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RESUMO

A inflamacao é basicamente uma resposta de protecao tissular cuja funcéo é proteger
0 organismo de micro-organismos e toxinas que promovem a leséo celular. A resposta
inflamatoria gera o aparecimento dos quatro sinais cardinais dor, edema, calor e rubor
podendo posteriormente ocorrer a perda de funcdo do tecido ou 6rgdo. Os anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES) promovem sua atividade alterando a atividade
de prostaglandinas (PGs), por inibicdo das isoformas de ciclo-oxigenases constitutivas
(COX1) e induzidas (COX2). A inibicao n&o seletiva destas enzimas (por AINEs
classicos) gera reacfes adversas graves, como as reacdes gastrointestinais, em
pacientes pré-dispostos e/ou que as utilizam por um periodo prolongado. Os AINEs
de segunda geracéo (inibidores seletivos de COX2), também se mostraram toéxicos,
podendo causar alteracdes cardiovasculares. Neste sentido, o planejamento de novos
compostos com atividade anti-inflamatéria e destituidos de toxicidade ainda é um
desafio para a quimica farmacéutica e medicinal. Dois derivados de ibuprofeno (AINE
classico) foram obtidos anteriormente no Lapdesf por Castro (2008) e Vizioli (2006),
demonstrando atividade anti-inflamatoria em modelo de inflamac&o aguda (edema de
pata) e cronica (colite ulcerativa), destituidos de gastroulceracdo (VIZIOLI, 2009).
Diante destes resultados o presente estudo visou a preparacdo dos compostos e 0
estudo pré-clinico de toxicidade em dose Unica (aguda) e em doses repetidas em
camundongos, bem como as analises comportamentais, histopatologicas dos 6rgaos
e ensaios bioquimicos.

Os achados comportamentais, bioquimicos e histopatolégicos permitem concluir que
ndo foi observada toxicidade nos modelos estudados, exceto para o grupo de
administracao dose Unica de 2000 mg/kg via intraperitoneal do composto Lapdesf ibu-

tau.
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1. INTRODUCAO

1.1. Processo inflamatdrio e necessidade de novos farmacos com

atividade anti-inflamatoria

Os agentes anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) sdo os farmacos
amplamente prescritos e usados em todo o mundo, desde a producdo do acido
acetilsalicilico pela Bayer em 1899 (VANE & BOTTING, 1998; CARVALHO et al,
2004). Atualmente ha mais de 50 AINEs diferentes no mercado global, sendo o
ibuprofeno um dos mais utilizados dentre os medicamentos isentos de prescricdo
(MIPs) (RANG & DALE, 2011; WILCOX, 2005).

O processo inflamatério sempre recebeu um grande destaque na ciéncia por ser o
primeiro sinal biolégico em qualquer estado de anormalidade, tanto fisioldgica, por
guebra da homeostasia, quanto patoldégica, como em casos de lesdes e infeccoes,
sendo caracterizada por aumento na permeabilidade capilar, extravasamento de
proteinas plasmaticas e recrutamento de células polimorfonucleares no tecido afetado
(MEDZHITOV, 2008; GABRIEL & MATTESON, 1995).

A resposta inflamatdria tem papel fundamental na manutencdo da homeostasia,
no entanto a exacerbacao e/ou persisténcia desse processo pode conduzir & uma
resposta cronica, devido ao dano tecidual através de mediadores inflamatorios e
processos liticos. Na literatura é sugerido que o processo crénico € originado por
desordem na resposta dos fibroblastos para controlar o quadro inflamatorio, levando
a retencdo e sobrevivéncia inadequada de polimorfonucleares no tecido lesionado
(BUCKLEY, 2001; DE MELO, 2014).

Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) possuem um impacto positivo sobre
a qualidade de vida do paciente, por incorporar beneficios como a melhoria de dores

musculoesqueléticas, e em algumas doencas que sdo acompanhadas da cronicidade



13

inflamatoria como a artrite reumatoide. No entanto, a maioria dos AINEs é eficaz para
alivio de sintomas pontuais em doencas crbnicas, melhorando a qualidade de vida
dos pacientes, no entanto, existem riscos no tratamento que acarretam efeitos
colaterais severos que podem atuar contrario a esta melhora (GABRIEL &
MATTESON, 1995; SCARPIGNATO, 2010).

No processo inflamatoério, os lipideos presentes na membrana celular séo
biologicamente convertidos em sinalizadores, que se decompdem depois de cessado
o estimulo (SERHAN, HAAEQQSTROM & LESLIE, 1996).

O &cido araquidénico (AA) ou 5,8,11,14-acido eicosatetraendico, € oriundo de
fontes alimentares e da conversdo do &cido linoleico (Omega 6), ndo se apresenta
livremente intracelular (citoplasma), sendo esterificado em fosfolipidios de membrana.
E liberado pela ac&o da fosfolipase A2 por estimulos mecanicos, quimicos, fisicos ou
ainda por outros mediadores como o sistema complemento (BOGATCHEVA et al.,
2005; ROLAND et al., 2004).

Na chamada cascata do AA 0s seus metabdlitos sdo sintetizados por duas
principais vias enzimaticas, as ciclo-oxigenases (COX) que geram prostaglandinas
(PG) e tromboxanos (TX), e as lipoxigenases produzindo leucotrienos (LTC) e
lipoxinas. A primeira pode ser inibida por AINES e a segunda com corticoides que irdo
inibir toda a cascata do AA, por inibicdo da fosfolipase A2 (JAWABRAH AL-HOURANI,
et al., 2011; RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011).

A acdao primaria dos AINEs é, entdo, de inibir a enzima COX de acidos graxos e,
deste modo, inibir a producéo de PG e TX. Existem duas classes de anti-inflamatorios:
0s classicos, os quais séo inibidores das isoformas COX-1 e COX-2, variando no grau
de inibicdo de cada isoforma; e os coxibes, que sdo mais seletivos para isoforma 2.

Os efeitos farmacologicos destes compostos sdo mais relacionados a inibicdo da
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COX-2, enquanto os efeitos indesejaveis, em especial os gastrointestinais, sao
resultados principalmente da inibicdo da COX-1 (FIORUCCI & DISTRUTTI, 2011,
RANG & DALE, 2011).

Os AINEs, porém, ao alterar a atividade das prostaglandinas, inibindo as isoformas
de ciclo-oxigenases constitutivas (COX-1) e induzidas (COX-2), geram reacdes
adversas graves em pacientes pré-dispostos e/ou que os utilizam por um periodo
prolongado. Entre os perigos do uso, encontram-se as rea¢es gastrointestinais como
dispepsia severa, Ulceras duodenais e gastricas com complicacdes que promoveram
a hospitalizacdo, realizagdo de procedimentos cirdrgicos e até mesmo a morte.
(GABRIEL & MATTESON, 1995).

O ibuprofeno é amplamente utilizado como analgésico e anti-inflamatorio, sendo
relativamente seguro aprovado e indicado para uso em criancas. E um AINE
tradicional, derivado do acido propi6nico, inibidor ndo-seletivo de COX, apresentando
meia-vida curta (2-4 horas), com alta ligacdo as proteinas plasmaticas (99%). E
considerado equipotente e bem mais tolerado em comparacgéo ao acido acetilsalicilico
e é o AINE tradicional mais comumente usado nos Estados Unidos da América
(GOODMAN & GILMAN, 2012). Os efeitos adversos no humano incluem distarbios do
trato gastrintestinal, além de distUrbios oculares, dermatite, aumento de temperatura
corporal, hepatite, reacdes alérgicas envolvendo multiplos érgéos, e diplopia.

Efeitos do trato gastrointestinal como dor abdominal, erosdo/Ulcera gastricas e
hemorragia Gl séo efeitos colaterais comuns frequentes dos AINEs tradicionais. Além
destes temos efeitos adversos que englobam o sistema nervoso central, como
cefaleia, vertigem, tonturas e confusdo, e também efeitos adversos relativos ao
sistema cardiovascular, podendo a ter ocorréncia de trombose, AVC e infarto do

miocardio. (GOODMAN & GILMAN, 2012).
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Os AINEs possuem efeitos sobre o sistema renal devido ao bloqueio da sintese de
produtos da COX do acido araquiddnico, sendo que estes possuem fungao importante
na hemodinamica renal, na liberacdo de renina e no controle da funcédo tubular
(BURTIS et al, 2008).

Ensaios de toxicidade pré-clinica determinaram que a DLso em camundongos por
administracao oral é de 740 mg/kg, e por administracdo intraperitoneal é de 320
mg/kg, sendo observado na DLso por via intraperitoneal, efeitos gastrointestinais de
ulceracdo ou sangramento do estdmago e comportamentais de alteracdo no tempo
de sono, incluindo mudancas do reflexo de endireitamento (LEWIS, 1992; ADAMS et
al, 1969).

A disfuncéo renal quimicamente induzida pelo ibuprofeno é dependente da dose e
duracao da exposicao (YODA & KODA-KIMBLE, 1995). O ibuprofeno é caracterizado
como um AINE com um perfil de alta seguranca e baixa incidéncia de toxicidade
hepatica. Com a administracéo de ibuprofeno em baixas doses ou em terapia cronica,
as elevacgdes seéricas das aminotransferases sdo comparaveis ao ensaio placebo, ja
guando sédo administradas altas doses em regime de 2400 a 3200 mg/dia ocorre maior
elevacao da ALT. Geralmente as elevagOes da ALT néo ultrapassam 100 UI/L, sendo
gue alteracdes leves ou moderadas da AST e ALT sdo observadas com a
administracao de diversos AINEs (BESSONE, 2010; BURTIS et al, 2008).

O planejamento de novos farmacos com potencial atividade anti-inflamatoria e/ou
com reducédo dos efeitos toxicos inerentes ao mecanismo de acao é sustentado pela
ampla utilizacdo no tratamento de patologias, cujos processos de base permeiam pela
resposta inflamatadria (VIZIOLI, 2009).

Dois derivados de ibuprofeno foram obtidos anteriormente no Laboratério de

Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos (Lapdesf), tendo sido observado atividade
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anti-inflamatéria em modelo de inflamacdo aguda (edema de pata induzida por
carragenina) e crbnica (colite ulcerativa induzida por acido acético), sem demonstrar

efeitos adversos comuns aos AINEs. (VIZIOLI, 2009).

1.2. A importancia dos estudos de toxicidade

A continuidade dos estudos para avaliagdo clinica de candidatos a farmacos sao
dependentes dos resultados de toxicidade pré-clinica. Os estudos de toxicidade aguda
sdo aqueles utilizados para avaliar a toxicidade produzida por uma substancia quando
esta € administrada em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24
horas, seguido de observacéo dos animais por 14 dias apés a administracdo (ANVISA,
2010).

Os estudos de toxicidade de doses repetidas tém como obijetivo, caracterizar o
perfil toxicologico da substancia pela administracdo repetida. A partir deles € possivel
a obtencdo de informacgdes sobre os efeitos toxicos, identificacdo de érgaos alvos,
efeitos nas funcbes fisioldgicas, hematoldgicas, bioquimicas, anatomo e
histopatoldgicas, além de informacfes sobre a indicacdo do NOEL (No Observed

Effect Level) e NOAEL (No Observed Adverse Effect Level).

1.3. Objetivos

O presente trabalho visa a continuidade dos estudos dos compostos candidatos
a farmacos, com a realizacdo dos ensaios toxicoldgicos, de acordo com o Guia para
a Conducao de estudos nao clinicos de seguran¢a necessarios ao desenvolvimento
de medicamentos ANVISA (2010), para avaliagao inicial de sua seguranca.

Os objetivos especificos dessa pesquisa com os hibridos de ibuprofeno séo:
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e Preparacdo e otimizacdo da sintese de Lapdesf ibu-ftd (N-(1,3-dioxo-1,3-
diidro-2H-isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil) propanamida);

e Preparacdo e otimizacdo da sintese de Lapdesf ibu-tau (acido 2-{[2-(4-
isobutilfenil) propanoil] amido} etanosulfonico);

e Ensaio de toxicidade com dose Unica (aguda);

e Ensaio de toxicidade com doses repetidas;

e Andlise histopatoldgica dos o6rgédos: rins, figado, estbmago, pulméo e
coracao;

e Exames bioquimicos: Transaminase Glutamica Oxalacética (TGO),
Transaminase Glutamica PirGvica (TGP), Gama Glutamil Transferase

(GGT), Creatinina e Uréia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e solventes

Acetato de etila P.A. (Synth), &cido acético glacial P.A. (J. T. Baker); acido sulfurico
P.A. (Merck); anidrido ftalico (J. T. Baker); bicarbonato de sddio (Synth); cloroférmio
(Synth); diclofenaco (Galena); diclorometano P.A. (Synth); dietilcianofosfanato —
DEPC (Sigma); hidrato de hidrazina 25% (J. T. Baker); hidroxido de sodio (Synth);
sulfato de sédio anidro (Synth); metanol P.A. (Merck); ibuprofeno (Galena); taurina
(Degq); 1-hidroxibenzotriazol — HOBt (Sigma); N,N'-diisopropilcarbodiimida — DIC

(Sigma).
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2.2. Preparacdo dos compostos de ibuprofeno
A metodologia do preparo dos compostos de ibuprofeno utilizada foi baseada na
descrita por Castro (2008) e Vizioli (2006), com modificacbes propostas durante o
projeto.
2.2.1. Sintese do hibrido Lapdesf ibu-ftd (N-(1,3-dioxo-1,3-diidro-2H-
isoindol-2-il)-2-(4-isobutilfenil) propanamida)

OBTENC AO DO 2-{4-ISOBUTILFENIL)PROPANOATO DE METILA

CH;

CH4

OH
HaC

(1) (2)

CBTENCAO DO 2-(4-ISOBUTIL FENIL)PROPANOHIDRA ZINA

CHa

) CH;0H

NHaNH3z25%
50°C HaC

HH

THHS

P

(3)

OBTENCAO DO N-(1,3-DIOX0-1,3-DIDRO-2HISOINDOL -2-IL }-2-(4-ISOBUTILFENIL )
PROPANAMIDA

(3 —

(4)
H,C

Figura 1: Sintese composto Lapdesf ibu-ftd
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» Metodologia sintética descrita por Castro (2008)

Reagiu-se 1,45 mmol (320 mg) de ibuprofeno com 20 mL de metanol e &cido
sulfurico concentrado (2 gotas), sob agitacdo, a temperatura ambiente por 24 horas.
O solvente foi evaporado por presséo reduzida para se obter um sélido branco.

