@
““
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

SORAIA SANTANA DE MOURA

Avaliacdo de toxicidade aguda e subaguda de um novo prototipo

candidato a farmaco cardiovascular

Goiania
2012



6@

[

Sfol %0

sistema de hibliotecas ufg U F G

TERMO DE CIENCI__A E DE AU'I;ORIZACI-'\O PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTAGCOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagoes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissbes assinaladas

abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificagdo do material bibliografico: [ X ] Dissertagao [ ]Tese

2. ;_de.r,\tificagéo da Tese ou Dissertagao

Nome completo do autor: Soraia Santana de Moura

Titulowcio ffabalho: Avaliacdo da toxicidade aguda e subaguda de um novo prototipo candidato
a farmaco cardiovascular

S5 Iiffgrrhat;aes de acesso ao documento:

Concorda com a liberag&o total do documento [ X ] SIM [ ]1NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletrénica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertagdo.

Data: 08/fevereiro/2017

Soraia Santana de Moura

"'Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita
justificativa junto a coordenagdo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o periodo de
embargo.



SORAIA SANTANA DE MOURA

Avaliacdo de toxicidade aguda e subaguda de um novo prototipo

candidato a farmaco cardiovascular

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Goias
para obtencdo do Titulo de Mestre em

Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof2 Dr2 Marize Campos Valadares

Goiania
2012



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracgédo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Moura, Soraia Santana de

Avaliagao de toxicidade aguda e subaguda de um novo protétipo
candidato a farmaco cardiovascular [manuscrito] / Soraia Santana de
Moura. - 2012.

xvii, 118 .2 il

Orientador: Profa. Dra. Marize Campos Valadares.

Dissertagao (Mestrado) - Universidade Federal de Goias,
Faculdade de Medicina (FM), Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
da Saude, Goiania, 2012.

Bibliografia.

Inclui siglas, abreviaturas, simbolos, grafico, tabelas, lista de
figuras, lista de tabelas.

1. Analise toxicoldgica. 2. Derivado pirazolinico. 3. Farmaco
cardiovascular. |. Valadares, Marize Campos, orient. Il. Titulo.

CDU 615




PROGRAMA DE ‘
roscraoucioen O UF G
CIENCIASDASAUDE @, & oo
FACULDADE DE MEDICINA - FM

Ata de Defesa de Dissertagéo de Mestrado realizada por Soraia Santana de Moura. Aos vinte oito
dias do més de novembro de 2012, as 08:00 horas, reuniu-se na Faculdade de Medicina/UFG, a
Comisséo Julgadora infra nomeada para proceder ao julgamento da Defesa de Dissertagdo de
Mestrado intitulada "AVALIACI\Q DE TOXICIDADE AGUDA E SUBAGUDA DE UM NOVO
PROTOTIPO CANDIDATO A FARMACO CARDIOVASCULAR”, como parte de requisitos
necessarios a obtencéo do titulo de Mestre, area de concentracéo Patologia, Clinica e Tratamento
das Doencas Humanas. A Presidente da Comissédo julgadora, Prof®. Dr'. Marize Campos

Valadares, iniciando os trabalhos concedeu a palavra a candidata, para exposicdo em até 50
minutos do seu trabalho. A seguir, a senhora presidente concedeu a palavra, pela ordem
sucessivamente, aos Examinadores, os quais passaram a arglir a candidata durante o prazo
maximo de 30 minutos, assegurando-se ao mesmo igual prazo para responder aos Senhores
Examinadores. Ultimada a argtiigdo que se desenvolveu nos termos regimentais, a Comissédo, em
sessdo secreta, expressou seu Julgamento, considerando a candidata aprovada ou reprovada.

Banca Examinadora Aprovado(a)/Reprovado(a)
Prof?. Dr?. Marize Campos Valadares - Presidente W
Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha — Membro \/ N e e R

Prof2. Dr?. Renata Mazaro e Costa — Membro - 2

Prof. Dr2. Alane Pereira Cortez — Suplente
Prof?. Dr®. Eliane Martins Lima — Suplente

Em face do resultado obtido, a Comissdo Julgadora considerou a candidata Soraia Santana de
Moura (X) Habilitada ( ) Nao habilitada. Nada mais havendo a tratar, eu, Profe. Dr?. Marize Campos
Valadares, lavrei a presente ata que, apés lida e achada conforme foi por todos assinada.

Assinatura:
Prof?. Dr®. Marize Campos Valadares - Presidente P,//\/Z% 3
Prof. Dr. Luiz Carlos da Cunha — Membro K/Lf\ R
Prof?. Dr®. Renata Mazaro e Costa — Membro e —

Prof?. Dr®. Alane Pereira Cortez — Suplente
Prof?. Dr. Eliane Martins Lima — Suplente

A banca examinadora aprovou a seguinte alteragdo.no titulo da Disserta¢do:

Fozn o covrdiatndS don Bas ce

e <

-

Soraia $antana de Moura

Faculdade de Medicina - 235 ¢/ la. s/n - S. Universitario. CEP 74605-020. Goiénia - Goias - Brasil (62) 3209-6151 Telefax:
(62) 3209-6151



Dedico este trabalho a minha familia. Mae e irm&, meu porto seguro, espelho e
orgulho. Aos meus amigos que me tiram sorrisos e olhares de admiracéao e a
minha orientadora Marize Campos Valadares que me ensinou que virgulas séo

importantes, mas que ponto final € fundamental.

Vi



AGRADECIMENTOS

Acredito que escrever os agradecimentos seja um desafio tdo grande quanto a
redigir esta dissertacdo. Talvez pela limitacdo de linhas e espaco ou por
simplesmente ndo saber, até entdo, como realmente agradecer a todos que

colaboraram para o éxito deste trabalho.

Primeiramente, agrade¢o imensamente a minha orientadora Prof2 Dr2 Marize
Campos Valadares pela oportunidade de desenvolver este trabalho e aprender
todos os ensinamentos cientificos que, generosamente, me repassou durante
0s Ultimos anos. Mas ndo somente por isso. Com carinho, registro aqui a minha
gratiddo a todos os ensinamentos de vida que, a duras penas ou hao, me

fizeram hoje uma pessoa mais forte e capaz.

Meus sinceros agradecimentos a minha amiga Polyana Rosa Benfica, responséavel
por me abrir as portas para este mundo grandioso da pesquisa e por me

ensinar licdes preciosas de pro-atividade e lideranca.

A Profa Dr2 Alane Pereira Cortez, pelos ensinamentos cientificos e sugestdes
valiosas referidas ao meu trabalho, mas também pela forma delicada e atenta

que sempre me recebeu.

Com muito orgulho de té-los ao meu lado, agradeco profundamente aos meus
amigos queridos Marcelo Vieira, Alexandre Santos e Larissa Cleres. Vocés
foram fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho e pela Soraia que

hoje sou.

Aos estimados colegas de bancada, Renato lvan de Avila, Paulo Henrique Avila,
Bruna Rodrigues, Mariana Mota, Wanessa Andrade e demais companheiros,
pelo apoio e troca de conhecimentos de sempre. E mais que isso. Meu ‘muito
obrigada’ pela companhia, pelo incentivo e pelas risadas que fizeram com que

todo esse processo se desse de forma mais leve e divertida.

Agradecimentos Vi



Um agradecimento do tamanho dos sonhos dessas meninas que ainda vao abracar
o mundo: Lara Barroso Brito, aluna de iniciacdo e amiga, peca chave do
desenvolvimento prético deste trabalho, a quem chamo carinhosamente de
‘minha pupila’; Aline Carlos, amiga generosa, que me ofereceu ajuda quando

precisei tanto e Thaina Rodrigues, juntas sempre. Obrigada pelo suporte.

Ao Prof. Dr. Luiz Carlos Cunha, integrante da Faculdade de Farméacia da UFG, que
generosamente nos cedeu as gaiolas metabdlicas para o desenvolvimento dos

testes com animais.

A Prof2 Dra® Aline Carvalho Batista da Faculdade de Odontologia da UFG, pela

parceria e orientacdo na analise histopatoldgica deste trabalho.

Em especial, registro aqui o meu agradecimento eterno a minha mae, Lucilia
Santana Agapito, grande mulher, responsavel por toda grande loucura que eu
queira fazer um dia. Meu espelho, minha rota e a pessoa que mais incentiva 0s
saltos que minha alma d& para fora do corpo, sonhando alto. E ndo menos
importante, a minha irm&, Sarah Santana de Moura. Meu porto seguro, que
finjo proteger, mas que é forte igual pedra e que, sobretudo, me aplaude

quando ninguém mais o faz. Amo muito vocés. Obrigada por tudo.

Obrigada ao Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Celular da Faculdade de
Farmacia (UFG) o qual tenho orgulho de fazer parte e a todos que direta ou

indiretamente contribuiram para este trabalho.

As instituicdes CNPq, Funape, Finep, Capes e Universidade Federal de Goias pelo

apoio ao desenvolvimento deste trabalho.

Meus sinceros agradecimentos a todos vocés. Meus olhos sempre estardo atentos

guando estiverem por perto.

Agradecimentos Vil



SUMARIO

1. INTRODUCAO 20
1.1. Farmacos inotropicos 21
1.2. Efeitos adversos 24
1.3. Desenvolvimento de novos farmacos 27
1.4. Estudos de seguranca 30
1.4.1. Testes de toxicidade 33
1.4.1.1. |n vitro 33
1.4.1.2. |nvivo 36
2. OBJETIVOS 42
2.1. Objetivo geral 42
2.2. Objetivos especificos 42
3. METODOS 43
3.1. Solubiliza¢&o dos compostos 43
3.2. MTT 43
3.3. Azul de tripano 45
3.4. Teste de captacgéo do corante vermelho neutro (NRU assay) 46
3.4.1. Cultivo celular e determinacdo da concentracdo inicial de 46
plagueamento
3.4.2.  Plagueamento a7
3.4.3. Exposicido 48
3.5. Animais 49
3.6. Condi¢cdes Ambientais e alimentacio 50
3.7. Observacio dos animais o1
3.8.  Toxicidade oral aguda — Método de Classes (OECD 423) 52
3.8.1. Selecdo da dose 52
3.8.2.  Administracéo 52
3.9. Toxicidade oral subaguda de doses repetidas — 28 dias 53
(OECD 407)
3.9.1.  Selecdo das doses 53
3.9.2.  Exposicéo a substancia teste 54
3.9.3.  Condicbes do experimento 54
3.9.4.  Parametros hematolégicos 56
3.9.5.  Pparametros bioquimicos 56
3.9.6.  Histopatoldgico 57
3.10.  Micronucleo (OECD 474) S7
3.10.1. Selec&o da dose 57
3.10.2. Exposicéo a substancia teste 57
3.11.  Anélise estatistica 59

Sumario X



4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.

45.1.
4.5.2.
4.5.3.
45.4.
45.5.
4.5.6.
45.7.
45.7.1.
45.7.2.
4.6.

RESULTADOS

Teste de MTT

Azul de tripano

Teste de captacao do corante vermelho neutro

Toxicidade oral aguda — Método de Classes (OECD 423)
Toxicidade oral subaguda de doses repetidas — 28 dias
(OECD 407)

Triagem hipocrética

Ganho de massa corporal

Consumo de racao x producao de fezes
Relacdo massa dos 6rgaos

Parametros hematologicos

Parametros bioquimicos

Andlise histopatolégica

Avaliacao renal

Avaliacdo hepatica

Micronucleo (OECD 474)

DISCUSSAO
CONCLUSOES

REFERENCIAS

60
60
61
62
64
68

68
69
70
72
74
77
81
81
88
93

97

106

107

Sumario

X



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

TABELAS, FIGURAS E APENDICES

LISTA DE TABELAS

Categorias-padréo de toxicidade aguda e valores de
toxicidade aguda estimada que definem as respectivas
categorias

Percentual de inibicdo do crescimento de células tumorais
HL60 frente a exposicdo a 10 pg/mL dos compostos
LQFMO011, LQFMO012, LQFM020, LQFMO021, LQFMO022,
LQFMO023 e LQFMO024 pelo teste de MTT ap6s 72 horas de
exposicao.

Valores de ICs, obtidos pelos compostos LQFMO020,
LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024 no ensaio de
exclusdo do corante azul de tripano com células K562 apos
24 horas de exposicao.

Valores de ICsp encontrados no teste de captagcéo do corante
vermelho neutro, DLsy estimadas e peso molecular dos
compostos em estudo.

Sinais de toxicidade apresentados pelos animais no teste de
toxicidade oral aguda — método de classes — OECD 423
baseada na triagem hipocratica proposta por Malone e
Robichaud (1962).

Parametros hematoldgicos dos grupos expostos ao composto
LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade subaguda
de doses repetidas por 28 dias.

Parametros bioguimicos dos grupos expostos a ao composto
LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade oral
subaguda de doses repetidas por 28 dias.

Principais altera¢cdes encontradas na analise histopatologica
dos rins dos animais expostos a molécula LQFM021 no teste

35

58

60

62

64

73

77

81

Tabelas, figuras e apéndices

Xi



Tabela 9

Tabela 10

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

de toxicidade oral aguda de doses repetidas por 28 dias.

Principais alteracdes encontradas na analise histopatologica 88

do figado dos animais expostos a molécula LQFM021 no
teste de toxicidade oral aguda de doses repetidas por 28
dias.

Frequéncia de reticulocitos, reticulécitos micronucleados, 92

eritrocitos maduros e eritrécitos maduros micronucleados
(Q4) em sangue periférico de camundongos expostos a trés
diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg) do
composto LQFMO021 por 48 horas (n=3 por grupo).

LISTA DE FIGURAS

Classificacao de Feldman para os agentes inotropicos.

Estrutura quimica dos farmacos a) Milrinona e b) Cilostazol.

Principais efeitos adversos associados ao uso clinico de
farmacos.

Farmacos em desenvolvimento pela Pharmaceutical
Research and Manufactures of America para doencas do
coracdo e ataque cardiaco no ano de 2011.

Compostos pirazolinicos desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Ricardo Menegatti (Laboratério de
Quimica Farmacéutica Medicinal/lLQFM) da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goias (UFG).

Desenho esquematico do testes de MTT.
Desenho esquematico dos testes de azul de tripano.
Desenho esquematico da etapa de plagueamento da

suspensao de células 3T3 em placa de 96 pocos no teste
de captacdo do vermelho neutro.

20

22

24

26

27

43

44

45

Tabelas, figuras e apéndices

Xii



Figura 9 Desenho esquematico da etapa de exposicao das células 46
3T3 as oito concentracdes seriadas da substancia em
estudo no teste de captacdo do vermelho neutro.

Figura 10 Desenho esquematico dos testes de captacdo do corante 47
vermelho neutro.

