extracelular.
12

 Por outro lado, as culturas 3D geralmente apresentam uma morfologia similar 
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ao que se é encontrado in vivo, incluindo as interações que são ausentes em culturas 2D.
14

  

Essas diferenças encontradas em cultura 3D fazem com que esse modelo responda diferente à 

tratamentos com substâncias bioativas, devido à expressão diferenciada de proteínas e 

cofatores importantes nas vias metabólicas. Dessa forma, culturas 3D são consideradas 

melhores na avaliação da resposta celular a tratamentos com fármacos. No entanto, ainda 

existem dificuldades na monitoração dessas respostas usando as técnicas convencionais para 

detecção da atividade celular.
10

    

 A utilização de culturas celulares provém muitos pontos toxicológicos para serem 

detectados, como estresses fisiológicos, genotoxicidade e carcinogenicidade. Existem muitos 

métodos e protocolos que oferecem abordagens para identificar esses efeitos e mecanismos 

tóxicos. Embora esses ensaios possuam limitações devido às adaptações das células em 

cultura, ainda assim fornecem um sistema biológico importante para investigar mecanismos 

moleculares e vias fisiológicas afetados por substâncias exógenas.
15,16 

 

2.3 Estresse oxidativo 

 

2.3.1 Sistema redox 

 A energia necessária para manter a homeostase celular é liberada através dos 

processos de oxidação, sendo importante na manutenção das estruturas e processos celulares. 

Essa energia vem da reação de moléculas orgânicas oxidáveis e isso resulta em um ambiente 

de redução nas células, formado pelos pares redox.
17

  

 O estado redox intracelular foi primeiramente definido como a taxa de formas 

oxidadas e reduzidas de pares redox, mas vem sendo utilizado como uma definição geral para 

o sistema redox celular.
17

 Para determinar o sistema redox intracelular seria necessário medir 

os pares redox presentes nas células, porém seria inviável medir todos os pares. Dessa forma, 

o par redox GSH/GSSG (glutationa reduzida/glutationa oxidada) pode ser usado como 

representativo para indicar alterações no sistema redox, visto que esse par representa um 

grupo muito grande de redutores, sendo considerado um tampão redox.
17,18 
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 O estado redox é mantido pelo equilíbrio entre a produção de ROS (Reactive Oxygen 

Species) e a ação de enzimas e sistemas antioxidantes não-enzimáticos.
17,19

 Quando há um 

desbalanço entre a produção de ROS e os sistemas antioxidantes, em que a formação dessas 

espécies é elevada, ocorre o estresse oxidativo,
20

 que pode levar a danos celulares devido à 

instabilidade eletrônica dessas moléculas e sua reatividade com estruturas intracelulares, 

como lipídeos, proteínas e DNA.
21,22 

 Esses danos oxidativos podem levar à perda da 

integridade e funcionalidade celular e acredita-se que podem desempenhar um papel chave no 

desenvolvimento de doenças, como o câncer, doenças neurodegenerativas, entre outras.
23,19 

 

 

2.3.2 Espécies reativas de oxigênio 

 Radicais livres são átomos ou moléculas que contêm número ímpar de elétrons, ou 

seja, possuem elétrons desemparelhados no último nível eletrônico, tornando-os altamente 

reativos.
24

 O oxigênio em seu estado fundamental (O2) é uma das substâncias mais 

importantes que geram radicais livres.
25

  Porém, o termo ―espécies reativas de oxigênio‖ não 

inclui somente os radicais livres, mas também átomos e moléculas que não apresentam 

elétrons desemparelhados na última camada, como o peróxido de hidrogênio (H2O2)
24

 

(Tabela 1). 

  

Tabela 1. Metabólitos de oxigênio (radicais e não radicais).
19

 

Nome  Símbolo 

 Radicais de oxigênio  

Oxigênio (bi-radical)  O2••
 

Ânion superóxido  O2•
- 

Hidroxila  OH• 

Peroxil  ROO• 

Alcoxil  RO• 

Óxido nítrico  NO• 

 Derivados de oxigênio (não radicais)  

Peróxido de hidrogênio  H2O2 

Peróxido orgânico  ROOH 
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Ácido hipocloroso  HOCL 

Ozônio  O3 

Aldeídos  HCOR 

Oxigênio singleto  
1
O2 

Peroxinitrito  ONOOH 

 

 O ânion superóxido (O2•
-
) é considerado a espécie reativa de oxigênio primária e pode 

interagir com outras moléculas para gerar espécies secundárias.
23

 O O2•
-
 é gerado através da 

redução de um dos átomos de oxigênio. Quando a redução ocorre por meio da superóxido 

dismutase (SOD) produz o H2O2 e o radical hidroxila (OH•), respectivamente.
26

 O OH• 

apresenta uma alta reatividade, sendo considerada a espécie mais potente em sistemas 

biológicos e é gerado através das reações de Felton, na presença de um metal de transição, 

sendo geralmente o ferro (Fe) ou o cobre (Cu), e de Haber-Weiss.
27,28

  

 As células são expostas a uma grande variedade de ROS, provindas de fontes 

endógenas e exógenas
19,29 

(Figura 1). Uma das principais fontes endógenas de ROS é a cadeia 

transportadora de elétrons da respiração mitocondrial, onde cerca de 1% a 2% do total de 

oxigênio consumido é desviado para formar ROS.
30

 Das fontes exógenas, uma das principais 

é através da interação com xenobióticos e fármacos, que geralmente formam ROS como 

subprodutos de sua metabolização.
19

 Devido ao aumento dos níveis de ROS causado por essas 

fontes, ocorre o acúmulo de danos oxidativos aos componentes celulares, tendo como 

principais alvos biológicos algumas proteínas, os lipídios de membranas e o DNA.
19,21,22 
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Figura 1. Fontes de formação de ROS.  

 

Adaptado de Kohen, R. e Nyska, A., 2002.
19

 

  

 Das espécies reativas de oxigênio, o radical hidroxila e o alcoxil são os principais que 

causam danos às proteínas, podendo ocorrer de forma direta ou indireta. Esses danos incluem 

peroxidação, danos a resíduos de aminoácidos específicos, alterações em suas estruturas 

terciárias, degradação e fragmentação. Como consequências a esses danos, podem ocorrer 

perda de atividade enzimática, alterações em funções celulares, interferência em potenciais de 

membrana e alterações nos tipos e níveis proteicos da célula.
31,32,33,34 

 Os danos aos lipídios são geralmente chamados de peroxidação lipídica e ocorrem em 

três estágios. O primeiro estágio é chamado de iniciação e envolve o ataque de um metabólito 

de oxigênio reativo, capaz de abstrair um átomo de hidrogênio de um grupo metileno no 

lipídio. Em seguida, o radical de ácido graxo restante retém um elétron e é estabilizado pelo 

rearranjo de sua estrutura molecular. Quando o oxigênio está em concentração insuficiente, o 

radical de ácido graxo reage com ele formando o radical peroxil (ROO•) durante o estágio de 

propagação. Esses radicais de ácido graxo podem por si só abstrair outros átomos de 

hidrogênio de moléculas de ácido graxo próximas. Dessa forma, uma única iniciação pode 

levar à uma reação em cadeia, resultando na peroxidação de todos os lipídios insaturados 

presentes na membrana. O último estágio, chamado de terminação, ocorre após a interação de 

um ROO• com outro radical ou com antioxidantes.
35,19 

 Espécies reativas de oxigênio podem interagir com moléculas de DNA, embora estas 

sejam bem protegidas e estáveis. Essas interações podem causar modificações das bases do 
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DNA, quebras nas duplas e simples ligações, perda de purinas, danos ao 2-desoxirribose, 

ligação cruzada com as proteínas do DNA e danos ao sistema de reparo. O radical hidroxila é 

o mais reativo e pode formar uma variedade de adutos, podendo atacar purinas e pirimidinas 

levando a formação de diversos produtos. A interação direta do DNA com outras ROS, como 

o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio, não leva a danos quando ocorre em 

concentrações fisiológicas. No entanto, essas espécies podem servir como fonte para outros 

intermediários reativos, como o OH•, NO• e O2•
-
, que podem facilmente atacar e causar danos 

ao DNA.
29,36 

 Embora o estresse oxidativo esteja associado a todos esses processos que causam 

danos celulares, ele ainda é essencial para o desenvolvimento e a existência celular.
37

 As 

condições oxidativas em níveis fisiológicos servem como estímulo para processos 

bioquímicos, tendo um papel chave na ativação de genes,
38

 no crescimento e na morte 

celular,
39

 na modulação de diversas reações químicas
40

 e é o principal componente do sistema 

de defesa contra bactérias e vírus.
41

 Além disso, ROS são importantes no controle da pressão 

sanguínea e atuam como mediadores na biossíntese de outras moléculas.
42,43 

 

2.3.3 Sistemas antioxidantes  

 Devido à contínua exposição a vários tipos de estresse oxidativo, as células 

desenvolvem mecanismos de defesa para a proteção contra metabólitos reativos. Um sistema 

de reparo eficiente contra danos oxidativos, consiste em enzimas e pequenas moléculas que 

podem reparar eficientemente um dano oxidativo em macromoléculas. O sistema de reparo de 

danos no DNA, por exemplo, pode identificar um aduto de oxidação, removê-lo e adicionar 

uma base não danificada.
44,45

 Além disso, moléculas que podem doar átomos de hidrogênio a 

moléculas danificadas também são consideradas como parte do sistema de reparo.
46

  

 O sistema antioxidante é dividido em dois grupos principais, enzimas antioxidantes e 

antioxidantes de baixa massa molecular. O grupo de antioxidantes enzimáticos é composto 

principalmente por proteínas como a superóxido dismutase (SOD), catalase, glutationa 

peroxidase (GPX) e as peroxirredoxinas (PRDXs), Figura 2. Essas enzimas possuem 

diferentes estruturas, massas moleculares, constantes de reação e são localizadas em 

diferentes compartimentos celulares, englobando todo o ambiente celular.
47

 O grupo 

antioxidante de baixa massa molecular é composto por vitaminas, hormônios e outras 
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moléculas pequenas capazes de prevenir danos oxidativos por interação direta e/ou indireta 

com ROS.
48,49

 Esse grupo possui algumas vantagens sobre os antioxidantes enzimáticos, 

como por exemplo o tamanho menor, que permite que essas moléculas consigam penetrar nas 

membranas celulares e se localizarem próximas ao alvo biológico.
49

  

 As enzimas SOD representam a primeira linha de defesa antioxidante enzimática, 

sendo responsáveis em catalisar a dismutação do O2•- a O2 e H2O2 (Figura 2).
50

 Elas possuem 

três isoformas, a citoplasmática Cu/ZnSOD (ou SOD-1), a mitocondrial MnSOD (ou SOD-2) 

e a Cu/ZnSOD (ou SOD-3), que é secretada para o ambiente extracelular.
51

 A SOD-1 é a 

principal isoforma intracelular, sendo responsável por 80% da proteína total. Essas enzimas 

possuem duas subunidades de 32 kDa e  são encontradas principalmente no citosol, mas 

também podem estar localizadas em outros compartimentos celulares, como na mitocôndria e 

no núcleo.
52

  

 A catalase é uma enzima homotetrâmera constituída por quatro subunidades de 60 

kDa. Essa enzima reage eficientemente com o H2O2 para formar água e oxigênio molecular, 

formando juntamente com a GPX, uma linha de defesa contra essa espécie reativa de oxigênio 

(Figura 2). Além disso, a catalase tem um papel importante na aquisição de tolerância ao 

estresse oxidativo em resposta adaptativa das células.
53

 Essa enzima está localizada 

principalmente nos peroxissomos, mas também pode ser encontrada na mitocôndria e no 

núcleo em menores concentrações.
54

    

 As glutationas, assim como a catalase, também convertem o H2O2 em água e oxigênio 

molecular e são encontradas principalmente no citosol. Essas enzimas se apresentam em 

grande parte como glutationa reduzida (GSH) e uma pequena porção na sua forma oxidada 

(GSSG), durante estresse oxidativo a GSH é convertida em GSSG pela glutationa peroxidase 

(GPX) e é revertida para a forma reduzida através da glutationa redutase (GR).
55

 A GPX 

catalisa a redução dos hidroperóxidos utilizando a GSH (Figura 2) e possui cinco isoformas 

encontradas em células de mamíferos.
56

  

 A GPX é a principal isoforma de glutationa, sendo responsável pela redução de 

hidroperóxidos de ácido de graxo e do H2O2. Essa enzima é mais expressa no fígado e nos 

rins, sendo encontrada no citosol e na mitocôndria. Em relação à sua estrutura, é formada por 

quatro subunidades de 80 kDa, contendo um selenocisteíno em cada uma. O ciclo redox da 

glutationa fornece a maior fonte de proteção contra baixos níveis de estresse oxidativo, 

enquanto que a catalase é a proteção mais significativa contra níveis mais severos.
50,56
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 Por fim, as peroxirredoxinas (PRDXs) formam outra classe com papel importante na 

desintoxicação de peróxidos. Elas pertencem a uma família de enzimas antioxidantes 

específicas de tiol, que catalisam a redução do H2O2 e outros tipos de hidroperóxidos na 

presença de tiorredoxinas ou glutationa.
57

 Essa classe de enzimas possui 6 isoformas 

identificadas em células humanas, que participam na regulação da sinalização celular, 

influenciando na diferenciação e proliferação das células, em respostas imune e protegendo 

proteínas sensíveis a radicais livres do dano oxidativo.
58

 As PRDX1, PRDX2 e PRDX6 estão 

localizadas no citosol, enquanto que a PRDX3 encontra-se restrita à mitocôndria, a PRDX5 na 

mitocôndria e no peroxissomo e a PRDX4 está localizada principalmente no retículo 

endoplasmático, sendo secretada para o ambiente extracelular.
59

   

 

  

 

Figura 2. Sistema antioxidante presente na célula: geração e neutralização de espécies reativas de oxigênio (a) e 

esquema simplificado da integração de enzimas no mecanismo redox (b). 