Reagiu-se 1,45 mmol de 2-(4-isobutilfenil) propanoato de metila com 20 mL de
metanol e 10 mL de hidrato de hidrazina a 25%, sob agitacdo a 50°C por 24 horas.
Apoés o qual foi adicionado cerca de 4 mL de gelo. O precipitado é filtrado e lavado
com agua gelada.

Reagiu-se 1,45 mmol de 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida com 1,45 mmol de
anidrido ftalico e 7 mL de &cido acético glacial, em refluxo por 5 horas. Ap6s o qual foi
resfriado e neutralizado (pH = 7) com solugdo de NaOH 20%. O precipitado formado
foi filtrado e lavado com agua.

» Metodologia modificada

Em baldo de 125 mL, adicionou-se 320 mg de ibuprofeno com 20 mL metanol e 2
gotas de acido sulfarico. A mistura foi mantida sob agitacdo, em refluxo acoplado a
agente secante, a temperatura ambiente por 24 horas. O solvente foi evaporado em
temperatura ambiente por pressao reduzida para se obter um liquido viscoso incolor,
com rendimento de 100%.

Em baldo de 250 mL, sob refluxo, foram adicionados 0,64g do liquido viscoso
(éster de ibuprofeno), 25 mL metanol e 15 mL hidrato de hidrazina 25%. A reacéo foi
mantida a 45-50°C, sob agitacdo, por 24 horas. O isolamento reacional foi feito
reduzindo o volume de solvente, e adicionando em seguida cerca de 4 mL agua/gelo.
O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua destilada gelada.

Em baldo de 50 mL, adicionou-se 0,32 g (1,45 mmol) de 2-(4-isobutilfenil)

propanohidrazida com 0,215 g (1,45 mmol) de anidrido ftalico e 7 mL de acido acético
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glacial, em refluxo por 5 horas, a 130°C. A mistura foi neutralizada (pH = 7) com
solucdo aquosa de NaOH 20% em banho de gelo. O precipitado (hibrido Lapdesf ibu-

ftd) formado foi filtrado e lavado com agua destilada gelada.

2.2.2. Sintese do hibrido Lapdesf ibu-tau (acido 2-{[2-(4-isobutilfenil)

propanoil] amido} etanosulfénico)

D%fDH
0 Hrlwu‘”‘%
CHa
0 . ) CH,
CH- _HENTASOH ey
DECP
(1) (5)

Figura 2: Sintese composto Lapdesf ibu-tau

» Metodologia sintética descrita por Vizioli (2006)

Primeiramente foi destilado trietilamina, para se eliminar qualquer residuo de agua
e secar, sob peneira molecular, que foi previamente ativada em mufla por 2 horas,
tanto a trietilamina quanto o DMF que foram utilizados para realizar a sintese. A
interferéncia da 4gua na reacao reflete diretamente no produto e no rendimento desta.

Reagiu-se 206 mg (1 mmol) de ibuprofeno solubilizado em DMF previamente seca
sob peneira molecular, e foi adicionado, sequencialmente, em banho de gelo, 0,9 ml
de dietilcianofosfonato (DEPC), 150 mg (1,2 mmol) de taurina e 7,8 mL de trietilamina
previamente seca sob peneira molecular. A reacdo foi mantida por 2 horas sob
agitacao a temperatura ambiente. Ao final da reacao, o excesso de base foi removido
através de arraste por nitrogénio. Apos essa eliminacdo de base, o restante foi tratado

com cloroférmio, filtrado e o solvente eliminado por evaporagdo a pressao reduzida.
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O residuo obtido foi adicionado, em pequenas porcdes, sobre uma solucédo aquosa
saturada e gelada de NaHCOs. O precipitado formado foi recolhido por filtracdo,
lavado com pequena porcdo de agua destilada gelada, e seco sob pentéxido de
fésforo em dessecador previamente montado, para eliminar a agua (interferente). A

massa seca obtida foi triturada sob THF sendo o residuo sélido filtrado e seco.

» Metodologia modificada: Propostan® 1

Reagiu-se 200 mg (1mmol) de ibuprofeno solubilizado em 10 mL DMF seco sob
peneira molecular, e foi adicionado, sequencialmente, em banho de gelo, 0,1 mL de
dietilcianofosfonato (DEPC), 125 mg (1 mmol) de taurina e 0,5 mL de trietilamina
previamente destilada e seca sob peneira molecular, até pH 8-9. A reacao foi mantida
por 3 horas, em refluxo, sob agitagcéo, a temperatura ambiente. Ao final da reacéo, o
excesso de base foi removido através de arraste de nitrogénio. Apos a eliminacéo de
base, o restante foi tratado com cloroférmio, filtrado e o solvente foi eliminado por
evaporacao a pressao reduzida. Adicionou-se o residuo, em pequenas porc¢des, sobre
uma solucdo aquosa saturada e gelada de NaHCOs, obtendo-se um precipitado que
foi recolhido por filtracdo e lavado com agua destilada gelada, sendo este seco sob
pentoxido de fosforo em dessecador previamente montado. A massa seca obtida foi

triturada sob THF e o residuo sdlido (hibrido Lapdesf ibu-tau) filtrado e seco.

» Metodologia modificada: Proposta n° 2

0
i
HEJ'I_\_,#"S.':O
OH :
(1) - (5)
DIC, HOBt
OMF, La, 24h pHES

Figura 3: Sintese modificada composto Lapdesf ibu-tau



22

Em baldo de 250 mL, foi adicionado 125 mg de ibuprofeno solubilizado em 20 mL
DMF. Foi solubilizado 250 mg de taurina em DMSO (gotas) e adicionou-se 20 mL DMF
e trietilamina (TEA) até atingir o pH 8-9. Adicionou-se ao baldo reacional,
sequencialmente, em banho de gelo, 0,2 mL N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC), 0,160
mL 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) e solucédo de taurina. O pH foi corrigido novamente
com TEA (pH 8-9). A reacédo foi mantida em banho de gelo por, no minimo, 1 hora.
Apobs 24 horas de reacao, foi realizada uma filtracdo simples para retirada de residuo
de taurina insoluvel. Para obter o composto, foi realizada extrag&o liquido-liquido com
50 mL acetato de etila, 20 mL agua destilada e 20 mL hexano. A fase organica foi

separada e seca, obtendo-se o produto hibrido Lapdesf ibu-tau.

» Metodologia modificada: Propostan® 3

Primeiramente se liofilizou a taurina, para obtencdo de uma forma amorfa com
melhor solubilidade. Depois se reagiu 125 mg de ibuprofeno solubilizado em 20 mL
DMF seco sob peneira molecular, e foi adicionado, sequencialmente, em banho de
gelo, 0,9 mL de dietilcianofosfonato (DEPC), 250 mg de taurina e 7,8 mL de trietilamina
previamente destilada e seca sob peneira molecular, até pH basico (9-10). A reacao
foi mantida por 5 horas, em refluxo, sob agitacédo, a temperatura ambiente. Ao final da
reacdo, o excesso de base foi removido através de arraste de nitrogénio. Apos a
eliminagéo de base, o restante foi tratado com cloroférmio, filtrado e o solvente foi
eliminado por evaporacéo a presséo reduzida. Adicionou-se, em pequenas porc¢oes,
solugcdo aquosa saturada e gelada de NaHCO3s sobre o residuo, obtendo-se um
precipitado que foi recolhido por filtracdo e lavado com agua destilada gelada, sendo

este seco sob pentoxido de fosforo em dessecador previamente montado. A massa
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seca obtida foi triturada sob THF e o residuo sélido (hibrido Lapdesf ibu-tau) filtrado e

SecCo.

2.3. Meétodos analiticos

Os compostos foram comparados com os referidos padrbes por espectroscopia na
regido do infravermelho (IV), pelo espectrébmetro infravermelho FTIR-8300 da
SHIMADZU Corporation, e por faixa de fusdo, pelo aparelho digital ponto de fusao
MQAPF-301, da Microguimica Equipamentos LTDA. No caso do composto hibrido
Lapdesf ibu-tau, foi realizada uma cromatografia em camada delgada, utilizando
sistema de fase mavel cloroférmio:metanol:acido acético (85:15:5), e foi realizada a
revelacdo com ninidrina, sendo também a visualizacéo feita com lampada UV (254 e

365 nm).

2.4. Ensaios toxicoldgicos, bioquimicos e histolégicos

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Araraquara, para execucao dos ensaios biolégicos,
tendo a aprovacdo (Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 03/2012). A pesquisa segue 0S
principios éticos na experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal — COBEA.

Para realizagdo dos ensaios foram utilizados camundongos Swiss, machos, com
6 semanas de idade e peso entre 25-35 gramas, de procedéncia do Biotério Central
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP Campus
Botucatu) sob regime de racdo e 4gua ad libitum excetuando o periodo anterior e
posterior a administracdo dos compostos, sendo 0s ensaios biologicos foram

realizados segundo protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 03/2012.
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Os ensaios de toxicidade de dose Unica (aguda) foram realizados embasados no
“‘Guia Para A Condugédo de Estudos N&o Clinicos de Seguranga Necessarios ao
Desenvolvimento De Medicamentos” (ANVISA, 2010) e no “Guideline for Testing of
Chemicals: Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method n° 423" (OECD, 2001). Os
ensaios correspondentes a esta classe sdo os Ensaio 1 a 4, discriminados a seguir.
Os ensaios de toxicidade de doses repetidas foram realizados embasados no “Guia
Para A Conducdo de Estudos N&o Clinicos de Seguranca Necessarios ao
Desenvolvimento De Medicamentos” (ANVISA, 2010) e no “OECD Guideline for
Testing of Chemicals: Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents n° 407”
(OECD, 1995). Os ensaios correspondentes a esta classe sdo os Ensaio 5 a 7,

discriminados a seguir.

2.4.1. Ensaios toxicoldgicos

Para realizacdo dos testes de toxicidade foram delineados 25 grupos contendo 6
animais cada, totalizando 150 animais. O tamanho da amostra foi determinado de
acordo com o “OECD Guideline for Testing of Chemicals: Acute Oral Toxicity — Acute
Toxic Class Method (Guideline 423)” e com o “OECD Guideline for Testing of
Chemicals: Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents (Guideline 407)” no
gual é indicado o uso de seis animais (do mesmo sexo) em cada grupo, sendo esse
um ndmero significativo para observar os efeitos de cada dose. E preconizado pela
OECD Guideline for the Testing of Chemicals a utilizacdo de 6 animais por grupo e a
administracdo de no minimo 4 concentracdes de cada composto para cada grupo no
caso do estudo de toxicidade aguda de dose Unica e de no minimo 3 concentracdes
de cada composto para cada grupo no estudo de toxicidade de doses repetidas. Os

grupos sao separados por ensaios, conforme indicado abaixo.
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» Estudo de toxicidade de dose unica (aguda) (OECD 423, 2001; ANVISA, 2010)

Foram utilizadas duas vias de administracdo: via oral (gavage) e intraperitoneal; e

guatro doses para o estudo de dose Unica: 250, 500, 1000, 2000 mg/kg.

Os animais foram observados por 14 dias apos a administracdo das substancias.

No dia da administracdo os animais foram observados trés vezes e, posteriormente,

uma vez ao dia.

Os seguintes parametros foram analisados: mortalidade; sinais clinicos

(incluindo parametros comportamentais); variacdes no peso corporal € no consumo

de racado e agua; frequéncia dos sinais clinicos de toxicidade; investigacdes anatomo

e histopatoldgicas; e testes bioquimicos.

Os grupos delineados no ensaio de dose Unica foram:

Ensaio 1: Determinacdo da toxicidade aguda/dose Unica por via oral do
composto Lapdesf ibu-tau em camundongos machos nas doses de 250 mg/kg
(Grupo 1), 500 mg/kg (Grupo 2), 1000 mg/kg (Grupo 3) e 2000 mg/kg (Grupo
4).

Ensaio 2: Determinacdo da toxicidade aguda/dose unica por via oral do
composto Lapdesf ibu-ftd em camundongos machos nas doses de 250 mg/kg
(Grupo 5), 500 mg/kg (Grupo 6), 1000 mg/kg (Grupo 7) e 2000 mg/kg (Grupo
8).

Ensaio 3: Determinacao da toxicidade aguda/dose Unica por via intraperitoneal
do composto Lapdesf ibu-tau em camundongos machos nas doses de 250
mg/kg (Grupo 9), 500 mg/kg (Grupo 10), 1000 mg/kg (Grupo 11) e 2000 mg/kg
(Grupo 12).

Ensaio 4: Determinacao da toxicidade aguda/dose Unica por via intraperitoneal

do composto Lapdesf ibu-ftd em camundongos machos nas doses de 250
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mg/kg (Grupo 13), 500 mg/kg (Grupo 14), 1000 mg/kg (Grupo 15) e 2000 mg/kg

(Grupo 16).

» Estudo de toxicidade de doses repetidas (OECD 407, 1995; ANVISA, 2010)

Foi utilizada uma via de administracdo apenas, a via oral (gavage), por ser a de
predilecao para possivel rota de administracdo. A escolha das doses foi estabelecida
a partir das informacdes produzidas nos estudos feitos de toxicidade aguda. Trés
doses foram utilizadas, sendo a mais alta escolhida com a expectativa produzir efeitos
toxicos observaveis, mas ndo morte nem sofrimento intenso. As demais doses foram
estabelecidas em sequéncia descendente. O regime de doses foi 0 de administracdo
por gavage de dose Unica continuamente por 10 dias e a duracdo das observacdes
até 14 dias apés a primeira administracao.

Os parametros avaliados foram: mortalidade, sinais clinicos (incluindo parametros
comportamentais); variacbes no peso corporal e no consumo de racdo e agua,
frequéncia dos sinais clinicos de toxicidade; investigacbes anatomo e
histopatoldgicas; e testes bioquimicos.

Os grupos delineados no ensaio de doses repetidas foram:

e Ensaio 5: Determinacao da toxicidade aguda/doses repetidas por via oral do
composto Lapdesf ibu-ftd em camundongos machos nas doses de 250 mg/kg
(Grupo 17), 500 mg/kg (Grupo 18) e 1000 mg/kg (Grupo 19).

e Ensaio 6: Determinacdo da toxicidade aguda/doses repetidas por via oral do
composto Lapdesf ibu-tau em camundongos machos nas doses de 500 mg/kg

(Grupo 20), 1000 mg/kg (Grupo 21), 1500 mg/kg (Grupo 22).

