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RESUMO 

 

A doença de Chagas representa um dos mais  sér ios  problemas médico-sani tár ios  da 

América Latina.  Nos 21 países  endêmicos ,  es t ima-se  que 18 a 20 milhões  de pessoas 

es te jam infec tadas e  cem milhões  es tão sob r i s co .   No Brasi l  apenas  o  benznidazol  es tá 

disponíve l  para o tratamento apresentando al ta inc idênc ia de e f e i tos  adversos  e  ine f i các ia 

na fase  crônica da doença.  O desenvolv imento de fármacos mais  e f i cazes e  com menor 

toxic idade contra a doença de Chagas é  necessár io ,  e  para tal  é  importante  o conhec imento 

dos alvos t erapêut i cos  para o plane jamento  rac ional  por novos compostos .  Estudos 

demostraram que a tr ipanot iona redutase  (TR) é  a enzima chave do metabol i smo ant i -

oxidat ivo do T. cruzi .  Os ni tro furanos atuam como substratos  da TR e são também 

e fe t ivos  inibidores  enzimáti cos  da redução do tr ipanot iona dissul f e to .  Entre  os  compostos  

ni tro furânicos ,  o  ni tro fural  apresentou at iv idade contra T. cruzi ,  mas al ta toxic idade por 

v ia oral  e  severos  e f e i tos  adversos .  A latenc iação de fármacos é  um dos métodos de 

modi f i cação molecular que t em como obje t ivo melhorar as caracter í s t i cas de fármacos 

protót ipos .  Sabendo dis to ,  Chung (1996) s inte t izou uma sér i e  de pró- fármacos rec íprocos  

se l e t ivos  de ni tro fural  e  pr imaquina,  culminando na obtenção do der ivado 

hidroximet i lni tro fural  (NFOH). Este  se  mostrou mais  at ivo de todos os  der ivados 

s inte t izados ,  tanto em formas amast igotas quanto em tr ipomast igotas nos ensaios  in v i tro 

contra T. cruzi .   Os compostos  que possuem grupos ni tro na sua molécula geralmente  

apresentam at iv idade mutagênica,  es tudos indi caram que a latenc iação do ni tro fural  em 

NFOH foi  capaz de diminuir  a at iv idade mutagênica em aproximadamente  4 vezes .  

Diante  do exposto ,  o  obje t ivo des te  t rabalho fo i  ini c iar os  es tudos de toxic idade do 

der ivado.   Os resul tados obt idos nos tes tes  de toxic idade aguda,  com camundongos e  ratos ,  

sugerem baixa toxic idade do der ivado,  obtendo-se  uma dose  l e ta l  mediana maior em 

re lação ao fármaco de part ida.  Os tes t es  de toxic idade a médio prazo em camundongos 

também foram favoráve is ,  não apresentando al t erações  s igni f i cat ivas nos parâmetros  

aval iados .  

 
 
 



 
 

 
ABSTRACT 

 

The Chagas´ disease  represents  one o f  the most  ser ious sani tary medical  problems o f  

Latin America.  In the 21 endemic countr i es ,  i t  i s  es t imated that  18 to 20 mil l ion people  

are  in fe c t ed and 100 mil l ion are  under r i sk.  Only one drug i s  avai lable  in Brazi l ian 

market :  benznidazole ,  which shows high s ide e f f e c t s  and is  ine f f e c t ive  in the chronic  phase 

o f  the  disease .  The deve lopment o f  more e f f i c i ent  drugs with lower toxic i ty  against  the 

Chagas ’  disease  i s  necessary and for  i t ,  i t  i s  important the knowledge o f  therapeut i c  

targe ts  for  the des ign o f  new compounds.  Studies  showed that trypanothione reductase  

(TR) is  a key enzyme o f  the ant ioxidant metabol i sm of  T. cruzi .  Nitro furans ac t  as  

substrates  o f  TR and are also  e f f e c t ive  enzymati c  inhibi tors  o f  the reduct ion o f  

t rypanothione disul f ide .  Among the ni tro furans conpounds,  ni tro furazone presented 

ac t iv i ty  against  T cruzi ,  but  showed high toxic i ty  by oral  route  and severe  s ide  e f f e c t s .  

Latent iat ion i s  one process  o f  molecular modi f i cat ion,  which has the purpose  to  improve 

pharmaceut i ca l  and phys i ca l - chemical  propert i es  and decrease  drug toxic i ty .  In this  way,  

Chung (1996) has synthes ized the prodrug hydroxymethylni tro furazone (NFOH), 

showing high ac t iv i ty  in amast igotes  forms in v i tro assay against  T. cruzi .  

Nitrocompounds general ly  presents  mutagenic  ac t iv i tys .  Studies  sugges ted that  the 

latent iant ion o f  ni tro furazone g iv ing NFOH was able  to  reduce toxic i ty  ac t iv i ty  in four 

t imes .  According to  this ,  the  purpose  o f  this work was to accompl ish toxic i ty  s tudies  o f  

the der ivat ive  compound. The resul t s  obtained in the t es t s  acute  toxic i ty  in mice  and rate  

sugges ted a lower toxic i ty  o f  NFOH, obtaining a median l e thal  dose  in re lat ion to NF. 

The tes t s  o f  short - t erm toxic i ty  in mice  were  a lso favorable ,  not  present ing s igni f i cant 

changing in the parameter  evaluated.  
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I. INTRODUÇÃO  

 
A revolução da saúde dos últ imos 30 anos produziu substanciais ganhos 

em termos de expectativa de vida e avanços sem precedentes na medicina, mas 

deixou, de diferentes modos, a maior parte da população mundial  à margem. 

Todo ano, milhões de pessoas continuam a morrer de doenças que podem ser 

prevenidas e tratadas (MÉDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).  

Quando não há opções de tratamento, ou quando as opções existentes 

são inadequadas e não há interesse da indústria no desenvolvimento de novos 

fármacos, uma doença pode ser considerada "negl igenciada" ou até 

"extremamente negl igenciada" em alguns casos.  As doenças tropicais 

constituem um bom exemplo de doenças negl igenciadas.  Do total  de 1.393 

novos fármacos aprovadas entre 1975 e 1999, apenas 1% (13 fármacos) eram 

especif icamente indicados para doenças tropicais (TROUILLER  e t  a l . ,  2001).  

A doença de Chagas é considerada uma Doença Extremamente 

Negligenciada considerando que afeta exclusivamente as populações dos 

países em desenvolvimento. Como a maioria desses pacientes é pobre demais 

para pagar qualquer tratamento, eles não representam praticamente nenhum 

mercado e a maioria f ica excluída do escopo dos esforços de Pesquisa e 

Desenvolvimento da Indústria de Medicamentos e,  portanto, fora do mercado 

farmacêutico (MÉDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).  

A introdução de um novo fármaco não depende somente da comprovação 

de at ividade biológica do mesmo, mas também da aval iação da sua segurança. 

Os testes pré-cl ínicos e cl ínicos aval iam os r iscos envolvidos no uso de um 

novo fármaco. Eles também fornecem informações vitais com relação à 

Absorção, a Distr ibuição, o Metabolismo e a Eliminação do fármaco (ADME). 

Os testes pré-cl ínicos compreendem essencialmente a toxicidade e ou outros 

testes biológicos real izados em bactérias,  em amostras de tecidos e em 

animais,  para determinar se será seguro testar o fármaco em humanos 

(THOMAS, 2003).  

Fica claro que a indústria mult inacional não tem interesse em desenvolver 

medicamentos necessários para tratamento das doenças que afl igem os pobres 
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do mundo, entre elas a Doença de Chagas.  A responsabil idade de suprir essa 

deficiência do setor privado fica a cargo dos governos, custeando o 

desenvolvimento de novos fármacos desde a escolha entre os possíveis 

compostos até os testes pré-cl ínicos e cl ínicos,  através da pesquisa nas 

Universidades.  

 

II. OBJETIVOS  

 

O presente trabalho tem como objetivo real izar os ensaios de toxicidade 

pré-cl ínicos do pró-fármaco NFOH, com os objet ivos específ icos de preparar,  

caracterizar e determinar a toxicidade do derivado, comparando com o 

fármaco matriz,  através:  

� Dose letal  mediana (DL5 0) -  ensaio de toxicidade aguda (dose 

única) em ratos e camundongos.  

� Ensaio de toxicidade aguda (doses repetidas por 28 dias) em 

camundongos. 

� Ensaio de toxicidade subcrônica (doses repetidas por 60 dias) em 

camundongos. 

� Análise bioquímica – alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotranferase (AST) e albumina. 

� Análise hematológica – estudo das séries vermelha (eritograma) e 

séries branca ( leucograma).    
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III. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.  CARACTERÍSTICAS GERAIS DA DOENÇA DE CHAGAS.  

 
A doença de Chagas é uma das patologias de mais larga distr ibuição no 

continente americano. É conhecida a existência de vetores da doença desde o 

sul dos Estados Unidos à Argentina.  São mais de cem espécies responsáveis 

pela transmissão natural  da infecção pelo Trypanosoma cruzi .  Estima-se que 

sejam de 18 a 20 milhões os indivíduos infectados e de aproximadamente cem 

milhões a população em risco de contaminação na América Latina (Figura 1)  

(SCHMUNIS, 1999; WHO, 2006).  

 
Figura 1. Distribuição geográfica da doença de Chagas.  

Fonte:  http://www.fit-for-travel .de/en/KranKheiten/chagas.htm#top 

acesso - 2006 

 

  A doença é um exemplo t ípico de uma injúria resultante das alterações 

produzidas pelo ser humano ao meio ambiente,  das distorções econômicas e 

das injunções sociais .  O protozoário responsável pela parasitose,  Trypanosoma 

cruzi ,  vivia restr ito à s ituação si lvestre,  circulando entre mamíferos do 

ambiente natural ,  através do inseto vetor ou, também, muito comumente, por 

via oral  ( ingestão de vetores e mamíferos infectados).  O homem se fez incluir 

no ciclo epidemiológico da doença, oferecendo ao vetor hemíptero vivendas 

rurais de péssima qual idade (DIAS e COURA, 1997).   
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A etapa mais importante de transmissão do T. cruzi  é efetuada por insetos 

da famíl ia Reduvi idae ,  incluindo as espécies Panstrongy lus megis tus ,  Triatoma 

infes tans  e Rhodnius pro l ixus .  No Brasi l ,  o transmissor mais importante é o T. 

infes tans (Figura 2) ,  conhecido vulgarmente como barbeiro. (DIAS, 1990; 

DIAS e JANETE, 1992; FORATINI, 1980).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 -  Triatoma infes tans :  inseto transmissor da doença de Chagas.  

Fonte:  www.uta.edu/chagas/ images/vinchULH.jpg 

 

Os tr iatomíneos, hematófagos estr itos,  encontraram nas habitações uma 

condição ideal de abrigo e oferta al imentar abundante,  tornando a transmissão 

vetorial  no mecanismo primário de difusão da doença. Estabelecida à 

transmissão vetorial  da doença, outros mecanismos foram a ele conseqüentes 

e são, nesse sentido, secundários ou alternativos,  principalmente a transmissão 

transfusional e a transmissão transplacentária (congênita) (VINHAES e DIAS, 

2000).  

 

A part ir  dos anos 70, com o aumento migratório das populações rurais 

para as cidades,  o parasita acompanhou o homem, modificando o perfi l  

epidemiológico da tr ipanossomíase americana, ocorrendo urbanização da 

doença (CAMARGO, 1992).    
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1.1.  Ciclo e formas evolutivas do Trypanossoma cruzi 

 

O ciclo de vida do T. cruzi  compreende três estágios ou formas 

principais ,  dotadas de característ icas morfológicas e biológicas dist intas,  como 

mostrado na figura 3 .  São elas as seguintes formas evolutivas:  epimast igota  

(encontrada no tubo digestivo do vetor) ,  t r ipomast igota  (encontrada no vetor  e 

no sangue e espaço intercelular do hospedeiro vertebrado) e amast igota  

(encontrada no interior de células do hospedeiro vertebrado) definidas com 

base na forma geral  da célula (esférica,  pir iforme, alongada),  na posição 

relat iva entre o núcleo e o cinetoplasto (anterior,  lateral  e posterior) e na 

maneira da saída do flagelo da bolsa f lagelar (central  ou lateral)  (SOUZA, 

1999).  

 

 
Figura 3 – Ciclo evolutivo do Trypanossoma cruzi .  

Fonte:  http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm

 

O ciclo biológico do T. cruzi  no hospedeiro invertebrado inicia-se quando 

o sangue de animais infectados é ingerido durante o respasto sanguíneo. Ao 

chegar ao estômago, a forma t r ipomast igota  transforma-se gradualmente em 

formas arredondadas,  algumas com um longo flagelo colado ao corpo e outras 

com um curto f lagelo, chamadas de es f eromast igotas  e epimast igotas 
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respectivamente.  Em seguida, os parasitas migram para o intest ino, onde se 

mult ipl icam como formas epimast igotas,  o que pode ser observado cerca de 25 

horas após o repasto sanguíneo. Posteriormente migram para a parte mais 

posterior,  at ingindo o reto, e transformam-se em t r ipomast igotas metacícl icos,  

que são el iminados junto com as fezes e urina do tr iatomíneo (SOUZA, 1999).  

 

 A infecção pelo T. cruzi  no hospedeiro vertebrado inicia-se quando os 

parasitas el iminados pelo inseto na forma t r ipomast igota  metacícl ico, são 

inoculados na pele ou mucosas do vertebrado. A maneira mais comum é a 

vetorial ,  através da picada do barbeiro, que, durante o processo de ingestão 

do sangue, deposita suas fezes próximas ao local da picada (SOUZA, 1999).  

 

 O parasita tem acesso faci l i tado ao interior do organismo pelo toque das 

mãos, já que a picada causa irr itação local .  Se a picada for próxima dos olhos 

ou da boca o parasita pode penetrar diretamente pelas mucosas.  Uma vez 

dentro do organismo, os t r ipomast igotas  entram em variedade de células,  dentro 

das quais se transforma em amast igotas .  Nesse estágio, os parasitas  

reproduzem-se por f issão binária.  (BRENER e CANÇADO, 1979; DIAS, 1990; 

SOUZA, 1999 ) .  