(a)  

 

 

(b) 
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Fonte: Adaptado de (a) Ajuwon, O. R. et al., 2015.
28

 (b) Aoyama, K. and Nakaki, T., 2015.
60

 

 

2.3.4 Ensaio de detecção de ROS  

 Muitas abordagens permitem a quantificação e avaliação de ROS em processos 

bioquímicos.  Essas abordagens podem envolver técnicas para quantificar radicais livres, 

marcadores de dano oxidativo e sistemas antioxidantes, envolvidos no sistema redox celular.
19

 

Um dos métodos mais utilizados para a quantificação de ROS é através da utilização de 

marcadores fluorescentes em sistemas biológicos.
61

 

 O ensaio fluorimétrico utilizando o marcador 2,7-diacetato de diclorofluoresceína 

(DCFH-DA) é uma das técnicas utilizadas para quantificar a produção de ROS intracelular.
62

 

O marcador DCFH-DA pode ser aplicado a estudos celulares devido às suas propriedades de 

permeabilidade na membrana celular e detecção de fluorescência ativada através da sua 

oxidação.
63

 No ambiente intracelular, o DCFH-DA é hidrolisado enzimaticamente através de 

esterases, assumindo a forma não-fluorescente DCFH. A presença de peroxidases é 

importante para a oxidação do DCFH em DCF, sua forma fluorescente (Figura 3).
64
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Figura 3. Mecanismo proposto para a atividade intracelular do DFCH-DA. 

 

Fonte: Adaptado de Aula, S., et al., 2015.
64

 

 

 O DCFH-DA é o marcador fluorescente mais utilizado para detectar H2O2 e estresse 

oxidativo, permitindo que os resultados sejam monitorados através de diversas técnicas de 

fluorescência. No entanto, a química redox intracelular do DCFH é complexa e existem 

muitas limitações que podem fazer com que o DCF não tenha sempre a mesma eficiência, 

devido à instabilidade desse marcador.
65

 Porém, mesmo com as limitações, o DCFH-DA pode 

ser utilizado na investigação de mecanismos úteis na sinalização redox.
66,67,68 

2.4 Mutagenicidade 

 

 O termo ―mutagenicidade‖ refere-se à alterações na sequência do DNA que causam 

danos mutagênicos, enquanto que o termo ―genotoxicidade‖ engloba danos mutagênicos e 

outros danos ao DNA, como a formação de adutos e quebras de fitas.
69

 A identificação de 

mutações ou danos cromossomais é um procedimento importante para garantir a segurança de 

novas substâncias. Desta forma, a atividade genotóxica pode ser avaliada a partir de diversas 

técnicas elucidadas na literatura.
70,71

     

 Mutações são alterações na sequência de nucleotídeos de uma curta região do genoma, 

em que algumas são pontuais, ocorrendo pela substituição de um nucleotídeo por outro, e 
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outras envolvem a inserção ou deleção de um ou mais nucleotídeos. As mutações pontuais, 

também chamadas de mutações de substituição, podem ocorrer por transição, na qual uma 

purina é substituída por outra purina ou uma pirimidina é substituída por outra pirimidina, ou 

podem ocorrer por transversão, em que uma purina é substituída por uma pirimidina ou vice-

versa. As mutações envolvendo inserções e deleções são chamadas de mutações frameshift, 

pois podem alterar o quadro de leitura do DNA e, quando ocorrem dentro de uma região 

codificante, interferem na tradução de uma proteína específica.
72,73

 A Figura 4 mostra a 

diferença entre uma mutação pontual ou de substituição e uma mutação por frameshift através 

da deleção de uma base. 

 

Figura 4. Exemplos de mutações por substituição e por frameshift. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 Mutações espontâneas e rearranjos dos cromossomos são processos celulares 

importantes que levam a alterações da estrutura do genoma e agem como ferramentas para a 

evolução. Essas mutações são ocasionadas por erros na replicação do DNA, nas quais não 

ocorre a revisão da síntese das novas fitas sintetizadas pela DNA polimerase e um nucleotídeo 

é inserido erroneamente em um local que não corresponde com seu par de base. Outras 

mutações ocorrem através da interação de agentes mutagênicos com o DNA, os quais podem 

alterar a estrutura dos nucleotídeos nas formas citadas no texto acima.
72

  

 Os efeitos das mutações podem variar muito dependendo do local danificado no 

genoma e do tipo celular. Muitas mutações não afetam a parte codificante do DNA, sendo 

consideradas indiretas. No entanto, mutações que modificam o DNA codificante podem 

alterar o fenótipo a ser produzido, sendo consideradas mais importantes. Além disso, 
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mutações em células germinativas são mais graves, pois podem transmitir essas alterações 

para as próximas gerações. A maioria das mutações herdadas não altera o fenótipo do 

organismo, porém, quando é alterado, pode ocorrer a perda ou ganho de função. As mutações 

que ocorrem em células somáticas embora não tenham um impacto evolucionário, quando 

ocorrem sistematicamente, induzindo o mau funcionamento celular, podem induzir o 

desenvolvimento de tumores.
72

 

 Devido a esses eventos que danificam o DNA constantemente, é essencial que as 

células tenham sistemas de reparo eficientes. O reparo do DNA é um processo 

bioquimicamente complexo, o qual envolve inúmeras proteínas e complexos proteicos que 

definem as vias de reparo e são responsáveis pela manutenção da integridade do genoma. As 

vias de reparo podem ser divididas em três tipos: reparo direto, reparo por excisão e reparo 

recombinacional. O reparo direto possui dois mecanismos principais, que são a 

fotorreativação, catalisada por enzimas pertencentes à família das fotoliases/criptocromos, e a 

reversão de bases alquiladas - catalisadas pelas DNA metiltransferases. O reparo por excisão 

pode ocorrer por excisão de bases, que ocorre quando uma única base do DNA é alterada, e 

por excisão de nucleotídeos. O reparo recombinacional é utilizado para lesões de quebras de 

fita dupla, possuindo duas vias principais, a recombinação homóloga e a junção de 

extremidades não homólogas, sendo que cada uma dessas vias possui enzimas necessárias 

únicas. Um composto químico pode levar a alterações deste sistema e de reparo do DNA, 

tendo efeitos tanto mutagênicos ou antineoplásicos.
74,75,76

   

 

1.4.1 Ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma 

O ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma desenvolvido por Bruce Ames e 

colaboradores na década de 1970, é um dos estudos realizados até hoje para a detecção de 

substâncias com atividade mutagênica,
77,78

 além de ser aceito pelas principais agências 

regulatórias.
79,80,81

 O teste consiste na reversão de uma mutação no genoma da bactéria 

Salmonella typhimurium, a qual a torna incapaz de produzir histidina, um aminoácido 

necessário para seu crescimento. No entanto, esta incapacidade em produzir histidina pode ser 

revertida através de mutações no gene responsável pela síntese desse aminoácido. Dessa 

forma, uma substância é considerada mutagênica quando há a reversão dessa mutação, 

promovendo o crescimento bacteriano.
82
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 Através desse ensaio é possível identificar substâncias mutagênicas que apresentem 

uma resposta positiva, induzindo a reversão da mutação na S. typhimurium que permite o seu 

crescimento. No entanto, no caso de resultado negativo, não pode ser descartada a 

possibilidade de mutagenicidade, devido a possível identificação de substâncias como falso-

negativo. Para tornar o ensaio mais sensível, as triagens são realizadas com mais de uma 

linhagem da bactéria (TA97, TA98, TA100 e TA102), uma vez que as substâncias podem 

levar a mutações a partir de mecanismos distintos.
82

 Além disso, uma fração microssomal 

(S9) é utilizada para observar se os metabólitos provenientes das substâncias bioativas 

induzem atividade mutagênica.
83,84 

 As linhagens de Salmonella typhimurium usados para este teste contêm diferentes 

tipos de mutações no operon da histidina. A linhagem TA98 apresenta mutação no gene hisD 

(hisD3052) que codifica a histidinol desidrogenase, enzima responsável pela catálise da fase 

terminal na biossíntese de histidina, apresentando como ponto preferencial para a reversão, 

oito resíduos repetitivos de GC, permitindo detectar compostos mutagênicos que causam 

deslocamento do quadro de leitura do DNA (frameshift). A linhagem TA100 possui a 

mutação hisG46 presente no gene hisG que codifica a primeira enzima do processo de 

biossíntese da histidina, através da substituição do códon selvagem GAG (CTC)- leucina, para 

o GGG (CCC)- prolina. Assim, essa linhagem detecta agentes mutagênicos que ocasionam 

substituições, principalmente neste par G-C. A linhagem TA102 contém a mutação ochre 

TAA no gene hisGe, que detecta eficientemente mutagênicos que causam danos oxidativos e 

agentes cross-link. Ela apresenta aproximadamente 30 cópias do plasmídeo que confere 

resistência à tetraciclina e contém o gene mutante hisG, determinando seu caráter auxotrófico. 

Além disto, contém o par de bases A:T no sítio crítico da reversão, detectando uma grande 

variedade de mutagênicos oxidativos e de agentes cross-links que atacam preferencialmente 

estes pares de base.
82

 Outras linhagens de Salmonella typhimurium também são utilizadas 

para aumentar ainda mais a sensibilidade do ensaio. Portanto, para obter resultados mais 

confiáveis em relação à atividade mutagênica total de um composto, é recomendável a 

utilização da combinação de várias dessas linhagens.
85

 

 Além das mutações no operon histidina, essas linhagens possuem mutações adicionais 

que aumentam a capacidade de detectar agentes mutagênicos. A mutação rfaΔ causa perca 

parcial da barreira lipopolissacarídea que possui na superfície da bactéria, a qual aumenta a 

permeabilidade de moléculas que não conseguem penetrar na parede celular bacteriana. Outra 

mutação adicionada é a uvrB que é a deleção de um gene que codifica o sistema de reparo do 
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DNA por excisão, resultando no aumento da sensibilidade de detecção de muitos agentes 

mutagênicos. Essa mutação se extende também ao gene bio e como consequência, essas 

bactérias também requerem biotina para seu crescimento. Uma terceira mutação adicionada é 

a pKM101, correnpondente ao plasmídio fator-R, que pode ser revertida por vários 

mutagênicos que são fracamente detectados sem esse fator, pois ele aumenta a probabilidade 

de erros no sistema de reparo do DNA. Além disso, a linhagem TA102 contém o plasmídio 

pAQ1, o qual possui a mutação hisG428 e um gene que lhe confere resistência a tetraciclina.
82

 

 A versão mais sensível desse ensaio consiste no método de pré-incubação, no qual as 

substâncias testadas são incubadas por 60-90 minutos com as bactérias antes de serem 

plaqueadas.
86

 O ensaio tradicional é realizado em placas de petri usando meio ágar, em que ao 

final do tempo de incubação as colônias revertentes são contadas.
87

 Porém, a nova versão para 

esse teste, chamada Ames II, consiste em uma técnica de flutuação em placas multi-poços, a 

qual utiliza um meio indicador de pH que altera a coloração dos poços revertentes indicando 

alto metabolismo celular.
88

 Esta versão permite a avaliação em HTS, pois necessita poucas 

quantidades das substâncias testadas e é realizada em placas de 384 poços, onde ao final do 

tempo de incubação, os poços revertentes são contados (Figura 5).
89

 

 

Figura 5. Protocolo do teste de flutuação em placas multi-poços. 

