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RESUMO

A doenga de Chagas representa um dos mais sérios problemas médico-sanitdarios da
Ameérica Latina. Nos 21 paises endémicos, estima-se que 18 a 20 milhoes de pessoas
estefam infectadas e cem milhioes estao sob risco. No Brasil apenas o benznidazol estd
disponivel para o tratamento apresentando alta incidéncia de efeitos adversos e ineficdcia
na fase crinica da doen¢a. O desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com menor
toxicidade contra a doenca de Chagas ¢ necessirio, e para tal é importante o conhecimento
dos alvos terapéuticos para o planejamento racional por novos compostos. Estudos
demostraram que a tripanotiona redutase (TR) é a engima chave do metabolismo anti-
oxidativo do T. cruzi. Os nitrofuranos atuam como substratos da TR e sao também
efetivos inibidores engimdticos da reducdo do tripanotiona dissulfeto. Entre os compostos
nitrofurdnicos, o nitrofural apresentou atividade contra T. cruzgi, mas alta toxicidade por
via oral e severos efeitos adversos. A latenciacao de farmacos ¢ um dos métodos de
modificacio molecular que tem como objetivo melhorar as caracteristicas de farmacos
protitipos. Sabendo disto, Chung (1996) sintetizon uma série de pro-farmacos reciprocos
seletivos de nitrofural e primaquina, culminando na obtencio do  derivado
hidroximetilnitrofural (NFOH). Este se mostrou mais ativo de todos os derivados
sintetizados, tanto em formas amastigotas quanto em tripomastigotas nos ensaios in vitro
contra T. crugi.  Os compostos que possuem grupos nitro na sua molécula geralmente
apresentam atividade mutagénica, estudos indicaram que a latenciacio do nitrofural em
NFOH foi capaz de diminuir a atividade mutagénica em aproximadamente 4 veges.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi iniciar os estudos de toxicidade do
derivado. Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda, com camundongos e ratos,
sugerem baixa toxicidade do derivado, obtendo-se uma dose letal mediana maior em
relacio ao farmaco de partida. Os testes de toxicidade a médio prago em camundongos
também foram favordveis, nao apresentando alteracies significativas nos pardimetros

avaliados.



ABSTRACT

The Chagas™ disease represents one of the most serious sanitary medical problems of
Latin America. In the 21 endemic conntries, it is estimated that 18 to 20 million people
are infected and 100 million are under risk. Only one drug is available in Brazilian
market: bengnidazole, which shows high side effects and is ineffective in the chronic phase
of the disease. The development of more efficient drugs with lower toxicity against the
Chagas’ disease is necessary and for it, it is important the knowledge of therapeutic
targets for the design of new compounds. Studies showed that trypanothione reductase
(TR) is a key engyme of the antioxidant metabolism of T. crugi. Nitrofurans act as
substrates of TR and are also effective engymatic inhibitors of the reduction of
trypanothione disulfide. Among the nitrofurans conpounds, nitrofurazone presented
activity against T cruzi, but showed high toxicity by oral route and severe side effects.
Latentiation is one process of molecular modification, which has the purpose to improve
pharmaceutical and physical-chemical properties and decrease drug toxicity. In this way,
Chung (1996) has synthesized the prodrug hydroxymethylnitrofurazone (NFOH),
showing high activity in amastigotes forms in vitro assay against T. crugi.
Nitrocompounds generally presents mutagenic activitys. Studies suggested that the
latentiantion of nitrofurazgone giving NFOH was able to reduce toxicity activity in four
times. According to this, the purpose of this work was to accomplish toxicity studies of
the derivative compound. The results obtained in the tests acute toxicity in mice and rate
suggested a lower toxicity of NFOH, obtaining a median lethal dose in relation to NF.
The tests of short-term toxicity in mice were also favorable, not presenting significant

changing in the parameter evaluated.
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I. INTRODUCAO

A revoluc¢ao da satde dos ultimos 30 anos produziu substanciais ganhos
em termos de expectativa de vida e avangos sem precedentes na medicina, mas
deixou, de diferentes modos, a maior parte da populagao mundial a margem.
Todo ano, milhGes de pessoas continuam a morrer de doengas que podem ser
prevenidas e tratadas (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

Quando nao ha opg¢des de tratamento, ou quando as opg¢des existentes
sao inadequadas e nao ha interesse da industria no desenvolvimento de novos
farmacos, uma doenca pode ser considerada "negligenciada" ou até
"extremamente negligenciada" em alguns casos. As doenc¢as tropicais
constituem um bom exemplo de doencas negligenciadas. Do total de 1.393
novos farmacos aprovadas entre 1975 ¢ 1999, apenas 1% (13 farmacos) eram
especificamente indicados para doengas tropicais (TROUILLER ez a/., 2001).

A doenga de Chagas ¢é considerada uma Doen¢a Extremamente
Negligenciada considerando que afeta exclusivamente as populagdes dos
paises em desenvolvimento. Como a maioria desses pacientes é pobre demais
para pagar qualquer tratamento, eles ndo representam praticamente nenhum
mercado e a maioria fica excluida do escopo dos esforcos de Pesquisa e
Desenvolvimento da Industria de Medicamentos e, portanto, fora do mercado
farmacéutico (MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2001).

A introdug¢iao de um novo firmaco nio depende somente da comprovagao
de atividade biolégica do mesmo, mas também da avaliacio da sua segurancga.
Os testes pré-clinicos e clinicos avaliam os riscos envolvidos no uso de um
novo farmaco. Eles também fornecem informacdes vitais com relacao a
Absorc¢iao, a Distribuicao, o Metabolismo e a Eliminacio do fairmaco (ADME).
Os testes pré-clinicos compreendem essencialmente a toxicidade e ou outros
testes biolégicos realizados em bactérias, em amostras de tecidos e em
animais, para determinar se sera seguro testar o farmaco em humanos
(THOMAS, 2003).

Fica claro que a industria multinacional ndo tem interesse em desenvolver

medicamentos necessarios para tratamento das doencas que afligem os pobres
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do mundo, entre elas a Doeng¢a de Chagas. A responsabilidade de suprir essa
deficiéncia do setor privado fica a cargo dos governos, custeando o
desenvolvimento de novos farmacos desde a escolha entre os possiveis
compostos até os testes pré-clinicos e clinicos, através da pesquisa nas

Universidades.

II. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo realizar os ensaios de toxicidade
pré-clinicos do pré-farmaco NFOH, com os objetivos especificos de preparar,
caracterizar e determinar a toxicidade do derivado, comparando com o
farmaco matriz, através:

% Dose letal mediana (DL,,) - ensaio de toxicidade aguda (dose

unica) em ratos e camundongos.

*% Ensaio de toxicidade aguda (doses repetidas por 28 dias) em
camundongos.

** Ensaio de toxicidade subcronica (doses repetidas por 60 dias) em
camundongos.

% Analise bioquimica — alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotranferase (AST) e albumina.

% Analise hematolégica — estudo das séries vermelha (eritograma) e

séries branca (leucograma).

Mara Filomena Ferreira de Melo
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III. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. CARACTERISTICAS GERAIS DA DOENCA DE CHAGAS.

A doencga de Chagas ¢ uma das patologias de mais larga distribui¢ao no
continente americano. E conhecida a existéncia de vetores da doenca desde o
sul dos Estados Unidos a Argentina. Sio mais de cem espécies responsaveis
pela transmissdo natural da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi. Estima-se que
sejam de 18 a 20 milhdes os individuos infectados e de aproximadamente cem
milhdes a populagao em risco de contamina¢ao na América Latina (Figura 1)

(SCHMUNIS, 1999; WHO, 2000).

Figura 1. Distribui¢ao geografica da doenca de Chagas.

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

acesso - 2006

A doencga é um exemplo tipico de uma injdria resultante das alteragdes
produzidas pelo ser humano ao meio ambiente, das distor¢des econdmicas e
das injunc¢des sociais. O protozoario responsavel pela parasitose, Trypanosoma
crugi, vivia restrito a situag¢ao silvestre, circulando entre mamiferos do
ambiente natural, através do inseto vetor ou, também, muito comumente, por
via oral (ingestido de vetores e mamiferos infectados). O homem se fez incluir
no ciclo epidemiolégico da doenga, oferecendo ao vetor hemiptero vivendas

rurais de péssima qualidade (DIAS e COURA, 1997).

Mara Filomena Ferreira de Melo




Revisao Bibliogrifica 4

A etapa mais importante de transmissao do T. ¢ruzgi é efetuada por insetos
da familia Reduviidae, incluindo as espécies Panstrongylus megistus, Triatoma
infestans e Rhodnins prolixus. No Brasil, o transmissor mais importante é o T.
infestans (Figura 2), conhecido vulgarmente como barbeiro. (DIAS, 1990;
DIAS e JANETE, 1992; FORATINI, 1980).

Figura 2 - Triatoma infestans: inseto transmissor da doenga de Chagas.

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

Os triatomineos, hematéfagos estritos, encontraram nas habitagdes uma
condi¢ao ideal de abrigo e oferta alimentar abundante, tornando a transmissao
vetorial no mecanismo primario de difusio da doenca. Estabelecida a
transmissdo vetorial da doenga, outros mecanismos foram a ele conseqientes
e sao, nesse sentido, secundarios ou alternativos, principalmente a transmissao
transfusional e a transmissdo transplacentiria (congénita) (VINHAES e DIAS,

2000).

A partir dos anos 70, com o aumento migratério das populagées rurais
para as cidades, o parasita acompanhou o homem, modificando o perfil
epidemiolégico da tripanossomiase americana, ocorrendo urbanizagio da

doenca (CAMARGO, 1992).

Mara Filomena Ferreira de Melo
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1.1. Ciclo e formas evolutivas do Trypanossoma cruzi

O ciclo de vida do T. ¢rugi compreende trés estagios ou formas
principais, dotadas de caracteristicas morfolégicas e biolégicas distintas, como
mostrado na figura 3. Sio elas as seguintes formas evolutivas: epimastigota
(encontrada no tubo digestivo do vetor), fripomastigota (encontrada no vetor e
no sangue ¢ espac¢o intercelular do hospedeiro vertebrado) e amastigota
(encontrada no interior de células do hospedeiro vertebrado) definidas com
base na forma geral da célula (esférica, piriforme, alongada), na posicao
relativa entre o nucleo e o cinetoplasto (anterior, lateral e posterior) e na
maneira da saida do flagelo da bolsa flagelar (central ou lateral) (SOUZA,
1999).

Figura 3 — Ciclo evolutivo do Trypanossoma cruzi.

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

O ciclo biolégico do T. ¢ruzi no hospedeiro invertebrado inicia-se quando
o sangue de animais infectados ¢é ingerido durante o respasto sanguineo. Ao
chegar ao estomago, a forma tripomastigota transforma-se gradualmente em
formas arredondadas, algumas com um longo flagelo colado ao corpo e outras

com um curto flagelo, chamadas de esferomastigotas e  epimastigotas

Mara Filomena Ferreira de Melo
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respectivamente. Em seguida, os parasitas migram para o intestino, onde se
multiplicam como formas epimastigotas, o que pode ser observado cerca de 25
horas apés o repasto sanguineo. Posteriormente migram para a parte mais
posterior, atingindo o reto, e transformam-se em #ripomastigotas metaciclicos,

que sao eliminados junto com as fezes e urina do triatomineo (SOUZA, 1999).

A infec¢ao pelo T. ¢ruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando os
parasitas eliminados pelo inseto na forma #ripomastigota metaciclico, sio
inoculados na pele ou mucosas do vertebrado. A maneira mais comum ¢ a
vetorial, através da picada do barbeiro, que, durante o processo de ingestio

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

O parasita tem acesso facilitado ao interior do organismo pelo toque das
maos, ja que a picada causa irritagao local. Se a picada for préxima dos olhos
ou da boca o parasita pode penetrar diretamente pelas mucosas. Uma vez
dentro do organismo, os fripomastigotas entram em variedade de células, dentro
das quais se transforma em amastigotas. Nesse estagio, os parasitas
reproduzem-se por fissao binaria. (BRENER e CANCADO, 1979; DIAS, 1990;
SOUZA, 1999).

O hospedeiro apresenta hipersensibilidade no local de entrada como
resultado de intensa destruicado celular local. Nesse ponto, alguns amastigotas,
com a morte celular transformam-se em fripomastigotas, que sao liberados nos
vasos periféricos e estardo aptos para infectar novas células em outros pontos
do organismo, como musculo e tecido nervoso, de forma que a transformacao
de amastigotas para tripomastigotas possa ocorrer em outros pontos do
organismo e o ciclo de infeccio continua (BRENER e CANCADO, 1979;
DIAS, 1990; SOUZA, 1999).