 

O hospedeiro apresenta hipersensibi l idade no local de entrada como 

resultado de intensa destruição celular local .  Nesse ponto, alguns amast igotas ,  

com a morte celular transformam-se em t r ipomast igotas ,  que são l iberados nos 

vasos periféricos e estarão aptos para infectar novas células em outros pontos 

do organismo, como músculo e tecido nervoso, de forma que a transformação 

de amast igotas  para t r ipomast igotas  possa ocorrer em outros pontos do 

organismo e o ciclo de infecção continua (BRENER e CANÇADO, 1979; 

DIAS, 1990; SOUZA, 1999).   

 

Com a picada do hospedeiro vertebrado por um novo barbeiro, as formas 

t r ipomast igotas  sangüíneas,  ingeridas com o sangue do hospedeiro vertebrado, 

diferenciam-se em formas fusiformes denominadas epimast igotas .  Essas formas 
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desenvolvem-se basicamente nos 2/3 distais do tubo digestivo do inseto. Na 

porção terminal ,  diferenciam-se novamente em t r ipomast igotas .  Estes,  também 

denominados metacícl icos,  são as formas mais infectantes do T. cruzi ,  prontas 

a contaminar novo hospedeiro vertebrado por meio da excretas do barbeiro, 

bem como a se estabelecer em reservatórios naturais (BRENER e CANÇADO, 

1979; DIAS, 1990).  

 

1.2. Transmissão e controle da doença de Chagas 

 

De modo geral ,  a maioria dos casos agudos registrados no Brasi l  

dependeu de transmissão pelo tr iatomíneo vetor,  basicamente correspondendo 

a quadros cl ínicos sintomáticos de indivíduos de baixa idade.  Como elemento 

comum, o âmbito da ocorrência é o rural ,  envolvendo populações pobres e 

casas de má qual idade (DIAS e COURA, 1997) .  

 

Via de regra,  nos casos de transmissão vetorial ,  o período de maior 

incidência de doença de Chagas vai de setembro a março para o Brasi l  e a 

Argentina,  época mais quente e de maior umidade, fatores estes que 

favorecem maior at ividade biológica dos tr iatomíneos domici l iados.  

(LARANJA e t  a l . ,  1956; DIAS, 1990; STORINO e t  a l . ,  1994; DIAS & COURA, 

1997) .  

 

A transmissão transfusional da doença foi drast icamente reduzida no 

Brasi l  desde o f inal  dos anos 80, do século passado, mercê de r igorosa e 

sustentada polít ica nacional de sangue e hemo-derivados, que obriga a seleção 

pré-transfusional de doadores em todo o país .  Por sua vez, a transmissão 

congênita tem sido de reduzida incidência no Brasi l  (est imada em menos de 

1,0% de risco de ocorrência entre gestantes chagásicas) ,  redução esta cada vez 

mais acentuada a part ir  do controle vetorial  que tem feito diminuir as taxas de 

prevalência da infecção entre as novas gerações de mulheres férteis (DIAS e 

COURA, 1997).  
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 Outras formas de transmissão da doença de Chagas humana são a via 

oral ,  por acidente de laboratório e por transplantes de órgãos a part ir  de 

doadores chagásicos (STORINO e t .  a l . ,  1994; DIAS e COURA, 1997).   

 

A contaminação de al imentos por vetores si lvestres e reservatórios 

vertebrados de t rypanossoma cruzi  é um importante fator para a transmissão 

digestiva da doença de chagas.  A transmissão oral  no Brasi l  está especialmente 

associada com contaminação através de suco de frutas e verduras 

(CAMANDAROBA e t .  a l . ,  2002).  

  

Em 1968, 17 membros de uma comunidade agrícola de Teotônia (RS),  

contaminaram-se através de verduras consumidas no refeitório da 

comunidade, essas adoeceram no mesmo dia com o quadro cl ínico de 

miocardite aguda (6 vieram a falecer – com uma virulência inexplicável) .   

Provavelmente,  marsupiais (reservatórios do protozoário) contaminaram as 

hortas com secreções provenientes de suas "glândulas anais" (RACHEL, 

2005).  

 

 Em 1986, em Catolé do Rocha (PB) pessoas adoeceram 7 a 22 dias após 

terem participado das fest ividades em uma fazenda, tendo todos bebido o 

caldo de cana moído no local ;  um deles faleceu de insuficiência cardíaca 

congestiva.  Neste caso, f icou comprovado que a máquina de moer cana estava 

infestada de barbeiros (RACHEL, 2005).   

 

No surto noticiado em 30 de março do ano de 2005 pelo Serviço de 

Epidemiologia da Secretaria Estadual de Saúde, confirmado pelo Instituto 

Evandro Chagas,  de Belém (PA), 26 moradores da região de Igarapé da 

Fortaleza adoeceram da moléstia de Chagas aguda, após a ingestão de suco de 

açaí contaminado. Outro relato recente de transmissão oral  de T. cruzi  ocorreu 

em março de 2005, em Santa Catarina,  através de caldo de cana contaminado 

com T. cruzi ,  ocasionando a morte de 6 pessoas e internação  de dezenas,  com 
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o diagnóstico confirmado de doença de Chagas aguda (MARQUES, 2005; 

RACHEL, 2005) 

Embora a transmissão vetorial  da doença de Chagas pelo vetor domici l iar 

(Triatoma infes tans)  esteja controlada com sucesso no Brasi l ,  outras formas de 

contaminação como a transmissão por via oral  pode representar um perigo 

para o controle da doença no País.   

 

1.3. Manifestações clínicas e patologia da doença de Chagas   

 

Três fases dist intas podem ser observadas ao longo da doença de Chagas:  

a fase aguda, indeterminada e crônica.    

 

Via de regra,  a doença de Chagas se apresenta ol igossintomática,  

sabendo-se que, em área endêmica, a imensa maioria dos casos agudos passam 

desapercebidos. A cl ínica do paciente agudo tem caráter pleomórfico, sendo 

mais aparentes,  severos e f loridos os casos de menor idade, especialmente 

abaixo dos dois anos. Praticamente em todos os casos descritos na l i teratura,  

aparentes ou inaparentes foram detectados quadros febris prolongados (até 

três ou quatro semanas) (RASSI e t  a l . ,  2000; AMATO e t  a l . ,  1997).  

 

Nos casos de transmissão vetorial  podem aparecer os chamativos sinais 

de porta de entrada, ou chagomas de inoculação, sendo o mais indicativo deles 

o “complexo oftalmo\ganglionar”,  conhecido como “sinal de Romaña” 

(Figura 4) .  Embora altamente chamativo e presente na maioria dos casos 

descritos,  o “sinal de Romaña” não aparece em mais do que 10% dos casos 

agudos ocorridos (LARANJA e t  a l . ,  1956; AMATO e t  a l . ,  1997).  

 

Outros “chagomas de inoculação” podem aparecer nos membros, tronco 

e face,  geralmente correspondendo a uma lesão furunculóide levemente 

elevada, não supurativa,  de diâmetro variado (alguns centímetros) ,  hiperêmica 

e/ou hipercrômica,  que se mostra descamativa após duas ou três semanas. 

(LARANJA e t  a l . ,  1956;  AMATO e t  a l . ,  1997)  
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Figura 4   – Paciente com sinal de Romaña (chagoma de inoculação)   

Fonte:  www.cib.uaem.mx/agebiol/pr03.htm 

 

Após a fase aguda da doença, que dura entre 1 e 12 meses,  o paciente 

pode evoluir para uma fase indeterminada ou para a fase crônica.  O 

prognóstico para pacientes na fase indeterminada é mais favorável do que para 

pacientes que entram diretamente na fase crônica,  uma vez que estes não 

apresentam nenhum dos sintomas característ icos da doença, podendo 

inclusive nunca vir a manifestá-los (WENDEL e t .  a l . ,  1992).  

 

Aproximadamente um terço dos casos agudos evolui para a fase crônica,  

de baixa parasitemia,  afebri l ,  duradoura pelo resto da vida do paciente,  

representada por diversas formas cl ínicas,  que afetam um ou mais órgãos de 

maneira irreversível ,  sendo as alterações cardíacas as principais observadas.  A 

cardiopatia crônica e o freqüente aparecimento dos “megas” principalmente 

megaesôfago e megacólon, representam formas cl ínicas muito importantes e 

de considerável gravidade (SZAJNAM, 2000).   

 

Na forma cardíaca os sintomas mais característ icos são a arritmia,  a 

insuficiência cardíaca e o trombo-embolismo. Nas manifestações digest ivas,  

ocorre comprometimento das funções do órgão afetado. Na forma digestiva 

do megaesôfago, observam-se alterações na moti l idade e diâmetro do esôfago. 

Outros sintomas também de megaesôfago são: dores epigástr icas,  regurgitação 

e hipertrofia das glândulas sal ivares.  No megacólon a principal característ ica é 

                                                                    Mara Fi lomena Ferre ira de Melo 



Revisão Bibl iográf i ca 11

obstipação do órgão, que pode durar por semanas.  Entretanto, o movimento 

do colón pode ser normal em alguns casos da doença (WENDEL e t  a l . ,  1992).  

 

2. TRATAMENTO DA DOENÇA DE CHAGAS 

 

O tratamento da doença de Chagas continua sendo um desafio.  

Atualmente,  apenas dois fármacos nitroheterocícl icos são usados, o 

benznidazol e nifurt imox (Figura 5) ,  sendo que no Brasi l  só está disponível o 

benznidazol (CROFT, 1999).  
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Figura 5 - Tripanomicidas em uso. 

 

São poucos os estudos controlados sobre a terapêutica específ ica da 

doença de Chagas crônica,  part icularmente em áreas de campo, onde o 

acompanhamento dos pacientes torna-se mais dif íci l ,  por falta de condições 

laboratoriais e de profissionais capacitados para fazê-lo adequadamente 

Alguns estudos sobre a tolerância e eficácia do nifurt imox e do benznidazol 

em pacientes nas fases aguda e crônica da doença de Chagas no Brasi l  e em 

outros países do nosso continente foram feitos,  mostrando importantes 

efeitos colaterais com os dois fármacos e indícios de cura parasitológica em 

torno de 60% dos casos agudos, porém pouco expressivos nos casos crônicos 

(COURA e t  a l ,  1997).  
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Estudos longitudionais em áreas endêmicas têm demonstrado que 

anualmente 2% dos pacientes na fase indeterminada evoluem para alguma 

forma cl ínica e 0,3% para megaesôfago, sugerindo dúvidas se o tratamento da 

fase indeterminada é capaz de interferir  na evolução da doença (CASTRO e t .  

a l . ,  1994) 

 

Si lveira e col .  (2000) verif icou em um estudo que 33,3 % dos pacientes 

aval iados que foram tratados com nifurt imox e benznidazol,  sendo esses 

crianças,  evoluíram para alguma forma cl ínica da doença, verif icando que o 

tratamento não impediu a progressão da doença de Chagas.           

 

Um estudo mais recente de Cançado (2002),  aval iou 21 pacientes agudos 

e 113 crônicos,  tratados apenas com benznidazol e acompanhados por longo 

tempo, verif icando a cura em 76% dos pacientes agudos e de apenas 8% dos 

crônicos.  

Um estudo longitudinal publicado por  Streiger e col .  (2004) aval iou 

cl inicoepidemiologicamente 95 crianças chagásicas crônicas em idades entre 1 

e 14 anos moradoras de Santa Fé, Argentina.  Os resultados sorológicos 

indicam que das 49 crianças tratadas com nifurt imox ou benznidazol 29 

(59,2%) mostraram a negativação da sorologia,  14 (28,6%) permaneceram 

posit ivas (com 2 ou mais reações com titulação de 1/32 ou superior) ,  e 6 

(12,2%) apresentaram títulos sorológicos discordantes.  

Para o desenvolvimento de fármacos mais selet ivos,  eficazes e com 

menor toxicidade é cada vez mais importante a seleção do alvo terapêutico, o 

que permite uma busca racional por agentes que provoquem a resposta 

desejada específ ica para o controle da doença. O maior foco para descoberta 

de novos fármacos antichagásicos durante as duas últ imas décadas tem sido a 

identif icação e caracterização bioquímica e molecular dos alvos (CROFT, 

1999).   
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Vários processos bioquímicos têm sido apontados como alvos 

terapêuticos potenciais ,  entre eles:  a enzima  t r ipanot iona redutase  (TR). A TR é 

uma flavoenzima responsável pela proteção contra radicais l ivres de 

tr ipanossomas, a enzima ocorre exclusivamente em tripanomatides com falta 

de glutat iona redutase (GR, enzima anti-oxidante equivalente em humanos) 

(AGUIRRE e t  a l . ,  2004).    

 

Muitos autores indicaram a TR como um dos mais promissores alvos para 

o desenvolvimento de novos fármacos tr ipanomicidas.  Os nitrofuranos atuam 

como substratos da TR e são também efetivos inibidores enzimáticos da 

redução do tr ipanotiona dissulfeto (substrato f is iológico da enzima) 

(AGUIRRE e t  a l . . ,  2004).   

 

O tr ipanotiona dit iol  [bis(glutat iona)spermidina – T(SH2) é doador de 

equivalentes redutores para a síntese de precursores de DNA, a homeostasia 

do ascorbato, a destoxif icação de peróxidos de hidrogênio, e o seqüestro de 

conjugados de t iol .  A redução do substrato tr ipanotiona dissulfeto, 

representada na figura 6,  é crucial  para a manutenção do ambiente 

intracelular do T. Cruzi (KRAUTH-SIEGEL e INHOFT, 2003).   

 

 
 

Figura 6 – Redução de tr ipanotiona dissulfeto para dit iol  tr ipanotiona 

pela enzima tr ipanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL e INHOFT, 2003) 
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3. COMPOSTOS NITROFURÂNICOS 

 

Entre os primeiros compostos testados para o tratamento da Doença de 

Chagas,  a part ir  da sua descoberta em 1909, podemos citar o arsênico, fucsina,   

antimônio tartarato de potássio e o cloreto de mercúrio,  empregados 

experimentalmente sem resultados efetivos.  Até a publicação do “Manual de 

Doenças Tropicais e Infecciosas” por Carlos Chagas e Evandro Chagas (1935) 

não havia nenhum tratamento específ ico para tr ipanossomíase americana 

(COURA e CASTRO, 2002).  

 

Há relatos do uso dos nitrofuranos na terapia anteriormente à 

Packchanian, mas em 1952 foi ele quem abriu uma nova e promissora l inha de 

pesquisa com os nitrofuranos como fármacos potenciais para Doença de 

Chagas,  que levou ao nitrofural  (5-nitro-2-furaldeído-semicarbazona) em 

especial  (figura 7  )  (COURA e CASTRO, 2002).  