» Grupos controle
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Os grupos controle foram separados em positivo e negativo. Os grupos controle
negativo foram referentes ao veiculo (solucao salina 0,9%) da administracédo oral e
intraperitoneal, no caso de dose Unica, e administracédo oral durante 10 dias, no caso
de doses repetidas. O grupo controle negativo foi composto por:

e Controle 1 e 2: dose Unica de solucdo salina 0,9% por via oral em
camundongos machos e dose Unica de solucao salina 0,9% intraperitoneal em
camundongos machos (Grupo 23).

e Controle 3: doses repetidas de solucdo salina 0,9% por via oral em
camundongos machos (Grupo 24).

O grupo padrdo (farmaco referéncia) foi delineado para o regime de doses
repetidas, sendo realizado utilizando ibuprofeno 620 mg/kg (equimolar a dose de 1000
mg/kg do composto Lapdesf ibu-tau) sendo a administragéo via oral (gavage) durante
10 dias.

e Ensaio 7: Grupo padrao de toxicidade aguda/doses repetidas por via oral em

camundongos machos com administracdo de ibuprofeno na dose de 620
mg/kg, equimolar a dose de 1000 mg/kg do composto Lapdesf ibu-tau (Grupo

25).

2.4.2. Ensaios bioquimicos

Os ensaios bioquimicos foram realizados com o plasma sanguineo dos animais
gue permaneceram vivos até o término do periodo de observacédo (14 dias), sendo o
sangue coletado, por decapitacdo, em eppendorf contendo anticoagulante heparina
2500U, sendo entdo centrifugado a 6200 rpm na mini centrifuga para eppendorf,

Capsulefuge PMC-88/GMG Lab, para obtencdo do plasma.
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Os ensaios bioquimicos contemplaram a andlise da Transaminase Glutamica
Oxalacética (TGO), Transaminase Glutamica Piravica (TGP), Gama Glutamil
Transferase (GGT), Creatinina e Uréia, de acordo com a quantidade de plasma obtido
de cada animal, sendo as dosagens bioquimicas realizadas por kits comerciais
(Labtest) através de reacdes colorimétricas, enzimaticas-colorimétricas ou cinéticas.
As andlises foram realizadas utilizando o Laboratério de Toxicologia, do Departamento
de Principios Ativos Naturais e Toxicologia, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(UNESP/Araraquara), com autorizacao da Profa. Dra. Rosangela Gongalves Peccinini

e orientacdo do Ms. Elias Carvalho Padilha.

2.4.2.1. Analise estatistica

Apds as analises bioguimicas, os resultados apresentados foram analisados
estatisticamente. As comparacdes estatisticas foram feitas de acordo com o teste de
Mann-Whitney para comparar um grupo contra o controle respectivo, ndo pareado e
nao parameétrico, utilizando-se o software GraphPad InStat versédo 3.0. Valores de p

iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significantes.

2.4.3. Ensaios histolégicos

Apos 14 dias a partir da administracdo dos compostos, 0s 0rgaos para 0s ensaios
histolégicos foram coletados apods o sacrificio do animal, através do deslocamento
cervical seguido da decapitacédo ou logo apds o animal ser encontrado morto durante
o0 tempo de experimentacéo, sendo o estbmago, coracao, rins e figado excisados e
fixados em solucdo de formalina (solucdo de formaldeido a 10%) até a analise

macroscopica e preparo para realizacao dos cortes histologicos.
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Metodologia analise macroscopica

Os 6rgéos foram recebidos no Laboratério de Patologia, departamento de
Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia (UNESP/Araraquara), aos
cuidados do Prof. Dr. Cleverton Roberto de Andrade, em frascos numerados de 1 (um)
a 150 (cento e cinquenta) sem identificacdo dos grupos de tratamento ou controle.
Cada frasco foi aberto e os 6rgaos: figado, estbmago, rim e coracao foram analisados
macroscopicamente quanto a cor, tamanho (comprimento, altura e largura) e presenca
de lesdes visiveis. Além disso, especificamente para o figado, foi analisada a
consisténcia ao realizar-se o corte macroscopico. Os dados foram anotados em livro
de registro seguindo o niumero de cada frasco. No caso do figado foi escolhido o lobo
mediano para realizar o processamento devido a facil do lobo também pela presenca
da vesicula biliar. Para o rim procedeu-se, ap0s a analise macroscopica, o corte
longitudinal para que fosse possivel analisar regido cortical e medular nos cortes
histoldgicos. No caso do estdmago, foram realizados cortes seriados da regiao de
esbfago para a regidao nao glandular com espacamento de 2,0 mm para que fosse

possivel analisar todo o 6rgao nas avaliagdes histologicas.

Processamento e inclusdo em parafina

Apos esta fase os orgaos foram incluidos em cassetes numerados (numeracéo
enviada) para processamento e posterior corte histologico. Os orgaos foram lavados
em agua corrente por no minimo 12 horas e seguiram em histotécnico, sendo
submetidos a concentracfes crescentes de alcool com posterior substituicéo por xilol
em concentracfes também crescentes e consequente inclusdo em parafina
posicionando os cortes para que a area de interesse estivesse voltada para a area de

corte.
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Cortes histolégicos e coloracéao
Os blocos numerados foram entdo cortados em micrétomo obtendo-se cortes
histol6gicos com 5 pm, os quais foram levados as laminas de vidro e corados com a

coloracdo de Hematoxilina & Eosina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese do hibrido Lapdesf ibu-ftd

Foi realizado a sintese do composto Lapdesf ibu-ftd a principio seguindo a
metodologia proposta por Castro (2008), mas com modificacdes pelos problemas

encontrados durante as etapas de sintese.

Na etapa de esterificagdo, apos a etapa de eliminacdo do solvente por presséo
reduzida em temperatura ambiente, foi obtido um liquido viscoso incolor com
rendimento de aproximadamente 100%, sendo realizada cromatografia em camada
delgada (fase movel: 95% diclorometano:5% metanol) para acompanhamento da
sintese.

Na etapa de obtencéo da hidrazida de ibuprofeno, apos o isolamento reacional foi
observada a formacao de um precipitado que foi filtrado e lavado com cerca de 10 mL
de agua destilada gelada para fornecer um soélido amorfo de coloracéo branca, com a
faixa de fusdo de 78°C-82°C e com rendimento de 60%, sendo a reacdo acompanhada
por CCD (fase mével: 90% diclorometano:10% metanol).

A etapa final, para a obten¢do do hibrido Lapdesf ibu-ftd, foi feita em baléo de 50
mL, onde foi adicionado 0,32 g de 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazida com 0,215 g de
anidrido ftalico e 7 mL de acido acético glacial, em refluxo por 5 horas, a 130°C. A

mistura foi neutralizada (pH = 7) com solucdo aquosa de NaOH 20% em banho de
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gelo. O precipitado (hibrido Lapdesf ibu-ftd) formado foi filtrado e lavado com agua
destilada gelada. O rendimento foi de 78%. O acompanhamento da reacao foi feito
por CCD (fase mével: diclorometano/metanol 95:5).

As mudancas no procedimento, visaram aperfeicoar a sintese, tendo melhor
rendimento nas etapas de formacao da hidrazida de ibuprofeno, que é uma etapa na
gual o rendimento tem uma variacdo grande dependendo das condi¢des da sintese,
e da etapa final, visando a neutralizacdo da solucdo final para que ocorra a
precipitacdo do hibrido Lapdesf ibu-ftd.

O produto da esterificacdo que resulta em liquido viscoso € armazenado em
freezer, para evitar degradacgéo, sendo utilizado nas etapas subsequentes, sendo 0s
produtos, até esse momento, das etapas de obtencdo de hidrazida de ibuprofeno e do
produto final, advindas do liquido viscoso contendo o éster de ibuprofeno.

As faixas de fusdo longas apresentadas nos precipitados da 12 etapa obtidos por
adicao de hidréxido de sédio, sdo indicativas que existe residuo, sendo na etapa de
esterificacdo (separacéo sal) possivelmente ainda temos a presenca do sulfato de
sédio, ocasionando a fusdo heterogénea do produto. A realizacdo da segunda etapa
a partir da obtencéo do éster precipitado, ap0s separacao do produto desejado e do
sal interferente, ndo foi realizada pois o rendimento reacional € muito baixo pois a
separacao nao é téo efetiva, sendo perdido produto, o que diminui o rendimento.

O aumento de proporcdo de reagentes ja esta no novo procedimento pois o
rendimento na etapa da obtencdo de 2-(4-isobutilfenil) propanohidrazina é
relativamente baixo. A incorporacéo do sistema de refluxo na etapa de esterificacéo
também j4 estd no novo procedimento, pelas condicbes fisicas (temperatura,
umidade) do laboratério, sendo que esses fatores também influenciam nas sinteses,

contudo sendo possivelmente evitados para se obter o produto desejado de maneira
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gue o rendimento seja alto e o produto puro. A utilizacdo do aparelho rotaevaporador,
tanto na etapa de esterificacdo quanto na etapa da hidrazida, para reducéo de volume
por intermédio da evaporacao a pressao reduzida do solvente, também esta descrita
no novo procedimento, sendo esse processo utilizado para melhor eficiéncia na
obtencao do liquido viscoso contendo o éster e para melhorar o rendimento da etapa
da hidrazida.

Apoés as modificacdes realizadas no procedimento, a reacdo foi otimizada e seu
rendimento melhorado, obtendo quantidade suficiente para realizar a etapa final de
formacao do hibrido de Lapdesf ibu-ftd. Utilizando o éster de ibuprofeno em forma de
liquido viscoso, foi feita a etapa de obtencéo de hidrazida de ibuprofeno, obtendo um
rendimento variado de 50-75%. Com esse rendimento relativamente alto em
comparacao ao obtido pelo procedimento antigo proposto por Castro (2008), sendo
esse entre 10 a 50% dependendo da reacéao, sendo dificilmente obtido um rendimento
de 50% e n&o obtendo quantidade suficiente da hidrazida de ibuprofeno para continuar
a sintese. No procedimento modificado a quantidade dos reagentes aumentou, o que
possibilitou a obtencdo do produto mesmo com um rendimento usual baixo, como
50%.

Com as modificacbes impostas pela nova metodologia foi possivel obter
rendimentos altos na etapa de formacéo de hidrazida de ibuprofeno e continuagéao da
reacao.

A etapa final se desenvolveu de acordo com o proposto por Castro (2008), sendo
obtido o produto final com rendimento variado, sendo maior interesse nas condicdes
gue levam ao rendimento entre 60-80%. As condicbes se dao pela temperatura
atingida, pois o aquecimento pode algumas vezes ser mais brando, dependendo da

temperatura externa a reacdo, pela umidade e pela neutralizacdo do produto. A
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“correcéo” do pH, ou seja, se ultrapassamos o pH neutro e tentamos corrigi-lo com
adicdo de &cido acético (solvente), podemos ter alteragcbes que variam desde a
simples mudanca no rendimento até a formacéo de sal (pela adicdo de mais acido na
base presente e vice-versa) e agua, possivelmente interferindo no produto final,
devendo este procedimento ser evitado a medida do possivel.

Com a incorporagéo do agitador magnético “RCT basic IKAMAG® safety control”
foi possivel a otimizacdo da sintese pois se realiza 16 sinteses simultaneamente, em
frascos de 20 mL separados, sendo nesse caso a primeira etapa (esterificagédo)
realizada rapidamente em grande quantidade. Isso possibilitou a maior disponibilidade
de liquido viscoso para segunda etapa (formacéo de hidrazida de ibuprofeno) e melhor
nas condi¢des do liquido viscoso, pois é possivel armazenar o frasco reacional no
freezer e evitar degradacdo. Com isso foi possivel modificacées nas quantidades de
produto e rendimento da 22 etapa, possibilitando o término da sintese.

No total, foram realizadas varias reacfes, sendo os produtos unidos e realizado o

processo de purificacdo em coluna (FE silica; FM 95:5, diclorometano:metanol).

3.1.1. Analise por espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Foram obtidos os espectros de absorcao no infravermelho (IV) das reacdes e
comparados com o espectro de absorcdo dos reagentes de partida, ibuprofeno e
anidrido ftalico, com o composto obtido. O quadro 1 indica as diferentes bandas que

caracterizam o com posto.
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Valores de absor¢do no IR

Compostos N-H imida ciclica C=0 imida C=0 anidrido C=0 4cido carboxilico C=0 amida N-N
3200 cm™ 1780 cm™a1706 cm™ [1775cm®a1740cm®  |1725cm™a1700cm™  [1695cm®a1630cm™ 1215 cm™
i - - - 1718,58 cm'™®

@fﬂﬁ - - 1762,94 cm™
~

3248,13cm-1 1703,14 cm-1 - - 1651,07 cm-1 1230,58 cm-1

Quadro 1: Principais bandas determinantes para confirmacgado da obtenc&o do produto Lapdesf

ibu-ftd (pastilha KBr)

A seguir esta indicado o espectro de absorcao na regido do infravermelho do

composto.

EsHIMADZU
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Figura 4: Espectro de absorcédo no infravermelho Lapdesf ibu-ftd (KBr)

Podemos identificar bandas caracteristicas do produto desejado, Lapdesf ibu-

ftd, sendo essas indicadas na tabela abaixo:
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Tabela 1: Valores I.V. Lapdesf ibu-ftd

Valores absorcéo Grupamento caracteristico
3248,13 cm* N-H imida ciclica (ftalimida)
1703,14 cm'* C=0 imida
1651,07 cm™ C=0 amida
1230,58 cm? N-N
802,39 cm™ e 852,54 cm' C-H aromatico posicao para

E possivel observar as bandas de grupamentos caracteristicos do produto
desejado, sendo essas as que caracterizam amida e imida ciclica, principalmente.
Temos a faixa de valores de absorcdo do grupo C=0 imida entre 1706 cm™ e 1780
cm?, sendo o produto apresentando o valor de absorcdo de 1703,14 cm,
correspondendo ao grupamento indicado. A banda de N-H imida ciclica (ftalimida),
tem valor de absorcédo 3200 cm, sendo o composto apresentando valor de absorcéo
de 3248,13 cm™. A presenca do grupo amida também é relevante, sendo este
apresentado entre 1630 cm™t e 1695 cm™, no qual o composto condiz com esses
valores, possuindo valor de absor¢cdo 1651,07 cm™. A substituicdo em posi¢céo para
no anel aromatico é caracteristica advinda do ibuprofeno, sendo ela analisada pois
podemos ter subprodutos nos quais a orientacdo pode ter sido modificada, sendo
esses valores utilizados para comprovar a substituicdo na posicao desejada. A ligacao
N-N é importante nesse produto pois ela € bem caracteristica, sendo o valor de
absorcédo entre 1215 cm'1 e 1076 cm%, ja entrando na regido de fingerprint (1300 cm-
12900 cm™), o que dificulta a visualizagéo.