Com a picada do hospedeiro vertebrado por um novo barbeiro, as formas
tripomastigotas sangiineas, ingeridas com o sangue do hospedeiro vertebrado,

diferenciam-se em formas fusiformes denominadas epimastigotas. Essas formas

Mara Filomena Ferreira de Melo
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desenvolvem-se basicamente nos 2/3 distais do tubo digestivo do inseto. Na
por¢ao terminal, diferenciam-se novamente em Zripomastigotas. Estes, também
denominados metaciclicos, sio as formas mais infectantes do 1. ¢rugi, prontas
a contaminar novo hospedeiro vertebrado por meio da excretas do barbeiro,
bem como a se estabelecer em reservatérios naturais (BRENER e CANCADO,

1979; DIAS, 1990).

1.2. Transmissido e controle da doenga de Chagas

De modo geral, a maioria dos casos agudos registrados no Brasil
dependeu de transmissao pelo triatomineo vetor, basicamente correspondendo
a quadros clinicos sintomaticos de individuos de baixa idade. Como elemento

comum, o ambito da ocorréncia é o rural, envolvendo populagcées pobres e

casas de ma qualidade (DIAS e COURA, 1997).

Via de regra, nos casos de transmissio vetorial, o periodo de maior
incidéncia de doenga de Chagas vai de setembro a marco para o Brasil e a
Argentina, ¢época mais quente e de maior umidade, fatores estes que
favorecem maior atividade biolégica dos triatomineos domiciliados.
(LARANJA et al., 1956; DIAS, 1990; STORINO e¢f al., 1994; DIAS & COURA,
1997).

A transmissdo transfusional da doenca foi drasticamente reduzida no
Brasil desde o final dos anos 80, do século passado, mercé de rigorosa e
sustentada politica nacional de sangue e hemo-derivados, que obriga a selegao
pré-transfusional de doadores em todo o pais. Por sua vez, a transmissao
congénita tem sido de reduzida incidéncia no Brasil (estimada em menos de
1,0% de risco de ocorréncia entre gestantes chagasicas), reducao esta cada vez
mais acentuada a partir do controle vetorial que tem feito diminuir as taxas de
prevaléncia da infec¢dao entre as novas geragcdes de mulheres férteis (DIAS e

COURA, 1997).

Mara Filomena Ferreira de Melo
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Outras formas de transmissdo da doen¢a de Chagas humana sio a via
oral, por acidente de laboratério e por transplantes de 6rgiaos a partir de

doadores chagasicos (STORINO ez, a/, 1994; DIAS e COURA, 1997).

A contaminacao de alimentos por vetores silvestres e reservatorios
vertebrados de #rypanossoma cruzi é um importante fator para a transmissiao
digestiva da doenc¢a de chagas. A transmissao oral no Brasil estd especialmente

associada com contaminacao através de suco de frutas e verduras

(CAMANDAROBA et. al., 2002).

Em 1968, 17 membros de uma comunidade agricola de Teotonia (RS),
contaminaram-se através de verduras consumidas no refeitério da
comunidade, essas adoeceram no mesmo dia com o quadro clinico de
miocardite aguda (6 vieram a falecer — com uma viruléncia inexplicavel).
Provavelmente, marsupiais (reservatérios do protozoario) contaminaram as
hortas com secre¢des provenientes de suas "glandulas anais" (RACHEL,

2005).

Em 1986, em Catolé do Rocha (PB) pessoas adoeceram 7 a 22 dias apods
terem participado das festividades em uma fazenda, tendo todos bebido o
caldo de cana moido no local; um deles faleceu de insuficiéncia cardiaca

congestiva. Neste caso, ficou comprovado que a maquina de moer cana estava

infestada de barbeiros (RACHEL, 2005).

No surto noticiado em 30 de marco do ano de 2005 pelo Servico de
Epidemiologia da Secretaria Estadual de Sadde, confirmado pelo Instituto
Evandro Chagas, de Belém (PA), 26 moradores da regiao de Igarapé da
Fortaleza adoeceram da moléstia de Chagas aguda, apo6s a ingestao de suco de
acaf contaminado. Outro relato recente de transmissao oral de T. ¢rugi ocorreu
em marco de 2005, em Santa Catarina, através de caldo de cana contaminado

com T. ¢ruzi, ocasionando a morte de 6 pessoas e internacado de dezenas, com
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o diagnéstico confirmado de doeng¢a de Chagas aguda (MARQUES, 2005;
RACHEL, 2005)

Embora a transmissio vetorial da doenga de Chagas pelo vetor domiciliar
(Triatoma infestans) esteja controlada com sucesso no Brasil, outras formas de
contamina¢do como a transmissiao por via oral pode representar um perigo

para o controle da doeng¢a no Pafs.

1.3. Manifestagoes clinicas e patologia da doenga de Chagas

Trés fases distintas podem ser observadas ao longo da doenca de Chagas:

a fase aguda, indeterminada e cronica.

Via de regra, a doenca de Chagas se apresenta oligossintomatica,
sabendo-se que, em 4rea endémica, a imensa maioria dos casos agudos passam
desapercebidos. A clinica do paciente agudo tem carater pleomérfico, sendo
mais aparentes, severos e¢ floridos os casos de menor idade, especialmente
abaixo dos dois anos. Praticamente em todos os casos descritos na literatura,
aparentes ou inaparentes foram detectados quadros febris prolongados (até

trés ou quatro semanas) (RASSI e a/., 2000; AMATO et al., 1997).

Nos casos de transmissdo vetorial podem aparecer os chamativos sinais
de porta de entrada, ou chagomas de inoculacio, sendo o mais indicativo deles
o “complexo oftalmo\ganglionar”, conhecido como “sinal de Romafia”
(Figura 4). Embora altamente chamativo e presente na maioria dos casos
descritos, o “sinal de Romafna” ndo aparece em mais do que 10% dos casos

agudos ocorridos (LARANJA et al.,, 1956; AMATO et al., 1997).

Outros “chagomas de inoculagcao” podem aparecer nos membros, tronco
e face, geralmente correspondendo a uma lesao furunculdide levemente
elevada, nio supurativa, de diametro variado (alguns centimetros), hiperémica
e/ou hipercromica, que se mostra descamativa apdés duas ou trés semanas.

(LARANJA ef al., 1956; AMATO et al., 1997)
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Figura 4 — Paciente com sinal de Romana (chagoma de inoculagao)

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

Apbs a fase aguda da doencga, que dura entre 1 e 12 meses, o paciente
pode evoluir para uma fase indeterminada ou para a fase cronica. O
prognoéstico para pacientes na fase indeterminada é mais favoravel do que para
pacientes que entram diretamente na fase cronica, uma vez que estes nao
apresentam nenhum dos sintomas caracteristicos da doenc¢a, podendo

inclusive nunca vir a manifesta-los (WENDEL ez, a/., 1992).

Aproximadamente um ter¢o dos casos agudos evolui para a fase cronica,
de baixa parasitemia, afebril, duradoura pelo resto da vida do paciente,
representada por diversas formas clinicas, que afetam um ou mais 6rgidos de
maneira irreversivel, sendo as altera¢des cardiacas as principais observadas. A
cardiopatia cronica e o freqiente aparecimento dos “megas” principalmente
megaesofago e megacdlon, representam formas clinicas muito importantes e

de consideravel gravidade (SZAJNAM, 2000).

Na forma cardiaca os sintomas mais caracteristicos sio a arritmia, a
insuficiéncia cardiaca e o trombo-embolismo. Nas manifestacoes digestivas,
ocorre comprometimento das fungdes do 6rgao afetado. Na forma digestiva
do megaesofago, observam-se alteragdes na motilidade e diametro do eséfago.
Outros sintomas também de megaeséfago sao: dores epigastricas, regurgitagao

e hipertrofia das glandulas salivares. No megacdlon a principal caracteristica é
g g
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obstipagao do 6rgiao, que pode durar por semanas. Entretanto, o movimento

do colén pode ser normal em alguns casos da doenga (WENDEL e7 /., 1992).

2. TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS

O tratamento da doenga de Chagas continua sendo um desafio.
Atualmente, apenas dois farmacos nitroheterociclicos sao wusados, o
benznidazol e nifurtimox (Figura 5), sendo que no Brasil sé esta disponivel o

benznidazol (CROFT, 1999).

A M
o A

benznidazol nifurtimox

Figura 5 - Tripanomicidas em uso.

Sdo poucos os estudos controlados sobre a terapcutica especifica da
doenca de Chagas cronica, particularmente em areas de campo, onde o
acompanhamento dos pacientes torna-se mais dificil, por falta de condigdes
laboratoriais e de profissionais capacitados para fazé-lo adequadamente
Alguns estudos sobre a tolerancia e eficacia do nifurtimox e do benznidazol
em pacientes nas fases aguda e créonica da doenca de Chagas no Brasil e em
outros pafses do nosso continente foram feitos, mostrando importantes
efeitos colaterais com os dois farmacos e indicios de cura parasitoléogica em
torno de 60% dos casos agudos, porém pouco expressivos nos casos cronicos

(COURA ez al, 1997).
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Estudos longitudionais em 4reas endémicas tém demonstrado que
anualmente 2% dos pacientes na fase indeterminada evoluem para alguma
forma clinica e 0,3% para megaeséfago, sugerindo duvidas se o tratamento da
fase indeterminada ¢é capaz de interferir na evolucio da doenga (CASTRO ez

al., 1994)

Silveira e col. (2000) verificou em um estudo que 33,3 % dos pacientes
avaliados que foram tratados com nifurtimox e benznidazol, sendo esses
criangas, evoluiram para alguma forma clinica da doenga, verificando que o

tratamento nao impediu a progressao da doeng¢a de Chagas.

Um estudo mais recente de Cangado (2002), avaliou 21 pacientes agudos
e 113 cronicos, tratados apenas com benznidazol e acompanhados por longo
tempo, verificando a cura em 76% dos pacientes agudos e de apenas 8% dos

cronicos.

Um estudo longitudinal publicado por Streiger e col. (2004) avaliou
clinicoepidemiologicamente 95 criancas chagasicas cronicas em idades entre 1
e 14 anos moradoras de Santa Fé, Argentina. Os resultados soroldgicos
indicam que das 49 criangas tratadas com nifurtimox ou benznidazol 29
(59,2%) mostraram a negativacao da sorologia, 14 (28,6%) permaneceram
positivas (com 2 ou mais rea¢des com titulacao de 1/32 ou superior), e 6

(12,2%) apresentaram titulos sorolégicos discordantes.

Para o desenvolvimento de farmacos mais seletivos, eficazes e com
menor toxicidade é cada vez mais importante a selecio do alvo terapéutico, o
que permite uma busca racional por agentes que provoquem a resposta
desejada especifica para o controle da doen¢a. O maior foco para descoberta
de novos farmacos antichagasicos durante as duas ultimas décadas tem sido a

identificacao e caracteriza¢dao bioquimica e molecular dos alvos (CROFT,

1999).
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Viarios processos bioquimicos tém sido apontados como alvos
terapéuticos potenciais, entre eles: a enzima tripanotiona redutase (TR). A TR ¢
uma flavoenzima responsavel pela protecio contra radicais livres de
tripanossomas, a enzima ocorre exclusivamente em tripanomatides com falta
de glutationa redutase (GR, enzima anti-oxidante equivalente em humanos)

(AGUIRRE ¢ al., 2004).

Muitos autores indicaram a TR como um dos mais promissores alvos para
o desenvolvimento de novos farmacos tripanomicidas. Os nitrofuranos atuam
como substratos da TR e sio também efetivos inibidores enzimaticos da
redug¢ao do tripanotiona dissulfeto (substrato fisiolégico da enzima)

(AGUIRRE e¢f al.., 2004).

O tripanotiona ditiol [bis(glutationa)spermidina — T(SH,) é doador de
equivalentes redutores para a sintese de precursores de DNA, a homeostasia
do ascorbato, a destoxificagdo de perdoxidos de hidrogénio, e o sequestro de
conjugados de tiol. A reducio do substrato tripanotiona dissulfeto,
representada na figura 6, ¢é crucial para a manutencio do ambiente

intracelular do T. Cruzi (KRAUTH-SIEGEL e INHOFT, 2003).
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NADPH +H'®  HNaDpe*

tripanotiona dissulfeto —'i—L'- tripanotiona

Tripanotiona
redutase

Figura 6 — Reduc¢ido de tripanotiona dissulfeto para ditiol tripanotiona

pela enzima tripanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL e INHOFT, 2003)
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3. COMPOSTOS NITROFURANICOS

Entre os primeiros compostos testados para o tratamento da Doenca de
Chagas, a partir da sua descoberta em 1909, podemos citar o arsénico, fucsina,
antimoénio tartarato de potassio e o cloreto de mercurio, empregados
experimentalmente sem resultados efetivos. Até a publicagio do “Manual de
Doencas Tropicais e Infecciosas” por Carlos Chagas ¢ Evandro Chagas (1935)
ndao havia nenhum tratamento especifico para tripanossomiase americana

(COURA e CASTRO, 2002).