Figura 11 Esquema de classificagdo de risco toxico segundo sistema 51
GHS a partir do teste de toxicidade oral aguda OECD 423.

Figura 12 Fotografia das gaiolas metabdlicas utilizadas no teste de 53
toxicidade oral subaguda com o composto LQFMO021
ilustrando as condicbes ambientais, arquitetura e
funcionalidade da gaiola metabdlica no teste de toxicidade
subaguda com ratas Wistar.

Figura 13 Desenho esquematico do experimento de micronucleo em 57
sangue periférico de camundongo apés 48 horas de
exposicao ao composto LQFMO021.

Figura 14 Viabilidade das células K562 frente a exposicdo aos 59
compostos LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e
LQFMO024 no ensaio de exclusdo do corante azul de tripano
apos 24 de exposigao.

Figura 15 Viabilidade das células 3T3 frente a exposicdo aos 61
compostos LQFMO011, LQFMO012, LQFMO020, LQFMO021,
LQFM022, LQFM023 e LQFM024 (602 a 4,7 pg/mL) no
ensaio de captacdo do corante vermelho neutro (NRU
assay).

Figura 16 Interpretagdo dos principais eventos toxicos apresentados 65
durante o teste de toxicidade oral aguda — método de
classes (OECD 423) em camundongos (n = 3 por grupo)
apos exposicdo de uma unica dose (2000 mg/kg) dos
compostos LQFM020, LQFMO021, LQFM023 e LQFM024 e
suas respectivas classificacdes no sistema GHS.

Figura 17 Evolucéo ponderal dos grupos (n=5 por grupo) de animais 68
expostos as diferentes doses do composto LQFM021 ao
longo das semanas do teste de toxicidade oral subaguda
de doses repetidas por 28 dias e dos grupos satélites por
mais 14 dias ap0s a exposi¢ao.

Figura 18 Relacdo do consumo de racédo e a producéo de fezes dos 69
animais dos grupos de exposi¢cdo (n=5 por grupo) a trés

Tabelas, figuras e apéndices  Xiil



diferentes doses do composto LQFMO021 e grupo controle
ao longo das semanas do teste de toxicidade oral
subaguda de doses repetidas por 28 dias e dos grupos
satélites por mais 14 dias ap0s a exposicéo.

Figura 19 Massa relativa dos 6rgaos isolados dos animais dos grupos 71
expostos a trés diferentes doses do composto LQFM021 e
grupo controle no teste de toxicidade oral subaguda de
doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo).

Figura 20 Parametros hematoldgicos relacionados a série vermelha 72
dos grupos expostos a trés diferentes doses do composto
LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade oral
subaguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo).

Figura 21 Parametros hematolégicos dos grupos expostos a trés 74
diferentes doses do composto LQFM021 e grupo controle
no teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas
por 28 dias (n=5 por grupo).

Figura 22 Parametros de série branca dos grupos expostos a trés 75
diferentes doses do composto LQFMO021 e grupo controle
no teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas
por 28 dias (n=5 por grupo).

Figura 23 Parametros bioguimicos dos grupos expostos a trés 78
diferentes doses do composto LQFMO021 e grupo controle
no teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas
por 28 dias (n=5 por grupo).

Figura 24 Imagens de corte histologico dos rins de animais expostos 82
ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral
subaguda por 28 dias.

Figura 25 Imagens de corte histologico dos rins de animais expostos 83
ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral
subaguda por 28 dias.

Figura 26 Imagens de corte histologico dos rins de animais expostos 84
ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral
subaguda por 28 dias.

Tabelas, figuras e apéndices XV



Figura 27 Imagens de corte histologico dos rins de animais expostos 85
ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral
subaguda por 28 dias

Figura 28 Imagens de corte histologico dos rins de ratas expostas ao 86
composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda
por 28 dias.

Figura 29 Imagens de corte histologicos do figado de animais 89

expostos ao composto LQFM021 no teste de toxicidade
oral subaguda por 28 dias.

Figura 30 Imagens de corte histolégicos do figado de animais 89
expostos ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade
oral subaguda por 28 dias.

Figura 31 Imagens de corte histolégicos do figado de ratas expostas 90
ao composto LQFMO021 no teste de toxicidade oral
subaguda por 28 dias.

Figura 32 Fluorescéncia de dupla marcacdo com anti-CD71-FITC e 93
iodeto de propidio de eritrocitos de sangue periférico de
camundongos ap0s 48 horas de exposicao a trés diferentes
doses do composto LQFM021 (300 mg/mL, 600 mg/mL e
900 mg/mL) (n=3 por grupo) por citometria de fluxo.

Tabelas, figuras e apéndices XV



ALT
AMPc
ANVISA
AST
ATP
AVC
CHCM
CNS
COBEA
CSGMT
DAOP
DLso
DMEM
DMSO
DVPS
EDTA
EMEA
FDA

GHS

GMPc
HCM

IC

SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

Alanina aminotransferase

Adenosina monofosfato ciclico

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Asparpato aminotransferase

Adenosina trifosfato

Acidente vascular cerebral

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média

Conselho Nacional de Saude

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

Collaborative Study Group for the Micronucleus Test

Doenca arterial obstrutiva periférica

Dose letal para 50% da populacdo de animais

Dullbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilsuféxido

Doengas vasculares periféricas
Acido etilenodiaminotetracético,
European Medicines Agency

Food and Drug Administration

Globally Harmonized System of Classification and Labeling of

Chemicals
Guanosina monofosfato ciclico
Hemoglobina corpuscular média

Insuficiéncia cardiaca

Simbolos, siglas e abreviaturas

XVi


http://en.wikipedia.org/wiki/European_Medicines_Agency

ICso Concentracgdo inibitéria e 50% da populacao de células

ICCVAM Interagency Coordenation Committee on the Validation of
Alternative Methods

ICH International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

JEMS Environmental Mutagen Society of Japan

LFTC Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Celular

MN Micronucleo

MO Medula 6ssea

MTT Brometo de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio)
NCI National Cancer Institute

OECD Organization for Economic Cooperation and Development
OMS Organizacao Mundial de Saude

PBS Phosphate buffered saline

PBS-BSA Phosphate buffered saline with bovine serum albumin
PDEs Fosfodiesterases

IP lodeto de propidio

PHRMA Pharmaceutical Research and Manufactures of America
RC Registry of Citotoxicity

RDW Red cell distribution width

RET Reticulécito

SFB Soro fetal bovino

SP Sangue periférico

UFG Universidade Federal de Goias

VCM Volume corpuscular médio

WHO World Health Organization

Simbolos, siglas e abreviaturas ~ XVii


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

RESUMO

As doencas cardiovasculares estdo entre as doencas de maior letalidade no Brasil e
no mundo. Em contrapartida, vé-se um quadro reducdo das mortes atribuidas as
enfermidades cardiovasculares devido, em grande parte, a producdo de
medicamentos capazes de controlar seus fatores de risco, porém, o vasto relato de
efeitos colaterais e contraindicagbes persistem e interferem negativamente no
quadro de morbimortalidade dessas doencas. Neste sentindo, é imprescindivel
buscar novos farmacos mais efetivos e seguros. O processo de desenvolvimento de
um novo farmaco exige numerosos estudos pré-clinicos que geram informacdes
guanto ao seu perfil de seguranca in vivo, determinantes para a tomada de decisao
de se iniciar os estudos clinicos. Embora seja uma pratica convencional, o uso de
animais em pesquisas cientificas deve ocorrer de forma consciente, considerando
sempre as questdes éticas de experimentacdo animal. Neste trabalho, investigou-se
a citotoxicidade basal frente as células 3T3 de sete compostos pirazolinicos
(LQFMO011, LQFMO012, LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFMO024) e
suas classificagcbes no sistema GHS. Considerando que o composto LQFM021
demonstrou ser o mais eficaz nos ensaios realizados em paralelo de
farmacodinamica, investigou-se toxicidade oral aguda, subaguda e mutagenicidade
do composto. Os resultados mostraram que os compostos possuem perfil de baixa
citotoxicidade em linhagem basal (3T3). Os valores de DLsy estimados para o0s
compostos LQFM011, LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFMO022, LQFMO023 e
LQFMO024 foram 548, 551, 568, 533, 457, 482, 565 mg/kg, respectivamente. Os
compostos LQFM020, LQFM023 e LQFMO024 foram classificadas na categoria 5 do
sistema GHS e o composto LQFMO021 foi classificado na categoria 4. A investigacéo
toxicolégica subaguda por 28 dias do composto LQFM021 mostrou que este
composto nao interferiu nos parametros metabdlico, hematol6gico e bioquimico dos
animais em nenhuma das doses de exposi¢cdo. No entanto, o estudo histopatolégico
indicou potencial nefrotdxico e hepatotoxico deste composto e interferéncia sobre o
processo de hematopoiese, entretanto, ndo apresentou potencial mutagénico. Diante
do exposto, consideramos que o composto LQFMO021 apresenta um baixo perfil de
toxicidade e os estudos de continuidade devem ser encorajados.

Palavras-chave:  Andlise toxicologica. Derivado  pirazolinico.  Farmaco

cardiovascular.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are among the diseases of higher mortality rates in Brazil
and worldwide . In contrast, it is reducing deaths of cardiovascular diseases due, in
large part, to the production of drugs that can control their risk factors, but the wide
reporting of side effects and contraindications persist and interfere negatively in the
context of mortality these diseases. In this point, it is necessary to develop new drugs
more effective and safer. The process of development of new drug requires
numerous preclinical studies that generate information regarding safety profile in vivo
determinants for making the decision to start clinical trials. Although it is a
conventional practice, the use of animals in scientific research should happen
consciously, always considering the ethical issues of animal experimentation. In this
study, we investigated the basal cytotoxicity against 3T3 cells of seven pyrazole
compounds (LQFMO011, LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFMO022, and LQFMO023
LQFMO024) and classified then in GHS system. Whereas the compound LQFM021
proved to be the most effective in the tests performed in parallel pharmacodynamic
study, we investigated whether acute oral toxicity, subacute and mutagenicity of this
compound. The results showed that the compounds have low cytotoxicity profile in
basal cell line (3T3). The estimated LD50 values for compounds LQFMO011,
LQFMO012, LQFM020, LQFMO021, LQFM022, and LQFM023 LQFMO024 were 548,
551, 568, 533, 457, 482, 565 mg / kg, respectively. The compounds LQFMO020,
LQFM023 LQFMO024 were classified in category 5 GHS system and LQFMO021 was
classified in category 4. The subacute toxicological research for 28 days LQFM021
the compound showed that this compound did not affect the metabolic, hematological
and biochemical animal parameters in any of the doses of exposure However, the
histopathology indicated hepatotoxic and nephrotoxic potential of this compound and
interference in the process of hematopoiesis, but did not indicate mutagenic
potential. . Given the above, we consider that the compound LQFM021 has a low
toxicity profile and studies continue to be encouraged.

Keywords: Toxicological analysis. Pyrazole derivative. Cardiovascular drug.

Abstract 19



1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares sdo a maior causa de mortalidade no mundo, provocando 17,1
milhdes de Obitos no ano de 2004 (WHO, 2004) e este quadro ainda persiste na
atualidade. No Brasil, essa realidade ndo é diferente. As desordens do sistema
circulatério ocupam a primeira posicdo das doencas que levam a Obito (33%)
superando enfermidades como o cancer, problemas respiratorios cronicos e
acidentes combinados (OMS, 2011). Sao responsaveis por cerca de 20% da taxa de
mortalidade em individuos acima de 30 anos. Em 2009, segundo o Ministério da
Saude, ocorreram 962.931 mortes em individuos acima de 30 anos, levando as
doencas cardiovasculares ao topo da lista de mortalidade no Brasil (MANSUR;
AVARATO, 2012).

O termo “doengas cardiovasculares” agrupa diversas desordens do sistema
cardiaco e vascular no organismo como a doenca corondria cardiaca, o acidente
vascular cerebral (AVC), a insuficiéncia cardiaca (IC), as doencas vasculares
periféricas (DVPS), as doencas de causas congénitas e as doencas cardiacas
reumaticas (LAMONTE, 2008). Na literatura, muitos fatores de risco estao
associados a etiologia das doencas cardiovasculares. Idade, sexo e genética sdo
fatores imutaveis mais comumente vinculados a sua evolucdo. Contudo, existem
outros fatores relacionados ao estilo de vida, que desempenham um importante
papel no desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Normalmente, individuos
gue possuem uma dieta pouco saudavel, ndo praticam exercicios fisicos e fumam,
por exemplo, estdo mais pré-dispostos a desenvolver algum problema cardiaco ou
vascular. Soma-se a isso, a coexisténcia de doencas como a hipertensdo e
hiperlipidemia néo-tratada, diabetes, e 0 sobrepeso/obesidade (GAZIANO, 2007 ). O
estresse psico-social, status socio-econbémico e o histérico de uso de pilulas
contraceptivas séo outros fatores de risco envolvidos neste processo (KAYANI et al.,
2010; OMS, 2006).

O comprometimento do sistema cardiovascular implica em risco de morte

potencial e/ou iminente e o tratamento deve se basear em dois pilares: (i) no
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tratamento ndo farmacoldgico dos fatores mutaveis (dieta, tabagismo, atividade
fisica e medidas antiestresse) que visam, sobretudo, a melhora na qualidade de vida
dos pacientes e (ii) no amplo tratamento farmacoldgico voltado a recuperacdo das
desordens ja estabelecidas (BOCCHI et al.,, 2009). Grande parte do suporte
farmacoldgico cardiovascular baseia-se na melhoria da circulagdo sanguinea,
aumentando a obtencao e o transporte de oxigénio para os tecidos. Este mecanismo
€ uma das funcgbes vitais do organismo e um dos principais papeéis do sistema
cardiovascular (BALCELLS, 2005).

No sistema cardiovascular, a pressao sanguinea é regulada por contracao e
relaxamento do musculo liso vascular em associacdo com fungdes do endotélio
vascular. A contracdo de midcitos cardiacos é controlada com precisdo para
bombear o sangue para fora do coracdo rumo a outras partes do corpo de acordo
com as condicdes ambientais. Estes eventos na hemodindmica Ssé&o
engenhosamente regulados por estimulacdo extracelular para a alteragdo da
concentracdo de nucleotideos ciclicos citoplasmaticos, os quais sdo determinados
por um balanco entre sua producdo e sua degradacdo por meio de enzimas
fosfodiesterases (PDEs) (BENDER; BEAVO, 2006; COTE, 2004; GIACHINI et al.,
2011). Neste sentido, os farmacos com atividade inotrépica (relativo a forca de
contragdo) se destacam, principalmente, nos casos de insuficiéncia cardiaca e
vascular (NIEMINEN, et al., 2005).