A seguir, temos o espectro de absorcao no infravermelho do ibuprofeno.
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Figura 5: Espectro de absorc¢éo infravermelho ibuprofeno (KBr)

O ibuprofeno possui uma banda intensa e bem definida em 1718,58 cm™ e que
esta de acordo com a literatura (1700 a 1725 cm™), sendo essa banda atribuida ao
estiramento da carbonila C=0 de acidos carboxilicos, e possui o fingerprinting
caracteristico dos hidrocarbonetos aromaticos dissubstituidos, incluindo a absorcao
do anel aromatico substituido em posicéo para, estiramento em 866,04 cm™ e 779,24

cm, o que esta de acordo com a literatura, 850 cm e 800 cm™.

Tabela 2: Valores I.V. ibuprofeno

Valores absorcao Grupamento caracteristico
3444,87 cm? O-H
1718,58 cm™? C=0 &cido carboxilico

866,04 cmt e 779,24 cm?® | C-H aromatico posicédo para

Baseado nesse espectro foi possivel estabelecer a banda caracteristica de
acido carboxilico e da substituicdo em aromatico na posicdo para. O espectro de

absorcao do anidrido ftalico é indicado a seguir, assim como os valores de grupamento
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anidrido, o que caracteriza a presencga desse composto como “residuo” ap6s o término

do tempo de reacao.

EsHIMADZU
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Figura 6: Espectro de absor¢édo no infravermelho anidrido ftalico (KBr)

Os valores de absorcdo do grupamento anidrido estdo indicados na tabela

abaixo.

Tabela 3: Valores |.V. anidrido ftalico

Valores absorgéo Grupamento caracteristico

1853,59 cm?t e 1762,94cm™? | C=0 anidrido

1259,52 cm™? C-0O anidrido

Os valores apresentados sao justificados pela literatura, sendo as faixas de
absorcdo caracteristicas do grupamento C=0 anidrido entre 1830 cm*-1800 cm, e
entre 1775 cm™* -1740 cm; e a faixa de absorcéo caracteristica do grupamento C-O
anidrido entre 1300 cm*- 900 cm, no qual o espectro de absorcéo apresentado pelo
anidrido ftalico temos os valores de 1853,59 cm™ e 1762,94 cml, representando o

grupamento C=0 anidrido, e o valor de absorcdo 1259,52 cm, representando o
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grupamento C-O anidrido. A banda de C-O anidrido € dada na regido de fingerprint da
molécula, sendo entdo de dificil diferenciacdo nos espectros das reacbes. O
grupamento anidrido € importante para visualizacdo se o produto final esta impuro e
se ainda pode contem tracos de anidrido ftalico indicando a nao total reacéo, o que
resulta num fator interferente na analise do ponto de fusdo pois o residuo de anidrido
€ o possivel causador de uma fusao irregular, pois este se sublima em torno de 295°C,
como dito anteriormente.

Como néo temos o padrdo do produto Lapdesf ibu-ftd a comparacdo para
confirmacgéo da obtencao do produto desejado foi feita analisando os grupamentos
caracteristicos do produto, com base nos reagentes de partida da reacao.

Como caracteristicas principais destacamos a faixa de fuséo, que esta em torno
de 118°C, e os grupamentos caracteristicos que devem estar presentes no espectro
de absorcao na regiao do infravermelho, sendo essas as bandas dos grupamentos
C=0 amida, C=0 e N-H imida (ftalimida). Outras bandas para se confirmar a analise
do produto da reagédo sao as do grupamento N-N e da substituicdo na posicao para
no anel aromatico. Apds processo de purificacdo temos a auséncia das bandas néo
caracteristicas do produto final, como do grupamento anidrido, assim como dos

grupamentos éster e acido carboxilico.

3.1.2. Analise por faixa de fuséo

O composto Lapdesf ibu-ftd teve sua faixa de fusdo analisada com auxilio do
aparelho digital ponto de fusdo MQAPF-301, da Microquimica Equipamentos LTDA. A
faixa de fusdo obtida foi de 118,2°C - 120,3°C. A confirmacéo da obtencéo do hibrido
Lapdesf ibu-ftd se deu em comparacéo com a faixa de fusdo e comparagao entre 0s

espectros na regiao do infravermelho entre o produto e reagentes da reacao.
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3.2. Sintese do hibrido Lapdesf ibu-tau

A sintese do composto Lapdesf ibu-tau (acido 2-{[2-(4-isobutilfenil) propanoil]
amido} etanosulfénico) foi realizada conforme algumas modificacées.
As primeiras modificacbes para otimizacdo da sintese foram realizadas por um
problema na rota sintética, o qual se originou a partir do isolamento do composto
precipitado na etapa de adicdo sobre solucdo aquosa e saturada de bicarbonato de
sédio. Foi observada a formacdo do composto desejado juntamente com o sal
(bicarbonato), alterando a massa de produto obtido, pois existe a porcentagem do sal
gue esta presente além do hibrido, e alterando a faixa de fusdo dos compostos, sendo
isso observado na analise do ponto de fusdo pela carbonizacdo apresentada, ao invés
da fusédo completa, e por fusdo n&o uniforme, sendo que parte do produto sofria fusao
na faixa que caracteriza o hibrido Lapdesf ibu-tau. Algumas reacdes anteriores
apresentavam o bicarbonato como um “contaminante” mas esse bicarbonato de sodio
nao interfere nos resultados dos ensaios biolégicos pois com uma analise quantitativa
do produto obtido € possivel calcular a massa do enredo e do sal. A adicéo cuidadosa
conferindo a mudanca de pH, neutralizando a solucéo, resulta em um produto mais
puro portanto o cuidado nesta etapa é fundamental.

Outras modificacdes se deram para se obter maior rendimento da reacéo,
sendo pela otimizacdo do rendimento e do tempo reacional ou por processos que
facilitariam a sintese.

A liofilizacdo da taurina foi proposta pela sua caracteristica de pouca ou
nenhuma solubilidade em solventes orgéanicos. Ela apresenta uma excelente
solubilidade em agua mas como na reacdo com o ibuprofeno temos esta como
interferente importante, é necessario modificar a estrutura cristalina da taurina para

gue tenhamos uma melhor solubilizacdo desse composto. Grande parte das tentativas
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de sintese que foram mal sucedidas se deu pela insolubilidade da taurina, néo
permitindo que essa substancia estivesse sollvel e possivel de sofrem a reacao para
sintese do hibrido desejado. A escolha pela liofilizagdo da taurina se baseia nesse
principio de alteracdo da rede cristalina, alterando caracteristicas fisico-quimicas
importantes para que a reacao ocorra da melhor maneira possivel.

A modificacdo na quantidade de ibuprofeno e de taurina na reacao foi baseado
no fato de que possivelmente existiria taurina na reacdo que nado seria solubilizada,
justificando o excesso desta. Também foi levado em conta que teriamos que otimizar
a sintese pelo quantidade de massa necessaria para 0s testes bioldgicos propostos e
pelo rendimento da reagéo.

A escolha pelo par de agentes acoplantes/aditivo, DIC/HOBt, se baseia na
formacao da ligacdo amida, pelo acoplamento entre um acido carboxilico, funcdo do
ibuprofeno, e uma amina, funcdo da taurina. O DIC foi utilizado, ao invés da
diciclohexilcarbodiimida (DCC), pela facilidade de manipulagcdo e menor incidéncia de
formacéo de subprodutos. O HOBt € utilizado com aditivo pois ele diminui o nivel de
epimerizacao dos agentes acoplantes (carbodiimidas), e ele reage formando um éster
mais ativado e mais reativo. Esses fatores indicam maior rendimento da reacéo e, pela
menor quantidade de etapas de purificacdo do produto, menor tempo total de reacéao,
pois apos 24 horas ja temos o produto formado, sendo necessaria apenas a separagao
liquido-liquido para isolar o hibrido.

Com a adicdo de agente acoplante e aditivo na reacao, foi criada uma nova
metodologia, acima descrita. O maior problema encontrado nessa metodologia foi a
solubilidade da taurina, sendo esse problema ndo contornado nem com a liofilizacao
desta, sendo necessario maior estudo nesse mecanismo, visando a otimizacdo do

processo. O residuo de taurina que permanece insollivel ndo possibilita a formacéao
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eficaz do composto hibrido, ou seja, hdo se observa a reagao entre o ibuprofeno e a
taurina mesmo com a maior reatividade conferida pelos agentes acoplantes.

A etapa de adicdo da solucéo de bicarbonato era a crucial para precipitacéo do
composto e era a qual originava o sal “contaminante”. Essa etapa foi mantida mesmo
com a possivel precipitacdo juntamente com o hibrido pois apds ndo se obter sucesso
com a metodologia proposta de niumero 2 (agentes acoplantes), a precipitacdo do
composto hibrido € efetiva e a reacdo que utiliza apenas DEPC como catalisador ja
tinha demonstrado a formacéo do produto final desejado.

No geral, modificando a quantidade de reagentes envolvidos na reacéo,
visando a otimizacdo da sintese para se atingir a quantidade suficiente para os
ensaios biolégicos propostos. Também foi estudado dentro da ultima modificacdo
proposta, a de numero 3, os valores dos reagentes de partida para se ter uma menor
utilizacdo de massa e manter um bom rendimento da reacdo, como por exemplo,
diminuindo a quantidade de base a ser adicionada e correcdo da relacdo entre as
massas de ibuprofeno e taurina utilizadas.

O rendimento da reacgao variou entre 30-50%, sendo mediano. Com isso, 0s
produtos das reacdes foram agrupados e purificados em um Unico para realizagao dos
ensaios biologicos.

Foi realizado CCD e revelada com ninidrina. A reacdo com ninidrina € uma reacao
corada propria de aminoacidos, pois a ninidrina € um agente oxidante que reage com
0 aminoacido a da cadeia, dando origem a um composto de cor purpura. A
cromatografia em camada delgada com revelacdo com ninidrina indicou a auséncia
de taurina livre, sendo evidenciada pela coloracdo em roxo do local de aplicacédo da
taurina e a auséncia de coloracdo na mancha correspondente a amostra (padréo

Lapdesf ibu-tau e produtos reagdes), sendo utilizada como controle da reagéao.
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3.2.1. Analise por espectroscopia na regido do infravermelho

Foram obtidos os espectros de absor¢ao no infravermelho do composto sintetizado
e comparado com o espectro de absorcédo do produto obtido no Lapdesf (Vizioli, 2006),
e com os reagentes de partida, ibuprofeno e taurina. O quadro 2 indica as diferentes

bandas que caracterizam o composto.

Compostos Valores absorgéo no IR
C=0 &acido carboxilico NH, C=0 amida
170021725 cm™ 3100 a 3500 cm™ e 1640 a 1550 cm™ 1680 a 1630 cm™
o (N oo 1718,58 cm™

3207,62 cm™ e 3045,60 cm™ e 1616,35 cm™

I}
S
HO” I NH,
0
-
/LQI/ - - 1651,07 cm™
el =
IBU-TAU - . 1647,21 cm-1

Quadro 2: Principais bandas determinantes para confirmacéo do Lapdesf ibu-tau com os

padrdes (pastilha KBr)

A seguir temos os espectros de absorcdo no infravermelho das substancias
descritas.

O espectro de absorcao no infravermelho do ibuprofeno esta descrito nesta
tese. Baseado nesse espectro foi possivel estabelecer a banda caracteristica de acido

carboxilico e da substituicdo em aromatico na posi¢éo para.
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Figura 7: Espectro de absorcéo infravermelho taurina (KBr)

A taurina é um &cido aminosulfénico, analoga a um aminoacido que ao invés
do grupo &cido carboxilico contem um grupo de acido sulfénico, SOsH. A banda dupla
de absorcdo de amina, estiramentos 3045,60 cm™ e 3207,62 cm™, e 1616,35 cm™,
estdo de acordo com a literatura (entre 3100 e 3500 cm™ e entre 1640 e 1550 cm?),
€ caracteristica para esse composto, assim como a regido que compreende o acido
sulfénico, caracterizado pelo estiramento O-H, 3487,30 cm, e pelo S=0, na regiéo

de fingerprinting (entre 1150 e 1250 cm e entre 1000 e 1100 cm™?).

Tabela 4: Valores L.V. taurina

Valores absorcéo Grupamento caracteristico

3207,62 cm™ e 3045,60 cm?* | Amina

1616,35 cm™

3487,30 cm™ O-H
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Figura 8: Espectro de absorcéo infravermelho padrdo Lapdesf ibu-tau (KBr)

No espectro de absorcdo do padrdo, podemos destacar uma banda
caracteristica “nova”, a banda de amida, inexistente na taurina e no ibuprofeno, que
corresponde ao estiramento C=0 em 1651,07 cm™%, que corresponde com a literatura
(1680 e 1630 cm™), ao estiramento de N-H em 3444,81 cm?, que corresponde com a
literatura (3500 e 3180 cm). Temos a auséncia da banda de absorcdo de amina
(estiramentos entre 3100 e 3500 cm™ e entre 1640 e 1550 cm™) que é caracteristica
da taurina, e a presenca da regido que compreende o acido sulfénico, caracterizado
pelo estiramento O-H, entre 3100 e 3500 cm?, e pelo S=0, na regido de fingerprinting
(entre 1150 e 1250 cm™ e entre 1000 e 1100 cm?). O estiramento de C-H aromatico
substituido na posi¢do para, caracteristico do ibuprofeno que esta presente também

no produto final, é observado em 846,75 cm™ e 802,39 cm™.
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Tabela 5: Valores I.V. padrédo Lapdesf ibu-tau

Valores absorgéo Grupamento caracteristico
3444,81 cm™ Amida
1651,07 cm™ C=0 de amida

846,75 cm™ e 802,39 cm?® | C-H aromatico posicéo para

Com os dados dos compostos de origem e do padrdo, é possivel analisar 0s
espectros I.V. dos produtos obtidos.