Ha relatos do wuso dos nitrofuranos na terapia anteriormente a
Packchanian, mas em 1952 foi ele quem abriu uma nova e promissora linha de
pesquisa com os nitrofuranos como farmacos potenciais para Doenc¢a de
Chagas, que levou ao nitrofural (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona) em

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

O,N @) \N/NH NH,
T

Figura 7 — Estrutura do nitrofural (nitrofurazona).

Brener (1961) realizou testes 7z vivo, ratos infectados com T. ¢rugi 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 clinicos bons, com
poucos efeitos colaterais, mas os xenodiagndésticos ficaram positivos em 50%
dos casos ao término do tratamento. Coura e col. (1961, 1962) trataram 14
casos cronicos 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 suspensio do
tratamento devido a polineuropatia severa que iniciou-se a terceira semana de
administra¢ao do nitrofural. Com reducio da dose para 10 mg/kg diariamente
e associa¢ao 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 manifestacdes de parestesia ao 53° dia de tratamento, evoluindo a
polineuropatia severa. Dos pacientes submetidos ao tratamento a longo prazo,
33,3 % foram considerados curados, baseado em xenodiagndstico e sorologia

(fixagcao de complemento) negativo.

Cangado e col. (1964) também submeteram ao tratamento cinco pacientes
cronicos 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 redu¢iao desse grupo é pré-requisito para a atividade
biolégica destes compostos (EDWARDS, 1993; KEDDERIS ¢ MIWA, 1988).
A completa redu¢ao envolve a adi¢do de 6 eletréns para formar a amina via o
intermediario nitroso (2e’) e hidroxilaminico (4e’), entretanto alguns farmacos
nao procedem além da formagao da hidroxilamina (TOCHER, 1997),

conforme observado na figura 8.
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Figura 8 - Ativacio por reducio de compostos Nitroaromaticos

(TOCHER, 1997).

O alvo destes compostos é o DNA, a redu¢ao dos mesmos causa quebra e
desestabiliza¢dao da helix (EDWARDS, 1993). O grau do dano ¢ relacionado
com a composicio da fita, e é aumentado com a presenca de Adenina +

Timina no DNA (TOCHER, 1997).

A identificagao do agente causador do dano niao esta bem elucidada, ja
que os produtos finais da reducdo desses compostos sdao inativos, mas a
reduc¢ao dos mesmos na presenca do DNA resulta em dano, sugerindo que
esse ¢ causado pelos pequenos intermediarios formados pela adi¢cio de ao

menos 4 elétrons (TOCHER, 1997).

Viarios nitrocompostos incluindo a nitrofurazona, e outros como a
furazolidolina, nitrofurantoina e o metronidazol tem sido utilizados com

farmacos antimicrobianos de uso veterinario (HIRAKU e7 a/., 2004).

O fato de estes compostos terem sido utilizados largamente em animais
para consumo humano, nos dudltimos anos, levou diferentes comités
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 (Scientific Committee on Animal Nutrition) a realizar
avaliagdes a cerca dos riscos oferecidos pelos compostos nitrofuranicos

(MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

O nitrofural foi avaliado pelo JEFCA (Joint Expert Commitee on Food
Additives) e existem poucos dados em relagio a sua farmacocinética, mas

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

O nitrofural revelou induzir tumores (fibroadenomas mamarios, tumores
ovarianos) em ensaios de carcinogenicidade realizados em ratos e
camundongos. A maioria dos ensaios de mutagenicidade realizados in vitro
deram resultados positivos, mas os ensaios de mutagenicidade realizados 7z

vivo sao, na sua maioria, negativos (WHO, 1993).

Ensaios realizados sugerem que o nitrofural niao é teratogénico, mas
provoca efeitos embriofetotéxicos em doses maternotéxicas em coelhos e
camundongos. Deste modo a Comissido considerou, com base nos resultados
dos ensaios em animais e nos estudos de genotoxicidade que se trata de um
cancerigeno secundario, ou seja, nido genotodxico, exercendo os seus efeitos em
6rgaos de resposta enddcrina, através de um mecanismo nao esclarecido

(WHO, 1993).

Uma variedade de nitrocompostos sio enzimaticamente reduzidos nos
sistemas biolégicos. Como ja foi citado o nitrofural, como outros nitro
compostos, causam dano ao DNA através da sua redugdao. Entretanto a
geracao de metabdlitos deste nitrofurano pode estar relacionada ao processo

de carcinogénese, através do dano ao DNA (HIRAKU, 2004).
Adicionalmente, a atividade estrogénica do nitrofural pode contribuir

para a carcinogénese, sabendo que o estrogénio causa cancer em Orgios

reprodutivos de fémeas, tais como mamas e utero (HIRAKU, 2004).
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E relatado que os metabélitos do estrogénio induzem ao dano oxidativo
do DNA, considerando que o estrogénio causa proliferacio celular por si
proprio. O nitrofural possui dois mecanismos distintos que contribuem para
carcinogénese: o dano ao DNA causado pelos metabdlitos gerados e aumento

da proliferacao celular (HIRAKU, 2004), esses mecanismos estao ilustrados na

figura 9.
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Figura 9 - Mecanismo proposto de dano ao DNA e inducao de

carcinogénese pelo nitrofural (HIRAKU, 2004).

Alguns estudos em relag¢do aos efeitos do nitrofural em enzimas e outros
parametros bioquimicos foram realizados. Um estudo em galinhas demonstrou
que o firmaco em doses de 10 e 20 mg/Kg/dia (via oral) administradas por 7
dias induz a deficiéncia de tiamina (ALI, 1983). Como outros nitrofuranos, o
nitrofural pode afetar o sistema enddécrino. Estudos com perus demonstram
que o nitrofural diminui os niveis do hormoénio luteinizante e prolactina no

plasma (ALI ez al., 1988).

Alguns estudos de toxicidade aguda com o nitrofural foram realizados e
os valores da DL;, sio apresentados na tabela 1. Os sinais de toxicidade

observados incluem a piloereg¢ao, hipersensibilidade, tremores, reducio da
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atividade, fraqueza, convulsio e colapso respiratério (KRANTS e EVANS
1945; ANDERSON, 1983).

Tabela 1 — Toxicidade aguda do nitrofural.

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

Rato * M Oral 590 Krantz e Evans,
1945

Rato (Donryu) M&F  Oral 590 Miyali, 1971

Rato (Wistar) M Oral 800 Anderson, 1983

Camundongo * * Oral 380 Krantz e Evans,
1945

Camundongo(ICR M&F  Oral 590 Miyali, 1971

Jel)

Camundongo * * 1.p. 300 Smith et al., 1963

* nao relatado.

Num estudo de toxicidade a curto prazo com camundongos B,C,F, 5
machos e 5 fémeas foram tratados com dietas contendo 94.5, 188, 375, 750
e 1500 mg/kg/dia durante 14 dias. Houve 100% de mortalidade nos
camundongos que receberam os trés niveis mais altos de dose, a maioria dos
animais perderam peso e em todas os grupos tratados os animais apresentaram

piloerecao e ataques convulsivos (NTP, 1988).
Outro estudo com 10 camundongos B C,;F, machos e 10 fémeas tratados

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

realizado, observando-se alta mortalidade na dose de 188mg/Kg (6/10 machos
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e 9/10 fémeas). Nas doses de 93 e¢ 188mg/Kg foi observado um aumento
relativo no figado dos animais, hiperexcitabilidade e ataques convulsivos e os
machos destes grupos tiveram uma incidéncia muito alta (80-90%) de

hipoplasia testicular (NTP, 1988).

Um estudo realizado em grupos de 10 ratos F344/N machos e fémeas,
tratados com dietas 63, 125, 250, 500 e¢ 1000 mg/kg/dia por 14 dias,
demonstrou 100% de mortalidade nos grupos que receberam 500 e 1000
mg/kg. Sinais de toxicidade incluiram letargia e piloerecio. Ataques
apoplético aconteceram em animais que receberam doses a partir de
250mg/kg. Outros estudos realizados em ratos demonstraram perda de peso,
aumento relativo do peso do figado e moderada degeneragio do tubo

seminifero (NTP, 1988).
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4. DESENVOLVIMENTO E INTRODUCAO NOVOS FARMACOS

Ainda hoje, farmacos (alguns muito potentes) com propriedades fisico-
quimicas, organolépticas, farmacocinéticas, farmacolégicas e toxicoldgicas
indesejaveis, que se caracterizam como barreiras para sua aplicacdo clinica

estao fora do mercado farmacéutico (HAN ¢ AMIDON, 2000).

No que se refere a introdu¢do de novos farmacos, os processos de
modifica¢ao molecular (BUNDGAARD, 1985; KOROLKOVAS, 1988; WOLF,
1995; FRIIS e BUNDGAARD, 1996) sio os mais promissores ¢ vem obtendo
bons resultados na descoberta de novos farmacos. Estes métodos consistem
em se partir de uma substancia quimica com atividade bioldgica reconhecida,
denominada de protdétipo, e sintetizar e testar seus congéneres, homoélogos e
analogos estruturais. Desta forma, por meio de modificagdes moleculares,
buscam-se principios ativos mais potentes, com menos efeitos colaterais, com
maior especificidade ou com melhores propriedades farmacocinéticas e

organolépticas (WERMUTH, 1996; KOROLKOVAS, 2002).

Entre os processos de modificagio molecular merece destaque a
latenciacao. A latenciagao de farmacos foi proposta, em 1959, por Harper, ¢
consiste, basicamente, na transformac¢ido do farmaco em forma de transporte
inativo, que, /7 vivo, mediante reacdo quimica ou enzimatica, libera a porgio
ativa no local de agdao ou préximo. Umas das formas latentes obtidas mediante
este processo denomina-se pro-farmaco (BUNDGAARD, 1991; CHUNG ez a/.,
2005).

O objetivo no desenvolvimento de pré-farmacos consiste, de uma
maneira geral, em melhorar diversas propriedades indesejaveis do farmaco
protétipo sem alterar, no entanto, a atividade biolégica do mesmo. A
latenciagao é um método capaz de introduzir na terapéutica compostos que
apresentam inimeros problemas tanto farmacotécnicos quanto

farmacocinéticos. Varias substancias ativas “blockbusters”, isto é, campedes
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em vendas no mercado mundial, sio pré-farmacos, demonstrando a
importancia desta estratégia no planejamento de farmacos (CHUNG e¢7 al.,

2005).

Diversas barreiras podem prejudicar a atividade de um farmaco e
consequentemente, os pré-farmacos podem ser desenvolvidos para superar
problemas relacionados com as fases farmaccéuticas, farmacocinética e até
mesmo famacodinamica do farmaco protétipo (figura 10) (TESTA, 1995). No

caso da fase farmacodinamica o problema mais frequente é a toxicidade.

Absorcio, distribuicio e
eliminacdo inadequadas
A
Passagem inadequada Elimina¢do
através de membranas pré-sistémica
Problemas relacionados com a
FASE FARMACOCINETICA
FARMACO
Problemas de Problemas relacionados com a
Instabilidade
in vitro
Toxicidade Insolubilidade
inerente em agua
Sabor desagradavel,
Distribuiciao inespecifica Incompatibilidades dor, no local da
quimicas ou fisico- aplicagio.
quimicas nas formas
farmacéuticas
Figura 10 — Alguns dos problemas que limitam a utilizagio de um

firmaco. Fonte: MENENDEZ ¢ AVENDANO, 1993.
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Nesta linha, o Lapdesf (Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos-UNESP) vem realizando pesquisas conjuntamente com Laboratério
de Planejamento e Sintese de Quimioterapicos Potencialmente Ativos em
Endemias Tropicais, da FCF-USP-SP, no sentido de desenvolver farmacos
potencialmente ativos em doengas tropicais, utilizando principalmente a

estratégia de modificagio molecular, LATENCIACAO.

Chung (1996) sintetizou uma série de pré-farmacos reciprocos seletivos
de nitrofural e primaquina, tendo como grupos espagantes aminoacidos e
dipeptidios. Todos os derivados sintetizados mostraram-se ativos em culturas

de células infectadas com T. cruzi.

Como intermediario da sintese de base de Mannich entre o nitrofural e
o dipeptideo de primaquina obteve-se o derivado hidroximetilado do
nitrofural, o qual foi testado e se mostrou o mais ativo de todos os derivados
sintetizados tanto em forma amastigotas quanto em fripomastigotas no ensaio in

vitro com células infectadas com T. cruzgi.

