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Teste de Ames para avaliacdo do potencial mutagénico de plantas medicinais

e novas moléculas com atividades bioldgicas

RESUMO

O teste de Ames faz parte da bateria de ensaios pré-clinicos utilizados na avalia¢éo do potencial
mutagénico de novos farmacos e fitoterdpicos. Esse ensaio detecta compostos capazes de
provocar mutacoes génicas do tipo substituicdo de pares de bases e deslocamento do quadro de
leitura por meio de linhagens de Salmonella Typhimurium. Nesse sentido, o presente estudo
objetivou avaliar as aplicacdes do teste de Ames no estudo do potencial mutagénico de plantas
medicinais e novas moléculas com atividades bioldgicas. No primeiro artigo foi realizado um
levantamento das plantas medicinais estudadas pelo teste de Ames a partir da pesquisa
bibliografica nas bases de dados eletronicas, Medline (via Pubmed), Science Direct, Scopus e
Web of Science, no periodo de 1975 a maio de 2018, utilizando os seguintes termos:
“genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants”. A
pesquisa resultou na selecéo de 293 artigos, os quais analisaram 695 plantas medicinais, sendo
que dessas 14 % (98/695) apresentaram potencial mutagénico. Das 597 espécies que nédo
apresentaram potencial mutagénico, 32 % (195/597) apresentaram atividade antimutagénica.
Além de evidenciar um nimero expressivo de espécies com potencial mutagénico, a analise do
banco de dados também demonstrou que muitos estudos ndo sdo realizados de acordo com as
diretrizes recomendadas para a realizacdo do teste, sendo assim, os resultados apontados ndo
garantem a seguranca quanto ao potencial mutagénico das espécies estudadas. No segundo
artigo, dois novos complexos de cobre(ll) foram sintetizados e testados quanto o seu potencial
antifungico, frente a 21 isolados de espécies de Candida e quanto o seu potencial mutagénico
pelo teste de Ames utilizando as linhagens de Salmonella Typhimurium TA98 e TA100. O
complexo 1, Cu(bipy)Clx(tiouracila), apresentou atividade antifungica frente a todos os isolados
testados e ndo apresentou potencial mutagénico, por isso pode ser proposto na terapia anti-
Candida. Diante dos resultados encontrados em ambos estudos € possivel concluir que o teste
de Ames é uma ferramenta promissora na deteccdo do potencial mutagénico durante as etapas
de ensaios pré-clinicos e rastreio de candidatos a novos medicamentos, bem como na

investigacao do potencial mutagénico de plantas medicinais utilizadas pela medicina popular.

Palavras-chaves: Ensaio de Salmonella/microssoma. Ensaios pre-clinicos. Plantas medicinais.

Medicamentos.



Ames test for the evaluation of the mutagenic potential of medicinal plants

and new molecules with biological activities

ABSTRACT

The Ames test is part of the pre-clinical trial battery to determine the mutagenic potential of
new drugs and herbal medicines. This assay detect substances capable of inducing genic
mutations such as base pair substitution and frameshift by means of Salmonella Typhimurium
strains. In this sense, the present study has been realize to evaluate the potential mutagenic of
the plants used in folk medicine and in the process of development of new molecules with
biological activities using Ames test. In the first study was do to lifting of medicinal plants
studied AMES test through bibliografic search in eletronic database Medline (via Pubmed),
Science Direct, Scopus and Web of Science, from 1975 to may of 2018, using the terms
“genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants”. The
research recorded a total of 293 articles, where was analysed 695 medicinal plants these 14 %
(98/695) presented mutagenic potential. From among 597 species that no showed mutagenic
potential, 32 % (195/597) showed antimutagenic activity. Thus, with the database analysis was
possible demonstrate an expressive number of species with mutagenic potential. In addition,
evidenced many these studies have not been performed in accordance with the recommended
guidelines for the test, and therefore, the indicated results do not guarantee pharmacological
safety as to the mutagenic potential. In the second study, two new copper(ll) complexes were
synthesized and tested for their antifungal potential against 21 clinical isolates of Candida
species and their mutagenic potential by the Ames test using Salmonella Typhimurium TA98
and TA100. The complex 1 Cu(Bipy)Clz(thiouracil) presented antifungal activity against all the
tested isolates and no exhibited mutagenic potential, it could be proposed as a potential new
drug for anti-Candida therapy. In view of the results found in both studies, it is possible to
conclude that the Ames test is a promising tool in the detection of mutagenic potential during
the pre-clinical and screening stages of new drug candidates as well as in the investigation of

the mutagenic potential of medicinal plants used by folk medicine.

Keywords: Salmonella/microsome assay. Pre-clinical trials. Medicinal plants. Drugs
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1 INTRODUCAO

No processo de desenvolvimento de um novo medicamento é esperado que 0 mesmo
apresente trés requisitos essenciais, eficacia, qualidade e seguranca farmacolégica (HAMDAM
et al., 2013). Assim, segundo as agéncias reguladoras, Food and Drug Administration (FDA),
European Medicines Agency (EMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) 0s
ensaios pré-clinicos devem ser 0 ponto de partida no processo de desenvolvimento de um novo
medicamento. Essa etapa garante a seguranca farmacologica, além de reduzir os gastos na fase
de ensaios clinicos com candidatos a novos farmacos que ndo sdo seguros para 0 CONsUMO
humano (CORVI e MADIA, 2017).

Os ensaios de genotoxicidade estdo entre os ensaios pré-clinicos requeridos no processo
de desenvolvimento de um novo medicamento e sdo responsaveis por detectar o potencial de
causar mutacoes génicas e/ou cromossdmicas do mesmo (OUEDRAOGO et al., 2012;
SPONCHIADO et al., 2016). Para a realizacdo desses ensaios, as agéncias reguladoras indicam
baterias de testes que incluem ensaios in vitro e in vivo, sendo que a op¢do mais comum inclui,
um teste de mutacdo génica em bactérias (teste de Ames), um teste in vitro para avaliacdo de
aberracBes cromossdmicas e teste in vivo em mamiferos (EMA, 2008, FDA, 2012, BRASIL,
2013). Entre os testes sugeridos pela bateria de ensaios, o teste de Ames € o Unico que detecta
mutacgdes génicas e, por isso sempre deve ser realizado durante a fase de ensaios pré-clinicos.

O teste de Ames consiste na utilizacdo de linhagens de Salmonella Typhimurium,
auxotroficas para histidina, que sdo capazes de detectar mutacdes génicas do tipo substituicdo
de pares de bases ou deslocamento do quadro de leitura, frameshift, nas substancias avaliadas
(MARON e AMES, 2000). Esse ensaio vem sendo utilizado desde a década de 1970 para
deteccdo de mutdgenos quimicos, porém nos ultimos anos pesquisas tem evidenciado que o
teste de Ames tem sido muito utilizado na deteccdo do potencial mutagénico de produtos
naturais para o desenvolvimento de novos fitoterapicos e, por isso pode ser considerado uma
importante ferramenta da genética toxicolégica do século XXI (CLAXTON et al., 2010;
SPONCHIADO et al., 2016).

A obtencdo de um resultado positivo pelo teste de Ames, durante a fase de ensaios pre-
clinicos, representa um obstaculo significativo, uma vez que pode indicar que a amostra
analisada apresenta potencial carcinogénico (CORVI et al., 2017). Em contrapartida, resultados
negativos sdo considerados o suficiente para dar suporte a todos os estudos de genotoxicidade

pré-clinicos de administragéo unica (BRASIL, 2013).
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Nesse sentido, dada a importancia e sensibilidade do teste de Ames em detectar
compostos mutagénicos, essa pesquisa objetivou avaliar as aplicagdes desse ensaio na avaliagcdo
do potencial mutagénico de plantas medicinais utilizadas pela medicina popular e no processo

de desenvolvimento de novas moléculas com atividades bioldgicas.
2 REVISAO DE LITERATURA

A busca por recursos terapéuticos € uma pratica milenar, desde os primédios da
civilizacdo a populagédo faz uso de plantas, minerais e animais para o tratamento das doencas
(KINCH e HOYER, 2015). Com o passar dos anos foram descobertos compostos que
revolucionaram a industria farmacéutica e fomentaram o desenvolvimento desse setor.

A partir de entdo, a busca por novas moléculas e plantas medicinais com atividades
biolégicas se difundiu, a fim de se obter compostos com melhores potenciais de
biodisponibilidade, seguranga e mecanismos de acdo mais eficazes para o tratamento das
doencgas. Nesse sentido, novos compostos e plantas medicianis estédo sendo evidenciados com
variadas atividades bioldgicas, como, antimicrobiana (CAAMAL-HERRERA et al., 2018;
DANTAS et al., 2018, QASIM et al., 2018), anti-inflamatoria (XIAO et al., 2018; ABU-SERIE
et al., 2018), antiproliferativa (MOLINA-ROMO et al., 2018, PETRI et al., 2018), antioxidante
(KOCOT et al., 2018; SHANG et al., 2018), entre outras.

2.1 Contextualizacdo historica do processo de desenvolvimento de novos medicamentos

A populacdo faz uso de produtos naturais para o tratamento de doencas ha muitos anos,
no entanto, somente no século XIX foi iniciada a busca pelos principios ativos das plantas para
0 desenvolvimento dos medicamentos (KINCH e HOYER et al., 2015).

Em 1806, a descoberta dos alcaloides, como a morfina isolada da papoula, Papaver
somnniferum, impulsionou a busca de medicamentos a partir das plantas. Anos mais tarde,
1939, a descoberta da salicina a partir da planta Salix alba e sua modificacdo estrutural
originando o é&cido salicilico, foram considerados um grande marco no processo de
desenvolvimento de medicamentos pela indastria farmacéutica (DUTRA et al., 2016).

Outro marco importante nessa época foi a descoberta dos mecanismos de acdo dos
medicamentos pelo médico e pesquisador Paul Erlich em 1908, o qual ganhou o prémio Nobel
de Medicina e Fisiologia por esse feito. A partir de entdo, Paul Erlich continuou com suas
pesquisas e discorreu sobre os receptores farmacoldgicos, sendo que esse achado impulsionou

o0 desenvolvimento de muitos farmacos utilizados até hoje. Apds a sintese de 606 compostos,
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foi descoberto o quimioterapico salvarsan, o qual era derivado de arsénio e efetivo contra sifilis.
Diante dessa descoberta, Erlich inovou ainda mais estabelecendo as primeiras nogdes de
pesquisa clinica para avaliar a eficacia do salvarsan (CALIXTO et al., 2008).

Ainda no inicio do século XX, a descoberta da sulfanilamida e, mais tarde da penicilina
por Alexander Fleming em 1928, marcaram a histéria da humanidade, uma vez que a produgédo
em grande escala da penicilina, durante a Segunda Guerra Mundial, salvou a vida de muitas
pessoas. No entanto, apesar desses avangos, ainda nao existiam nessa época muitos critérios
que norteavam o processo de desenvolvimento de novos farmacos (KINCH e HOYER et al.,
2015).

O incidente ocorrido nos Estados Unidos, devido a utilizagéo do elixir de sulfanilamida
que levou a morte de muitas pessoas, impulsionou a criagdo de critérios para avaliacdo do
possivel efeito toxico dos compostos. Assim, em 1938, Ceiling e Cannon sugeriram a realizacéo
de ensaios pré-clinicos para novos medicamentos, fato este que culminou com o Cddigo de
Nuremberg que estabeleceu que os novos medicamentos deveriam apresentar as seguintes
caracteristicas antes de serem administrados aos seres humanos: composi¢ao quimica e pureza
bem estabelecidos, testes de toxicidade aguda e prolongada em diferentes animais, analises
histopatologica de 6rgdos vitais como, rins e figado, conhecimento sobre concentracdo nos
tecidos e interacdo com outros medicamentos e alimentos (CALIXTO et al., 2008). Assim, a
partir da Segunda Guerra Mundial surgiram grandes industrias farmacéuticas na Europa e nos
Estados Unidos que impulsionaram o desenvolvimento dos medicamentos (PATRIDGE et al.,
2015).

2.2 Agéncias reguladoras

Paralelamente aos acontecimentos histdricos, agéncias reguladoras foram criadas com
0 intuito de normatizar o processo de desenvolvimento dos medicamentos. Em 1906, foi criada
nos Estados Unidos a Food and Drug Act que mais tarde (1951) foi transformada em Food and
Drug Administration (FDA), a fim de supervisionar e regulamentar a maioria dos produtos
alimentares, cosmeticos e medicamentos humanos e veterinarios. Em 1962, ap6s os incidentes
ocorridos devido ao uso da sulfanilamida e da talidomida, a FDA adotou critérios mais
rigorosos quanto a seguranca dos medicamentos (KINCH e HOYER, 2015). A partir de entdo,
todos os medicamentos passaram a ser avaliados por ensaios pré-clinicos antes da administracéo
em humanos e agéncias reguladoras passaram a ser instituidas em todo mundo (PATRIDGE et
al., 2015).
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Em 1995 foi criada na Europa a European Medicines Agency (EMA) com o intuito de
promover a eficacia e seguranca de medicamentos para 0 uso humano e veterinario em toda a
Unido Europeia (EMA, 2018). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
foi criada em 1999 com o objetivo de promover a protecdo da salde da populacdo, por
intermédio do controle sanitario da produgdo e consumo de produtos e servigos submetidos a
vigilancia sanitaria (ANVISA, 2018). No Japdo, no ano de 2004, também foi criada a
Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) a fim de normatizar o processo de
desenvolvimento de novos medicamentos.

Com a criacdo dessas agéncias reguladoras surgiram os regulamentos e orientacfes para
a avaliacdo da eficacia, qualidade e seguranca dos novos medicamentos em todos os paises. A
comercializacdo desses produtos no mercado internacional despertou o interesse da
harmonizacdo dos testes pelas agéncias reguladoras. Em 1990, durante uma conferéncia da
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), representantes da Europa, Estados Unidos e Japéo
decidiram criar a International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
the Registration of Pharmaceutical Products for Human Use (ICH), a fim de estabelecer
diretrizes comuns entre as agéncias que garantam que os medicamentos sejam desenvolvidos e
registrados de maneira mais eficiente e com alta qualidade (SINGH et al., 2015).

A partir de entdo, todos os paises pertencentes a ICH passaram a seguir as mesmas
diretrizes. Além da FDA, EMA e PMDA, o Brasil participa, atualmente, como membro regular
da ICH com mais 6 membros reguladores Health Canada, Canada; Swissmedic, Suica; Ministry
of Food and Drug Safety, Coréia do Sul; Health Sciences Authority, Singapura; China Food
and Drug Administration, China; Taiwan Food and Drug Administration, Taiwan e 6 industrias
farmacéuticas (ANVISA, 2018; ICH, 2018).

2.2.1 Diretrizes que regulamentam o desenvolvimento de novos medicamentos quanto a

avaliacdo da genotoxicidade

No processo de desenvolvimento de novos medicamentos séo requeridos ensaios pré-
clinicos e clinicos que garantam a eficacia, qualidade e seguranga desses produtos. Por isso,
agéncias reguladoras em todo mundo estabelecem diretrizes para garantir a autorizagdo e
registro dos novos medicamentos.

Os ensaios pré-clinicos de seguranca incluem, estudos de toxicidade de dose Unica
(aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local
e carcinogenicidade, alem de estudos de interesse na avaliacdo da seguranca farmacoldgica e
toxicocinética (HANDAM et al., 2017).
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As principais agéncias reguladoras do mundo (FDA, EMA e Anvisa) estabeleceram as
suas diretrizes, quanto aos ensaios pré-clinicos, com base na regulamentacéo da ICH, “S2(R1)
Genotoxicity Testing and Data Interpretation for Pharmaceuticals Intended for Human Use”.
Assim, de acordo com essas agéncias, as diretrizes para avaliacdo do potencial genotoxico e
mutagénico de novos medicamentos deve adotar uma bateria de testes que inclui ensaios in
vitro e in vivo que avaliam mutagdes génicas e cromossomicas estruturais e numéricas (EMA,
2008; FDA, 2012; BRASIL, 2013), conforme esquematizado na Figura 1.

Opgdo 1 Opcéo 2

Fra

Figura 1: Bateria de testes para avaliacdo do potencial genotéxico e mutagénico de produtos
farmacéuticos utilizados em humanos de acordo com a EMA (2008), FDA (2012), BRASIL
(2013).

A avaliacdo tipica de um novo medicamento consiste na realizacdo de em um ensaio
de mutacdo génica em bactérias (OECD TG 471), um ensaio in vitro em mamiferos para
avaliacdo de aberracGes cromossdmicas (OCDE TG 473) e um ensaio in vivo para avaliagédo de
mutacdes cromossémicas (OECD TG 474 ou 475) (EMA, 2008; ICH, 2012; BRASIL, 2013).
Assim, de acordo com os 6rgédos reguladores independente da bateria de ensaios escolhida, o
teste de Ames devera ser realizado, pois é 0 Unico preconizado para avaliar o potencial de
induzir mutagfes génicas, uma vez que os demais ensaios recomendados avaliam somente
mutagcdes cromossdmicas. Além do mais, estudos tem evidenciado a correlagdo entre os
resultados apresentados pelo teste de Ames e ensaios com roedores, demostrando a
sensibilidade deste teste in vitro em detectar compostos mutagénicos e carcinogénicos (AMES
etal., 1973a; ESCOBAR et al., 2013, CORVI e MADIA, 2017).
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2.2.2 Diretrizes que regulamentam o desenvolvimento de fitoterapicos

O processo de desenvolvimento e regulamentacdo dos fitoterdpicos ainda difere
conforme o pais, pois ndo ha uma harmonizacdo de ensaios para avaliacdo da eficacia, qualidade
e seguranca como acontece com 0os medicamentos sintéticos (AHN, 2017).

No Brasil, a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 26/2014 dispGe sobre o registro
de medicamentos fitoterapicos e o registro e notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos.
O Art. 18 dessa resolucdo prevé que os ensaios pré-clinicos devem seguir a ultima versédo
publicada pela Anvisa do “Guia para a conducdo de estudos nao clinicos de toxicologia e
seguranca farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” (BRASIL, 2014).
A partir de 2018, a Anvisa também estabeleceu regulamentacdo especifica para os suplementos
alimentares, como no caso dos probidticos que a RDC n° 241/2018 também prevé a realizacao
de ensaios pré-clinicos como estabelecido para os fitoterapicos e medicamentos sintéticos
(BRASIL, 2018).

Nos Estados Unidos, os produtos a base de plantas medicinais s&o conhecidos como
“botanical drug” e podem ser utilizados para cura, mitigagdo, tratamento ou prevengdo de
doencas em humanos ou como suplementos alimentares. As preparacdes botanicas destinadas
ao tratamento de doencas sao registradas pela FDA e devem seguir diretrizes especificas, como
a orientagdo “Botanical Drug Development Guidance for Industry” publicada pelo Center for
Drug Evaluation and Research (CDER) (FDA, 2016). Essa orientacdo prevé que 0S ensaios
pré-clinicos devem seguir as diretrizes da ICH S2(R1) para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos. Em contrapartida, as preparacdes que especificam no rétulo a
utilizacdo somente como suplemento alimentar ndo precisam passar pela bateria de ensaios pré-
clinicos que atestem a seguranca desses produtos (FALZON e BALABANOVA, 2017).

Com base nas regulamentacdes das agéncias reguladoras para avaliacdo do potencial
genotoxico e mutagénico dos fitoterapicos é necessario seguir as diretrizes que regulamentam
o desenvolvimento de novos medicamentos. Sendo assim, o teste de Ames também é um dos

ensaios pré-clinicos para avaliacdo da seguranca dos fitoterapicos.

2.3 Teste de Ames

Ao longo da vida, o DNA é exposto a agentes quimicos e fisicos que podem provocar
danos na sua estrutura e composicao. Esses danos podem ser reversiveis caso sejam reparados
e irreversiveis caso se instalem como um erro permanente, estabelecendo uma mutacao génica

e/ou cromossémica (CORVI e MADIA, 2017). Assim, as mutacbes a0 mesmo tempo que
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promovem a variabilidade genética entre as espécies, também estdo associadas ao
desenvolvimento de vérias doencas devido a essas mutag¢fes, como por exemplo o cancer.

Os primeiros relatos de mutagénese iniciaram em 1927 por Herman Muller que
constatou que a radiacao ionizante causava mutagcdes em Drosophila melanogaster. Anos mais
tarde, em 1942, Auerbach e Rosbson relataram que o gas mostarda utilizado como bomba
quimica durante Primeira Guerra Mundial também induzia muta¢cbes em D. melanogaster.
Apesar desta importante descoberta no campo da mutagénese, nessa época a maior preocupacao
era o estudo de mutagenos quimicos para elucidacéo de processos genéticos e celulares, sendo
que o estudo sobre o desenvolvimento do céncer e de outras doencas em decorréncia da
exposicéo a compostos potencialmente mutagénicos era deixado de lado (ZEIGER, 2017).

Apds a Segunda Guerra Mundial, com o avan¢co da Revolucdo Industrial, surgiu o
interesse de estudar os mutagenos quimicos que eram langados no meio ambiente e com isso
iniciou a busca por testes que esclarecessem esse processo. Neste sentido, em meados do século
XX foi desenvolvido um ensaio com linhagens de Escherichia coli, o qual se tornou o teste
pioneiro de mutagenicidade in vitro (DEMAREC et al., 1951; SZYBALSKI, 1958).
Posteriormente, em 1966 estudos sobre o mapeamento de genes responsaveis pela biossintese
da histidina deram origem a varios mutantes espontaneos de Salmonella Typhimurium LT-2.
Assim, Ames e Whitfield (1966) aproveitaram essas linhagens para realizar um rastreamento
de mutéagenos quimicos pelo Spot Test. Esse teste foi previamente utilizado nos ensaios com
mutantes de E. coli (IYER e SZYBALSKI, 1958; SZYBALSKI, 1958) e consistiu em semear
0 microrganismo em uma placa contendo agar seletivo e em seguida a aplicacdo do composto
teste no centro da mesma para observar a formagdo de um gradiente de concentragdo. Desta
forma, se o composto apresentasse potencial mutagénico iria reverter a condicdo do
microrganismo e voltaria a crescer e formar col6nias (AMES, 1971).