1.1. FARMACOS INOTROPICOS

O inotropismo e o cronotropismo representam forca de contracdo e a
frequéncia cardiaca, respectivamente. Assim, quando aumentam o desempenho
cardiaco, diz-se que o0 inotropismo ou o cronotropismo é positivo e, quando menor,
negativo. Os agentes inotropicos positivos tém por finalidade aumentar a
contratilidade miocéardica e o volume da ejecado, possibilitando uma maior eficacia
cardiaca (SANTOS, 2008).

Os farmacos com atividade inotrépica melhoram o aporte hemodinamico a

partir da modulacdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), ions e célcio

Introdugdio 21



intracelulares (LEHTONEN, 2004). Segundo a classificacdo de Feldman (1993), os
farmacos inotrépicos podem ser classificados em 4 classes, como ilustra a Figura 1:

Figura 1. Classificacdo de Feldman para os agentes inotropicos. Fonte: Feldman
(1993) adaptado pela autora.

Classificacdo de Feldman para os agentes inotropicos

Classe I: Agentes que aumentam adenosina monofosfato ciclico intracelular (AMPCc)
(agonistas B-adrenérgicos, inibidores de fosfodiesterase)

Classe Il Agentes que afetam ions, bombas e canais de sarcolema (digoxina)

Classe llI: Agentes que modulam os mecanismos de calcio intracelular pela liberagdo do
célcio do reticulo sarcoplasmético ou por incremento da sensibilizacdo das
proteinas contrateis ao calcio

Classe IV: Agentes que tém mdltiplos mecanismos de agéo (pimobendan, vesnarinone)

Os inibidores de PDE demonstram ac¢éo vasodilatadora, cardiotdnica, anti-
agregante plaquetaria e de inibicdo da proliferacdo vascular. As fosfodiesterases
(PDEs) sédo uma superfamilia de enzimas que catalizam a hidrolise de nucleotideos
ciclicos AMPc e GMPc aos seus correspondentes inativos. Os nucleotideos ciclicos
atuam sobre a regulacao de funcdes celulares importantes e, portanto, a inibicdo de
PDE pode oferecer varios beneficios terapeuticos (DAL-PIAZ ; GIOVANNONI, 2000).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 11 familias diferentes de isoenzimas
PDEs com caracteristicas diferentes quanto a especificidade de substrato (AMPc e
GMPc), propriedades cinéticas e distribuicdo tecidual. Os inibidores de PDE 3 e 4
sao utilizados, atualmente, no tratamento das doencas cardiovasculares e asma,
provavelmente por atuarem sobre a concentracdo de AMPCc intracelular (SOUNESS
et al., 2000; EVANS, 1989). PDE 3, diferentemente da PDE 4, também pode ser
inibida por GMPc (MUSIALEK et al., 2000). Os inibidores de PDE 5, tais como
dipiridamol e sildenafil, aumentam a concentracdo intracelular de GMPc e séo
utilizados no tratamento de doencas cardiovasculares e disfuncdes sexuais,
respectivamente (WANG et al.,, 2001). Os blogqueadores dos canais de calcio

promovem o aumento do fluxo sanguineo local e a reducédo da pressao arterial e
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venosa central (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2010). O efeito inotropico desses
agentes sugere valioso uso clinico nas doengas cardiovasculares, seja como terapia

primaria ou coadjuvante (CONTI et al., 1995).

Para o tratamento, por exemplo, da insuficiéncia cardiaca congestiva,
incluindo os estados de baixo débito cardiaco subsequentes a cirurgia, é utilizado
um farmaco denominado milrinona (Figura 2a) (BALCELLS, 2005). A milrinona é um
agente inotropico positivo e vasodilatador, possuindo pouca atividade cronotropica
(referente a frequéncia cardiaca). Em concentracfes adequadas, atua como um
inibidor seletivo da enzima PDE 3, aumentando a concentragdo de AMPCc na
musculatura cardiaca e vascular. Em consequéncia, ocorre aumento da
concentracdo de calcio intracelular ionizado e da forca de contracdo do miocérdio
(ARBEUS, 2009; HARRISON et al., 1986; SHIPLEY et al., 1996; THACKRAY, 2000).
Em contrapartida, por ser um vasodilatador, a milrinona pode causar redugdo da
pressdo arterial sistémica, disritmia cardiaca e vasodilatacdo excessiva. Alguns
estudos sugerem que, em pacientes com severa insuficiéncia cardiaca, este farmaco
pode ndo induzir efeito inotrépico positivo apesar da melhora das condicdes
hemodindmicas (BALCELLS, 2005). Além disso, efeitos adversos como
trombocitopenia, reacbes gastrointestinais e hepatotoxicidade j4 foram relatados
(AROSON, 2005).

Outro agente com grande potencial inibidor de PDE 3 e vasodilatador é o
cilostazol (Figura 2b). Atualmente, este farmaco é usado no tratamento da
claudicagcdo intermitente em pacientes diabéticos e na doenca arterial obstrutiva
periférica (DAOP) (REGENSTEINER et al., 2002) Em estudos realizados por Rosa et
al. (2006), o uso do cilostazol é recomendado no tratamento da aterosclerose por
apresentar interferéncia positiva em varios momentos do processo aterosclerotico.
Com a supressdo da degradacdo da AMPc e consequente aumento de sua
concentracdo nas plaguetas e nos vasos sanguineos, a agregacao plaquetaria fica
diminuida, atribuindo ao cilostazol a atividade antitrombdética e antiagregante
plaquetaria (KIMURA et al., 1985; ROSA et al., 2006). No entanto, assim como a
milrinona, o cilostazol apresenta alguns efeitos indesejados. Os mais frequentes
incluem cefaleia, taquicardia, palpitacOes, fezes amolecidas e diarreia (SORKIN;

MARKHAM, 1999) sendo contraindicado na insuficiéncia cardiaca congestiva em
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pacientes com ejecdo do ventriculo esquerdo menor que 40% (MUKHERJEE;
YADAYV, 2001; REGENSTEINER; HIATT, 2002).

Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos a) Milrinona e b) Cilostazol.

b)

N—
4 )
\)IA/QN;/(O
N
é O

Desta maneira, a escolha dos farmacos ou a combinacdo deles na
terapéutica das doencas cardiocirculatorias deve contemplar uma analise prévia do
quadro clinico do paciente e considerar, de forma expressiva, os efeitos adversos
atribuidos a eles. De forma geral, todos os agentes inotrépicos, assim como as
demais classes de farmacos cardiovasculares, apresentam efeitos colaterais
indesejaveis e contraindicacdes diversas. Este fato limita a sua indicacdo a uma
parcela dos pacientes que apresentam enfermidades cardiocirculatérias (BOCCHI et
al., 2009).

1.2. EFEITOS ADVERSOS

Assim como os efeitos colaterais relatados ao uso da milrinona, cilostazol e
demais farmacos cardiovasculares, mais de 90% das reac¢des adversas clinicas ja
foram associadas aos medicamentos mais comumente utilizados, tais como
analgésicos, anticoagulantes, antitumorais, antimicrobianos, antidiabéticos,
diuréticos e corticoides. Na maioria dos casos, eles se relacionam com efeitos
exagerados no alvo primario, dosagem, uso prolongado ou permanente,
citotoxicidade, em particular hepatotoxicidade e toxicidade da medula éssea, seja do

composto em si ou por seus metabdlitos ativos. Podem ocorrer, também, alteracdes
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individuais, polimorfismos ou diferencas na expressédo enzimatica, além é claro, de
efeitos idiossincraticos associados a alvos moleculares especificos. A Figura 3
mostra os principais efeitos adversos associados ao uso clinico de farmacos e, em
destaque, os que afetam o sistema cardiovascular: arritmias, hipotensao,
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva e angina e/ou dor no peito
(WHITEBREAD et al., 2005).

E importante ressaltar que a gravidade dos efeitos colaterais frequentemente
relatados varia bastante e vao desde aqueles que podem oferecer risco de morte
(arritmia) aqueles que s&o apenas inconvenientes toleraveis (minimas reacdes na
pele). A gravidade permitida do perfil de efeitos colaterais a qualquer farmaco
depende da sua indicacdo (WHITEBREAD et al., 2005). No ambito dos farmacos
cardiovasculares, o vasto relato de efeitos colaterais e contraindicacdes, juntamente
com as questdes relativas aos fatores de risco, interferem negativamente no quadro
de morbimortalidade global, principalmente nos paises em desenvolvimento, pois
apresentam altos indices de doencas crbnico-degenerativas nao transmissiveis
(EYKEN; MORAES, 2009).

Atualmente, os paises em desenvolvimento sdo responsaveis por 76% dos
Obitos por doencas cardiovasculares. De acordo com as projecles, estima-se que
em 2020, o numero de O6bitos provocados por doencas cardiovasculares atinja
valores entre 35 e 40 milhBes em todo o mundo. Este fato representa umas das
questbes de saude publica mais relevantes no momento, gerando um custo

associado absurdamente alarmante (STEFANINI et al., 2006).

Em contrapartida, vé-se um quadro de reducdo das mortes atribuidas as
enfermidades cardiovasculares devido, em grande parte, a producdo de
medicamentos capazes de controlar os fatores de risco como a pressao arterial e os
niveis de colesterol ou no tratamento das doengas associadas, ratificando, desta
forma, a busca por novos medicamentos que se apresentem mais efetivos, seguros,
com menos efeitos colaterais e menos contraindicagcbes quando comparados aos

disponiveis atualmente no mercado (PHRMA, 2011).

Introducdio 25



Figure 3: Principais efeitos adversos associados ao uso clinico de farmacos e, em
destaque (em vermelho), os cardiovasculares, Fonte: Whitebread et al. (2005)
adaptado pela autora.
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1.3. DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Nos dltimos anos, o mercado farmacéutico mundial cresceu
consideravelmente devido ao aumento da demanda por novos medicamentos. A
previsdo para as vendas globais do mercado farmacéutico é de crescimento de 4 a
7% sobre o crescimento anual até 2013, atingindo 1,3 trilhdo de doélares até 2020.
Com isso, a industria farmacéutica se vé desafiada a aumentar sua produtividade em
pesquisa e desenvolvimento de novos prototipos farmacologicos para capitalizar as
oportunidades (PHRMA, 2010).

Exemplo disso, no ano de 2011, a Pharmaceutical Research and
Manufactures of America (PHRMA) publicou uma lista com 299 candidatos a
protétipos de farmacos para o tratamento de doencas do coracdo e acidente
vascular cerebral, os quais se encontram em fase clinica ou em curso para
aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA). Dentre esses, 27 candidatos
se encontram em pesquisa para o tratamento da hipertensdo (Figura 4), sendo a
guarta classe mais pesquisada de farmacos para o tratamento de doencas que

acometem o sistema cardiovascular (PHRMA, 2011).

Neste mesmo ano, 35 novos medicamentos desenvolvidos pela America’s
Biopharmaceutical Research foram aprovados pelo FDA, sendo trés deles para o
tratamento de doencas cardiovasculares. Destes, um foi desenvolvido para o
tratamento da sindrome coronéria aguda e um para prevenc¢ao da trombose de veias
profundas (PHRMA, 2012).
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Figure 4: Farmacos em desenvolvimento pela Pharmaceutical Research and
Manufactures of America para doencas do coracdo e ataque cardiaco no ano de
2011 (PHRMA, 2011). Adaptado pela autora.
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*Alguns farmacos estdo listados em mais de uma categoria

Oportunamente, muitos farmacos tém sido desenvolvidos nessa promessa
de limitar os efeitos colaterais toxicos observados na geracédo de farmacos anterior.
Uma parcela consideravel dos farmacos cardiovasculares em desenvolvimento tem
sido voltada a ideia de que diferentes isoenzimas PDEs, por terem sequéncias
distintas de regulacdo e sitios cataliticos, possam vir a ser agentes terapéuticos
capazes de modular nucleotideos ciclicos especificos em um nimero limitado de

tipos celulares (BEAVO et al., 1994).

Nesta perspectiva, o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Ricardo Menegatti
(Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal/LQFM) da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal de Goias (UFG), desenvolveu sete compostos pirazdlicos a
partir dos modelos estruturais moleculares dos farmacos milrinona e cilostazol
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(Figura 5). Os compostos pirazolinicos, ou pirazéis, sdo substancias de origem
sintética que possuem em sua estrutura um anel pirazolinico, que é um heterociclo
de cinco membros com dois atomos de nitrogénio adjacentes e trés de carbono.
Véarios derivados pirazois tém demonstrado atividade em diferentes classes
farmacoldgicas, das quais destacam-se: anti-inflamatéria (ELGUERO et al., 2002;
SZABO et. al, 2008), antibacteriana e antifungica (TANITAME et al., 2004;
TANITAME et al., 2005), hipoglicémico (CHO et. al., 2009; DUGI et al., 2009), anti-
hiperlipidémico (MOMOSE et al., 2001), anti-angiogénico (ABADI et al., 2003) e
antitumoral (BALBIA et. al., 2011). Isto ocorre porque o anel pirazolinico representa
uma escolha vantajosa na sintese de compostos farmacéuticos, pois apresenta
atividade variada e um bom perfil de seguranca (MICHAELIDES, 2010).

Figura 5: Compostos pirazolinicos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr.
Ricardo Menegatti (Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal/LQFM) da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Goias (UFG).
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Dentre os compostos pirazolinicos sintetizados na UFG, o composto
denominado LQFM021, apresentou excelentes resultados como farmaco relaxante
vascular. No estudo, o relaxamento provocado em artérias isoladas de ratos ocorreu
com patrticipacao das vias do GMPc e AMPc e apesar dos mecanismos de acao nao
estarem completamente definidos, os resultados preliminares apontam que esse
composto é um possivel inibidor de PDE 3 (MARTINS, 2012). No entanto, a

toxicidade deste composto ainda néo foi estudado.

E importante considerar que a inovacdo em farmacos e medicamentos
representa um processo de caracteristicas multidisciplinares, demandando
competéncias em diversas areas do conhecimento. O processo de desenvolvimento
de um novo farmaco associa-se, normalmente, a uma sequéncia hierarquica de
estudos onde uma imensa gama de ferramentas € empregada nos varios estagios.
Neste ambito, destaca-se a identificagdo de alvos farmacologicos, a selecao inicial
de compostos bioativos, a caracterizagdo de compostos protétipos e seus
metabdlitos, o esclarecimento do mecanismo de acgéo, seu perfil farmacocinético e

sobretudo a seguranca de utilizacdo do composto (PHRMA, 2010).