Chung e col. (2003) demonstraram que a atividade do NFOH ¢é maior
tanto nas formas fripomastigota e amastigota, comparando com o benznidazol. A
figura 11 demonstra a atividade em formas amastigotas, o benznidazol
apresentou atividade ligeiramente menor (81,1%) que o observado com o
nitrofural e o seu derivado: 97.2, 99.6, ¢ 100% para 5, 10 pM NF e 5 pM
NFOH, respectivamente. O ensaio com as formas ftripomastigotas esta ilustrado
na figura 12, no qual o derivado NFOH na concentragao de 5 pM apresentou

atividade similar ao NF no dobro da concentragao (10 uM).
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Figura 11 - Efeito de 5 pM NF, 10 uM NF, 5 uM NFOH e 10 uM Bz
(benznidazol) em porcentagem de amastigotas em 6, 7, 8, 12, 14 e 15 dias
depois da infecgao das células com formas amastigotas de T. cruzi.

Controle: 100% tripomastigotas

Fonte: CHUNG ¢t a/., 2003
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Figura 12 - Efeito de 5 pM NF, 10 pM NF, 5 uM NFOH e 10 uM Bz
(benznidazol) em porcentagem de fripomastigotas em 6, 7, 8, 12, 14 e 15 dias
depois da infec¢do das células com formas tripomastigotas de T. cruzi.

Controle: 100% tripomastigotas.

Fonte: CHUNG ez a/., 2003
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Sabendo-se que os compostos nitrofuranicos sao potenciais agentes
mutagénicos devido ao grupo nitro presente na molécula, como o nifurtimox,
derivado nitrofuranico com atividade antichagasica, GUIDO e colaboradores
(2000) avaliou a mutagenicidade do NFOH, comparando-o com a molécula
matriz, nitrofural, empregando ensaios de indu¢ao de mutacbes génicas
reversas (Teste de Ames) nas linhagens TA102 e TA98 de Salmonella

typhimurium na auséncia e presenca da fracao S9 de figado de rato.

As figuras 13 e 14 apresentam os resultados deste estudo, os quais
mostram que para as mesmas concentracdes utilizadas, o numero de
revertentes do pré-farmaco esteve sempre abaixo, quando comparado ao
nimero de revertentes obtidos nos ensaios com o composto matriz NF, em
ambas as linhagens utilizadas. Os resultados indicaram que a latenciag¢iao do
nitrofural em NFOH foi capaz de diminuir a atividade mutagénica em
aproximadamente 4 vezes, nos ensaios com e sem ativagdo metabdlica, em

ambas linhagens testadas.
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Figura 13 - Atividade mutagénica (S. Typhimurium cepa TA98) do
hidroximetilnitrofural em comparacio ao nitrofural em ensaios com e sem

ativacao metabdlica (S9) (GUIDO ez al., 2000).

4500
4000 -
3500 A
1%}
2 3000 A
]
= ——NFOH -S9
2 2500
® —=—NFOH +S9
% 2000 4 —&—NF -S9
e —¢—NF +S9
E 1500 1
=
1000 A
500
0 , , , , , ,
0 20 40 60 80 100 120
concentragdo (nmol)
Figura 14 - Atividade mutagénica (5. Typhimurium TA102) do

hidroximetilnitrofural em comparac¢ao ao nitrofural em ensaios com e sem

ativagcdo metabdlica (§89) (GUIDO ef a/., 2000).
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Sabendo-se da atividade do nitrofural frente ao T. ¢rugi descrita ha
tempos, e dos resultados favoraveis de atividade bioldgica e de baixa atividade
mutagénica 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 obstaculo para o uso
em humanos: a necessidade de testes rigorosos de efeitos toxicos iz vive. A
pesquisa por um novo farmaco ativo na doen¢a de Chagas ¢é intensa, novos
alvos terapéuticos sdo descobertos e novas moléculas especificas sdo
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 aqueles de médio e longo prazos, sendo eles, toxicidade aguda
(dose simples e repetidas), toxicidade subcronica e cronica, efeitos sobre a

reprodugio, toxicidade genética e toxicocinética (BRITO, 2004).

A toxicidade aguda é o efeito adverso que se produz dentro de um curto
periodo de tempo e que resulta da administracio de uma dose unica ou de
varias doses de uma substancia em um periodo de 24 horas. Esse estudo, em
dose simples é uma avaliagdo e preliminar das propriedades téxicas de uma
substancia. Serve de base ainda para o estabelecimento de um regime de doses
para as pesquisas sobre toxicidade subcronica, cronica e com doses repetidas,

alem de permitir o calculo da dose letal mediana (DL;,) (BRITO, 1994).

O teste da dose letal média foi desenvolvido em 1927 (ZBIDEN e FLUY-
HOVERSI, 1981) para a padronizaciao biolégica de substancias téxicas. Desde
entao foi incorporado ao protocolo de rotina toxicoldégica de outros
compostos quimicos classicos, sendo atualmente wusado nos modelos
governamentais, os quais regulam os testes toxicoldégicos de substancias

quimicas.
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O teste de toxicidade aguda com doses repetidas é uma avaliagao preliminar
das propriedades toxicas de uma substancia, fornecendo informag¢des acerca
dos riscos para a satde, resultantes de uma exposi¢ao de doses repetidas, pela
via selecionada, mas de curta duracao (14 a 28 dias). Esse estudo serve de
base para o estabelecimento de um regime de doses para as pesquisas de

toxicidade subcronica e outros estudos (BRITO, 1994).

Depois de realizado 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
subcronica. Esse teste fornece informag¢des adicionais sobre o6rgio-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 METODOS

1. OBTENCAO E IDENTIFICACAO DO NFOH

1.1. Reagentes e Solventes

nitrofural (Henrifarma)

formaldeido P.A (Synth)

carbonato de potassio P.A (Mallinckrodt)
metanol P.A (Synth)

dimetilsuféxido P.A.(Vetec)

N N N R

agua destilada

1.2. Equipamentos

v’ aparelho de ponto de fusio Stuart Scientific-SMP3.

v’ destilador de 4gua por membrana de osmose, modélo Q-342 da

v espectrofotémetro de IV Shimadzu FTRI-8300.
v’ espectrometro de Ressonincia Magnética Nuclear (400MHz).

v" Sonicador Ultrasonic Cleaner UNIQUE
1.3. Método de obtengido do pro-farmaco
Para a preparag¢ao do pré-farmaco proposto NFOH, reagiu-se o NF

com o formaldeido em meio basico (CHUNG, 1996), como apresentado no

esquema abaixo:
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Preparagiao de hidroximetilnitrofural (II)

o
O,N o) \N/NH NH o ON \N/NH NH___OH
EEEEE—
\ / K,CO5 \ /
o) o

nitrofural hidroximetilnitrofural

(0 an

Reagiu-se 1,08 g de NF (I) com 18 mL de CH,O em presenca de 0,7 g de
K,CO; e 10 ml de H,O mantendo o sistema a temperatura ambiente, sob
agitacao durante 48 horas. Apés completar a reacdo, a suspensao foi filtrada.

O precipitado foi lavado varias vezes com agua gelada.

1.4. Métodos Analiticos de identificagdo dos compostos

1.4.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas placas de silica gel G-60, com 0,25 mm de espessura, ¢
placas Alugram Nano-Sil G/UV 254 da Merck para o acompanhamento das
reacdes, com os seguintes sistemas de eluentes (v/v/v): CHCl;/MeOH/AcOH
(95:5:3); (85:10:5); (70:20:10). As placas cromatograficas foram reveladas e

observadas com iodo e/ou radiacio UV.
1.4.2. Determinacdao da Faixa de Fusio
A faixa de fusdo experimental do produto obtido foi determinada em

aparelho para determina¢iao de ponto de fusio capilar modelo SMP3 da Bibby

Stuart Scientific, sem correcio.
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1.4.3. Espectrometria no Infravermelho (IV)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrometro
infravermelho FTIR-8300 da SHIMADZU Corporation, o qual utiliza o
método de transformada de Fourier com a amostra dispersa em KBr e as

medidas foram feitas em cm™'.
1.4.4. Espectrometria de RMN 'H e RMN "C

Os espectros de RMN 'H e '""C da nitrofural e¢ do pré-farmaco
hidroximetilnitrofural foram obtidos no espectréometro Bruker, modelo DRX-
400, 9.4 T (400 MHz), utilizando como solvente DMSO-d,, do laboratério de
RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sio Carlos.

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

4" Farmacopéia Brasileira, 1988)

Para determinagcao da solubilidade pesou-se 1 parte das amostras
equivalente a 50 mg e testou-se a solubilidade no numero de partes dos
diferentes solventes (1 parte de solvente equivalente a 50 pupL). As
solubilidades aproximadas foram designadas por termos descritivos,

apresentados a seguir:

TERMO DESCRITIVO |SOLVENTE

Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente solavel De 1 a 10 partes
Soluavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoldvel ou insoldvel |[Mais de 10000 partes
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2. TESTES TOXICOLOGICOS

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
UNESP, Araraquara, considera o protocolo para uso de animais neste projeto,
estruturado dentro dos principios éticos na experimenta¢dao animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal — COBEA e de acordo com a Lei n°
11.977, de 25 de Agosto de 2005 que institui o Cédigo de Protecao aos
Animais do Estado de Sio Paulo concedendo PARECER FAVORAVEL i sua
execucio, de acordo com Protocolo CEP/FCF/CAR n° 31/2004 em anexo.

Testes realizados

e Toxicidade aguda (dose simples) em camundongos e ratos;
e Toxicidade aguda (doses repetidas), em camundongos;
e Toxicidade subcronica, em camundongos;

e Analises Bioquimica e Hematolégica do sangue.

2.1. Execugio dos ensaios

2.1.1. Animais

Foram utilizados 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 Farmacos e
Medicamentos/Laboratério de Controle de Qualidade do Campus da Unesp de
Araraquara onde foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura
(23 + 1° C), umidade (55 * 5%) e luz (ciclo claro/escuro 12h) e com alimento

e agua a vontade.
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Os animais foram aclimatados as condi¢oes de laboratério cinco dias
antes dos experimentos e divididos aleatoriamente nos varios grupos de

tratamento.
2.1.2. Preparo das solugdes — Solventes utilizados

As solug¢bdes foram preparadas no momento dos ensaios, os solventes

utilizados para cada teste estdo apresentados abaixo:

Testes | Animal Via Solvente

Camundongo v.o. DMSO

Camundongo  1i.p. DMSO/H,O
Toxicidade aguda Rato v.o. DMSO
Rato v.o. Goma arabica

Toxicidade a médio prazo J Camundongo v.o. DMSO/H,O
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2.2. Determinagdo da toxicidade aguda em camundongos e ratos

(Dose simples — 14 dias)

2.2.1. Toxicidade aguda em camundongos

Foram realizados testes utilizando 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 nao pode ser realizado por problemas de solubilidade com o farmaco
matriz. Pela via intraperitonial as doses testadas foram menores e foi possivel
a realizacdo do teste com o farmaco NF. Nos testes por via oral as solug¢des
foram administradas com auxilio de wuma sonda metalica e por via

intraperitonial através de uma agulha 25x7.

A concentracio de DMSO foi obtida através de experimentos prévios
resultando em 0% de mortalidade para o solvente. Para o ensaio em
camundongos v.o. foi administrado o volume de 0,1 mL de NFOH
solubilizados em DMSO/10g peso. Para os ensaios em camundongos i.p. foi
administrado o volume de 0,1 mL de NF ou NFOH solubilizados em

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

No dia do ensaio farmacoldgico por via oral retirou-se a racdo pela
manhia, de forma que no momento da administracio da amostra os animais
estavam com seis horas de jejum. Apds a administragdo os animais foram
privados de alimentos e agua por um periodo de trés horas. Os animais foram
observados durante 14 dias, registrando-se as observac¢oes obtidas neste

periodo.
Os grupos experimentais (10 animais por grupo) para determinac¢io da

DL, em camundongos e seus respectivos tratamentos estio representados a

seguir:
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Ensaio 1T — Determinacao da toxicidade aguda por via oral do NFOH.

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

_ Grupo 1I: NFOH 1000 mg/Kg;
_ Grupo 1I1I: NFOH 1500 mg/Kg;
_ Grupo IT7: NFOH 2000 mg/Kg;
_ Grupo IV NFOH 2500 mg/Kg;
_ Grupo VI: NFOH 3000 mg/Kg;

Ensaio 2 - Determinaciao da toxicidade aguda por via intraperitonial do
NF.