Apesar deste grande avangco na deteccdo de compostos mutagénicos, o teste ainda
possuia limitacdes, uma vez que bactérias ndo sdo capazes de replicar o metabolismo dos
mamiferos identificando mutagenos de acdo indireta (CLAXTON et al., 2010), e por isso ainda
existia uma lacuna na correlacdo de mutagenos quimicos e 0 processo de carcinogenicidade.
Assim, em 1971 Malling propés utilizar homogenato de figado de rato como processo de
metabolizacdo exdgena no ensaio de mutagenicidade com S. Typhimurium e verificou
mutagenos de acdo indireta. Diante deste progresso, Ames et al. (1973a) propuseram a
combinacdo entre as linhagens, o composto teste e 0 homogenato de figado de rato (fragdo S9)

ou tampdo fosfato. Esse ensaio comprovou a a¢do de mutagenos indiretos e diretos e permitiu
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reforgar a relagéo entre mutagenicidade e carcinogenicidade (CLAXTON et al., 2010) e por
isso, 0 teste de Ames é considerado um marco da toxicologia genética até os dias de hoje.
Conforme relatado, primeiramente o teste de Ames foi empregado para avaliacdo do
potencial mutagénico de produtos quimicos, porém, nos ultimos anos tem aumentado o0 nimero
de pesquisas que utilizam esse teste para avaliar o potencial mutagénico de extratos de plantas.
Claxton et al. (2010) em um estudo sobre 0 emprego do teste em diferentes amostras ambientais,
evidenciaram que a utilizacdo do teste de Ames na avaliacdo de produtos naturais aumentou em
meados da década de 1990, provavelmente, devido a busca de plantas com propriedades
terapéuticas. Sponchiado et al. (2016) também evidenciaram que 0 ensaio de reversdo
bacteriana com Salmonella/microssoma tem sido um dos modelos mais empregados para
avaliar o potencial mutagénico de plantas medicinais. Assim, o teste de Ames é referéncia na
avaliacdo do potencial mutagénico de amostras ambientais e produtos naturais para o

desenvolvimento de novos medicamentos.

2.3.1 Principio do teste de Ames

O Teste de Ames ou Ensaio Salmonella/microssoma ou Ensaio de reversdo bacteriana
é um ensaio de mutagenicidade in vitro que foi desenvolvido para detectar compostos quimicos
capazes de induzir mutagOes génicas (AMES et al., 1975). Basicamente, as mutacdes génicas
podem ser subdivididas em substituicdo de pares de bases e deslocamento do quadro de leitura,
frameshift (GRIFFITHS et al., 2006).

O teste emprega linhagens de Salmonella Typhimurium derivadas da parental LT-2 que
possuem carater de auxotrofia para histidina (His"), e por isso sdo incapazes de crescer e formar
coldnias na auséncia deste aminoécido. Na presenca de compostos capazes de induzir danos no
DNA surgem novas mutacgdes que restauram a funcéo do gene e permitem a sintese de histidina.
Assim, as células mutadas sdo capazes de crescer e formar col6nias na auséncia de histidina,
aminoéacido essencial para o seu desenvolvimento (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Para a realizacdo do teste, tracos de histidina e biotina s&o adicionados ao meio
permitindo um crescimento inicial, o qual é facilmente visualizado pela presenca constante de
revertentes espontaneos (MARON e AMES, 1983). O teste também pode ser realizado na
presenca (+ S9) e auséncia (- S9) de sistema de metabolizagdo exogena, permitindo a
identificacdo de compostos de acéo direta e indireta (AMES et al., 1973b). Assim, um composto
é considerado mutagénico quando, (i) a razdo de mutagenicidade (RM) for igual ou maior a 2
em pelo menos uma das concentracGes testadas, (ii) os dados apresentarem diferenca estatistica

significativa e apresentarem uma relacdo de dose-resposta positiva entre as concentragoes
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testadas e o nimero de revertentes induzidos (OECD, 1997). As concentragdes que apresentam
um RM inferior a 0,7 sdo consideradas citotoxicas (KUMMROW et al, 2006).

2.3.2 Linhagens empregadas nos ensaios

Um conjunto de linhagens foram desenvolvidas para serem empregadas no Teste de
Ames, na Tabela 1 estdo descritas as mais utilizadas nos ensaios. As linhagens variam quanto
ao tipo de mutagdo em varios genes do operon da histidina, sendo possivel detectar mutdgenos
que apresentam diferentes mecanismos de acdo (MORTELMANS e ZEIGER, 2000). Além da
mutacdo no operon da histidina foram realizadas mutacdes adicionais para garantir maior
sensibilidade das linhagens na deteccdo dos mutagenos:

- Mutacdo rfa e gal: Essas mutagdes causam deformidade nos lipopolissacarideos
(LPS) da membrana externa das bactérias. Essa camada atua como uma barreira impedindo a
penetracdo de mutagenos, por isso essa mutacdo interfere na permeabilidade da membrana
(AMES et al., 1973b).

Delecao uvrB-bio: O gene uvrB é um dos responsaveis pelo reparo por excisao, a
delecdo desse gene levou a eliminagéo desse mecanismo, fazendo com que essas lesdes no DNA
sejam reparadas pelo sistema de reparo error-prone (passivel a erros). A delecéo do gene uvrB
se estendeu e afetou também o gene responsavel pela sintese de biotina, tornando-se também
biotina dependente (AMES et al., 1973D).

Inserc@o pkM101: Neste plasmideo h4 o gene mucAB, que aumenta o sistema de reparo
do tipo error-prone (passivel de erro). O plasmideo também confere resisténcia a ampicilina,
gue se torna um vantajoso marcador para detectar se a adicdo do plasmideo foi efetiva
(MORTELAMAS e STOCKER, 1979).

Insercdo paQl: A adicdo desse plasmideo confere a linhagem uma ampliacdo do
namero de sitios especificos para a mutagénese, em adicdo, possui resisténcia a tetraciclina,
tornando-se também um marcador (MARON e AMES, 1983).

Assim, todas linhagens apresentam a mutacéo rfa que provoca modificagdes na camada
de lipopolissacarideos (LPS) da membrana externa aumentando a permeabilidade a moléculas
grandes que antes ndo conseguiriam passar por essa barreira. Com excecao da linhagem TA102
as demais também apresentam a delecéo do gene uvrB que é um dos responsaveis pelo reparo
por excisdo, e por isso ndo desempenham esse mecanismo fazendo com que essas lesGes no

DNA sejam reparadas pelo sistema de reparo error-prone (passivel de erro).
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Tabela 1: Caracteristicas genéticas das linhagens de Salmonella Typhimurium mais utilizadas
no teste de Ames.

. fo: Alvo no Tipo de Mutac0es adicionais
Linhagens Genotipo x
DNA mutacao bio, uvrB  LPS
. . A uvrB, A
TA1537  hisC3076 GC frameshifts bio rfa -
TA98 GC frameshifts ug'irf’ A tfa  pKMI0I®
hisD3052 A WvrB. A
TA1538 GC frameshifts bio ’ rfa -
TA97  hisD6610  GC frameshifts “gf’ A tfa  pKMI101®
ituicé A UuvrB, A
TA1535 oo substituigéo de uv_r , fa ]
. pares de bases bio
hisGA46 substituicdo de A uvrB, A
TA100 GC ¢ A Ha  pkMI01®
pares de bases bio
. a
TAL02 AT substituicao de N a pKMlOlb
hisG428 pares de bases e pAQ1
TAL04 AT substituicdo de A uv_rB, A ifa )
pares de bases bio

A indica delecdo do gene; + indica gene tipo selvagem; ? confere resisténcia a
ampicilina; ® confere resisténcia a tetraciclina.

2.3.3 Sistema de metabolizacédo exdgena

As linhagens de S. Typhimurium sdo incapazes de metabolizar compostos quimicos via
citocromo P450, como acontece nos mamiferos, sendo assim, foi necessaria a inclusdo de um
sistema de metabolizacdo exdgena no teste de Ames para permitir a deteccdo de compostos que
precisam ser metabolizados para se tornarem ativos, como as aminas aromaticas, 0S
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e aflatoxinas (AMES et al., 1973b). As enzimas do
citocromo P450 geralmente sdo expressas no figado, por isso, Malling em 1971, prop0s a
utilizacdo de um homogenato de figado de rato para realizar metabolizacdo de compostos
quimicos que sdo reativos com 0 DNA somente ap0s esse processo.

Assim, o sistema de metabolizagdo exogena comumente utilizado é a fracdo
microssomal S9, proveniente de figado de rato Sprague Dawley previamente tratado com a
solucdo de bifenil policromida (Aroclor 1254) para induzir um aumento de enzimas neste 6rgéo.
Para o preparo da fracdo sdo acrescidos co-fatores como glicose-6-fosfato e R-nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP), além de tampéo fosfato, agua, cloreto de potassio e
cloreto de magnésio (MORON e AMES, 1983). Com a utilizacdo da fracdo S9 o teste de Ames
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passou a detectar compostos de acdo direta e indireta e por isso é utilizado até os dias de hoje
para avaliacdo do potencial mutagénico de diversos tipos de amostras.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a aplicagdo do teste de Ames no estudo do potencial mutagénico de plantas

medicinais e novas moléculas com atividades bioldgicas.

3.2 Objetivos especificos

- Relatar a aplicacdo do teste de Ames na avaliagdo do potencial mutagénico de plantas
medicinais;

- Listar as espécies de plantas utilizadas na medicina popular que ja foram avaliadas
pelo teste de Ames;

- Investigar o potencial mutagénico de dois novos complexos de cobre(ll) com ligantes
2-tiouracil;

- Avaliar a atividade antifangica dos dois novos complexos de cobre(ll).
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5 APENDICES

5.1 Artigo 1: Potencial mutagénico de plantas medicinais pelo teste de Ames

Salmonella/microssoma: Revisdo Sistematica

Manuscrito nas normas para submissdo no periédico “Journal of Ethnopharmacology” (Qualis
A2 em Medicina Il, Fator de impacto 3.115).

Link para as normas da revista: https://www.elsevier.com/journals/journal-of-

ethnopharmacology/0378-8741/guide-for-authors
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Resumo

O teste de Ames tem sido um dos ensaios mais empregados para avaliacdo do potencial
mutagénico das plantas medicinais nos ultimos anos. As plantas medicinais apresentam
diversas atividades bioldgicas devido a presenca de substancias bioativas e por isso, vem sendo
utilizadas na medicina popular e como fonte de matéria-prima para inddstria farmacéutica.
Nesse sentido, essa revisao tem por objetivo relatar a utilizacdo do teste de Ames na avaliacéo
do potencial mutagénico de plantas medicinais. O banco de dados foi construido a partir da
pesquisa bibliografica nas bases de dados eletrdnicas, Medline (via Pubmed), Science Direct,
Scopus e Web of Science, no periodo de 1975 a maio de 2018, utilizando os seguintes termos:
“genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants”. A busca
nas bases bibliograficas resultou em 1930 artigos, dos quais foram selecionados 293 para
compor o0 nosso banco de dados. Nés verificamos que 695 espécies de plantas medicinais foram
avaliadas pelo teste de Ames, sendo que dessas 14 % (98/695) apresentaram potencial
mutagénico. Também observamos que as linhagens TA97a, TA98 e TA102 se destacaram na
deteccédo do potencial mutagénico das plantas analisadas e que a realiza¢do do teste na presenca
e auséncia do sistema de metabolizacdo exdgena é importante pois, garante a deteccdo de
mutagenos de acdo indireta e direta. Esses resultados indicam que algumas plantas utilizadas
pela medicina popular apresentaram caracteristicas mutagénicas e, por isso a realizagcdo de

ensaios de mutagenicidade/genotoxicidade, como o teste de Ames, sdo necessarios a fim de
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garantir que a populagdo tenha acesso a informacao quanto a seguranga das plantas medicinais

utilizadas.

Palavras-chaves: Genotoxicidade, teste de Ames, medicina popular, ensaios preé-clinicos.

1 Introdugéo

O Teste de Ames foi padronizado na década de 1970 (Ames et al. 1975) para a avaliacdo
do potencial mutagénico de produtos quimicos. Porém, nos Gltimos anos tem aumentado o
nimero de pesquisas que utilizam este ensaio para avaliar o potencial mutagénico de extratos
de plantas. Sponchiado et al. (2016), em um estudo sobre os principais testes utilizados na
avaliagcdo do potencial mutagénico de plantas medicinais, verificaram que o teste de Ames tem
sido um dos ensaios mais empregados, seja para comprovacao do uso seguro das plantas ou
como item da bateria de ensaios pré-clinicos para a producdo de um fitoterapico. O teste de
Ames emprega linhagens de Salmonella Typhimurium, auxotréficas para histidina, para
detectar mutacdes génicas do tipo substituicdo de pares de bases e deslocamento do quadro de
leitura, frameshift (Umbuzeiro e Zeiger, 2017)

Para o processo de producao e registro dos fitoterapicos é recomendado a utilizacdo das
mesmas diretrizes que regulamentam o desenvolvimento de novos medicamentos (Falzon e
Balabanova, 2017), conforme preconizacdo das agéncias Food and Drug Administration
(FDA), a European Medicines Agency (EMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa). Essas agéncias estabelecem critérios para realizacdo de ensaios pré-clinicos que
garantem a seguranca toxicoldgica dos medicamentos, além da eficacia e qualidade.

Para avaliagdo do potencial genotdxico e mutagénico de novos medicamentos €
necessario adotar uma bateria de testes que inclui ensaios in vitro e in vivo que avaliam
mutacdes génicas e cromossdmicas estruturais ou numeéricas. Sendo que uma avaliacdo tipica
de um novo medicamento consiste na realizacdo de um ensaio de mutacdo génica em bactérias
teste de Ames (OECD TG 471), um ensaio in vitro (OCDE TG 473) e um ensaio in vivo (OECD
TG 474 ou 475) em mamiferos para avaliagdo das mutagdes cromossomicas (EMA, 2008; FDA,
2012; Brasil, 2013).

Assim, de acordo com os érgdos reguladores independente da bateria de ensaios
escolhida, o teste de Ames devera ser realizado, pois € o Unico preconizado para avaliar 0
potencial de induzir mutacdes génicas, uma vez que os demais ensaios recomendados avaliam

somente mutacdes cromossdémicas. Além do mais, estudos tem evidenciado a correlacéo entre
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0s resultados apresentados pelo teste de Ames e ensaios com roedores, demostrando a
sensibilidade deste teste in vitro em detectar compostos mutagénicos e carcinogénicos (Ames
et al., 1973a; Escobar et al., 2013, Corvi e Madia, 2017).

Nesse sentido, essa revisao sistematica pretende relatar a aplicacéo do teste de Ames na
avaliagdo do potencial mutagénico de plantas medicinais e realizar um levantamento das

espécies que ja foram avaliadas pelo teste.

2 Metodologia

2.1 Estratégia da pesquisa bibliografica

A revisdo sistematica foi realizada a partir de uma pesquisa bibliografica nas bases de
dados eletrénicas, Medline (via Pubmed), Science Direct, Scopus e Web of Science no periodo
de 1975 a maio de 2018. Foram utilizados os seguintes termos: “genotoxicity tests” OR
“mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants”.

A triagem dos artigos foi realizada em duas etapas, primeiro o titulo e resumo dos artigos
foram analisados, posteriormente os artigos foram baixados para analise minuciosa de acordo
com os critérios de inclusdo e exclusdo. Ainda nesta etapa, os textos considerados elegiveis

para a revisdo (ou em caso de divida) foram selecionados para leitura do arquivo completo.

2.2 Critérios de inclusao e exclusdo

Foram incluidos os artigos que atenderam os seguintes critérios de inclusdo: (i) estudos
que avaliaram o potencial mutagénico e/ou antimutagénico de extratos de plantas utilizando o
teste de Ames, (ii) estudos que apresentaram as diferentes variacOes do teste de Ames, (iii)
artigos escritos em portugués, espanhol e inglés, (iv) publicacdes no periodo de 1975 a maio de
2018.

Para a construcdo do banco de dados também foram considerados os seguintes critérios
de exclusdo: (i) estudos com compostos isolados, formulagdes envolvendo mais de uma planta
e fitoterapicos, (ii) artigos de revisdo, teses e dissertacdes e resumos publicados em anais de

eventos, (iii) artigos duplicados.

2.3 Extracao dos dados

A extracdo dos dados foi realizada de acordo com os critérios de elegibilidade
estabelecidos. Apos a selecdo foram extraidos os seguintes dados dos artigos para analise: (i)
espécies e familias avaliadas pelo teste de Ames, (ii) linhagens empregadas, (iii) utilizac&o ou

ndo do sistema de metabolizacdo exdgena (fracdo S9) e (iv) resutados obtidos. Os dados
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extraidos foram plotados em uma tabela previamente definida pelos autores para proceder a
discussdo destas informagoes.

3 Resultados e Discussao

A pesquisa nas bases de dados eletrénicas utilizando os termos “genotoxicity tests” OR
“mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants” recuperou 1930 registros. Apos
a analise destes, com base nos critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 293 artigos
para compor o banco de dados (Figura 1).

A analise dos 293 artigos selecionados para o banco de dados revelou que no periodo
de 1975 amaio de 2018, 695 espécies de plantas medicinais (Tabela S1) foram avaliadas quanto
0 seu potencial mutagénico e/ou antimutagénico pelo teste de Ames. Essas espécies
compreendem 139 familias boténicas, sendo as mais frequentes Fabaceae, Asteraceae e
Lamiaceae. Estudos etnoboténicos tém demonstrado a importancia econémica e medicinal
dessas familias, devido as suas variadas propriedades terapéuticas e aplicagdes na alimentacéao
e ornamentacdo (McClatchey et al., 2010; Bieski et al., 2012; Ahmed, 2016; Faruque et al.,
2018).

PubMed Science Direct Scopus ‘Web of Science
n =431 n =608 n=>542 n= 349

Total =1930

acordo com 0s critérios 1,
i e 11 de exclusdo

( 1637 artigos excluidos de

293 incluidos na
revisiio sistematica

Figura 1: Selecéo dos artigos a partir da busca realizada nas bases bibliograficas utilizando os
termos “genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants”
no periodo de 1975 a maio de 2018.

Das espécies avaliadas, 597 ndo apresentaram potencial mutagénico frente as
linhagens, concentracdes e fracGes dos extratos testados (Figura 2). Sendo assim, plantas

medicinais com variadas atividades biologicas e popularmente conhecidas, como Camellia
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sinensis, “cha-da-india” (Li et al., 2011; Tatsuzaki et al., 2014), Dipteryx alata, baru (Esteves-
Pedro et al., 2012) e o bleo essencial de Salvia officinalis (Vukovic'-Gacic” et al., 2006; Ferrer
et al., 2009) foram avaliadas pelo teste de Ames e ndo apresentaram potencial mutagénico,

evidenciando a seguranca toxicologica quanto aos parametros genotdxicos e mutagénicos.

~
139 familias
)
N\
695 espécies
)
[ |
597 espécies nao 98 espécies
apresentaram potencial apresentaram potencial
mutagénico mutagénico
315 foram avaliadas / 50 familias: \
quanto ao potencial
antimutagénico - Asteraceae (n = 10)
- Fabaceae (n=10)
- Amaranthaceae, Combretaceae,
| | Euphorbiaceae, Lamiaceae e
Orchidaceae (n = 4)
195 apresentaram 120 ndo apresentaram K Outras (n =358 ) /
potencial potencial
antimutagénico antimutagénico

63 familias:

Fabaceae (n =33)
Asteraceae (n=17)
Lamiaceae (n= 15)
Outras (n = 130)

Figura 2: Banco de dados gerado a partir das buscas nas bases de dados eletrdnicas, Medline
(via Pubmed), Science Direct, Scopus e Web of Science no periodo de 1975 a maio de 2018
utilizando os termos “genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND

“medicinal plants”.



38

Entre as espécies que ndo apresentaram potencial mutagénico um nimero expressivo
de plantas, 195 (32%, 195/597), apresentaram potencial antimutagénico, ou seja, espécies que
auxiliam na protecdo do DNA contra danos provocados por agentes mutagénicos. Essas
espécies compreendem 72 familias botanicas, sendo Fabaceae, Asteraceae e Lamiaceae as mais
representativas. A familia Lamiaceae merece destaque, pois das 30 espécies avaliadas pelo teste
de Ames 14 (46 %) apresentaram potencial antimutagénico.

Lamiaceae possui grande importancia econémica, pois compreende a familia de
especiarias e 6leos essenciais muito utilizados na medicina e na culindria como alimentos
aromatizantes. As espécies “manjericdo” Ocimum basilicum (Lopes et al., 2000; Stajkovic et
al., 2007; Beric et al., 2008; Ferrer et al., 2009), “alfavaca” Ocimum gratissimum (Obaseiki-
Ebor et al., 1993; Gontijo et al., 2014), “orégano” Origanum vulgare (Ozbek et al., 2008;
Mirzaei et al., 2013) e “hortela” Mentha longifélia (Alkofahi et al., 1990; Al-Ali et al., 2014)
sdo exemplos de especiarias que tiveram o seu potencial antimutagénico evidenciado pelo teste
de Ames de acordo com 0 nosso banco de dados. Essas espécies, além de outras atividades
bioldgicas, sdo descritas como antioxidantes naturais, sendo que essa atividade esta relacionada
na maioria das espécies a presenca de compostos fendlicos (Makhafola et al., 2016; Guldiken
et al., 2018). Assim, nos Ultimos anos varios trabalhos (Makhafola et al., 2016; Insuan et al.,
2017; Ntuli et al., 2018) tém evidenciado os antioxidantes naturais como uma das principais
fontes de propriedades antimutagénicas, as quais entre outras caracteristicas, atuam na
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) antes que as mesmas reajam com o DNA
e causem uma mutacao (Stoczynska et al., 2014).

Uma vez que a mutagenicidade possui um papel muito importante no processo de
carcinogenicidade (Prinsloo et al., 2018), nos Gltimos anos tem aumentado o nimero de estudos
gue visam a busca de produtos naturais com propriedades antimutagénicas a fim de serem
incluidos na dieta como alimentos nutracéuticos. Nesse sentido, o teste de Ames é uma
ferramenta que pode ser empregada tanto na deteccdo de compostos potencialmente

mutagénicos como também no rastreio de agentes quimiopreventivos.

3.1 Plantas com potencial mutagénico

A andlise dos artigos selecionados revelou que 98 espécies (14%, 98/695) apresentaram
potencial mutagénico pelo teste de Ames frente as linhagens, extratos e concentracdes testadas
(Figura 2). Essas espécies compreendem 50 familias botanicas, sendo Fabaceae, Asteraceae,

Amaranthaceae, Combretaceae, Euphorbiaceae e Orchidaceae as mais representativas.
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Dentre essas familias, Amaranthaceae também merece destaque, uma vez que das seis
espécies avaliadas pelo teste de Ames, quatro apresentaram potencial mutagénico nas condigdes
avaliadas. Amaranthaceae compreende a familia de ervas e arbustos muito utilizados na
alimentacdo e¢ na medicina popular, como ¢ o caso da ‘“quinoa”, “esfinafre” e “ginseng
brasileiro”. No entanto, o nosso banco de dados evidenciou que espécies popularmente
conhecidas dessa familia apresentaram potencial mutagénico pelo teste de Ames, como o
extrato das folhas de Beta vulgaris “beterraba” (Alkofahi et al., 1990), extrato das folhas de
Teloxys ambrosioides “erva de santa maria” (Ferrer et al., 2009) e extrato das raiz de Pfaffia
iresinoides ¢ folhas de Pfaffia paniculata “ginseng brasileiro” (Rivera et al., 1994). A Tabela 1
apresenta a lista completa das espécies que apresentam potencial mutagénico pelo teste de
Ames.