 

Fonte: Adaptado de Flückiger-Isler, S. e Kamber, M., 2014.
90
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 Os resultados desse ensaio são analisados através da comparação das substâncias 

testadas com o controle negativo, que consiste nas bactérias sem tratamento, contendo apenas 

o solvente utilizado. Para aumentar a sensibilidade do ensaio, são utilizados controles 

positivos para cada linhagem de Salmonella typhimurium, que são compostos conhecidos por 

ter alta atividade mutagênica para estas bactérias.
87

 Os resultados positivos são geralmente 

investigados por outros ensaios de mutagenicidade, incluindo ensaios com células de 

mamíferos, pois nem todas as substâncias que apresentam resultados positivos nesse ensaio, 

são necessariamente prejudiciais a humanos. Os resultados negativos também devem ser 

confirmados por outros ensaios, visto que podem existir falsos-negativos. Essas diferenças 

que podem ser encontradas nos resultados são geralmente devido às diferenças celulares, 

como os processos do metabolismo e reparo do DNA e as diferenças entre a fração 

microssomal S9 de ratos e humanos, visto que a de ratos é mais comumente utilizada.
91

 No 

entanto, o ensaio Ames vem sendo descrito como uma técnica eficaz na detecção de agentes 

mutagênicos e carcinógenos, sendo aconselhada para a avaliação de novas 

substâncias.
92,93,94,95 

 

 

1.5 Substâncias em estudo 

 

1.5.1 Inibidores de cisteíno proteases e da via PI3K/AKT/mTOR 

 O Grupo NEQUIMED, lotado no Instituto de Química da Universidade de São Paulo 

(IQSC-USP), atua no planejamento, síntese e avaliação de novas substâncias com potencial 

efeito antiparasitário e antineoplásico. Parte dessas substâncias atuam como inibidores de 

cisteíno proteases, com descrição de atividade inibitória em catepsina L e cruzaína,
96,97

 

enquanto outras agem como inibidores da via PI3K/AKT/mTOR.
98

 

 Catepsinas são endopeptidases lisossomais que estão envolvidas na degradação 

terminal de proteínas. Estudos mostram que essas proteases têm um papel importante no 

desenvolvimento de tumores, devido a sua expressão e atividade enzimática estarem 

aumentadas em tecidos tumorais e à relação delas em processos de invasão e metástase.
99

 A 

cruzaína, por sua vez, é uma enzima importante para o Trypanosoma cruzi, agente causador 
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da doença de chagas, sendo expressa durante todas as suas formas evolutivas.
100

 Estudos 

sugerem que essa enzima participa dos processos de adesão e invasão do parasita em células 

do sistema imune, os quais são mecanismos importantes no processo de infecção.
101

 Além 

disso, ela também pode contribuir para a manutenção da parasitologia no tecido cardíaco 

durante a fase crônica da doença.
102

  

 A outra classe de substâncias estudadas foi inicialmente desenvolvida por um dos 

coordenadores do grupo de pesquisa, o Prof. Dr. Andrei Leitão, que realizou um estudo in 

silico no qual foram identificadas novas substâncias que atuam como inibidores competitivos 

ao ATP na via PI3K-AKT-mTOR.
98

A mTOR é uma serina/treonina quinase com massa de 

289 kDA, presente em quase todas as células e frequentemente abordada como alvo 

terapêutico para o câncer. Essa quinase é parte de uma rota bioquímica que integra sinais 

celulares e extracelulares e serve como regulador central do metabolismo, crescimento e 

proliferação celular. Descobertas dos últimos anos mostram que essa via está desregulada em 

vários processos patogênicos, incluindo o câncer e diabetes tipo II.
103,104

  

 Devido ao envolvimento desses alvos no desenvolvimento de tumores e na doença de 

chagas, fica evidente a importância de estudos com esses novos inibidores. Muitas técnicas 

vêm sendo desenvolvidas no Grupo NEQUIMED afim de elucidar as propriedades químicas e 

biológicas dessas substâncias, bem como seus efeitos contra os fatores envolvidos nessas 

doenças. Porém, para esses inibidores avançarem no processo de desenvolvimento de 

fármacos, ainda faltam etapas importantes, como a investigação dos seus efeitos tóxicos. 

 

1.5.3 Substâncias de referência 

 

1.5.3.4 Benzonidazol 

 Atualmente, o benzonidazol é o único fármaco disponível no Brasil para o tratamento 

da doença de chagas.
105

 Este fármaco compõem a classe nitroaromática e estudos sugerem 

que seu principal mecanismo de ação consiste na geração de radicais livres e ROS que se 

ligam covalentemente à macromoléculas vitais ao Trypanossoma cruzi, parasita responsável 

pela doença, e promovem danos oxidativos.
106,107,108
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 O benzonidazol possui uma boa eficácia na fase aguda da doença, porém, a mesma 

resposta não é encontrada na fase crônica, devido à sua complexidade envolvendo 

mecanismos imunológicos, bem como a resistência do parasita.
109

 Além disso, seu tratamento 

leva à diversos efeitos colaterais que estão relacionados com a atividade enzimática de 

nitroredução.
110

 Em células de mamíferos, o grupo nitro (NO2) presente em sua estrutura é 

reduzido a um grupamento amino (NH2) por enzimas do tipo nitroredutase presentes nessas 

células hospedeiras, levando à formação de radicais intermediários e ROS. Essa redução 

enzimática é responsável por modificações covalentes em macromoléculas dessas células, em 

processos mediados por redutases presentes no citocromo P450.
108

  

 A seletividade farmacológica do benzonidazol ao T. cruzi se atribui ao fato de que as 

células de mamíferos possuem um melhor mecanismo antioxidante, quando comparado às 

células do parasito.
108

 No entanto, este fármaco apresenta alta toxicidade nas células 

hospedeiras, indicando que mesmo com um sistema antioxidante mais completo, este ainda 

não é suficiente na proteção contra benzonidazol. A sua biotransformação pelas enzimas 

hepáticas mostra ter alta relação com alterações na funcionalidade mitocondrial a qual pode 

estar ligada à sua natureza tóxica no fígado.
111

 Além disso, seus efeitos adversos incluem 

reações de hipersensibilidade, alterações dermatológicas graves e danos neurológicos 

periféricos,
112

 e em decorrência da interação de ROS com o DNA, foi demonstrada atividade 

mutagênica
113,114

 e correlação com tumores malignos em estudos in vivo.
115,116

  

1.5.3.5 Doxorrubicina 

 A doxorrubicina é um agente antitumoral amplamente utilizado que pertence à classe 

de compostos com estrutura similar, denominados antraciclinas. Este composto tem mostrado 

grande eficácia na morte de células tumorais em tumores líquidos e sólidos. No entanto, seu 

uso tem sido limitado devido à resistência adquirida em alguns casos e efeitos colaterais. O 

mecanismo pelo qual a doxorrubicina leva a morte celular ainda não é claro, sendo que alguns 

modelos já foram propostos, incluindo a superprodução de ceramida, formação de adutos de 

DNA, estresse oxidativo e inibição da topoisomerase II.
117

  

 O maior efeito colateral observado com o tratamento de doxorrubicina é a 

cardiomiopatia, causando danos às células que não estão se dividindo, nas quais a TOPIIβ é a 

forma mais presente. Já foi demonstrado que a depleção desse subtipo de topoisomerase 

protege ratos deste efeito colateral. Como a maioria dos fármacos antitumorais desenvolvidas 

são efetivas apenas em células crescendo de forma exponencial, a presença de células em 



37 

 

diferentes fases do ciclo celular e dentro do mesmo tumor é um grande desafio ao 

tratamento.
118

  

 Estudos mostram que a cardiotoxicidade gerada por doxorrubicina está relacionada 

com o estresse oxidativo nessas células, devido ao aumento nos níveis de ROS que induz 

peroxidação lipídica, juntamente com a deterioração miofibrilar e a desregulação do cálcio 

intracelular.
119

 É bem descrito que o ânion superóxido é gerado durante o ciclo redox de 

antraciclinas e convertido em radical hidroxila ou peroxinitrito, ambos oxidantes fortes e que 

podem induzir danos celulares.
120

 Outros estudos demonstram que além da cardiotoxicidade a 

doxorrubicina induz danos genotóxicos, como mutações e aberrações cromossômicas, nos 

quais o estresse oxidativo tem um papel importante.
121,122,123

 Além disso, há uma diminuição 

dos mecanismos de defesa antioxidante nas células cardíacas, promovendo juntamente com o 

aumento nos níveis de ROS, o desenvolvimento e progressão da cardiotoxicidade.
124

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 Neste trabalho foram avaliadas as propriedades mutagênicas e de estresse oxidativo 

desencadeadas por substâncias em estudo no Grupo NEQUIMED, com avaliação comparativa 

aos fármacos benzonidazol e doxorrubicina. 

  Para isso, alguns objetivos específicos foram estabelecidos, incluindo: 

 - Padronização da técnica de detecção de ROS utilizando o marcador fluorescente 

DCFH-DA nas linhagens celulares HepG2 e Balb/C (fibroblastos); 

 - Avaliação das substâncias pela técnica de detecção de ROS; 
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 - Avaliação do sistema antioxidante enzimático após tratamento com as substâncias 

em células HepG2; 

 - Padronização do ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma para as linhagens 

TA98, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium. 

 - Avaliação da atividade mutagênica por dano oxidativo utilizando a linhagem de S. 

typhimurium TA102.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Detecção de ROS 

 

3.1.1 Materiais e Reagentes 

 O marcador fluorogênico DCFH-DA (diacetato de dicloro-dihidro fluoresceína), o 

dimetilsufóxido (DMSO) e a substância de referência benzonidazol foram comprados da 

empresa Sigma-Aldrich®. A substância doxorrubicina foi obtida da Selleckchem LLC, EUA. 

O PBS e o sachê do meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sem vermelho 

fenol são da marca Cultilab®. FBS e tripsina foram adquiridos da empresa Vitrocell®. A 

solução de peróxido de hidrogênio (mínimo 29%, Synth) e outros reagentes foram de grau 

analítico. 

 

3.1.2 Linhagens celulares 

 As linhagens celulares Balb/C 3T3 clone A31 (fibroblastos de camundongo) e a 

HepG2 (carcinoma hepatocelular) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro 

(BCRJ). Estas células foram mantidas em frascos de cultura T75 a 37ºC, 90% de humidade 

em 5% CO2, até atingirem a confluência de trabalho em meio DMEM pH 7,2 (±0,2). Para a 

manutenção das células, após cada período de cultura efetivou-se uma nova passagem de 

frascos, com troca de meio de cultura a cada 48 horas. 

 

3.1.3 Padronização do ensaio de detecção de ROS 

3.1.3.1 Planejamento experimental 

 Foi realizado um planejamento de experimentos com composto central previamente 

estabelecido no grupo NEQUIMED pela Dra. Patrícia L. S. Bergo. Assim, os fatores 

determinados como relevantes para o ensaio foram as concentrações do marcador DCFH-DA 

e da solução de H2O2, além do tempo de incubação do marcador fluorogênico. Em seguida, 

determinou-se os limites máximos e mínimos da variação dos fatores e subdividiu-se estes em 
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uma faixa com variação de 5 pontos, incluindo os limites de máximo e mínimo. Portanto, 

foram determinadas as variações dos fatores relevantes ao ensaio (Tabela 2), com três 

parâmetros avaliados (concentração de DFCH-DA, tempo de incubação e concentração de 

H2O2) usando o controle positivo (linhagem celular, solução de DCFH-DA em PBS e solução 

de H2O2 em PBS) e o controle negativo (linhagem celular e solução de DCFH-DA em PBS 

para obter a produção natural de ROS pelas células).  

 A partir do planejamento experimental, foram realizados três ensaios independentes 

(n= 9). Primeiramente, as células em cultivo no meio DMEM foram adicionadas em placas de 

96 poços na concentração final de 1•10
5
 cel•mL

-1
 e incubadas a 37 ºC com atmosfera de 5% 

CO2 em 90% de humidade por 24 horas, a fim de que as células estivessem aderidas à 

superfície dos poços. O meio de cultura foi então retirado, os poços foram lavados com PBS e 

100 µL das soluções com diferentes concentrações pré-estabelecidas do marcador DCFH-DA 

foram adicionadas aos poços. Em seguida, após diferentes tempos de incubação, o meio 

contendo o marcador DCFH-DA extracelular foi retirado, os poços foram lavados 1 vez com 

PBS, e adicionou-se 100 µL das soluções de H2O2 aos poços de interesse. A quantificação foi 

realizada a partir da emissão imediata de fluorescência medida através do fluorímetro Biotek 

Synergy HT (λexc= 485/20/40 e λemis= 532/40).  