    

 
OO2N

N
NH NH2

O  
 

Figura 7 – Estrutura do nitrofural  (nitrofurazona).  

 

 Brener (1961) real izou testes in v ivo ,  ratos infectados com T. cruzi   foram 

tratados com nitrofural   por via oral  durante 53 dias na dose de 100 mg/kg,  

observando a cura de 95.4% dos animais.  

 

 Ferreira (1961, 1962) e Ferreira e col .  (1963) trataram os primeiros dez 

casos de Chagas agudos com nitrofural ,  obtendo resultados cl ínicos bons, com 

poucos efeitos colaterais ,  mas os xenodiagnósticos f icaram posit ivos em 50% 

dos casos ao término do tratamento. Coura e col .  (1961, 1962) trataram 14 

casos crônicos com o composto por um longo prazo, observando nos 

primeiros quatro pacientes que receberam doses progressivas de 10 a 30 g/kg 
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diariamente efeitos colaterais importantes que conduziram a suspensão do 

tratamento devido a polineuropatia severa que iniciou-se à terceira semana de 

administração do nitrofural .  Com redução da dose para 10 mg/kg diariamente 

e associação com complexo B, via parenteral ,  cinco pacientes toleraram o 

tratamento durante 60 dias,  apesar dos efeitos colaterais (anorexia,  perda de 

peso, parestesia,  e polineuropatia) .  

 

No mesmo estudo outro paciente foi tratado com 20 mg/kg dia e 

apresentou manifestações de parestesia ao 53º dia de tratamento, evoluindo a 

polineuropatia severa.  Dos pacientes submetidos ao tratamento à longo prazo, 

33,3 % foram considerados curados, baseado em xenodiagnóstico e sorologia 

(f ixação de complemento) negativo.  

 

Cançado e col .  (1964) também submeteram ao tratamento cinco pacientes 

crônicos com 10mg/kg dia durante 10 a 34 dias,  quando o tratamento teve que 

ser suspendido devido a polineurotite que acometeu todos os pacientes 

tratados. 

 

Os nitrofuranos apresentam na sua molécula um grupo nitro, alguns 

trabalhos afirmam que a redução desse grupo é pré-requisito para a at ividade 

biológica destes compostos (EDWARDS, 1993; KEDDERIS e MIWA, 1988).  

A completa redução envolve a adição de 6 eletróns para formar a amina via o 

intermediário nitroso (2e-)  e hidroxilamínico (4e-) ,  entretanto alguns fármacos 

não procedem além da formação da hidroxilamina (TOCHER, 1997),  

conforme observado na figura 8 .  
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Figura 8  – Ativação por redução de compostos Nitroaromaticos 

(TOCHER, 1997).  

 
O alvo destes compostos é o DNA, a redução dos mesmos causa quebra e 

desestabil ização da hel ix (EDWARDS, 1993).  O grau do dano é relacionado 

com a composição da f ita,  e é aumentado com a presença de Adenina + 

Timina no DNA (TOCHER, 1997).   

 

A identif icação do agente causador do dano não está bem elucidada, já 

que os produtos f inais da redução desses compostos são inativos,  mas a 

redução dos mesmos na presença do DNA resulta em dano, sugerindo que 

esse é causado pelos pequenos intermediários formados pela adição de ao 

menos 4 elétrons (TOCHER, 1997).  

  

Vários nitrocompostos incluindo a nitrofurazona, e outros como a 

furazolidolina,  nitrofurantoína e o metronidazol tem sido uti l izados com 

fármacos antimicrobianos de uso veterinário (HIRAKU  e t  a l . ,  2004).   

 

O fato de estes compostos terem sido uti l izados largamente em animais 

para consumo humano, nos últ imos anos, levou diferentes comitês 

internacionalmente reconhecidos, como o IARC (International Agency for 

Research on Cancer) ,  a JEFCA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food 
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Additives) e o SCAN (Scientif ic Committee on Animal Nutrit ion) a real izar 

aval iações à cerca dos r iscos oferecidos pelos compostos nitrofurânicos  

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2003). 

 
 O nitrofural  foi  aval iado pelo JEFCA (Joint Expert Commitee on Food 

Addit ives) e existem poucos dados em relação à sua farmacocinética,  mas 

sabe-se que é bem absorvido em ratos e bovinos.  

 

O nitrofural  revelou induzir tumores (f ibroadenomas mamários,  tumores 

ovarianos) em ensaios de carcinogenicidade real izados em ratos e 

camundongos. A maioria dos ensaios de mutagenicidade real izados in v i t ro 

deram resultados posit ivos,  mas os ensaios de mutagenicidade real izados in 

v ivo  são, na sua maioria,  negativos (WHO, 1993).  

 

 Ensaios real izados sugerem que o nitrofural  não é teratogênico, mas 

provoca efeitos embriofetotóxicos em doses maternotóxicas em coelhos e 

camundongos. Deste modo a Comissão considerou, com base nos resultados 

dos ensaios em animais e nos estudos de genotoxicidade que se trata de um 

cancerígeno secundário,  ou seja,  não genotóxico, exercendo os seus efeitos em 

órgãos de resposta endócrina,  através de um mecanismo não esclarecido 

(WHO, 1993).  

 

 Uma variedade de nitrocompostos são enzimaticamente reduzidos nos 

sistemas biológicos.  Como já foi citado o nitrofural ,  como outros nitro 

compostos,  causam dano ao DNA através da sua redução. Entretanto a 

geração de metabólitos deste nitrofurano pode estar relacionada ao processo 

de carcinogênese, através do dano ao DNA (HIRAKU, 2004).   

 

Adicionalmente,  a at ividade estrogênica do nitrofural  pode contribuir 

para a carcinogênese, sabendo que o estrogênio causa câncer em órgãos 

reprodutivos de fêmeas,  tais como mamas e útero (HIRAKU, 2004).  
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 É relatado que os metabólitos do estrogênio induzem ao dano oxidativo 

do DNA, considerando que o estrogênio causa prol iferação celular por si  

próprio.  O nitrofural  possui dois mecanismos dist intos que contribuem para 

carcinogênese: o dano ao DNA causado pelos metabólitos gerados  e aumento 

da prol iferação celular (HIRAKU, 2004),  esses mecanismos estão i lustrados na 

figura 9 .  

 

 
Figura 9  -  Mecanismo proposto de dano ao DNA e indução de 

carcinogênese pelo nitrofural  (HIRAKU, 2004).   

 

Alguns estudos em relação aos efeitos do nitrofural  em enzimas e outros 

parâmetros bioquímicos foram real izados. Um estudo em gal inhas demonstrou 

que o fármaco em doses de 10 e 20 mg/Kg/dia (via oral)  administradas por 7 

dias induz a deficiência de t iamina (ALI, 1983).  Como outros nitrofuranos, o 

nitrofural  pode afetar o sistema endócrino.  Estudos com perus demonstram 

que o nitrofural  diminui os níveis do hormônio luteinizante e prolactina no 

plasma (ALI e t  a l . ,  1988).       

  

Alguns estudos de toxicidade aguda com o nitrofural  foram real izados e 

os valores da DL5 0 são apresentados na tabela 1 .  Os sinais de toxicidade 

observados incluem a pi loereção, hipersensibi l idade, tremores,  redução da 
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atividade, fraqueza, convulsão e colapso respiratório (KRANTS e EVANS 

1945; ANDERSON, 1983).   

Tabela 1  – Toxicidade aguda do nitrofural .  

Espécie/Linhagem Sexo Via DL50(mg/Kg) Referência 

Rato * M Oral 590 Krantz e Evans, 

1945 

Rato (Donryu) M&F Oral 590 Miyal i ,  1971 

Rato (Wistar) M Oral 800 Anderson, 1983 

Camundongo *  * Oral 380 Krantz e Evans, 

1945 

Camundongo(ICR 

JcL) 

M&F Oral 590 Miyal i ,  1971 

Camundongo * * i .p.  300 Smith e t  a l . ,  1963 

* não re latado .   

 

Num estudo de toxicidade à curto prazo com camundongos B6C3F1 5 

machos e 5  fêmeas foram tratados com  dietas contendo  94.5,  188, 375, 750 

e 1500 mg/kg/dia durante 14 dias.   Houve 100% de mortal idade nos 

camundongos que receberam os três níveis mais altos de dose, a maioria dos 

animais perderam peso e em todas os grupos tratados os animais apresentaram 

piloereção e ataques convulsivos (NTP, 1988).   

 

Outro estudo com 10 camundongos B6C3F1  machos e 10 fêmeas tratados 

com dietas contendo 10, 23, 47, 93 e 188 mg/kg/dia durante 13 semanas foi 

real izado, observando-se alta mortal idade na dose de 188mg/Kg (6/10 machos 
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e 9/10 fêmeas).  Nas doses de 93 e 188mg/Kg foi observado um aumento 

relat ivo no fígado dos animais,  hiperexcitabi l idade e ataques convulsivos e os 

machos destes grupos t iveram uma incidência muito alta (80-90%) de 

hipoplasia test icular (NTP, 1988).    

 
 
Um estudo real izado em grupos de 10 ratos F344/N machos e fêmeas,  

tratados com dietas 63, 125, 250, 500 e 1000 mg/kg/dia por 14 dias,  

demonstrou 100% de mortal idade nos grupos que receberam 500 e 1000 

mg/kg. Sinais de toxicidade incluíram letargia e pi loereção. Ataques 

apoplético aconteceram em animais que receberam doses a part ir  de 

250mg/kg. Outros estudos real izados em ratos demonstraram perda de peso, 

aumento relat ivo do peso do fígado e moderada degeneração do tubo 

seminífero (NTP, 1988).   
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4. DESENVOLVIMENTO E INTRODUÇÃO NOVOS FÁRMACOS   

 

Ainda hoje,  fármacos (alguns muito potentes) com propriedades f ís ico-

químicas,  organolépticas,  farmacocinéticas,  farmacológicas e toxicológicas 

indesejáveis ,  que se caracterizam como barreiras para sua apl icação cl ínica 

estão fora do mercado farmacêutico (HAN e AMIDON, 2000).  

 

 No que se refere à introdução de novos fármacos, os processos de 

modificação molecular (BUNDGAARD, 1985; KOROLKOVAS, 1988; WOLF, 

1995; FRIIS e BUNDGAARD, 1996) são os mais promissores e vem obtendo 

bons resultados na descoberta de novos fármacos. Estes métodos consistem 

em se part ir  de uma substância química com atividade biológica reconhecida, 

denominada de protótipo, e s intetizar e testar seus congêneres,  homólogos e 

análogos estruturais .  Desta forma, por meio de modificações moleculares,  

buscam-se princípios at ivos mais potentes,  com menos efeitos colaterais ,  com 

maior especif icidade ou com melhores propriedades farmacocinéticas e 

organolépticas (WERMUTH, 1996; KOROLKOVAS, 2002).  

 

Entre os processos de modificação molecular merece destaque a 

latenciação. A latenciação de fármacos foi proposta,  em 1959, por Harper,  e 

consiste,  basicamente,  na transformação do fármaco em forma de transporte 

inativo, que, in v ivo ,  mediante reação química ou enzimática,  l ibera a porção 

ativa no local de ação ou próximo. Umas das formas latentes obtidas mediante 

este processo denomina-se pró-fármaco (BUNDGAARD, 1991; CHUNG e t  a l . ,  

2005).  

 

O objetivo no desenvolvimento de pró-fármacos consiste,  de uma 

maneira geral ,  em melhorar diversas propriedades indesejáveis do fármaco 

protótipo sem alterar,  no entanto, a at ividade biológica do mesmo. A 

latenciação é um método capaz de introduzir na terapêutica compostos que 

apresentam inúmeros problemas tanto farmacotécnicos quanto 

farmacocinéticos.  Várias substâncias at ivas “blockbusters”,  isto é,  campeões 
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em vendas no mercado mundial ,  são pró-fármacos, demonstrando a 

importância desta estratégia no planejamento de fármacos (CHUNG e t  a l . ,  

2005).  

 

  Diversas barreiras podem prejudicar a at ividade de um fármaco e 

conseqüentemente,  os pró-fármacos podem ser desenvolvidos para superar 

problemas relacionados com as fases farmacêuticas,  farmacocinética e até 

mesmo famacodinâmica do fármaco protótipo (figura 10)  (TESTA, 1995).  No 

caso da fase farmacodinâmica o problema mais freqüente é a toxicidade. 
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 Nesta l inha, o Lapdesf (Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de 

Fármacos-UNESP) vem real izando pesquisas conjuntamente com Laboratório 

de Planejamento e Síntese de Quimioterápicos Potencialmente Ativos em 

Endemias Tropicais ,  da FCF-USP-SP, no sentido de desenvolver fármacos 

potencialmente at ivos em doenças tropicais ,  ut i l izando principalmente a 

estratégia de modificação molecular,  LATENCIAÇÃO. 

  

Chung (1996) sintetizou uma série de pró-fármacos recíprocos selet ivos 

de nitrofural  e primaquina, tendo como grupos espaçantes aminoácidos e 

dipeptídios.  Todos os derivados sintet izados mostraram-se at ivos em culturas 

de células infectadas com T. cruzi .  

 

  Como intermediário da síntese de base de Mannich entre o nitrofural  e 

o dipeptídeo de primaquina obteve-se o derivado hidroximeti lado do 

nitrofural ,  o qual foi testado e se mostrou o mais at ivo de todos os derivados 

sintetizados tanto em forma amast igotas  quanto em t r ipomast igotas  no ensaio in 

v i t ro  com células infectadas com T. cruzi .   

 

Chung e col .  (2003) demonstraram que a at ividade do NFOH é maior 

tanto nas formas t r ipomast igota  e amast igota ,  comparando com o benznidazol.  A 

figura 11  demonstra a at ividade em formas amast igotas ,  o benznidazol 

apresentou atividade l igeiramente menor (81,1%) que o observado com o 

nitrofural  e o seu derivado:  97.2,  99.6,  e 100% para 5,  10 µM NF e 5 µM 

NFOH, respectivamente.  O ensaio com as formas  t r ipomast igotas  está i lustrado 

na figura 12 ,  no qual o derivado NFOH na concentração de 5 µM apresentou 

atividade  s imilar ao NF no dobro da concentração (10 µM).  
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Figura 11  -  Efeito de  5 µM NF, 10 µM NF, 5 µM NFOH e 10 µM Bz 

(benznidazol) em porcentagem de amast igotas   em 6, 7,  8,  12,  14 e 15 dias 

depois da infecção das células com formas amast igotas de T. cruzi .   