As plantas medicinais possuem variadas aplicacdes, as ervas e especiarias podem ser
utilizadas na culinaria, bem como no preparo de infusdes, decocgdes, tinturas e banho de
assento para o tratamento de doencas com base no conhecimento popular. Além dessas
aplicacdes, as plantas também sdo usadas como fonte de matéria-prima para o desenvolvimento
de fitoterdpicos e, por isso sdo necessarios testes que assegurem nao so a eficacia e qualidade
como também a seguranca desses produtos. No entanto, muitas plantas medicinais e
fitoterapicos sdo comercializados como suplementos alimentares e, nestes casos nao precisam
de registro e supervisdao dos 6rgdos reguladores (Falzon e Balabanova, 2017), expondo a
populacdo a produtos que ndo possuem a sua seguranca comprovada por ensaios pré-clinicos e
clinicos como os demais medicamentos.

Nesse sentido, além do teste de Ames ser um dos ensaios pré-clinicos requeridos para o
registro e comercializacdo de fitoterapicos, é importante a utilizacdo do mesmo para avalia¢do
de plantas usadas pela medicina popular e na avaliacdo de suplementos alimentares, a fim de

garantir a seguranca dos mesmos



Tabela 1: Plantas que apresentaram potencial mutagénico pelo teste de Ames de acordo com a busca nas bases de dados eletronicas utilizando
0s termos “genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests” OR “Ames test” AND “medicinal plants” no periodo de 1975 a maio de 2018.

-~ - . Ativacdo  Concentragdes com A
Espécie Familia Parte  Extrato Linhagem metabdlica potencial mutagénico Referéncia

Acokanthera oppositifolia ~ Apocynaceae R EM 50% TA1535 -S9 5000 pg/placa Aremu et al., 2013
Acacia salicina Fabaceae F EA,EM TA98, TA102 + S9 250, 500 pg/placa  Boubaker et al., 2012
Acer tegmentosum Sapindaceae NE EA TA98 -S9,+S9 5000 pg/placa Hwang et al., 2013
Achillea falcata Asteraceae F EA TA98, TA100 - S9 10000 pg/placa Alkofahi et al., 1990
Alchornea castaneaefolia ~ Euphorbiaceae F EM TA98 - S9, + 59 14520’“2]};8&2529040 Santos et al., 2010
Alchornea glandulosa Euphorbiaceae F EM TA98, TA97a -S9,+S9 17020, 22700 pg/placa Santos et al., 2010
Aloe vera Asphodelaceae F EF 50% TA1537 NE 5000 pg/placa Ferrer et al., 2009
Anacardium occidentale Anacardiaceae F EE70% TA98, TA102 -S9, +S9 560, 830 pg/placa  Konan et al., 2007
Anastatica hierochuntica Brassicaceae NE EA NE NE 40, 200 pg/placa  Zinetal., 2018

. 780, 1560, 3130, 6250, Abudayyak et al.,
Anethum graveolens Apiaceae NE EM TA98 -S9,+S9 12500, 25000 pg/placa 2015
Ansellia africana Orchidaceae F,H,R EDC, EE TA98 - S9 50, 500, 5000 pg/placa (Zigllzsamy et al,

. . _— . . TA98, TA100, 313, 625, 1250, 2500,
Aristolochia manshuriensis  Aristolochiaceae H EA TA1537 -S9,+ 59 5000 pg/placa Hwang et al., 2012
Arrabidaea brachypoda Bignoniaceae FR T EHE TA98 -S9,+ 59 12000"13?&(;2524000 Resende et al., 2017
. 100000 pg/placa de .
0,
Baccharis anomala Asteraceae F EE 90% TA98 + 89 material seco Alice etal., 1991
Balanites aegyptiaca Cucurbitaceae F EE95% TA98, TA100 - S9 10000 pg/placa Alkofahi et al., 1990
Barlerii randii Acanthaceae PLT EA TA102 -S89, + S9 70, 80 plL/placa Sohni et al., 2000
Sanchez-Lamar et

Bathysa cuspidata Rubiaceae CCC,F  EE TA100  -S9,+s9  °210.2000,4000 ., o600 “Gontijo et

pg/placa

al., 2012
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Bauhinia forficata

Beta vulgaris

Brosimum gaudichaudii

Bulbophyllum scaberulum

Byrsonima coccolobifolia
Byrsonima Crassa

Byrsonima ligustrifolia

Carthamus tinctorius

Catharanthus roseus

Cecropia pachystachya

Ceratonia siliqua
Chaetacme aristata
Citrullus colocynthis

Citrus aurantium

Cocos nucifera

Combretum erythrophyllum

Combretum mkhzense

Fabaceae

Amaranthaceae

Moraceae
Orchidaceae
Malpighiaceae

Malpighiaceae

Malpighiaceae

Asteraceae

Apocynaceae

Urticaceae

Fabaceae
Ulmaceae
Cucurbitaceae

Rutaceae

Arecaceae

Combretaceae

Combretaceae

F, FL

F

NE

m M T T

NE

EA

EE
EM

EE

EHE
EM
EHE

EA

EDC, EM
90%

EA

EE 95%
EDC
EE 95%

EA

EC

EA
EDC

TA98, TA100

TA98, TA100
TA100, TA102

TA98

TA98
TA98
TA98

TA98

TA98

TA97a, TA102

TA98, TA100
TA98
TA98, TA100

TA98

TA98

TA100, TA102

TA98

-S9,+ 89

-S9
-S9,+ 89

-S9
-S9,+ 89

-S9
-S9

-S9

+ 89

-39

-39
-39
-89

-89

-39

-S9,+ 89

+ 89

5000 pg/placa, extrato
puro (liquido)

10000 pg/placa
3370, 6750, 10120,
13500, 20250 pg/placa

500, 5000 pg/placa

2000, 4000, 8000,
16000 pg/placa
15900, 21200 pg/placa
13500 e 18000
pg/placa

780, 1560, 3130, 6250,
12500 e 25000
pg/placa

50, 500, 5000 pg/placa

2000 e 5000 pg/placa

10000 pg/placa
50 pg/placa
10000 pg/placa
780, 1560, 3130, 6250,
12500 e 25000

pg/placa
780, 1560, 3130, 6250,
12500 e 25000
pg/placa
50, 60, 70, 80
uL/placa
5000 pg/placa

Bresolin e Vargas,
1993, Rivera et al.,,
1994

Alkofahi et al., 1990

Varanda et al., 2012

Chinsamy et al.,
2014

Espanha et al., 2014
Cardoso et al., 2006
Espanhaetal., 2014

Abudayyak et al.,
2015

Elgorashi et al., 2013

Mendonca et al.,
2016

Alkofahi et al., 1990
Elgorashi et al., 2013
Alkofahi et al., 1990

Abudayyak et al.,
2015

Abudayyak et al.,
2015

Sohni et al., 1994
Elgorashi et al., 2013
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Coriandrum sativum
Coutarea hexandra

Crataegus oxyacantha

Crinum macowanii
Crotalaria pallida
Croton lechleri
Cymbopogon citratus
Daphne linearifolia

Davilla elliptica

Davilla nitida

Diospyros whyteana
Echinodorus macrophyllus
Ekebergia capensis

Eriocaulon ligulatum
Eulophia petersii

Gnaphalium sp.
Gnidia kraussiana
Helichrysum herbaceum

Helichrysum rugulosum
Helichrysum simillimum

Hidrocotyle asiatica

Apiaceae
Rubiaceae

Rosaceae

Amaryllidaceae
Fabaceae
Euphorbiaceae
Poaceae
Thymelaeaceae

Dilleniaceae
Dilleniaceae
Ebenaceae

Alismataceae
Meliaceae

Eriocaulaceae
Orchidaceae

Asteraceae
Thymelaeaceae
Asteraceae

Asteraceae
Asteraceae

Araliaceae

FR

T

SV

F,H

O T M T

PLT

PLT

PLT

PLT

TA97a, TA9S,
EA TA102 -89, + S9
EE TA98 +59
EM TA98 +59
EDC TA98 - 59, + S9
EE 70% TA98 - 59
EA  TA98 TA1535 -S9 +S9
EA TA104 - 59
EE95% TA98, TA100 - 59
EM. EM
booo  TA9Ta, TA9S +S9,-59
EM. EM
booo  TA9Ta, TA9S  +S9,-59
EDC TA98 +59
EA TA98 - 59
EA TA98 +59
TA97a, TA9S,
EM.EDC ra100 TA102 ~S9*S9
EDC, EEP TA98 - 59
EDC:EM TA98 - 59, + 59
EA TA102 -89, +59
EM, EM
00% TA98 +S9
EM 90% TA98 +59
EM90% TA98 TAL100 -S9 +S9
EA TA98 +S9

0.8 a 8 pg/placa

4120, 8250 e 16500
pg/placa
2.5, 5, 10, 100, 250,
500 pg/plate

500, 5000 pg/placa
9000 e 13500 pg/placa
10, 30, 50, 80 uL/mL
Extrato puro (liquido)

10000 pg/placa

1000, 8400 pg/placa

500 a 13000 pg/placa

50 pg/placa
150000 pg/placa
50, 5000 pg/placa

2300 pg/placa

500, 5000 pg/placa

250, 500, 1000

pg/placa
70, 80 uL/mL

5000 pg/placa
5000 pg/placa

50, 500, 5000 pg/placa

Extrato puro (liquido)

42

Reyes et al., 2010
Nunes et al., 2012

Quadros et al., 2017

Elgorashi et al., 2013
Boldrin etal., 2013
Rossi et al., 2013
Rivera et al., 1994
Alkofahi et al., 1990

Biso et al., 2010

Biso et al., 2010

Elgorashi et al., 2013
Vidal et al., 2010
Mulaudzi et al., 2013

Silva et al., 2007

Chinsamy et al.,
2014
Déciga-Campos et
al., 2007

Sohni et al., 1998

Reid et al., 2006

Reid et al., 2006
Reid et al., 2006,
Verschaeve e Van
Staden, 2008
Rivera et al., 1994



Indigofera suffruticosa

Kalanchoe laciniata

Limonium globuliferum

Luehea divaricata

Melissa officinalis

Mentha longifolia

Mimosa bimucronata

Moringa oleifera

Nigella arvensis

Ocimum basilicum

Ocotea duckei

Paullinia cupana
Peganum harmala
Pfaffia iresinoides
Pfaffia paniculata
Phyllanthus tenellus

Plathymenia reticulata

Plumbago auriculata
Pouteria torta

Fabaceae

Crassulaceae

Plumbaginaceae

Malvaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Fabaceae

Moringaceae

Ranunculaceae

Lamiaceae

Lauraceae

Sapindaceae
Nitrariaceae
Amaranthaceae
Amaranthaceae
Phyllanthaceae

Fabaceae

Plumbaginaceae
Sapotaceae

PLT

C,FR

NE

F

F

—_w”m
I

mmT O T MmO

EF 30%,
EHE

EH, EM
70%
EA, EM

EE 90%

EA

EA 95%
EA

EA

EC

EF 70%,
EE 70%

EHE

EA
EE 95%
EA
EA
EA

EHE

EDC
EHE

TA98, TA1535

e TA1537

TA98, TA102

TA100, TA98

TA98

TA98, TA100

TA98, TA100
TA98, TA102
TA97a, TA9S,

TA100, TA102

TA98

TA98, TA100,
TA1535

TA97a, TA102

TA97a
TA98, TA100
TA98
TA100
TA98, TA104

TA98

TA98
TA97a, TA98

-S9,+ 89

-S9,+ 89

-S9

+ 89

-S9,+ 89

-89
+ 89

-S9,+ 89

-89

-S9,+ 89

-S9,+ 89

-39

-89

-39
-S89, + 89
-S89, +S9

-S9

+ 89
-S9

500, 1500, 5000
pg/placa
9375, 18750, 37500,
75000, 150000
pg/placa
0,1, 1, 100, 1000,
10000 pg/placa
100000 pg/placa de
material seco
780, 1560, 3130, 6250,
12500 e 25000
pg/placa
10000 pg/placa

5000 pg/placa

0,6,08,1e15
pg/placa
780, 1560, 3130, 6250,
12500 e 25000
pg/placa
50, 150, 500, 1500,
5000 pg/placa
12000, 24000,
48000 pg/placa
30000 pg/placa
10000 pg/placa
Extrato puro (liquido)
Extrato puro (liquido)
Extrato puro (liquido)
17060 e 19900
pg/placa
50 pg/placa
5000 pg/placa

Ferrer et al., 2009

Sharif et al., 2017

Eren et al.,, 2006,
Eren e Ozata, 2014

Alice et al., 1991

Abudayyak et al.,
2015

Alkofahi et al., 1990
Bresolin e Vargas,
1993

Rolim et al., 2011

Abudayyak et al.,
2015

Garcia-Lopez, 2000,
Ferrer et al., 2009

Marques et al., 2003

Fonseca et al., 1994
Alkofahi et al., 1990
Rivera et al., 1994
Rivera et al., 1994
Rivera et al., 1994
Della Torre et al.,
2011

Elgorashi et al., 2013
Costa et al., 2014
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Prunus mahaleb
Qualea grandiflora

Qualea multiflora

Retama raetam

Ricinus communis

Ruta graveolus

Sambucus australis

Saussurea lappa
Senecio vernalis

Senna alata

Skimmia laureola

Solidago microglossa
Strychnos pseudoquina

Swertia chirayita
Tapirira guianensis

Teloxys ambrosioides
Terminalia catappa

Terminalia citrina

Rosaceae
Vochysiaceae

Vochysiaceae

Fabaceae

Euphorbiaceae

Rutaceae

Adoxaceae

Asteraceae
Asteraceae

Fabaceae

Rutaceae

Asteraceae
Loganiaceae

Gentianaceae
Anacardiaceae

Amaranthaceae
Combretaceae

Combretaceae

NE EA
EC. EM,
C EA
EA. EC,
C EM

FL,FR EAC,EM

C,F,
FR, R, EM
S
F EF 70%
FL EA
NE EEP
F EE 95%
PLT EM
NE EEP
PLT EA
F EM
NE EEP
F EHE
F EF 60%
F EHE
FR EA EE

TA100 +59

TA97a, TA9S,

TAL00, TA102 ~ 5% *S9
TA100 - 59, +S9
TA100.

TA104, - s9
TA1538
TA98, TA1I00 -S9O
NE NE
TA98 +59
TA98 - s9
TA98, TA100 -S9O
TA98, TA1537  +S9
TA98 - s9
TA97a, TA98 - SO, + SO
TA98, TA100 - SO, + S9
TA98 - 59
TA98, TA100 - S9, +S9

TA98. TA100,

TA1537 NE

TA97a, TA100 -S9O

TA100, TA102 -S9O

780, 1560, 3130, 6250,
12500, 25000 pg/placa
1920, 3850, 7700,
11550, 15400 pg/placa
1250, 12450, 16600,
18100 pg/placa

NE

50 pg/placa

5000 pg/placa
5000 pg/placa

NE

10000 pg/placa

625, 2500, 5000
pg/placa

NE

Extrato puro (liquido)
19950, 26600 pg/placa

NE

4,25, 8,67, 16,68,
24,09, 30,97 pg/mL

5000 pg/placa

16680, 22240 ug/placa
15, 150, 1500, 15000,
150000 pg/placa

Abudayyak et al.,
2015

Santos et al., 2011
Santos et al., 2011

Edziri et al.,, 2011,
201

Abbas et al., 2018

Ferrer et al., 2009
Bresolin e Vargas,
1993

Riazuddin et al.,
1987

Alkofahi et al., 1990

Hong e Lyu, 2011

Riazuddin et al,
1987

Rivera et al., 1994
Santos et al., 2006
Riazuddin et al,,
1987

Silva-Oliveira et al.,
2016

Ferrer et al., 2009
Mininel et al., 2014
Akhtar et al., 2016
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Teucrium polium Lamiaceae F EE95% TA98, TA100 - S9 10000 pg/placa Alkofahi et al., 1990
Thermopsis turcica Fabaceae FCLFR EA TA?AL’?‘;OO’ -S9,+ 59 0,375, i’;?)’lsgas’ 3750 Liman et al., 2012

Tridactyle tridentata Orchidaceae R EE TA98 +S9 50, 500 pg/placa (zlglir;samy et al,
Valeriana procera Caprifoliaceae = R,RZ EDC:EM TA100 +59 500 pg/placa gﬁcé%%‘fampos et
Zingiber officinale Zingiberaceae NE EA TA98 +sg /80,1560, 3130, 6250, Abudayyak et al,

12500, 25000 pg/placa 2015
Ziziphus mucronata Rhamnaceae G EM 90% TA98 + S9 5000 pg/placa Elgorashi et al., 2013

Partes das plantas: B - bulbo, C — caule, CC - casca, CCC — casca do caule, CP — capitulo, F — folha, FL — flor, FR — fruto, G — galho, H — haste, | —
inflorescéncia, PB — pseudobulbo, PLT - toda planta, R — raiz, RZ — rizoma, S — semente, SV — seiva, T — talo.

Extrato: EA — extrato aquoso, EAC — extrato acetato de etila, EC — extrato cloroférmico, EDC — extrato diclorometano, EE — extrato etanolico, EEP
— extrato éter petroleo, EF — extrato fluido, EHE — extrato hidroalcoolico, EH - extrato hexamico, EM — extrato metanolico, OE — 6leo essencial.
NE - ndo especificado.
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3.1.1 Caracteristicas das plantas com potencial mutagénico

E sabido que as plantas apresentam substancias bioativas que s&o responsaveis pelas
suas propriedades terapéuticas, no entanto a presenca de determinados metabo6litos bem como
a sua acdo sinérgica podem desencadear efeitos toxicos, como carcinogénico, genotoxico,
mutagénico, neurotoxico, teratotdxico, citotoxico, nefrotoxico e hepatotdxico (Abudayyak et
al., 2015; Guldiken et al., 2018).

Alguns autores relacionam o potencial mutagénico a presenca de alguns fitoquimicos.
Nesse sentido, nossos dados evidenciaram que a presenca de determinadas classes de
metabolitos secundéarios, como os alcaldides e compostos fendlicos tiveram relagdo com o
potencial mutagénico das plantas (Cardoso et al., 2006). Os compostos fendlicos sdo
fitogquimicos abundantes nas plantas e que sdo sintetizados, principalmente, pelas vias do acido
chiguimico e dos fenilpropanoides. Esses compostos sdo divididos em subgrupos, como
flavonoides, acidos fendlicos e taninos (Singh et al., 2017) que estdo presentes em varias plantas
que apresentaram potencial mutagénico.

Santos et al. (2010) verificaram que o potencial mutagénico do extrato metandlico das
folhas de Alchornea castaneaefolia e Alchornea glandulosa frente as linhagens TA97a e TA98
esta relacionado a presenca dos flavonoides quercetina e amentoflavona presentes em ambas as
espécies. A quercetina também foi indicada como agente mutagénico para a linhagem TA98
nas espécies Davilla nitida, Davilla elliptica (Biso et al., 2010), Byrsonima coccolobifolia e
Byrsonima ligustrifolia (Espanha et al., 2014). Resende et al. (2012) em um estudo sobre o0
potencial mutagénico de diferentes flavonoides evidenciaram que a quercetina mostrou maior
atividade mutagénica sobre a linhagem TA98 na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica,
sendo assim esse flavonoide pode ser considerado um mutégeno de acdo direta e indireta que
causa deslocamento do quadro de leitura.

Além dos flavonoides, os acidos fendlicos e os taninos também estdo presentes em
varias plantas com potencial mutagénico. Como pode ser observado nos artigos selecionados,
as espécies Melissa officinalis (Abudayyak et al., 2015) e Terminalia catappa (Mininel et al.,
2014) também apresentarem potencial mutagénico e o mesmo foi relacionado aos teores do
acido caféico e taninos, respectivamente. Ja as espécies Ocotea duckei (Margues et al., 2003) e
Coutarea hexandra (Nunes et al., 2012), tiveram o seu potencial mutagénico relacionado aos
teores dos alcaldides, além dos compostos fenolicos.

Apesar de alguns ensaios terem associado o potencial mutagénico a presenca de

compostos fitoquimicos, noés ndo conseguimos fazer uma relacdo direta entre esses dois
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parametros, uma vez que nem todas as plantas apresentaram potencial mutagénico na presenca
de flavondides e acidos fendlicos, como descito acima. Nesse contexto, varios estudos tém
buscado compreender as causas do potencial mutagénico dos fitoquimicos presentes nas plantas
(Bode e Dong et al., 2015; Bancali et al., 2017). Dados da literatura indicam que além da
questdo estrutural dos compostos, como no caso dos flavonoides, muitos fitoquimicos sdo
mutagénicos e/ou carcinogénicos, pois geram espécies reativas de oxigénio que causam danos
oxidativos nas estruturas celulares e biomoléculas, tais como acidos nucléicos, lipidios e
proteinas (Castro et al., 2001; Makhafola et al., 2016).

Assim, mesmo com 0 avango das pesquisas é dificil inferir sobre a real causa do
potencial mutagénico das plantas medicinais, uma vez que a composicdo fitoquimica das
mesmas € muito complexa e variavel. Outro fator importante que deve ser levado em
consideracdo € que a mistura dos metabdlitos secundarios nas preparacdes terapéuticas pode

levar a um efeito aditivo, sinérgico ou antagonista (Rivera et al., 1994).

3.1.2 Caracteristicas das linhagens

O teste de Ames pode ser realizado com uma variedade de linhagens de S.
Typhimurium e E. coli, porém as mesmas devem ser escolhidas com base nas recomendacdes
dos 6rgaos reguladores. Os artigos analisados utilizaram uma série de linhagens para avaliar 0s
extratos de plantas, sendo que ao todo foram utilizadas 10 linhagens com combinagdes variadas
em cada trabalho. As linhagens TA98 (86 %, 616/695), TA100 (76 %, 535/695) e TA1535
(26%, 187/695) foram utilizadas com maior frequéncia nos artigos que compdem o banco de
dados (Figura 3). De uma maneira geral, a TA98 e a TA100 também sdo as linhagens mais
utilizadas na avaliacdo do potencial mutagénico de amostras ambientais, como &gua, ar e
sedimento. De acordo com regulamentagBes internacionais, como a 1SO 16240:2005(E),
ensaios preliminares que avaliam o potencial mutagénico de amostras ambientais podem ser
realizados apenas com as linhagens TA98 e TA100 (- S9/ + S9), que detectam respectivamente,
frameshift e substituicdo de pares de bases, uma vez que as mesmas séo capazes de detectar a
maioria dos compostos mutagénicos (Umbuzeiro e Zeiger, 2017).

Nesse sentido, a expressiva utilizagdo das linhagens TA98 e TA100 na avaliacdo do
potencial mutagénico de plantas medicinais deve estar relacionada a justificativa da utilizacdo

das mesmas em amostras ambientais.
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Quando analisamos somente as 98 espécies que apresentaram potencial mutagénico,
também observamos que as linhagens a TA98 e a TA100 detectaram o potencial mutagénico
em um maior numero de plantas medicinais, 79% (78/98) e 34% (34/98), respectivamente
(Figura 4).
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Figura 3: Percentual de plantas avaliadas frente as linhagens de S. Typhimurium TA97a, TA98,
TAL100, TA102, TA104, TA1535, TA1537, TA1538, YG1024 e E. coli WP2 uvrA pelo teste

de Ames.
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Figura 4: Percentual de plantas com potencial mutagénico detectado pelas linhagens de S.
Typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537 e TA1538.
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O registro dos fitoterdpicos segue 0s mesmos critérios estabelecidos para o
desenvolvimento de novos medicamentos, sendo assim, as diretrizes da Anvisa, EMA e FDA,
recomendam que o teste de Ames seja realizado com cinco linhagens para se obter resultados
confiaveis sobre a amostra analisada, uma vez que a combinacdo dessas linhagens permite
detectar mudancas nos sitios guanina-citosina (G—C) e adenina-timina (A-T).