1.4. ESTUDOS DE SEGURANCA

De 1991 a 2000, apenas 11% dos prototipos de novos farmacos foram
registrados com sucesso (KOLA; LANDIS, 2004). As questdes relacionadas com a
toxicidade séo atribuidas a aproximadamente 30% das perdas, sendo a falta de
eficacia clinica outra grande responsavel do insucesso do lancamento de novos
medicamentos durante os anos 90. Qualquer descoberta na fase de avaliacao
toxicolégica de um novo farmaco pode interferir no curso do seu desenvolvimento,
aumentando 0s custos associados ou mesmo inviabilizando a sua producdo em

decorréncia dos efeitos adversos intoleraveis (WHITEBREAD et al., 2005).

A liberacdo de um novo farmaco para uso assistencial exige numerosos
estudos pré-clinicos (modelos celulares e animais) que geram informac¢des quanto
ao seu perfil toxicolbgico, carcinogénico, de tolerancia e cinético capazes de predizer
0 seu comportamento in vivo antes de iniciar os estudos clinicos em seres humanos
(ICH, 1996; MROSS; MARZ, 2001). A Resolucdo CNS 251/97 promulga que os
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resultados obtidos em ensaios pré-clinicos devem, essencialmente, justificar a

proxima etapa de ensaios clinicos de um farmaco promissor (GOLDIM, 2007).

A premissa maxima do uso dos ensaios pré-clinicos no processo de
desenvolvimento de novos farmacos é recolher o maior nimero de informacdes
sobre o potencial de uma nova substancia e/ou seus metabdlitos em causar danos a
saude humana ou a o6rgdos especificos. Ademais, eles fomentam dados para
identificacdo da toxicocinética e da dose-resposta de um composto, a fim de rotula-lo
frente a sua letalidade e toxicidade como estabelecido pela legislacdo (BRASIL,
2010; BLAAUBOER, 2003; COECKE et al, 2005).

Para tal, a investigacdo toxicoldgica pré-clinica € conduzida, em sua maior
parte, por meio de modelos animais (mamiferos roedores e nao roedores) criados
em laboratério. Embora seja uma pratica convencional, o uso de animais em
pesquisas cientificas deve acontecer de forma consciente, abracando sempre as
questdes éticas de experimentacdo animal (BRASIL, 2010; SCHECHTMAN, 2002).

Alids, essa preocupacado nao é hodierna. Na década de 50, Russel e Burch
publicaram o livro “The Principles of Humane Experimental Technique” (1959) onde
estabeleceram o principio dos trés "Rs” da pesquisa em animais: Replace
(substituir), Reduce (reduzir) e Refine (refinar) com a proposta de adequar a
experimentacdo animal em estudos cientificos, no sentido de humaniza-la (BALLS,
1994; PURCHASE, 1998; RUSSEL; BURCH, 1959; SCHECHTMAN, 2002).

Lamentavelmente, no Brasil, ainda ndo foi definida uma legislagao
efetivamente regulamentada quando a utilizacdo de animais para fins didaticos e de
pesquisa. Entretanto, a sociedade cientifica, juntamente com a supervisdo dos
comités de ética voltados para essa questdo, valem-se do principio dos trés “Rs”
para se nortear nos estudos que demandam o uso de animais (PAIVA; MAFFILI;
SANTOS, 2005).

Neste sentido, métodos alternativos tal qual o cultivo de células, modelos
matematicos e simuladores estdo sendo convenientemente desenvolvidos e
validados com o intuito de substituir ou, pelo menos, reduzir a quantidade de animais
nos estudos, sobretudo de seguranca (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005).
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Sabe-se que a substituicdo por completo ainda ndo € possivel, todavia, o0s
modelos alternativos propostos atualmente reduzem consideravelmente o numero de
animais nos experimentos e, além disso, 0 planejamento criterioso dos ensaios,
guando cimentados nos preceitos éticos supracitados, aprimora 0 uso dos animais
nas pesquisas cientificas (VALADARES, 2006).

Sob essa perspectiva, Spielmann et al. (1999) desenvolveram um método de
citotoxicidade basal utilizando linhagens celulares para estimar as doses iniciais nos
testes de toxicidade aguda oral em roedores. A partir dos dados do Registry of
Citotoxicity (RC), foi possivel predizer, por meio de sistemas in vitro, a DLsy (dose
letal em 50% da populacdo) de diversas substancias e direcionar as doses de inicio
dos testes de toxicidade oral aguda in vivo, e posteriormente, padroniza-las em
categorias GHS de risco no Globally Harmonized System of Classification and
Labeling of Chemicals (ONU, 2009).

Em 2002, a Interagency Coordenation Committee on the Validation os
Alternative Methods (ICCVAM) definiu e validou métodos in vitro para estudos da
toxicidade aguda oral que contemplou o refinamento e a substituicdo dos animais
em estudos de seguranca in vivo, aplicaveis também a toxicidade dérmica e
inalatoria (ICCVAM, 2001).

Visando orientar os estudos pré-clinicos de seguranca, a ANVISA elaborou
um guia que reune os principais testes de toxicidade baseados nos documentos das
agéncias regulamentadoras internacionais (FDA e EMEA) e das instituicbes de
interesse na area (ICH, OECD, NCL, WHO). Este guia € composto do teste de
toxicidade de dose Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade
reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local, carcinogenicidade e toxicocinética.
Dessa forma, a execucao dos testes se da de forma racional, evitando duplicidade e
0 uso desnecessario de animais sem comprometer a obtencéo e a confiabilidade das

informacdes referentes a seguranca da substancia testada (BRASIL, 2010).

Introducdio 32



1.4.1. Testes de toxicidade
1.4.1.1. Invitro

Os testes in vitro baseiam-se no uso de linhagens celulares basais para
avaliar o perfil de toxicidade de substancias. Os mais eficientes sdo capazes de
analisar parametros associados a eventos bioquimicos que sustentam a viabilidade
celular ou evidenciam mudancas na integridade da membrana (LEIST; JAATTELA,
2001; RISS; MORAVEC, 2004). A reducao da atividade celular ap6s a um periodo
de exposicdo quando comparado ao controle é o resultado da citotoxicidade que
avalia o grau de morte celular. Nessas circunstancias, € importante considerar a

distincéo prética entre medida de citotoxicidade e medida de viabilidade celular.

O termo citotoxicidade foi definido por Ekwall (1983) como sendo os efeitos
adversos resultados da interferéncia em estruturas e/ou processos essenciais para a
sobrevivéncia, proliferacdo e/ou fungbes celulares. No entanto, muitas vezes, ele
tem assumido um significado amplo e mal definido no processo de descoberta de um
novo farmaco. Para sistemas de cultivo de células, um composto € considerado
citotoxico se interferir na adesao celular, alterar significativamente a morfologia,
afetar negativamente o crescimento celular ou causar a morte da célula (HORVATH,
1980).

A viabilidade celular estd relacionada com metabolismo e producdo de
adenosina trifosfato (ATP), onde a atividade é proporcional ao niumero de células
viaveis. Dessa forma, durante a conducao dos experimentos in vitro de toxicologia, a
viabilidade celular e a citotoxicidade séao inversamente proporcionais. Isto €, a

medida de viabilidade é alta quando a medida de citotoxicidade € baixa (RISS;
MORAVEC, 2004)

A diferenca fundamental entre as duas abordagens se torna pronunciada
dependendo da duracdo da exposicdo das células a um composto quimico. Por
exemplo, exposi¢cdes de curta duracdo (4 horas ou menos) podem causar efeitos
adversos no metabolismo ou no conteddo de ATP antes das mudangas mensuraveis
de integridade de membrana. Exposi¢cées prolongadas (24 horas ou mais),

particularmente apds a necrose primaria precoce, podem subestimar a citotoxicidade
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devido a degradacédo da atividade do marcador enzimatico depois da liberacdo para
0 ambiente extracelular (RISS; MORAVEC, 2004).

Visando abranger os possiveis alvos in vivo de um novo composto quimico,
uma série de ensaios in vitro baseados no perfil de citotoxicidade em diferentes
linhagens celulares (basais e tumorais, resistentes ou nao) sao propostos durante a
triagem de selecdo de farmacos potenciais (BUGELSKI et al., 2000; EVANS et al.,
2001).

Atualmente, o método de MTT de reducdo do tetrazélio (3 - (4,5-
dimetilltiazol) -2,5 - difeniltetrazolio) tem sido amplamente utilizado para estimar a
viabilidade das células com base em parametros do metabolismo celular, sendo
considerado o método referéncia na triagem de novos farmacos (MOSMANN, 1983).
O MTT é um ensaio relativamente simples, realizado em microplacas de 96 pocos,
que avalia a inibicao/proliferacdo celular mediante exposicdo a um composto
desconhecido. A citotoxicidade é obtida pela medida colorimétrica proporcional a
qguantidade de cristal de formazam, azulados e insoluveis, resultantes da reducéo
metabdlica do corante tetrazdlio em células com atividade mitocondrial integra
(ALLEYet al., 1988; BERRIDGE et al., 2005).

Na triagem farmacoldgica de grande escala utilizada pelo National Cancer
Institute (NCI), o MTT é um dos testes preconizado para avaliar o desempenho de
um novo farmaco apds exposicdo de 72 horas a uma Unica concentracdo pré-
estabelecida, sobre um painel que apresenta 60 diferentes linhagens celulares
tumorais, entre elas a derivada leucémica HL60 (SHOEMAKER, 2006). No processo
de selecdo de farmacos antitumorais, um composto puro é considerado promissor
quando apresenta ICs (inibicdo do crescimento em 50% da populagdo de células)
menor que 10 uM (WHITEBREAD et al.,, 2005). De acordo com Bugelski et al.
(2000), na triagem farmacologica € preciso adotar valores de ICsp entre 0,01 e 10 yM

como cut-off para definir substancias de alto poder citotoxico.

Esta abordagem € pertinente durante o processo inicial de selecdo de
farmacos de alto rendimento e se baseia no ICsg dos principais farmacos ja
estabelecidos na terapéutica do cancer. No entanto, para avaliar o mecanismo de

morte celular, é interessante investigar o comportamento concentracdo-resposta das
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substancias desconhecidas a fim de melhor caracterizar os seus efeitos toxicos.
Neste sentido, o uso de ensaios com concentracbes decrescentes adicionais é
bastante empregado (XIA et al., 2008)

A linhagem celular K562 se torna muito interessante como modelo de estudo
pela resisténcia que essas células apresentam aos protocolos convencionais de
quimioterapia antineoplasica (COOPER, 2001; MARTINS et al.,1997). Geralmente,
células K562 sao resistentes a todos os quimioterapicos nas primeiras 24 horas, em
estudos in vitro (MARTINS et al., 1997). Uma metodologia comumente utilizada para
avaliar a resposta de farmacos antitumorais promissores € a exclusdo do corante

azul de tripano que avalia, essencialmente, a integridade da membrana celular.

Nos estudos de seguranca, para identificar o comportamento toxico de
novos compostos quimicos frente a células de metabolismo basal, o teste de
captacdo do corante vermelho neutro com células 3T3 €, atualmente, a metodologia
in vitro de referéncia das principais agencias regulatorias. Além disso, os efeitos
letais de compostos desconhecidos sobre células de mamiferos sdo capazes de
predizer a DLsp (dose letal em 50% da populacdo em estudo) da substancia testada
e dessa forma, direcionar a dose inicial dos futuros testes de toxicidade oral aguda
em roedores (ICCVAM, 2001).

O teste de captacdo do vermelho neutro € baseado na habilidade das
células viaveis em incorporar e se ligar ao corante vermelho neutro. Isto ocorre
porque este € um tipo de corante catidnico fraco com capacidade de ultrapassar as
membranas plasmaticas por difusdo néo idnica (transporte passivo) e se acumular
nos lisossomos, se ligando aos sitios anidnicos na matriz lisossomal. Quando
expostas a um composto quimico, as células podem sofrer alteragbes na membrana
plasmatica e/ou na membrana dos lisossomos, resultando no decréscimo da
captacdo e ligacdo do corante vermelho neutro aos sitios anidnicos lisossomais,
tornando-se possivel a distingdo entre as células viaveis e as nao-viaveis. Uma
substancia toxica, independentemente do local ou mecanismo de acao, ir4 interferir
neste processo, 0 que resulta na reducdo da taxa de crescimento tal como no
namero de células. A citotoxicidade é obtida a partir da reducdo da captacdo do
corante vermelho neutro de forma concentracdo-dependente apds a exposicao e

fornece, assim, um valor de 1Cs especifico (ICCVAM, 2006).
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Entretanto, o teste de captacao do vermelho neutro ndo fornece informacdes
sobre os efeitos toxicos dos respectivos metabdlitos ativos. O conhecimento sobre
as vias metabdlicas e producéo de metabdlitos ativos de um composto desconhecido
€ um passo crucial na interpretacdo farmacoldgica e toxicologica e deve ser
extensivamente estudada nas fases preliminares de desenvolvimento (COECKE et
al., 2006).

Uma forte correlagdo entre a citotoxicidade in vitro e a tolerancia in vivo ja €
atualmente estabelecida, o que reduz consideravelmente os gastos e o tempo
durante o desenvolvimento de novos compostos (BENBOW et al., 2010). Uma vez
alcancada a correlacéo entre a citotoxicidade in vitro e a letalidade ou dano a algum
orgdo especifico, torna-se possivel identificar, preliminarmente, compostos
farmacéuticos com menor potencial citotdxico com maiores niveis de seguranga nos
estudos de toxicidade em roedores, reduzindo, assim, o ndmero de animais nos
testes pré-clinicos in vivo futuros (GOODWIN et al., 2012).

O ensaio de captacdo do vermelho neutro com células 3T3 recomendado
pelo ICCVAM (2006) ja é uma metodologia padronizada e validada no Laboratério
de Farmacologia e Toxicologia Celular — LFTC - onde foram realizados todos os
experimentos descritos neste trabalho.

1.4.1.2. Invivo

A avaliacao toxicologica in vivo de um composto quimico pode ser dividida
basicamente em 4 estagios de acordo com o tempo de exposi¢ao: toxicidade aguda
(24 horas), toxicidade subaguda de doses repetidas (até 30 dias) e cronica (90 dias
ou mais) (GOLDIM, 2007).

Os estudos de toxicidade aguda sao aqueles utilizados para avaliar a
toxicidade produzida por uma substancia quando esta € administrada em uma ou
mais doses durante um periodo nao superior a 24 horas, seguido de observacéo dos

animais por 14 dias apés a administragdo (BRASIL, 2010).