Controle:  100% t r ipomast igotas 

Fonte:  CHUNG  e t  a l . ,  2003 

 

 

 

 
Figura 12  -  Efeito de  5 µM NF, 10 µM NF, 5 µM NFOH e 10 µM Bz 

(benznidazol) em porcentagem de t r ipomast igotas  em 6, 7,  8,  12,  14 e 15 dias 

depois da infecção das células com formas t r ipomast igotas de T. cruzi .   

Controle:  100% t r ipomast igotas .  

Fonte:  CHUNG e t  a l . ,  2003 
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Sabendo-se que os compostos nitrofurânicos são potenciais agentes 

mutagênicos devido ao grupo nitro presente na molécula,  como o nifurt imox, 

derivado nitrofurânico com atividade antichagásica,  GUIDO e colaboradores  

(2000) aval iou a mutagenicidade do NFOH, comparando-o com a molécula 

matriz,  nitrofural ,  empregando ensaios de indução de mutações gênicas 

reversas (Teste de Ames) nas l inhagens TA102 e TA98 de Salmonel la 

typhimurium  na ausência e presença da fração S9 de f ígado de rato.   

 

As figuras 13 e  14  apresentam os resultados deste estudo, os quais 

mostram que para as mesmas concentrações uti l izadas,  o número de 

revertentes do pró-fármaco esteve sempre abaixo, quando comparado ao 

número de revertentes obtidos nos ensaios com o composto matriz NF, em 

ambas as l inhagens uti l izadas.  Os resultados indicaram que a latenciação do 

nitrofural  em NFOH foi capaz de diminuir a at ividade mutagênica em 

aproximadamente 4 vezes,  nos ensaios com e sem ativação metabólica,  em 

ambas l inhagens testadas.   
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Figura 13  – Atividade mutagênica (S. Typhimurium  cepa TA98) do 

hidroximeti lnitrofural  em comparacão ao nitrofural  em ensaios com e sem 

ativação metabólica (S9) (GUIDO e t  a l . ,  2000).  
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Figura 14  – Atividade mutagênica (S. Typhimurium  TA102)  do 

hidroximeti lnitrofural  em comparação ao nitrofural  em ensaios com e sem 

ativação metabólica (S9) (GUIDO e t  a l . ,  2000).  
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Sabendo-se da at ividade do nitrofural  frente ao T. cruzi  descrita há 

tempos, e dos resultados favoráveis de atividade biológica e de baixa at ividade 

mutagênica do derivado NFOH, fica clara a necessidade da continuidade dos 

estudos com o derivado, entre eles,  principalmente,  os testes de toxicidade.     

 

A grande quantidade de novos produtos gerados pelos centros de 

pesquisa de Universidades e empresas enfrenta um sério obstáculo para o uso 

em humanos: a necessidade de testes r igorosos de efeitos tóxicos in v ivo .  A 

pesquisa por um novo fármaco ativo na doença de Chagas é intensa,  novos 

alvos terapêuticos são descobertos e novas moléculas específ icas são 

sintetizadas a todo o momento, mas o estudo é interrompido nesta fase por 

falta de recursos das Universidades e das empresas privadas.   

 

Normalmente,  os ensaios de toxicidade requeridos para novos produtos 

referem-se àqueles de médio e longo prazos,  sendo eles,  toxicidade aguda 

(dose simples e repetidas) ,  toxicidade subcrônica e crônica,  efeitos sobre a 

reprodução, toxicidade genética e toxicocinética (BRIT0, 2004).     

 

A toxicidade aguda é o efeito adverso que se produz dentro de um curto 

período de tempo e que resulta da administração de uma dose única ou de 

varias doses de uma substância em um período de 24 horas.  Esse estudo, em 

dose simples é uma aval iação e prel iminar das propriedades tóxicas de uma 

substância.  Serve de base ainda para o estabelecimento de um regime de doses 

para as pesquisas sobre toxicidade subcrônica,  crônica e com doses repetidas,  

alem de permitir  o cálculo da dose letal  mediana (DL5 0)  (BRITO, 1994).   

 

O teste da dose letal  média foi desenvolvido em 1927 (ZBIDEN e FLUY-

HOVERSI, 1981) para a padronização biológica de substâncias tóxicas.  Desde 

então foi incorporado ao protocolo de rotina toxicológica de outros 

compostos químicos clássicos,  sendo atualmente usado nos modelos 

governamentais ,  os quais regulam os testes toxicológicos de substâncias 

químicas.  
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O teste de toxicidade aguda com doses repetidas é uma aval iação prel iminar 

das propriedades tóxicas de uma substância,  fornecendo informações acerca 

dos r iscos para a saúde, resultantes de uma exposição de doses repetidas,  pela 

via selecionada, mas de curta duração (14 a 28 dias) .  Esse estudo serve de 

base para o estabelecimento de um regime de doses para as pesquisas de 

toxicidade subcrônica e outros estudos (BRITO, 1994).      

 

Depois de real izado o teste de doses repetidas,  com os dados obtidos 

parte-se para um teste mais longo, de 30 a 60 dias,  o teste de toxicidade 

subcrônica.  Esse teste fornece informações adicionais sobre órgão-alvo e 

sobre efeitos cumulativos,  também servindo de base para testes mais longos e 

outros testes (BRITO, 1994).      
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IV. MATERIAS E MÉTODOS 

 

1. OBTENÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DO NFOH 

 

1.1.  Reagentes e Solventes 

 

9 nitrofural  (Henrifarma) 

9 formaldeído P.A (Synth) 

9 carbonato de potássio P.A (Mall inckrodt) 

9 metanol  P.A (Synth)   

9 dimeti lsufóxido P.A.(Vetec) 

9 água desti lada 

 

1.2. Equipamentos 

  

9 aparelho de ponto de fusão Stuart Scientif ic-SMP3. 

9 desti lador de água por membrana de osmose, modêlo Q-342 da 

Quimis.  

9 espectrofotômetro de IV Shimadzu FTRI-8300.  

9 espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (400MHz). 

9 Sonicador Ultrasonic Cleaner UNIQUE 

 

  1.3. Método de obtenção do pró-fármaco 

 

        Para a preparação do pró-fármaco proposto NFOH, reagiu-se o NF 

com o formaldeído em meio básico (CHUNG, 1996),  como apresentado no 

esquema abaixo: 
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Preparação de hidroximetilnitrofural (II) 

 

OO2N
N

NH NH2

O

CH2O
K2CO3

OO2N
N

NH NH

O

OH

nitrofural hidroximetilnitrofural
(I) (II)

 

 

Reagiu-se 1,08 g de NF (I) com 18 mL de CH2O em presença de 0,7 g de 

K2CO3 e 10 ml de H2O mantendo o sistema à temperatura ambiente,  sob 

agitação durante 48 horas.  Após completar a reação, a suspensão foi f i l trada. 

O precipitado foi lavado várias vezes com água gelada.  

 

1.4. Métodos Analíticos de identificação dos compostos 

 

1.4.1.  Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

 Foram uti l izadas placas de sí l ica gel  G-60, com 0,25 mm de espessura,  e 

placas Alugram Nano-Si l  G/UV 254 da Merck para o acompanhamento das 

reações,  com os seguintes sistemas de eluentes (v/v/v):  CHCl3/MeOH/AcOH 

(95:5:3) ;  (85:10:5) ;  (70:20:10).  As placas cromatográficas foram reveladas e 

observadas com iodo e/ou radiação UV. 

 

1.4.2. Determinação da Faixa de Fusão 

 

A faixa de fusão experimental  do produto obtido foi determinada em 

aparelho para determinação de ponto de fusão capilar modelo SMP3 da Bibby 

Stuart Scientif ic ,  sem correção. 
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1.4.3. Espectrometria no Infravermelho (IV) 

 

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrômetro 

infravermelho FTIR-8300 da SHIMADZU Corporation, o qual uti l iza o 

método de transformada de Fourier com a amostra dispersa em KBr e as 

medidas foram feitas em cm- 1 .  

 

1.4.4. Espectrometria de RMN 1H e RMN 1 3C 

 

Os espectros de RMN 1H e 1 3C da nitrofural  e do pró-fármaco 

hidroximeti lnitrofural  foram obtidos no espectrômetro Bruker,  modelo DRX-

400, 9.4 T (400 MHz), uti l izando como solvente DMSO-d6,  do laboratório de 

RMN do Departamento de Química da Universidade Federal  de São Carlos.  

 

1.5. Determinação da solubilidade de NF e NFOH (de acordo com a 

4a .  Farmacopéia Brasi leira,  1988) 

 

Para determinação da solubil idade pesou-se 1 parte das amostras 

equivalente a 50 mg e testou-se a solubil idade no número de partes dos 

diferentes solventes (1 parte de solvente equivalente a 50 µL). As 

solubil idades aproximadas foram designadas por termos descrit ivos,  

apresentados a seguir :  

 

TERMO DESCRITIVO SOLVENTE 

Muito solúvel Menos de 1 parte 
Faci lmente solúvel De 1 a 10 partes 
Solúvel De 10 a 30 partes 
Ligeiramente solúvel De 30 a 100 partes 
Pouco solúvel De 100 a 1000 partes 
Muito pouco solúvel De 1000 a 10000 partes 
Praticamente insolúvel ou insolúvel Mais de 10000 partes 
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   2. TESTES TOXICOLÓGICOS 

O Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas -  

UNESP, Araraquara,  considera o protocolo para uso de animais neste projeto, 

estruturado dentro dos princípios ét icos na experimentação animal do Colégio 

Brasi leiro de Experimentação Animal – COBEA e de acordo com a Lei nº 

11.977, de 25 de Agosto de 2005 que inst itui  o Código de Proteção aos 

Animais do Estado de São Paulo concedendo PARECER FAVORÁVEL à sua 

execução, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR nº 31/2004 em anexo.   

Testes realizados 

 

• Toxicidade aguda (dose simples) em camundongos e ratos;  

• Toxicidade aguda (doses repetidas) ,  em camundongos; 

• Toxicidade subcrônica,  em camundongos; 

• Análises Bioquímica e Hematológica do sangue. 

 
 
2.1. Execução dos ensaios 

 

2.1.1.  Animais 

 

Foram uti l izados camundongos machos Swiss,  com peso médio em torno 

de 25 g e ratos machos Wistar com peso médio de 250 g,  provenientes do 

Biotério Central  da Universidade Estadual Paulista-Unesp. Os animais foram 

transferidos para o Biotério Experimental do Departamento de Fármacos e 

Medicamentos/Laboratório de Controle de Qualidade do Campus da Unesp de 

Araraquara onde foram mantidos em condições controladas de temperatura 

(23 ± 1º C),  umidade (55 ± 5%) e luz (ciclo claro/escuro 12h) e com al imento 

e água à vontade.  
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Os animais foram acl imatados às condições de laboratório cinco dias 

antes dos experimentos e divididos aleatoriamente nos vários grupos de 

tratamento.  

 
2.1.2. Preparo das soluções – Solventes utilizados 
 

  As soluções foram preparadas no momento dos ensaios,  os solventes 

uti l izados para cada teste estão apresentados abaixo: 

 

Testes Animal Via Solvente 

Camundongo v.o. DMSO 

Camundongo i.p.  DMSO/H2O 

Rato v.o. DMSO 

 

 

Toxicidade aguda 

Rato v.o. Goma arábica 

 

Toxicidade à médio prazo

 

Camundongo

 

v.o.

 

DMSO/H2O 
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2.2. Determinação da toxicidade aguda em camundongos e ratos 

(Dose simples – 14 dias) 

 

2.2.1.  Toxicidade aguda em camundongos 

 

Foram real izados testes uti l izando a via oral  (v.o.)  e a intraperitonial  

( i .p.)  com os dois compostos (NF e NFOH), exceto com NF por via oral .  O 

teste não pode ser real izado por problemas de solubil idade com o fármaco 

matriz.  Pela via intraperitonial  as doses testadas foram menores e foi possível  

a real ização do teste com o fármaco NF. Nos testes por via oral  as soluções 

foram administradas com auxíl io de uma sonda metál ica e por via 

intraperitonial  através de uma agulha 25x7.  

 

A concentração de DMSO foi obtida através de experimentos prévios 

resultando em 0% de mortal idade para o solvente.  Para o ensaio em 

camundongos v.o.  foi administrado o volume de 0,1 mL de NFOH 

solubil izados em DMSO/10g peso. Para os ensaios em camundongos i .p.  foi 

administrado o volume de 0,1 mL de NF ou NFOH solubil izados em 

DMSO:H2O (50:50),  v/v)10g de peso.  

 

No dia do ensaio farmacológico por via oral  ret irou-se a ração pela 

manhã, de forma que no momento da administração da amostra os animais 

estavam com seis horas de jejum. Após a administração os animais foram 

privados de al imentos e água por um período de três horas.  Os animais foram 

observados durante 14 dias,  registrando-se as observações obtidas neste 

período.  

 

Os grupos experimentais (10 animais por grupo) para determinação da 

DL5 0 em camundongos e seus respectivos tratamentos estão representados a 

seguir :  
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Ensaio 1  – Determinação da toxicidade aguda por via oral  do NFOH. 

 

_ Grupo I :  DMSO 0,1mL/10g; 

_ Grupo II :  NFOH 1000 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NFOH 1500 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 2000 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NFOH 2500 mg/Kg; 

_ Grupo VI :  NFOH 3000 mg/Kg; 

 

Ensaio 2  -  Determinação da toxicidade aguda por via intraperitonial  do 

NF.  

_ Grupo I :  DMSO/H2O 0,1 mL/10g;  

_ Grupo II :  NF 98 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NF 200 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NF 250 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NF 300 mg/Kg; 

_ Grupo VI :  NF 400 mg/Kg; 

 

Ensaio 3  -  Determinação da toxicidade aguda por via intraperitonial  do 

NFOH.  

 

_ Grupo I :  DMSO/H2O 0,1mL/10g;  

_ Grupo II :  NFOH 150 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NFOH 250 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 300 mg/Kg; 

_ Grupo V:   NFOH 400 mg/Kg; 

_ Grupo VI:  NFOH 600 mg/Kg; 
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2.2.2. Toxicidade aguda em ratos 

 

Foram real izados testes uti l izando a via oral  (v.o.) ,  nos quais as soluções 

foram administradas com auxíl io de uma sonda metál ica.  