Um teste padrdo de Ames deve incluir as seguintes linhagens: (i) S. Typhimurium
TA1535 e (ii) S. Typhimurium TA100 que detectam substituicdo de pares de bases, leucina
(GAG/CTC) por prolina (GGG/CCC); (iii) S. Typhimurium TA97a (ou TA 97, ou TA1537),
detecta mutagdes frameshift (+1C) proximo a sequéncia repetitiva de 6 citosinas (—-C-C-C-C-
C—C-); (iv) S. Typhimurium TA98, detecta mutacdes frameshift (-1C) que afeta a leitura de
uma sequéncia proxima de residuos GC (-C-G-C-G-C-G-C-G-); (v) S. Typhimurium
TA102 (ou E. coli WP2uvrA ou E. coli WP2uvrA (pKM101) detecta mutacédo do tipo ocre,
TAA, que pode ser revertida por todas as 6 possiveis substituicdes de pares de bases levando a
transices e transversdes (Maron and Ames,1983; Mortelmans and Zeiger, 2000; Escobar et al.,
2013). Além dessas caracteristicas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 possuem 0
plasmideo pKM101 que carreia 0 gene mucAB, responsavel pelo aumento do sistema de reparo
do tipo error-prone (passivel de erro). A TA102 possui um plasmideo adicional, paQ1, que
confere a linhagem uma ampliacdo do numero de sitios especificos para a mutagénese.

Assim, para a realizacao do teste de Ames deve ser escolhida cinco linhagens com base
nas caracteristicas citadas acima, sendo permitida a substituicdo de algumas linhagens por suas
homologas, como é o caso da TA97a que pode ser substituida pela TA97a e pela TA1537, por
exemplo.

Entre as espécies vegetais que compde 0 nosso banco de dados, apenas 8% (55/695)
foram avaliadas com as cinco linhagens recomendadas. Nesse sentido, caso todas as espécies
tivessem sido avaliadas conforme as diretrizes dos 6rgdos reguladores, o nimero de espécies
com potencial mutagénico poderia ser maior, uma vez que as linhagens detectam diferentes
mutacoes.

Em relacdo as 98 espécies que apresentaram potencial mutagénico, apenas seis foram
testadas frente as cinco linhagens, conforme as diretrizes dos 6rgdos reguladores. A TA98
detectou potencial mutagénico em quatro das seis especies, seguida das linhagens TA97a,
TA1537, TA102 e TA100 que detectaram o potencial mutagénico em duas especies cada
(Figura 5). As linhagens TA98, TA97a e a sua homologa TA1537 podem ser consideradas mais
sensiveis, pois detectaram um maior nimero de espécies mutagénicas quando comparadas com

a sua frequéncia de utilizagéo.
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Figura 5: Relagdo entre as seis espécies avaliadas frente a uma sequéncia de 5 linhagens e a

frequéncia de plantas que tiveram o potencial mutagénico detectado por essas linhagens

Com base nesses resultados e na avaliacdo das caracteristicas genotipicas das
linhagens é possivel observar que a utilizacdo de cinco linhagens para a avaliacdo dos extratos
¢ de suma importancia mesmo em testes para comprovacdo da seguranca para utilizacdo na
medicina popular, uma vez que apesar das linhagens detectarem dois tipos de mutaces,
substituicdo de pares de bases e deslocamento do quadro de leitura, as mesmas detectam
mutacdes em diferentes locais do material genético.

Na literatura ndo existe recomendacédo para o uso de um namero inferior de linhagens,
porém a maioria dos trabalhos utilizaram de duas a trés linhagens de S. Typhimurium. Escobar
et al., (2013) analisaram o banco de dados de produtos quimicos ndo medicamentosos e
verificaram que as linhagens TA97a e TA1535 foram mais sensiveis na detec¢do do potencial
mutageénico.

Neste contexto, com base na correlacdo entre a frequéncia de utilizacdo das linhagens
(Figura 3) com a frequéncia na deteccdo do potencial mutagénico (Figura 4), bem como na
analise das espécies avaliadas frente as cinco linhagens (Figura 6) é possivel verificar que as
linhagens TA98, TA97a ou TA1537 e TA102 foram mais sensiveis na deteccdo do potencial
mutagénico das plantas analisadas. Assim, mesmo sendo dificil de inferir quais sédo as linhagens
mais sensiveis com base nesses dados, é possivel destacar a utilizacdo das linhagens TA98 e

TA97a para deteccdo mutagenos que provocam o deslocamento do quadro de leitura e da
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TA102 para deteccdo de mutagenos que causam a substituicdo de pares bases em ensaios de

mutagenicidade com plantas medicinais.

3.1.3 Sistema de metabolizacdo exdgena

A utilizacdo do sistema de metabolizacdo exdgena permite a detecgdo de mutagenos de
acdo direta e indireta, uma vez que alguns compostos s6 passam a ser mutagénicos apos o
processo de metabolizacdo realizado pelas enzimas do figado, no entanto outros ndo precisam
ser metabolizados para se tornarem potencialmente mutagénicos (Ames et al., 1973b;
Umbuzeiro e Zeiger, 2017).

A anélise do banco de dados evidenciou que 63% (439/695) das plantas foram avaliadas
na presenca e auséncia de sistema de metabolizacdo exdgena. Na Figura 6 é possivel observar
que das 98 espécies que apresentaram potencial mutagénico, 77 foram avaliadas na presenca e
auséncia da fracdo S9, sendo que dessas 36 foram mutagénicas diante dos dois sistemas (-S9 e
+S9), como por exemplo as espécies Croton lechleri (Rossi et al., 2013), Davilla nitida (Biso
et al., 2010) e Eriocaulon ligulatum (da Silva et al., 2007).

Em contrapartida, dessas 77 espécies, 25 foram mutagénicas s6 na presenca da fracéo
S9, como por exemplo, Davilla elliptica (Biso et al., 2010), Senna alata (Hong e Lyu, 2011) e
Valeriana procera (Deciga-Campos et al., 2007) e 19 espécies foram mutagénicas s6 na
auséncia da fragdo S9, como por exemplo Ansellia africana (Chinsamy et al., 2014), Cecropia
pachystachya (Mendonca et al., 2016) e Crotalaria pallida (Boldrin et al., 2013). Esses dados
demonstram a importancia da realizacdo dos ensaios na presenca e auséncia do sistema de
metabolizacdo exdgena.

Entre as 98 espécies que apresentaram potencial mutagenico, 17 foram avaliadas
somente na auséncia da fracdo S9, sendo que as mesmas poderiam apresentar potencial
mutagénico na presenca da fracdo caso tivessem sido avaliadas com e sem sistema de

metabolizacdo exdgena.
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695 espécies™
439 espécies avaliadas na 252 espécies avaliadas
presenca e auséncia da somente na auséncia da
fracdo S9 fracdo S9
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Figura 6: Frequéncia das plantas que apresentaram potencial mutagénico em funcdo da
utilizacdo do sistema de metabolizacdo exdgena (fragdo S9). *4 plantas ndo tiveram os dados
de utilizacéo da fragcdo S9 disponibilizados nos artigos.

Nesse sentido, para garantir a seguranca quanto o potencial mutagénico, o ideal € que
todas as plantas sejam avaliadas na presenca e auséncia do sistema de metabolizacdo, para se
obter resultados confiaveis.

O teste de Ames ¢ considerado na literatura como um ensaio relativamente simples e
rapido (Escobar et al., 2013), porém a realizacdo do ensaio na presenca da fracdo S9 envolve
um custo maior, pois além da aquisicdo do homogenato de figado de rato é necesséaria a
utilizacdo de cofatores como a glicose 6-fosfato e 3-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADP) que auxiliam na ativacdo das enzimas de metaboliza¢do. Assim, uma das hipoteses
para presenca de trabalhos que realizam os ensaios sem a fracdo S9 é o valor agregado ao ensaio
devido a utilizagéo desse sistema.

Assim, para que uma planta medicinal seja considerada segura para 0 cConsumo ou para

producdo de um fitoterapico é necessario que o teste de Ames seja realizado de acordo com as
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diretrizes preconizadas, ou seja, na presenca ou auséncia de um sistema de metabolizacdo

exogena.

Conclusodes

O teste de Ames é um ensaio amplamente empregado para a deteccdo do potencial
mutagénico e antimutagénico de plantas medicinais com diversas atividade bioldgicas, podendo
ser utilizado como uma ferramenta de rastreio ou como parte da bateria de ensaios pré-clinicos
no processo de desenvolvimento de novos medicamentos.

Vaérias espécies demonstraram atividade antimutagénica quando avaliadas pelo teste
de Ames. A familia Lamiaceae se destacou, pois apresentou um nimero expressivo de espécies
com essa atividade.

Plantas medicinais popularmente conhecidas como, as folhas de Beta vulgaris
“beterraba”, folhas de Teloxys ambrosioides “erva de santa maria”, raiz de Pfaffia iresinoides e
raiz de Pfaffia paniculata apresentaram potencial mutagénico pelo teste de Ames.

As linhagens TA98, TA97a e TA102 foram as mais sensiveis, uma vez que detectaram
um maior niumero de plantas com potencial mutagénico. Assim, de acordo com 0 nosso banco
de dados as linhagens TA98 e TA97a seriam mais recomendadas para detec¢do de mutagenos
que causam deslocamento do quadro de leitura e a TA102 para deteccdo de mutagenos que
causam substituicdo de pares de bases.

A maioria das pesquisas analisadas séo referentes a estudos de triagem, e por isso ndo
utilizaram as cinco linhagens, conforme as diretrizes dos érgdos reguladores. Porém, essa
pratica ndo garante uma seguranca quanto ao potencial mutagénico, uma vez que cada linhagem
possui uma especificidade. Por isso, sugere-se que sejam realizados estudos que confirmem
quais linhagens sdo mais sensiveis para ensaios de triagem de plantas medicinais utilizadas pela
medicina popular nos casos da impossibilidade de testar com as cinco linhagens.

A realizacdo do teste de Ames na presenca e auséncia do sistema de metabolizacéo
exogena também se faz de extrema importancia para deteccdo dos mutagenos de acédo direta e
indireta, assim os ensaios realizados na auséncia desses dois sistemas compromete os resultados
obtidos e consequentemente a seguranca das plantas avaliadas.

Os resultados do teste de Ames sdo altamente preditivos com 0s ensaios de
mutagenicidade in vivo e por isso, sdo considerados o suficiente para dar suporte a todos 0s
estudos de genotoxicidade pré-clinicos de administracdo Unica, portanto nestes casos néo é
preciso a realizagdo de outros ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade conforme

preconizado. Porém, para que esse objetivo seja alcancado é necessaria a interpretacdo correta
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das diretrizes das agéncias que regulamentam o desenvolvimento de novos medicamentos, a
fim de garantir ndo so a eficacia e qualidade, mas também a seguranca dos ensaios pré-clinicos.

Nesse sentido, € importante que os estudos de triagem do potencial mutagénico de
plantas medicinais, realizados na maioria das vezes por grupos de pesquisas nas universidades,
obedecam as diretrizes para o desenvolvimento de fitoterdpicos para que os resultados gerados
sejam transmitidos para a populagcdo de maneira a garantir a seguranca no uso das plantas

utilizadas.
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Tabela 1S: Plantas medicinais avaliadas pelo teste de Ames de acordo com as buscas nas
bases de dados eletonicas utilizando os termos “genotoxicity tests” OR “mutagenicity tests”
OR “Ames test” AND “medicinal plants” no periodo de 1975 a maio de 2018.

Espécie Familia Referéncia
Acokanthera oppositifolia Apocynaceae Aremu et al., 2013
Astronium graveolens Anacardiaceae Resende et al., 2015
Abies nordmannia Pinaceae Basaran et al., 1996
. Moosavi et al., 2003; Madikizela et
Abrus precatorius Fabaceae
al., 2014
Acacia karroo Fabaceae Ndhlala et al., 2009
Acacia mearnsii Fabaceae Madikizela et al., 2012
Acacia nilotica Fabaceae Kaur et al., 2003; Eldeen et al., 2005
Acacia pennatula Fabaceae Feregrino-Pérez et al., 2011
Bouhlel et al., 2008; Bouhlela et al.,
Acacia salicina Fabaceae 2008; Boubaker et al., 2011; Chatti et
al., 2011; Boubaker et al., 2012
Acacia seyal Fabaceae Eldeen et al., 2007
. . Elgorashi et al., 2003; Eldeen et al.,
Acacia sieberiana Fabaceae

Acalypha cuspidata
Acalypha glabrata
Acalypha subviscida
Acanthopanax gracilistylus
Acanthus ebracteatus

Acer tegmentosum
Achillea falcata L.
Achillea fragrantissima
Achillea teretifolia
Achyranthes bidentata

Acokanthera oblongifolia

Acokanthera venenata
Acorus calamus
Adansonia digitata
Adenia digitata

Adenia gummifera
Adenophyllum aurantium
Aesculus hippocastanum

Afzelia quanzensis

Agapanthus praecox

Agrimonia eupatoria
Agrimonia procera

Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Araliaceae
Acanthaceae
Sapindaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Amaranthaceae

Apocynaceae

Apocynaceae
Acoraceae
Malvaceae
Passifloraceae
Passifloraceae
Asteraceae
Sapindaceae

Fabaceae

Amaryllidaceae

Rosaceae
Rosaceae

2005; Verschaeve et al., 2008

Leon et al., 2017

Makhafola et al., 2016

Leo6n et al., 2017

Chen et al., 2003

Rojanapo et al., 1990

Hwang et al., 2013b

Alkofahi et al., 1990

Alkofahi et al., 1990

Akyil et al., 2012

Chen et al., 2003

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Ndhlala et al., 2011

Aqil et al., 2008

Ndhlala et al., 2009
Sohni et al., 1994

Sohni et al., 1994

Leobn et al., 2017

Felipe et al., 2013

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Pukalskiene et al., 2018

Pukalskiene et al., 2018



Albizia adianthifolia
Albizia gummifera
Alchornea castaneaefolia
Alchornea glandulosa
Alchornea hirtella Benth
Allium sphaerocephalon
Alloispermum integrifolium
Aloe barberae

Aloe chabaudii

Aloe ferox

Aloe marlothii

Aloe vera

Alysicarpus rugosus

Amphipteryngium adstringens

Anacardium occidentale

Anagyris foetida
Anastatica hierochuntica
Anchusa strigosa
Andrographis paniculata
Androstachys johnsonii
Anethum graveolens
Angelica acutiloba
Angelica sinensis
Annona crassiflora
Ansellia africana

Antidesma venosum

Antigonon leptopus

Apocynum venetum
Arachis hypogaea

Arctium minus

Argemone mexicana
Argomuellera macrophylla
Aristolochia manshuriensis
Arrabidaea brachypoda

Arrabidaea chica
Arracacia tolucensis

Artemesia afra

Artemisia absinthium

Artemisia capillaris
Artemisia ciniformis

Fabaceae
Fabaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Amaryllidaceae
Asteraceae
Asphodelaceae
Asphodelaceae
Aloaceae
Asphodelaceae

Asphodelaceae

Fabaceae
Julianiaceae

Anacardiaceae

Fabaceae
Brassicaceae
Boraginaceae
Acanthaceae
Picrodendraceae
Apiaceae
Umbelliferae
Apiaceae
Annonaceae
Orchidaceae

Phyllanthaceae

Polygonaceae

Apocynaceae
Fabaceae
Asteraceae
Papaveraceae
Euphorbiaceae
Avristolochiaceae
Bignoniaceae

Bignoniaceae
Apiaceae

Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae
Asteraceae
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Eldeen et al., 2005

Mahlangu et al., 2017

Santos et al., 2010

Santos et al., 2010

Makhafola et al., 2016

Ceylan, 2014

Leo6n et al., 2017

Ndhlala et al., 2009

Mulaudzi et al, 2013

Madikizela et al., 2012

Luseba et al., 2007

Tanaka et al., 2005; Ferrer et al.,
2009

Madikizela et al., 2012
Deciga-Campos et al., 2007
Cavalcante et al., 2005; Konan et al.,
2007

Alkofahi et al., 1990

Zinetal., 2018

Alkofahi et al., 1990
Chandrasekaran et al., 2009
Makhafola et al., 2016

Abudayyak et al., 2015

Yun et al. 2017b

Chen et al., 2003

Vilar et al., 2011

Chinsamy et al., 2014

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Verschaeve et al., 2008;
Wongwattanasathien et al., 2010
Tatsuzaki et al., 2014

Tatsuzaki et al., 2014

Basaran et al., 1996

Duhan et al., 2011

Makhafola et al., 2016

Hwang et al., 2012

Resende et al., 2017

Ssantos et al., 2013; Gemelli et al.,
2015

Deciga-Campos et al., 2007
Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Aremu et al., 2013

Ferrer et al., 2000; Ferrer et al., 2009;
Taherkhani, 2014;

Yum et al., 2017a

Taherkhani et al., 2016



Artemisia dracunculus
Artemisia herba-alba
Asclepias fruticosa
Asparagus africanus
Asparagus falcatus
Asphodelus fistulosus

Aster bakerianus
Astragalus aduncus
Astragalus argyroides
Astragalus atrocorpus
Astragalus bicolor
Astragalus erinoceus
Astragalus galegiformis
Astragalus lagurus
Astragalus membranaceus
Astragalus microcephalus
Astragalus pinetorum
Astragalus ponticus
Astragalus psoraloides
Astragalus trichostigma
Astronium urundeuva
Astronium fraxinifolium
Atractylodes macrocephala

Azadirachta indica

Baccharis anomala
Baccharis articulata
Baccharis dracunculifolia
Baccharis incarum

Baccharis trimera
Baccharis trinervis

Balanites aegyptiaca

Balanites maughamii

Baliospermum axillar
Barlerii randii

Bathysa cuspidata

Bauhinia forficata
Bauhinia galpinii

Bauhinia uariegata
Bauhinia variegata

Asteraceae
Asteraceae
Apocynaceae
Asparagaceae
Asparagaceae
Asphodelaceae

Asteraceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Anacardiaceae
Anacardiaceae
Asteraceae

Meliaceae

Asteraceae
Astereae

Asteraceae
Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae

Cucurbitaceae

Balanitaceae

Euphorbiaceae
Acanthaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Fabaceae
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Ribnicky et al., 2004

Alkofahi et al., 1990

Ndhlala et al., 2011

Madikizela et al., 2014

Madikizela et al., 2014

Alkofahi et al., 1990

Ndhlala et al., 2011; Madikizela et
al., 2012

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Chen et al., 2003

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Ozbek et al., 2008a

Resende et al., 2015

Resende et al., 2015

Chen et al., 2003

Riazuddin et al., 1987; Vinod et al.,
2011; Vijayan et al., 2015

Alice et al., 1991

Rodriguez et al., 2010

Resende et al., 2012

Nufio et al., 2012

Nogueira et al., 2011; Menezes et al.,
2016

Garciaetal., 2017

Alkofahi et al., 1990; Eldeen et a.,
2007

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Higashimoto et al., 1994
Sohni et al., 1994

Sanchez-Lamar et al., 2008; Gontijo
etal., 2012

Bresolin et al., 1993; Rivera et al.,
1994

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Rivera et al., 1994

Alkofahi et al., 1990



Berberis hartwegii
Berkheya bipinnatifida

Berkheya mantana

Bersama lucens

Beta vulgaris

Bidens pilosa
Blepharis ciliaris
Boerhavia erecta
Boldoa purpurascens
Bolusanthus speciosus

Boophane disticha

Bowiea volubilis
Brachystegia spiciformis
Brickellia veronicaefolia
Brosimum gaudichaudii

Brunsvigia grandifolia

Bryophyllum calycinum
Bryophyllum pinnatum

Buddleja saligna
Bulbophyllum scaberulum

Buxus natalensis
Byrsonima coccolobifolia
Byrsonima correifolia
Byrsonima Crassa
Byrsonima fagifolia

Byrsonima intermedia

Byrsonima ligustrifolia
Byrsonima verbascifolia
Calendula officinalis
Callistemon lanceolatus
Calotropis porcera
Camellia sinensis

Campomanesium xanthocarpa

Canthium spinosum
Capparis decidua
Capparis spinosa
Caralluma fimbriata

Cardiospermum halicacabum

Carthamus tinctorius

Berberidaceae
Asteraceae

Asteraceae

Melianthaceae

Amaranthaceae
Asteraceae
Acanthaceae
Nyctaginaceae
Nyctaginacea
Fabaceae

Amaryllidaceae

Asparagaceae
Fabaceae
Asteraceae
Moraceae

Amaryllidaceae

Crassulaceae
Crassulaceae

Scrophulariaceae

Orchidaceae
Buxaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae
Malpighiaceae

Malpighiaceae

Malpighiaceae
Malpighiaceae
Asteraceae
Myrtaceae
Apocynaceae
Theaceae
Myrtaceae
Rubiaceae
Capparaceae
Capparaceae
Apocynaceae
Sapindaceae

Asteraceae
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Garrido et al., 2015

Madikizela et al., 2012

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Alkofahi et al., 1990

Chang-Eui et al., 2011

Alkofahi et al., 1990

Ferrer et al., 2009

Ortega et al., 2016

Ndhlala et al., 2009

Elgorashi et al., 2003Sohni et al.,
1994; Verschaeve et al., 2008
Masondo et al., 2013

Makhafola et al., 2016
Deciga-Campos et al., 2007
Varanda et al. 2002

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008; Madikizela et al., 2012

Valent et al., 1999

Obaseiki-Ebor et al., 1993

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Chinsamy et al., 2014

Makhafola et al., 2016

Espanha et al., 2014

Espanha et al., 2014

Cardoso et al., 2006

Espanha et al., 2014

Sannomiya, et al., 2007; Espanha et
al., 2014

Espanha et al., 2014

Espanha et al., 2014

Ramos et al., 1998; Ferrer et al., 2009
Arora et al., 2016

Alkofahi et al., 1990

Li et al., 2011; Tatsuzaki et al., 2014
Fernandes et al., 2003

Okem et al., 2012

Eldeen et al., 2007

Alkofahi et al., 1990

Odendaal et al., 2013

Jeyadevia et al., 2013

Tatsuzaki et al., 2014, Abudayyak et
al., 2015



Carum carvi
Carum copticum
Carya illinoinensis
Cassia corymbosa
Cassia fistula
Cassia occidentalis

Cassinopsis ilicifolia
Castela texana

Catharanthus roseus

Catunaregam spinosa

Cecropia pachystachya
Celastrus senegalensis

Celtis africana

Ceratonia siliqua
Ceratophorus africanus
Cetraria Aculeata
Cetrelia olivetorum

Chaetacme aristata

Chiococca alba
Chrozophera tinrtoria
Chrysanthemum indicum
Chukrasia tabularis
Cimicifuga racemosa
Cinnamomum cassia
Cinnamomum verum