EBEsHiMAaDZU

Figura 9: Espectro de absorc¢do no infravermelho Lapdesf ibu-tau (KBr)
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No espectro de absor¢cdo do composto Lapdesf ibu-tau, podemos identificar

bandas caracteristicas do produto desejado, sendo essas indicadas na tabela abaixo:

Tabela 6: Valores I.V. Lapdesf ibu-tau

Valores absorgéo Grupamento caracteristico
3441,01 cm™? Amida
1647,21 cmt C=0 de amida
804,32 cm't e 846,75 cm'™ C-H aromatico posicao para

As bandas apresentadas condizem com os valores do padrao.

Apbs a analise dos componentes principais necessarios para confirmacéao do
produto hibrido com taurina temos a equivaléncia entre o padrdo e composto
sintetizado. As bandas mais importantes para a caracterizagcdo dos compostos sao as
gue determinam a presenca de amida e do anel aromatico, sendo esse substituido na
posicao para.

Essa equivaléncia nas bandas consideradas fundamentais para caracterizacéo do

produto nos indica que o produto esperado foi obtido.

3.2.2. Analise por faixa de fuséo

O composto Lapdesf ibu-tau teve sua faixa de fusdo analisada com auxilio do
aparelho digital ponto de fusdo MQAPF-301, da Microquimica Equipamentos LTDA.

A faixa de fusdo obtida foi de 193,0°C-195,3°C. A faixa de fusdo apresentada pelo
padrao foi de 193,5°C-196°C.

A confirmacéo da obtencao do hibrido Lapdesf ibu-tau se deu em comparagédo com
a faixa de fusdo e comparacédo entre os espectros na regido do infravermelho entre o

produto, padrédo e reagentes da reacao.
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3.3. Ensaios Biolégicos

Para avaliacédo inicial do perfil toxicolégico agudo dos compostos € necessario o
ensaio de avaliacdo de toxicidade aguda de dose Unica e doses repetidas. E
preconizado pela OECD “Guideline for the Testing of Chemicals” a utilizagdo de 6
animais (camundongos) por grupo e a administracdo de no minimo 4 doses de cada
composto para cada grupo no caso do estudo de toxicidade aguda de dose Unica e
de no minimo 3 doses de cada composto para cada grupo no estudo de toxicidade de
doses repetidas. Os testes foram realizados a partir de determinacdo de doses Unicas
fixas, caracterizando o estudo com o foco na toxicidade evidente e ndo na mortalidade

dos animais (ANVISA, 2010; OECD, 1995; OECD, 2001; VALADARES, 2006).

3.3.1. Avaliacdo comportamental e letalidade

Os animais foram observados diariamente durante quatorze dias apés a
administracdo sendo avaliados diversos parametros comportamentais, no minimo,
uma vez ao dia (ANVISA, 2010). No dia de administracdo, os animais foram
observados nos momentos: anterior, durante, logo apés (até uma hora) e apos quatro
horas. Os sinais clinicos observados foram anotados em ficha propria e transcritos
para uma tabela na qual todas as observacdes foram categorizadas. Os parametros
observados foram colocados em forma de quadros, correlacionando o sinal clinico
com sua frequéncia no grupo observado, sendo os resultados apresentados nos
proximos topicos. A frequéncia diz ao aparecimento daquele sinal clinico entre o
grupo, sendo entdo a média do grupo em relacdo ao numero de observacdes. O valor
méaximo considerado € de 14,0; o intermediario de 7,0; o baixo de 3,5; e 0 muito baixo

valores abaixo de 1,75.
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A avaliagdo comportamental dos grupos Controle Negativo foi utilizada para

eliminar vieses de comportamentos “naturais” dos ensaios:

Quadro 3: Observagdes comportamentais e média da frequéncia observada no Grupo Controle
Negativo (n = 4)

= Grupos Dose Unica | Doses repetidas
Observacfes
Alteracdo respiracao N.O. 2,25
Dor N.O. 0,5
Ferimentos N.O. 0,5
Frémito vocal N.O. 0,25
Piloerecdo N.O. 0,5

N.O.: ndo observado

O que podemos notar € a auséncia de sinais de toxicidade no grupo controle
de dose Unica e também no de doses repetidas, pois 0s sinais de alteracao respiracao,
dor, frémito vocal e piloerecdo podem ser considerados devido a administracdo por
gavage por periodo prolongado (dez dias) podendo ocasionar alteracdes naturais do
método de administracdo, além de ferimentos de mordedura que sdo considerados
comuns em grupos de roedores machos devido a hierarquizacao social.

Em relacdo a hierarquizacao social temos a dominacdo por um Unico macho,
sendo normalmente o mais agressivo, mas pouco € conhecido desta organizagao
social. O estabelecimento territorial € definido em seu momento inicial de formacéao,
em grupos de machos, sendo entdo que dois ou mais machos alojados juntos tem
como comportamento comum a luta por territério. (HARKNESS & WAGNER, 1993).

Os ferimentos observados séo advindos de mordedura e podem ser também
agravados por agressao frequente ou quando associados a traumatismo pela propria
caixa (contato com maravalha, comedouro), sendo o animal isolado se a agresséao é
continuada. Feridas por mordeduras sdo frequentes em grupos de camundongos
machos devido a hierarquizacdo social e também estresse/agressividade causado por
diversas fontes, desde alimentacdo e ruidos no biotério até possivelmente pela

administracdo dos compostos, 0 que pode ocasionar dor e outras alteracdes
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comportamentais. A hierarquizacdo dos machos em uma caixa pode ser identificada
através do numero e gravidade das feridas na regido lombar, oriundas de mordeduras.
As observacdes comportamentais dos ensaios com 0s compostos hibridos de

ibuprofeno estéo apresentados nos quadros a seguir:

Quadro 4: Observacfes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de dose Unica do composto Lapdesf ibu-tau por via oral (gavage)

Grupos | 250 mg/kg | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | 2000 mg/kg Controle
Observacdes dose Unica
Agressividade 0,5 0,8 0,5 N.O. N.O.
Alteragcdo da locomocéao 0,2 N.O. 0,3 N.O. N.O.
Alteracéo respiragao 0,7 N.O. N.O. 1,7 N.O.
Dor 0,2 0,2 0,2 1,3 N.O.
Estimulacbes sexuais 0,5 N.O. N.O. N.O. N.O.
Frémito vocal N.O. 0,2 N.O. N.O. N.O.
Incoordenacao N.O. 0,7 0,5 0,5 N.O.
Letargia N.O. N.O. 0,5 N.O. N.O.
Tremores N.O. 0,3 N.O. 0,2 N.O.

N.O.: ndo observado
De acordo com o quadro 4, apresentado acima indicando as observacfes do

ensaio de dose Unica por via oral do composto Lapdesf ibu-tau, podemos perceber
gue a agressividade, como possivel intermédio de disputa territorial teve uma
frequéncia maior no grupo que recebeu a menor dose (250 mg/kg) sendo entdo a
hipétese de que esse sinal esteja relacionado a hierarquia social mais plausivel. Os
animais que receberam maior dose (2000 mg/kg) apresentaram maior frequéncia de
incoordenacao e tremores, podendo estes sinais apresentar relagdo com toxicidade
renal, sendo investigado a fungao renal (pela bioquimica) e feita biopsia (apés 14 dias,

com o sacrificio).

Quadro 5: ObservacGes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de dose Unica do composto Lapdesf ibu-ftd por via oral (gavage)

Grupos | 250 mg/kg | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | 2000 mg/kg Controle
Observacfes dose Unica
Agressividade 1,2 0,2 N.O. N.O. N.O.
Alteracéo da locomogéo N.O. N.O. N.O. 0,2 N.O.
Alteracéo respiragéo 0,7 N.O. 0,3 0,2 N.O.
Dor N.O. N.O. N.O. 0,2 N.O.
Ferimentos 2,2 N.O. N.O. N.O. N.O.
Incoordenacao N.O. N.O. N.O. 0,3 N.O.
Letargia 0,2 N.O. N.O. N.O. N.O.
Piloerecéo N.O. N.O. 0,2 N.O. N.O.

N.O.: ndo observado
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De acordo com o quadro 5, apresentado acima indicando as observa¢des do
ensaio de dose Unica por via oral do composto Lapdesf ibu-ftd, também podemos
identificar agressividade maior no grupo de menor dose e, como consequéncia da
maior agressividade neste grupo, a presenca de ferimentos por mordedura € mais
acentuada em relacdo aos demais grupos deste ensaio. A piloerecao identificada na
dose de 1000 mg/kg foi ndo persistente, sendo entdo mais relacionada ao estresse

gerado pela administracao.

Quadro 6: Observagdes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de dose Uinica do composto Lapdesf ibu-tau por via intraperitoneal

Grupos 250 mg/kg | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | 2000 mg/kg Controle
Observacgfes dose Unica
Agressividade 1,7 0,5 1,3 0,2 N.O.
Alteracdo da locomogéo N.O. N.O. 0,7 0,2 N.O.
Alteracao respiragdo 0,5 N.O. N.O. 0,2 N.O.
Dor 0,5 1,2 1,5 2,2 N.O.
Estimulacbes sexuais N.O. N.O. 0,2 N.O. N.O.
Ferimentos N.O. N.O. 0,3 0,2 N.O.
Frémito vocal 0,7 N.O. N.O. 0,7 N.O.
Incoordenacgéo 1,3 0,7 0,3 0,5 N.O.
Letargia 0,3 N.O. N.O. 0,5 N.O.
Piloerecdo 0,2 N.O. 0,8 0,8 N.O.
Sangramento administra¢do 0,3 0,5 0,3 N.O. N.O.

N.O.: ndo observado

As observagOes comportamentais e frequéncia dos sinais clinicos observados
no grupo que recebeu Unica dose do composto Lapdesf ibu-tau por via intraperitoneal
estdo indicadas no quadro 6, acima. Neste grupo foi apresentado 6bito de um animal,
sendo o animal encontrado morto e os 0Orgaos coletados a tarde, no 5° dia de
observacédo, quatro dias ap0s a administracao da substancia. Como a administracéo
deste ensaio foi feita por via intraperitoneal, em alguns casos tiveram um pequeno
sangramento no local da administracdo logo ap6s a mesma. A administracao
intraperitoneal € mais invasiva e traumatica ao animal, sendo sinais de dor (piloerecao,
alteracdes posturais e na locomocédo) identificados com maior intensidade nestes

grupos quando comparados a administracéo de dose Unica por via oral.
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Quadro 7: Observacdes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de dose Ginica do composto Lapdesf ibu-ftd por via intraperitoneal

Grupos 250 mg/kg | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | 2000 mg/kg Controle
Observacfes dose Unica
Agressividade N.O. 0,3 N.O. N.O. N.O.
Alteracdo da locomogéao N.O. 0,2 N.O. 0,2 N.O.
Alteragéo respiracao 1,7 0,3 N.O. N.O. N.O.
Dor N.O. 0,2 N.O. N.O. N.O.
Ferimentos 0,2 N.O. N.O. N.O. N.O.
Incoordenagéo N.O. N.O. 0,2 N.O. N.O.
Letargia N.O. N.O. N.O. 0,2 N.O.
Piloerecao N.O. 0,2 N.O. 0,2 N.O.
Sangramento administra¢éo 0,3 0,3 0,3 0,3 N.O.

N.O.: ndo observado

As observagGes comportamentais e frequéncia dos sinais clinicos observados
no grupo que recebeu Unica dose do composto Lapdesf ibu-ftd por via intraperitoneal
estdo indicadas no quadro 7, acima. Neste grupo foi apresentado 6bito de um animal,
sendo o animal encontrado morto e os 6rgaos coletados pela manh&, no 3° dia de
observagéo, dois dias apds a administracdo da substancia. Foi notado o sangramento
no local de aplicacdo apos a administragdo do composto em 1 animal de cada dose,
podendo ser possivelmente a causa de morte do animal neste grupo, sendo avaliado
nas andlises posteriores essa hipotese.

Durante o periodo de observacéo dos animais foram identificados alguns sinais
sugestivos de efeitos adversos como dor, determinada juntamente com sinais de
piloerecdo, alteracéo locomocdao, letargia e frémito vocal. A agressividade foi notada
em todos 0s ensaios e, como consequéncia, ferimentos por mordedura e

comportamento sexual. Alteracfes na frequéncia respiratéria e piloerecdo foram mais

Q-

observadas apo0s administracdo das substancias, tanto devido a gavage quando
administracdo via intraperitoneal, podendo ser relacionadas ao estresse relativo a
manipulacéo e procedimento invasivo. A incoordenacdo é um achado comum entre

0s animais, mas anormal, pois o animal apresentava algum padrdao de movimento
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anormal que ndo chegava a se classificar como tremor ou convulsédo ja que nao se
enquadrava em um movimento padréo.

Os sinais observados podem caracterizar efeito téxico dos compostos mas
sendo esta subjetiva e possivelmente varidvel, dependendo de fatores como o
observador, frequéncia e respeito ao regime estabelecido de observacdes, sendo a
investigacdo aprofundada com dados mais objetivos como avaliacdo bioquimica e
histopatoldgica.

O percentual de letalidade observado para os ensaios de dose Unica foram de
0% em administracdo por via oral e 16,7% em administracdo via intraperitoneal, para

ambos compostos (n = 6).

Quadro 8: ObservacGes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de doses repetidas (10 dias) do composto Lapdesf ibu-ftd por via oral (gavage)

Grupos | 250 mg/kg | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | Controle doses
Observacfes repetidas
Agressividade 0,3 2 N.O. N.O.
Alteracdo da locomocéo N.O. 0,7 0,7 N.O.
Alteracdo respiracao 2,8 0,5 2,2 2,25
Dor 1,3 1,2 3,2 0,5
Ferimentos 0,3 1,3 0,3 0,5
Frémito vocal 0,2 N.O. N.O. 0,25
Incoordenagao 0,3 0,5 0,7 N.O.
Letargia 0,3 0,7 2,2 N.O.
Piloerecéo 0,5 0,7 0,8 0,5
Sangramento nasal-oral N.O. 0,2 N.O. N.O.