 

Como já citado os testes foram real izados com dois solventes.  No ensaio 

com DMSO foi administrado o volume de 1 mL de NF e NFOH solubil izado 

no solvente/10g peso solução. No ensaio com goma foi administrado o 

volume de 1 mL de NF e NFOH suspenso em H2O/Goma Arábica 

(100:6,66)v/p)/10 g de peso.  

 

Na noite anterior ao dia do ensaio farmacológico ret irou-se a ração pela 

manhã, de forma que no momento da administração da amostra os animais 

estavam com doze horas de jejum. Após a administração os animais foram 

privados de al imentos e água por um período de três horas.  Os animais foram 

observados durante 14 dias,  registrando-se as observações obtidas neste 

período.  

 

Os grupos experimentais (10 animais por grupo) para a determinação da 

Dl5 0  em ratos e seus respectivos tratamentos estão representados a seguir :  

 

Ensaio 1  -  Determinação da toxicidade aguda por via oral  do NF em 

DMSO. 

 

_ Grupo I :  DMSO 1mL/100g; 

_ Grupo II :  NF 500 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NF 1000 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NF 1500 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NF 2000 mg/Kg; 

 
 
 

                                                                    Mara Fi lomena Ferre ira de Melo 



Mater iais  e  Métodos 37

Ensaio 2  – Determinação da toxicidade aguda por via oral  do NFOH em 

DMSO. 

 

_ Grupo I :  DMSO 1mL/100g; 

_ Grupo II :  NFOH 250 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NFOH 500 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 1000 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NFOH 1500 mg/Kg; 

_ Grupo VI :  NFOH 2000 mg/Kg; 

 

Ensaio 3  -  Determinação da toxicidade aguda por via oral  do NF em 

solução de goma arábica.  

 
_ Grupo I :  solução goma arábica 1 mL/100g 

_ Grupo II :  NF 250 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NF 400 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NF 500 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NF 1000 mg/Kg; 

_ Grupo VI :  NF 1500 mg/Kg;  

 

 

Ensaio 4  -  Determinação da toxicidade aguda do NFOH por via oral  em 

solução de goma arábica.  
 

_ Grupo I :  solução goma arábica 1 mL/100g 

_ Grupo II :  NFOH 500 mg/Kg; 

_ Grupo III :  NFOH 1000 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 1500 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NFOH 2000 mg/Kg;  
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2.3. Determinação da toxicidade aguda/doses repetidas em 

camundongos (28 dias). 

 

Para os testes à médio prazo a metodologia uti l izada foi BRITO, A. S. ,  

1994. De acordo com a metodologia o teste permite a administração cinco 

dias/semana. 

  

Protocolo. 

 

Os animais foram expostos às doses cinco dias por semana durante 28 

dias e os sinais de toxicidade e óbitos foram registrados diariamente.   

 
O experimento foi real izado com 5  grupos de 20 animais/grupo. 

 

_ Grupo I :  H2O 0,1 mL/10g;  

_ Grupo II :  DMSO/H2O 0,1 mL/10g; 

_ Grupo III :  NFOH 100 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 200 mg/Kg; 

_ Grupo V :  NF 50 mg/Kg 
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2.4 Determinação da toxicidade subcrônica em camundongos, via 

oral (60 dias). 

 
Protocolo. 

 

Os animais foram expostos às doses da amostra cinco dias por semana 

durante 60 dias e os sinais de toxicidade e óbitos foram registrados 

diariamente.  Neste experimento não foi possível fazer um grupo com NF para 

comparar com os resultados do derivado por falta de animais.  

 

O experimento foi real izado com 4 grupos de 20 animais/grupo. 

 

_ Grupo I :  H2O 0,1 mL/10g;  

_ Grupo II :  DMSO/H2O 0,1mL/10g;  

_ Grupo III  NFOH 100 mg/Kg; 

_ Grupo IV :  NFOH 200 mg/Kg; 

 

2.5. Análises bioquímicas. 
 

Uma vez terminado o tempo experimental  proposto (28 e 60 dias) ,  os 

animais foram submetidos à eutanásia através da gui lhotina,  com coleta do 

sangue por escoamento do tronco dos animais.   O sangue foi coletado em 

tubos de ensaio de fundo cônico. O soro foi separado por meio de 

centrifugação do material  à 2000 rpm por 10 minutos em centrífuga Excelsa II 

modelo 206 BL e enviado ao Núcleo de Análises Clínicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas – Unesp - Araraquara,  para determinação da albumina, 

aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase.   As provas bioquímicas 

foram real izadas em aparelho automatizado Technicon RAXT, através de Kits 

de ensaio (ALT e AST l iq.  est .  Bayer 4x55 e albumina Bayer) ,  conforme 

metodologia fornecida pelo fabricante,  com a colaboração da Prof a .  Dra .  

Regina Vendramini .  
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2.6. Análises hematológicas 
 

A coleta de sangue para anál ise hematológica foi real izada em outros 

animais,  já que a quantidade de amostra coletada não possibi l i tou a anál ise dos 

dois parâmetros (bioquímico e hematológico).  Do mesmo modo ao término do 

tempo experimental os animais foram submetidos à eutanásia através da 

gui lhotina,  com coleta do sangue por escoamento do tronco dos animais.   O 

sangue foi coletado em tubos de ensaio heparinizados e as anál ises constaram 

do estudo das séries vermelha (eritograma) e branca ( leucograma).  A contagem 

global de células foi efetuada pelo aparelho Coulter – modelo T 890. A 

contagem específ ica de leucócitos foi real izada em esfregaço sanguíneo em 

lâminas coradas por Leishman, aval iando-se um total  de 100 células.  As 

anál ises foram real izadas pelo laboratório de Hematologia da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas -  Unesp - Araraquara,  com a colaboração do Profº Drº 

Luis Marcos Fonseca.      

2.7. Análise Estatística 
 

Os dados foram tabulados no programa Excel e a anál ise estat íst ica foi 

feita no próprio programa. Foi real izada a anál ise de variância (ANOVA) e 

quando necessário o teste de Tukey. O nível de signif icância foi definido 

como p < 0,05. 
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V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Obtenção e Identificação do hidroximetilnitrofural (NFOH). 

 

Para a obtenção do NFOH partiu-se da matéria-prima NF, a qual foi 

caracterizada como um pó amarelo e com faixa de decomposição de 220-

226ºC, de acordo com os valores da l i teratura.   

 

A identif icação do NFOH foi real izada por comparação das anál ises da 

matéria-prima NF com aquelas do produto obtido (faixa de fusão, 

espectrofotometria de absorção no infravermelho e RMN 1H e 1 3C).  

 

O produto obtido foi caracterizado apresentando-se como um sólido 

amarelo ouro e faixa de decomposição 172-180º.   

 

Os Espectros 1  e 2  mostram os resultados das anál ises do espectro de 

absorção no Infravermelho para NF e para NFOH. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                    Mara Fi lomena Ferre ira de Melo 



Resul tados e  Discussão  42

 Espectro 1.   Espectro no infravermelho do nitrofural   (KBr) 

 

O2N NH NH2

 

Tabela 

nitrofural   

                   
O

 

N

O

2  – Bandas de absorção do espectro de infravermelho do 

Grupo funcional ν  (cm1) 

NH2 3122 e 3240 

N-H (amida secundária) 3462 

C=O e NH (sobreposição) 1716,5 

C-H 2893-2964 

NO2 1508  e 1350 

C-N 1465 

C=C 1583 
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Espectro 2.   Espectro no  infravermelho do hidroximeti lnitrofural  (KBr) 

 

O2N NH NH OH

Tabela 

hidroximetini

 

 

 

 

 

 

                   
O

 

N

O

 

3 – Bandas de absorção do espectro de infravermelho do 

trofural   

Grupo funcional ν  (cm1) 

N-H (amida secundária) 3375 e 3328 

C=O e NH (sobreposição) 1666 

C-H 2964-3107 

NO2 1514 e 1350 

C-N 1461 
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Estão apresentados a seguir os espectros de RMN 1H e 1 3C (Espectros 3  

e 4)  e a Tabela 4 ,  os quais mostram os resultados das anál ises para o produto 

obtido (hidroximeti lnitrofural) .  

 

 
 

Espectro 3 - Espectro de RMN  1H em DMSO-d6  hidroximeti lnitrofural   

(400MHz) 

 

Espectro 4 –  Espectro de RMN 1 3C em DMSO-d6 hidroximeti lnitrofural  

(100MHz).  
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Tabela 4 :  Dados de RMN 1H (400 MHz) e 1 3C (100 MHz) do pro-fármaco 

hidroximeti lnitrofural  em DMSO d6.  Os deslocamentos químicos apresentados 

na tabela estão em (ppm) e as constantes de acoplamento (J)em Hz.  
  

 

2
O
1

3

5

4

O2N
N
7

6
9

NH
8 11

NH
10

OH
12

O

 

 

 

 

C/H δC δH

1 - - 

2 151,4 - 

3 112,7 7,25(d; J=3,9 Hz; 1 H) 

4 115,2 7,80(d; J=3,9 Hz; 1 H) 

5 152,8 - 

6 128,0 7,80(s; 1 H) 

7 - - 

8 - - 

9 154,8 - 

10 - 7,67(t; J=6,7 Hz; 1 H) 

11 63,2 4,61(d; J=6,2 Hz; 2 H) 
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Estão apresentados a seguir os espectros de RMN 1H e 1 3C (espectro 5  e 

6)  dos resultados das anál ises do composto matriz NF, permitindo a 

comparação aos espectros de  RMN 1H e 1 3C (espectro 3  e 4)  do derivado.  

 

 Espectro 5  -  Espectro de RMN1H em DMSO-d6 do fármaco nitrofural   

(400MHz). 

   
 
 

 
Espectro 6  -  Espectro de RMN- 1 3  C em DMSO-d6 do fármaco nitrofural  

(400MHz) 
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Para a formação do derivado de NFOH (1),  seguiram-se os 

procedimentos descritos por Chung M. C.,  1996, cuja reação baseia-se na 

formação da Base de Mannich. 

  Conforme a representação da reação química,  a reação de Mannich 

consiste na condensação entre o substrato RH contendo, no mínimo, um 

átomo de hidrogênio at ivo, formaldeído (mais raramente com outros aldeídos) 

e aminas primárias ou secundárias (Tramontini & Angiol ini ,  1990).  

Preferencialmente ocorre,  via rota “A”, segundo o esquema apresentado na 

Figura 15.  Entretanto, dependendo da natureza dos reagentes e condições 

experimentais ,  esta reação pode ocorrer também pela rota “B”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Esquemas de rotas de síntese para formação de bases de 

Mannich (Tramontini & Angiol ini ,  1990) 

 

Dois fatores despertaram o grande interesse pela química das bases de 

Mannich (NARVAÉZ, 1983):  

 

1º) são compostos muito reativos e,  conseqüentemente,  podem ser 

transformados faci lmente em numerosos outros compostos,  constituindo-se 

assim, em intermediários úteis na síntese de heterocícl icos,  aminoácidos e 

outros derivados; 

R H        + CH2O H N+

X N

R OH

X = OH, N   , ...( )

H2C N
+

H2C N
+

R N

HN

RH

A [ H+]

B
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2º) por introduzir uma função básica,  permitem tornar os derivados 

solúveis em solventes aquosos, quando transformados em sais de aminas.  

 

Cerca de 35% dos trabalhos publicados sobre as bases de Mannich estão 

em revistas farmacêuticas (TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1990) o que mostra 

a importância dessas bases nessa área e,  em especial ,  na Química 

Farmacêutica.  

 

Com amplo espectro de at ividades biológicas,  as bases de Mannich são 

aplicadas em Medicina (KUDRIN, VEROBEV, 1970) e muitos estudos são 

feitos para introdução de novos compostos na terapêutica.  

             

 O experimento foi real izado na tentativa de reproduzir o método 

descrito por CHUNG M. C, (1996),  sendo que o produto sól ido obtido 

apresentava mancha única,  com Rf = 0,72 após anál ise por CCD. 

 

O espectro de Infravermelho do nitrofural  (Espectro 1)  apresenta bandas 

de deformação axial  de amida primária  resultante das deformações simétrica 

3122 cm- 1 e assimétrica 3240cm- 1 de NH. A deformação axial  de C=O , e a 

deformação angular de N-H aparecem sobrepostas  em 1716 cm- 1 .  A 

deformação axial  de C-N  é observada em  1465 cm- 1 e a deformação angular 

fora do plano de N-H  é visual izada entre 600-700 cm- 1 .   

 

Outra banda de deformação axial  importante observada neste 

experimento foi a de N-H de amida secundária em 3462 cm- 1 .  

 

Outros deslocamentos foram ainda observados referentes aos outros 

grupos funcionais existentes na molécula.  Um dos grupos existentes no 

nitrofural  é o grupo nitro.  Observou-se deformações axiais assimétricas de 

NO2  em 1583 cm- 1  e s imétricas  em 1350 cm- 1 .   Observaram-se ainda, 

deformações axiais s imétricas e assimétricas de  C-H na região 2893-2964cm- 1 .  
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No espectro no IV do NFOH (espectro 2) ,  não se observam as bandas 

de deformação axial  s imétrica  e assimétrica de amida primária  resultante de 

NH. A deformação axial  de C=O e a deformação angular de N-H aparecem 

sobrepostas em 1666 cm- 1 .  A deformação axial  de C-N é observada em  1461 

cm- 1 e a deformação angular fora do plano de N-H  é visual izada ente 600-700 

cm- 1 .  No espectro de infravermelho de amidas secundárias em amostras 

sól idas a banda de N-H  l ivre é substituída por bandas múlt iplas na região de 

3330 -3060 cm- 1 (Si lverstein,  1999).  O que se observa no espectro de IV do 

hidroximeti lnitrofural  são duas bandas justamente em 3328 cm- 1 e 3375 cm- 1 .   

 

Outros deslocamentos foram ainda observados referentes aos outros 

grupos funcionais existentes na molécula.  O grupo nitro existente nos dois 

compostos é observado com deformações axiais assimétricas  em 1514 cm- 1  e 

s imétricas  em 1350 cm- 1 .    

 

Observaram-se ainda, deformações axiais s imétricas e assimétricas de    

C-H na região 2964-3107 cm- 1 .  A superposição das deformações axiais de N-H 

e O-H torna dif íci l  a diferenciação das estruturas desses compostos através do 

espectro de IV. 