Cissus quadrangularis

Citrullus colocynthis
Citrus aurantium
Citrus latifolia

Citrus reticulata
Citrus sinensis
Cladonia Chlorophaea
Clausena anisata
Cleistocalyx nervosum
Cleistopholis paterns

Clerodendrum myricoides

Clerodendrum paniculatum

Clinacanthus nutans
Clutia pulchella
Cnestis ferruginea

Apiaceae
Apiaceae
Juglandaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae

Icacinaceae
Simaroubacea

Apocynaceae

Rubiaceae

Urticaceae
Celasteraceae

Cannabaceae

Fabaceae
Euphorbiaceae
Parmeliaceae
Parmeliaceae

Ulmaceae

Rubiaceae
Euphorbiaceae
Compositae
Meliaceae
Ranunculaceae
Lauraceae
Lauraceae

Vitaceae

Cucurbitaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Cladoniaceae
Rutaceae
Myrtaceae
Annonaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Acanthaceae
Peraceae
Connaraceae
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Higashimoto et al., 1994

Zahin et al., 2010

Porto et al., 2013

Ferreira et al., 1999

Kaur et al., 2016b

Sharma et al., 2000

Okem et al., 2012; Makhafola et al.,
2016

Reyes-Lopez et al., 2005

Elgorashi et al., 2003; Reid et al.,
2006; Verschaeve et al., 2008
Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Resende et al., 2015

Mulaudzi et al., 2012

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Akin et al., 2015

Alkofahi et al., 1990

Mulaudzi et al., 2012

Ceker et al., 2018

Ceker et al., 2018

Verschaeve et al., 2008; Elgorashi et
al., 2003

Gazda et al., 2006

Alkofahi et al., 1990

Hwang e Kim, 2013

Kaur et al., 2005

Tatsuzaki et al., 2014

Yum et al., 2018

Tatsuzaki et al., 2014

Luseba et al., 2007; Kothari et al.,
2011

Alkofahi et al., 1990

Abudayyak et al., 2015

Pérez et al., 2016

Chen et al., 2003

Pérez et al., 2016

Ceker et al., 2018

Aremu et al., 2013

Inboot et al., 2012

Chang-Eui et al., 2011

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008; Mulaudzi et al., 2012
Phuneerub et al., 2017

Farsi et al., 2016a

Madikizela et al., 2012

Hong e Lyu, 2011



Coccoloba mollis
Cochlospermum regium
Cocos nucifera

Coddia rudis
Codonopsis pilosula

Coleonema album

Combretum erythrophyllum
Combretum hartmannianum

Combretum kraussii
Combretum microphyllum

Combretum mkhzense

Conostomium natalensis
Corchorus asplenifolius

Coriandrum sativum
Cotoneaster integerrimus
Coutarea hexandra
Crassula multicava
Crataegus oxyacantha
Crataegus pinnatifida
Crataegus sanguinea

Crinum macowanii

Crocus sativus
Crotalaria pallida
Croton lechleri

Croton sylvaticus

Cucurbita pepo
Curcuma longa
Curcuma sessilis
Cuscuta chinensis
Cussonia sp 1
Cussonia sp 2
Cussonia sp 3

Cussonia spicata

Cyclocarya paliurus

Cymbopogon citratus
Cynomorium songaricum
Cyperus dives

Cyperus rotundus
Cyrtanthus obliquus
Cyrtorchis arcuata

Polygonaceae
Bixaceae
Arecaceae
Rubiaceae
Campanulaceae

Rutaceae

Combretaceae
Combretaceae
Combretaceae
Combretaceae

Combretaceae

Rubiaceae
Malvaceae

Apiaceae
Rosaceae
Rubiaceae
Crassulaceae
Rosaceae
Rosaceae
Rosaceae

Amaryllidaceae

Iridaceae
Fabaceae
Euphorbiaceae

Euphorbiaceae

Cucurbitaceae
Zingiberaceae
Zingiberaceae
Convolvulaceae
Araliaceae
Araliaceae
Araliaceae

Araliaceae

Juglandaceae

Poaceae
Cynomoriaceae
Cyperacea
Cyperaceae
Amaryllidaceae
Orchidaceae
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Tsuboy et al., 2010

Lemeetal., 2017

Abudayyak et al., 2015

Okem et al., 2012

Chen et al., 2003

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Sohni et al., 1994

Eldeen et al., 2007

Eldeen et al., 2005

Makhafola et al., 2016

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Oken et al., 2012

Ndhlala et al., 2011

Higashimoto et al., 1994; Reyes et
al., 2010

Uysal et al., 2016

Nunes et al., 2012

Okem et al., 2012

Quadros et al., 2016

Chen et al., 2003

Sun et al., 2013

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008;

Abdullaev et al., 2003

Mendonca et al., 2016

Lopes et al., 2004; Rossi et al., 2013
Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Tatsuzaki et al., 2014

Aggarwal et al., 2016
Wongwattanasathien et al., 2010
Chen et al., 2003

Reid et al., 2006

Reid et al., 2006

Reid et al., 2006

Luseba et al., 2007; Verschaeve et
al., 2008

Deng et al., 2014

Riveraetal., 1994; Vinitketkumnuen
et al., 1994; Ferrer et al., 2009

Chen et al., 2003

Madikizela et al., 2012

Chen et al., 2003; Kilani et al., 2005
Ndhlala et al., 2011

Chinsamy et al., 2014



Dais cotinifolia

Dalbergia nitidula Bake
Daphne linearifolia

Datura stramonium

Davilla elliptica

Davilla nitida
Dendropanax arboreus
Desmodium incanum
Dialium guincense
Dicerocaryum eriocarpum
Dillenia indica
Dimocarpus longan

Dioscorea dregeana
Dioscorea opposita
Diospyros whyteana

Dipteryx alata
Distephanus angulifolius

Dombeya rotundifolia

Drimia robusta
Dryopteris crassirhizoma
Ecballium elaterium
Echinacea angustifolia

Echinacea purpurea

Echinodorus macrophyllum
Echinophora platyloba

Echinops adenocaulos Boiss.

Ekebergia capensis

Elaeodendron transvaalense
Elephantorrhiza burkei
Elephantorrhiza elephantina
Eleutherococcus senticosus
Elletaria cardamomum
Elsholtzia splendens
Emblica officinalis
Epimedium koreanum
Epimedium sagittatum
Eriocaulon ligulatum
Eriocaulon sexangulare

Thymelaeaceae

Fabaceae
Thymelaeaceae

Solanaceae

Dilleniaceae
Dilleniaceae
Araliaceae
Fabaceae
Fabaceae
Pedaliaceae
Dilleniaceae
Sapindaceae

Dioscoreaceae
Dioscoreaceae
Ebenaceae

Fabaceae
Asteraceae

Malvaceae

Asparagaceae
Dryopteridaceae
Cucurbitaceae
Asteraceae

Asteraceae

Alismataceae
Apiaceae
Asteraceae

Meliaceae

Celastraceae
Fabaceae
Fabaceae
Araliaceae
Zingiberaceae
Lamiaceae
Phyllanthaceae
Berberidaceae
Berberidaceae
Eriocaulaceae
Eriocaulaceae
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Madikizela et al., 2012; Makhafola et
al., 2016

Makhafola et al., 2016

Alkofahi et al., 1990

Alkofahi et al., 1990; Reid et al.,
2006; Verschaeve et al., 2008

Biso et al., 2010

Biso et al., 2010

Garrido et al., 2015

Alice et al., 1991

Obaseiki-Ebor et al., 1993

Luseba et al., 2007

Jaiswal et al., 2014

Wang et al., 2014

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Chen et al., 2003

Elgorashi et al., 2003Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008
Pedro et al., 2012

Chukwujekwu et al., 2013

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Aremu et al., 2013
Ndhlala et al., 2011

Hwang et al., 2013a

Basaran et al., 1996

Birosova et al., 2012

Tsai et al., 2012; Tatsuzaki et al.,
2014

Rivera et al., 1994; Lopes et al.,
2000; Vidal et al., 2010

Entezari et al., 2018

Alkofahi et al., 1990

Elgorashi et al., 2003; Reid et al.,
2006; Verschaeve et al., 2008;
Ndhlala et al., 2009; Aremu et al.,
2013

Makhafola et al., 2016

Ndhlala et al., 2009

Madikizela et al., 2012

Tatsuzaki et al., 2014

Saeed et al., 2014

Shim et al., 2008

Sharmaet al., 2000; Kaur et al., 2003
Hwang et al., 2017

Chen et al., 2003

Silva et al., 2007

Chen et al., 2003



Eriosema cordatum
Erythrina caffra

Erythrina herbacea
Erythrina latissima
Eucalyptus camaldulensis

Euclea divinorum

Euclea natalensis
Eucomis autumnalis
Eugenia Caryophyllata
Eulophia hereroensis
Eulophia petersii
Euphorbia helioscopia
Euphorbia matabelensis
Euphorbia rigida
Eurycoma longifolia
Exostema caribaeum
Fabiana Bryoides
Fabiana densa
Fabiana patagonica
Fabiana punensis
Faidherbia albida
Faurea saligna

Ferula orientalis

Ficus benghalensis
Ficus craterostoma
Ficus deltoidea

Ficus sur

Filipendula palmata
Filipendula ulmaria
Filipendula vulgaris
Fritillaria libanorica
Galium mexicanum

Ganoderma lucidum

Garcinia mangostana
Gardenia jasminosides

Gardenia volkensii

Geoffroea decorticans
Ginkgo biloba
Ginseng

Glycine max
Glycyrrhiza aspera

Fabaceae
Fabaceae

Leguminosae
Fabaceae
Myrtaceae

Ebenaceae

Ebenaceae
Asparagaceae
Myrtaceae
Orchidaceae

Orchidaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Simaroubaceae
Rubiaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Fabaceae
Proteaceae
Apiaceae
Moraceae
Moraceae
Moraceae

Moraceae

Rosaceae
Rosaceae
Rosaceae
Liliaceae
Rubiaceae

Ganodermataceae

Clusiaceae
Rubiaceae

Rubiaceae

Fabaceae
Ginkgoaceae
Araliaceae
Fabaceae
Fabaceae
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Ndhlala et al., 2011

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Garrido et al., 2015

Eldeen et al., 2007

Madikizela et al., 2012

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Verschaeve et al., 2008

Madikizela et al., 2012

Santos et al., 2014

Chinsamy et al., 2014

Chinsamy et al., 2014

Saleem et al., 2015
Sohni et al., 1994

Basaran et al., 1996

Razak e Aidoo, 2011; Li et al., 2013
Deciga-Campos et al., 2007
Cuelloetal., 2011

Cuelloetal., 2011

Cuelloetal., 2011

Cuelloetal., 2011

Eldeen et al., 2005

Makhafola et al., 2016

Ozkan et al., 2012

Satish et al., 2013

Madikizela et al., 2012

Farsi et al., 2013

Eldeen et al., 2005; Madikizela et al.,
2014

Pukalskiene et al., 2018
Pukalskiene et al., 2018
Pukalskiene et al., 2018

Alkofahi et al., 1990

Leon etal., 2017

Chen et al., 2003; Tatsuzaki et al.,
2014

Silva et al., 2016

Tatsuzaki et al., 2014

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008
Costamagna et al., 2013

Tatsuzaki et al., 2014

Jeong et al., 2016

Tatsuzaki et al., 2014

Tatsuzaki et al., 2014



Glycyrrhiza glabra

Glycyrrhiza uralensis
Gnaphalium sp.

Gnidia kraussiana
Gomphostigma virgatum
Grewia occidentalis
Grewia tiliaefolia
Gunnera perpensa

Gymnema sylvestre

Gymnosporia senegalensis
Haematoxylum brasiletto
Halleria lucida

Hamelia patens

Harpephyllum caffrum
Helianthus annuus

Helichrysum herbaceum

Helichrysum nudifolium
Helichrysum plicatum
Helichrysum ruderale

Helichrysum rugulosum
Helichrysum simillimum

Helichrysum umbraculigerum

Helicteres vegae
Heliopsis longipes
Heliopsis sinaloensis
Heliotropium europaeum
Hemidesmus indicus

Hermannia gerrardii

Heteromorpha arborescens
Heteromorpha trifoliata
Hibiscus esculentus
Hibiscus rosa-sinensis

Hibiscus sabdariffa
Hidrocotyle asiatica
Hintonia latiflora
Hintonia standleyana

Fabaceae

Fabaceae
Asteraceae

Thymelaeaceae
Scrophulariaceae
Malvaceae
Tiliaceae
Gunneraceae

Apocynaceae

Celastraceae
Fabaceae
Stilbaceae
Rubiaceae

Anacardiaceae
Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae
Asteraceae

Asteraceae
Asteraceae

Asteraceae

Malvaceae
Asteraceae
Asteraceae
Boraginaceae
Apocynaceae

Malvaceae

Apiaceae
Apiaceae
Malvaceae
Malvaceae

Malvaceae
Araliaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
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Chen et al., 2003; Chandrasekaran et
al., 2013; Abudayyak et al., 2015
Hong et al., 2011

Deciga-Campos et al., 2007

Sohni et al., 1994; Ndhlala et al.,
2011

Makhafola et al., 2016

Ndhlala et al., 2009

Discon et al, 2015

Ndhlala et al., 2011

Tatsuzaki et al., 2014; Arora e Sood,
2017

Mulaudzi et al., 2012
Deciga-Campos et al., 2007
Makhafola et al., 2016

Garrido et al., 2015

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Makhafola et al., 2016
Oliveiraetal., 2016

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Ozbek et al., 2009

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Quintero et al., 2017

Campos et al., 2012

Quintero et al., 2017

Alkofahi et al., 1990

Aqil et al., 2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Verschaeve et al., 2008

Elgorashi et al., 2003

Alkofahi et al., 1990
Wongwattanasathien et al., 2010
Chewonarin et al., 1999; Tatsuzaki et
al., 2014

Rivera et al., 1994

Deciga-Campos et al., 2007
Deciga-Campos et al., 2007



Hippocratea excelsa
Holarrhena antidysenterica
Holomitriopsis laevifolia

Hoslundia opposita

Houttuynia cordata
Hovenia dulcis
Hydnora africana
Hydrocotyle bonariensis
Hypericum aethiopicum
Hypericum lydium

Hypericum perforatum

Hypoxis colchicifolia

Hypoxis hemerocallidea

Hyptis suaveolens
Ilex guayusa
Indigofera arrecta

Indigofera suffruticosa

Indigofera truxillensis
Inula japonica

lodina rhombifolia
lostephane heterophylla
Iris Albicans

Iris germanica

Isatis indigotica
Ixora coccinea
Jatropha zeyheri
Juglans regia
Justicia pectoralis
Kalanchoe flammea
Kalanchoe laciniata
Kigelia africana
Kirkia wilmsii
Lactuca virosa
Lafoensia pacari
Lagynia lasiantha
Lantana achyranthifolia
Lantana camara
Larrea cuneifolia
Larrea divaricata
Laurus nobilis

Celastraceae
Apocynaceae
Dicranaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Rhamnaceae
Avristolochiaceae
Araliaceae
Hypericaceae
Hypericaceae

Hypericaceae

Hypoxidaceae

Hypoxidaceae

Lamiaceae
Aquifoliaceae
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Asteraceae
Santalaceae
Asteraceae
Iridaceae
Iridaceae
Brassicaceae
Rubiaceae
Euphorbiaceae
Juglandaceae
Acanthaceae

Crassulaceae
Bignoniaceae

Kirkiaceae
Asteraceae
Lythraceae
Rubiaceae
Verbenaceae
Verbenaceae
Zygophyllaceae
Zygophyllaceae
Lauraceae
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Deciga-Campos et al., 2007

Aqil et al., 2008

Fernandes et al., 2018

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Kang et al., 2012

Carabajal et al., 2017

Madikizela et al., 2012

Florinsiah et al., 2013

Ndhlala et al., 2011

Boran et al., 2017

Tatsuzaki et al., 2014; Okmen et al.,
2017

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Elgorashi et al., 2003; Reid et al.,
2006; Verschaeve et al., 2008;
Madikizela et al., 2012

Reid et al., 2006

Junior et al., 2016

Madikizela et al., 2014

Montero et al., 2007; Ferrer et al.,
2009

Calvoetal., 2011

Huang et al., 2013

Alice et al., 1991

Deciga-Campos et al., 2007
Basgedik et al., 2015

Burcua et al., 2014

Jianling et al., 2014
Wongwattanasathien et al., 2010
Luseba et al., 2007

Kaur et al., 2003

Ferrer et al., 2009

Gonzalez et al., 2018

Sharif et al., 2017;

Elgorashi et al., 2003; Eldeen et al.,
2007; Verschaeve et al., 2008
Makhafola et al., 2016

Alkofahi et al., 1990

Limaetal., 2013

Okem et al., 2012

Leobn et al., 2017

Alkofahi et al., 1990

Carabajal et al., 2017

Carabajal et al., 2017

Tatsuzaki et al., 2014



Lavandula angustifolia
Lawsonia inermes
Ledebouria ovatifolia
Ledebouria sp.

Leonotis dubia

Leonotis intermedia
Lepidium meyenii
Lepidium sativum
Lepidium virginicum
Leucobryum sp.
Leucosidea sericea
Leucospermum erubescens
Ligusticum porteri
Limoniastrum guyonianum
Limonium effusum
Limonium globuliferum
Linaria genistifolia
Liquidambar orientalis
Lonchocarpus sericeus
Loranthus parasiticus
Loxostylis alata

Luehea divaricata
Lupinus varius

Lycium barbarum
Lycium chinense
Lycopodium clavatum
Maesa lanceolata
Mahernia chrysantha
Malva parviflora

Malva verticillata
Mandragora offlcinarum

Mangifera indica

Marrubium alysson
Matricaria chamomila
Matricaria recutica
Maytenus ilicifolia

Maytenus senegalensis

Melaleuca alternifolia
Melampodium divaricatum

Melissa officinalis
Mentha arvensis

Mentha longifolia

Lamiaceae
Lythraceae
Liliaceae
Liliaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Brassiaceae
Dicranaceae
Rosaceae
Proteaceae
Apiaceae
Plumbaginaceae
Plumbaginaceae
Plumbaginaceae
Plantaginaceae
Altingiaceae
Fabaceae
Loranthaceae
Anacardiaceae
Malvaceae
Fabaceae
Solanaceae
Solanaceae
Lycopodiaceae
Primulaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Solanaceae

Anacardiaceae

Lamiaceae
Asteraceae
Asteraceae
Celastraceae

Celastraceae

Myrtaceae
Asteraceae

Lamiaceae
Lamiaceae

Lamiaceae
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Evandri et al., 2005

Ferrer et al., 2009

Madikizela et al., 2012

Ndhlala et al., 2011

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Madikizela et al., 2014

Tatsuzaki et al., 2014

Alkofahi et al., 1990

Ferrer et al., 2009

Fernandes et al., 2018

Adeyemi et al., 2011

Makhafola et al., 2016
Deciga-Campos et al., 2007
Krifaetal., 2013

Eren et al., 2015

Eren et al., 2014; Eren, 2016
Limanetal., 2011

Sarag e Sem, 2014

Hong e Lyu, 2011

Chen et al., 2003

Makhafola et al., 2016

Alice et al., 1991

Alkofahi et al., 1990

Mocan et al., 2017

Chen et al., 2003

Ndhlala et al., 2011

Madikizela et al., 2012

Verschaeve et al., 2008

Madikizela et al., 2012

Lietal., 2014

Alkofahi et al., 1990

Rodeiro et al., 2006; Morffi et al.,
2012

Edziri et al., 2011

Rivera et al., 1994

Mirzaei et al., 2005

Aliceetal., 1991; Tabach etal., 2017
Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Evandri et al., 2005

Nogueira et al., 2006

Ferrer et al., 2009; Abudayyak et al.,
2015

Banerjee et al., 2017

Alkofahi et al., 1990; Al-Ali et al.,
2014



Menthe piperita
Merwilla natalensis
Merwilla plumbea
Mesona procumbens
Mikania laevigata

Millettia grandis

Millettia sutherlandii
Millingtonia hortensis
Mimetes cucullatus
Mimosa bimucronata
Mimosa tenuiflora
Mitragyna speciosa
Momordica balsamina
Momordica charantia
Morella serrata
Morinda citrifolia
Morinda officinalis

Moringa oleifera

Morus alba
Moschosma riparium
Mucuna collettii
Murdannia loriformis
Murraya exotica
Murraya koenigii
Myrciaria tenella
Myristica fragrans
Myrtus communis
Nauclea latifolia

Nelumbo nucifera

Nerium oleander
Nigella arvensis
Nitraria retusa
Nymphaea stellata

Ochna gamostigmata

Ochna natalitia
Ochna pretoriensis
Ochna pulchra

Ochna serrulata

Ocimum basilicum

Labiate
Liliacae
Liliaceae
Lamiaceae
Asteraceae

Fabaceae

Papilionaceae
Bignoniaceae
Proteaceae
Fabaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Curcubitaceaae
Cucurbitaceae
Myricaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Moringaceae

Moraceae
Lamiaceae
Fabaceae
Commelinaceae
Rutaceae
Rutaceae
Myrtaceae
Myristicaceae
Myrtaceae
Rubiaceae

Nelumbonaceae

Apocynaceae
Ranunculaceae
Nitrariaceae
Nymphaeaceae

Ochnaceae

Ochnacea
Ochnacea
Ochnacea

Ochnaceae

Lamiaceae
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Mirzaei et al., 2005

Elgorashi et al., 2003

Verschaeve et al., 2008

Yen et al., 2001

Fernandes et al., 2003

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Reid et al., 2006;
Wongwattanasathien et al., 2010
Makhafola et al., 2016

Bresolin et al., 1993

Silva et al., 2002

Ghazali et al., 2011

Ndhlala et al., 2011

Basaran et al., 1996

Makhafola et al., 2016

Tatsuzaki et al., 2014

Chen et al., 2003

Rolim et al., 2005; Satish et al., 2013;
Arora e Onsare, 2014

Tatsuzaki et al., 2014; Li et al., 2018
Verschaeve et al., 2008
Cherdshewasart et al., 2008
Vinitketkumnuen et al., 1996

Kaur et al., 2016a

Zahin et l., 2013

Ferreira et al., 1999

Akinboro et al., 2012

Hayder et al., 2008

Reid et al., 2006

Sohn et al., 2003;
Wongwattanasathien et al., 2010
Alkofahi et al., 1990

Abudayyak et al., 2015

Boubaker et al., 2010

Huang et al., 2010

Tshepiso et al., 2014; Makhafola et
al., 2016

Tshepiso et al., 2014

Tshepiso et al., 2014

Tshepiso et al., 2014

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Tshepiso et al., 2014,
Makhafola et al., 2016
Vukovic'-Gac’ic et al.,, 2006;
Stajkovic et al., 2007; Beric et al.,
2008; Ferrer et al., 2009