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

_ Grupo 1I: NF 98 mg/Kg;

_ Grupo III: NF 200 mg/Kg;

_ Grupo I17: NF 250 mg/Kg;

_ Grupo 12 NF 300 mg/Kg;

_ Grupo VVI: NF 400 mg/Kg;

Ensaio 3 - Determinagio da toxicidade aguda por via intraperitonial do

NFOH.

_ Grupo I: DMSO/H,0 0,1mL/10g;
_ Grupo 1I: NFOH 150 mg/Kg;
_ Grupo 11I: NFOH 250 mg/Kg;
_ Grupo I17: NFOH 300 mg/Kg;
_ Grupo IV: NFOH 400 mg/Kg;
_ Grupo IVI: NFOH 600 mg/Kg;
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2.2.2. Toxicidade aguda em ratos

Foram realizados testes utilizando a via oral (v.o.), nos quais as solugoes

foram administradas com auxilio de uma sonda metalica.

Como ja citado os testes foram realizados com dois solventes. No ensaio
com DMSO foi administrado o volume de 1 mL de NF ¢ NFOH solubilizado
no solvente/10g peso solu¢io. No ensaio com goma foi administrado o
volume de 1 mL de NF e NFOH suspenso em H,0O/Goma Arédbica
(100:6,66)v/p)/10 g de peso.

Na noite anterior ao dia do ensaio farmacoldgico retirou-se a ragao pela
manha, de forma que no momento da administracio da amostra os animais
estavam com doze horas de jejum. Apds a administracio os animais foram
privados de alimentos e agua por um periodo de trés horas. Os animais foram
observados durante 14 dias, registrando-se as observacdes obtidas neste

periodo.

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

DI;, em ratos e seus respectivos tratamentos estado representados a seguir:

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

DMSO.

_ Grupo I: DMSO 1mL/100g;
_ Grupo 1I: NF 500 mg/Kg;

_ Grupo III: NF 1000 mg/Kg;
_ Grupo I17: NF 1500 mg/Kg;
_ Grupo 1 NF 2000 mg/Kg;
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Ensaio 2 — Determina¢ao 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 IT77: NFOH 1000 mg/Kg;
_ Grupo IV NFOH 1500 mg/Kg;
_ Grupo IVI: NFOH 2000 mg/Kg;

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

soluc¢ao de goma ardabica.

_ Grupo I: solucio goma aribica 1 mL/100g
_ Grupo 1I: NF 250 mg/Kg;

_ Grupo 1II: NF 400 mg/Kg;

_ Grupo I17: NF 500 mg/Kg;

_ Grupo 1 NF 1000 mg/Kg;

_ Grupo VVI: NF 1500 mg/Kg;

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

solucao de goma arédbica.

_ Grupo I: solucio goma arabica 1 mL/100g
_ Grupo 1I: NFOH 500 mg/Kg;

_ Grupo III: NFOH 1000 mg/Kg;

_ Grupo IT7: NFOH 1500 mg/Kg;

_ Grupo IV NFOH 2000 mg/Kg;
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2.3. Determinag¢io da toxicidade aguda/doses repetidas em

camundongos (28 dias).

Para os testes a médio prazo a metodologia utilizada foi BRITO, A. S.,
1994. De acordo com a metodologia o teste permite a administragao cinco

dias/semana.

Protocolo.

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

dias e os sinais de toxicidade e 6bitos foram registrados diariamente.

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

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

_ Grupo 1I: DMSO/H,0 0,1 mL/10g;
_ Grupo III: NFOH 100 mg/Kg;

_ Grupo IT77: NFOH 200 mg/Kg;

_ Grupo 17 NF 50 mg/Kg
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2.4 Determinagdo da toxicidade subcrénica em camundongos, via

oral (60 dias).

Protocolo.

Os animais foram expostos as doses da amostra cinco dias por semana
durante 60 dias e os sinais de toxicidade e O6bitos foram registrados
diariamente. Neste experimento nao foi possivel fazer um grupo com NF para

comparar com os resultados do derivado por falta de animais.

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

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

_ Grupo 1I: DMSO/H,0 0,1mL/10g;
_ Grupo 111 NFOH 100 mg/Kg;

_ Grupo IT7: NFOH 200 mg/Kg;

2.5. Analises bioquimicas.

Uma vez terminado o tempo experimental proposto (28 e 60 dias), os
animais foram submetidos a eutanasia através da guilhotina, com coleta do
sangue por escoamento do tronco dos animais. O sangue foi coletado em
tubos de ensaio de fundo coénico. O soro foi separado por meio de
centrifuga¢ao do material a 2000 rpm por 10 minutos em centrifuga Excelsa II
modelo 206 BL e enviado ao Nucleo de Anilises Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Unesp - Araraquara, para determinac¢dao da albumina,
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase. As provas bioquimicas
foram realizadas em aparelho automatizado Technicon RAXT, através de Kits
de ensaio (ALT e AST liq. est. Bayer 4x55 e albumina Bayer), conforme
metodologia fornecida pelo fabricante, com a colaboragio da Prof* Dr".

Regina Vendramini.
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2.6. Analises hematoldgicas

A coleta de sangue para analise hematoldgica foi realizada em outros
animais, ja que a quantidade de amostra coletada nao possibilitou a analise dos
dois parametros (bioquimico e hematolégico). Do mesmo modo ao término do
tempo experimental os animais foram submetidos a eutanasia através da
guilhotina, com coleta do sangue por escoamento do tronco dos animais. O
sangue foi coletado em tubos de ensaio heparinizados e as analises 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 especifica de leucocitos foi realizada em esfregaco sanguineo em
laminas coradas por Leishman, avaliando-se um total de 100 células. As
analises foram realizadas pelo laboratério de Hematologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - Unesp - Araraquara, com a colabora¢ao do Prof® Dr°

Luis Marcos Fonseca.

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram tabulados no programa Excel e a analise estatistica foi

feita no proprio programa. Foi realizada a anilise de variancia (ANOVA) e
prop prog

quando necessario o teste de Tukey. O nivel de significancia foi definido

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

1. Obtengio e Identificagdo do hidroximetilnitrofural (NFOH).

Para a obten¢ao do NFOH partiu-se da matéria-prima NF, a qual foi
caracterizada como um pé amarelo e com faixa de decomposicio de 220-
226°C, de acordo com os valores da literatura.

A identificacio do NFOH foi realizada por comparag¢ao das analises da
matéria-prima NF com aquelas do produto obtido (faixa de fusio,

espectrofotometria de absor¢io no infravermelho e RMN 'H e '°C).

O produto obtido foi caracterizado apresentando-se como um sélido

amarelo ouro e faixa de decomposiciao 172-180°.

Os Espectros 1 ¢ 2 mostram os resultados das analises do espectro de

absor¢ao no Infravermelho para NF e para NFOH.
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Espectro 1. Espectro no infravermelho do nitrofural (KBr)
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Tabela 2 - Bandas de absor¢ao do espectro de infravermelho do
nitrofural
Grupo funcional v (cm')
NH2 3122 e 3240
N-H (amida secundaria) 3462
C=0 e NH (sobreposigio) 1716,5
C-H 2893-2964
NO, 1508 e 1350
C-N 1465
C=C 1583
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Espectro 2. Espectro no infravermelho do hidroximetilnitrofural (KBr)

100.0 —
%T | ,J'
75.0 964.4
50.0 - B107.1 3l
. 328.9
] h375.2 11b1.3 /547.7
250 on O NH o NH oM 7.3 Eum.l
1 Ny N 6 ho33s
T \ / 203 5
7 0
0-0 T T T T | T T T T I T T | T T T T | T T T T |
4000.0 3000.0 2000.0 1500.0 1000.0 500.0
Tabela 3 — Bandas de absorg¢io do espectro de infravermelho do

hidroximetinitrofural

Grupo funcional v (cm')

N-H (amida secundaria)

C=0 e NH (sobreposigio)

C-H

NO,
C-N

3375 e 3328
1666
2964-3107
1514 e 1350
1461
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Estio apresentados a seguir os espectros de RMN 'H e °C (Espectros 3
¢ 4) ¢ a Tabela 4, os quais mostram os resultados das andlises para o produto

obtido (hidroximetilnitrofural).
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Espectro 3 - Espectro de RMN 'H em DMSO-d, hidroximetilnitrofural
(400MHz)
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Espectro 4 — Espectro de RMN "’C em DMSO-d, hidroximetilnitrofural
(100MHz).
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Tabela 4: Dados de RMN 'H (400 MHz) e '’C (100 MHz) do pro-firmaco
hidroximetilnitrofural em DMSO d;. Os deslocamentos quimicos apresentados

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

O,N o) 6 NH NH OH
& \2/1\5/ \N/s il 2

e

|
©)

C/H 4, Oy

1 l _

2 151,4 -

3 112,7 7,25(d; J=3,9 Hz; 1 H)
4 1152 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; ]=6,7 Hz; 1 H)
11 63,2 4,61(d; J=6,2 Hz; 2 H)
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Estio apresentados a seguir os espectros de RMN 'H e "°C (espectro 5 ¢
6) dos resultados das analises do composto matriz NF, permitindo a

comparagio aos espectros de RMN 'H e "’C (espectro 3 e 4) do derivado.
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Espectro 5 - Espectro de RMN H em DMSO-d; do farmaco nitrofural
(400MHz).
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Espectro 6 - Espectro de RMN- "> C em DMSO-d, do firmaco nitrofural
(400MHz)
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Para a formacio do derivado de NFOH (1), seguiram-se os
procedimentos descritos por Chung M. C.; 1996, cuja reag¢ao baseia-se na
formac¢ao da Base de Mannich.

Conforme a representacao da reagao quimica, a reacao de Mannich
consiste na condensacio entre o substrato RH contendo, no minimo, um
atomo de hidrogénio ativo, formaldeido (mais raramente com outros aldeidos)
e aminas primarias ou secundarias (Tramontini & Angiolini, 1990).
Preferencialmente ocorre, via rota “A”, segundo o esquema apresentado na
Figura 15. Entretanto, dependendo da natureza dos reagentes e condi¢oes

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

HC” N
A o~/ _H]
> X N\ +/
H,C= N
— 1, 2
R—H + CH,0 + H—N (X=0H,N_ ,..)
S \ h -

Figura 15. Esquemas de rotas de sintese para formaciao de bases de

Mannich (Tramontini & Angiolini, 1990)

Dois fatores despertaram o grande interesse pela quimica das bases de

Mannich (NARVAEZ, 1983):

1°) sao compostos muito reativos e, conseqiientemente, podem ser
transformados facilmente em numerosos outros compostos, constituindo-se
assim, em intermediarios uteis na sintese de heterociclicos, aminoacidos e

outros derivados;
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2°) por introduzir uma fung¢ao basica, permitem tornar os derivados

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

Cerca de 35% dos trabalhos publicados sobre as bases de Mannich estao
em revistas farmacéuticas (TRAMONTINI, ANGIOLINI, 1990) o que mostra
a importancia dessas bases nessa drea e, em especial, na Quimica

Farmacéutica.

Com amplo espectro de atividades bioldgicas, as bases de Mannich sao
aplicadas em Medicina (KUDRIN, VEROBEV, 1970) e muitos estudos sao

feitos para introdugao de novos compostos na terapcutica.

O experimento foi realizado na tentativa de reproduzir o método
descrito por CHUNG M. C, (1996), sendo que o produto sélido obtido

apresentava mancha unica, com R; = 0,72 apds analise por CCD.

O espectro de Infravermelho do nitrofural (Espectro 1) apresenta bandas
de deformacdo axial de amida primaria resultante das deformag¢does simétrica
3122 cm™' e assimétrica 3240cm™' de NH. A deformacido axial de C=0O , e a
deformagio angular de N-H aparecem sobrepostas em 1716 cm™'. A

1

deformacgiao axial de C-N ¢é observada em 1465 cm™ e a deformagao angular

fora do plano de N-H ¢é visualizada entre 600-700 cm™'.

Outra banda de deformagio axial importante observada neste

experimento foi a de N-H de amida secundaria em 3462 cm™,

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 deformagdes axiais assimétricas de
NO, em 1583 cm' e simétricas em 1350 cm'. Observaram-se ainda,

deformagdes axiais simétricas e assimétricas de C-H na regido 2893-2964cm™".
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No espectro no IV do NFOH (espectro 2), nio se observam as bandas
de deformac¢do axial simétrica e assimétrica de amida primaria resultante de
NH. A deformacgao axial de C=0O e a deformagao angular de N-H aparecem

1

sobrepostas em 1666 cm™ . A deformagao axial de C-N ¢é observada em 1461
cm’' e a deformag¢io angular fora do plano de N-H ¢ visualizada ente 600-700
cm’'. No espectro de infravermelho de amidas secundirias em amostras
solidas a banda de N-H livre ¢ substituida por bandas multiplas na regido de
3330 -3060 cm™' (Silverstein, 1999). O que se observa no espectro de 1V do

hidroximetilnitrofural sio duas bandas justamente em 3328 cm e 3375 cm ™.