 

 A confirmação da obtenção do produto foi obtida a part ir  das anál ises 

de identif icação por RMN 1H (Espectro 3)  e de  1 3C (Espectro 4)  através dos  

deslocamentos em 4,61δ (ppm) e 7,67 δ (ppm)  do espectro de RMN de 1H e o 

deslocamento em 63,2 δ (ppm) do RMN 1 3C. O deslocamento em 4,61δ é 

referente ao H do CH2 introduzido na molécula,  não visual izado no espectro 

de RMN de 1H (Espectro 5)  do composto matriz NF.  

 

Os resultados do teste de solubil idade de NF e NFOH são apresentados a 

seguir na tabela 5. 
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Tabela 5 – Solubil idade do NF e NFOH em diferentes solventes.   

Solvente NF NFOH 

Água Insolúvel Muito pouco solúvel 

1:10000 partes 

Metanol Muito pouco solúvel  

1:1200 partes 

Muito pouco solúvel 

1:1100 partes 

Etanol Muito pouco solúvel  

1:3800 partes 

Muito pouco solúvel 

1:10000 

Acetona Muito pouco solúvel  

1:3000 partes 

Muito pouco solúvel 

1:1800 partes 

Dimetilsufóxido Facilmente solúvel 

1:5 partes 

Faci lmente solúvel 

1:3 partes 

Dimetiformamida Facilmente solúvel 

1:6 partes 

Faci lmente Solúvel 

1:4 partes 

Acetonitrila Muito pouco solúvel 

1:2600 partes 

Muito pouco solúvel 

1:2500 

Propilenoglicol insolúvel  Muito pouco solúvel 

1:2500 partes 

THF Muito pouco solúvel 

1:9000 partes 

Muito pouco solúvel 

1:1500 

Ácido Acético insolúvel  Muito pouco solúvel 

1:1200 

Butanol Muito pouco solúvel 

1:6000 partes 

Insolúvel  

Álcool isopropílico Muito pouco solúvel  

1:3500 

Insolúvel  

Hidróxido de Amônio Muito pouco solúvel 

1:6000 

Muito pouco solúvel 

1:3000  
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2. TESTES TOXICOLÓGICOS. 

 

2.1. Determinação da toxicidade aguda em camundongos e ratos 

(Dose simples) 

 

A dose letal  mediana DL5 0  foi  calculada pelo método estat íst ico de 

probitos,  conforme metodologia apresentada por LITCHFIELD e 

WILCOXON, 1949. 

 

Os resultados obtidos em todos os testes de toxicidade aguda com NF e 

NFOH em camundongos e ratos estão resumidos na tabela 6 .  A seguir os 

resultados de cada teste estão descritos e discutidos individualmente.    

 

Tabela 6  – Resumo dos resultados dos testes de toxicidade aguda.  

Animal Via Solvente Substância Teste DL 5 0  

(mg/Kg)

Camundongo v.o. DMSO NFOH >2000 

Camundongo i.p. DMSO/H2O NF 197,1 

Camundongo i.p. DMSO/ H2O NFOH 327,0 

Rato v.o. DMSO NF * 

Rato v.o. DMSO NFOH 912,7 

Rato v.o. Goma arábica NF 556,3 

Rato  v.o. Goma arábica NFOH >2000 

* não foi possível o cálculo. 
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2.1.1.  Toxicidade aguda em camundongos 

 

A l i teratura recomenda o uso de soluções aquosas,  mas quando necessário 

o uso de outros solventes,  deve-se conhecer os efeitos tóxicos do mesmo. 

Dentre os vários solventes,  o DMSO é um dos mais uti l izados nos 

laboratórios,  part icularmente pela sua capacidade de solubil izar compostos 

orgânicos e aquosos. A uti l ização do DMSO nos testes foi proposta devido a 

sua alta capacidade de solubil ização dos compostos NF e NFOH (Tabela 5) .     

 

 A toxidade do DMSO é considerada baixa e seus principais efeitos 

tóxicos derivam da combinação com outros elementos que são transportados 

ou potencial izados ou ambos (ALSUP, 1984; SANTOS e t  a l ,  2003).  

 

Os eventuais efeitos tóxicos do DMSO têm gerado muita controvérsia,  

não exist indo consenso quanto ao uso do solvente em testes pré-cl ínicos.   Em 

conseqüência,  para a uti l ização do solvente nos experimentos foram real izados 

testes prel iminares,  definindo a concentração aceitável para cada via uti l izada. 

 

A concentração de 0,1 mL/10g foi eleita para real ização dos ensaios,  uma 

vez que não provocou mortes nos animais por via oral .  Entretanto, no teste 

i .p esta concentração provocou morte em 100% dos animais.  

 

 Desta forma concentrações menores de DMSO foram testadas (para 

uti l ização nos ensaios i .p.) ,  chegando-se a solução de DMSO:H2O (50:50, v/v) 

sem causar óbitos.   

 

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com NF e NFOH 

em camundongos estão apresentados nas tabelas 7, 8, 9 e gráficos 1 e 2 .  Os 

testes pela via intraperitonial  permitiram a determinação das doses letais 

medianas do NF e NFOH.  
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Tabela 7  – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via oral  no ensaio de toxicidade do NFOH em 

camundongos.  

 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de obitos Mortalidade 

(%) 

I DMSO 0 0 

II 1000 0 0 

III 1500 0 0 

IV 2000 3 30 

V 2500 5 50 

VI 3000 2 20 

 

Tabela 8 – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via intraperitonial  no ensaio toxicidade aguda do NFOH em 

camundongos. 

 
 

DL5 0 média = 327,0 mg/Kg 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de óbitos Mortalidade 

(%) 

I  DMSO/H2O 0 0 

II   150 0 0 

III   250 1 10 

IV  300 5 50 

VI  400 7 70 

VII  600 10 100 

Limite superior DL5 0 = 383,6 mg/Kg 

Limite inferior DL5 0 = 283,2 mg/Kg 
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Tabela 9 – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via intraperitonial  no ensaio toxicidade aguda do NF em 

camundongos. 

 

 

DL5 0 média = 197,1 mg/Kg 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de óbitos Mortalidade  

(%) 

I  DMSO/H2O 0 0 

II  98,0 1 10 

III  200,0 5 50 

IV 250,0 6 60 

V 300,0 8 80 

VI 400,0 10 100 

Limite superior DL5 0 = 239,6 mg/kg 

Limite inferior DL5 0 =145,8 mg/kg 

  

Nos testes não foram observados sinais severos de intoxicação, alguns 

animais apresentaram redução da at ividade motora e pi loereção. Os óbitos 

ocorreram nos três primeiros dias após a administração.  
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Gráfico 1  – Relação dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NFOH, 

em camundongos, via intraperitoneal .  
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Gráfico 2  – Relação dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NF, em 

camundongos, via intraperitoneal .  

 

Devido aos problemas de solubil idade, os resultados não possibi l i taram o 

cálculo efetivo da DL5 0  média,  uma vez que a dose 2500 mg/Kg de NFOH 

levou a óbito 50% dos animais e a dose superior a esse valor levou a óbito um 
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número menor de animais,  sugerindo problemas na absorção. Considerando os 

resultados obtidos,  há um indicativo para DL5 0 em torno de 2500 mg/Kg para 

NFOH. 

 

Sugere-se baixa toxicidade do derivado, uma vez que NFOH apresenta 

menor toxicidade aguda em relação ao NF de acordo com a l i teratura.  Os 

valores de DL5 0 v.o.  em camundongos encontrados para o NF foram: 380 

mg/Kg (Krantz & Evans, 1945) e 590 mg/Kg (Miyal i ,  1971).   

 

Segundo a OMS os agentes tóxicos via oral  são classif icados como 

extremamente tóxicos (DL5 0 igual ou inferior a 25 mg/Kg),  altamente tóxicos 

(DL5 0 entre 100 e 500 mg/Kg), mediamente tóxicos (DL 5 0  entre 500 e 2000 

mg/Kg) e pouco tóxicos (DL 5 0  acima de 2000 mg/kg).  Desta forma, os 

resultados obtidos pela via oral  ainda caracterizam o NFOH como pouco 

tóxico. 

 

É sabido que no estudo da toxicidade aguda deverão ser uti l izadas duas 

vias de administração, sendo que uma delas deverá estar relacionada com a 

recomendada para o uso terapêutico proposto e a outra deverá ser uma via 

que assegure a absorção do fármaco.  Uma vez que os valores obtidos por via 

oral  não determinaram efetivamente um valor,  decidiu-se a real ização da 

aval iação também em outra via,  a intraperitonial  ( i .p.)  para f ins comparativos.  

 

Os resultados obtidos no teste de toxicidade aguda do NFOH por via i .p.  

demonstraram uma DL5 0 média de 327,0 mg/Kg, com l imite superior 383,6 

mg/Kg e l imite inferior 283,2 mg/Kg. Comparando com os valores obtidos no 

teste com NF, a DL5 0 média de 197,1 mg/Kg, com l imite superior 239,6 

mg/kg e l imite inferior 145,8 mg/kg, sugere-se que o derivado NFOH é 

menos tóxico pela via i .p. ,  com um valor de DL5 0 maior em relação ao 

fármaco matriz.    
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2.1.2. Toxicidade aguda em ratos  

 

Os testes em ratos foram real izados, inicialmente,  uti l izando DMSO 

como solvente,  devido a sua alta capacidade de solubil izar os dois compostos,  

sendo que as amostras foram administradas em forma de solução. Os 

resultados obtidos nos testes com o solvente DMSO estão apresentados nas 

tabelas 10 ,  11  e  gráfico 3 .  

 

Tabela 10  – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via oral  no ensaio toxicidade aguda do NF (solvente 

DMSO) em ratos.  

 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de obitos Mortalidade 

(%) 

I DMSO 0 0 

II 500 0 0 

III 1000 1 10 

IV 1500 10 100 

V 2000 10 100 

 

Os resultados demonstrados na tabela 10 não possibi l i taram a 

determinação da DL5 0 do NF, em DMSO, por via oral .   Nos dois níveis mais 

altos de dose os sinais de toxicidade foram observados após 24 horas da 

administração e incluem piloereção, redução da at ividade e sangramento de 

narinas e olhos.   

 

Os dois animais sobreviventes da dose 2000 mg/Kg até 10º dia foram 

pesados e foi observada redução de cerca de 26% do peso inicial .  Os óbitos 

iniciaram-se cerca de 48 horas após a administração e ocorreram até no 8º dia 

de teste para a dose de 1500 mg/Kg e 12º dia para a dose de 2000 mg/Kg. 
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Na dose de 1000 mg/Kg a mortal idade observada foi baixa,  entretanto 

90% dos animais apresentaram sinais de toxicidade após 24 horas da 

administração. Os sinais incluem redução da at ividade, sangramento de 

narinas e olhos e ataques apopléticos.  Alguns animais f icaram bem debil i tados, 

mas se recuperaram. No nível de dose mais baixo apenas um animal 

apresentou sinais de toxicidade, incluindo pi loereção e sangramento das 

narinas e olhos.   

 

Na necrópsia dos animais que foram a óbito dos grupos de 1500 mg/Kg e 

2000 mg/Kg foram observadas altas quantidades de fármaco no estômago e 

nenhuma no intest ino (esta observação só foi possível  devido à coloração do 

fármaco).  Os resultados sugerem que a baixa solubil idade no NF em água faça 

com que o mesmo precipite no estômago, podendo prejudicar absorção. 

 

Tabela 11 – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via oral  no ensaio toxicidade aguda do NFOH (solvente 

DMSO) em ratos.   

 
 

DL5 0 média = 912,7 mg/Kg 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de óbitos Mortalidade 

(%) 

I  DMSO 0 0 

II     250 0 0 

III   500 2 20 

IV  1000 4 40 

V  1500 9 90 

VI  2000 6 60 

Limite superior DL5 0 = 601,6 mg/Kg 

Limite inferior DL5 0 = 1319,8 mg/Kg 
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Ao contrário dos resultados obtidos no teste de toxicidade aguda de NF, 

os resultados obtidos no teste com NFOH,  uti l izando como solvente DMSO, 

mostrados na tabela 11 ,  possibi l i taram a determinação da dose letal  mediana.  

 

Em todos os grupos tratados os sinais de toxicidade não foram severos,  

com redução da at ividade e em alguns casos pi loereção que surgiram após 2 a 

3 horas da administração.  Também contrariando os resultados de NF os 

animais foram a óbito até as 48 horas após a administração e os sobreviventes 

apresentaram aumento de peso. As mortes foram rápidas e sem sofrimento. 

 

Na necrópsia geral  foi encontrado fármaco no estômago, no intest ino e 

em alguns animais também na urina,  sugerindo que o DMSO favorece a 

absorção do NFOH. Os dados obtidos na necrópsia geral  são complementares 

e não conclusivos,  necessitando de estudos farmacocinéticos de dosagem para 

a confirmação dos resultados a cerca da absorção dos compostos.           
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Gráfico 3  – Relação dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NFOH 

(DMSO), em ratos,  via oral .  
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O resultado obtido na dose 2000 mg/Kg (Tabela 11 e Gráfico 3)  foi  

incoerente e sugere baixa absorção do derivado na dose mais alta.  

  

Sabendo das diferenças de solubil idade dos compostos NF e NFOH em 

DMSO e principalmente em H2O, e através dos resultados citados 

anteriormente,  sugere-se que o DMSO favoreceu a absorção do derivado 

NFOH. Dessa maneira foi proposta a real ização de um novo teste,  uti l izando 

uma suspensão à base de água e goma arábica para ambos os compostos.    

 

A goma arábica (concentração 6,66%) foi uti l izada nos testes com ratos.  

A uti l ização da goma arábica foi proposta após a real ização do teste de 

toxicidade aguda em ratos com o solvente DMSO, uma vez que os resultados 

iniciais com DMSO foram insatisfatórios.  

  

Morgareidge (1972) real izou estudos de toxicidade aguda por via oral  com 

a goma arábica (acácia) em várias espécies animais e as doses letais medianas 

determinadas foram: em camundongo 16,0 g/Kg, rato 18,0 g/Kg, hamster 16,0 

g/Kg e coelho 8,0 g/Kg.  