 

Tabela 2. Variáveis usadas para a padronização da detecção de ROS. Três fatores foram considerados: Tempo 

de incubação (tDCFH-DA), concentração do marcador DCFH-DA ([DCFH-DA]) e a concentração do peróxido 

de hidrogênio ([H2O2]). Como controle negativo foram utilizadas as células sem tratamento com H2O2. 

Ensaio tDCFH-DA (min) [DCFH-DA] (µM) [H2O2] (µM) 

1 15 500 250 

2 25 250 150 

3 25 250 350 

4 25 750 150 

5 25 750 350 

6 35 1 250 
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7 35 999 250 

8 35 500 50 

9 35 500 450 

10 35 500 250 

11 45 250 150 

12 45 250 350 

13 45 750 150 

14 45 750 350 

15 55 500 250 

 

 

3.1.3.2 Detecção de ROS induzida pelas substâncias de referência 

 A detecção de ROS gerada pelas substâncias benzonidazol e doxorrubicina foi 

quantificada. As células de fibroblastos e HepG2 foram cultivadas e plaqueadas em 

condições-padrão e, em seguida, o meio de cultura dos poços foi retirado e as células foram 

tratadas com as substâncias. Foram utilizadas as concentrações de 10 e 100 µM para o 

benzonidazol e 10 e 100 nM para doxorrubicina, concentrações que não apresentam efeito 

citotóxico nas linhagens utilizadas. Após o período de tratamento, o sobrenadante foi retirado, 

os poços foram lavados com PBS e o ensaio para detecção de ROS foi feito nas condições 

descritas para o ensaio de padronização. Como controle negativo foram utilizadas as 

linhagens celulares sem tratamento e como controle positivo as células tratadas com H2O2 na 

concentração de 500 µM. 
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3.1.4 Triagem das substâncias em estudo 

 Foram selecionadas 15 substâncias em estudo pelo grupo NEQUIMED, dentre elas 

inibidores de cisteíno proteases e inibidores da mTOR (Tabela 3), com potenciais atividades 

antineoplásicas e antiparasitárias. Essas substâncias foram testadas nas condições pré-

estabelecidas para o ensaio de detecção de ROS nas células de fibroblastos e HepG2. As 

linhagens celulares foram tratadas com concentrações de 10 e 100 µM das substâncias, por 24 

horas, e as substâncias de referência foram utilizadas no ensaio como controles positivos, 

juntamente com o H2O2. A partir dessa triagem inicial, duas substâncias foram selecionadas 

para os próximos ensaios celulares. 

 

Tabela 3. Descrição das substâncias utilizadas para o ensaio de detecção de ROS. 

Substâncias Estrutura Mecanismo de ação 

Neq0551 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

Neq0554 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

Neq0568 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

Neq0569 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

Neq0573 

 

Inibidor de cisteíno proteases 
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Neq0587 

(odanacatib) 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

(referência) 

E64 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

(referência) 

E64d 

 

Inibidor de cisteíno proteases 

(referência) 

Neq0438 

 

Inibidor da via PI3K/AKT/mTOR 

Neq0440 

 

Inibidor da via PI3K/AKT/mTOR 

Neq0636 

 

Inibidor de cisteíno protease 

Neq0677 

 

Inibidor de cisteíno protease 

Neq0682 

 

Inibidor de cisteíno protease 
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Neq0689 

 

Inibidor de cisteíno protease 

Neq0690 

 

Inibidor de cisteíno protease 

 

 

3.1.5 Detecção de ROS em curta e longa exposição aos tratamentos 

 O ensaio de detecção de ROS em curta e longa exposição aos tratamentos foi realizado 

com as substâncias Neq0438, Neq0551 e com os padrões doxorrubicina e benzonidazol na 

linhagem celular HepG2. As células foram cultivadas nas condições-padrão e tratadas durante 

6, 24 e 48 horas, com concentrações de 10 e 100 µM das substâncias, com exceção da 

doxorrubicina que foi utilizada em 1 e 0,1 µM. Após os tempos de incubação a detecção de 

ROS foi realizada. 

 

3.1.6 Detecção de ROS em esferoides de HepG2 

 O ensaio de detecção de ROS também foi realizado em cultura 3D que foi pré-

estabelecida no grupo utilizando esferoides da linhagem HepG2. Os esferoides foram 

formados através da técnica de flutuação forçada, utilizando placas de 96 poços com fundo 

redondo e de baixa aderência (Costar ultra low attachment (ULA)). Foram plaqueadas 2.000 

células/poço, que foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos, a fim de que as células 

formassem um aglomerado e, posteriormente, esferoides. Após três dias de cultura, os 

esferoides foram tratados com as substâncias nas concentrações de 10 e 100 µM para 

Neq0438, Neq0551 e benzonidazol; 1 e 0,1 µM para doxorrubicina. Depois de 24 e 48 horas a 

detecção de ROS foi feita utilizando o mesmo protocolo e controles estabelecidos para a 

cultura bidimensional.  
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3.2 Avaliação do sistema antioxidante enzimático 

 

3.2.1 Materiais e reagentes 

 Os reagentes utilizados para o qRT-PCR foram, clorofórmio, isopropanol, trizol, kit de 

DNase, Kit High Capacity e SYBR green adquiridos da Thermo Fisher Scientific e as 

sequências iniciadoras (primers) da Exxtend. Para o Western blot os reagentes foram, inibidor 

de protease (7X Ompelet Tablets mini EDTA) da marca Roche, o NP-40 e NEM (N-

etilmaleimida), adquiridos da Sigma-Aldrich®, as membranas de nitrocelulose da Bio-Rad, os 

anticorpos para catalase e PRDX1 da Cell Signalling, para PRDX2-6 da Abnova e para SOD1 

da Thermo Fisher Scientific. 

 

3.2.2 Estudo da expressão gênica (qRT-PCR) 

 Para verificar os níveis de expressão das principais enzimas que compõem o sistema 

antioxidante, foi realizado o ensaio qRT-PCR em parceria com o Prof. Dr. Anderson Ferreira 

da Cunha no Laboratório de Bioquímica e Genética Aplicada, na Universidade Federal de São 

Carlos (UFSCar) com supervisão da Me. Carla Peres de Paula. As células HepG2 foram 

tratadas em frascos de cultura T25 com as substâncias Neq0438, Neq0551 e benzonidazol na 

concentração de 10 µM, enquanto que para a doxorrubicina foi usado 0,1 µM, com incubação 

por 6, 24 e 48 h. Após cada período de tratamento as amostras foram ressuspendidas em 1 mL 

de trizol e congeladas a -80 ºC para posterior extração de RNA. Para isso, a mistura foi 

incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, a fim de que houvesse completa dissociação 

dos complexos núcleo-protéicos e posteriormente foram adicionados 200 μL de clorofórmio 

(CHCl3). Após agitação a amostra foi incubada por 3 minutos a temperatura ambiente e 

centrifugada por 15 minutos a 12.000 g em temperatura de 4ºC. A fase aquosa foi transferida 

para outro tubo, procedendo imediatamente para a etapa de precipitação com 500 μL de 

isopropanol gelado. Após homogeneização, foi realizado nova incubação por 10 minutos em 

temperatura ambiente seguida de centrifugação por 10 minutos a 15.000 g à 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionado 1 mL de etanol gelado a 75%, sendo 

realizada nova centrifugação por 5 minutos a 15.000 g à 4ºC. Por fim, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado de RNA colocado para secar por 10 minutos a temperatura 
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ambiente, sendo então ressuspendido em água livre de RNase incubado a 55ºC por 10 minutos 

e posteriormente colocado em gelo para solubilização total do RNA. 

As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro (NanoVue, GE Healthcare 

Life Sciences, Chicago, Illinois, USA) e a concentração das amostras foi ajustada para ≅ 900 

ng/µL e posteriormente avaliadas quanto à integridade em gel desnaturante de agarose. As 

amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam íntegras as duas subunidades 

ribossomais: 18S e 28S. Após a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em 

freezer -80ºC.  

Para retirar possíveis contaminações do RNA com moléculas de DNA, 1,0µg de cada 

RNA extraído foi tratado com 1,0 µL da enzima DNAseI (Invitrogen - Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 1,0 µL DNAseI reaction buffer com MgCl2 10X 

(Tris-HCl pH 8.4 200mM, MgCl2 20mM, KCl 500mM), num volume final de 10 μL. A 

reação foi incubada por 30 min à temperatura de 37
o
C e paralisada com a adição de 1,0 µL de 

EDTA 50mM e incubação por 10 min a 65
o
C. 

A síntese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAseI, através da 

reação de transcrição reversa, usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits 

(Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). À amostra 

de RNA tratada, foi adicionado 2,0 µL de 10X RT Buffer, 0,8 µL de 25X dNTP Mix (100 

mM), 2,0 µL de 10X RT Random Primers, 1,0 µL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase 

(50 U/μL), 1,0 µL de RNase Inhibitor, 3,2 µL de Nuclease-free H2O. A síntese de cDNA foi 

feita a 25
o
C por 10 minutos, 37

o
C por 120 minutos. A reação foi paralisada através de 

incubação a 85
o
C por 5 minutos. Para verificar a eficiência da reação da transcriptase reversa 

em sintetizar moléculas de cDNA foi realizada uma amplificação por qRT-PCR utilizando 

iniciadores para o gene endógeno beta actina (BAC). A amplificação adequada deste gene 

indica uma boa síntese de cDNA.  

A detecção de amplificação em tempo real foi feita no equipamento Step One Plus 

(Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) onde foi 

utilizado o reagente SYBR
®
 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems- Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), que emite sinal de fluorescência ao intercalar com 

DNA dupla-fita. Os primers foram desenhados no programa online OligoAnalyzer 3.1 

(Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa, USA), analisados quanto a formação de 

estruturas como hairpins e dimers e submetidos ao programa Blast 
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmação de especificidade. Como controle endógeno 

utilizou-se primers para amplificação do gene da beta actina (BAC). Em todos os casos foram 

feitos controles negativos, com água estéril substituindo a amostra. As amostras foram 

amplificadas em duplicatas. As reações foram preparadas em placas de 96 poços com tampas 

plásticas que permitem a passagem de luz. O programa usado foi: 95ºC por 10 min, seguido 

de 40 ciclos de 95ºC por 15 s e 60ºC por 1 min. Após a amplificação, a curva de melting foi 

determinada, através da variação de temperatura de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e 

novamente 95°C por 15s. Os primers utilizados neste estudo estão listados no Anexo B.   

A quantificação dos resultados se baseia na derivação da fórmula 2
-ΔΔCT

.
125

 As 

amostras estudadas tiveram a expressão relativa determinada. Os dados de Ct foram 

exportados para uma planilha no programa Excel (Microsoft Corporation) e, então, 

analisados. O ΔCt foi calculado utilizando as diferenças na média de Ct entre os genes alvos e 

seus controles endógenos. Após, o ΔΔCt foi calculado em relação a uma situação considerada 

como referência, que constitui a amostra calibradora. Em seguida, procede- se calculando o 2
-

ΔΔCT
.
125 

 

 

 

3.2.3 Quantificação do conteúdo proteico intracelular (Western blot) 

 O Western blot também foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Anderson Ferreira 

da Cunha no Laboratório de Bioquímica e Genética Aplicada - UFSCAR, sob a supervisão da 

Me. Karina Lopes Teixeira, para a quantificação das principais enzimas antioxidantes 

presentes nas amostras. Os tratamentos com as substâncias Neq0438, Neq0551, benzonidazol 

e doxorrubicina foram descritos no ensaio anterior. As amostras foram congeladas em PBS 

contendo inibidor de protease 7X (Ompelet Tablets mini EDTA) e NEM a 200 mM. Para a 

extração de proteínas foi utilizado uma solução de NP-40, contendo NaCl (150 mM), Tris-

HCl (60 mM), NEM (20 mM) e NP-40 (1 %), e a quantificação foi feita pelo método de 

Lowry. A concentração de 20 µg de proteínas foi padronizada para cada amostra, que foram 

então submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % e tampão Tris-glicina. As 

amostras foram transferidas para as membranas de nitrocelulose e foram incubadas com leite 

em pó desnatado a 9 % (Molico) durante 3 horas. Em seguida, as membranas foram lavadas 

com TBS/T e incubadas overnight com o anticorpo primário (Tabela 4).  Após a incubação, 

as membranas foram lavadas novamente com TBS/T e incubadas com o anticorpo secundário 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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durante 2 horas. Ao final, as membranas foram lavadas com TBS/T, foi adicionada a solução 

reveladora ECL Prime (GE Healthcare) e as membranas foram reveladas utilizando o 

ChemiDoc (Bio-Rad). Os resultados foram analisados no Software Image J. 

  

Tabela 4. Descrição dos anticorpos utilizados para o Western blot. 