N.O.: ndo observado

No quadro 8, acima, podemos perceber a observacdo de mais sinais clinicos
gue no caso dos ensaios de dose Unica devido ao maior tempo de exposi¢cdo dos
animais (10 dias seguidos de administracdo). Sinais como dor e letargia foram
observados, sendo estes pensados que relacionados a toxicidade do composto
Lapdesf ibu-ftd, sendo esta hipdtese estudada pela analise bioquimica e

histopatoldgica.
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Quadro 9: Observacdes comportamentais e média da frequéncia observada com administracao
de doses repetidas (10 dias) do composto Lapdesf ibu-tau por via oral (gavage)

Grupos | 500 mg/kg | 1000 mg/kg | 1500 mg/kg | Controle doses
Observacfes repetidas
Agressividade 1,2 N.O. 0,5 N.O.
Alteracdo respiracdo 1 4,8 8,2 2,25
Dor 0,3 1.2 12 0,5
Ferimentos 0,3 0,5 0,2 0,5
Frémito vocal 1 0,2 0,3 0,25
Incoordenagéo 1 0,3 1,2 N.O.
Irritabilidade N.O. N.O. 0,2 N.O.
Letargia 0,3 N.O. 0,8 N.O.
Piloerecao 0,7 1 1,7 0,5
Sangramento nasal-oral 0,2 N.O. 1 N.O.

N.O.: ndo observado

Conforme o quadro 9, acima, foram observados sinais de dor e letargia assim

como no caso de administracdo de doses repetidas do composto Lapdesf ibu-ftd mas
sendo menos frequentes no caso da administracdo de doses repetidas do composto
Lapdestf ibu-tau.
Durante o periodo de observacdo dos animais foram identificados alguns sinais
sugestivos de efeitos adversos como dor, letargia, alteracdes de locomocéo, incluindo
incoordenacao, sendo estes possiveis sinais de alguma toxicidade, sendo entdo a
investigagdo aprofundada com ensaios menos subjetivos.

Sinais referentes a problemas hepéaticos graves, como insuficiéncia hepatica,
incluem confusdo mental (encefalopatia hepatica) e falta de reacéo (coma hepatico).
Sinais referentes a problemas renais, como doenca renal progressiva, podem ser
notados sinais cardiovasculares (hipertensado, arritmia, ataque cardiaco congestivo),
hematolégicos (anemia, sangramentos), gastrointestinais (nausea, sangramento
gastrointestinal, Ulceras), neurolégicos (letargia, tremores, fraqueza, neuropatia
periférica, coma), e fisiologicos (depresséao, ansiedade) (BURTIS et al, 2008; YODA &
KODA-KIMBLE, 1995).

O percentual de letalidade observado para os ensaios de doses repetidas foi

nulo em administracdo por via oral de ambos compostos (n = 6).
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Quadro 10: Observacdes comportamentais e média da frequéncia observada no grupo
ibuprofeno doses repetidas de 620 mg/kg (equimolar a dose 1000 mg/kg do composto Lapdesf
ibu-tau) administrado por gavage (n =6

Grupo Ibuprofeno Controle doses
Observacfes 620 mg/kg repetidas
Agressividade 1,2 N.O.
Alteracéo da locomogao 1,3 N.O.
Alteracdo respiracao 2,8 2,25
Dor 2,3 0,5
Ferimentos 1,3 0,5
Frémito vocal 0,7 0,25
Incoordenacao 0,5 N.O.
Letargia 3,5 N.O.
Piloerecao 1,3 0,5
Sangramento nasal-oral 0,7 N.O.

N.O.: ndo observado

De acordo com o quadro 10, apresentado acima, € possivel notarmos a maior
frequéncia de sinais de toxicidade do que observada na administracéo, tanto de dose
Gnica quanto doses repetidas, dos compostos. A dose equimolar a este grupo do
ibuprofeno apresentou caracteristica de menor aparecimento de sinais clinicos
sugestivos de toxicidade do que este grupo padréo delineado.

Normalmente, a gravidade e incidéncia de sinais clinicos de toxicidade sé&o

proporcionais a concentra¢céo e a duracdo da exposicdo dos compostos.

3.3.2. Analise ponderal e Avaliacdo do consumo de 4gua e racéo

Durante o tempo de experimentagao foram realizados controle de peso e consumo
de &gua e racdo, sendo a analise ponderal feita semanalmente e avaliacdo da
alimentacao feita diariamente.

Peso corporal ja estd descrito como um parametro avaliado nos ensaios de
toxicidade como um indicador, sendo a toxicidade sistémica evidenciada por
intermédio da diminuicdo de peso corporal e alteracbes no consumo de alimento e
agua, refletindo alteracé@o no estado geral do animal (TEO, 2002; VALADARES, 2006).

A andlise ponderal esta apresentada em quadros para facilitar a visualizacédo dos

resultados obtidos. Os ensaios foram comparados com 0s respectivos grupos controle



55

sendo relevantes diferencas estatisticas observadas na diferenca entre o peso inicial
e o final de cada grupo.

Camundongos, assim como outros roedores, precisam de racdo peletizada
nutritiva, limpa e seca para melhor satisfazer as necessidades fisioldgicas do animal
(devido aos dentes), além de agua limpa e de boa procedéncia a vontade. De acordo
com Harkness & Wagner (1993), o consumo de racéo e agua é de 15¢g racdo/100 g
de animal e 15mL agua/100g de animal, sendo que um adulto jovem pesando 30 g
consumiria em torno de 4,5 g de racdo e 4,5 mL de agua. De acordo com Lewis
(2008), um camundongo macho de 8 semanas, com 25 g de peso corpireo, consume
3 g de racdo por dia e 5 mL de agua por dia.

No quadro 11, a seguir, temos a média + desvio padrdao do consumo de agua e
racdo nos ensaios, sendo estes comparados ao respectivo grupo controle. O
acompanhamento da ingestéao de alimentos foi feito diariamente.

Foi possivel a observacdo da reducdo do consumo de &gua nos grupos
administrados por via oral o composto Lapdesf ibu-tau que receberam maior dose,
tanto na dose Unica (2000 mg/kg) quanto nas doses repetidas (1500 mg/kg), podendo
ser associada a algum tipo de efeito indesejado devido a alta dose mas esse tipo de
informacgéo sO € confirmada ou excluida com ensaios mais aprofundados e diretos.
Essa reducdo também foi observada no grupo de administracdo doses repetidas com
ibuprofeno porém estando associada a maior aparecimento de sinal clinico
caracterizado como dor.

Em relacdo ao consumo de racdo apenas um grupo teve diferenca significativa
guando comparado ao controle, que foi o grupo do ibuprofeno, o que € mais esperado
pois 0Ss animais apresentaram mais sinais clinicos sugestivos a toxicidade como dor e

letargia.



56

Quadro 11: Consumo de agua e racao dos ensaios de toxicidade

. Consumo p N
Ensaio bose Agua (mL) Racéao (g)
Controle dose Unica 13,57 £ 0,96 7,00 £ 0,66
250 mg/kg 13,69+ 1,16 8,02+0,92
Dose Unica ibu-tau por via oral (gavage) 500 mgrkg 12,14 £2,01 652+115
1000 mg/kg 13,69+ 1,16 6,95+1,33
2000 mg/kg 10,12 +1,38* 5,55+ 1,42
250 mg/kg 15,48+ 1,37 * 7,74 £2,13
Lo L . 500 mg/kg 15,00+ 1,31 6,93+1,73

Dose Unica ibu-tau por via intraperitoneal

1000 mg/kg 15,12 +1,66 7,09+1,83
2000 mg/kg 12,26+ 1,92 5,64 +1,39
250 mg/kg 14,40+ 1,24 8,05+3,77
L ) 500 mg/kg 13,09+ 1,71 6,78 £ 2,06
Dose Unica ibu-ftd por via oral (gavage) 1000 mg/kg 12,981 2,08 690323
2000 mg/kg 13,45+1,53 6,64 + 2,83
250 mg/kg 14,88 + 1,22 7,74+ 2,15
Lo L . 500 mg/kg 13,81+1,78 6,68 1,39
Dose Unica ibu-ftd por via intraperitoneal 1000 mglkg 1476+ 171 746£1.70
2000 mg/kg 12,86 + 2,65 595+1,20
Controle doses repetidas 14,02 + 1,22 7,32+1,01
500 mg/kg 15,30+ 1,78 8,96+ 1,67
Doses repetidas ibu-tau por via oral (gavage) 1000 mg/kg 13,09 + 3,26 7,75+ 2,31
1500 mg/kg 9,40 + 2,52* 5,53+1,67
250 mg/kg 14,88 + 0,79 8,06 + 0,88
Doses repetidas ibu-ftd por via oral (gavage) 500 mg/kg 15,95 + 0,85* 7,74 £1,22
1000 mg/kg 13,45+1,38 6,23 +1,35
Doses repetidas ibuprofeno por via oral (gavage ) 620 mg/kg 8,33 +1,35% 5,33 +1,59*

* Estatisticamente diferente do grupo controle (Mann-Whitney, p < 0.05)

O consumo de &gua e alimento pode variar de acordo com diversos
parametros, desde variacdes na temperatura e luminosidade até como indicativo de
alteracdes na saude dos animais. Uma menor ingestao de alimento e agua (inani¢ao)
leva a morte de um animal que, por exemplo, apresenta sinal de toxicidade elevada.
Quando o sinal de dor é observado, notamos que o animal tem menor vitalidade e,
com isso, sua atividade geral é mais reduzida, sendo um parametro indireto para
observacédo ou confirmacao deste sinal as alteragGes alimentares.

O acompanhamento do peso dos ensaios dose Unica foram feitas no inicio e
no término do experimento, e o acompanhamento do peso dos ensaios doses
repetidas foram feitas em regime semanal, sendo a média + desvio padrédo de cada

grupo apresentada no quadro 12, a seguir.



57

A evolucdo ponderal com a administracdo doses repetidas do composto
Lapdesf ibu-tau é significativa pois existe uma diminuicdo no peso principalmente no
grupo que recebeu a dose mais alta (1500 mg/kg). Este fato pode ser relacionado ao
menor consumo de agua (significante) e racdo observado anteriormente neste grupo.

No caso da administracéo de doses repetidas do composto Lapdesf ibu-ftd foi
observada aumento significativo no peso dos animais tratados com dose de 500
mg/kg, considerando aumento médio de 4 g durante o inicio e o término do
experimento em relagdo ao controle, indicando que neste grupo 0s animais
‘engordaram” mas aparentemente sem relagéo ao tamanho dos 6rgéos (figado), visto
gue o peso relativo ndo apresenta significancia comparado ao controle.

No caso da administracdo de doses repetidas do ibuprofeno foi constatado
diminuicdo no peso dos animais e diferencas significativamente importantes na
evolucao ponderal dos animais, além de diferenca no tamanho do figado.

Os camundongos podem perder peso devido a desidratacdo, inanicao, dor,

neoplasias e doencas (ndo) infecciosas (HARKNESS & WAGNER, 1993).
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3.3.3. Analise bioquimica do sangue
Os animais que permaneceram vivos até o final dos quatorzes dias de
experimentacdo foram sacrificados e, através da decapitacdo, foi realizada a

coleta do sangue em eppendorf contendo heparina para obtencéo do plasma.

Os ensaios bioquimicos foram realizados no Laboratorio de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara), com Kits
comerciais Labtest. As enzimas analisadas sdo representativas de dano
hepatico e renal, sendo utilizadas para investigacao da toxicidade de possiveis

orgaos alvo, de acordo com a quantidade de amostra obtida.

A medida da atividade da transaminase glutamica oxalacética (TGO) foi feita
com amostra de sangue (plasma obtido com anticoagulante heparina), com o kit
Labtest Transaminase Oxalacética (Ref. 52-200) por método cinético de tempo

fixo e medig&o ponto final, com aplicacao manual.

A TGO é encontrada em abundancia do tecido cardiaco e hepatico e, em
concentragdo moderada, nos musculos esqueléticos, rins e pancreas, tanto
formas mitocondriais quanto citoplasmaticas. E mais relacionada, na clinica, a
investigacdo de lesdes cardiacas. A TGO catalisa a rea¢éo de transaminacao de
L-aspartato a 2-oxoglutarato para formagdo de oxalacetato e L-glutamato.
Devido a presenca, em grande quantidade, da enzima em diversos tecidos além
do hepatico, € necessaria a avaliagdo simultdnea da transaminase glutamica
piravica (TGP) para avaliacao de alteracdo da funcdo hepatica, pois, se houver
0 aumento simultaneo nos niveis destas enzimas, a origem deve ser hepatica

(YODA & KODA-KIMBLE, 1995; BURTIS et al, 2008).
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A medida da atividade da transaminase glutamica piravica (TGP) foi feita com
amostra de sangue (plasma obtido com anticoagulante heparina), com o kit
Labtest Transaminase Pirtvica (Ref. 53-200) por método cinético de tempo fixo

e medicao ponto final, com aplicacdo manual.

A TGP é uma enzima praticamente citoplasmatica (presente também nas
mitocdndrias), proveniente do figado e do rim, principalmente, mas também é
encontrada em menor quantidade em outros tecidos. Catalisa a reacdo de
transaminacdo de L-alanina a 2-oxoglutarato(2-cetoglutarato), originando L-
glutamato e piruvato. E importante marcador de lesdo hepética por sua grande
disponibilidade nos hepatdcitos (citoplasma), pois, quando ha leséo, o contetdo
citoplasmatico entra em contato com a corrente sanguinea, aumentando o0s
niveis da TGP no soro. Quando existe uma lesdo dos hepatécitos, é notada
alterac6es significativas nos niveis de TGO e TGP, entretanto em episodios de
lesdo muscular aguda a TGP ndo possui aumento significativo, caracterizando-
a como de maior especificidade em doencas parenquimais hepaticas. A
elevacao na atividade da TGP possui caracteristica de persistir por maior periodo
em comparagédo a TGO (KANEKO & HARVEY, 2008; YODA & KODA-KIMBLE,

1995; BURTIS et al, 2008).

A medida da atividade da gama glutamil transferase (GGT) foi feita com
amostra de sangue (plasma obtido com anticoagulante heparina), com o kit
Labtest Gama GT Liquiform (Ref. 105-2/30) por método cinético com aplicacéo

manual.

A GGT esta presente no citoplasma (microssomos) do tubulo renal, figado,
pancreas e intestino, sendo o sistema hepatobiliar a maior fonte da enzima

encontrada no soro. O aumento da GGT € notado em casos de doenca hepatica,
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independente da causa. Esta enzima é uma das enzimas hepaticas mais
sensiveis visualizacdo de obstrucdo biliar e colecistite. (BURTIS et al, 2008;

YODA & KODA-KIMBLE, 1995).