Em 2000, a Organization for Economic Cooperation and Development

(OECD) revisou e adotou definitivamente as diretrizes 420 (Dose Fixa), 423 (Método
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de classe) e 425 (“Up and Down”) como estratégia para avaliar a toxicidade oral
aguda de substancias desconhecidas e identificar a menor dose que cause
toxicidade evidente, identificar a menor dose que cause mortalidade e estimar a
DLso, respectivamente. Essas diretrizes utilizam, como critério prioritario, o bem-
estar animal, a fim de reduzir substancialmente o niumero e o nivel de sofrimento e
dor dos animais em estudo (BOTHAM, 2002). O teste de toxicidade oral aguda de
dose Unica — métodos de classe (OECD 423) - ainda permite a classificacdo da
substancia testada nos padrdes estabelecidos GHS (Tabela 1) (OECD, 2001).

Tabela 1: Categorias-padrdo de toxicidade aguda e valores de toxicidade aguda

estimada que definem as respectivas categorias (EC, 2011).

Classificacao Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
Toxicidade Oral >2000
Aguda <5 mg/kg 5-50 mg/kg 50-300 mg/kg 300-2000 mg/kg mg/kg
' Nenhum
°
Significado Perigo Perigo Perigo Cuidado Nenhum
Adverténcia muito toxico toxico téxico nocivo Nenhuma

Fonte: EC (2011), adaptado pela autora

A principio, este método (OECD 423) ndo se destina a encontrar um valor
exato de DLso, € sim, em determinar a letalidade de um composto frente as doses de
exposicdo aguda pré-definidas, sendo preciso pontuar que os animais moribundos
ou que apresentam sinais evidentes de dor ou sofrimento intenso sdo sacrificados e
considerados, na interpretacdo dos resultados, da mesma forma que o0s animais

vieram a Obito durante o experimento (OECD, 2001).

Para uma avaliacdo da toxicidade subaguda, sdo utilizados estudos de
toxicidade de doses repetidas que caracterizam o perfil toxicolégico da substancia
frente & exposi¢do continua por um periodo relativamente curto, geralmente de 28
dias. A partir deles é possivel a obtencdo de informac6es sobre possiveis riscos a

saude, identificacdo de o6rgdos alvos, efeitos nas funcgdes fisiologicas,
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hematoldgicas, bioguimicas, anatomo e histopatologicas, além de informacdes sobre
alteracOes de comportamento e a indicacdo das doses de tolerancia em roedores
(BRASIL, 2010)

Dessa forma, os dados da observacdo funcional obtidos nos testes de
toxicidade aguda e subaguda de doses repetidas, além de gerar informacdes
preciosas sobre o potencial téxico de uma substancia, também podem ser usados
como ferramenta preliminar ao estudo de maior periodo, ou seja, subcrbnico e
cronico (BOTHAM, 2002).

Como proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(2010) no guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de seguranca, além dos
testes de toxicidade acima descritos, 0S novos compostos quimicos devem passar
por estudos de genotoxicidade para avaliar se sdo capazes de produzir danos ao

DNA e consequentemente, aberracfes cromossdmicas e/ou mutacdes genéticas.

Para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste do micronucleo
(MN) em eritrocitos de mamiferos é o teste primario na bateria de ensaios de
genotoxicidade e tém sido amplamente empregado e aceito por agéncias
reguladoras e pela comunidade cientifica (VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2007,
KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Quando uma substancia causa dano citogenético, seja ele estrutural ou
numerico, ha chances de fragmentos de cromossomos ou Cromossomos inteiros
perderem a capacidade de se anexar ao fuso mitético e, dessa forma, sdo deixados
para tras quando o nucleo principal € expelido durante o processo de maturacao das
células vermelhas, num processo denominado cariorrexe (BOWEN et al.,, 2011;
OECD, 1997). Os fragmentos de cromossomos oOu Cromossomos inteiros
remanescentes no citoplasma sdo denominados micronucleos e sao indicativos de
perdas irreversiveis de dano ao DNA. Como néo existe nucleo principal, a presenca
de micronucleos é facilmente identificada (FIEDLER; WEINER; SCHULER, 2010)

A frequéncia do numero de MN pode ser averiguada em amostras de células
de sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO) de mamiferos a partir da

quantificacdo de eritrocitos imaturos micronucleados apds a exposicdo a doses
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escolhidas a partir da DLsp da substancia a ser testada ou de resultados de estudos
de toxicidade previamente realizados (OECD, 1995).

Em camundongos, duas subpopulacdes de eritrocitos — imaturos
(reticulécitos - RETS) e maduros — podem apresentar MN, dependendo da dose e do
tempo de exposi¢cdo. Por microscopia, RET e eritrocitos maduros podem ser
facilmente distinguidos pela presenca ou auséncia de RNA residual,
respectivamente, por meio de coloracbes especificas. Por conta da cinética da
producdo e maturacao dos eritrocitos, os RET sinalizam os efeitos de dano induzido
recentemente (24 - 48 h) e quando obtidos apropriadamente, o aparecimento de MN
pode ser detectado tanto em MO como em SP (MACGREGOR et al.,, 1990). Em
ratos, devido a rapida e eficiente acdo do baco em remover eritrocitos
micronucleados da circulacdo periférica, a presenca de MN ¢€ Vvisualizada
preferencialmente em MO para eliminar a influéncia da filtracdo esplénica na
frequéncia de reticuldcitos micronucleados (SCHLEGEL; MACGREGOR, 1984).

Contudo, a quantificacdo de células micronucleadas em ambos os testes
ocorre de forma trabalhosa. As células séo dispostas adequadamente em laminas e
submetidas a uma coloracgéo citolégica. Para este fim, a coloracao pelo Giemsa tem
sido empregada com sucesso. Quando bem realizada, os eritrocitos policromaticos
(imaturos), em tom azulado, diferenciam-se dos eritr6citos normocromaticos
(maduros) que apresentam coloracdo résea. A leitura em microscopio Optico para
classificacdo das células, todavia, requer a subjetiva andlise decisiva do
investigador. Além disso, a presenca de artefatos como, por exemplo, granulos de
mastocitos na medula éssea e as inclusdes de agregados de RNA induzidas por
algumas substancias, dificulta sua distincdo dos micronucleos na coloragdo por
Giemsa. Por conta disso, essa metodologia pode apresentar variagdes intra e
interlaboratoriais em demasia, diminuindo o poder estatistico dos experimentos. Nos
testes em SP, especificamente, a leitura se torna especialmente trabalhosa em vista
da pequena fracdo de eritrocitos jovens liberados na corrente periférica, reduzindo

consideravelmente a sensibilidade destes ensaios (HEDDLE et al., 2011).

Com este cenario, a citometria de fluxo ganhou bastante espac¢o nos ultimos
anos, sendo uma das metodologias alternativas de automacao recomendadas pela
OECD (MUGHAL, A. et al., 2011). Esta metodologia foi validada pelo Collaborative
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Study Group for the Micronucleus Test (CSGMT) of the Mammalian Mutagenesis
Study Group (MMS) of the Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS) nos
testes que avaliam a frequéncia de MN em reticuldcitos por meio de marcadores de

superficie, como o receptor de transferrina CD71 (ROTHFUS et al., 2011).

O receptor de transferrina CD71 € um marcador de superficie celular
especifico e ativo nos RETs por um curto periodo de tempo apds deixar a medula
O0ssea (DERTINGER et al., 2004). A analise da frequéncia de MN por citometria de
fluxo se baseia na dupla marcacdo de eritrécitos maduros e RETs do sangue
periférico, usando um anticorpo anti-CD71 especifico marcado com um fluorocromo
(FITC) que diferencia as células maduras dos RETs (SERKE; HUHN, 1992). Para
evidenciar a presenca de MN em ambas as populacdes, a amostra € submetida a
marcacao com iodeto de propidio (IP) que marca, especificamente, material genético
(DNA). Uma vez que o MN é o Unico elemento que contém DNA nos eritrocitos de
mamiferos, essa metodologia permite distinguir reticulécitos micronucleados entre as
populacdes de células analisadas (FIEDLER; WEINER; SCHULER, 2010).

O desenvolvimento da citometria de fluxo como metodologia de avaliacao da
frequéncia de MN em eritrGcitos representa um avanco tecnoldgico sobre o ensaio
manual e tem grande potencial para aumentar a sensibilidade, reprodutibilidade e o
rendimento dos testes in vivo tradicionais em roedores, baseados na coleta de
dados por microscopia (DERTINGER et al., 2004; TOROUS et al., 2005; WITT et al.,
2008). Além de ser mais rapida, barata e sensivel, a citometria de fluxo elimina viés,
pois permite a avaliacdo de um numero muito maior de células por animal, elimina a
subjetividade do investigador e a interferéncia de artefatos durante o processo de

analise microscopica, reduzindo significativamente a variabilidade da amostragem.

Dessa forma, a citometria de fluxo incorpora melhorias de forma quantitativa
e qualitativa nos estudos de frequéncia de microndcleo, mesmo em espécies que
possuem atividade esplénica integra que reduzem substancialmente o nimero de
células micronucleadas na corrente sanguinea, incluindo os seres humanos
(HEDDLE et al.,, 2011; ROTHFUS et al., 2011). Embora a OECD indique a
automacgdo como alternativa a leitura microscopica manual, nenhuma recomendacéo
clara para validacdo automatica foi determinada. No entanto, a citometria de fluxo

promete ser a metodologia padréo nos proximos anos (MUGHAL et al., 2010).
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Baseado no que foi exposto, este trabalho visou identificar o perfil de
citotoxicidade dos derivados pirazolinicos LQFMO011, LQFMO012, LQFMO020,
LQFMO021, LQFM022, LQFM023 e LQFMO024 e investigar o potencial toxico agudo,
subagudo e mutagénico do candidato a farmaco cardiovascular LQFM021. Além
disso, o potencial citotoxico dos derivados pirazolinicos frente células tumorais

também foi investigado.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o potencial citotoxico dos
compostos LQFMO11, LQFMO012, LQFM020, LQFMO021, LQFMO022, LQFMO023 e
LQFM024. Também foi investigado a toxicidade aguda, subaguda e potencial

mutagénico do composto LQFMO021.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Investigar o potencial citotoxico dos compostos LQFM011, LQFMO012,
LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024 frente a

célula leucémica HL60.

e Investigar o potencial citotoxico dos compostos LQFM020, LQFM021,
LQFMO022, LQFM023 e LQFM024 frente a célula leucémica K562.

e Investigar o potencial citotoxico dos compostos LQFM011, LQFMO012,
LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFMO024 frente as
células de metabolismo basal (3T3) e estimar doses iniciais para

estudos in vivo.

e Realizar o estudo da toxicidade aguda e classificar as substancias de
estudo dentro do GHS.

¢ Realizar o estudo de toxicidade subaguda com o composto LQFMO021.

e Realizar o estudo do potencial mutagénico do composto LQFMO021.
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3. METODOS

3.1 SOLUBILIZACAO DOS COMPOSTOS

Para os testes de citotoxicidade in vitro vermelho neutro, MTT e azul de
tripano, os compostos LQFMO011, LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFMO022,
LQFM023 e LQFMO024, os quais apresentam baixa solubilidade em agua, foram
preparados em suspensao micelar com 2% (p/v) de fosfatidilcolina de soja, 10% (v/v)
de dimetilsuféxido (DMSO), 10% de etanol e 0,5% (v/v) de taurodeoxicolato em agua
ultrapura. Em todos os experimentos, a concentracao final de etanol e DMSO nao
ultrapassou 0,5% (v/v). Para os controles, foi utilizada suspenséao micelar do veiculo
de solubilizagéo.

Para os testes com animais, os compostos testados foram solubilizados em
O0leo de girassol nas concentracdes determinadas para cada experimento. No
processo de solubilizagdo dos compostos, para evitar a formacdo de eventuais
grumos, a suspensao sofreu ultrassonificagdo por 4h e agitagdo constante em

vortex. Para os controles, utilizou-se 6leo de girassol puro.

O processo de solubilizagdo dos compostos foi realizado sob as condicdes
méaximas de esterilidade quando possivel, utilizando para isso, excipientes estéreis
(agua, meio de cultura, 6leo de girassol, reagentes quimicos, etc) e as suspensodes
foram preparadas e filtradas no dia ou, no maximo, um dia antes dos experimentos
para evitar precipitacdo demasiada. Ademais, durante o processo de exposi¢cao das
células ou administracdo aos animais, as suspensdes foram constantemente

homogeneizadas.

3.2 MTT

Para avaliar atividade mitocondrial das células expostas a toxicidade de
alguma substancia, é importante verificar seu potencial citotoxico frente a uma

linhagem leucémica a fim de estimar seus efeitos antitumorais. Para isso, foi usado
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como modelo padréo o ensaio de reducdo do MTT (MOSMANN, 1983), que avalia
atividade mitocondrial a partir da absor¢céao do sal {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5 difeniltetrazolio]} pelas células viaveis, que o reduzem a cristais de formazan

pela acdo da enzima succinado desidrogenase no interior das mitocondrias.

Os cristais de formazan s&@o azuis e insoliveis e se acumulam dentro das
células viaveis. Para visualizacdo, sdo solubilizados pela adicdo de um solvente
apropriado (DMSO) formando uma coloracdo de intensidade proporcional a
guantidade de células com integridade de atividade mitocondrial que é entdo medida

por espectofotometria (545 nm).

As células HL-60 células foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e distribuidas em placas de 96
pocos (90 pL/pogo) numa concentracdo 5 x 10° células/mL. Em seguida, as células
foram expostas a 10 pL dos compostos LQFMO011, LQFM012, LQFM020, LQFM021,
LQFMO022, LQFM023 e LQFM024 na concentracao Unica de 10 pg/mL e incubadas
em estufa de cultivo celular (37 °C, 5% de CO,) por 72 horas. Para o controle de
células foi utilizado somente RPMI e para o controle do veiculo, foi utilizado
suspensao micelar preparada com 0os mesmo reagentes do veiculo dos compostos.
Todos os procedimentos realizados para obtencdo da suspensdo dos compostos
também foram empregados nos controles. Depois deste periodo, foram adicionados
10 pL de solucdo MTT (5 mg/mL) em cada poco da placa que novamente foi
incubada, agora por 4 horas. Em seguida, a placa foi centrifugada por 10 minutos
numa velocidade de 1000 rpm e o sobrenadante foi retirado cuidadosamente,
evitando a suspensao dos cristais de formazan e entdo, descartado. Por fim, para
solubilizac&o dos cristais, foram adicionados 100 pl de DMSO em todos 0s pocos e a
placa foi submetida a 20 minutos de homogeneizacéo lenta (20 rpm). A viabilidade
celular foi determinada pela leitura da absorbancia (545 nm) do controle (células nao
expostas aos compostos). O desenho esquematico deste estudo esta ilustrado na

Figura 6.