 

Alguns estudos de toxicidade à curto prazo com a goma arábica foram 

real izados, entre eles estudos com ratos, estes receberam 15 % de goma na sua 

dieta  por 62 dias,  foi observado um efeito catárt ico (substâncias que tem 

qual idades purgativas mais enérgicas que os laxantes e menos que os 

drást icos) ,  os animais al imentaram-se normalmente havendo aumento de peso, 

os valores hematológicos e o peso dos órgãos se mantiveram normais 

(BOOTH e t  a l . ,  1963). 

 

Os resultados obtidos nos testes com a suspensão de goma arábica estão 

apresentados nas tabelas 12 ,  13 e gráfico 4 .  Os resultados possibi l i taram a 

determinação da DL5 0 do NF. 
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Tabela 12  – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via oral  no ensaio toxicidade aguda do NF (solvente goma 

arábica) em ratos.  

 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de obitos Mortalidade 

(%) 

I Goma arábica  0 0 

II 250 0 0 

III 400 2 20 

IV 500 6 60 

V 1000 8 80 

VI 1500 10 100 

VII 2000 10 100 

DL5 0 média = 556,3 mg/Kg 

Limite superior DL5 0 = 442,5 mg/Kg 

Limite inferior DL5 0 = 718,1 mg/Kg 
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Gráfico 4  – Relação dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NF  

(suspensão goma arábica) ,  em ratos,  via oral .  
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Tabela 13 – Porcentagem de mortal idade obtida nas diferentes doses 

administradas por via oral  no ensaio toxicidade aguda do NFOH (suspensão 

goma arábica) em ratos.  

 

Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de obitos Mortalidade 

(%) 

I Goma arábica 0 0 

II 500 0 0 

III 1000 1 10 

IV 1500 3 30 

V 2000 4 40 

 

Inversamente ao teste real izado com o DMSO, os resultados empregando 

goma arábica (Tabela 12 e 13)  não demonstraram diferenças entre os dois 

compostos em relação aos sintomas (pi loereção, sangramento de narinas e 

olhos e ataques apopléticos) e o tempo de aparecimento dos mesmos. Os 

óbitos ocorreram nas primeiras 48 horas e na necrópsia geral  foi encontrado 

composto no estômago e no intest ino para ambos os testes.   

 

 A dose letal  mediana para o NF foi determinada em 556,3 mg/Kg, com 

l imite inferior de 442,5 mg/Kg e l imite superior de 718,1 mg/Kg. Como a 

dose l imite para o teste foi de 2000 mg/Kg, no teste com o NFOH a mesma 

levou a óbito apenas 40% dos animais,  sugerindo que a DL5 0 seja maior que 

esse valor.  Esse resultado é semelhante ao obtido no teste com camundongos 

e caracteriza o derivado como pouco tóxico, segundo a OMS.  
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2.2. Determinação da toxicidade aguda/doses repetidas em 

camundongos (28 dias) 

 

Os sintomas observados no grupo controle DMSO e nas duas doses 

administradas de NFOH e NF foram: sedação e incordenação motora 

(conseqüência da sedação).   Uma vez que estes sintomas são observados com 

o controle posit ivo do solvente,  sugere-se que os efeitos observados com os 

grupos NF e NFOH sejam decorrentes ao DMSO e não das substâncias de 

estudo.   

 

Após cerca de duas semanas de ensaio os animais não apresentavam mais 

sedação após a administração dos compostos,  sugerindo resistência ao 

solvente.  A tabela 14  mostra a mortal idade nos diferentes tratamentos. 

 
Tabela 14  – Porcentagem de mortal idade NFOH e NF após 28 dias de 

tratamento.  

 
Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de óbitos Mortalidade 

(%) 

I H20 0 0 

II DMSO/ H20 0 0 

III 100 NFOH 0 0 

IV 200 NFOH 5 25 

V 50,0 NF 4 20 

 

A tabela 15 mostra a média dos pesos iniciais e f inais e a diferença entre 

o peso inicial  e o f inal  de cada grupo.   

 
 
 
 
 
 
 

                                                                    Mara Fi lomena Ferre ira de Melo 



Resul tados e  Discussão  64

Tabela 15 – Peso corporal no início e após 28 dias de tratamento. 
 
Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Peso final Peso Inicial Diferença entre 

os pesos 

I H20 52,00 39,33 12,67 

II DMSO 43,80 44,80 -1,00 

III 100 NFOH 41,50 42,50 -1,00 

IV 200 NFOH 47,60 46,40 1,20 

V 50 NF 43,70 44,45 0,75 

*  va lores  negat ivos  ind icam diminuição do peso corpora l  durante  o  ensa io .  

 
A análise estat íst ica real izada através do teste t  demonstrou haver 

diferença signif icat iva ao nível de 5% das médias dos pesos iniciais e f inais do 

grupo controle negativo H2O. Nos demais grupos não foram observados 

diferença signif icat iva entre as médias.  No início do experimento houve, uma 

redução dos pesos (exceto grupo H2O) e após cerca de duas semanas os 

animais começaram a recuperar seu peso inicial ,  mas não adquiriram peso 

adicional quando comparados com o grupo controle.   

 
Nos teste de toxicidade à médio-prazo ( incluindo os teste de 28 e 60 

dias) é importante também aval iar possíveis alterações bioquímicas e 

hematológicas.  Nesse sentido, foram real izados anál ises hematológicas das 

séries vermelha (eritograma) e branca ( leucograma).  No eritograma foi 

real izada a contagem de plaquetas e de hemácias,  a determinação do 

hematócrito,  da hemoglobina, do VCM - volume corpuscular médio, da HCM - 

hemoglobina corpuscular média e da CHCM - concentração de hemoglobina 

média.  No leucograma contaram-se os leucócitos e fez-se a contagem da 

diferenciação celular .   

 

A leucocitose (aumento do número global de leucócitos) e a leucopenia 

(diminuição do número global de leucócitos) ,  estão diretamente relacionadas 

com o aumento e a diminuição de qualquer um dos elementos do sangue. 
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Assim, a leucocitose e/ou a leucopenia pode ser,  neutrófi la ,  eosinófi la ,  

basófica,  etc,  de acordo com o elemento que est iver alterado (JANINI E 

JANINI FILHO, 1995).   

 

Os neutrófi los,  dos elementos do sangue, são os mais at ivos e dotados de 

vital idade. Constituem a segunda l inha de defesa contra os organismos 

patogênicos,  e encontram-se aumentados no sangue toda vez que o 

organismos é invadido por germes ou quando houver destruição dos tecidos.  

Ainda, há casos de neutrofi l ia em pertubações metabólicas,  como uremia,  

acidose, eclâmpsia e por várias intoxicações por substâncias químicas e 

fármacos (JANINI E JANINI FILHO, 1995).  

 

Pouco se sabe sobre a função dos l infócitos,  mas não há dúvidas que esta 

célula está envolvida no processo de cura,  teria também a função de f ixação 

de toxinas,  formação de anticorpos e intervir ia no metabolismo das gorduras.  

Dos leucócitos,  os monócitos,  são os que têm maior tendência a sofrer 

transformação. Um pequeno número deles é lançado na corrente sanguínea 

onde são destruídos ou voltam novamente para o tecido. De modo geral ,  

pode-se dizer que sua função é de defesa orgânica,  pois nos processos 

infecciosos o seu aumento é muitas vezes índice de boa reação (JANINI E 

JANINI FILHO, 1995).   

 

Muito se tem discutido quanto à função do eosinófi lo,  mas parece que o 

papel mais importante do mesmo é part icipar contra certos corpos estranhos, 

principalmente,  contra proteínas introduzidas no organismo por via digestiva,  

parenteral ,  cutânea ou respiratória.  É interessante citar que a eosinopenia 

sangüínea pode ocorrer em reação de alarme, desencadeadas por choques 

devido à ação direta de agente agressor e reações de defesa do organismo 

(JANINI e JANINI FILHO, 1995).  

 

Os parâmetros hematológicos em camundongos e ratos são influenciados 

por vários fatores,  incluindo local de coleta da amostra,  idade, sexo, anestesia 
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e estresse.  Deste modo, estabelecer valores de referência para camundongos e 

ratos é dif íci l ,  sendo que os valores uti l izados para comparação dos 

tratamentos foram obtidos de Thral l  e col .  (2004).   

 

Durante a coleta de sangue dos animais ocorreram vários problemas, o 

que dif icultou um maior número de amostras sangüíneas para os exames 

bioquímicos e hematológicos.  Além disso, o sangue apresentou hemólise,  

inclusive nos animais controle.  Os resultados destes testes foram apresentados 

como indicativo, sendo necessário sua repetição para confirmação dos dados.  

 

Os valores médios hematológicos em função dos diferentes tratamentos 

estão apresentados na tabela 16  e 17 e gráfico 5 .   

 
 
Tabela  16  – Leucograma dos camundongos após 28 dias de tratamento. 
 

Parâmetros 

hematológicos  

Faixa 

normalidade 

Controle  

H
2
0  

N=3  

Controle  

DMSO/H2O 

n=3  

Dose  

100mg/Kg  

N=4  

Dose  

200mg/kg 

n=4  

Leucócito 

 (10
3
/µl)   

6,33  

(2 ,61-10 ,05)  

9 ,13 ± 0 ,61 4 ,87 ± 0 ,60 4 ,93 ± 1 ,50  6 ,55 ± 1 ,41

Neutróf i lo  

(10
3
/µl)   

1,20  

(0 ,4-2 ,0)   

1 ,57 ± 0 ,5  2 ,50 ± 0 ,62 1 ,35 ± 0 ,52  1 ,55 ± 0 ,24

Linfócito 

 (10
3
/µl)   

4,86  

(1 ,27-8 ,44)   

7 ,43 ± 0 ,57 6 ,13 ± 1 ,08 7 ,63 ± 0 ,87  7 ,45 ± 0 ,13

Monócito 

 (10
3
/µl)  

0,14  

(0-0 ,29)   

0 ,08 ± 0 ,02 0 ,11 ± 0 ,03 0 ,08 ± 0 ,04  0 ,10 ± 0 ,03

Eosinófi lo  

(10
3
/µl)   

0,08  

(0-0 ,17)   

0 ,02 ± 0 ,02 0 ,03 ± 0 ,02 0 ,03 ± 0 ,02  0 ,01 ± 0 ,01 

Os resultados se referem à média ±  desv io  padrão .  
   

Em relação ao leucograma o número reduzido de amostra não 

possibi l i tou a anál ise estat íst ica.  A comparação dos valores da l i teratura e do 

grupo controle H
2
O com os resultados dos grupos tratados com NFOH não 
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apresentaram grandes variações.  A maior variação, e que excedeu a faixa de 

normalidade (gráfico 5) ,  ocorreu com os resultados da contagem específ ica 

dos neutrófi los,  o que pode ser atr ibuído à intoxicação com o fármaco ou 

mesmo com solvente DMSO. 
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Gráfico 5  – Leucograma dos camundongos ap

(Leucócito (103/µ l ) ,  neutrófi lo (103/µ l ) ,  l infó

e eosinófi lo (103/µ l ) .   
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ós 28 dias de tratamento 
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O eritograma é um exame cl ínico que aval ia os achados normais e 

patológicos mais comuns dos eritrócitos encontrados no sangue e assim tirar 

conclusões a respeito da perturbação existente na série vermelha.  

  
Tabela 17– Eritograma dos camundongos após 28 dias de tratamento 

Parâmetros  

hemato lógicos   

  

Fa ixa  

Normal idade

Contro le  

H 2 0  

n=1  

Contro le  

DMSO 

n=3 

Dose  

100mg/Kg 

n=4 

Dose  

200mg/kg 

n=4 

Er i t róc i tos  ( 10 6 /µ l )  6 ,5  –  10 ,1  9 ,25  8 ,83  ± 0 ,29  9 ,16  ± 0 ,63  8 ,97  ± 0 ,77  

hemoglobina  (g/dl )  10 ,1  –16 ,1  15 ,80  16 ,33  ± 1 ,40 15 ,63  ± 1 ,92  15 ,88  ± 0 ,79

hematócr i to  (%)  32 ,8  –  48 ,0  46 ,60  45 ,87  ± 2 ,72 46 ,33  ± 3 ,89  48 ,28  ± 1 ,73

VCM ( fL)  42 ,3  –  55 ,9  50 ,40  51 ,90  ± 1 ,91 50 ,53  ± 1 ,42  54 ,03  ± 2 ,78

HCM (pg)  13 ,7  –  18 ,1  17 ,10  18 ,53  ± 1 ,80 17 ,03  ± 1 ,07  17 ,83  ± 1 ,28

CHCM(g/dl)  

 

29 ,5  –  35 ,1  33 ,90  36 ,87  ± 4 ,15 33 ,68  ± 1 ,63  32 ,93  ± 1 ,20

V C M  =  v o l u m e  c o r p u s c u l a r  m éd io ,  H C M  =  h e m o g l o b i n a  c o r p u s c u l a r  m é d i a ,  C H C M  = c o n c e n t r a ç ã o  d e  
h e m o g l o b i n a  m é d i a .  O s  r e s u l t a d o s  s e  r e f e r e m  à  m é d i a  ±  d e s v i o  p a d r ã o .  
 
 

Quando os valores do eritograma dos vários grupos de tratamento são 

comparados com o grupo controle e a faixa de normalidade da l i teratura no 

gráfico 6 ,  observa-se que todos estão dentro ou muito próximos da 

normalidade. 
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Gráfico 6  – Eritograma dos camundongos após 28 dias de tratamento, 
hematócrito,  hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio),  HCM 
(hemoglobina corpuscular média) ,  CHCM (concentração de hemoglobina 
média) .   
 
 

A enzimas comumente uti l izadas para detectar doenças hepáticas de 

roedores incluem fosfatase alcal ina,  gama glutamil  transferase,  aspartato 

aminotransferase,  alanina aminotransferase,  lactato dei idrodesidrogenase e 

sorbitol dei idrodesidronase.  A concentração sérica ou plasmática dessas 

enzimas se elevam com o aumentado da produção e l iberação ou a diminuição 

do “ c l earance”.  Em camundongos, a hiperproteinemia frequentemente é 

associada com severa desidratação e pode ocorrer com a perda de proteína 

pela urina na doença renal (Thral l  e t  a l  ,  2004).   

 

 Devido à baixa quantidade de amostra coletada duas enzimas foram 

selecionadas para anál ise,  a Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato 

Aminotransferase (AST). 

 

Na tabela 18  estão apresentados os resultados das determinações 

bioquímicas de ALT, AST e Albumina nos vários grupos de tratamento. 
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Tabela 18  – Perfis bioquímicos de NF e NFOH após 28 dias de 

tratamento. 