Anticorpo primário Diluição Anticorpo secundário 

GAPDH 1:4000 Coelho 

Catalase 1:4000 Coelho 

SOD1 1:3000 Coelho 

PRDX1 1:3000 Camundongo 

PRDX2 1:300 Camundongo 

PRDX5 1:3000 Camundongo 

PRDX6 1:3000 Camundongo 

 

3.3 Ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma 

 

3.3.1 Materiais e reagentes 

 Para o ensaio de mutagenicidade a ampicilina foi adquirida da Sigma-Aldrich®, o mix 

S9, os compostos controles (2-nitrofluoreno (2-NF), N-óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) e o 

2-aminoantraceno (2-AA)) e o kit com os meios de cultura foram da BioReliance® - Moltox. 

 

3.3.2 Linhagens de Salmonella typhimurium 

 As linhagens TA98, TA100 e TA102 são da marca Molecular Toxicology, Inc. 

(Moltox®) e foram armazenadas a 2-8ºC antes de serem utilizadas. A Tabela 5 sumariza as 

características das linhagens. 
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Tabela 5. Características genotípicas e fenotípicas das linhagens de Salmonella typhimurium.
82

 

Linhagens                      Mutações His Plasmídeos Outras mutações Tipo de mutação detectável 

 TA98 hisD3052  pKM101 rfaΔ(uvrBchlbio) Frameshift   Deleção GC 

TA100 hisG46 pKM101 rfaΔ(uvrBchlbio) Substituição GC para AT 

TA102  pAQ1 (hisG428) pKM101    rfa Substituição AT para GC 

Onde: rfaΔ: Esta mutação leva à perda parcial da camada de lipopolissacarídeos da parede bacteriana (LPS), 

tornando a célula mais permeável a diferentes moléculas. uvrB: A deleção do gene uvrB elimina o mecanismo 

de reparo por excisão livre de erro (error free). A deleção se estende até o gene responsável pela síntese da 

biotina, tornando as linhagens dependentes de biotina. pKM101: Este plasmídio R contém um gene que causa 

aumento no sistema de reparo passível de erro (error prone). O plasmídio tem a resistência a ampicilina como 

marcador. 

 

3.3.4 Avaliação da eficácia dos controles 

 A eficácia dos controles do ensaio foi verificada em três linhagens de S. typhimurium 

(TA98, TA100 e TA102). Um disco de cada linhagem foi adicionado em 5 mL de meio de 

crescimento com 50 µL de ampicilina (25 µg/mL), seguindo de incubação a 37ºC sob 

agitação de 7 g por 17-18 horas, até atingirem a densidade ótica mínima de 2,0, que foi 

medida no espectrofotômetro DeNovix em λ= 600 nm. Para a pré-incubação com as 

substâncias controles, as linhagens foram diluídas em meio de exposição e foram transferidas 

para placas de 24 poços contendo 240 µL de meio de exposição com as bactérias e 10 µL da 

substância testada por poço. As bactérias foram então pré-incubadas por 90 minutos a 37ºC 

sob agitação a 7 g. Como controle positivo sem ativação metabólica foram usados: (i) 2-

nitrofluoreno (2-NF) e N-óxido de 4-nitroquinolina (4-NQO) para as linhagens TA98 e 

TA100; (ii) somente 4-NQO para a linhagem TA102. O controle positivo com ativação 

metabólica foi composto por 2-aminoantraceno (2-AA), juntamente com o mix S9 contendo a 

fração microssomal S9. Como controle negativo foram utilizadas as linhagens sem tratamento 

com as substâncias para verificar a reversão espontânea das mutações. Após a pré-incubação, 

foram adicionados 2,8 mL de meio indicador em cada poço da placa de 24 poços. O conteúdo 

de cada poço foi então transferido para 48 poços de uma placa de 384 cavidades, que foi 

incubada por 48 horas a 37ºC. Ao final do tempo de incubação, os poços que reverteram as 

mutações passaram a ter a coloração amarela e foram contados. 
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3.3.5 Avaliação das substâncias em estudo 

 As substâncias Neq0438, Neq0551, doxorrubicina e benzonidazol foram avaliadas 

pelo ensaio Salmonella typhimurium/microssoma utilizando os controles e as condições pré-

estabelecidas para o ensaio. Foram utilizadas seis concentrações para cada substância, sendo 

100 µM a maior concentração, seguida de uma diluição seriada para as substâncias Neq0438, 

Neq0551 e benzonidazol. No caso da doxorrubicina, a maior concentração usada foi 10 µM. 

 

3.4 Análises estatísticas 

Os resultados apresentados a seguir foram obtidos a partir de experimentos realizados 

em triplicatas com N= 3 para os ensaios de padronização, e em duplicatas com N= 3 para os 

ensaios de detecção de ROS e o ensaio Ames. Os dados foram tratados no Software Microsoft 

Excel 2013 e os valores de desvio padrão (DP) são apresentados. Estudos estatísticos de 

variância de médias (Teste ANOVA) foram realizados utilizando o Software GraphPad Prism 

6.0. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Detecção de ROS  

 

4.1.1 Padronização do ensaio de detecção de ROS 

4.1.1.1 Planejamento experimental 

Foram avaliadas as combinações dos três fatores em estudo: o tempo de incubação do 

marcador DCFH-DA, a sua concentração e a concentração do H2O2. O percentual de 

formação de ROS comparado ao controle negativo (100%) está representado nas Figura 6. A 

formação de ROS em HepG2 não variou tanto quanto em fibroblastos, onde neste último a 

formação de ROS foi maior no tempo de incubação de 35 minutos e nas concentrações de 500 

e 450 µM para o marcador DCFH-DA e H2O2, respectivamente. 

 Foi realizada uma superfície resposta das três condições testadas em HepG2 e células 

de fibroblastos (Figura 8), permitindo observar as condições que combinadas apresentaram 

melhor resultado na intensidade de fluorescência, sendo estas representadas na região ótima 

do gráfico (>1). As Figura 8A e 8D representam a combinação das concentrações do DCFH-

DA com os tempos de incubação, apresentando a região ótima aproximadamente entre as 

concentrações de 450 a 850 µM do DCFH-DA e 15 a 35 minutos de incubação para HepG2 e 

30-50 minutos para Balb/C 3T3 clone A31. A Figura 8B e 8E mostra a combinação entre as 

concentrações de H2O2 e os tempos de incubação, indicando a região ótima com concentração 

acima de 400 µM de H2O2 e tempos de incubação correspondentes ao anteriormente 

mencionados. Por fim, nas Figura 8C e 8F são representadas a combinação das concentrações 

do DCFH-DA com o H2O2, obtendo como região ótima concentrações acima de 400 µM para 

o H2O2 e de 500 a 800 µM para o DCFH-DA. Dessa forma, foram definidas as melhores 

condições para o ensaio nas duas linhagens celulares com a concentração do marcador DCFH-

DA em 500 µM, o tempo de incubação em 30 minutos e a concentração do H2O2 em 500 µM. 

As imagens da linhagem HepG2 tratada nas condições estabelecidas foram feitas através do 

microscópio de fluorescência invertido Evos XL (Figura 7).  
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Figura 6.  Formação de ROS pelo controle positivo (DCFH-DA + H2O2) em relação ao controle negativo (sem a 

presença de H2O2). 
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Figura 7. Células HepG2 sem tratamento (controle negativo) e tratadas com 500 µM de H2O2 após 30 minutos 

de incubação com 500 µM de DCFH-DA. 
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Figura 8. Superfície resposta e condição ótima atingida para as três variáveis analisadas em HepG2 (A, B, C) e 

fibroblastos (D, E, F). A coloração representada por > 1 abrange a região com as condições ótimas para cada 

combinação das variáveis. A e D) Combinação das concentrações do DCFH-DA com os tempos de incubação. B 

e E) Combinação das concentrações do H2O2 com os tempos de incubação. C e F) Combinação das 

concentrações do DCFH-DA e do H2O2.   
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4.1.1.2 Detecção de ROS nas substâncias de referência 

 A detecção da formação de ROS induzida pelas substâncias é demonstrada na Figura 

9. O percentual da formação de ROS foi determinado a partir do controle negativo (células 

sem tratamento), considerado como 100%. Para esses ensaios foram utilizadas concentrações 

dos compostos que não apresentam efeito citotóxico às células. Após 24 horas de incubação 

as duas substâncias induziram a formação de ROS nas duas linhagens celulares. Esse aumento 

dos níveis de ROS foi demonstrado por outros autores
108,126

 e essa alteração pode estar 

relacionada com os efeitos adversos que os tratamentos desses fármacos causam.
127,128,129 

 

Figura 9. Detecção de ROS em células HepG2 e fibroblastos tratados com doxorrubicina (Doxo) e benzonidazol 

(Benz) por 24 horas. Como controle positivo foi utilizado o H2O2 em 500 µM e como controle negativo foram 

utilizadas as linhagens celulares sem tratamento, sendo considerado como 100%. p*** < 0,001; p* < 0,005. 
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4.1.2 Triagem das substâncias em estudo 

 A triagem realizada em 15 substâncias em estudo no Grupo NEQUIMED e nos 

fármacos de referência, doxorrubicina e benzonidazol, é apresentada na Figura 10. Os 
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resultados são apresentados como porcentagem em relação ao controle negativo. Os novos 

inibidores não aumentaram os níveis de ROS na linhagem HepG2, enquanto que em Balb/C 

as substâncias Neq0551 e Neq0554 aumentaram aproximadamente 20% e o Neq0636 induziu 

78% em concentração mais alta (100 µM). Os fármacos de referência levaram ao aumento de 

ROS nas duas linhagens celulares. Em Balb/C ambos induziram aproximadamente 50%, já 

em HepG2 o benzonidazol induziu mais de 60% em concentrações de 10 e 100 µM e 

doxorrubicina levou ao aumento de aproximadamente 49%. 

 Algumas substâncias apresentaram respostas diferentes para as duas linhagens 

celulares, aumentando os níveis de ROS em Balb/C e em HepG2 não. As duas linhagens 

usadas nesta triagem apresentam diversas diferenças entre elas, como na composição de 

isoforma, expressão e atividade catalítica de enzimas que participam na metabolização de 

fármacos e xenobióticos.
130 

Além disso, as enzimas do citocromo P450, que são as principais 

metabolizadoras de fármacos, são expressas principalmente em hepatócitos e em menor 

quantidade nas células de outros tecidos.
131

 Embora a HepG2 apresente menores níveis dessas 

enzimas expressas em relação às células primárias,
132

 esta linhagem expressa essas enzimas 

metabolizadoras em maior proporção do que fibroblastos. Essas diferenças podem estar 

relacionadas com as respostas das células aos tratamentos com as substâncias Neq0551, 

Neq0554 e Neq0636, uma vez que o metabolismo mais rápido destes compostos pode ter 

levado a uma redução na produção de ROS. 
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Figura 10. Detecção de ROS nas substâncias em estudo pelo grupo NEQUIMED e nas substâncias de referência 

benzonidazol (Benz) e doxorrubicina (Doxo). O H2O2 foi utilizado como controle positivo em 500 µM. p*< 

0,005; p***< 0,001. 
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4.1.3 Detecção de ROS em curta e longa exposição aos tratamentos 

 Após a triagem das substâncias em estudo, os compostos Neq0438 e Neq0551 foram 

selecionadas para os demais ensaios realizados com HepG2. Esta linhagem celular foi 

selecionada para os demais ensaios devido às suas propriedades estruturais, funcionais e 

bioquímicas semelhantes às observadas in vivo, além de serem facilmente disponíveis. Tais 
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características tornam a HepG2 uma linhagem padrão utilizada como modelo in vitro para 

ensaios toxicológicos.
133,134,135

  

 O ensaio de curta e longa exposição foi feito em 6, 24 e 48 horas de tratamento com as 

substâncias selecionadas e com os fármacos de referência. Os resultados são apresentados 

como porcentagem do controle negativo na Figura 11. Neq0438 obteve um pequeno aumento 

nos níveis de ROS em 6 horas, decaindo para quase 20% a menos que o controle negativo 

com 24 horas e voltando aos níveis normais em 48 horas. Neq0551 induziu o aumento de 

aproximadamente 20% em 6 horas, voltando aos níveis normais em 24 horas e obteve um 

pequeno aumento em 48 horas. Doxorrubicina induziu um pequeno aumento em 6 horas, 

aumentando para quase 45% em 24 horas e retornando aos níveis normais em 48 horas. Por 

fim, o benzonidazol induziu aproximadamente 47% em 6 horas e 55% em 24 horas, decaindo 

para 25% em 48 horas. 