Importante ressaltar que para garantir a concentracdo dos compostos
desejada no teste, uma solucdo-méae dez vezes concentrada foi preparada, visto que
durante esta etapa do protocolo, 10 pL de cada concentracéo € diluida em 90 uL da

suspensao celular ja disposta na placa.
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Figura 6: Desenho esquematico do testes de MTT.
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3.3 AZUL DE TRIPANO

As formulacBes contendo os compostos LQFM020, LQFM021, LQFM022,
LQFMO023 e LQFMO024 foram preparadas no dia de exposi¢cdo as celulas conforme
item 3.1 e testadas individualmente em oito concentra¢cdes (1000 — 7,81 pg/mL),
diluidas de forma seriada (f = 2) em meio de cultura RPMI 1640.

As células K562 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB e distribuidas em placas de 96 pocos (90 pL/po¢o) numa densidade de
1 x 10° células/mL. Em seguida, 10 uL das diferentes concentracdes dos compostos
foram adicionados aos seus poc¢os correspondentes e a placa foi incubada em
estufa (37 °C, 5% de CO,). Para o controle de células foi utilizado somente RPMI e
para o controle, suspensao micelar preparada com 0os mesmo reagentes do veiculo
dos compostos. Todos os procedimentos realizados para obtencdo da suspensao

dos compostos também foram empregados nos controles.
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Ap6s 24 horas, uma aliquota de 20 pL da suspensido de células foi
homogeneizada e retirada de cada pogo e diluida em 180 pyL de azul de tripano
(0,2%). A leitura foi feita com camara de Neubauer em microscopio Optico a partir da
analise das alteracbes morfoldgicas e do numero de células que excluiram o corante

(translucidas) ou néo (azuladas).

A viabilidade celular ou citotoxicidade foi determinada a partir do percentual
da média de células viaveis translicidas de cada concentracdo dos compostos em

relacdo ao controle. O desenho esquematico deste estudo esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Desenho esquematico dos testes de azul de tripano.

Azul de Tripano
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3.4 TESTE DE CAPTACAO DO CORANTE VERMELHO NEUTRO (NRU ASSAY)
3.4.1 Cultivo Celular e Determinac¢ao da Concentragéo Inicial de Plagueamento

Foi utilizada a linhagem basal de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3
cultivadas em Dullbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com alto teor de glicose
(4500 mg/L), suplementado com 10% de SFB, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/mL de
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estreptomicina e 2 mM de glutamina. As células foram examinadas em microscépio
invertido antes da exposi¢cdo aos compostos para identificar qualquer alteracdo na
sua morfologia. A desagregacao das células da garrafa de cultivo celular (75 cm2 de
superficie) foi realizada quimicamente utilizando 3 mL de solucao de tripsina e EDTA
(0,25% e 0,03%, respectivamente) quando a confluéncia celular se encontrava em
torno de 50 — 80%. A enzima foi inativada por adicdo de 10 mL de solu¢cdo de meio
de cultura suplementado com 10% de SFB. A suspenséao celular foi lavada com 15
mL de tampao PBS (phosphate buffered saline, pH 7,2) e centrifugada (5000 rpm/10
minutos) para obtencdo do botdo celular. Este processo foi repetido duas vezes. O
PBS, entao, foi descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de DMEM. A viabilidade
celular foi determinada pela diluicdo prévia (1:10) em corante azul de tripan (0,02%)
e a concentracgdo celular para inicio dos testes (3x10* células/mL) foi determinada

por contagem em camara de Neubauer.
3.4.2. Plagueamento

Uma vez determinada a concentracdo de células 3T3 (3x10* células/mL),
50uL da suspenséo celular foram dispostos em cada poco da placa de 96 pocos,

conforme mostra a Figura 8.

Figura 8: Desenho esquematico da etapa de plagueamento da suspensao de células
3T3 em placa de 96 pocos no teste de captacdo do vermelho neutro. Fonte:
Protocolo NRU assay (ICCVAM). Adaptado pela autora.

Onde: MC = meio de cultura; C = suspenséo de células.

MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC
MC c C C C C C C C C C MC
MC Cc C C C C C Cc C Cc C MC
MC Cc C C C C C Cc C Cc C MC
MC c C C C C C C C C C MC
MC c C C C C C C C C C MC
MC Cc C C C C C Cc C Cc C MC
MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC
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3.4.3 Exposicao

Os compostos LQFMO011, LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFMO022,
LQFM023 e LQFM024 foram testados individualmente em oito concentracdes (602 a
4,7 ug/mL), diluidos de forma serial (f = 2) em meio de cultura DMEM. Foram
dispostos 50 pL de cada uma das oito concentragdes nos pogcos com e sem células,
conforme ilustrado na Figura 9. Para garantir a concentragdo dos compostos
desejada no teste, uma solucdo-mée duas vezes concentrada foi preparada, visto
gue durante esta etapa do protocolo, 50 uL de cada concentracao é diluida em 50 pL

da suspensao celular ja disposta na placa.

Figura 9: Desenho esquematico da etapa de exposicdo das células 3T3 as oito
concentracdes seriadas da substancia em estudo no teste de captacdo do vermelho
neutro. Fonte: Protocolo NRU assay (ICCVAM). Adaptado pela autora.

Onde: B = branco sem células apenas meio; CO = Controle células expostas apenas ao meio de cultura;

C1-8 = Concentrag8es do composto; C1b-8b = Composto + meio de cultura SEM células;

B B | Cip [ Co | Cap | Cap | Cop [ Coo [ Cs | Ces | B B
Co Ci Cz Cs Ca Cs Ce Cs Cs Co
Co Ci Cz Cs Ca Cs Ce Cs Cs Co
Co C:1 Cz Cs Cs Cs Ce Cy Cs Co
C:1 Cz Cs Cs Cs Ce Cy Cs Co
Co Ci Cz Cs Ca Cs Ce Cs Cs Co
Co Ci Cz Cs Ca Cs Ce Cs Cs Co
B | Cw [ Cop | Cap | Cap [ Cop | Coo | C78 | Cse | B

T @ | W || || T
O
o

(W | W | W ||| T

A viabilidade celular foi determinada a partir dos valores de absorbancia (545
nm), utilizando o controle de células como referencial. A correlacdo ICso € DLsg foi

determinada a partir da equacgao:

log (LDsp) = 0,435 x log (ICsp) + 0,628).

O desenho esquematico deste experimento esta ilustrado na Figura 10.
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Figura 10: Desenho esquematico dos testes de captacdo do corante vermelho
neutro.
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3.5 ANIMAIS

Todos os animais utilizados nos testes foram provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Goias. Para os testes de toxicidade oral aguda e
micronucleo, foram utilizados camundongos BALB/c machos e fémeas saudaveis,
com idade de 7 a 10 semanas e com massa corporal em torno de 30 gramas, sendo
todas as fémeas nuliparas e ndo gravidas.

Para os testes de toxicidade subaguda de doses repetidas de 28 dias, foram
utilizadas ratas Wistar saudaveis, nuliparas e ndo gravidas com idade de 6 a 9

semanas e com massa corporal de 130 a 190 gramas.
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A massa corporal individual dos animais em todos os testes ndo excedeu
20% da média do grupo e foi averiguada imediatamente antes da administracao das

substancias-testes.

Os testes foram desenvolvidos seguindo as normas éticas de bem estar
animal e biosseguranca propostas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério / Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (FRAJBLAT
et. al, 2006) e sob parecer favoravel do comité de ética da Universidade Federal de
Goias (Protocolo 137/2009).

3.6 CONDICOES AMBIENTAIS E ALIMENTACAO

Os animais foram mantidos sob condicbes ambientais controladas
(temperatura ambiente 23 °C + 2, umidade relativa do ar 50 — 70% e o ciclo
claro/escuro de 12 horas) e passaram por um periodo de adaptacdo de 7 dias antes
do inicio dos experimentos para avaliacdo do comportamento, habitos alimentares e

fisioldgicos.

Para os testes de toxicidade oral aguda e micronucleo, os animais foram
devidamente separados por grupos em caixas de prolipropileno forradas com
maravalha peneirada e autoclavada, respeitando a quantidade recomendada. Para
alimentacao, foi oferecido racdo de boa qualidade adequada as necessidades dos

mesmos e agua esteril, de forma ad libitum, até o fim dos experimentos.

Para o teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas, as ratas foram
devidamente separadas por grupo e mantidas individualmente em gaiolas
metabodlicas. Em relacdo a alimentacéo, foi oferecida racdo de boa qualidade em
guantidades controladas e idénticas para cada animal, sendo ajustadas de acordo
com a necessidade metabdlica a medida que ganhavam massa corporal e agua

estéril de modo ad libitum até o fim do experimento.

Antes da eutanasia, os animais foram privados de alimentacéo 2 horas antes
e 2 horas depois da administracdo oral, ndo interrompendo a oferta de agua durante

esse periodo.
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3.7 OBSERVACAO DOS ANIMAIS

Para os testes de toxicidade oral aguda, os animais foram assistidos
individualmente, observando as alteragcdes comportamentais sistematicas de acordo
com teste hipocratico descrito por Malone e Robichaud (1962): atividade geral,
frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda,
contorgdo, posi¢ao trem inferior, reflexo, endireitamento, tonus do corpo, forga para
agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsdes, straub,
anestesia, lacrimacao, ptose, miccdo, defecacao, piloerecao, hipotermia, respiracao,

cianose, hiperemia e morte.

Depois da administracdo oral, os animais foram observados em intervalos
variados (0’, 15°, 30°, 45, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h e 24h) e em seguida,
diariamente, respeitando o horario de administracdo, por 14 dias corridos. Ao final
deste periodo os animais sobreviventes foram submetidos & eutanasia por
deslocamento cervical, utilizando-se para isso, anestesia com cetamina (100 mg/mL)
e xilazina (100 mg/mL) (1:1 v/v, 1pL/g) de acordo com o protocolo da Cornell
University/Cornell Center for Animal Resources and Education a fim de reduzir o
sofrimento animal (FLECKNELL, 1996). Para verificar se 0s animais estavam
anestesiados antes de proceder com a eutanasia, foi utilizado o critério de resposta
negativa ao aperto da pata traseira.

A intensidade dos eventos foi semiquantificada numa escala de zero a 4,
correspondendo gradualmente a presenca de sinais e sintomas clinicos, conforme
proposto por Malone e Robichaud (1962). A duracdo dos sinais e sintomas, bem
como a ocorréncia de eventos adicionais associados a toxicidade como alteracbes
na pele e pelos, olhos e mucosas, do aparelho respiratério, circulatorio, autbnomo e
sistema nervoso central, e atividade motora, convulsdes, salivacéo, diarreia, letargia,

sono e coma também foram registradas e citadas quando presentes.

Para o teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas, os animais
foram assistidos individualmente, todos os dias, conforme protocolo hipocréatico
descrito acima, até o fim do experimento e respeitando sempre o0 mesmo horério. Ao

final dos 28 dias, os animais foram submetidos a eutanasia por esgotamento
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sanguineo por puncao cardiaca, utilizando-se anestesia com cetamina e xilazina (1:1

v/v, 1uL/qg).

3.8 TOXICIDADE ORAL AGUDA — METODO DE CLASSES (OECD 423)

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo protocolo
experimental Guideline 423 recomendado pela OECD (2001).

3.8.1. Selecao da Dose

A dose de inicio dos testes de toxidade oral aguda (2000 mg/kg) foi
selecionada a partir dos valores de DLsy, estimados nos testes in vitro de

citotoxicidade (vermelho neutro).
3.8.2. Administracéo

Foram distribuidos grupos de 3 animais/sexo para cada substancia testada e
para o controle. As suspensdes dos compostos LQFM020, LQFM021, LQFMO023 e
LQFMO024 (2000 mg/kg) foram administradas oralmente com ajuda de uma canula
esofagica (n° 8) e o volume administrado aos animais ndo excedeu 1 mL/100g de

massa corporal.

Os resultados alcancados ao fim dos experimentos de toxicidade oral aguda
foram utilizados para classificar os compostos LQFM020, LQFM021, LQFMO023 e
LQFMO024 quanto ao seu risco toxico de acordo com o sistema GHS de

classificacao, seguindo o esquema da Figura 11.
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Figura 11: Esquema de classificacdo de risco toxico segundo sistema GHS a partir
do teste de toxicidade oral aguda OECD 423. Fonte: OECD 423, adaptado pela
autora.
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3.9 TOXICIDADE ORAL SUBAGUDA DE DOSES REPETIDAS — 28 DIAS (OECD
407)

Considerando as orientacdes da ANVISA para os estudos de seguranca de
um candidato a farmaco, apds obtidos os resultados de toxicidade oral aguda,
demos sequéncia com o teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas,

segundo protocolo experimental Guideline OECD 407, por 28 dias consecutivos.
3.9.1 Selecao das Doses

Para o experimento de toxicidade subaguda, levou-se em consideragédo os
resultados dos estudos de citotoxicidade e toxicidade anteriormente realizados.
Dessa forma, a partir do valor de DLso do composto LQFM021 (533 mg/kg) estimado
no experimento de citotoxicidade basal e considerando o resultado obtido no teste
de toxicidade aguda, entende-se que 50% do valor da DLsp atende as prerrogativas
de selecédo de doses do teste de toxicidade subaguda e, entdo, as doses de 250

mg/kg/dia, 125 mg/kg/dia e 62,5 mg/kg/dia foram selecionadas para estabelecer o

Métodos 53



potencial toxico subagudo deste composto durante o periodo de exposicdo de 28
dias.

Um grupo controle e um grupo da maior dose (250 mg/kg), denominados
satélites, foram adicionados ao experimento e foram observados por mais 14 dias
apos fim da exposicdo. O objetivo principal de inserir os grupos satélites neste
estudo foi identificar a presenca de efeitos toxicos tardios ou a
continuidade/reversibilidade dos efeitos toxicos ja apresentados durante o periodo
de exposicdo, ou seja, a partir do momento em que 0S animais ndo Sao mais

expostos ao composto LQFMO021.
3.9.2 Exposicdo a substancia teste

Para a exposicao oral, as ratas foram divididas em 6 grupos de 5 animais
cada (62,5 mg/kg/dia, 125 mg/kg/dia, 250 mg.kg/dia, controle, controle satélite e 250
mg/kg/dia satélite) e privadas de alimentacdo 1 a 2 horas antes do processo de
gavagem, ndo sendo interrompida a oferta de d4gua em nenhum momento. A
suspensao do composto LQFMO021 foi administrada oralmente com ajuda de uma
canula esofagica (n° 10) e o volume administrado aos animais ndo excedeu 1
mL/100g de massa corporal. Para tanto, a massa corporal dos animais foi verificada
semanalmente e as doses foram ajustadas aos grupos ao longo dos 28 dias de
exposicdo. Os grupos controle e controle satélite receberam apenas o excipiente

(6leo de girassol) em que o composto LQFMO021 foi veiculado.
3.9.3 Condi¢cbes do experimento

A pesagem dos animais foi feita semanalmente. A cada trés dias, eram
oferecidos aos animais, de forma individual, 50 gramas de racdo e agua. Ao final
deste periodo, a racdo remanescente era pesada e os valores eram devidamente
registrados. As fezes produzidas eram coletadas e pesadas no mesmo dia da ragao

remanescente e os valores registrados.