Ocimum gratissimum

Ocimum tenuiflorum
Ocotea bullata

Ocotea duckei
Oenothera biennis

Olea africana
Olea europaea

Oncoba spinosa

Ophiopogon japonicus
Origanum majorana
Origanum vulgare

Ormocarpum trichocarpum
Ornithogalum
longibracteatum

Orthosiphon stamineus

Oryza sativa
Osmanthus fragrans
Osyris lanceolata

Panax ginseng

Pappea capensis
Parkinsonia aculeata
Parthenium hysterophorus
Passiflora incarnata
Paullinia cupana
Pedilanthus tithymaloides

Peganum harmala

Pelargonium luridum
Peltastes peltatus
Peltophorum africanum
Peltophorum ferrugineum

Pentanisia prunelloides
Persicaria tinctoria
Petroselinum crispum
Pfaffia iresinoides
Pfaffia paniculata
Phaseolus mungo
Philenoptera sutherlandii

Phyllanthus amarus

Lamiaceae

Lamiaceae
Lauraceae

Lauraceae
Onagraceae

Oleaceae
Oleaceae

Salicaceae

Asparagaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Fabaceae

Asparagaceae

Lamiaceae

Poaceae
Oleaceae
Santalaceae

Araliaceae

Sapindaceae
Fabaceae
Asteraceae
Passifloracea
Sapindaceae
Euphorbiaceae

Nitrariaceae

Geraniaceae
Apocynaceae
Fabaceae
Fabaceae

Rubiaceae
Polygonaceae
Apiaceae
Amaranthaceae
Amaranthaceae
Fabaceae
Fabaceae

Phyllanthaceae

75

Obaseiki-Ebor et al., 1993; Gontijo
etal., 2014

Ferrer et al., 2009

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008; Aremu et al., 2013,
Madikizela et al., 2012,

Marques et al., 2003

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Reid et al., 2006

Verschaeve et al., 2008

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Chen et al., 2003

Khan et al., 2011; Dantas et al., 2016
165, Ozbek et al., 2008b
Chukwujekwu et al., 2013

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008
Muhammad et al., 2011; Shafaei et
al., 2015

Insuan et al., 2017

Luetal., 2016

Ndhlala et al., 2009

Tatsuzaki et al., 2014; Seo et al.,
2017

Ndhlala et al., 2009

Sharma et al., 2016

Ramos et al., 2001; Ferrer et al., 2009
Tatsuzaki et al., 2014

Fonseca et al., 1994

Ferrer et al., 2009

Alkofahi et al., 1990; Edziri et al.,
2011

Madikizela et al., 2012

Alice et al., 1991

Ndhlala et al., 2009

Dandapat et al., 2012

Madikizela et al., 2012, Madikizela
etal., 2014

Leeetal., 2016

Tatsuzaki et al., 2014

Rivera et al., 1994

Rivera et al., 1994

Chen et al., 2003

Verschaeve et al., 2008

Reid et al., 2006; Sripanidkulchai et
al., 2002



Phyllanthus orbicularis
Phyllanthus tenellus
Physalis peruviana

Phytolacca octandra

Pimienta dioica
Pinus pinea

Piper auritum

Piper nigrum

Piper sanctum
Pituranthos tortuosus

Plantago major

Plathymenia reticulata
Plectranthus amboinicus

Pleurostylia capensis

Plumbago auriculata

Plumbago indica
Plumbago zeylanica
Plumeria obtusa
Podocarpus elongatus
Podocarpus falcatus

Podocarpus henkelii

Podocarpus latifolius
Poliomintha longiflora
Polygala tenuifolia

Polygala virgata

Polygonum multiflorum
Polyscias filicifolia
Polystachya pubescens
Pouteria torta

Pouzolzia mixta

Protea cynaroides

Protea mundii

Protea neriifolia

Protea nitida

Protea rubropilosa Beard
Protorhus longifolia

Prunus africana

Prunus cerasoides
Prunus mahaleb

Phyllanthaceae
Phyllanthaceae
Solanaceae

Phyllanthaceae

Myrtaceae
Pinaceae
Piperaceae
Piperaceae
Piperaceae
Apiaceae

Plantaginaceae

Fabaceae
Lamiaceae

Celastraceae

Plumbaginaceae

Plumbaginaceae
Plumbaginaceae
Apocynaceae
Podocarpaceae
Podocarpaceae

Podocarpaceae

Podocarpaceae
Lamiaceae
Polygalaceae

Polygalacaea

Polygonaceae
Avraliaceae
Orchidaceae
Sapotaceae

Urticaeae

Proteaceae
Proteaceae
Proteaceae
Proteaceae
Proteaceae
Anacardiaceae

Rosaceae

Rosaceae
Rosaceae

76

Ferrer et al., 2001

Rivera et al., 1994

Madikizela et al., 2012

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Ferrer et al., 2009

Abudayyak et al., 2015

Ferrer et al., 2009

Higashimoto et al., 1994
Deciga-Campos et al., 2007
Abdelwahed et al., 2013

Thomé et al., 2012; Basaran et al.,
1996

Della Torre et al., 2011

Ferrer et al., 2009

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Rojanapo et al., 1990

Aqil et al., 2008
Wongwattanasathien et al., 2010
Abdillahi et al., 2012

Abdillahi et al., 2012

Abdillahi et al., 2012; Makhafola et
al., 2016

Abdillahi et al., 2012
Deciga-Campos et al., 2007

Shin et al., 2015

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Chen et al., 2003

Marczewska et al., 2011

Chinsamy et al., 2014

Costa et al., 2014

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Makhafola et al., 2016

Makhafola et al., 2016

Makhafola et al., 2016

Makhafola et al., 2016

Makhafola et al., 2016

Aremu et al., 2013

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al.,, 2004; Eldeen et al., 2005;
Verschaeve et al., 2008

Arora e Mahajan, 2018

Abudayyak et al., 2015



Prunus persica
Psidium guajava
Psoralea pinnata
Pterocarpus angolensis

Pterodon pubescens
Pulicaria crispa
Punica granatum

Putterlickia restrospinosa

Qualea grandiflora
Qualea multiflora
Qualea parviflora
Randia echinocarpa
Rapanea melaphloeos
Rehmannia glutinosa

Retama raetam

Rhamnus prinoides

Rhamnusal aternus

Rhinacanthus nasuthus
Rhizopora mucronata
Rhoeo discolor
Rhoicissus tridentata

Rhus chirindensis
Rhus coriaria
Rhus gueinzii
Rhus iancea

Rhus rehmanniana

Ricinus communis

Rizhoma captidis
Rotheca myricoides
Rubia cordifolia
Rubus chingii

Ruta chalepensis
Ruta graveolus
Salacia oblonga
Salacia reticurata
Salix mucronata
Salpianthus arenarius

Rosaceae
Myrtaceae
Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae
Asteraceae
Lythraceae
Celastraceae
Vochysiaceae
Vochysiaceae
Vochysiaceae
Rubiaceae
Myrsinaceae
Orobanchaceae

Fabaceae

Rhamnaceae

Rhamnaceae

Acanthaceae
Rhizophoraceae
Commelinaceae
Vitaceae

Anacardiaceae
Anacardiaceae
Anacardiaceae

Anacardiaceae

Anacardiaceae

Euphorbiaceae

Ranunculaceae
Lamiaceae
Rubiaceae
Rosaceae
Rutaceae
Rutaceae
Celastaceae
Celastaceae
Salicaceae
Nyctaginaceae

77

Madikizela et al., 2012

Zahin et al., 2017; Madikizela et al.,
2012

Makhafola et al., 2016

Luseba et al., 2007; Mulaudziet al.,
2013

Sabino et al., 1999
Alkofahi et al., 1990
Wongwattanasathien et al., 2010
Makhafola et al., 2016

Santos et al., 2011

Santos et al., 2011

Mazzolin et al., 2010

Campos et al., 2011

Madikizela et al., 2012

Chen et al., 2003

Edziri et al., 2011; Algandaby et al.,
2015

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008
Ammar et al., 2008

Rojanapo et al., 1990;
Wongwattanasathien et al., 2010
Suganthy et al., 2014

Arriaga-Alba et al., 2011
Madikizela et al., 2012

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Alkofahi et al., 1990

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Mulaudzi et al., 2012

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Alkofahi et al., 1990; Luseba et al.,
2007; Verschaeve et al., 2008;
Elgorashi et al., 2003; Abbas et al.,
2018

Ning et al., 2015

Verschaeve et al., 2008

Ndhlala et al., 2011

Chen et al., 2003

Alkofahi et al., 1990

Ferrer et al., 2009

Flammang et al., 2006

Tatsuzaki et al., 2014

Eldeen et al., 2005

Leon et al., 2017



Salsola schweinfurthii.
Salvia miltiorrhiza

Salvia officinalis

Salvia triloba
Sambucus australis
Sambucus nigra
Saraca asoca
Sarcostemma viminale
Saussurea lappa
Scadoxus puniceus
Scandix pecten-veneris
Scaphyglottis livida
Schkuhria pinnata
Scilla kraussii

Scilla natalensis
Scilla plumbea

Sclerocarya birrea
Searsia chirindensis
Senecio serratuloides

Senecio vernalis
Senna alata
Serjania marginata
Sesamum indicum
Silybum marianum
Siparuna guianensis

Siphonochilus aethiopicus

Skimmia laureola
Smilax campestris
Solanum aculeastrum
Solidago microglossa
Sphenostylis marginata

Spirostachys africana

Stachitarpheta jamaicensis
Stachys lavandulifolia
Stephania abyssinica
Stevia eupatoria

Stevia pilosa

Stevia rebaudiana

Amaranthaceae
Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Adoxaceae
Adoxaceae
Fabaceae
Apocynaceae
Asteraceae
Amaryllidaceae
Apiaceae
Orchidaceae
Asteraceae
Amaryllidaceae
Asparagaceae
Asparagaceae

Anacardiaceae
Anacardiaceae
Asteraceae

Asteraceae
Fabaceae
Sapindaceae
Pedaliaceae
Asteraceae
Monimiaceae

Zingiberaceae

Rutaceae
Smilacaceae
Solanaceae
Asteraceae
Fabaceae

Euphorbiaceae

Verbenaceae
Lamiaceae

Menispermaceae

Asteraceae
Asteraceae

Asteraceae

78

Alkofahi et al., 1990
Chen et al., 2003
Ferrer et al., 2009; Vukovic-Gacic et
al., 2006
Basaran et al., 1996
Bresolin et al., 1993
Olejnik et al., 2016
Nag et al., 2015
Luseba et al., 2007
Riazuddin et al., 1987
Ndhlala et al., 2011
Sharifi-Rad et al., 2016
Deciga-Campos et al., 2007
Luseba et al., 2007
Verschaeve et al., 2008
Verschaeve et al., 2008
Verschaeve et al., 2008
Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008
Madikizela et al., 2012
Elgorashi et al., 2003; Madikizela et
al., 2012, Verschaeve et al., 2008
Alkofahi et al., 1990
Hong e Lyu, 2011
Périco et al., 2015
Alkofahi et al., 1990
Tatsuzaki et al., 2014
Thomé et al., 2012
Elgorashi et al., 2013; Verschaeve et
al., 2008
Riazuddin et al., 1987
Ferreira et al., 1999
Madikizela et al., 2012
Rivera et al., 1994
Sohni et al., 1994
Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008;
Mulaudzi et al., 2012; Aremu et al.,
2013
Ramos et al., 2001; Ferrer et al., 2009
Basaran et al., 1996
Ndhlala et al., 2011
Carifio-Cortés et al., 2007
Carifio-Cortés et al., 2007
Tatsuzaki et al., 2014; Zhang et al.,
2017



Strophanthus speciosus

Strychnos pseudoquina
Sutherlandia fructescens

Swertia chirayita
Sylibum marianum
Symphytum officinale
Syzygium aromaticum
Syzygium campanulatum

Syzygium cordatum

Syzygium malaccense
Tamarindus indic
Tapirira guianensis
Tecoma capensis
Teloxys ambrosioides
Terminalia arjuna
Terminalia belerica
Terminalia catappa

Terminalia chebula

Terminalia citrina

Terminalia phanerophlebia

Terminalia sericea
Tetradenia riparia

Tetrapleura tetraptera

Teucrium polium

Teucrium ramosissimum

Thermopsis turcica
Thespesia acutiloba
Tibouchina asperior
Tinospora cordifolia
Tournefortia densiflora
Tragopogon longirostis

Trema orientalis
Trichilia dregeana
Trichilia emetica

Tridactyle tridentata

Apocynaceae

Loganiaceae
Fabaceae

Gentianaceae
Asteraceae
Boraginaceae
Myrtaceae
Myrtaceae

Myrtaceae

Myrtaceae
Fabaceae
Anacardiaceae
Bignoniaceae
Amaranthaceae
Combretaceae
Combretaceae
Combretaceae

Combretaceae

Combretaceae
Combretaceae
Combretaceae

Lamiaceae

Fabaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Fabaceae
Malvaceae
Melastomataceae
Menispermaceae
Boraginaceae
Asteraceae

Cannabaceae
Meliaceae
Meliaceae

Orchidaceae
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Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Santos et al., 2006

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008; Hong e Lyu, 2011; 280; Ntuli
etal., 2018

Riazuddin et al., 1987
Alietal., 2015

Benedek et al., 2010
Vijayasteltar et al., 2016

Farsi et al., 2016a

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2004; Verschaeve et al., 2008;
Mulaudzi et al., 2012
Wongwattanasathien et al., 2010
Ferrer et al., 2009

Silva-Oliveira et al., 2016
Madikizela et al., 2012

Ferrer et al., 2009

Suganthy et al., 2018

Kaur et al., 2003

Mininel et al., 2014

Kaur et al., 2003; Kim et al., 2013;
Pellati et al., 2013; Suganthy et al.,
2018

Akhtar et al., 2016

Madikizela et al., 2014

Eldeen et al., 2005

Elgorashi et al., 2003Verschaeve et
al., 2008; Ndhlala et al., 2011; Okem
etal., 2012; Aremu et al., 2013
Chang-Eui et al., 2011

Alkofahi et al., 1990; Mirzaei et al.,
2005

Ben Sghaier et al., 2011; Sghaier et
al., 2011

Limanetal., 2012

Makhafola et al., 2016

Alice et al., 1991

Chandrasekaran et al., 2009

Leo6n et al., 2017

Sarac, 2015

Hong e Lyu, 2011; Madikizela et al.,
2012,

Eldee et al., 2005

Verschaeve et al., 2008; Elgorashi et
al., 2003

Chinsamy et al., 2014



Trigonella foenum graecum

Tripodanthus acutifolius
Triticum aestrium

Tulbaghia violacea

Turraea floribunda

Turraea obtusifolia
Uncaria tomentosa
Urginea physodes
Urtica dioica

Uvaria caffra
Uvaria chamae
Vaccaria pyramidata
Vaccinium myrtillus
Valeriana officinalis
Valeriana procera
Vernonia amygdalina

Vernonia colorata

Vernonia condensata
Viscum album
Vitellariopsis marginata
Vitex agnus-castus

Vitis spp.

Warburgia salutaris
Watsonia densiflora
Wilbrandia ebracteata
Xanthium spinosum

Xanthium strumarium
Ximenia caffra

Xysmalobium undulatum
Zanthoxylum alatum
Zanthoxylum bungeanum

Zanthoxylum capense
Zanthoxylum caribaeum
Zanthoxylum piperitum
Zataria multiflora

Zingiber officinale

Zingiber zerumbet
Ziziphus mistol

Ziziphus mucronata

Fabceae
Loranthaceae

Triticum aestivum

Amaryllidaceae

Meliaceae

Meliaceae
Rubiaceae
Asparagaceae
Urticaceae
Annonaceae
Annonaceae

Caryophyllaceae

Ericaceae

Caprifoliaceae
Asteraceae

Asteraceae

Asteraceae
Santalaceae
Sapotaceae
Lamiaceae
Vitaceae

Canellaceae
Iridaceae
Cucurbitaceae
Asteraceae

Asteraceae
Asteraceae

Apocynaceae
Rutaceae
Rutaceae

Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Lamiaceae

Zingiberaceae

Zingiberaceae
Rhamnaceae

Rhamnaceae

80

Flammang et al., 2004

Ferreira et al., 1999

Chen et al., 2003

Elgorashi et al., 2003; Reid et al.,
2006; Verschaeve et al., 2008
Verschaeve et al., 2008; Elgorashi et
al., 2003

Madikizela et al., 2012

Tatsuzaki et al., 2014

Ndhlala et al., 2011

Basaran et al., 1996

Mulaudzi et al., 2012

Reid et al., 2006

Alkofahi et al., 1990

Tatsuzaki et al., 2014

Tatsuzaki et al., 2014
Deciga-Campos et al., 2007
Obaseiki-Ebor et al., 1993

Elgorashi et al., 2003; Verschaeve et
al., 2008

Monteiro et al., 2001

Basaran et al., 1996

Ndhlala et al., 2011

Sarac et al., 2015

Tatsuzaki et al., 2014

Verschaeve et al., 2008; Elgorashi et
al., 2003

Ndhlala et al., 2011

Pereira et al., 1996; Ndhlala et al.,
2011

Alkofahi et al., 1990

Ferrer et al., 2014

Ndhlala et al., 2009

Reid et al., 2006; Verschaeve et al.,
2008

Riazuddin et al., 1987

Tatsuzaki et al., 2014

Ndhlala et al., 2011; Madikizela et
al., 2012

Garrido et al., 2015

Hwang et al., 2012

Sharififar et al., 2015

Tatsuzaki et al., 2014; Abudayyak et
al., 2015

Chang et al., 2012

Cardozo et al., 2011

Luseba et al., 2007; Verschaeve et
al., 2008; Madikizela et al., 2012;



81

Elgorashi et al., 2003; Aremu et al.,

2013
Ziziphus spina-christi Rhamnaceae Eldeen et al., 2007
Zizyphus jujuba Rhamnaceae Chenetal., 2003

Moreno et al., 2015; Nuni et al.,

Zuccagnia punctata Fabaceae 2016: Carabajal et al,, 2017
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Abstract: The high mortality rate of candidemia and the limited option for the treatment of
Candida spp. infection have been driving the search for new molecules with antifungal property.
In this context, coordination complexes of metal ions and ligands appear to be important.
Therefore, this study aimed to synthesize two new copper(ll) complexes with 2-thiouracil and
6-methyl-2-thiouracil ligands and to evaluate their mutagenic potential and antifungal activity against
Candida. The complexes were synthesized and characterized by infrared vibrational spectroscopy,
CHN elemental analysis, UV-Vis experiments and ESI-HRMS spectrometry studies. The antifungal
activity was evaluated by broth microdilution against 21 clinical isolates of Candida species.
The mutagenic potential was evaluated by the Ames test. The complexes were Cu(Bipy)Cl,(thiouracil)
(Complex 1) and Cu(Bipy)Cly(6-methylthiouracil) (Complex 2). Complex 1 showed fungicidal and
fungistatic activities against all isolates. Furthermore, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
from 31 to 125 ug/mL and inhibition percentage of 9.9% against the biofilms of C. krusei and
C. glabrata were demonstrated. At the concentrations tested, complex 1 exhibited no mutagenic
potential. Complex 2 and the free ligands exhibited no antifungal activity at the concentrations
evaluated. Since complex 1 presented antifungal activity against all the tested isolates and no
mutagenic potential, it could be proposed as a potential new drug for anti-Candida therapy.

Keywords: antifungal; ames test; biofilm; copper(Il); 2-thiouracil

1. Introduction

Candida species are one of the most important opportunistic fungal pathogens worldwide.
These yeasts are part of the normal microbiota in the human gastrointestinal, respiratory, and
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reproductive tracts, as well as oral cavity and skin. However, the occurrence of underlying diseases,
the use of certain medications, and invasive procedures can cause the multiplication of these yeasts and
result in an infectious process [1]. Consequently, Candida spp. can infect and cause diseases ranging
from mucosal and skin lesions to invasive candidiasis [2]. Literature shows that opportunistic infection
of Candida species has been related to the increased case of mortality and morbidity in hospitalized
patients in recent years [1,3].

In addition to the predisposing factors of the host, the pathogenicity of Candida species is
affected by their virulence factors, such as the polymorphism and production of tissue-damaging
hydrolytic enzymes, such as proteases, phospholipases, and hemolysins, as well as the expression of
adhesins, which are related to the biofilm formation (on host tissues or on medical device surfaces) [4].
Studies have showed that most Candida infections are associated with biofilm formation [5,6]. This effect
contributes to the increase of resistance due to the antifungals’ difficulty in penetrating the sites of
infection [7], causing recurrent or chronic infections [8].

Current antifungal therapy is limited to the use of four classes of antifungal agents, namely azoles,
polyenes, echinocandins and pyrimidine analogs, which are used orally, topically, and intravenously [9],
with the last ones not commercialized in some countries such as Brazil. Some characteristics of these
drugs restrict their use in prophylaxis, such as their fungistatic activity, which extends the required
time of treatment, high toxicity, and non-specific interaction with other drugs, which increases their
side effects [10]. Therefore, the pharmacokinetics of these drugs needs to be improved.

Recent years have shown increasing number of researches on the development of new antifungal
molecules [11-14] with better bioavailability, safety, and more effective mechanisms of action for the
treatment of infections. The coordination of metallic ions with ligands to obtain liposoluble complexes
and carriers of biologically active molecules that can improve the antifungal activity [15].

Research on the chemical behavior of thiopyrimidines, such as thiouracils, is of great interest
because of the various physiological roles they play [16]. This class of compounds exhibits a variety
of bioactivities, including antimicrobial, antiviral, antitumor, antioxidant, and anti-inflammatory
actions [17,18]. Thiouracil ligands are N, O, S donor ligands, which are efficient for use in metalation
because of the varied possibilities of their coordination with the metallic centers. Copper is
an essential trace element of vital physiological functions in humans. Its biological properties
stimulate the development of bioactive coordination complexes [19]. Complexes composed of Cu?*,
Zn%*, Cd?*, or Hg?* and thiouracil ligands with antimicrobial properties have been described by
Kamalakannan et al. [20]. The coordination of bioactive ligands with metal ions to potentiate their
biological activities is a strategy widely used in the synthesis of new antifungal drug candidates.

Besides good therapeutic potential, this process is expected to exhibit little to no adverse reactions
owing to its low toxicity [21]. Thus, evaluation of the mutagenic potential of the new compounds
is relevant in their development as a single drug or in synergism with conventional antifungal
agents. In this context, two new copper(Il) complexes with 2-thiouracil ligands were synthesized and
characterized to evaluate their antifungal activity against 21 clinical isolates of Candida species, as well
as to evaluate their mutagenic potentials.

2. Results
2.1. Chemistry

2.1.1. Syntheses of Complex

The preparation of the promising complexes was performed including a modification in the
synthetic protocols already published in the literature [22,23]. Reactions of copper(Il) chloride,
2,2'-bipyridine, and the thiouracil linkers at 1:1:1 molar ratios in MeOH/THF medium resulted in two
promising coordination complexes with the compositions [CuCly(Bipy)(L1)], wherein L; = 2-Thiouracil;
and [CuCl,(Bipy)(Ly)], wherein L, = 6-methyl-2-thiouracil. Ligand-binder complexes were obtained as
an amorphous solid of bluish-green coloration, which have presented different melting points than
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the starting materials. Their CHN elemental analysis showed consistency between theoretical and
experimental data, implying that the complexes obtained were of adequate degree of purity. The results
were consistent with the C14H1,CulN4CI,SO, C15H15CuN4C}»SO molecular formulas, wherein the
complexes are in their neutral form.