 

Figura 11. Detecção de ROS após tratamentos de 6, 24 e 48 horas com as substâncias Neq0438, Neq0551 e 

benzonidazol (Benz) em 10 µM e doxorrubicina (Doxo) em 0,1 µM. p*< 0,005; p***< 0,001. 
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 Rigalli, J. P. e colaboradores fizeram um estudo em células HepG2 utilizando 

concentração mais alta de benzonidazol (200 µM) em diferentes tempos de incubação, para 

investigar o sistema redox intracelular e os mecanismos adaptativos dos sistemas de defesa 

desencadeados para neutralizar os danos oxidativos. Diferente dos dados encontrados neste 

trabalho, eles mostraram níveis mais altos de ROS em curto tempo de tratamento (3 h), no 

entanto, em 24 horas ainda havia níveis significativos de ROS, que também começaram a 

decair em 48 horas.
136

 Além disso, estudos com doxorrubicina em outras linhagens celulares 

também obtiveram maiores níveis de ROS em 24 horas de tratamento.
137,138

 Panchuk, R. R. e 

colaboradores fizeram uma análise em curta e longa exposição de células-T leucêmicas à 

doxorrubicina e só observaram um aumento significativo na quantificação de H2O2 com 24 

horas de tratamento,
137

 assim como foi observado no presente estudo para células HepG2. 

 

4.1.4 Detecção de ROS em esferoides de HepG2 

 A detecção de ROS em esferoides de HepG2 foi feita após 24 e 48 horas de tratamento 

com as substâncias em concentrações de 10 e 100 µM para Neq0438, Neq0551 e 

benzonidazol; e 0,1 e 1 µM para doxorrubicina. Os tratamentos foram comparados com o 

controle negativo (esferoides sem tratamento) e os resultados são apresentados na Figura 12. 

Com 48 horas, a indução da formação de ROS não teve diferença para qualquer substância. 

Em 24 horas de tratamento, benzonidazol e doxorrubicina levaram ao aumento nos níveis de 

ROS, enquanto que Neq0438 e Neq0551 não tiveram diferença em relação ao controle 

negativo. O tratamento com 100 µM de benzonidazol aumentou aproximadamente 80% na 

quantificação de ROS, enquanto que a doxorrubicina aumentou aproximadamente 110% em 

0,1 µM e 80% em 1 µM. As imagens dos esferoides foram feitas com o microscópio de 

fluorescência invertido Evos FL (Thermo Fischer Sci.) e demonstram qualitativamente a 

maior fluorescência para o benzonidazol e doxorrubicina em relação às outras substâncias 

(Figura 13). 
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Figura 12. Detecção de ROS em esferoides de HepG2 tratados por 24 e 48 horas com as substâncias. Como 

controle positivo foi utilizado o H2O2 em 500 µM e como controle negativo foram utilizados os esferoides sem 

tratamento. p*= 0,005; p***= 0,001. 
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Figura 13. Esferoides de HepG2 tratados com 500 µM de DCFH-DA após 24 horas de tratamento com as 

substâncias. 
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 Embora os valores encontrados não tenham sido os mesmos para as culturas 2D e 3D, 

estas tiveram o mesmo perfil de resposta após tratamento com as substâncias, visto que em 

ambas culturas os fármacos de referência (benzonidazol e doxorrubicina) tiveram a maior 

quantificação de ROS em 24 horas de incubação, enquanto que Neq0438 e Neq0551 não 

induziram um aumento significativo. No entanto, em cultura 3D a quantificação foi maior 

para os dois fármacos, sendo que para doxorrubicina a formação de ROS foi 65% maior e 

para benzonidazol foi 25% (Figura 11 e Figura 12). Roegner, A. F. e Puschner, B. também 



62 

 

reportaram maior formação de ROS em cultura tridimensional de HepG2 utilizando o 

marcador fluorescente DCFH-DA.
139

  

 Estudos mostram que células tumorais geram maiores quantidades de ROS de forma 

endógena, elevando o estado redox intracelular. Isso está relacionado ao crescimento 

descontrolado dessas células, visto que a geração de grandes quantidades de ROS pode 

contribuir para a capacidade dos tumores em induzir mutações, suprimir inibidores de 

proteases e promover a invasão e metástase.
140,141 

Como as culturas tridimensionais 

mimetizam melhor o tumor in vivo, elas apresentam características que não são encontradas 

em culturas de monocamadas. Esferoides de HepG2 demonstram ter melhor expressão e 

funcionalidade comparados às culturas 2D. A organização das células e da matriz extracelular 

nos esferoides está correlacionada com a melhor regulação de genes metabólicos, com o 

aumento da produção de albumina, da atividade de transportadores de fármacos hepáticos e da 

expressão de enzimas do citocromo P450.
142,143

 Essas características podem explicar a 

diferença nos resultados encontrados neste trabalho em relação aos níveis de ROS produzidos 

pelas culturas 2D e 3D de HepG2.  

 Sauer, H. e colaboradores fizeram estudos com doxorrubicina em esferoides de DU-

145 (linhagem de câncer de próstata) e também mostraram que houve aumento nos níveis de 

ROS, o que gerou peroxidação lipídica das células.
144

 A peroxidação lipídica resulta na 

degradação oxidativa das membranas celulares, o que leva a alterações estruturais e nas suas 

propriedades de permeabilidade.
145 

Wartenberg, M. e colaboradores também reportaram 

estudos com esferoides de DU-145 utilizando doxorrubicina e o marcador fluorescente 

DCFH-DA. Eles mostraram que a expressão de Glicoproteína-P está relacionada ao 

metabolismo glicolítico das células tumorais e pode ser regulada por inibidores da glicólise 

através de mecanismos que envolvem mudanças no estado redox celular.
146

 Esses resultados 

encontrados na literatura corroboram com os resultados deste trabalho, mostrando que o 

fármaco doxorrubicina leva ao aumento da geração de ROS em maiores níveis em culturas 

3D.  
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4.2 Avaliação do sistema antioxidante enzimático 

 

4.2.1 Estudo da expressão gênica (qRT-PCR) 

 A expressão gênica de nove enzimas antioxidantes após tratamento da linhagem 

HepG2 com as substâncias Neq0438 (10 µM), Neq0551 (10 µM), doxorrubicina (0,1 µM) e 

benzonidazol (10 µM) é mostrada na Figura 14. Os tratamentos foram feitos em 6, 24 e 48 

horas e foram comparados com o controle negativo, composto pelas células sem tratamento. 

Os resultados são apresentados como porcentagem do controle e mostram que todos os 

tratamentos induziram alterações nos níveis de expressão gênica das enzimas, aumentando a 

expressão em todos os tempos de tratamentos. A substância Neq0438 levou a uma maior 

elevação nos níveis de mRNA de PRDX2 (132%), PRDX4 (303%) e PRDX5 (263%) em 6 

horas (Tabela 6). O Neq0551 induziu uma alteração maior em 48 horas, obtendo uma 

elevação mais pronunciada de mRNA de PRDX3 (98%) em 48 horas e PRDX4 (87%) em 6 

horas (Tabela 7). O fármaco doxorrubicina teve a maior alteração nos níveis de expressão das 

enzimas, chegando a aumentar 871% a expressão de PRDX4 em 24 horas (Tabela 8). O 

benzonidazol obteve uma alteração maior em 48 horas, porém teve um aumento maior para 

PRDX4 em 24 horas (Tabela 9). 

 

Figura 14. Quantificação da expressão gênica das enzimas antioxidantes em células HepG2 por meio do qRT-

PCR após tratamento com as substâncias em concentrações de 10 µM para o Neq0438, Neq0551 e benzonidazol 

(Benz) e 0,1 µM para doxorrubicina (Doxo). Valores dados como porcentagem do controle negativo. 
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Tabela 6. Expressão gênica das enzimas após tratamento com o Neq0438 em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase - - 8% 

GPX1 59% 21% 49% 

SOD1 61% 20% 14% 

PRDX1 19% 6% 35% 

PRDX2 132% 23% 32% 

PRDX3 - - 24% 

PRDX4 303% 67% 91% 

PRDX5 263% 32% 15% 

PRDX6 - 15% 17% 

 

 

Tabela 7. Expressão gênica das enzimas após tratamento com o Neq0551 em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase - 25% 13% 

GPX1 26% - - 

SOD1 12% 30% - 

PRDX1 21% 29% - 

PRDX2 57% 7% 41% 

PRDX3 - - 98% 

PRDX4 87% 72% 59% 

PRDX5 9% - 37% 

PRDX6 - - 74% 
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Tabela 8. Expressão gênica das enzimas após tratamento com doxorrubicina em 0,1 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase 70% 76% 43% 

GPX1 129% 250% 60% 

SOD1 40% 291% 64% 

PRDX1 76% 80% 50% 

PRDX2 12% 443% 48% 

PRDX3 6% 90% 76% 

PRDX4 237% 871% 52% 

PRDX5 92% 329% 95% 

PRDX6 - 26% 60% 

 

 

Tabela 9. Expressão gênica das enzimas após tratamento com benzonidazol em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase 18% 51% - 

GPX1 38% 56% 117% 

SOD1 16% 37% 93% 

PRDX1 18% 53% 111% 

PRDX2 42% 25% 90% 

PRDX3 - - 44% 

PRDX4 56% 429% 281% 

PRDX5 56% 49% 184% 

PRDX6 - - 116% 

 

 

 Esses resultados mostram que o aumento na expressão das enzimas antioxidantes foi 

correspondente ao aumento nos níveis de ROS. Os compostos Neq0438 e Neq0551 tiveram 
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maior aumento geral da expressão em 6 e 48 horas, o que também foi visto no ensaio de 

detecção de ROS, onde em 6 h teve o aumento máximo de ROS e em 48 h teve um pequeno 

aumento comparado à 24 h (Figura 11). Os resultados para doxorrubicina também condizem 

com os níveis de ROS, pois foi observado um grande aumento na expressão das enzimas em 

24 h, diminuindo bastante em 48 h, o mesmo perfil obtido na detecção de ROS (Figura 11). 

O benzonidazol, por sua vez, aumentou a expressão das enzimas em 24 h, porém, manteve 

uma alta indução em 48 h, que se justifica pelo seu perfil de indução de ROS, no qual teve um 

aumento maior em 24 h, porém, em 48 h de tratamento ainda foi observado altos níveis de 

ROS (Figura 11). 

 A PRDX4 apresentou nível de expressão gênica mais elevado após tratamento com as 

substâncias em estudo, com maior aumento para doxorrubicina. Esta proteína tem sido 

associada à regulação do fator de transcrição pró-inflamatório nuclear kappa B (NF-kB) e 

pode interagir com quinases responsivas ao estresse, proteínas de membrana e moduladores 

imunológicos.
147

 Vários autores reportam que a expressão da PRDX4 é alterada sob condições 

patológicas, como o câncer e diabetes, dessa forma ela é considerada um potencial 

biomarcador na predição de estágios iniciais ou de futuras doenças que envolvem a 

desregulação do sistema redox.
147

  

 As enzimas catalase, SOD e GPX são consideradas as principais antioxidantes e 

tiveram mais alterações através dos tratamentos com os fármacos doxorrubicina e 

benzonidazol, corroborando com o ensaio de detecção de ROS, no qual os dois fármacos 

aumentaram significativamente os níveis de ROS. A SOD catalisa a dismutação do O2•- a O2 

e H2O2, e representa a primeira linha de defesa enzimática contra ROS. A catalase decompõe 

o H2O2 em água e oxigênio molecular, desempenhando um papel importante na proteção 

celular contra danos reativos. E por fim, a GPX, que catalisa a conjugação de diversas 

espécies, incluindo o H2O2.
148,128

 Muitos autores reportaram estudos com doxorrubicina 

mostrando o aumento nos níveis dessas principais enzimas antioxidantes, tanto em relação à 

expressão, quanto à atividade enzimática. Além disso, grande parte estuda a expressão dessas 

enzimas como possíveis terapias contra a toxicidade gerada por este fármaco.
149,150,151,152

  

 Estudos com linhagens celulares resistentes à doxorrubicina mostram que essas células 

apresentam níveis de expressão elevados para as PRDXs, evidenciando que essas enzimas tem 

um papel importante contra a morte induzida por apoptose mediada por ROS.
153

 Alguns 

autores reportaram evidências do envolvimento da PRDX5 na quimioresistência da 
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doxorrubicina
154

 e além disso, Wang, T. e colaboradores mostraram o efeito das PRDX2 na 

sensibilidade da doxorrubicina, que decai com o aumento nos níveis de expressão gênica 

dessa enzima.
155

  

 

2.2 Quantificação do conteúdo proteico intracelular (Western blot) 

 O conteúdo proteico intracelular das enzimas catalase, SOD1, PRDX1, PRDX2, 

PRDX5 e PRDX6 foi quantificado após diferentes tempos de tratamento (6, 24 e 48 h) com as 

substâncias Neq0438 (10 µM), Neq0551 (10 µM), doxorrubicina (0,1 µM) e benzonidazol 

(10 µM), e os resultados são apresentados na Figura 15 como porcentagem do controle 

negativo. Não foi possível realizar a análise por Western blot com as outras enzimas utilizadas 

no qRT-PCR até o momento. 