Parâmetros  
b ioquímicos  

Faixa  
normal idade

Contro le  
H 2 0  
n=8 

 

Contro le  
DMSO 

n=8 
 

Dose  
100mg/Kg

n=8 
 

Dose  
200mg/kg 

n=8 
 

Dose  
50mg/ kg 

 NF 

ALT (U/l)  

 

40  –  189  74 ,62  

(53 -91 )  

93 ,75  

(70 -121 )  

81 ,37  

(54 -118 )  

105 ,5  

(73 -141 )  

200 ,75  

(127-310 )  

 

AST (U/l)  

 

 

77  –  383  338 ,25  

(233-418)

294 ,87  

(200-394)  

316 ,5  

(207-422)

421 ,50  

(240-625 )  

 

750  

(420-1390)  

 

A lbumina  (g/dL)  

  

 

2 ,5  –  4 ,0  2 ,32  

(2 ,0 -2 ,8 )  

2 ,58  

(2 ,2 -3 ,0 )  

2 ,51  

(1 ,6 -3 ,0 )  

2 ,37  

(2 ,0 -2 ,9 )  

 

2 ,6  

(2 ,2 -3 ,1 )  

  

A AST é uma enzima mitocondrial  e citosólica com alta at ividade no 

fígado, coração, músculo esquelét ico, r ins e baixa at ividade nos intest inos,  

cérebro, pulmão. Aumentos na at ividade sérica ou plasmática da AST 

usualmente estão associados com injúria hepática,  do músculo cardíaco ou 

músculo esquelét ico. (THRALL e t  a l  ,  2004).  

 

 Em ratos e camundongos a at ividade de ALT é alta no fígado, nos 

roedores em geral  há também atividade nos intest inos,  r ins,  coração, músculo 

esquelét ico, cérebro, pele e pâncreas.  Aumento da at ividade sérica e no plasma 

relacionado com dano hepatocelular é maior em roedores,  e a enzima parece 

ser mais específ ica para f ígado em ratos e camundongos (THRALL e t  a l  ,  

2004).  

 

A anál ise estat íst ica dos resultados (ANOVA) comparou as médias dos 

diferentes grupos de tratamento e demonstrou não haver diferenças 

signif icat ivas (p<0,05) entre as médias das anál ises de albumina (F calculado 

1,03; F crít ico 2,64).  
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 Para as anál ises de ALT e AST observaram-se diferenças signif icat ivas 

entre as médias (F calculado: ALT 16,38; AST 8,89, F crít ico: 2,64).  Os dados 

foram submetidos ao teste de Tukey, sendo os resultados iguais para as duas 

enzimas, demonstrando diferença signif icat iva entre as médias dos grupos 

controle com o grupo 50 mg/Kg de NF.   

 

Já os grupos tratados com NFOH não apresentaram diferenças 

signif icat ivas com os grupos controles (H2O e H2O/DMSO) e entre as duas 

doses administradas do derivado.   

 

Os gráficos 7, 8 e 9 i lustram a comparação entre os parâmetros para a 

aval iação do dano hepático e de proteína sangüínea, que oferecem resultados 

dos níveis de ALT, AST e Albumina nos diferentes grupos em relação a faixa 

de normalidade encontrada na l i teratura (Thral l  e t  a l  ,  2004 ) .    
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Gráfico 7  – Níveis de Alanina Aminotransferase (ALT) do soro dos   

camundongos após 28 dias de tratamento.  
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Gráfico 8 -  Níveis de Aspartato Aminotransferase (AST) no soro dos 

camundongos após 28 dias de tratamento. 

 

 

No gráfico 7  pode-se observar que os níveis de Alanina 

Aminotransferase (ALT) de todos os grupos de tratamento (controle e NFOH) 

estão dentro da faixa de normalidade,  exceto o grupo tratado com NF.  No 

gráfico 8  observam-se resultados semelhantes,  com valores maiores da AST.  

 

A anál ise estat íst ica dos dados confirmou a maior variação da média do 

grupo tratado com 50 mg NF em relação ao grupo controle H2O, sabendo que 

os demais (DMSO/H2O e NFOH 100 e 200mg/Kg) não apresentaram 

diferenças signif icat ivas (p<0,05) em relação ao grupo controle para ambas 

enzimas. 
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Gráfico 9  -  Níveis de Albumina do soro dos camundongos após 28 dias de   

tratamento.  

 

O gráfico 9 mostra pequenas alterações em todos os grupos sempre em 

relação ao l imite inferior da faixa de normalidade dos níveis de albumina ,  mas 

a anál ise estat íst ica não revelou haver diferenças signif icat ivas entre as 

médias.   
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2.3. Determinação da toxicidade subcrônica em camundongos (60 

dias) 

 

Os sintomas observados neste ensaio foram os mesmos observados no 

teste de 28 dias.  O grupo controle posit ivo DMSO/H2O também apresentou 

sinais de intoxicação, entretanto, em menor escala do que o grupo DMSO do 

teste anterior.  

 

 Os sinais também desaparecem com o tempo de ensaio, sugerindo 

resistência dos animais ao DMSO. A tabela 19  mostra a taxa de mortal idade 

dos diferentes tratamentos.  

 

Durante a observação diária detectou-se canibal ismo, onde foi necessário 

o sacrif ício de alguns animais e até de grupos inteiros.  

 
Tabela 19  – Porcentagem de mortal idade NFOH após 60 dias de 

tratamento.  

 
Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Nº de óbitos Mortalidade 

(%) 

I H20 0 0 

III DMSO/H2O 0 0 

IV 100,0* 2 10 

VI 200,0* 8 80 

*  a lguns  an imais  des tes  grupos  foram à  óbi to  por  can iba l i smo  

 

A tabela 20  mostra a média dos pesos iniciais e f inais e a diferença entre 

o peso inicial  e o f inal  de cada grupo. 
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Tabela 20  – Peso corporal no início e após 60 dias de tratamento.  

 
Grupos Dose 

(mg/Kg) 

Peso final Peso Inicial Diferença entre 

os pesos 

I H20 57,75 37,63 20,13 

II DMSO/H2O 44,75 25,25 19,50 

IV 100 51,83 23,00 28,83 

VII 200 * * * 

* g rupo  sa c r i f i c ado  po r  can iba l i smo  
 

A média dos pesos f inais de todos os grupos apresentou diferença 

signif icat iva em relação à média dos pesos iniciais .  No início do experimento 

também houve uma redução dos pesos (exceto grupo H2O), e após cerca de 2 

semanas os animais começaram a recuperar e aumentar seu peso em relação ao 

peso inicial ,  indicando desenvolvimento normal dos animais.   

 

Os valores médios hematológicos em função dos diferentes tratamentos 

estão apresentados na tabela 21 .  O gráfico 10  compara os grupos com os 

valores da faixa de normalidade. 

 

Tabela  21  – Eritograma dos camundongos após 60 dias de tratamento. 

 
Parâmetros 

hematológicos  
Faixa  

Normalidade
Controle   

 H2 0   
 n  = 1   

 Controle   
 DMSO/H2 O   

 n=3  

 Dose  
100mg/Kg  

 N=3  

 er i t rócitos  (106/µ l )   6,5  –  10 ,1  9 ,71 8 ,31  ± 1 ,53 10 ,25 ± 0 ,85 

 hemoglobina g/dl   10,1  –16 ,1  16 ,40 14 ,50 ± 2 ,35 17 ,00 ± 1 ,57 

 hematócri to (%)  32,8  –  48 ,0  48 ,90 44 ,13 ± 6 ,77 50 ,93 ± 4 ,01 

 VCM (fL)  42,3  –  55 ,9  50 ,30 53 ,37 ± 2 ,35 49 ,73 ± 1 ,07 

 HCM (pg)  13,7  –  18 ,1  16 ,90 17 ,50 ± 0 ,44 16 ,53 ± 0 ,23 

 CHCM(g/dl)   29,5  –  35 ,1  33 ,70 32 ,80 ± 0 ,72 33 ,30 ± 0 ,62 

V C M  =  v o l u m e  c o r p u s c u l a r  m éd io ,  H C M  =  h e m o g l o b i n a  c o r p u s c u l a r  m é d i a ,  C H C M  = c o n c e n t r a ç ã o  d e  
h e m o g l o b i n a  m é d i a .  O s  r e s u l t a d o s  s e  r e f e r e m  à  m é d i a  ±  d e s v i o  p a d r ã o .  

 

                                                                    Mara Fi lomena Ferre ira de Melo 



Resul tados e  Discussão  76

 

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

eritrócitos
(106/µl)

hemoglobina
g/dl

hematócrito
(%)

VCM (fL) HCM (pg) CHCM(g/dl)

Faixa normalidade
Controle H20 
Controle DMSO/H2O 
Dose 100mg/Kg

Gráfico 10  -  Eritograma dos camundongos após 60 dias de tratamento, 
hematócrito,  hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio),  HCM 
(hemoglobina corpuscular média) ,  CHCM (concentração de hemoglobina 
média) .  
 

O gráfico 10  sugere que após 60 dias de tratamento os valores do 

eritograma dos camundongos estão dentro ou muito próximos da faixa de 

normalidade.  

 
Tabela 22 –  Perfi l  bioquímico de NFOH após 60 dias de tratamento. 

Parâmetros  b ioquímicos  Faixa  
normal idade

Contro le  
H 2 0  
n=4 

(média)  
(mínimo/máximo)

Contro le  
DMSO/H 2 O 

n=6 
(média)  

(mínimo/máximo)  

Dose  
100mg/Kg 

n=4 
(média)  

(mínimo/máximo)

ALT (U/l)  

 

40  –  189  69 ,50  

(53 -86 )  

90 ,33  

(62 -146 )  

120 ,75  

(109-135 )  

 

AST (U/l)  

 

 

77  –  383  309 ,50  

(233-373 )  

488 ,0  

(246-810 )  

682 ,50  

(320-970 )  

 

A lbumina  (g/dL)  

  

 

2 ,5  –  4 ,0  2 ,40  

(2 ,0 -2 ,8 )  

2 ,48  

(1 ,8 -3 ,4 )  

2 ,65  

(2 ,2 -3 ,1 )  
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Os gráficos 11, 12 e  13 ,  i lustram a comparação entre os parâmetros para 

a aval iação do dano hepático e de proteína sanguínea, que oferecem resultados 

dos níveis de ALT, AST e Albumina nos diferentes grupos em relação a faixa 

de normalidade encontrada na l i teratura.    
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Gráfico 11  – Níveis de Alanina Aminotransferase (ALT) do soro dos 

camundongos após 60 dias de tratamento. 

 

O teste de 60 dias de tratamento confirmou os dados obtidos no teste de 

28 dias não havendo alterações dos valores níveis de ALT em relação à faixa 

de normalidade dos grupos tratados com NFOH (Gráfico 11) .   
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Gráfico 12 – Níveis de Aspartato Aminotransferase do soro dos camundongos 

após 60 dias de tratamento. 

 

O gráfico 12  mostra alterações dos valores nos níveis de AST do grupo 

controle DMSO e da dose de 100mg/kg, estando estas fora da faixa de faixa 

de normalidade. Estes dados sugerem alterações nas enzimas pelo DMSO, não 

sendo conclusivos para o NFOH. Sugere-se a uti l ização do teste uti l izando 

outro solvente,  como a goma. 
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Gráfico 13 – Níveis de Albumina do soro dos camundongos após 60 dias de       

tratamento. 

 
O valor de referência da albumina encontrado na l i teratura tem seu l imite 

inferior de 2,5 g/dL, o gráfico 13  mostra valores abaixo desse l imite.   

Comparando o grupo controle DMSO e o tratamento NFOH de 100mg/Kg 

com os valores de grupo controle H2O os resultados são parecidos.  

 

A anál ise estat íst ica dos resultados não foi possível ,  mas os resultados 

são parecidos com os obtidos no teste de 28 dias,  indicando que o NFOH não 

alterou os valores dos vários parâmetros aval iados, mantendo os dentro da 

faixa de normalidade encontrada na l i teratura.         
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VI – CONCLUSÕES  

 
1) Os resultados obtidos nos teste de toxicidade aguda (14 dias) com 

camundongos sugerem baixa toxicidade do derivado. Por via oral  os 

resultados caracterizam o NFOH como pouco tóxico, segundo a OMS com um 

valor de DL 
5 0  

acima de 2000mg/kg. Os resultados nos testes por via 

intraperitonial  também indicam baixa toxicidade, no qual obteve-se um valor 

de DL
5 0  

 de 327 mg/Kg, e ainda demonstraram menor toxicidade do derivado 

em relação ao fármaco matriz (DL
5 0  

197,1 mg/Kg) por esta via.   

 

2) Os resultados do teste de toxicidade aguda com doses repetidas (28 

dias) e do teste de toxicidade subcrônica (60 dias) sugerem baixa toxicidade 

do derivado, sendo que os valores hematológicos e bioquímicos (exceto AST) 

estão dentro da faixa de normalidade, sendo confirmada com a anál ise 

estat íst ica no teste de 28 dias.  

 

3)  Os testes de toxic idade aguda com ratos ut i l izando DMSO, sugerem que o 

solvente pode ter  favorecido a absorção do NFOH, mas não de NF.  

 

4) Os valores de DL5 0  em goma arábica foram:  

• DL5 0  NF 556,3mg/Kg, com l imite inferior de 442,5 mg/Kg e l imite 

superior de 718,1 mg/Kg;  

• DL5 0 NFOH maior 2000mg/Kg; 

Esse resultado é semelhante ao obtido no teste com camundongos e 

caracteriza o derivado como pouco tóxico, segundo a OMS.  

  

5) Os resultados obtidos just if icam a continuidade dos testes pré-cl ínicos 

em outras espécies animais,  como ratos e cães.   
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VII – PERPECTIVAS 

 

� Empregar a goma rábica como veículo para os compostos no 

próximos testes.   

 

� Concluir os testes de toxicidade a médio prazo (toxicidade 

subcrônica) e real izar os testes a longo prazo (toxicidade crônica) 

com aval iação dos parâmetros bioquímicos, hematológicos e 

histológicos.  Determinar a concentração de fármaco no Sistema 

Nervoso Central  em ratos.  

 

� Avaliar a capacidade carcinogênica do derivado através de testes de 

genotoxicidade e citotoxicidade. 

 

� Iniciar os testes de toxicidade em cães.   
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