A medida da atividade da ureia foi feita com amostra de sangue (plasma
obtido com anticoagulante heparina), com o kit Labtest Uréia CE (Ref.27-500)
por sistema enzimatico-colorimétrico com reacdo de ponto final com aplicacdo

manual.

A ureia é produzida somente pelo figado, como produto final do metabolismo
de proteinas, sendo transportada para a corrente sanguinea e depois excretada
pelos rins, sendo sua concentracdo plasméatica determinante para avaliagdo da
funcéo renal, pois ela é completamente filtrada no glomérulo renal e depois é
reabsorvida e secretada pelos tubulos nos néfrons. A utilidade clinica € quanto
associada a avaliacdo da creatinina, visto que a ureia tem valor preditivo de
desordens hepaticas e insuficiéncia renal, mas sendo influenciada por
alimentacao proteica, estado de hidratagéo e alterada se existir a presenca de
sangramento no trato gastrointestinal superior (YODA & KODA-KIMBLE, 1995;

GARCIA & KANAAN, 2008).

A medida da atividade da creatinina foi feita com amostra de sangue (plasma
obtido com anticoagulante heparina), com o kit Labtest Creatinina (Ref.35-100)

por sistema colorimétrico com reacao de ponto final com aplicacdo manual.

A creatinina € derivada da creatina e da fosfocreatina, principais constituintes
dos masculos, sendo sintetizada nos rins, figado e pancreas. Possui taxa
constante de formacéo, sendo um interessante parametro para avaliacdo, pois

alteracdes sao facilmente observadas. A concentracdo sérica da creatinina pode
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ser relacionada a musculatura, mas, diferentemente da ureia, ndo é tdo afetada
por fatores exdgenos e hepaticos. A excrecao é exclusivamente renal, ja que ela
nao é reabsorvida, refletindo a taxa de filtragédo renal. Deficiéncia na funcéo renal
€ possivelmente indicada por aumento dos niveis de creatinina, entretanto este
aumento no sangue € mais tardio que o da ureia (YODA & KODA-KIMBLE, 1995;

KIRSZTAJN, 2007; OTTO, 1977; BURTIS et al, 2008).

O conjunto de enzimas para avaliacdo de possivel dano hepético € entdo
dado por TGO, TGP e GGT, e o conjunto para avaliacdo de possivel dano renal
€ dado por creatinina e ureia.

A toxicidade de uma substancia, costumeiramente, € observada em 6rgaos
especificos. Um 6rgdo que € muito suscetivel aos efeitos toxicos das substancias
€ o figado, tanto por ocupar uma posi¢ao central na administragdo por via oral
ou intraperitoneal (veia porta hepatica) quanto por estar intimamente ligado com
metabolismo (LORA, 2007).

Os rins tém papel central na homeostasia e alteracdes da fungéo renal, como
sua reducéo, tem correlacdo com aumento da mortalidade e morbidade (BURTIS
et al, 2008).

No quadro 13, abaixo, podemos observar os resultados da analise bioquimica

do sangue dos camundongos.
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N&o houve diferenca estatistica na avaliacdo das enzimas do sistema
hepatico (TGO, TGP e GGT) nos grupos tratados com 0s compostos, exceto na
avaliacdo da enzima TGP, no grupo que recebeu Lapdesf ibu-ftd dose Unica de
2000 mg/kg por via oral, contudo, o valor encontrado néo atinge niveis desta
enzima considerados indicativo de toxicidade hepatica, ou seja, no minimo 3
vezes maior do que o limite superior considerado normal para camundongos
(quadro 14).

Os valores das enzimas representativas do sistema renal (creatinina e
ureia) se encontram dentro da faixa de valores considerados basais para esta
espécie, portanto sem diferencas significativas em relacdo aos respectivos
controles.

Por via oral, apesar da facilidade de administragdo, existe um maior
impacto das variacdes fisiologicas e interferéncia na absor¢do dependente de
presenca ou auséncia de alimento. Pela via intraperitoneal é evitada a barreira
intestinal, permitindo também efeito de primeira passagem. A cavidade
peritoneal possui grande superficie de absorcdo, sendo a substancia absorvida
mais rapidamente e entrando na circulacdo através da veia porta hepética. Esta
via é um adicional para auxiliar na interpretacdo dos resultados pela via
pretendida de administracdo (KLAASEN, 2012; VALLE, 1991).

Mesmo com a maior exposicao e diferenca na via de administracdo, nao
houve diferencas na toxicidade, segundo parametros avaliados.

A ureia, creatinina e acido Urico sdo metabdlitos nitrogenados de origem
nao proteica que sdo depurados apos a filtracdo glomerular, através do sistema
renal. A avaliacdo destes metabdlitos é utilizada com foco no sistema renal,

mensurando a situacao da funcao renal (BURTIS et al, 2008).
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Aumento de diversas enzimas hepaticas (TGO, TGP, GGT e fosfatase
alcalina) pode advir de alteracBes reversiveis ou nao as células hepaticas,
podendo estar associadas com inflamacéo, hipoxia, colestase, necrose, agentes
infecciosos e toxinas. No caso de desordens relacionadas ao sistema
hepatobiliar, as enzimas mais importantes a serem avaliadas sdo a GGT e ALP
por serem glicoproteinas ligadas a membrana, localizada na membrana dos
canaliculos dos hepatdcitos. Quando ocorre uma lesao hepatica, o contetudo
citoplasmatico dos hepatocitos € exposto a corrente sanguinea, sendo as
enzimas TGO e TGP sao mais importantes neste caso por sua localizacao
citosolica e mitocondrial.

Grandes quantidades de transaminases sao liberadas na circulagéo

sanguinea em caso de lesdes aos hepatdcitos, sendo importantes marcadores
indiretos para determinacéo de danos hepaticos. (BURTIS et al, 2008).
LesOes colestaticas canaliculares e hepatocanaliculares induzidas por farmacos
possuem sinais clinicos e bioquimicos similares a ictericia obstrutiva extra-
hepatica, sendo que é notado presenca de ictericia, prurido, fezes claras e urina
escura, com niveis altos de GGT (5 a 30 vezes o limite superior) e ALP, mas,
geralmente, com nivel de transaminases moderadamente alto. Elevacgfes
pequenas nos niveis de GGT sdo observadas em casos de figado gordo e,
guando transientes estes aumentos, intoxicacdo por farmacos (NAVARRO,
2006; LEE, 2003; ZIMMERMAN, 1999; ABBOUD, 2007; BURTIS et al, 2008).

De acordo com guias adotados pelo FDA, American Pharmaceutical
Manufactures, e American Association of the Study of Liver Diseases (AASLD),
0s niveis da TGP séo considerados clinicamente significativos quando estéo trés

vezes ou mais acima do limite superior do valor de referéncia e pode ser
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associado aos niveis de bilirrubina para indicar anormalidades hepaticas, sendo
gue o nivel total de bilirrubina tem que estar no minimo duas vezes maior que o
limite superior do valor de referéncia. Os niveis séricos de TGO e TGP podem
estar aumentados em 100 vezes ou mais na presenca de doenca hepatica
parenquimal. (YODA & KODA-KIMBLE, 1995).

O equilibrio entre TGO e TGP é importante para manter a homeostasia,
sendo este equilibrio representado por maior nivel de TGO plasmatica do que de
TGP. No caso de injuria ao tecido hepatico, ocorre a inversdo da relacéo
TGO/TGP. A TGP, mais especifica para tecido hepatico, € encontrada em maior
nivel que a TGO, indicando dano tissular, sendo um sinal classico de
hepatotoxicidade (BURTIS et al, 2008).

Algumas outras interpretacées podem ser realizadas a partir do aumento
das transaminases e da relacdo TGO/TGP, sendo que casos de aumento com
inversao dos niveis podem caracterizar hepatite, e em casos de aumento sem
inversao dos niveis podem ocorrem em diversas patologias que afetam o tecido
hepatico, como hepatites alcodlicas, neoplasias e cirrose hepatica (BURTIS &
ASHWOOD, 2005).

Desordens hepatocelulares agudas sao caracterizadas por aumento
significativo de TGO e TGP. J4 em quadros de necrose hepatica extensa séo
encontrados niveis elevados destas enzimas, podendo este aumento ser de 8 a
200 vezes maior que o limite superior de referéncia. Na esteatose hepatica &
observado niveis moderados das transaminases, sendo comum a exposi¢cao
cronica ao etanol, diabetes e obesidade. Outras patologias geralmente possuem
elevacdo de 10 a 40 vezes em relacéo ao limite superior de referéncia para as

transaminases (MOTA, 2003; BURTIS et al, 2008).
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Para avaliar se os resultados dos ensaios bioquimicos sdo concordantes
com os dados descritos na literatura (Quadro 14), foi feita uma revisdo de
algumas das principais referéncias de parametros bioquimicos especificos para

camundongos.

Quadro 14: Parametros Bioquimicos - Valores de referéncia literatura
Transaminase Transaminase Gama-glutamil

Creatinina

oxalacética (TGO) piravica (TGP) transpeptidase (GGT)

Canadian Council Animal

Care @ 55.0-251.0 28.0-184.0 - - 12.14 - 20.59
Harkness & Wagner ° R - - 0.3-1.0 12.0-28.0
Research Animal

Resources © 54.0 - 298.0 17.0-77.0 - 0.2-0.9 8.0-33.0
Charles River Laboratories

International ¢ 47.0-120.0 28.0 - 64.0 0.0-13.0 0.3 16.0-22.0
Danneman, Suckow &

Brayton © 69.0-191.0 26.0-120.0 - 0.5-0.8 19.0-34.0
Loeb & Quimby ! 63.4 - 328.6 12.7-185.3 0.65 - 1.55 17.9-58.1
Hrapkiewicz & Medina ¢°" 54.0 - 269.0 26.0-77.0 - 0.3-1.0 12.0-28.0

a2 Ambos os sexos 19-21 semanas; P HARKNESS & WAGNER (1993); ¢ Reference Values for
Laboratory Animals, University of Minnesota; ¢ Machos 8-10 semanas; ¢ DANNEMAN et al (2001);
fLOEB & QUIMBY(1999);  HRAPKIEWICZ & MEDINA (1998); " ANDERSON (1994)

Logo no inicio ja é percebido a falta de referéncias em relacdo a GGT,
sendo este um exame ainda ndo tdo explorado em outros trabalhos. Por ser um
ensaio mais sensivel, o que se é mais utilizado para investigacéo de toxicidade
hepatica relacionada ao sistema hepatobiliar, como obstrucdo biliar, é a
fosfatase alcalina (ALP), sendo a associacdo da investigacdo com estas duas
enzimas uma boa opcdo, se ndo tivessemos problemas relacionados a
guantidade de sangue no modelo animal utilizado. A ALP tem procedéncia de
varios tecidos, mas principalmente relacionada ao sistema 0sseo e hepéatico
(BURTIS et al, 2008).

Ao compararmos os dados da literatura, percebe-se diferencas notaveis

em relacdo as enzimas para avaliacao da atividade hepéatica, sendo que alguns
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limites superiores seriam considerados alterados se comparados entre si. Além
disso, quando comparamos os dados da literatura com os controles de nossos
ensaios, pudemos observar coeréncia entre a maioria das enzimas, exceto em
relacdo a GGT pela deficiéncia de dados na literatura. No caso da ureia
encontramos um limite mais proximo de nossos controles, chegando estes a
estarem quase superiores ao limite maximo, na maioria das comparacoes.

Diversos fatores sédo elencados como hipoteses para discrepancia nos
parametros bioguimicos intraespécie, sendo alguns destes: sexo e idade dos
animais, regime alimentar e hidrico, local de coleta do material analisado, jejum,
categoria sanitaria, metodologia utilizada, entre outros (BOEHM et al, 2007;
SANTOS et al, 2010).

Os parametros bioquimicos avaliados por este estudo visaram determinar
toxicidade dos compostos hibridos de ibuprofeno em modelo animal pequeno e
de facil manuseio, iniciando os estudos pré-clinicos, procurando estabelecer
relacdo entre dose, via e tempo de exposicao versus efeito. Estes resultados
podem ser extrapolados para espécie humana se realizados os ajustes e
consideracdes interespécies, fornecendo uma visdo futura dos ensaios

toxicolégicos destes compostos.

3.3.4. Analise histopatolbdgica
Andlise dos estbmagos
O comprimento dos estdbmagos analisados variou de 1,2 a 2,2 cm com
média de 1,7 e desvio padrdo de 0,26. Para a altura variou de 1 a 2,1cm com

média de 1,5cm e desvio padrédo de 0,25 cm. Ja a largura variou de 0,4 a 0,6cm
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com média de 0,5cm e desvio padrao de 0,08cm. A coloracdo apresentou-se em
tom de bege em todos os grupos analisados.

J4 a andlise histopatolégica demonstrou epitélio glandular normal com
células principais volumosas e de formas anguladas, citoplasma basofilico e
aparéncia secretoria. E as células parietais de forma angulada tendendo a serem
arredondas e citoplasma eosinofilico. Ja na regido ndo glandular (panca),
observamos epitélio pavimentoso queratinizado. Nenhum animal apresentou
perda de continuidade do epitélio glandular (estbmago) ou nao glandular
(panca), o que clinicamente demonstra auséncia de ulceras. Além disso, foi
observado leve infiltrado inflamatorio crénico e apenas areas focais de infiltrado
inflamatério moderado. A excecao se fez presente no grupo Lapdesf ibu-tau dose
Unica de 2000mg/Kg intraperitoneal onde verificamos alteracdo de estrutura do
parénquima, infiltrado inflamatério intramuscular e células eosinofilicas.

Na analise de presenca de edema submucoso ndo foram observadas
diferencas entre os grupos analisados. O mesmo ocorrendo para a anélise da
camada muscular submucosa (Figuras 10, 11, 12 e 13).

A auséncia de ulceras € um achado que confirma os resultados obtidos
por Vizioli (2009) e demostra o efeito gastroprotetor dos hibridos de ibuprofeno,
sendo uma caracteristica interessante de compostos anti-inflamatorios

destituidos de gastroulceracéo.

Andlise dos figados
O comprimento dos lobos hepéaticos analisados variou de 1,5 a 2,3 cm
com média de 1,8 e desvio padréo de 0,23. Para a altura variou de 0,7 a 1,8 cm

com média de 1,3cm e desvio padrao de 0,21 cm. J& a largura variou de 0,3 a
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0,6cm com média de 0,5cm e desvio padréo de 0,07cm. A coloragéo apresentou-
se em tom de bege com tons amarelados ou acinzentados. A consisténcia dos
orgaos ao corte demonstrou-se semelhante nos diferentes grupos.