 

Figura 15. Western blotting para a quantificação do conteúdo proteico utilizando GAPDH como normalizador 

endógeno. Os tratamentos foram feitos em concentrações de 10 µM para o Neq0438, Neq0551 e benzonidazol 

(Benz) e 0,1 µM para doxorrubicina (Doxo). Valores dados como porcentagem do controle negativo. 

  

 

 



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 



71 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O Neq0438 (Tabela 10) inibiu as enzimas antioxidantes em 6 h de tratamento, com 

exceção da PRDX5 que teve um aumento de 20%. Em 24 h houve um pequeno aumento de 

algumas enzimas (catalase, PRDX5 e PRDX6) e aumento de 20% da SOD1, enquanto as 

PRDXs 1 e 2 continuaram inibidas. Já em 48 h de tratamento, com exceção da PRDX6 todas 

as enzimas tiveram o conteúdo proteico aumentado. 

 O tratamento com o Neq0551 (Tabela 11) teve uma resposta semelhante ao Neq0438. 

Em 6 h houve a inibição de todas as enzimas, com maior inibição da PRDX6 (-67%). Após 24 

h de tratamento a catalase aumentou 33%, enquanto as enzimas PRDX1, PRDX2 e PRDX6 

continuaram inibidas. Por fim, em 48h houve um aumento das enzimas, com exceção da 

PRDX5 que foi inibida (-27%). 

 Doxorrubicina levou a maiores alterações comparada aos Neqs (Tabela 12). Em 6 h 

induziu a inibição das enzimas catalase (-33%), PRDX1 (-64%), PRDX2 (-49%) e PRDX6 (-

 15%), bem como o aumento da SOD1 (10%) e da PRDX5 (17%). Após 24h levou a baixa 

inibição das PRDXs 1, 2 e 6, enquanto a PRDX5 teve um grande aumento (142%), 
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juntamente com o aumento da catalase e SOD1. Com 48 h de tratamento induziu o aumento 

de todas as enzimas, com maior indução na PRDX6 (82%). 

 O composto que mais alterou o conteúdo proteico foi o benzonidazol (Tabela 13). 

Este fármaco levou a inibição das PRDXs e catalase em 6 h de tratamento, com maior 

inibição da PRDX1 (-71%), enquanto aumentou 28% da SOD1. Em 24 h induziu um grande 

aumento da SOD1 (130%) e PRDX5 (134%), juntamente com um aumento menor da catalase 

e PRDX6, e inibição da PRDX1 e PRDX2. Após 48 h levou ao aumento da catalase, SOD1, 

PRDX1 e PRDX2, enquanto as enzimas PRDX5 e PRDX6 foram inibidas. 

 

Tabela 10. Conteúdo proteico expresso após tratamento com o Neq0438 em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase -32% 13% 67% 

SOD1 -32% 20% 34% 

PRDX1 -53% -16% 57% 

PRDX2 -27% -34% 61% 

PRDX5 20% 7% 12% 

PRDX6 -30% 3% -3% 

 

 

Tabela 11. Conteúdo proteico expresso após tratamento com o Neq0551 em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase -35% 33% 59% 

SOD1 -34% - 15% 

PRDX1 -25% -40% 45% 

PRDX2 -36% -22% 30% 

PRDX5 -42% 1 -27% 

PRDX6 -67% -28% 21% 
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Tabela 12. Conteúdo proteico expresso após tratamento com doxorrubicina em 0,1 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase -33% 55% 19% 

SOD1 10% 14% 15% 

PRDX1 -64% -3% 20% 

PRDX2 -49% -13% 54% 

PRDX5 17% 142% 61% 

PRDX6 -15% -8 82% 

 

 

 

Tabela 13. Conteúdo proteico expresso após tratamento com benzonidazol em 10 µM. Valores dados como 

porcentagem do controle negativo. 

Enzimas 6 horas 24 horas 48 horas 

Catalase -26% 59% 70% 

SOD1 28% 130% 50% 

PRDX1 -71% -29% 57% 

PRDX2 -51% -39% 33% 

PRDX5 -23% 134% -42% 

PRDX6 -25% 21% -6% 

 

 

 Todas as substâncias testadas inibiram a catalase em 6 h de tratamento e induziram um 

aumento em 24 h, no entanto, a indução foi maior por doxorrubicina e benzonidazol, 

correlacionando com os altos níveis de ROS gerados por esses fármacos nesse tempo de 
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incubação. Benzonidazol e os Neqs aumentaram ainda mais a quantificação de catalase em 

48 h e isso também pode ser justificado pelo perfil de geração de ROS dessas substâncias. 

Mesmo com a diminuição de ROS em 48 h, o benzonidazol ainda levou a formação de níveis 

significativos, enquanto os Neqs mesmo não induzindo a formação de ROS acima do controle 

negativo, ainda aumentaram em relação a 24 h de tratamento, o que pode ter levado ao 

aumento desta enzima. Por outro lado, a doxorrubicina diminuiu a indução de catalase em 48 

h, correspondendo a sua geração de ROS que teve uma grande queda nesse tempo de 

incubação, chegando aos níveis do controle.  

 A enzima SOD1 também foi inibida pelos Neqs em 6 h de tratamento, no entanto, 

doxorrubicina e benzonidazol induziram seu aumento, o que pode estar relacionado com o 

grande aumento de ROS em 24 h por esses fármacos, visto que esta enzima gera H2O2 através 

da dismutação do superóxido, contribuindo para o aumento dessa espécie reativa de oxigênio. 

Além disso, diferente das outras substâncias o benzonidazol induziu um grande aumento de 

SOD1 em 24 h, o que pode estar relacionado com a sua produção de ROS em 48 h, também 

devido a geração do H2O2. 

 As peroxirredoxinas 1 e 2 tiveram o mesmo perfil de resposta para todas as 

substâncias, onde ambas foram inibidas em 6 e 24 h de tratamento, obtendo um aumento 

significativo em 48 h. Esses resultados mostram que essas enzimas podem estar relacionadas 

e que uma pode estar inibindo a outra. Sabe-se que a PRDX1 e a PRDX2 apresentam 91% de 

homologia, possuem o mesmo mecanismo catalítico e cinética de reação semelhante.
156

 

Estudos mostram que essas enzimas também possuem funções semelhantes, interagindo com 

diversas moléculas, como proteínas de membrana, receptores, proteínas redox, entre outras.
157

 

Além disso, altos níveis de peróxido podem levar à hiperoxidação dessas PRDXs, o que 

resulta na inativação da atividade de peroxidase e leva à formação de estruturas de alto peso 

molecular.
158

 

 Benzonidazol e doxorrubicina induziram um grande aumento da PRDX5 em 24 h, 

decaindo drasticamente em 48 h para benzonidazol, chegando a inibição de -42%. 

Doxorrubicina também diminuiu a indução em 48 h, mas ainda assim manteve um aumento 

de 62%. A PRDX5 também ajuda na eliminação de H2O2, portanto, seu aumento em 24 h 

pode ter colaborado para a diminuição de ROS induzida por doxorrubicina e benzonidazol, 

visto que em 48 h tanto a quantificação de ROS quanto da PRDX5 decaiu. No entanto, 

doxorrubicina manteve esta enzima aumentada em 48 h enquanto benzonidazol a inibiu, o que 
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pode estar relacionado com a maior queda de ROS nesse tempo de incubação para 

doxorrubicina. Além disso, doxorrubicina também induziu um alto aumento da PRDX6 em 48 

h, também contribuindo para manter baixos níveis de ROS.  

  Embora a atividade das enzimas aqui presentes não tenha sido avaliada neste trabalho, 

ela é reportada na literatura para os fármacos de referência, porém com resultados 

divergentes. Novaes, R. D. e colaboradores reportaram um estudo in vivo com benzonidazol, 

mostrando aumento da atividade dessas enzimas antioxidantes hepáticas.
127

 No entanto, 

outros estudos com benzonidazol mostram que não houve diferença na atividade enzimática 

da catalase e da SOD em 12 e 24 horas de tratamento, porém, a GPX teve um aumento de 

66% em 12 horas.
136

 Outros autores ainda reportaram que houve inibição da atividade das 

enzimas antioxidantes hepáticas durante tratamento com benzonidazol.
128

 Em relação à 

doxorrubicina, estudos in vivo utilizando ratos mostram que o seu tratamento leva ao aumento 

da atividade da catalase.
159

 Por outro lado, Hajra, S. e colaboradores reportaram que a 

administração de doxorrubicina inibiu a atividade das enzimas GPX, SOD e catalase em 

53,70%, 53,24% e 60,52%, respectivamente.
160

 Enquanto outros autores mostraram que o 

tratamento com doxorrubicina induziu o aumento da atividade da GPX, sugerindo que foi 

devido ao dano oxidativo da sua estrutura proteica.
161

 

 A partir desses resultados não foi possível estabelecer uma relação direta entre a 

expressão gênica e o conteúdo proteico das enzimas, isso pode ocorrer devido a uma série de 

possíveis eventos pós-transcricionais.
162

 No entanto, pode-se notar que todos os compostos 

induziram alterações no sistema antioxidante enzimático, de modo a controlar os níveis de 

ROS por eles induzidos. Foi possível observar um padrão de resposta entre o Neq0438 e o 

Neq0551, visto que ambos levaram a maior indução do conteúdo proteico de catalase e em 

níveis próximos. Para doxorrubicina e benzonidazol também foi observado um padrão 

semelhante, dado que os dois induziram o maior aumento do conteúdo proteico na PRDX5 e 

em 24 horas de tratamento. Além disso, o benzonidazol também induziu um grande aumento 

de SOD1 e catalase comparado às outras substâncias, o que juntamente com os resultados da 

geração de ROS indica que este fármaco foi a substância que induziu maior estresse 

oxidativo. 
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4.3 Ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma 

 

4.3.1 Avaliação da eficácia dos controles 

 Os controles para o ensaio de mutageniciade foram testados nas linhagens TA98, 

TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium. A quantidade de poços revertentes é mostrada 

na Tabela 14, que também indica a taxa de reversão padrão para cada linhagem e controle. A 

taxa de reversão foi estabelecida proporcionalmente aos dados encontrados na 

literatura.
87,163,90

 Todos os controles se enquadraram nas taxas de reversão, além de obterem 

uma diferença significativa entre os controles negativos e positivos, podendo serem usados 

como parâmetro para a avaliação das substâncias em estudo. Desta forma, o estudo prosseguiu 

com a avaliação das substâncias de interesse. 
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Tabela 14. Avaliação da eficiência das linhagens de Salmonella typhimurium. 

Linhagens Controles 
Poços revertentes 

(poços positivos/48) 
Taxa de reversão padrão* 

TA98 

Negativo (sem tratamento) 2 ≤ 8 

-S9 (4-NQO + 2-NF) 44 ≥25 

+S9 (2-AA) 45 ≥ 25 

    

TA100 

Negativo (sem tratamento) 4 ≤ 12 

-S9 (4-NQO + 2-NF) 25 ≥ 25 

+S9 (2-AA) 32 ≥ 25 

    

TA102 

Negativo (sem tratamento) 18 ≤  20 

-S9 (4-NQO) 48 ≥ 25 

+S9 (2-AA) 35 ≥ 25 

 * Os valores discriminados como padrão para os controles positivos são dados pelo fornecedor do kit. 

 

4.3.2 Avaliação das substâncias em estudo 

 A atividade mutagênica das substâncias foi avaliada utilizando a linhagem TA102 de 

S. typhimurium, que detecta danos oxidativos e agentes que causam ligações cruzadas no 

DNA. Os resultados foram avaliados pelo método ―regra de duas vezes‖, no qual a duplicação 

da taxa de reversão espontânea em uma concentração da substâncias testada constitui uma 

resposta positiva.
87

 Para isso, foi determinado o índice de mutagenicidade (IM) que consiste 

na razão da média dos poços revertentes induzidos pela média dos revertentes espontâneos e 

quando o IM é 2,0 ou mais, é considerado uma indicação significativa de mutagenicidade.
164

 

 O Neq0551 não apresentou atividade mutagênica com ou sem ativação metabólica 

(Tabela 16). O Neq0438 e o fármaco doxorrubicina apresentaram atividade mutagênica 

somente com ativação metabólica (Tabela 15 e Tabela 17), enquanto que o benzonidazol 

apresentou atividade mutagênica com e sem ativação metabólica (Tabela 18). 
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Tabela 15. Atividade mutagênica expressa pela média e desvio padrão do número de revertentes e índice de 

mutagenicidade (IM) da linhagem TA102 de Salmonella typhimurium exposta à diferentes concentrações do 

Neq0438 com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica. p*= 0,05; p***= 0,001. 