Outros deslocamentos foram ainda observados referentes aos outros

grupos funcionais existentes na molécula. O grupo nitro existente nos dois
L, ~ P . L, . 1

compostos é observado com deformacgoes axiais assimétricas em 1514 cm™ e

. , . 1
simétricas em 1350 cm .

Observaram-se ainda, deformacdes axiais simétricas e assimétricas de
C-H na regido 2964-3107 cm™'. A superposicido das deformag¢des axiais de N-H
e O-H torna dificil a diferenciacao das estruturas desses compostos através do

espectro de IV.

A confirmag¢dao da obten¢ao do produto foi obtida a partir das analises

de identificacio por RMN 'H (Espectro 3) e de '’C (Espectro 4) através dos
deslocamentos em 4,610 (ppm) e 7,67 & (ppm) do espectro de RMN de 'H ¢ o

deslocamento em 63,2 O (ppm) do RMN "C. O deslocamento em 4,610 ¢

referente ao H do CH, introduzido na molécula, nao visualizado no espectro

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

Os resultados do teste de solubilidade de NF e NFOH sdo apresentados a

seguir na tabela 5.
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Tabela 5 — Solubilidade do NF e NFOH em diferentes solventes.

Solvente

Agua

Metanol

Etanol

Acetona

Dimetilsufoxido

Dimetiformamida

Acetonitrila

Propilenoglicol

THF

Acido Acético

Butanol

Alcool isopropilico

Hidréxido de Amoénio

NF

Insolavel

Muito pouco solavel
1:1200 partes

Muito pouco solavel
1:3800 partes

Muito pouco solavel
1:3000 partes
Facilmente solavel
1:5 partes
Facilmente soluvel
1:6 partes

Muito pouco solavel
1:2600 partes

insolavel

Muito pouco soluvel
1:9000 partes

insolavel

Muito pouco solavel
1:6000 partes

Muito pouco solavel
1:3500

Muito pouco soluvel

1:6000

NFOH

Muito pouco soluvel
1:10000 partes
Muito pouco solavel
1:1100 partes

Muito pouco solavel
1:10000

Muito pouco soluvel
1:1800 partes
Facilmente solavel
1:3 partes
Facilmente Soluvel
1:4 partes

Muito pouco solavel
1:2500

Muito pouco soluvel
1:2500 partes

Muito pouco soluvel
1:1500

Muito pouco solavel
1:1200

Insoluvel

Insoluvel

Muito pouco soluvel

1:3000
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2. TESTES TOXICOLOGICOS.

2.1. Determinagdo da toxicidade aguda em camundongos e ratos

(Dose simples)

A dose letal mediana DL, foi calculada pelo método estatistico 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 estio resumidos na tabela 6. A seguir os

resultados de cada teste estao descritos e discutidos individualmente.

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

Animal i Solvente Substincia Teste DL ,
(mg/Kg)
" Camundongo v.o. @ DMSO  NFOH  >2000
Camundongo i.p. DMSO/H,O NF 197,1
Camundongo i.p. DMSO/ H,O NFOH 327,0
Rato v.o. DMSO NF *
Rato v.o. DMSO NFOH 912,7
Rato v.o. Goma arabica NF 556,3
Rato v.o. Goma arabica NFOH >2000

* nao foi possivel o calculo.

Mara Filomena Ferreira de Melo




Resultados ¢ Discussao 52

2.1.1. Toxicidade aguda em camundongos

A literatura recomenda o uso de solu¢des aquosas, mas quando necessario
o uso de outros solventes, deve-se conhecer os efeitos téxicos do mesmo.
Dentre os varios solventes, o DMSO ¢é um dos mais utilizados nos
laboratérios, particularmente pela sua capacidade de solubilizar compostos
organicos e aquosos. A utilizagio do DMSO nos testes foi proposta devido a

sua alta capacidade de solubiliza¢io dos compostos NF ¢ NFOH (Tabela 5).

A toxidade do DMSO ¢ considerada baixa e seus principais efeitos

toxicos derivam da combina¢io com outros elementos que sao transportados

ou potencializados ou ambos (ALSUP, 1984; SANTOS ez a/, 2003).

Os eventuais efeitos téxicos do DMSO tém gerado muita controvérsia,
ndo existindo consenso quanto ao uso do solvente em testes pré-clinicos. Em
consequéncia, para a utilizagao do solvente nos experimentos foram realizados

testes preliminares, definindo a concentracao aceitavel para cada via utilizada.

A concentracio de 0,1 mL/10g foi eleita para realiza¢io dos ensaios, uma
vez que nao provocou mortes nos animais por via oral. Entretanto, no teste

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

Desta forma concentragdoes menores de DMSO foram testadas (para
utilizacdao nos ensaios i.p.), chegando-se a solu¢ao de DMSO:H,O (50:50, v/v)

sem causar Obitos.

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda com NF e¢ NFOH
em camundongos estio apresentados nas tabelas 7, 8, 9 ¢ graficos 1 ¢ 2. Os

testes pela via intraperitonial permitiram a determina¢ao das doses letais

medianas do NF e NFOH.
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Tabela 7 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses
administradas por via oral no ensaio de toxicidade do NFOH em

camundongos.

Grupos N°de obitos Mortalidade

7 DMSO 0 0
17 1000 0 0
117 1500 0 0
v 2000 3 30
| 4 2500 5 50
|74 3000 2 20
Tabela 8 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses

administradas por via intraperitonial no ensaio toxicidade aguda do NFOH em

camundongos.

Grupos N°de obitos Mortalidade

I DMSO/H,O 0 0

11 150 0 0

111 250 1 10
I 300 5 50
VI 400 7 70
VIl 600 10 100

DL;, média = 327,0 mg/Kg
Limite superior DL, = 383,6 mg/Kg
Limite inferior DL;; = 283,2 mg/Kg
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Tabela 9 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses

administradas por via intraperitonial no ensaio toxicidade aguda do NF em

camundongos.

Grupos N? de obitos Mortalidade

(%)
I DMSO/H,O 0 0
II 98,0 1 10
111 200,0 5 50
I 250,0 6 60
| %4 300,0 8 80
I 400,0 10 100

DL;, média = 197,1 mg/Kg
Limite superior DLy, = 239,6 mg/kg
Limite inferior DLy, =145,8 mg/kg

Nos testes nao foram observados sinais severos de intoxicagido, alguns

animais apresentaram redugao da atividade motora e piloerecio. Os 6bitos

ocorreram nos trés primeiros dias apdés a administragao.
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Grafico 1 — Relagiao dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NFOH,

em camundongos, via intraperitoneal.
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Grafico 2 — Relagdo dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NF, em

camundongos, via intraperitoneal.

Devido aos problemas de solubilidade, os resultados nao possibilitaram o
calculo efetivo da DL., média, uma vez que a dose 2500 mg/Kg de NFOH

levou a 6bito 50% dos animais e a dose superior a esse valor levou a 6bito um
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nimero menor de animais, sugerindo problemas na absor¢ao. Considerando os
resultados obtidos, hda um indicativo para DL, em torno de 2500 mg/Kg para

NFOH.

Sugere-se baixa toxicidade do derivado, uma vez que NFOH apresenta
menor toxicidade aguda em relacio ao NF de acordo com a literatura. Os
valores de DL;, v.o. em camundongos encontrados para o NF foram: 380

mg/Kg (Krantz & Evans, 1945) ¢ 590 mg/Kg (Miyali, 1971).

Segundo a OMS os agentes toxicos via oral sao classificados como
extremamente téxicos (DLg, igual ou inferior a 25 mg/Kg), altamente téxicos
(DL, entre 100 ¢ 500 mg/Kg), mediamente téxicos (DL ., entre 500 ¢ 2000
mg/Kg) e pouco téxicos (DL ;, acima de 2000 mg/kg). Desta forma, os
resultados obtidos pela via oral ainda caracterizam o NFOH como pouco

toéxico.

E sabido que no estudo da toxicidade aguda deverio ser utilizadas duas
vias de administracao, sendo que uma delas devera estar relacionada com a
recomendada para o uso terapéutico proposto e a outra deverd ser uma via
que assegure a absor¢ao do farmaco. Uma vez que os valores obtidos por via
oral niao determinaram efetivamente um valor, decidiu-se a realizacio da

avaliacao também em outra via, a intraperitonial (i.p.) para fins comparativos.

Os resultados obtidos no teste de toxicidade aguda do NFOH por via i.p.
demonstraram uma DL., média de 327,0 mg/Kg, com limite superior 383,6
mg/Kg e limite inferior 283,2 mg/Kg. Comparando com os valores obtidos no
teste com NF, a DL, média de 197,1 mg/Kg, com limite superior 239,6
mg/kg e limite inferior 145,8 mg/kg, sugere-se que o derivado NFOH ¢
menos téxico pela via i.p., com um valor de DL;, maior em relagio ao

firmaco matriz.
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2.1.2. Toxicidade aguda em ratos

Os testes em ratos foram realizados, inicialmente, utilizando DMSO
como solvente, devido a sua alta capacidade de solubilizar os dois compostos,
sendo que as amostras foram administradas em forma de solugio. Os
resultados obtidos nos testes com o solvente DMSO estao apresentados nas

tabelas 10, 11 ¢ grafico 3.

Tabela 10 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses
administradas por via oral no ensaio toxicidade aguda do NF (solvente

DMSO) em ratos.

Grupos N°de obitos Mortalidade

1 DMSO 0 0
17 500 0 0
117 1000 1 10
v 1500 10 100
V 2000 10 100

Os resultados demonstrados na tabela 10 ndo possibilitaram a
determina¢ao da DL,; do NF, em DMSO, por via oral. Nos dois niveis mais
altos de dose os sinais de toxicidade foram observados apdés 24 horas da
administra¢do e incluem piloerecdo, redugao da atividade e sangramento de

narinas e olhos.

Os dois animais sobreviventes da dose 2000 mg/Kg até 10° dia foram
pesados e foi observada reducio de cerca de 26% do peso inicial. Os o6bitos
iniciaram-se cerca de 48 horas apds a administragao e ocorreram até no 8° dia

de teste para a dose de 1500 mg/Kg e 12° dia para a dose de 2000 mg/Kg.
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Na dose de 1000 mg/Kg a mortalidade observada foi baixa, entretanto
90% dos animais apresentaram sinais de toxicidade apdés 24 horas da
administra¢do. Os sinais incluem redu¢ao da atividade, sangramento de
narinas e olhos e ataques apopléticos. Alguns animais ficaram bem debilitados,
mas se recuperaram. No nivel de dose mais baixo apenas um animal
apresentou sinais de toxicidade, incluindo piloere¢do e sangramento das

narinas e olhos.

Na necrépsia dos animais que foram a 6bito dos grupos de 1500 mg/Kg e
2000 mg/Kg foram observadas altas quantidades de firmaco no estémago e
nenhuma no intestino (esta observag¢ao sé foi possivel devido a coloragdao do
farmaco). Os resultados sugerem que a baixa solubilidade no NF em 4dgua faca

com que o mesmo precipite no estomago, podendo prejudicar absorgao.

Tabela 11 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses
administradas por via oral no ensaio toxicidade aguda do NFOH (solvente

DMSO) em ratos.

N°de obitos Mortalidade

I DMSO 0 0
I1 250 0 0
111 500 2 20
I 1000 4 40
|4 1500 9 90
|84 2000 6 60

DL;, média = 912,7 mg/Kg
Limite superior DL, = 601,6 mg/Kg
Limite inferior DL;; = 1319,8 mg/Kg
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Ao contrario dos resultados obtidos no teste de toxicidade aguda de NF,
os resultados obtidos no teste com NFOH, utilizando como solvente DMSO,

mostrados na tabela 11, possibilitaram a determinac¢do da dose letal mediana.

Em todos os grupos tratados os sinais de toxicidade ndo foram severos,
com reduc¢ao da atividade e em alguns casos piloere¢ao que surgiram apds 2 a
3 horas da administracao. Também contrariando os resultados de NF os
animais foram a 6bito até as 48 horas apds a administra¢do e os sobreviventes

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

Na necrépsia geral foi encontrado farmaco no estomago, no intestino e
em alguns animais também na urina, sugerindo que o DMSO favorece a
absor¢ao do NFOH. Os dados obtidos na necrépsia geral sio complementares
e nao conclusivos, necessitando de estudos farmacocinéticos de dosagem para

a confirmacao dos resultados a cerca da absor¢ao dos compostos.