O consumo de racéao foi calculado pela diferenca da quantidade de racéo
ofertada a cada 3 dias e a quantidade de racdo remanescente no terceiro dia. A
pesagem da quantidade de fezes também foi realizada no terceiro dia para que

fosse possivel correlacionar esses dois parametros (consumo e eliminacgéao).
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As gaiolas metabodlicas onde os animais foram mantidos (Figura 12)
possuem um assoalho vazado, uma peneira e uma bandeja em forma de funil e,
dessa forma, possibilitam aquisicdo de fezes e urina separadamente e de forma
individual. No entanto, o assoalho vazado das gaiolas metabdlicas pode provocar
certo desconforto aos animais. Para minimiza-lo, foi inserido um pedaco de cano
(“joelno”) de PVC no interior das gaiolas metabdlicas como medida de

enriquecimento ambiental.

Figura 12: Fotografia das gaiolas metabdlicas utilizadas no teste de toxicidade oral
subaguda com o composto LQFMO021 ilustrando as condicbes ambientais,
arquitetura e funcionalidade da gaiola metabdlica no teste de toxicidade subaguda
com ratas Wistar. (a) visdo ampla das gaiolas metabdlicas; (b) visdo aproximada de
uma gaiola metabdlica mostrando o coletor de urina, a peneira para coleta de fezes,
recipiente para racdo e disposicdo da mamadeira de agua; (c) interagcdo do animal
com o cano (“joelho”) de PVC no interior da gaiola metabdlica.

b)
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O sangue coletado no momento da eutanasia foi destinado a exames
laboratoriais hematoldgicos e bioquimicos, enquanto os 6rgéos vitais (coragao, rim,
figado, baco, estbmago e pulmao) extraidos durante a necropsia foram pesados
(massa relativa) e analisados macroscopicamente. Ainda foi realizado o exame
histopatolégico do rim e do figado de todos os grupos para averiguar a presenca de
eventuais sinais toxicos provocados pela exposicdo ao composto LQFMO021.

3.9.4 Parametros Hematoldgicos

Cerca de 3 mL do sangue coletado durante a eutanasia das ratas foi
reservado em tubos com anticoagulante EDTA para andlise dos seguintes
parametros hematoldgicos: contagem de hemécias, dosagem de hemoglobina,
hematdcrito, RDW, indices hematimétricos (volume corpuscular médio — VCH,;
hemoglobina corpuscular média — HCM; e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média - CHCM), contagem de plaquetas, contagem global de leucdcitos,
contagem diferencial de leucdcitos (neutrofilos seguimentados, linfécitos, mondcitos

e eosinofilos)

Para analise microscépica das células sanguineas, foram confeccionadas
duas laminas de esfregaco que foram submetidas a coloragdo de Romanovisk
(Newprov). Com excecdo da contagem diferencial dos leucdcitos, realizada em
microscépio Optico, os demais parametros foram analisados pelo equipamento

Micros 60 - ABX®.
3.9.5. Parametros Bioquimicos

Cerca de 3 mL do sangue coletado durante a eutanasia das ratas foi
reservado em tubos sem anticoagulante. Logo ap0s o sangue ter coagulado, o soro
foi separado por centrifugacdo (1500 rpm/5 minutos), devidamente congelado
(freezer — 80 °C) e reservado para analise dos seguintes parametros bioquimicos:
glicose, amilase, ureia, creatinina, aminotransferases (AST e ALT), albumina e
proteinas totais. As dosagens bioquimicas foram realizadas em analisador

automatico Biosystems® A-25.
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3.9.6 Histopatologico

Neste trabalho, os rins, figado, coracdo, pulméo, estbmago e baco de cada
animal foram extraidos no momento da necropsia e processados de acordo com a
técnica desenvolvida por Junqueira e Junqueira (1983) no laboratério de anatomia
patologica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias. As
alteracbes encontradas nas laminas dos grupos expostos ao composto LQFM021
nas trés concentracdes foram devidamente registradas, fotografadas e comparadas
ao grupo controle. Tal analise teve como objetivo avaliar a integridade tecidual e a
ocorréncia de lesbes celulares reversiveis (degeneracao) e irreversiveis (necrose e
apoptose), além da presenca de infiltracdo leucocitaria, congestédo, extravasamento
de liquidos e fibrose. As alteracdes encontradas foram avaliadas de forma semi-
quantitativa, utilizando o parametro gradual de zero a quatro cruzes (O,
+, ++, +++ e +++/4+). As cruzes equivalem-se a presenca dos eventos de forma
gradual, utilizando o controle e o grupo exposto a maior dose como parametros de

comparagao.

3.10. MICRONUCLEO (OECD 474)
3.11.1 Selecao da dose

A dose de inicio dos testes de microndcleo foi baseada na faixa de risco
encontrada no teste de toxicidade oral aguda (entre 300 e 2000 mg/kg), seguindo os
critérios do protocolo OECD 474. Dessa forma, foram utilizadas as doses de 300
mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg.

3.10.2 Exposicao a substancia teste

A suspensdo do composto LQFMO021 foi administrada oralmente com ajuda
de uma cénula esofagica (n° 8) e o volume administrado aos animais ndao excedeu 1

mL/100g de massa corporal.

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (1:1; v/v) e o
sangue periférico foi coletado por puncado cardiaca. Apds a coleta, cerca de 120 pL
do sangue periférico de cada animal foi transferido para um tubo contendo 350 uL de
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anticoagulante universal (Doles®). Desse volume, foram transferidos 180 pL para
um unico tubo falcon. Para a fixacdo, foram adicionados lentamente 5 mL de
metanol (-80 °C) e os tubos foram armazenamento overnight em freezer -80 °C. No
dia da andlise, as amostras fixadas foram retiradas do freezer -80 °C e
homogeneizadas suavemente. A elas, foram adicionados 12 mL de PBS e o
conteudo foi centrifugado por 5 minutos (1500 rpm). O sobrenadante foi desprezado
e o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Uma aliquota de 20 pL de
cada grupo foi submetida a marcacao (100 uL de RNAse 1mg/mL) e ndo marcacgao
(100 pL de PBS) e incubados por 1h, a 37 °C em tubos de citometria de fluxo. Na
sequencia, todas as amostras foram lavadas com 2 mL PBS-BSA e aquelas
submetidas a marcacédo, foi adicionado 20 pL CD71-FITC e as amostras néo
marcadas, foi adicionado 20 pyL PBS. Todas as amostras foram reservadas em
temperatura ambiente por 20 minutos em local livre de claridade. Em subsequente,
foram lavadas com 2 mL de PBS-BSA, centrifugadas e o pellet foi ressuspendido
com 2 mL de IP (1,25 pug/mL) as amostras marcadas e 2 mL de PBS as nao
marcadas e todas foram reservados por mais 15 minutos em temperatura ambiente
e longe de claridade. Findo este periodo, foi feita a leitura em Citémetro de Fluxo
FACSCANTO Il (Becton Dickinson, San Jose, CA), com aquisicdao de 100.000
eventos numa populacdo previamente determinada (gate). A fluorescéncia do IP e
FITC foi determinada em comprimento de onda de 488 nm e detectada no filtro a

620-700 nm. A Figura 13 ilustra, em resumo, estes procedimentos.
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Figura 13: Desenho esquematico do experimento de micronldcleo em sangue
periférico de camundongo apds 48 horas de exposi¢do ao composto LQFMO021.

5mL

.g Metanol

W

20 uL

l

Overnight
(- 80 °C)

120 mL sangue 180 mL Marcado Nao Marcado

350mL ATC universal

CD71 PBS
— FITC

FACSCANTO Il (BD)

100.000 eventos (gate)

Fluorescéncia: 488 nm -
Marcado N&o Marcado Marcado N&o Marcado

Filtro: 620-700 nm

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram inseridos em planilha do programa Microsoft
Office Excel 2007® e a andlise estatistica foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism 5% Os experimentos de citotoxicidade foram realizados em

sextuplicata e 3 experimentos independentes.
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE DE MTT

Investigou-se o potencial citotoxico dos sete compostos (LQFMO11,
LQFMO012, LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024) objetos deste
trabalho frente a células leucémicas HL-60. A investigacao foi realizada utilizando a
concentracdo de 10 pug/mL, tendo em vista que a maioria das substancias citotoxicas
com utilizacdo clinica como antitumoral ou ainda aquelas consideradas promissoras,
atingem concentracdes in situ inferiores a 10 pug/mL. Nesta investigacao preliminar,
0S compostos testados néo foram capazes de inibir o crescimento tumoral de forma
satisfatoria (50% da populacdo celular). O composto LQFMO011 apresentou a maior
capacidade de inibicdo, entretanto, inibiu apenas 37,1% do crescimento celular,
inferior ao esperado na triagem de novos protétipos antitumorais. O percentual de

inibicdo de todos os compostos € mostrado na Tabela 2

Tabela 2: Percentual de inibicdo do crescimento de células tumorais HL60 frente a
exposicao a 10 pg/mL dos compostos LQFMO011, LQFM012, LQFM020, LQFM021,
LQFMO022, LQFM023 e LQFMO024 pelo teste de MTT apds 72 horas de exposicéo.

INIBICAO (%)

LQFMO11 37,1
LQFMO012 7,3
LQFMO020 0
LQFMO021 1,5
LQFM022 0
LQFM023 13,3
LQFM024 0

Os ensaios foram realizados em sextuplicata e em trés experimentos independentes.
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4.2. AZUL DE TRIPANO

A citotoxicidade dos compostos LQFMO020, LQFM021, LQFM022, LQFM023
e LQFMO024 também foram testadas em células tumorais K562 pela metodologia de
exclusdo do corante azul de tripano que analisa a integridade de membrana celular.
A Figura 14 mostra o percentual de viabilidade celular versus concentracdo dos
compostos (mM), onde foi possivel obter os valores de ICsy dessas substancias apos
24 horas de exposicao, exibidos na Tabela 3.

Figura 14: Viabilidade das células K562 frente a exposicdo aos compostos
LQFMO020, LQFMO021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024 no ensaio de exclusdo do
corante azul de tripano ap6s 24 de exposicdo. Os testes foram realizados em
sextuplicata e em trés experimentos independentes.
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Tabela 3: Valores de I1Csy obtidos pelos compostos LQFM020, LQFM021, LQFMO022,
LQFMO023 e LQFMO024 no ensaio de exclusdo do corante azul de tripano com células

K562 apos 24 horas de exposicao.

ICs0
mMol pg/mL
LQFMO020 0,659 152
LQFMO021 0,443 105
LQFMO022 0,191 47
LQFMO023 0,97 239
LQFM024 2,18 560

Os resultados obtidos pelo método azul de tripano corroboram com aqueles
obtidos pelo método MTT, confirmando o baixo potencial dos compostos em inibir 0
crescimento de células tumorais. Esses achados, num primeiro momento,
desestimulam a continuidade dos seus estudos como potencias candidatos a

farmacos antitumorais.

4.3. TESTE DE CAPTACAO DO CORANTE VERMELHO NEUTRO

A exposicdo das células 3T3 aos compostos LQFMO11l, LQFMO012,
LQFMO020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFMO024 provocou uma reducédo da
viabilidade celular de maneira concentracdo-dependente (4,7— 602 pg/mL), quando
comparadas ao controle ndo exposto. A Figura 15 mostra um grafico de regressao
nao linear confeccionado a partir do percentual de viabilidade celular versus

concentragcéo dos compostos (mM).
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Figura 15: Viabilidade das células 3T3 frente a exposicdo aos compostos LQFMO011,
LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024 (602 a 4,7
Hg/mL) no ensaio de captacao do corante vermelho neutro (NRU assay). Os testes
foram realizados em sextuplicata e em trés experimentos independentes.
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Os valores de ICsy encontrados foram LQFM011 = 0,334 mM, LQFMO012 =
0,218 mM, LQFM020 = 0,302 mM, LQFM021 = 0,261 mM, LQFM022 = 0,157 mM,
LQFM023 = 0,177 mM e LQFM024 = 0,231 mM. Estes valores foram utilizados para
o calculo da estimativa da DLso (mmol/kg) a partir da equacao de regressao linear

proposta pelo protocolo da ICCVAM para substancias puras:

(log DLso [mg/kg] = 0,435 x log ICso

Para encontrar os valores de DLs, em mg/kg, multiplicamos a média do valor
de IC5p (MM) de cada composto pelo seu peso molecular. A Tabela 4 mostra os
valores de ICsp (MM e pg/mL), os valores de DLsy estimados (mg/mL) e os pesos
moleculares dos respectivos compostos. O composto LQFMO011 (70,8 pg/mL)
apresentou o maior valor de ICsy, se mostrando a menos citotoxica dentre as
demais. Ja o composto LQFM22 apresentou a maior citotoxicidade (38,7 pg/mL)
neste experimento.
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Tabela 4: Valores de IC5y encontrados no teste de captacdo do corante vermelho

neutro em células basais 3T3, DLsy estimadas e peso molecular dos compostos em

estudo.
1Cs0 DLso PM
mM pg/mL (mg/kg)
LQFMO11 0,334 £ 0,05 70,8 548 212,08
LQFMO012 0,218 + 0,09 56 551 257,06
LQFMO020 0,302 £ 0,01 69 568 230,07
LQFMO021 0,261 £ 0,04 59,8 533 230,07
LQFMO022 0,157 £ 0,01 38,7 457 246,66
LQFMO023 0,177 £ 0,02 43,6 482 246,66
LQFM024 0,231 +£ 0,04 59,4 565 257,21

Os valores estimados de DLsy se encontraram entre 300 mg/kg e 2000
mg/kg, faixa preconizada pelo GHS como categoria 4. Ao analisar os dados de
citotoxicidade basal, pudemos concluir que as substancias LQFM011, LQFMO012,
LQFM020, LQFMO021, LQFM022, LQFM023 e LQFMO024 apresentaram um perfil de
baixa toxicidade. Além disso, esses dados foram usados para a escolha da dose
inicial (2000 mg/kg) dos testes de toxicidade oral aguda in vivo, de acordo com o
protocolo OECD 423.