Ja na analise histoldgica, ndo foram evidenciadas grande alteracdes
histoldgicas nos figados analisados (Figuras 10, 12 e 13), exceto no Lapdesf ibu-
tau dose uUnica de 2000mg/Kg intraperitoneal (Figura 11) onde verificamos
células com alteracdo de coloracao e picnose, evidenciando processo necrotico.
Todavia, convém salientar que foi observada congestdo em vasos hepaticos em
todos os grupos analisados, tanto em espagco porta quanto em veia centro-
lobular. Também convém salientar que nado foi evidenciada caracteristica
histologica de lipidose nos figados analisados, mas variagdo de tamanho celular

demonstrando possivel acumulo citoplasmatico.

Anélise dos rins

O comprimento dos rins analisados variou de 0,9 a 1,4 cm com média de
1,2 e desvio padrao de 0,13. Para a altura variou de 0,7 a 0,9 cm com média de
0,7cm e desvio padrao de 0,09 cm. Ja a largura variou de 0,5 a 0,6cm com média
de 0,56cm e desvio padrao de 0,05cm. A coloragédo apresentou-se em tom de
bege com tons amarelados ou acinzentados.

Ja na analise histologica, ndo foram evidenciadas alteracdes histologicas
tanto na regido cortical quanto na regido medular (Figura 10, 12 e 13). De fato,
observamos preservacdo unidades filtradoras com presenca de capsula de
Bowman e manutencdo de espaco urinario. Também observamos ductos
proximais e distais normais e auséncia de processos hemorragicos. A excecao

se fez em Lapdesf ibu-tau dose uUnica de 2000 mg/kg intraperitoneal (Figura 11)
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gue apresentaram presenca de hemorragia, espaco urinario diminuido e ductos
proximais e distais com hipercromasia, picnose e edema, denotando processo

necratico.

Andlise dos Coracdes

O comprimento dos coracdes analisados variou de 0,7 a 1,0 cm com
média de 0,9 e desvio padrdo de 0,08. Para a altura variou de 0,5 a 0,8 cm com
média de 0,65cm e desvio padrao de 0,07 cm. Ja a largura variou de 0,4 a 0,7cm
com média de 0,5cm e desvio padrdo de 0,06cm. A coloracdo apresentou-se em
tom de bege em todos os grupos analisados.

J& na analise histoldgica, ndo foram evidenciadas alteracdes histologicas
nos coragdes analisados. De fato, observamos células musculares cardiacas
com manutencdo da estrutura geral e células cardiacas eucromaticas com
nucleo central. Também observamos auséncia de hipertrofia e preservagéo de
discos intercalares. Os vasos demonstraram-se integros e nao havia infiltrado
inflamatorio (Figuras 10, 11, 12 e 13).

Os achados histopatolégicos dos animais que foram encontrados mortos,
tanto no grupo Lapdesf ibu-ftd quanto no grupo Lapdesf ibu-tau que receberam
dose unica de 2000 mg/kg por via intraperitoneal, podem estar relacionados a
toxicidade dos compostos mas também temos que levar em consideracéo o fato
de que estes animais foram encontrados mortos, o que implicaria em alteracdes
causadas devido a autdlise post-mortem.

A autdlise de tecidos normais em um corpo morto € denominada post-
mortem, sendo que esta é distinguida da autélise em um corpo vivo devido pois,

7

0 post-mortem, € apresenta caracteristica difusa, ndo focal e nado inclui o
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processo inflamatoério. O processo autolitico post-mortem depende de diversos
fatores, incluindo ambiente, temperatura e umidade. Diversos ensaios
morfologicos com intervalos post-mortem diferentes foram realizados com o
intuito de tentar estabelecer quais as alteracdes notadas pela diferenca no tempo
em que os tecidos foram coletados e armazenados em relacdo ao 6bito e ao
periodo entre extirpacdo e armazenamento adequado (SCARPELLI, 1990;
JANSSEN, 1984; TOMITA, 2004).

No estudo de Tomita et al (2004) foram identificadas alteracdes ultra
estruturais em diversos Orgdos in situ, sendo 0s rins mais previamente
acometidos, seguido de alteracdo hepética e pancreatica, mas alteracdes
também notadas no coragdo e musculo esquelético de ratos Wistar machos. As
observacbes variam de edema celular (inchago), aparecimento de densos
depositos amorfos nas mitocéndrias, perda de granulos de glicogénio, dilatacao
do reticulo endoplasmatico, aglutinagédo e marginacéo da cromatina nuclear e/ou
condensacao da cromatina. Neste trabalho foi estabelecido qual alteracdo e o
tempo de aparecimento de cada uma delas. No caso do figado, ap6s uma hora
depois da morte do animal, ja foi observado inchaco dos hepatdcitos (edema
celular), acimulo de cromatina nuclear e perda de cristais mitocondriais. A
demora na extirpacao pode resultar na decomposicao estrutural e funcional dos
hepatocitos. Nos rins, no epitélio do tabulo proximal apos trés horas da morte
dos animais foi notado ligeiro intumescimento mitocondrial e irregularidade na
disposicdo das microvilosidades. No coracdo, apos trés horas da morte, foi
observado inchago das mitocondrias, ligeiro edema celular e perda de granulos

de glicogénio no miocérdio ventricular (TOMITA, 2004; NUNLEY et al, 1972).
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Estes fatores devem estar em mente enquanto analisamos as laminas dos
dois animais encontrados mortos. Apesar de os achados histopatologicos terem
diversas hipoteses, é de extrema importancia a continuacdo dos estudos,
variando doses, regime e exposicdo para esclarecimento dos possiveis

mecanismos de toxicidade.

Figura 10 — Laminas da analise histopatolégica (coradas por H.E.)
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A- Area glandular de estdbmago, observe a presenca de epitélio glandular normal com células
principais de citoplasma basofilico e células parietais arredondadas e com citoplasma
eosinofilico; B- Area ndo-glandular de estdmago, observe a presenca de epitélio pavimentoso
gueratinizado; C- Figado demonstrando manutencéo da estrutura e de sinusoides hepaticos.
Observe também a presenca de congestdo em veia centro-lobular. D- Regido cortical de Rim,
observe ductos proximais e distais além de unidades filtradoras com presencga de capsula de
Bowman e manutencédo do espaco urinario. E- Regido medular de Rim, observe auséncia de
edema celular e de infiltrado inflamatério; F — Coracédo, observe a presenca de cardiomiécitos
mantendo estrutura geral e de coloracdo eucroméatica com nucleo central. Também observe a

presenca de discos intercalares.
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Figura 11: Laminas da analise histopatol6gica animal encontrado morto do grupo

Lapdesf ibu-tau dose Gnica de 2000 mg/kg administrado intraperitonealmente (coradas

por H.E.)
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A - Area glandular de estbmago, observe hipercromasia, maior eosinofilia e presenca de infiltrado
inflamatério; B- Area ndo-glandular de estdmago, sem alteracdes evidentes na regido néo
glandular; C- Figado, observe hipercromasia, nlcleos picnéticos e perda da estrutura hepatica.
D- Regiao cortical de Rim, observe hipercromasia nas unidades filtradoras e em ductos proximais
e distais, também se verifica hipercromasia e edema celular em ductos, evidenciados pela
reducdo da luz do ducto. E- Regido medular de Rim, observe hipercromasia, edema celular e

nucleos picnéticos; F — Coragdo, sem sinais de alteragéo evidentes.
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Figura 12: Laminas da analise histopatol6gica animal encontrado morto do grupo

Lapdesf ibu-ftd dose Unica de 2000 mg/kg administrado intraperitonealmente (coradas

por H.E.)
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A- Area glandular de estdbmago, observe perda de estrutura do parénquima glandular que se
encontra eosinofilico e, na camada muscular, infiltrado inflamatério entremeando células
musculares com nucleos picnéticos ; B- Area ndo-glandular de estdmago, sem alteragdes
evidentes na regido ndo glandular ; C- Figado, observe perda de sinusoéides hepéticos e
hepatocitos com nucleo picnotico . D- Regido cortical de Rim, observe hipercromasia nas
unidades filtradoras e em ductos proximais e distais, além de hipercromasia e edema de células
dos ductos, evidenciado pela reducdo do espac¢o da luz do ducto. E- Regido medular de Rim,
observe hipercromasia, edema celular e ndcleos picnéticos; F — Coracéo, sem sinais de alteragédo

evidentes.
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Figura 13: Laminas da analise histopatolégica do grupo ibuprofeno doses repetidas de
620 mg/kg (equimolar a dose 1000 mg/kg do composto Lapdesf ibu-tau) administrado por

gavage (coradas por H.E.)
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A- Area glandular de estdbmago, observe a presenca de epitélio glandular normal com células
principais de citoplasma basofilico e células parietais arredondadas e com citoplasma
eosinofilico; B- Area n&do-glandular de estdmago, observe a presenca de epitélio pavimentoso
gueratinizado; C- Figado demonstrando manutengédo da estrutura e de reducéo de nitidez de
sinusdides hepéticos. Observe também a presenca de congestdo em veia centro-lobular. D-
Regido cortical de Rim, observe ductos proximais e distais com células com edema e unidades
filtradoras com reducdo do espaco urinario. E- Regido medular de Rim, observe auséncia de
edema celular e de infiltrado inflamatério; F — Coracédo, observe a presenca de cardiomiécitos

mantendo estrutura geral e de coloracéo eucromatica com nucleo central.
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4. CONCLUSAO

A sintese dos compostos apresentou relativa dificuldade devido ao
rendimento e obtencao do produto em forma de liquido viscoso na primeira etapa
de obtencdo do composto Lapdesf ibu-ftd e a dificil solubilizacdo da taurina e
interferéncias na etapa de precipitacdo do composto Lapdesf ibu-tau com
bicarbonato. As modificacdes foram realizadas visando a otimizacdo destas
sinteses, possibilitando quantidade de amostra para investigacdo da toxicidade.

Os achados comportamentais, bioquimicos e histopatolégicos permitem
concluir que nao foi observada toxicidade nos modelos estudados.

A excecdo € o grupo de administracdo dose Unica de 2000 mg/kg via
intraperitoneal do composto Lapdesf ibu-tau. Entretanto, néo foi possivel avaliar
se a morte dos animais que receberam dose Unica maxima intraperitoneal em
ambos 0s compostos € relativo a possivel toxicidade destes, jA que néo
investigamos o mecanismo de toxicidade dos hibridos de ibuprofeno e sim os
parametros para este inicio do estudo de avaliacao pré-clinica dos compostos.

Com os resultados obtidos podemos prosseguir com realizacdo de outros
ensaios, alterando metodologias, tempo de exposicéo e também outros modelos
animais, continuando a investigacdo da toxicidade destes candidatos a

farmacos.
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6. APENDICES

Aprovacao Protocolo Comité de Etica no Uso de Animais

Prosocolo CEUAFCRCAr n® 032012

Pesquisador: CARLA MARIA RIBEIRC FERREIRA

Orientador:  ProPDr? Chung Man Chin

Projets:  Preparagio de desivados de buprofeno e ensaio de toxiddade pré-
dinica dose Unica [aguda) = doses repetidas em ratos.

Experimante: Ensaios de tosiddade pré-dinica dose Unics [aguds) & doses repetidas
em ratos para verficag3o da segumanga e carscterizagio do pedi
toodonkbgion dos defvades de ibupmfiena

Parecer n® 15/2012 — Comiss3o de Etica no Uso de Animais

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais, em reuniSo do dia 18
de maic de 2012, venficou que o protocolo para uso de animais Na pesquisa:
“Ensaios de tmoddade pre-cimica dose unica (aguda) e doses repetidas em ratos
para verficagio da seguranga e caracterizagSo do perfil inxdooldgico dos derivados
de ibuprofeno.”, apresentado pela académica Carla Maria Ribeiro Ferreira, sob
orientagio da ProPDe® Chung Man Chin, do Departamenta de Farmacos e
Medicamentos desta Faculdade, esta estruturade dentro dos principios éticos na
experimentacio anmal do Conselho Macional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA, manfestando-se FAVORAVEL 3 sua ENECUCID.

O refatorio final do protocolo de pesquisa devera ser enfregus em
FEVEREIRD de 2012, em formulisio préprio para esse fim.

Araragquara, 21 de maio de 2012
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Coordenador da CEUA



Aprovacao Alteracdo Protocolo Comité de Etica no Uso de Animais

Profocolo CEUAFCRCAr n® 0372012
intereasado: CARLA MARIA RIBEIRD FERREIRA

Orientador: Prof® Dr* Chung Man Chin
Projato: Preparacao de derivados de ibuprofano e ensaio de toxicidade
pré-clinica dosa dnica (aguda) o doses repatidas om ratos

Parecer n? 412013 — Comissdo de Etica no Uso de Animais

A Comissao de Efica no Uso de Animais desta Faculdade,
raunida em 14 da Agosto de 2013, analisou o padido de alleragao do titulo e
do modeds animal do protocolo para uso da animais na pesquisa:; “Preparagao
de derivados de buprofeno & ensako de toxicidade pré-clinica dose Omica
{aguda) e dosas repetidas em ratos™ para "Proparagio de derivados de
ibuprofenc @ ansaio de toxicidade pré-clinica dose (nica {aguda) e doses
ropetidas em camundongos”, apresentado pela graduanda Cara Mara
Ribeiro Ferreira, =sob odentagdo da Prof®* D Chung Man Chin, do
Departamanio de Principios Farmacos @ Medicamentos desia Faculdade.

Diante da justificativa apresentada, foi vedficado que o protocolo esta

estrulurado dentro dos principios &licce na expenmentacdo animal do
Conselho Macional de Controle de Experimentacao Animal - CONCEA, sando
esta Comissao FAVORAVEL a alteragao.

) ralatorio final do protocolo de pesquisa devara sar entregus em
JANEIRO da 2014, em formutano para esta fim.

Araraquara. 14 da agosio de 2013,
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Prof. Or, CARLOS CESAH CRSTANI
Coordenadar da CELA
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Ficha de acompanhamento comportamental (FERREIRA, CMR)
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Investigador:

Tempo de observagda:
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7. DADOS FINAIS

De acordo,

Carla Maria Ribeiro Ferreira

Profa. Dra. Chung Man Chin

Araraquara, de

de 2014
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