 

 

Tabela 16. Atividade mutagênica expressa pela média e desvio padrão do número de revertentes e índice de 

mutagenicidade (IM) da linhagem TA102 de Salmonella typhimurium exposta à diferentes concentrações do 

Neq0551 com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica. p*= 0,05; p***= 0,01. 

Tratamentos (µM) 
Número de poços revertentes     

(M ± DP) 
 Índice de mutagenicidade (IM) 

 -S9 +S9  -S9 +S9 

3,1 17 ± 8 27 ± 3***  1,3 2,0 

6,2 18,5 ± 7 33 ± 6***  1,4 2,4 

12,5 25,5 ± 12 28,5 ± 8***  1,5 2,1 

25 16,5 ± 7 21,5 ± 3  1,2 1,6 

50 13 ± 2 25,5 ± 2***  1,0 1,9 

100 23,5 ± 7 32,5 ± 4***  1,7 2,4 

C + 37,5 ± 8*** 30 ± 2***  2,8 2,2 

Tratamentos (µM) 
Número de poços revertentes     

(M ± DP) 
 Índice de mutagenicidade (IM) 

 -S9 +S9  -S9 +S9 

3,1 11 ± 2 24 ± 3  1,2 1,6 

6,2 10,5 ± 2 24,5 ± 10  1,2 1,6 

12,5 12 ± 5 21 ± 4  1,3 1,4 

25 6,5 ± 2 19,5 ± 8  0,7 1,3 
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Tabela 17. Atividade mutagênica expressa pela média e desvio padrão do número de revertentes e índice de 

mutagenicidade (IM) da linhagem TA102 de Salmonella typhimurium exposta à diferentes concentrações de 

doxorrubicina com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica. p*= 0,05; p***= 0,01. 

 

 

 

 

 

50 9,5 ± 2 25,5 ± 3  1,1 1,7 

100 7,5 ± 4 20 ± 5  0,8 1,3 

C + 22,5 ± 6*** 30 ± 9*  2,5 2,0 

Tratamentos (µM) 
Número de poços revertentes     

(M ± DP) 
 Índice de mutagenicidade (IM) 

 -S9 +S9  -S9 +S9 

0,3 20 ± 9 44.5 ± 2***  1,4 2,6 

06 21,5 ± 12 26,5 ± 9  1,5 1,6 

1,2 14 ± 6 19 ± 4  1,0 1,1 

2,5 18,5 ± 4 29 ± 10*  1,3 1,7 

5 12 ± 3 43 ± 4***  0,9 2,5 

10 13,5 ± 2 41 ± 3***  1,0 2,4 

C + 42,5 ± 5*** 37 ± 3***  3,0 2,1 
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Tabela 18. Atividade mutagênica expressa pela média e desvio padrão do número de revertentes e índice de 

mutagenicidade (IM) da linhagem TA102 de Salmonella typhimurium exposta à diferentes concentrações de 

benzonidazol com (+S9) e sem (-S9) ativação metabólica. p*= 0,05; p***= 0,01. 

  

  

 A ativação metabólica com a adição da fração microssomal S9 não alterou a atividade 

mutagênica do benzonidazol, que também não foi dependente da concentração. O mesmo foi 

demonstrado por outros autores.
114,165 

Buschini, A. e colaboradores viram que o benzonidazol 

é mais potente para substituição de pares de base do que para indução de frameshift em S. 

typhimurium, o que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho, visto que a 

linhagem TA102 detecta substituição do par AT. Além disso, o fármaco induziu danos ao 

DNA analisados por meio do ensaio Cometa e mostrou atuar principalmente por meio da 

geração de ROS.
165

  

 Por outro lado, os tratamentos com doxorrubicina e com Neq0438 induziram atividade 

mutagênica apenas com ativação metabólica, mostrando a importância da adição da fração 

microssomal.
84

 A mutagenicidade da doxorrubicina já foi bem descrita na literatura utilizando 

o ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma.
166,167,168,123,169

 Kostoryz, E. L. e 

Yourteeindica, D. M. utilizaram a linhagem TA102 de S. Typhimurium e reportaram o 

Tratamentos (µM) 
Número de poços revertentes     

(M ± DP) 
 Índice de mutagenicidade (IM) 

 -S9 +S9  -S9 +S9 

3,1 20 ± 2* 37,5 ± 4***  2,5 2,2 

6,2 16 ± 2* 29,5 ± 4*  2,0 1,7 

12,5 16,5 ± 5* 26 ± 5  2,1 1,5 

25 17 ± 5* 29 ± 8*  2,1 1,7 

50 13 ± 2 36 ± 5***  1,6 2,1 

100 16,5 ± 2* 22 ± 4  2,1 1,3 

C + 37 ± 4*** 34 ± 4***  4,6 2,1 
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mecanismo oxidativo na mutagenicidade de doxorrubicina, mostrando que o Fe (III) é um 

elemento essencial nesse processo.
123 

Além disso, estudos mostram que a doxorrubicina 

também induz mutagenicidade em outras linhagens de S. Typhimurium (TA98, TA1538, 

TA100 e TA2637),
168,123,169

 e em vários estudos a adição da fração S9 para a ativação 

metabólica não modifica a resposta mutagênica para as linhagens TA98 e TA1538.
123,169,170 

 A linhagem TA102 contém um par de base AT no local da mutação em seu genoma, 

pelo qual detecta mutações de substituição. Diferente das outras linhagens de S. typhimurium 

mais utilizadas, a TA102 pode detectar uma variedade de mutagênicos oxidantes, incluindo 

raios-X, bleomicina, peróxido de hidrogênio, mitomicina C, entre outros.
171,172

 Os danos 

oxidativos ao DNA são associados a diversas doenças, na qual a principal e mais discutida é o 

câncer. Porém, esses danos também estão envolvidos em outras doenças, como por exemplo, 

doenças neurodegenerativas e doenças relacionadas ao envelhecimento.
173

    

 Das espécies reativas de oxigênio, o radical hidroxila (OH•) reage com maior 

facilidade com o DNA por adição às duplas ligações das suas bases; e por abstração de um 

átomo de hidrogênio a partir do grupo metil da timina e de cada uma das ligações C-H da 2-

desoxirribose. A adição à ligação dupla C5-C6 de pirimidinas forma principalmente radicais 

de aduto C5-OH e C6-OH e a abstração de átomos de hidrogênio de timinas resulta no radical 

alilo. Esses radicais são reduzidos ou oxidados dependendo de suas propriedades redox, 

ambiente redox e elementos da reação. A oxidação das purinas ocorre de forma similar, 

iniciando com a adição de OH• na posição C8, gerando como principais produtos os radicais 

8-hidroxi-7,8-di-hidroguan-8-ilo e 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina para 

guanina, e os radicais 8-oxo-7,8-dihidroadenina e 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine para 

adenina. Se não fossem as defesas celulares, como antioxidantes de baixo peso molecular, 

antioxidantes enzimáticos e reparo do DNA, os níveis de tais bases modificadas por oxidação 

representariam rapidamente a maioria das bases no DNA.
36,174

  

 A partir desses resultados pode-se notar que o benzonidazol apresentou maior 

atividade mutagênica para a linhagem TA102 do que as outras substâncias testadas. Além 

disso, o Neq0551 não apresentou atividade mutagênica para esta linhagem. Porém, outros 

ensaios são necessários para confirmar os resultados negativos e também para assegurar que 

essas substâncias não interferem em outros processos, as quais podem ser avaliadas utilizando 

outras linhagens de Salmonella typhimurium, como por exemplo, as linhagens TA98 e 

TA100, que foram discutidas nesse trabalho. 
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5 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

 O estresse oxidativo ocorre quando a produção de ROS excede a capacidade das 

defesas antioxidantes presentes nas células, o que pode levar à modificações químicas e 

funcionais de macromoléculas, prejudicando a homeostase celular. O antiparasitário 

benzonidazol e o antineoplásico doxorrubicina causam estresse e danos oxidativos. Isto 

demonstrado para os fármacos de referência tanto em células sadias (linhagem de fibroblastos 

de camundongo - Balb/C 3T3 clone A31), quanto na linhagem de hepatocarcinoma (HepG2). 

No caso de Neq0438 e Neq0551, estudadas no grupo de pesquisa, não foi observado uma 

alteração na formação de ROS tal qual os fármacos. Além disso, tanto doxorrubicina quanto 

benzonidazol levaram à alterações maiores no sistema antioxidante enzimático comparados às 

substâncias Neq0438 e Neq0551, observado em qRT-PCR e Western blot, o que suporta os 

resultados obtidos no ensaio de detecção de ROS em HepG2. 

 A atividade mutagênica por dano oxidativo também foi avaliada através do ensaio de 

mutagenicidade Salmonella/microssoma, utilizando a linhagem de Salmonella typhimurium 

TA102, que detecta mutações por danos oxidativos. Doxorrubicina e o Neq0438 apresentaram 

atividade mutagênica a partir da ativação metabólica, utilizando a fração microssomal S9, 

enquanto que o benzonidazol induziu atividade mutagênica com e sem ativação metabólica. O 

Neq0551 não apresentou atividade mutagênica. Logicamente, os resultados negativos não 

excluem por completo a possibilidade de mutagenicidade e outras linhagens de Salmonella 

typhimurium devem ser usadas para reduzir ainda mais a margem de erro. 

Por fim, pode-se concluir que as substâncias em estudo pelo Grupo NEQUIMED 

induziram menor estresse oxidativo comparadas aos fármacos de referência benzonidazol e 

doxorrubicina. Essa afirmação é suportada pelos resultados obtidos no ensaio de detecção de 

ROS, na avaliação do sistema antioxidante enzimático e no ensaio de mutagenicidade. Desta 

forma, as substâncias apresentam um perfil mais seguro, que permite progredir os estudos 

com Neq0551 e Neq0438 em ensaios in vivo. Além disso, os resultados trazem novas 

informações sobre o perfil tóxico dos fármacos de referência. 

 Os ensaios futuros para caracterização mais aprofundada destas substâncias em 

relação ao estresse oxidativo podem incluir a análise do sistema antioxidante enzimático 

utilizando esferoides como cultura, já que até o momento essa análise foi feita em cultura de 

células 2D, além de estudos da atividade enzimática dessas proteínas antioxidantes.   
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ANEXOS 

 

Anexo A. Apresentação da concentração ideal de cada par de primer determinada durante a padronização e 

eficiência de reação para cada gene alvo. 

Gene de interesse Concentração ideal Eficiência da reação 

PRDX1 300F/300R nM 95,439 % 

PRDX2 300F/300R nM 95,195 % 

PRDX3 100F/300R nM 107,98 % 

PRDX4 300F/150R nM 106,72 % 

PRDX5 100F/100R nM 96,10 % 

PRDX6 100F/100R nM 98,96 % 

β ACTINA 300F/150R nM 97,22 % 

CATALASE 150F/300R nM 101,92 % 

SOD-1  150F/150R 95,94 % 

GPX 300F/150R nM 96,57 % 
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Anexo B. Sequência dos primers que foram utilizados para o qRT-PCR. 

Primer Sequência 

PRDX1F 

PRDX1R 

TGTAAATGACCTCCCTGTTGG 

TATCACTGCCAGGTTTCCAG 

PRDX2F 

PRDX2R 

CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG 

TGGGCTTAATCGTGTCACTG 

PRDX3F 

PRDX3R 

TCCCACTTTAGCCATCTTGC 

GTAGTCTCGGGAAATCTGCTTAG 

PRDX4F 

PRDX4R 

ATCAGATCTCAAAGGACTATGGTG 

CCAAACGTAGTGTCTCATCCAC 

PRDX5F 

PRDX5R 

AGAAGGGTGTGCTGTTTGG 

TCATTAACACTCAGACAGGCC 

PRDX6F 

PRDX6F 

CACGACTTTCTGGGAGACT 

GGGCAATCAACTTAACATTCCTC 

β  ACTINA - F 

β  ACTINA - R 

AGGCCAACCGCGAGAAG 

ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 

CATALASE – F 

CATALASE – R 

TGAATGAGGAACAGAGGAAACG 

GTACTTGTCCAGAAGAGCCTG 

SOD  – F 

SOD  – R 

GGGCAAAGGTGGAAATGAAG 

CAGCTAGCAGGATAACAGATGAG 

GPX  – F 

GPX  – R 

TTCCAGACCATTGACATCGAG 

CACCCTCATAGATGAAAACCCC 

 