2.1.2. Vibrational Spectroscopy

Several published studies [16,24-26] were used to attribute the main vibrational modes of the
complexes (Table 1). The infrared spectra of the complexes 1 and 2 were analyzed in comparison with
that of 2-thiouracil, 6-methyl-2-thiouracil, and 2,2/ -bipyridine ligands. The v (N-H) stretching that
appears in the region of 3110 to 3006 cm ! in the free ligands, exhibited a shift to larger wavenumbers
in the spectra of the complexes, which indicated the coordination of the N-H group to the metallic
center. In Complex 1 the band v (C=0) was shifted to the region with lower energy (1683 cm~!) than
those of the free ligands (1707 cm™!), which can be attributed to the weakening of the C=O group
due to the coordination of the oxygen atom to the metallic center. In Complex 2, the C=0, C=C, and
thioamide I bands were superimposed, having a relatively broad band with two IR absorption peaks,
namely 1636 and 1557 cm ™.

Table 1. Modes and vibrational frequencies of Bipyridine, ligands L; and L,, and complexes 1 and 2.

Frequency Vibrations (cm™1)

Ligand Ligand Bi Complex Complex
(1) @ Py &) @

v (N-H) 3086-3046 3110-3006 — 3109-3089 3109-3090

v(C=0, C=C) 1707, 1616 1636, — — 1683, 1602 1656, 1604
thioamide I 1567 1557 — 1557 1568
thioamide II 1216 1200 — 1207 1193
thioamide III 1173 1167 — 1173 1167
thioamide IV 833 837 — 832 835

v(C-H)ar — — 3084-3051 3051-3035 3051-3034
v(C-H) 2921 2928 — 2928 2930

v((ring) +

5(C-H) — — 1453 1444 1441
v(C=N + C-N) — —_— 1583 — —
5(C-H)ar — — 754 771 777

After the formation of the complex, the complexes’ spectra presented three distinct bands in
this region, namely 1656, 1604, and 1568 cm~!. The unfolding of the bands and their displacement
to higher energies may be related to the coordination of the C=O group with the metallic center.
This coordination is probably caused by the high affinity of copper(Il) atom to N and O atoms, and its
hard bases, than to the sulfur atom. Both complexes showed no significant shift in the bands related to
the thioamides III and IV, compared with those of the free binders, suggesting that the C=S group was
not part of the coordination sphere of the metal center. New bands corresponding to the stretches of the
2,2'-bipyridine rings were observed in the spectra of complexes 1 and 2. Two low intensity absorption
peaks were observed in the region of 3084-3034 cm ! corresponding to the v-(CH)a, bipyridine ring.
The bands were at 1444 cm ! and 1441 cm~! for complexes 1 and 2, respectively, which were attributed
to the vibrations of the pyridine ring. A thin band of average intensity appeared at approximately
770 cm~! in the IR spectra of the complexes and was related to the C-H angular deformation of the
aromatic rings in the 2,2'-bipyridine ligand. The stretching band v (C=N + C=C) of the pyridine
ring absorbed energy in the same IR region as the bands of thioamide groups. Infrared absorption
spectroscopy and elemental analysis of CHN suggested that the synthesized complexes were presented
as neutral complexes with the formulas [CuCl,(Bipy)(L)] and [CuCl,(Bipy)(L;)] (Figure 1).

The two promising copper(II) complexes with thiouracil ligands were formed by the coordination
of the respective ligands to the metal ion in bidentate manner by the N and O atoms. Concomitantly,
the 2,2’-bipyridine ligands was coordinated bidentately by the N atoms of the pyridine rings to the
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metallic center, completing the coordination sphere of two Cl atoms and conferring a slightly octahedral
coordination environment to the Cu* ion.

Cl Cl
\

> N g, \\-\-“““VO > N uy,,

7 N/ SN \ 7
' n L] Wy
a S H Cl )

Complex 1 Complex 2

\\\\\\\

u

A

Figure 1. Proposed structures for the complexes 1 and 2.

2.1.3. ESI-HRMS Spectrometry

ESI-HRMS spectrometry experiments were performed to study the composition of the complexes 1
and 2. The HRMS spectra for both complexes can be found in Figures S1 and S2. In spite of the
ESI-HRMS experiments did not show the expected molecular ion peak m/z 416.9405 for complex 1
and m/z 430.9561 for complex 2, (it is worth mentioning that copper complexes could undergo redox
reactions during ionization, which in turn contributes to the collapse of their structures [27-29] we
could detect that our complexes collapse in a few fragments and most of them presented the copper
ion bonded to the tiouracile ligands or fragments thereof. The main peaks observed for the complex 1
(m/z =157.0759, 260.0270, 375.0667) and for the complex 1 (m/z = 157.0760, 237.0071, 375.0648) agree
with the proposed structures. As can be seen from Figures S1 and S2 the peak at 157.0759 is related
to the pyridine coligand and the peaks at 260.0270 and 375.0648 are related to the species containing
copper (copper presents natural isotopic abundance of 3Cu = 0.6915 (15) and %°Cu = 0.3085 (15)).
The isotopic abundance of the copper ion was observed in the main peaks containing the metal-organic
fragments and has been emphasized in Figures S1 and 52.

2.2. UV-Vis Studies and Stability Evaluation

To study the photophysical properties and the solution stability of the prepared complexes we
decided performing UV-Vis experiments using the same experimental conditions used in the biological
assays. The UV-Vis spectra of the prepared complexes and free ligands are shown in Figures 2 and 3.

Complex (1)

----Ligand (1)

Absorption (a.u)

500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Absorption (a.u)

T T T T v T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figure 2. Absorption spectra of the complex 1 and free ligand measured at 298 K using the same
concentration (1 x 10> M H,O/DMSO (95/05%).
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Complex (2)
- ---Ligand (2)

Absorption (a.u)

500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Absorption (a.u)

T T T T T T ! T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figure 3. Absorption spectra of the complex 2 and free ligand measured at 298 K using the same
concentration (1 x 107> M H,O/DMSO (95/05%).

It can be seen from Figures 2 and 3 an hyperchromic effect from the free ligand to complexes 1
and 2. This behavior has been expected after metalation of the ligand to the Cu metallic atom and
it is an experimental evidence for the complexes formation. The light green color presented by the
complexes’ solution (Figure S3) is related to the metal centered d — d Cu'!(d”) transitions that appeared
as a broad band from 550 to 800 nm in the spectra of the complexes 1 and 2 (insets graph in the top
of the figures). It is worth mentioning that these electronic transitions are absent in the spectra of the
ligands. Two absorption bands centered at ca. 320 and 260 nm were observed in the UV-Vis spectra
of the complexes 1 and 2 and at ca. 290 and 275 nm for the ligands. The band centered at ca. 290 nm
and 275 nm for the free ligands can be assigned to the IL (intra ligand) electronic transitions of the
type (O, S)n — 7* and 7 — 7* respectively. After complexation of the ligands to the copper(ll) atom,
the band centered at ca. 290 nm presented a bathochromic effect (30 nm red shifted) appearing at ca.
320 nm in the UV-Vis spectra of the complexes. It is related to the appearance of LMCT (ligand to
metal charge transfer) electronic transitions which should be present after complexation of ligands
in transition metals [23]. The m — 7* electronic transitions related to the bipyridine coligand and
aromatic system of the thiouracile ring that appeared centered at ca. 275 nm for both ligands presented
an hypsochromic effect (blue shifted 15 nm) from ligands to complexes 1 and 2. The hypsochromic
effect on the m — 7* electronic transitions is also expected after coordination of ligands to the copper
atom and this behavior reinforces the experimental evidence of the complexes formation. To determine
the stability of the complexes 1 and 2 in solution (H,O/DMSO), we decided to perform the same
UV-Vis experiment 36 h after preparing the solutions. The Figures 54 and S5 are shown the absorption
experiments of the complexes 1, 2 and respective ligands. It can be seen from Figures 54 and S5 that
the absorption profile of the prepared complexes 1 and 2 did not show a difference after 36 h and the
same spectral behavior was observed. Additionally, any feature of free ligand was observed after 36 h
in the spectra of the complexes 1 and 2, in this sense, it is reasonable to interpret that the complexes are
maintaining their structures in solution and the disruption of metal-ligand bonds were not observed in
the light of the UV-Vis experiments.

2.3. Antifungal Activity

The antifungal activity of the complex 1 [CuCly(Bipy)(L1)], 2 [CuCly(Bipy)(L2)], free ligands
(2-thiouracil and 6-methyl-2-thiouracil) and copper(Il) chloride in planktonic cells, were evaluated
against isolates of Candida species. Regarding complex 1, the Minimum Inhibitory Concentration
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(MIC) values ranged from 31.25 to 125 pg/mL and the Minimum Fungicidal Concentration (MFC)
from 31.25 to 250 pg/mL. C. krusei was the most sensitive isolate, with MIC value of 31.25 ug/mL
(Table 2). Complex 2 and the free ligands exhibited no antifungal activity at the concentrations
evaluated. The copper(II) chloride exhibited a MIC of 1000 pg/mL for all isolates (Table S1), this is an
experimental evidence that the antifungal activity of complex 1 should be related to the synergistic
effect between thiouracil ligand and the copper ion in the complex structure.

Table 2. Anti-Candida activity of the complex 1 [CuCl,(Bipy)(L;)] in planktonic cells by microdilution
in broth technique (ng/mL).

Isolate Source MIC? MECP? FLC® AmB ¢

C. albicans CA1 Sputum 62.5 62.5 0.5 0.5
C. albicans CA2 Sputum 62.5 125 0.25 0.25
C. albicans CA3 Vaginal 62.5 62.5 0.5 0.5
C. albicans CA4 Vaginal 62.5 62.5 0.5 0.5
C. albicans CA5 Vaginal 62.5 62.5 0.5 0.5
C. albicans CA6 Vaginal 62.5 62.5 0.5 0.5
C. albicans CA7 Nasal swab 125 250 0.25 0.5
C. albicans CA8 Urine 125 125 0.25 0.5
C. albicans CA9 Vaginal 125 125 0.25 0.5
C. albicans CA10 Vaginal 125 125 0.5 0.5
C. glabrata CG1 Urine 62.5 62.5 16 ¢ 0.03
C. glabrata CG2 Urine 62.5 62.5 1 0.03
C. glabrata CG3 Urine 62.5 125 16 € 0.5
C. glabrata CG4 Urine 62.5 125 1 0.03
C. glabrata CG5 Urine 62.5 62.5 32¢ 0.03
C. glabrata CG6 Urine 125 250 16 ¢ 0.5
C. krusei CK1 Rectal swab 31.25 31.25 0.5 0.03
C. parapsilosis CP1 Blood 62.5 125 0.25 0.25
C. parapsilosis CP2 Catheter tip 125 125 0.25 0.03
C. parapsilosis CP3 Urine 125 250 0.25 0.03
C. tropicalis CT1 Sputum 62.5 125 2 0.5

@ MIC: Minimum Inhibitory Concentration (pg/mL); b MFC: Minimum Fungicidal Concentration (j1g/mL);
¢ FLC: Fluconazole; 4 Amphotericin B; ¢ Susceptible Dose-Dependent (SDD) (ug/mL).

2.4. Biofilm Formation

Based on the results of the antifungal activity test on planktonic cells, one isolate of each
species—C. albicans CA1, C. glabrata CG1, C. krusei CK1, C. parapsilosis CP1 and C. tropicalis CT1—was
randomly selected for the examination of Complex 1 effect on both formed and preformed biofilm.
Complex 1 significantly reduced the formation of biofilm by some Candida species (Figure 4). Complex 1
at the concentration of 1000 pg/mL reduced the number of cultivable cells of all species tested, with
C. krusei (~1.2 log) and C. glabrata (~0.8 log) showing the most reduction.

Biofilm formation Preformed biofilm

e EA Control 3
£ E3 . E EA Control
E 200t & B3 250 pgmL
© B 500 ng'mlL 5 o il
g [ 1000 pg/mi. = 500 pg/ml
- = [ 1000 pg/mL
J & & ® © & 0 2 o -
.\w(" \‘(\‘ \5\\9 ;\\eﬁ A\‘.'o\ \!_&e\ o - o SV\Q \@
F g o g S A
5 Y o ¢ C (93 & 3
¢t %

Figure 4. Effect of complex 1 [CuCl,(Bipy)(L1)] during biofilm formation and on preformed biofilms of
Candida species. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 (ANOVA).
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The effect of complex 1 observed on preformed Candida biofilms was similar to those found in
the case of C. krusei and C. glabrata biofilm formation, showing the greatest reduction in the number
of cultivable cells (~1.0 log and 0.9 log, respectively). Thus, in both assays, Complex 1 showed a
percentage inhibition of approximately 9.9% against C. Krusei and C. glabrata biofilm formations.

2.5. Mutagenic Activity

The new copper(ll) complex was also evaluated for its mutagenic potential by the Ames test using
Salmonella typhimurium (Kado method). The results are shown in Table 3. Based on the number of
revertant colonies per plate, complex 1 exhibited no mutagenic potential on TA98 and TA100 cell lines
in the presence and absence of metabolic activation. The mutagenic potential index was lower than 2
and did not suggest a dose-response relationship.

Table 3. Mutagenic activity expressed by the mean of revertant/plate index of mutagenicity (IM) of
complex 1 [CuCl,(Bipy)(L;)] in the TA98 and TA100 strains of S. typhimurium in the presence (+59) and
absence (—S9) of activation metabolic.

TA98 TA100
Treatment (ug/plate)
—S9 +S9 —S9 +S9

002 42 +2 15.00 £ 2 192+ 6 191 £8

15 31+1(0,7) 15+2(1,0) 169 +9(0,9) 176 +8(0,9)
50 31+4(0,7) 16 +£1(1,0) 229 4+7(1,2)* 201 +7(1,0)
150 34430, 8) 17 +1(1,1) 265 4 9 (1, 4) ** 190 £ 7 (1, 0)
500 36 4+1(0, 8) 14 +2(1,0) 226 + 6 (1,2) * 241+ 6(1,2)*
1500 3442 (0, 8) 16 £3(1,1) 249 £5(1,3)* 241 +£8(1,3)*
5000 36 + 5 (0, 8) 18+2(1,2) 286 +7(1,5) ** 238 +9(1,4) **
C+ 246 + 6P 27 +9¢ 990 + 94 979 +4°¢

2 Negative control: DMSO; Positive Control (C+): ® 4-nitro-o-phenylenediamine (10 ug/plate); ¢ 2-aminoanthracene
(1.5 ug/plate); ¢ Sodium azide (2.5 pg/plate). * p < 0.05; ** p < 0.01 (ANOVA).

3. Discussion

Opportunistic fungal infection by Candida species has been a recurrent health problem, against
which the search for new therapeutic agents has been intensifying in recent years [1]. In this study, the
synthesis of two potential antifungal coordination complexes, which consisted of copper(II) center
with 2-thiouracil (complex 1) and 6-methyl-thiouracil (complex 1) ligands, was performed.

Complex 1 showed antifungal activity against 21 clinical isolates of Candida species which are
common causes of fungal infection. The lowest MIC value of Complex 1 was against C. krusei
(31.25 pg/mL), in which the highest percentage of biofilm inhibition was observed. This finding
could be significant because as C. krusei is intrinsically resistant to fluconazole, and its therapy option
is restricted to the use of equinicandins and amphotericin B [30], which have been associated with
increased episodes of candidemia and invasive candidiasis [31]. The severe clinical cases of C. krusei,
coupled with the lack of available antifungal treatment against it, resulted in high mortality rate.
Complex 1 also showed inhibitory activity against planktonic and sessile cells (in the biofilm) of
C. glabrata, which was resistant to fluconazole in a dose-dependent manner. Surveillance studies have
reported on the resistance of C. glabrata isolates to triazoles, and, more recently, to echinocandins, thus
characterizing this species as multi-drug resistant [32].

Regarding the effect of Complex 1 on yeast viability, the complex showed fungicidal and
fungistatic activities against all isolates. This is a relevant finding, since azoles, such as fluconazole,
has only fungistatic activity. These data suggested that the fungicidal activity of the complex also
influenced its ability to inhibit biofilm formation and destroy preformed biofilm. The ability to form
biofilm is one of the virulence factors increasing the pathogenicity of Candida. The complex structure
and architecture of the sessile cells in a biofilm increased their resistance to antifungal drugs [33], with
several studies reporting that sessile cells in biofilms have greater resistance than do planktonic cells.
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According to some studies, the necessary MIC of antimicrobial agents for the reduction in biofilm
formation is 2 to 1000 times greater than that for planktonic cells [33-35]. It is important that in this
study, Compound 1 was able to reduce the number of viable cells in biofilms at a concentration of
approximately 16-fold the MIC, namely 500 pug/mL for C. krusei and 1000 pg/mL for the other species.

The data in this study suggested that the coordination of the 2-thiouracil ligand to the copper(Il)
metallic center (Complex 1) potentiated the antifungal activity of the same, since in an equimolar
concentration the copper(Il) chloride exhibited MIC (1000 ng/mL). Mohamed et al. [36,37] and
Masoud et al. [38] also reported the antifungal activity of copper complexes with 2-thiouracil binder,
which may result from the increased liposolubility of the complex and the toxicity of copper on
microorganisms, which causes membrane damage and leads to cell death [39,40]. It was verified
that the alteration of ligand increased its antifungal activity. Complex 2 had no effect on the isolates
tested. Since the structural difference between the two compounds is in the presence of the methyl
substituent at the 6-position of the thiopyrimidine ring, it is thought that the substituent interfered
with the liposolubility and consequently the antifungal activity of Complex 2.

For pharmaceutical application, Complex 1 was also evaluated for its mutagenic potential by the
Ames test using TA98 (hisD3052/rfa/urvB /pKM101/ApR) and TA100 (hisG46/rfa/ AuvrB/pKM101/ApR),
which allowed us to examine frameshift and base pair substitution mutations, respectively. Complex 1
did not induce these types of mutations at the concentrations tested. Understanding the genotoxic
characteristics of a new complex is key to further pharmaceutical development. According to
the International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceutical Products of the Food and Drug Administration (FDA) of the United States, the Ames
test is part of a series of standardized tests to evaluate the genotoxicity of new drugs, which is necessary
as studies have reported rodent-carcinogenic drugs by the reverse mutation test using lineages of
S. typhimurium [41]. The Ames test also allows direct and indirect evaluation of the mutagenic potential
of new compounds owing to the use of S9 microsomal fraction that simulates a metabolism process
in mammals, guaranteeing high sensitivity of the test [42]. Thus, the use of these tests is of extreme
importance for research and development of new complexes as therapeutic agents.

4. Materials and Methods

4.1. Chemical and Measurements

The compounds 2-thiouracil, 6-methyl-2-thiouracil, 2,2"-bipyridine, and copper(Il) chloride
employed in the complex syntheses were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solvents
(grade PA) were commercially obtained and used without further purification. CHN elemental analyses
were performed using a Perkin-Elmer 2400 Analyzer (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA). FI-IR spectra
were obtained by a JASCO-4100 spectrophotometer (Jasco, Easton, MD, USA) in the spectral window
of 4000400 cm !, using sample dispersion in KBr. Melting point values were determined on a DF-3600
Instruterm apparatus (Instruterm, Sao Paulo, SP, Brazil). UV-Vis analyses were performed in the same
biological experimental conditions on double beam PerkinElmer Spectrophotometer Lambda 6505
using quartz cuvettes of 1 cm optical path. HRMS was performed on a Bruker Mass Spectrometer
IES-Q-QTOF-micro TOF III (Bruker Daltonics) in the positive mode (m/z 120-1200), quadrupole Ion
energy 5.0 eV and cell collision energy of 10 eV. The samples were prepared using 0.0001 g/mL (water)
and 0.1% of formic acid.

4.2. Preparation of Complexes

Complex 1: According to the scheme below (Scheme 1), 0.0134 g (0.1 mmol) copper chloride
was dissolved in 6 mL of THF/MeOH (1:1, v/v). A light-green solid was obtained in 67% yield
(Figure S6). The same procedure was used for the synthesis of Complex 2 using 6-methyl-2-thiouracil
ligand and Complex 2 was obtained in 72% yield (Figure S7). The same procedure was used for the
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synthesis of Complex 2 using 6-methyl-2-thiouracil ligand. The preparation was performed including
a modification in the synthetic protocols already published in the literature [22,23].

Cl
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Scheme 1. Reaction route for the obtention of the Complex 1.

Complex 1 [CuCly(Bipy)(L1)]: Elemental analysis of CHN theoretical to C14H1,CulN;ClSO,
MW =418.78 g/mol: C =40.14%, H=2.89%, N = 13.38%. Experimental: C =40.17%, H=2.92%, N = 13.41%.
IR (KBr, v/cm™): 3109-3089 (v(N-H)), 3051-3035 (1(C-H)ar ), 2928 (v(C-H)), 1683, 1602(1(C=0), v(C=C)),
1557 (thiomide I: 6(NH) + v(C-N)), 1444 (v(ring) + 6(C-H)pipy), 1240 (amide III: v(C-N) + 6(C-N-H)),
1207 (thiomide II: v(C-N) + 6(NH) + 6(C-H)) 1173, 1158 (thiomide III: v(C-N) + v(C=S)), 831 (thiomide
IV: v(C=5)), 777 (6(C-H)pipy). Melting point: 240 °C.

Complex 2 [CuCly(Bipy)(Lp)]: Elemental analysis of CHN theoretical to Ci5H14CuN;ClLLSO,
MM =432.81 g/mol: C =41.63%, H =3.26%, N = 12.94%. Experimental: C = 41.57%, H = 3.27%, N = 12.97%.
IR (KBr, v/cm™): 3109-3090 (v(N-H)), 3051-3034 (1(C-H) R ), 2930 (v(C-H)), 1656, 1604(v(C=0), v(C=C)),
1568 (thiomide I: 6(NH) + v(C-N)), 1441 (v(ring) + 6(C-H)pipy), 1245 (amide III: v(C-N) + §(C-N-H)),
1193 (thiomide II: v(C-N) + 6(NH) + 6(C-H)) 1167 (thiomide III: v(C-N) + v(C=S)), 835 (thiomide IV:
v(C=5)), 777 (6(C-H)pipy)- Melting point: 290 °C.

4.3. Microorganisms and Culture Conditions

To evaluate the antifungal activity of the copper(ll) complexes, 21 clinical isolates of Candida
species collected from different body parts were obtained from the collection of the Laboratory of
Applied Microbiology, Universidade Federal da Grande Dourados, Brazil. The isolates were identified
as C. albicans (ten isolates), C. glabrata (six isolates), C. krusei (one isolate), C. parapsilosis (three isolates),
and C. tropicalis (one isolate).