100
90

60 - 60

% mortalidade

0 'O\ T T T 1
250 500 1000 1500 2000

dose (mg/Kg)

Grafico 3 — Relacio 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 Grafico 3) foi

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

Sabendo das diferencas de solubilidade dos compostos NF ¢ NFOH em
DMSO e principalmente em H,O, e através dos resultados citados
anteriormente, sugere-se que o DMSO favoreceu a absor¢ao do derivado
NFOH. Dessa maneira foi proposta a realizacio de um novo teste, utilizando

uma suspensao a base de agua e goma arabica para ambos os compostos.

A goma arabica (concentrag¢do 6,66%) foi utilizada nos testes com ratos.
A utilizagdo da goma arabica foi proposta apds a realizagdo do teste de
toxicidade aguda em ratos com o solvente DMSO, uma vez que os resultados

iniciais com DMSO foram insatisfatdrios.

Morgareidge (1972) realizou estudos de toxicidade aguda por via oral com
a goma arabica (acacia) em varias 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 a curto prazo com a goma arabica foram
realizados, entre eles estudos com ratos, estes receberam 15 % de goma na sua
dieta por 62 dias, foi observado um efeito catartico (substancias que tem
qualidades purgativas mais enérgicas que os laxantes e menos que Os
drasticos), os animais alimentaram-se normalmente havendo aumento de peso,
os valores hematolégicos e o peso dos 6rgaos se mantiveram normais

(BOOTH et al., 1963).

Os resultados obtidos nos testes com a suspensao de goma arabica estao
apresentados nas tabelas 12, 13 e grafico 4. Os resultados possibilitaram a

determinac¢iao da DL, do NF.
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Tabela 12 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses
administradas por via oral no ensaio toxicidade aguda do NF (solvente goma

arabica) em ratos.

Grupos N°de obitos Mortalidade

1 Goma arabica 0 0
17 250 0 0
1 400 2 20
v 500 6 60
| 4 1000 8 80
| 74 1500 10 100
VIl 2000 10 100
DL;, média = 556,3 mg/Kg
Limite superior DL;, = 442,5 mg/Kg
Limite inferior DL, = 718,1 mg/Kg
120 -
100 - 100
S 80 - 0
©
£ 60 - 0
2
o\o 40 N
20 - 20
0 U I T T !
250 400 500 1000 1500
dose (mg/Kg)
Grafico 4 — Relacao dose-resposta no teste de toxicidade aguda com NF

(suspensdao goma arabica), em ratos, via oral.
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Tabela 13 — Porcentagem de mortalidade obtida nas diferentes doses
administradas por via oral no ensaio toxicidade aguda do NFOH (suspensio

goma arabica) em ratos.

Grupos N°de obitos Mortalidade

1 Goma arabica 0 0
17 500 0 0
117 1000 1 10
v 1500 3 30

| 4 2000 4 40

Inversamente ao teste realizado com o DMSO, os resultados empregando
goma arabica (Tabela 12 e 13) niao demonstraram diferengas entre os dois
compostos em relacdo aos sintomas (piloere¢do, sangramento de narinas e
olhos e ataques apopléticos) e o tempo de aparecimento dos mesmos. Os
obitos ocorreram nas primeiras 48 horas e na necrépsia geral foi encontrado

composto no estobmago e no intestino para ambos os testes.

A dose letal mediana para o NF foi determinada em 556,3 mg/Kg, com
limite inferior de 442,5 mg/Kg e limite superior de 718,1 mg/Kg. Como a
dose limite para o teste foi de 2000 mg/Kg, no teste com o NFOH a mesma
levou a 6bito apenas 40% dos animais, sugerindo que a DL;, seja maior que
esse valor. Esse resultado é semelhante ao obtido no teste com camundongos

e caracteriza o derivado como pouco toéxico, segundo a OMS.
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2.2. Determinag¢dio 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: sedacio e incordenacio motora
(conseqiéncia da sedagdao). Uma vez que estes sintomas sao observados com
o controle positivo do solvente, sugere-se que os efeitos observados com os
grupos NF e NFOH sejam decorrentes ao DMSO e niao das substancias de

estudo.

Ap6s cerca de duas semanas de ensaio os animais nao apresentavam mais
sedagao apo6s a administracio dos compostos, sugerindo resisténcia ao

solvente. A tabela 14 mostra a mortalidade nos diferentes tratamentos.

Tabela 14 — Porcentagem de mortalidade NFOH e NF apé6s 28 dias de

tratamento.

Grupos N°de obitos Mortalidade

I H,0 0 0
II DMSO/ H,0 0 0
IIT 100 NFOH 0 0
IV 200 NFOH 5 25
174 50,0 NF 4 20

A tabela 15 mostra a média dos pesos iniciais e finais e a diferenga entre

o peso inicial e o final de cada grupo.
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Tabela 15 — Peso corporal no inicio e apds 28 dias de tratamento.

Grupos Dose Peso final Peso Inicial  Diferenga entre
(mg/Kg) 0s pesos
I H0 5200 3933 12,67
17 DMSO 43,80 44,80 -1,00
11 100 NFOH 41,50 42,50 -1,00
v 200 NFOH 47,60 46,40 1,20
| 4 50 NF 43,70 44,45 0,75

* valores negativos indicam diminui¢do do peso corporal durante o ensaio.

A analise estatistica realizada através do teste 7 demonstrou haver
diferenca significativa ao nivel de 5% das médias dos pesos iniciais e finais do
grupo controle negativo H,O. Nos demais grupos niao foram observados
diferencga significativa entre as médias. No inicio do experimento houve, uma
reducao dos pesos (exceto grupo H,O) e apds cerca de duas semanas os
animais comegaram a recuperar seu peso inicial, mas nao adquiriram peso

adicional quando comparados com o grupo controle.

Nos teste de toxicidade a médio-prazo (incluindo os teste de 28 e 60
dias) ¢ importante também avaliar possiveis altera¢cdes bioquimicas e
hematolégicas. Nesse sentido, foram realizados analises hematolégicas das
séries vermelha (eritograma) e branca (leucograma). No eritograma foi
realizada a contagem de plaquetas e de hemacias, a determinagio do
hematécrito, da hemoglobina, do VCM - volume corpuscular médio, da HCM -
hemoglobina corpuscular média e da CHCM - concentracio de hemoglobina
média. No leucograma contaram-se os leucdcitos e fez-se a contagem da

diferencia¢ao celular.
A leucocitose (aumento do numero global de leucdcitos) e a leucopenia

(diminui¢do do nimero global de leucécitos), estao diretamente relacionadas

com o aumento e a diminui¢ao de qualquer um dos elementos do sangue.
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Assim, a leucocitose e/ou a leucopenia pode ser, neutréfila, eosindfila,
basoéfica, etc, de acordo com o elemento que estiver alterado (JANINI E

JANINI FILHO, 1995).

Os neutréfilos, dos elementos do sangue, sao os mais ativos e dotados de
vitalidade. Constituem a segunda linha de defesa contra os organismos
patogénicos, e encontram-se aumentados no sangue toda vez que o
organismos ¢é invadido por germes ou quando houver destruicio dos tecidos.
Ainda, ha casos de neutrofilia em pertuba¢des metabdlicas, como uremia,
acidose, eclampsia e por varias intoxica¢oes por substancias quimicas e

farmacos (JANINI E JANINI FILHO, 1995).

Pouco se sabe sobre a func¢do dos linfécitos, mas nao ha duvidas que esta
célula esta envolvida no processo de cura, teria também a funcao de fixagao
de toxinas, formacao de anticorpos e interviria no metabolismo das gorduras.
Dos leucécitos, os mondcitos, sao os que tém maior tendéncia a sofrer
transformacao. Um pequeno numero deles é lancado na corrente sanguinea
onde sdao destruidos ou voltam novamente para o tecido. De modo geral,
pode-se dizer que sua funciao ¢é de defesa organica, pois nos processos
infecciosos o seu aumento é muitas vezes indice de boa reacio (JANINI E

JANINI FILHO, 1995).

Muito se tem discutido quanto a fun¢ao do eosinédfilo, mas parece que o
papel mais importante do mesmo ¢é participar contra certos corpos estranhos,
principalmente, contra proteinas introduzidas no organismo por via digestiva,
parenteral, cutinea ou respiratéria. E interessante citar que a eosinopenia
sangliinea pode ocorrer em rea¢ao de alarme, desencadeadas por choques
devido a acdo direta de agente agressor e¢ reacOes de defesa do organismo

(JANINI e JANINI FILHO, 1995).

Os parametros hematolégicos em camundongos e ratos sao influenciados

por varios fatores, incluindo local de coleta da amostra, idade, sexo, anestesia
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e estresse. Deste modo, estabelecer valores de referéncia para camundongos e
ratos ¢ dificil, sendo que os valores utilizados para comparacio dos

tratamentos foram obtidos de Thrall e col. (2004).

Durante a coleta de sangue dos animais ocorreram varios problemas, o
que dificultou um maior nimero de amostras sangifneas para os exames
bioquimicos e hematolégicos. Além disso, o sangue apresentou hemolise,
inclusive nos animais controle. Os resultados destes testes foram apresentados

como indicativo, sendo necessario sua repeti¢cao para confirmac¢ao dos dados.

Os valores médios hematolégicos em funcao dos diferentes tratamentos

estio apresentados na tabela 16 e 17 e grafico 5.

Tabela 16 — Leucograma dos camundongos ap6s 28 dias de tratamento.

Parametros Faixa Controle Controle Dose Dose
hematolégicos normalidade H,0 DMSO/H;O0 100mg/Kg 200mg/kg
N=3 n=3 N=4 n=4
~ Leucécito 6,33 9,13+ 0,61 4,87 + 0,60 4,93 + 1,50 6,55 + 1,41
(10° /1) (2,61-10,05)
Neutréfilo 1,20 1,57 + 0,5 2,50 + 0,62 1,35 + 0,52 1,55 + 0,24
(10°/n1) (0,4-2,0)
Linfécito 4,86 7,43 + 0,57 6,13+ 1,08 7,63+ 0,87 7,45+ 0,13
(10°/u1) (1,27-8,44)
Monocito 0,14 0,08 + 0,02 0,11 £ 0,03 0,08 £ 0,04 0,10 £ 0,03
(10°/p1) (0-0,29)
Eosinéfilo 0,08 0,02 + 0,02 0,03 + 0,02 0,03 +0,02 0,01 £0,01
(10°/ul) (0-0,17)

Os resultados se referem a média £ desvio padrio.

Em relacio ao leucograma o nimero reduzido de amostra nio
possibilitou a analise estatistica. A comparacao dos valores da literatura e do

grupo controle HZO com os resultados dos grupos tratados com NFOH nio
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apresentaram grandes varia¢gdes. A maior variagdo, e que excedeu a faixa de
normalidade (grafico 5), ocorreu com os resultados da contagem especifica
dos neutréfilos, o que pode ser atribuido a intoxicagdo com o farmaco ou

mesmo com solvente DMSO.

i B Faixa de normalidade
0 O H,0
o 8 O DMSO/H,O
S 6 B 100 mg/H,O
(&)
>
3 4 @ 200 mg/H,0
2,
O,
34 9,
8,
25 — . —
o 2 o 6 4 I
S 15 g2
El € 4
g 1] - 34
2,
0,5 -
1,
0 - o
2,5 - 0,2 -
2,
0,15 |
215 =
S 5
= e 014
s 1 2
05 0,05 -
ol Nl E=NEN -

Grafico 5 — Leucograma dos camundongos apds 28 dias de tratamento
(Leucécito (10°/ul), neutréfilo (10°/ul), linfécito (10°/ul), monécito (10°/ul)
e ecosino6filo (10°/ul).
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O eritograma ¢ um exame clinico que avalia os achados normais e
patolégicos mais comuns dos eritrécitos encontrados no sangue e assim tirar

conclusdes a respeito da perturbacgao existente na série vermelha.

Tabela 17— Eritograma dos camundongos ap6s 28 dias de tratamento

Parimetros '~ Faixa  Controle  Controle = Dose Dose
hematologicos Normalidade 2 DMSO 100mg/Kg 200mg/kg

n=3 n=4 n=4
Eritrécitos (106/pl) 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
hematocrito (%) 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

VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM =concentracio de
hemoglobina média. Os resultados se referem a média * desvio padraio.

Quando os valores do eritograma dos varios grupos de tratamento sao
comparados com o grupo controle e a faixa de normalidade da literatura no
grafico 6, observa-se que todos estao dentro ou muito préximos da

normalidade.
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H Faixa normalidade

gg i O Controle H20

50 OControle DMSO
45 E Dose 100mg/Kg
40 E Dose 200mg/kg

eritrocitos  hemoglobina hematécrito  VCM (fL) HCM (pg) CHCM(g/dl)
(206/pl) g/dl (%)

Grafico 6 - Eritograma dos camundongos apds 28 dias de tratamento,
hematécrito, hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracio de hemoglobina
média).