All species were stored at —20 £ 2 °C in Sabouraud Dextrose Broth (SDB, HiMedia Laboratories,
Mumbeai, India) with 20% (v/v) glycerol. Prior to each assay, species were subcultured from the
frozen stock suspension onto Sabouraud Dextrose Agar (SDA, HiMedia) plates. The plates were
incubated overnight at 35 °C. A pool of growing colonies was subcultured in CHROMagar Candida®
(Difco, Tlalnepantla, Estado de Mexico, Mexico) to investigate the purity of the culture and color of the
colony. Yeasts that grew in the differential selective medium were identified according to conventional
methodology [43].

4.4. Antifungal Activity Screening

The screening of the antifungal activity of Complexes 1 and 2 was performed by broth
microdilution in 96-well polystyrene plates according to the standard M27-A3 of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) [44].

Microplates containing the serial dilutions of the complexes with concentrations ranging from
1.9 to 1000 pug/mL were inoculated with 100 uL suspension containing 2.5 x 10® CFU/mL of either
yeast in RPMI 1640 medium (Sigma Aldrich). Fluconazole and Amphotericin B were used as reference
drugs. The plates were incubated at 35 °C for 48 h. The MIC was considered as the lowest complex
concentration which showed no visible growth of microorganisms after incubation.
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The number of viable cells was calculated by determining the Colony Forming Units (CFUs)
following serial dilutions and incubation in SDA for 24 h. The MFC was defined as the lowest
concentration of complex that yielded no fungal growth.

As defined by the CLSI, negative controls (medium only) and positive controls (medium and
yeast) were used in each test. The cut-off levels of susceptibility to fluconazole (Sigma Aldrich) were
utilized according to the CLSI [44] to identify species as susceptible (S < 8 ug/mL), dose-dependent
susceptible (DDS = 16-32 pg/mL), and resistant (R > 64 pg/mL). This document did not consider
amphotericin B, so the susceptibility references levels established by Yang et al. [45] were used: values
of MIC <1 ug/mL indicated the yeast was susceptible, and levels >2 pg/mL indicated the yeast was
resistant. The subsequent tests were performed based on the results obtained in this screening process.

4.5. Biofilm Formation

Considering the antifungal activity of the Complex 1, its effect was evaluated on the biofilm
and preformed biofilm of Candida species. Species that are particularly sensitive to the complex were
selected, namely C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, and C. tropicalis. The concentrations
of the compound used in this test were based on the results of the antifungal susceptibility test
(Section 4.4). The assays were performed according to a previous study [46], with several adaptations.

4.5.1. Effect of the Complex 1 on Biofilm Formation

To evaluate the effect of Complex 1 on biofilm formation, Candida species were inoculated in SDB
and incubated for 18 h at 35 °C under 120 rpm shaking. Afterwards, the yeasts were centrifuged at
3000 g for 10 min and washed three times with phosphate buffered saline (PBS), pH 7. One hundred
microliter of a standard inoculum suspension (1 x 107 cells/mL) was inoculated simultaneously to
100 pL complex diluted in SDB at the concentrations of 250, 500, and 1000 pg/mL. The inoculums
were plated in wells and incubated under shaking (120 rpm/min) for 48 h at 35 °C.

Following incubation, the content of each well was removed. The remaining biofilms were washed
three times with 200 uL PBS to remove weakly adhered cells and each well was scraped vigorously
with a pipette tip to collect the biofilm.

The effect of Complex 1 on biofilm formation was examined by counting the viable cells in the
biofilms. Serial dilutions of the suspensions were plated on SDA and incubated for 24 h at 35 °C.
The total number of CFUs per unit area (log CFU/mL) of the each well was counted.

4.5.2. Effect of the Complex 1 on Preformed Biofilms

To evaluate the effect of Complex 1 on preformed biofilms, 200 pL standard inoculum suspension
(1 x 107 cells/mL) prepared in SDB was added to a 96-well microplate. The plates were incubated in
an incubator with orbital shaking at 120 rpm/min for 48 h. Subsequently, the medium was carefully
aspirated and washed three times with PBS to remove the weakly adhered cells. Complex 1 at
concentrations 250, 500, and 1000 pg/mL diluted in SDB was added to the wells. After 24 h incubation
at 35 °C, the content of each well was discarded, and the plates were washed three times with PBS to
remove non-adherent cells and each well was scraped vigorously with a pipette tip. To evaluate the
effect of the complex, the CFU value of each suspension was quantified and presented as log CFU/mL.

4.6. Mutagenic Activity

The evaluation of the mutagenic potential of Complex 1 was performed by Ames test as described
by Kado et al. [47]. The standardized TA98 and TA100 Salmonella typhimurium strains were used at a
concentration of 1 x 108 cells/mL.

The assay was performed in the presence and absence of metabolic activation of S9, which was
prepared from the liver of Sprague-Dawley rats treated with polychlorinated biphenyl aroclor 1254
mixture (500 mg/kg). The S9 fraction was acquired from Molecular Toxicology Inc. (Boone, NC, USA)
and freshly prepared before each test. Fifty microliter of 0.2 M phosphate buffer or S9 fraction, 5 uL
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of complex (15, 50, 150, 500, 1500, and 5000 ng/plate), and 50 pL of bacterial suspension were added
to test tubes. The tubes were preincubated for 90 min at 37 °C. Soon after, 2 mL Top Agar (0.6% agar,
0.6% NaCl, 0.05 mM L-histidine, 0.05 mM biotin, pH 7.4, 45 °C) was added and then the mixture
was poured into Minimal Agar plates (1.5% agar, Voguel-Boner medium, and 10% glucose solution).
The plates were incubated at 37 °C for 48-66 h, after which the His + revertant colonies were counted.

The positive controls used in the tests without metabolic activation were: 4-nitrophenylenediamine
(NPD) (10 pg/plate) for the TA98 line and sodium azide (2.5 pg/plate) for the TA100 lineage. In the
metabolic activation assays, 2-aminoanthracene (2-ANTR) (0.63 ug/plate) was used for both strains.
Dimethylsulfoxide (DMSO) was used as the negative control. All reagents used as positive and
negative controls were purchased from Sigma Aldrich. The assays were performed in triplicate for
each concentration of the extract.

4.7. Statistical Analysis

The results of the biofilm assays were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni post-test
using the Graph Pad Prism 7.0 software. The Ames test data were analyzed using the Salanal
statistical program version 1.0 (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory,
Las Vegas, NV, USA from Research Triangle Institute, RTP, Research Triangle Park, NC, USA), adopting
the model used by Bernstein et al. [48].

5. Conclusions

We have prepared and characterized two new copper(Il) complexes, which were evaluated for
their antifungal and mutagenic potential. Complex 1 [CuCl,(Bipy)(L1)] exhibited fungicidal activity
against all Candida isolates tested, showing antifungal activity against both planktonic and sessile cells.
Candida krusei was the most sensitive species to the complex. Complex 2 [CuCl,(Bipy)(L;)] and the free
ligands exhibited no antifungal activity at the concentrations evaluated. Considering that complex 1
showed no mutagenic potential at the concentrations tested, we propose complex 1 as a new drug in
the field of anti-Candida therapy.

Supplementary Materials: Supplementary Materials are available online. Table S1: Anti-Candida activity of
the complex 1 [CuCl,Bipy(Ly)], free ligands (2-thiouracil and 6-methyl-2-thiouracil) and cooper(II) chloride in
planktonic cells by microdilution in broth technique (ug/mL). Figure S1: ESI-HRMS spectrum of the complex 1.
Figure S2: ESI-HRMS spectrum of the complex 1. Figure S3: Cuvettes containing the solutions of the complex 1
(light green) and ligand (colorless). Picture taken during the experiment. Complex 2 and respective ligand
have been presented similar behavior. Figure S4: UV-Vis absorption spectra of the complex 1 and respective
ligand measured at 298 K. This experiment was performed 36 h after preparing the solutions. Figure S5: UV-Vis
absorption spectra of the complex 1 and respective ligand measured at 298 K. This experiment was performed
36 h after preparing the solutions. Figure S6: Green solid of the Complex 1 obtained after filtration. Figure S7:
Green solid of the Complex 2 obtained after filtration.
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Table S1. Anti-Candida activity of the complex 2 [CuCI2Bipy(L2)], free ligands (2-thiouracil and 6-methyl-2-thiouracil) and cooper(II) chloride in planktonic cells by microdilution
in broth technique (ug/mL).

Comp.lex 2 2-thiouracil 6-n}ethyl-'2- CuCl:
Isolate Source [CuCl:Bipy(L2)] thiouracil FLCe AmBH¢
MIC? MEFC? MIC? MEFC? MIC? MEFC? MIC? MEFCP
C. albicans CA1 Sputum >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. albicans CA2 Sputum >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.25
C. albicans CA3 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. albicans CA4 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. albicans CA5 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. albicans CA6 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. albicans CA7 Nasal swab >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.5
C. albicans CA8 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.5
C. albicans CA9 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.5
C. albicans CA10 Vaginal >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.5
C. glabrata CG1 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 16¢ 0.03
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C. glabrata CG2 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 1 0.03
C. glabrata CG3 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 16¢ 0.5

C. glabrata CG4 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 1 0.03
C. glabrata CG5 Blood >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 32¢ 0.03
C. glabrata CG6 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 16¢ 0.5

C. krusei CK1 Rectal swab >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.5 0.03
C. parapsilosis CP1 Blood >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.25
C. parapsilosis CP2 Catheter tip >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.03
C. parapsilosis CP3 Urine >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 0.25 0.03
C. tropicalis CT1 Sputum >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 1000 2 0.5

aMIC: Minimum Inhibitory Concentration (pug/mL); "MFC: Minimum Fungicidal Concentration (pg/mL); ‘FLC: Fluconazole (ug/mL); AmB: {Amphotericin B (ug/mL); *Susceptible
Dose-Dependent (SDD) (pg/mL).
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Figure S1. ESI-HRMS spectrum of the complex 1.




Molecules 2018, 23, 1856

Complex 2

4of11

|nten55.- 1+ lis-2_pos_1-47_01_9437.d: +MS, 0.6min #62
X10°3 1+ 1+m10+2 , 375.0648
0.5_: 157.0760 237_0071) 7
] ¢ L
0.0 [N
Full spectrum
Intens. 1+ lis-2_pos_1-47_01_9437.d: +MS, 0.6min #62
X104: 237.0071
2'_ 1+
] 239.0065
1_: 1+ 1+
] 238.0101 240.0133
a A
Zoom in 237.0071 emphasis on the isotopic distribution of copper.
Intensg‘;_ 1+ lis-2_pos_1-47_01_9437.d: +MS, 0.6min #62
X 375.0648
0.6 n
04 377.0638
0.2 h n
0.0 . _—

Zoom in 357.0648 emphasis on the isotopic distribution of copper.

Figure S2. ESI-HRMS spectrum of the complex 2.
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Figure S3. Cuvettes containing the solutions of the complex 1 (light green) and ligand (colorless). Picture taken during the experiment. Complex 2 and respective ligand have been

presented similar behavior.



Molecules 2018, 23, 1856

Absorption (a.u)

250

6o0f 11

Absorption (a.u)

550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

—— Complex (1)
- - --Ligand (1)

] ! ] ! ] ! ] ! ] ! ] ! 1
450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Figure S4. UV-Vis absorption spectra of the complex 1 and respective ligand measured at 298 K. This experiment was performed 36 h after preparing the solutions.
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Figure S5. UV-Vis absorption spectra of the complex 2 and respective ligand measured at 298 K. This experiment was performed 36 h after preparing the solutions.
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Figure S6. Green solid of the Complex 1 obtained after filtration. Figure S7. Green solid of the Complex 2 obtained after filtration.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate toxicogenetic potential of surface water samples from rivers of center-west Brazil
and analyze the influence of land use and cover and physicochemical parameters in genetic damage. Samples were collected
during winter (June) and summer (November) at sampling sites from Dourados and Brilhante Rivers (Mato Grosso do Sul/
Brazil). The toxicogenetic variables, including chromosomal alterations, micronuclei, and mitotic index, were analyzed in
meristematic cells of Allium cepa; and micronuclei, nuclear abnormalities, and DNA strand breaks (arbitrary units, AU)
were analyzed in erythrocytes of Astyanax lacustris. The rivers presented physicochemical values outside the Brazilian laws,
which can be a characteristic of human pollution (domestic sewage and local agriculture). The results of A. cepa test suggest
that the water samples from Dourados and Brilhante rivers exerted significant (p <0.05) cytotoxic and genotoxic effects,
in both periods of collection, especially alterations in mitotic index. In blood cells of A. lacustris, genotoxic effect of the
water samples from the rivers also was observed as significant nuclear abnormalities, DNA breaks (UA7), in both sampling
periods, compared with the negative control. Spearman correlation analyses revealed that data of land use and cover and
physicochemical parameters were statistically correlated with DNA damages in bioassays. This study demonstrates toxico-
genetic potential of water samples from Dourados and Brilhante rivers; furthermore, the type of land use and land cover and
physicochemical parameters were revealed to have influence on toxicogenetic damage.

The land cover around rivers has important effects on water
quality and is considered a potentially informative tool for
analyzing the integrity of aquatic ecosystems (Bua et al.
2014). Anthropogenic actions such as industrial, agricul-
tural, and/or domestic effluents are considered the main
sources of water resource contamination. In the aquatic
environment, these compounds favor formation of complex
mixtures that may persist in the environment and may cause
DNA damage in the organisms exposed (Lorente et al. 2015;
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Manzano et al. 2015). Complexity of the pollutants in envi-
ronmental samples demands simple, sensitive, and acces-
sible tests (Tabrez et al. 2011). In this sense, toxicogenetic
effects of complex mixtures from river water samples often
have been evaluated in animals and plants (Castro e Sousa
et al. 2017; Matos et al. 2017).

Fishes often are used as biological indicators of water
quality and biomonitors for the presence of pollutants due
to bioaccumulation of toxic substances and sensitivity to
anthropogenic compounds. Freshwater fish of the genus
Astyanax has been used in environmental monitoring stud-
ies as biomarkers for analyzing water resource contamina-
tion (Trujillo-Jiménez et al. 2011; Yamamoto et al. 2016).
Astyanax lacustris, popularly known as “lambari-do-rabo-
amarelo,” of the Characidae family, is one of the most abun-
dant fish species and exhibits a wide distribution, practically
in all watersheds of Brazil (Starez et al. 2011). In addition,
da Rocha et al. (2018) observed DNA changes in erythro-
cytes of A. lacustris, exposed to water samples from the

@ Springer
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Abstract

The use of chemical substances for the management of fish farming activities may compromise the quality of the tank water
itself and of water bodies that receive the effluents. As studies that assess the environmental effect caused by pisciculture are
scarce, the present study aimed at evaluating the water quality in two fish farms in the region of Grande Dourados, Brazil,
from the site of water collection to the site of water disposal. The tools used for this purpose were the analysis of land use
and cover and the determination of physical, chemical, and biological parameters of water samples. Maps of land use and
cover were created, and water samples were collected at four sampling sites in two fish farms. The Allium cepa test, assays
with Astyanax lacustris, and the Salmonella/microsome assay were performed. In addition, physical and chemical
parameters were measured and metal and emerging contaminants in the water samples were investigated. The A. lacustris
demonstrated the genotoxicity and the Salmonella/microsome assay suggested the mutagenic potential of water samples
from the fish farms and indicated higher genotoxicity in the disposal tanks than in the collection tanks of the Brilhante fish
farm. However, all the samples at the Dourados fish farm were genotoxic, and mutagenicity was shown to start at the water
collection site. With regard to the A. cepa test, there was no statistical difference between the collection sites in both fish
farms. Moreover, the observed genetic damage may be associated with the presence of metals and emerging contaminants in
the water samples, which suggests that these chemicals have potential genotoxic and mutagenic effects that are related to the
type of land use and cover in the area of the region studied. Considering that contaminated waters can potentially disturb the
structure and functioning of natural ecosystems, the present study demonstrated the importance of treating fish farm effluent
to minimize the negative effect of this activity on water bodies.

Keywords Ecotoxicological assessment * Land use and cover * Emerging contaminants * Metals * Fish farm effluents

Introduction

The Central-West region of Brazil is a leading player in
pisciculture, with the state of Mato Grosso do Sul (MS)
being the third largest for fish farming. Pisciculture plays
an important role in the state’s economy, accounting
for 27.5% of fish production (Souza 2012; IBGE 2013),

Supplementary information The online version of this article (https://
doi.org/10.1007/s10646-018-1991-8) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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RESUMO: A obtencao de corantes naturais de
fungos apresenta algumas vantagens como ser
de fonte renovavel, de baixo impacto ambiental
e alta capacidade de biodegradacéo, sendo
mais harmonica com meio ambiente e menos

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3

ATIVIDADE BIOLOGICA

nociva a saude do que os corantes sintéticos. Os
pigmentos naturaistémamplaaplicacdoepodem
ser utilizados nas industrias téxtil, farmacéutica
e alimenticia. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um bioprocesso simples para a
producéo e extracdo de pigmentos de Fusarium
graminearum, bem como avaliacao de possiveis
atividades biolégicas do extrato. Para otimizar
a producao de pigmento pelo fungo, este foi
exposto a fermentagdo submersa e semi-solida,
variando a composicao do meio, temperatura
e pH. Além disso, o extrato de pigmentos foi
exposto a diferentes condic¢des fisico-quimicas
e parametros de tingimento para avaliagcao de
sua estabilidade. A confiabilidade do extrato
foi determinada através de metodologias
para avaliagdo de atividade antibacteriana,
citotoxicidade e mutagenicidade. A producéo de
pigmentos pelo fungo apresentou potencial em
meio PDA semissolido, pH 6, incubado a 27 °C
na auséncia de luz. Os pigmentos obtidos foram
estaveis aos parametros testados: temperatura,
pH, vapor quente e condicdes de tingimento. O
extrato demonstrou baixa citotoxicidade, efeito
antibacteriano e nao apresentou potencial
mutagénico. Esses resultados s&o animadores,
pois atestam a confiabilidade do extrato para
uso industrial.
PALAVRAS-CHAVE:
semissolida, Pigmentos, Fungos, Bioprocesso,
Citotoxicidade.
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Cryptococcosis is an opportunistic disease with a worldwide Received 8 November 2017
distribution. This disease is caused by fungi of the genus Cryptococcus, Accepted 4 February 2018
and its treatment is limited to several antifungals. In this study, the
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from the bark and leaves of Annona coriacea were evaluated against Cryptococcus gattii; medicinal
the standard Cryptococcus species and clinical yeast specimens. plant; antifungal activity
Both extracts of A. coriacea showed inhibitory activity of 1.5 mg/mL
for all of the yeasts tested. The number of viable cells at the lowest
tested concentration was 0.187 mg/mL. The extracts that were tested
showed inhibitory activity and reduced the fungal growth of the
Cryptococcus gattii species and Cryptococcus neoformans species
complexes, suggesting that this plant may be an effective alternative
treatment for cryptococcosis.
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Cryptococcus gattii is an etiologic agent of cryptococcosis and a serious disease that affects immunocompromised and
immunocompetent patients worldwide. The therapeutic arsenal used to treat cryptococcosis is limited to a few antifungal agents,
and the ability of C. gattii to form biofilms may hinder treatment and decrease its susceptibility to antifungal agents. The objective
of this study was to evaluate the antifungal and antibiofilm activities of an ethanolic extract of Cochlospermum regium (Schrank)
Pilger leaves against C. gattii. The antifungal activity was assessed by measuring the minimum inhibitory concentration (MIC)
using the broth microdilution technique and interaction of the extract with fluconazole was performed of checkerboard assay. The
antibiofilm activity of the extract was evaluated in 96-well polystyrene microplates, and the biofilms were quantified by counting
colony forming units. The extract showed antifungal activity at concentrations of 62.5 to 250 ug/mL and when the extract was
evaluated in combination with fluconazole, C. gattii was inhibited at sub-MIC levels. The antibiofilm activity of the extract against
C. gattii was observed both during biofilm formation and on an already established biofilm. The results showed that the ethanolic
extract of the leaves of C. regium shows promise for the development of antifungal drugs to treat cryptococcosis and to combat C.
gattii biofilms.

1. Introduction

Cryptococcosis is a fungal infection that occurs worldwide.
Despite the predominant result of opportunistic infections
of immunocompromised patients, the incidence of infec-
tions among immunocompetent individuals is increasing [1-
4]. Recently, studies have shown that cryptococcosis is a
neglected tropical disease, although it is not recognized as
such by the World Health Organization [5, 6]. Some factors
that contributed to this conclusion included high mortality
rates in treated patients (ranging from 20 to 60%) that can
reach 100% in untreated patients [6].

Despite the importance of this disease, the treatment of
cryptococcosis is limited to the antifungals fluconazole and
amphotericin B, which are used alone or in combination
with 5-flucytosine [7]. The primary etiological agents of
cryptococcosis are species of the complexes Cryptococcus
neoformans and C. gattii [8], which respond differently to the
treatment established for meningoencephalitis [9]. C. gattii
is not only more clinically aggressive but also more difficult
to control. Species of the C. gattii complex can compromise
immunocompetent individuals and cause severe diseases of
the central nervous system, such as meningitis, encephali-
tis, and meningoencephalitis [9]. In addition, lesions and
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The roots of Cochlospermum regium, popularly known as “algodaozinho-do-cerrado,” are used for the treatment of genitourinary
infections. However, the removal of their subterranean structures results in the death of the plant, and the use of the leaves becomes
a viable alternative. Therefore, the antimicrobial activity of Cochlospermum regium leaf’s ethanolic extract and its action on the
biofilm formation of microorganisms associated with urinary infection were evaluated. The total phenolic compounds, flavoids,
and tannins were quantified using the reagents Folin-Ciocalteu, aluminum chloride, and vanillin, respectively. The antimicrobial
activity was evaluated by the broth microdilution method and the effect of the extract in the biofilm treatment was measured by the
drop plate method. Cytotoxicity was evaluated by the method based on the reduction of MTS and the mutagenicity by the Ames
test. The ethanolic extract of C. regium leaves presented 87.4 mg/EQ of flavonoids, 167.2 mg/EAG of total phenolic compounds, and
21.7 mg/ECA of condensed tannins. It presented reduction of the biofilm formation for E. coli and C. tropicalis and antimicrobial
action of 1 mg/mL and 0.5 mg/mL, respectively. The extract showed no cytotoxicity and mutagenicity at the concentrations tested.
This study demonstrated that C. regium leaves are a viable option for the treatment of genitourinary infections and for the species
preservation.

1. Introduction

Urinary tract infection (UTI) is a public health problem
that affects millions of people every year [1]. It is defined
as the colonization of pathogenic microorganisms that affect
the urinary system tissues causing infection [2]. Urinary
infection of bacterial origin is most often caused by enteric
Gram-negative bacteria, with Escherichia coli being the most

predominant microorganism [3, 4]. Opportunistic microor-
ganisms such as yeast are also considered uropathogens, and
the genus Candida has been reported as one of the most
important [5]. Among yeasts of this genus, Candida tropicalis
is among the most isolated ones in patients diagnosed with
urinary infection [6].

A serious nosocomial problem currently faced in relation
to these microorganisms is the formation of biofilm, which
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