A enzimas comumente utilizadas para detectar doencgas hepaticas de
roedores incluem fosfatase alcalina, gama glutamil transferase, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, lactato deiidrodesidrogenase e
sorbitol deiidrodesidronase. A concentragao sérica ou plasmatica dessas
enzimas se elevam com o aumentado da produciao e liberagcio ou a diminuigao
do “clearance”. Em camundongos, a hiperproteinemia frequentemente ¢
associada com severa desidratagao e pode ocorrer com a perda de proteina

pela urina na doenca renal (Thrall e a/, 2004).
Devido a baixa quantidade de amostra coletada duas enzimas foram
selecionadas para analise, a Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato

Aminotransferase (AST).

Na tabela 18 estio apresentados os resultados das determinagoes

bioquimicas de ALT, AST e Albumina nos varios grupos de tratamento.
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Tabela 18 — Perfis bioquimicos de NF e NFOH apdés 28 dias de

tratamento.
Pariametros ix Controle Controle
bioquimicos normalidade H,0 DMSO 100mg/Kg 200mg/kg 50mg/ kg
n=§ n=§ n=§ n=§ NF
ALT (U/1) 40 — 189 74,62 93,75 81,37 105,5 200,75
(53-91) (70-121) (54-118) (73-141) (127-310)
AST (U/1) 77 — 383 338,25 294,87 316,5 421,50 750

(233-418)  (200-394)  (207-422)  (240-625)  (420-1390)

Albumina (g/dL) 2,5 — 4,0 2,32 2,58 2,51 2,37 2,6
(2,0-2,8) (2,2-3,0) (1,6-3,0) (2,0-2,9) (2,2-3,1)

A AST ¢é uma enzima mitocondrial e citosdlica com alta atividade no
figado, coragiao, musculo esquelético, rins e baixa atividade nos intestinos,
cérebro, pulmiao. Aumentos na atividade sérica ou plasmatica da AST
usualmente estao associados com injaria hepatica, do musculo cardiaco ou

musculo esquelético. (THRALL ez a/, 2004).

Em ratos e camundongos a atividade de ALT ¢ alta no figado, nos
roedores em geral ha também atividade nos intestinos, rins, coragao, musculo
esquelético, cérebro, pele e pancreas. Aumento da atividade sérica e no plasma
relacionado com dano hepatocelular é maior em roedores, e a enzima parece
ser mais especifica para figado em ratos e camundongos (THRALL ef a/ ,

2004).

A analise estatistica dos resultados (ANOVA) comparou as médias dos
diferentes grupos de tratamento e demonstrou ndao haver diferencgas
significativas (p<0,05) entre as médias das andlises de albumina (F calculado

1,03; F critico 2,64).
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Para as analises de ALT e AST observaram-se diferengas significativas
entre as médias (F calculado: ALT 16,38; AST 8,89, F critico: 2,64). Os dados
foram submetidos ao teste de Tukey, sendo os resultados iguais para as duas
enzimas, demonstrando diferencga significativa entre as médias dos grupos

controle com o grupo 50 mg/Kg de NF.

Ja os grupos tratados com NFOH nao apresentaram diferencgas
significativas com os grupos controles (H,O ¢ H,O/DMSO) e entre as duas

doses administradas do derivado.

Os graficos 7, 8 e 9 ilustram a comparag¢ao entre os parimetros para a
avaliacao do dano hepatico e de proteina sangiinea, que oferecem resultados
dos niveis de ALT, AST e Albumina nos diferentes grupos em relagdo a faixa

de normalidade encontrada na literatura (Thrall ¢ o/, 2004 ).

350 -
300 + T
250 +
< 200 -
2
5
3 150 - _|_ |
100 + T J.
I 1
50 +
0 T T T 1
Faixa H20 DMSO /H20  100mg/Kg 200mg/kg  50mg/Kg NF
normalidade
Grafico 7 — Niveis de Alanina Aminotransferase (ALT) do soro dos

camundongos apo6s 28 dias de tratamento.
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Grafico 8 - Niveis de Aspartato Aminotransferase (AST) no soro dos

camundongos ap6s 28 dias de tratamento.

No grafico 7 pode-se observar que os niveis de Alanina
Aminotransferase (ALT) de todos os grupos de tratamento (controle e NFOH)
estdo dentro da faixa de normalidade, exceto o grupo tratado com NF. No

grafico 8 observam-se resultados semelhantes, com valores maiores da AST.

A analise estatistica dos dados confirmou a maior variagao da média do
grupo tratado com 50 mg NF em relacdo ao grupo controle H,O, sabendo que
os demais (DMSO/H,O0 e NFOH 100 e 200mg/Kg) nao apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) em relagao ao grupo controle para ambas

enzimas.
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Grafico 9 - Niveis de Albumina do soro dos camundongos ap6s 28 dias de

tratamento.

O grafico 9 mostra pequenas alteragdes em todos os grupos sempre em
relaciao ao limite inferior da faixa de normalidade dos niveis de albumina , mas

a analise estatistica nao revelou haver diferencas significativas entre as

médias.
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2.3. Determinagdo da toxicidade subcrénica em camundongos (60

dias)

Os sintomas observados neste ensaio foram os mesmos observados no
teste de 28 dias. O grupo controle positivo DMSO/H,O também apresentou
sinais de intoxica¢dao, entretanto, em menor escala do que o grupo DMSO do

teste anterior.

Os sinais também desaparecem com o tempo de ensaio, sugerindo
resisténcia dos animais ao DMSO. A tabela 19 mostra a taxa de mortalidade

dos diferentes tratamentos.

Durante a observacao diaria detectou-se canibalismo, onde foi necessario

o sacrificio de alguns animais e até de grupos inteiros.

Tabela 19 — Porcentagem de mortalidade NFOH apés 60 dias de

tratamento.

N° de 60bitos Mortalidade

(Vo)
I H,0 0 0
IIr DMSO/H,0 0 0
IV 100,0* 2 10
174 200,0% 8 80

* alguns animais destes grupos foram a 6bito por canibalismo

A tabela 20 mostra a média dos pesos iniciais e finais ¢ a diferenca entre

o peso inicial e o final de cada grupo.
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Tabela 20 — Peso corporal no inicio e apds 60 dias de tratamento.

Peso final Peso Inicial Diferenga entre
0s pesos
1 H,0 57,75 37,63 20,13
17 DMSO/H,O 44,75 25,25 19,50
v 100 51,83 23,00 28,83
Vil 200 * * *

* grupo sacrificado por canibalismo

A média dos pesos finais de todos os grupos apresentou diferenca
significativa em relacdo a média dos pesos iniciais. No inicio do experimento
também houve uma reduc¢ao dos pesos (exceto grupo H,0), e apds cerca de 2
semanas os animais comeg¢aram a recuperar ¢ aumentar seu peso em relagdo ao

peso inicial, indicando desenvolvimento normal dos animais.
Os valores médios hematolégicos em func¢iao dos diferentes tratamentos
estdio apresentados na tabela 21. O grafico 10 compara os grupos com os

valores da faixa de normalidade.

Tabela 21 — Eritograma dos camundongos ap6s 60 dias de tratamento.

Parametros Faixa Controle Controle Dose
hematolégicos Normalidade H,0 DMSO/H,0 100mg/Kg

n=1 n=3 N=3

eritrécitos (106/pl) 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
hematécrito (%) 32,8 — 48,0 48,90 4413 £ 6,77 50,93 + 4,01
VCM (fL) 423 — 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

VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, CHCM =concentracio de
hemoglobina média. Os resultados se referem a média T desvio padrao.
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60 - O Faixa normalidade
55 - M Controle H20

O Controle DMSO/H20
O Dose 100mg/Kg

eritrécitos  hemoglobina hematécrito  VCM (fL) HCM (pg) CHCM(g/dl)
(106/ul) g/dl (%)

Grafico 10 - Eritograma dos camundongos apo6s 60 dias de tratamento,
hematécrito, hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracio de hemoglobina
média).

O grafico 10 sugere que apds 60 dias de tratamento os valores do
eritograma dos camundongos estao dentro ou muito préoximos da faixa de

normalidade.

Tabela 22 — Perfil bioquimico de NFOH apés 60 dias de tratamento.

Parametros bioquimicos Faixa Controle Controle Dose
normalidade H-,0 DMSO/H20 100mg/Kg

n=4 n=6 n=4
(média) (média) (média)
(minimo/maximo) (minimo/méximo)|(minimo/maximo)

ALT (U/1) 40 — 189 69,50 90,33 120,75
(53-86) (62-146) (109-135)
AST (U/1) 77 _ 383 309,50 488,0 682,50
(233-373) (246-810) (320-970)
Albumina (g/dL) 2,5 — 4,0 2,40 2,48 2,65
(2,0-2,8) (1,8-3,4) (2,2-3,1)
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Os graficos 11, 12 e 13, ilustram a compara¢dao entre os parametros para
a avaliacao do dano hepatico e de proteina sanguinea, que oferecem resultados
dos niveis de ALT, AST e Albumina nos diferentes grupos em relagdo a faixa

de normalidade encontrada na literatura.
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Grafico 11 — Niveis de Alanina Aminotransferase (ALT) do soro dos

camundongos apo6s 60 dias de tratamento.

O teste de 60 dias de tratamento confirmou os dados obtidos no teste de
28 dias nao havendo alteracbes dos valores niveis de ALT em relacio a faixa

de normalidade dos grupos tratados com NFOH (Grafico 11).
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Grafico 12 — Niveis de Aspartato Aminotransferase do soro dos camundongos

ap6s 60 dias de tratamento.

O grafico 12 mostra alteragdes dos valores nos niveis de AST do grupo
controle DMSO e da dose de 100mg/kg, estando estas fora da faixa de faixa
de normalidade. Estes dados sugerem altera¢des nas enzimas pelo DMSO, nio
sendo conclusivos para o NFOH. Sugere-se a utilizagao do teste utilizando

outro SOlVCﬂtC, como a goma.
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Grafico 13 — Niveis de Albumina do soro dos camundongos apds 60 dias de

tratamento.

O valor de referéncia da albumina encontrado na literatura tem seu limite
inferior de 2,5 g/dL, o grafico 13 mostra valores abaixo desse limite.
Comparando o grupo controle DMSO e o tratamento NFOH de 100mg/Kg

com os valores de grupo controle H,O os resultados sao parecidos.

A analise estatistica dos resultados nao foi possivel, mas os resultados
sao parecidos com os obtidos no teste de 28 dias, indicando que o NFOH niao
alterou os valores dos varios parametros avaliados, mantendo os dentro da

faixa de normalidade encontrada na literatura.
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VI - CONCLUSOES

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 téxico, segundo a OMS com um
valor de DL . acima de 2000mg/kg. Os resultados nos testes por via

]
intraperitonial também indicam baixa toxicidade, no qual obteve-se um valor

de DL50 de 327 mg/Kg, e ainda demonstraram menor toxicidade do derivado

em relacdo ao farmaco matriz (DL,O 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 subcrénica (60 dias) sugerem baixa toxicidade
do derivado, sendo que os valores hematolégicos e bioquimicos (exceto AST)
estio dentro da faixa de normalidade, sendo confirmada com a anailise

estatistica no teste de 28 dias.

3) Os testes de toxicidade aguda com ratos utilizando DMSO, sugerem que o

solvente pode ter favorecido a absor¢ao do NFOH, mas nao de NF.

4) Os valores de DL;;, em goma arabica foram:
e DL,,NF 556,3mg/Kg, com limite inferior de 442,5 mg/Kg e limite
superior de 718,1 mg/Kg;
e DL., NFOH maior 2000mg/Kg;
Esse resultado ¢ semelhante ao obtido no teste com camundongos e

caracteriza o derivado como pouco téxico, segundo a OMS.

5) Os resultados obtidos justificam a continuidade dos testes pré-clinicos

em outras espécies animais, como ratos e caes.
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VII - PERPECTIVAS

K/
L X4

Empregar a goma rabica como veiculo para os compostos no

préoximos testes.

Concluir os testes de toxicidade a médio prazo (toxicidade
subcronica) e realizar os testes a longo prazo (toxicidade cronica)
com avaliagio dos parametros bioquimicos, hematolégicos e
histolégicos. Determinar a concentragio de farmaco no Sistema

Nervoso Central em ratos.

Avaliar a capacidade carcinogénica do derivado através de testes de

genotoxicidade e citotoxicidade.

Iniciar os testes de toxicidade em caes.
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