4.4. TOXICIDADE ORAL AGUDA — METODO DE CLASSES (OECD 423)

Apoés a andlise dos resultados in vitro, iniciou-se 0s experimentos in vivo pelo
teste de toxicidade oral aguda de dose Unica - método de classes. Para tal, usou-se
os valores de DLsg estimados no teste de citotoxicidade para direcionar a escolha
das doses iniciais dos compostos LQFMO020, LQFM021, LQFM023 e LQFMO024.
Considerando o método de classe, e as estimativas das DLsg obtidas (568 mg/kg,

533 mg/kg, 482 mg/kg e 565 mg/kg, respectivamente), a dose de 2000 mg/kg foi
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escolhida para iniciar a administragdo nos animais, conforme orientacdo do guia
OECD 423.

N&o foram obervadas diferencas no resultado deste experimento quando
comparamos 0 sexo dos animais. Dessa forma, a observacdo dos sinais de
toxicidade foi baseada na triagem hipocrética de todos os grupos e esta ilustrada na
Tabela 5. A Figura 16 ilustra um quadro da analise comportamental com as
principais interpretacées dos eventos toxicos observados nos animais, bem como a

classificacdo de cada composto segundo o sistema GHS.
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Tabela 5: Observacéo dos sinais de toxicidade apresentados pelos animais (camundongos: n=3 por grupo) no teste de toxicidade

oral aguda —método de classes — OECD 423 baseada na triagem hipocratica proposta por Malone e Robichaud (1962).

LQFMO020 LOQFMO021 LQFM023 LQFM024
0 15 30 60 4 1d 3 14°d 0 15 30 60 4 1d 3 140d 0 15 300 600 & 1d 3 140d 0 15 300 60 4 1d 3 140d
h d h d h d h d
Frénito Vocal 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Iritabilidade 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 4 4 4 3 3 3 3 3
Resposta ao toque 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
CR:up;:ta ao aperto 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Contorgéo 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 ©
ggsstigﬁgr"em 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O
Eﬁgﬁ;‘;’amen o 2 2 2 2 2 2 2 2 4 3 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Tonus do corpo 3 3 3 3 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 4 2 2 3 3 3 3 2 2 2 2
Forca para agarrar 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
Ataxia 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 ©
Reflexo auricular 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Reflexo corneal 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Tremores 2 2 2 1 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 © 2 2 1. 1 0 0 0 0 3 3 2 2 1 1 1 1
Convulsdes 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O
Straub 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Anestesia 00 0 0 0 0 0 © 00 1 2 2 0 0 0 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O
Lacriminagéo 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Ptosis 4 4 4 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 2 2 2 3 3 3 3 2 2 2 2
Micgo 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Defecgao 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Letargia 33 3 3 2 1 1 0 2 2 2 2 3 0 0 0 2 2 2 1 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 O
Piloerecéio 4 4 4 3 2 2 2 2 3 3 3 3 3 2 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2 2
Respiragéo 4 3 2 2 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2 2 4 4 4 3 2 2 2 2 4 4 4 4 3 3 3 3
Cianose 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O 00 0 0 0 0 0 O
Morte 00 0 0 0 0 0 © 00 0 0 1 1 1 1 00 0 0 0 1 1 1 00 0 0 0 0 0 O

Os animais foram observados nos tempos 0, 15°, 30, 45’, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h e 24h e em seguida, diariamente até o 14° dia, quando foram sacrificados. Alguns dos tempos de
observacéo n&o foram exibidos nesta tabela porque os sinais de toxicidade apresentados nos tempos que nédo foram contemplados nessa tabela equivalem-se ao tempo imediatamente anterior.
N&o foram obervadas diferencas no resultado deste experimento qguando comparamos o0 sexo dos animais.
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Figura 16: Interpretacédo dos principais eventos toxicos apresentados durante o teste
de toxicidade oral aguda — método de classes (OECD 423) em camundongos (n = 3
por grupo) apos exposicdo de uma Unica dose (2000 mg/kg) dos compostos
LQFMO020, LQFMO021, LQFMO023 e LQFMO024 e suas respectivas classificacbes no
sistema GHS. N&o foram obervadas diferencas no resultado deste experimento
guando comparamos 0 sexo dos animais.
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Os= animais apresentaram tremores corporais moderados, ptose
modarsda nos primeiros 30, dessparecando apos & primeirs hors

subsaqueniz & sdminiatragé':-. Cr= animais s& mantiveram levemente
LQFMo20 568 2000 letargicos, encolhidos e contraidos (tonusdo corpo) e com os pelos 5
pouco engados, sinais gue desapareceram logo apos s segunds
hora do experimento. Menhum animal foi a obito.

O's animsis apresentarampoucas siteragies comportamentsis até
gz primeiras 2 horas de expenmento, limitando-s2 a8 umamoderads
letargia neste periodo. Houve comprometimento moderado dos
LGIFM021 533 2000 movimentos das patas traseiras [paresis posteror) em todos os 4
snimais, agravando-se em dois delesapds 5 33hora & levando um
snimal a 0bito. Em 24 h, foi observads recuperacdo completa nos
dois animais que sobreviveram.

O= animsais apresentaram tremores corporsis de forma leve 8
moderada, piose leve nas primeires 3 horas, desaparecendo apos
esse periodo, bem como os outros sintomas. Com 24 horas, foi
LQFMO23 452 2000 obsemvada mudanga brusca no comportamento de um dos animais, F
com demasisds letsrgia & fraquezs dosmovimentos respirstonos e
musculsres & obito subsequente. Os dois snimais sobreviventes sa
recuperaram completamante spos 48 h.

0= animais apresantaramcomportamento agitsdo & arisco, imtacdo
scentuads, com tremoresmodersdos, alem de ptose moderads 5
partir dos primeinos 15 de experimenio. Houve redu-:_;ﬁ:u dos sinais
LQFmo24 565 2000 de tremores e ptose logo apos a primeira hora. Porém, a 5
imtabilidade, sg'rtggrﬁn € 0 comportamento arsco dos animais
pemnaneceram ateo fim do experimento. Menhum animal foia obiio.

Uma vez investigados os sinais de toxicidade e os episodios de oObito frente
a exposicdo Unica aos compostos, foi possivel classifica-los quanto ao risco toxico
no sistema GHS de classificagdo. Posto isso, consideramos pertinente classificar o
composto LQFMO021 na classe 4 por desencadear sinais de comprometimento grave
da atividade motora das patas traseiras dos camundongos ainda que tenha advindo

0 Obito de um uUnico animal durante o experimento. Os animais expostos a esse
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composto apresentaram acentuada paresia posterior, fundamentada pela auséncia
de movimentos nesses membros embora tenha sido preservada a resposta positiva
aos estimulos dolorosos. Os demais compostos (LQFM020, LQFM023 e LQFM024)

foram enquadradas na categoria 5.

Relacionando os dados de toxicidade aguda e citotoxicidade basal, podemos
inferir uma correlacéo entre os achados in vivo e in vitro que indicavam um perfil de
baixa toxicidade dos compostos testados. E importante ressaltar que, apesar da
maioria dos compostos terem sido classificadas na categoria 5 em funcdo da
ocorréncia de 0-1 morte, os sinais de toxicidade vinculados a sua exposi¢cdo nao

devem ser ignorados.

4.5. TOXICIDADE ORAL SUBAGUDA DE DOSES REPETIDAS — 28 DIAS (OECD
407)

Em estudos de triagem na busca de novos farmacos cardiovasculares
realizados pelo grupo do Prof. Dr. Matheus Lavorantti Rocha (2012), o composto
LQFMO021 apresentou excelentes resultados como relaxante vascular isolado e
provavel inibidor de PDE 3. Diante disso, optamos por prosseguir os estudos de
toxicidade deste grupo de candidatos a farmacos com este composto e realizamos o
estudo da sua toxicidade oral subaguda em ratos, durante 28 dias consecutivos,
conforme protocolo OECD 407. Neste estudo, conseguimos resultados mais
detalhados sobre a interferéncia deste composto sobre o comportamento, ganho de
massa corporal, parametros hematolégicos e bioguimicos e como afetaram érgdos
especificos em ratos frente a trés doses diferentes. Além disso, pudemos observar
as alteracbes que este composto provocou quando a sua administracdo foi

interrompida.
4.5.1. Triagem hipocratica

Sob 0 mesmo ponto de vista, os eventos de toxicidade observados no teste
de toxicidade subaguda de doses repetidas (62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250
mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia satélite) foram baseados na triagem hipocratica. Durante
0 experimento, pudemos notar que 0s animais apresentaram um quadro de

hipoatividade e letargia nos primeiros trinta minutos apdés a administracdo do
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composto LQFM021, em todos os grupos de exposi¢cédo. No entanto, foi averiguado
um grau letargico mais acentuado nos animais que receberam 62,5 mg/kg/dia.
Ainda, ap0s a gavagem, 0s grupos tratados, controle e satélites apresentaram

piloerecao.

Além disso, uma leve fraqueza nas patas traseiras, o que reduziu a forca de
agarrar-se, foi observada nos grupos tratados, em contraste com grupos controles.

Porém, a intensidade desse sinal foi similar entre todos os grupos de exposicao.
4.5.2. Ganho de massa corporal

A analise dos efeitos do composto LQFM021 sobre o metabolismo foi
realizada cruzando os dados de ganho de massa corporal dos animais ao longo do
tempo de experimentacdo em relacdo ao grupo controle. A Figura 17 mostra essa
evolucao, onde a semana de numero “0” indica o inicio do experimento e a semana
“4” indica o dia da eutanasia dos animais do grupo controle e de doses de
exposi¢cao. A semana “6” indica o dia de eutanasia dos animais dos grupos satélites

(controle e maior dose).

Todos os grupos, ao longo da exposicdo, apresentaram ganho de massa
corporal progressivo, ou seja, o ganho de massa corporal do grupo controle (27,22%
+ 4,35) foi similar ao ganho de massa corporal dos grupos expostos ao composto
LQFMO021 nas doses de 62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250 mg/kg/dia e 250
mg/kg/dia satélite (23,71% + 4,05; 24,97% + 5,59; 17,10% + 11,33; 29,62% +5,57 e
43,75% + 13,53, respectivamente). Esses dados mostram que a exposicdo ao

composto ndo interferiu no ganho de massa corporal dos animais expostos (p>0,05).
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Figura 17: Evolucdo ponderal dos grupos (n=5 por grupo) de animais expostos as
diferentes doses do composto LQFM021 ao longo das semanas do teste de
toxicidade oral subaguda de doses repetidas por 28 dias e dos grupos satélites por
mais 14 dias apds a exposicao. Valores obtidos a partir da média da massa corporal
de cada grupo (p> 0,05).

250

" —¥— Controle
g 62,5 mg/kg/dia
C .
g 200 —=— 125 mg/kg/dia
S ’g —— 250 mg/kg/dia
g £ i —— Controle Satélite
g 2 150 —e— 250 mg/kg/dia Satélite
e
(9]
(2]
©
=
100 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Semanas

4.5.3. Consumo de racado x producao de fezes

Ao analisar os dados de consumo de racdo e producdo de fezes dos
animais, ndo foram observadas diferencas estatisticas (p>0,05) entre 0s grupos
tratados quando comparados ao grupo controle ao longo de todo o experimento,
como demonstrado na Figura 18. A pesagem foi realizada em todos 0s grupos a
cada trés dias, durante 28 dias consecutivos, e a cada sete dias nas duas semanas
subsequentes com o0s grupos satélites. A quantidade de racdo era ajustada ao

consumo dos animais a medida que iam aumentando a massa corporal.
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Figura 18: Relacdo do consumo de racdo e a producdo de fezes dos animais dos grupos de exposi¢cdo (n=5 por grupo) a trés
diferentes doses do composto LQFMO021 e grupo controle ao longo das semanas do teste de toxicidade oral subaguda de doses
repetidas por 28 dias e dos grupos satélites por mais 14 dias ap0s a exposicao. Valores obtidos a partir da diferenca da média do
peso de racao remanescente e o peso das fezes de cada grupo (p> 0,05).
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Os altos desvios padroes apresentados na Figura 18 demonstram a
interferéncia da variacdo de massa corporal dos animais por grupo, que apesar de
nao ser maior que 20% no inicio do experimento, se alargou no decorrer das
semanas. Além disso, para devida coleta de fezes, o assoalho da gaiola metabdlica
€ vazado, motivo de perdas consideraveis de racdo a medida que iam diminuindo de
tamanho quando roidas. A racdo roida, por muitas vezes, caiu para fora do coletor

de fezes, impedindo, dessa forma, identificar a qual grupo pertencia.
4.5.4. Relacdo massa dos 6rgaos

Durante a necropsia, foi registrado a massa absoluta dos 6rgdos dos
animais (dados ndo mostrados). Coracédo, figado, rins, estbmago, baco e pulméao
foram pesados e a relacdo percentual (massa relativa) destes 6rgaos frente a massa
corporal total (absoluta) dos animais é demonstrada na Figura 19. Quando
comparados ao controle, o grupo exposto a dose de 250 mg/kg/dia do composto
LQFMO021 apresentou aumento de massa relativa do figado, o que aparentemente é
reversivel, considerando que o grupo satélite de mesma dose apresentou reducao

da massa relativa deste 6rgdo quando comparado ao controle (p<0,05).
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Figura 19: Massa relativa dos 6rgaos isolados dos animais dos grupos expostos a trés diferentes doses do composto LQFM021 e
grupo controle no teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo). Valores obtidos a partir da
relacdo percentual da média da massa dos orgaos isolados e a média da massa corporal total de cada grupo (*p<0,05).
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4.5.5. Parametros hematologicos

Foram analisados os parametros hematoldgicos de séries vermelha
(hemécias), branca (leucocitos) e plaquetaria. Os parametros relativos a série
vermelha (a) numero de hemacias; (b) hematdcrito, (c) hemoglobina e (d) RDW
estdo apresentadas na Figura 20. A andlise desta figura demonstra que 0s grupos
de animais expostos as doses de 62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250 mg/kg/dia e
250 mg/kg/dia satélite ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) em relacdo
ao grupo controle, aventando que o composto LQFMO021 néo interferiu nestes
pardmetros no periodo em que os animais foram expostos ou nos 14 dias
subsequentes a sua interrupcao. Os valores registrados encontram-se dispostos na
Tabela 6.

Figura 20: Parametros hematoldgicos relacionados a série vermelha dos grupos
expostos a trés diferentes doses do composto LQFM021 e grupo controle no teste
de toxicidade oral subaguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo): (a)
Numero de hemacias por mL de sangue total; (b) Hematdcrito; (c) Dosagem de
hemoglobina e (d) RDW (p > 0,05).
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Tabela 6: Valores dos parametros hematolégicos dos grupos expostos a trés diferentes doses do composto LQFM021 e grupo

controle no teste de toxicidade subaguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo).

250 mg/kg/dia

Controle 62,5 mg/kg/dia 125 mg/kg/dia 250 mg/kg/dia Controle Satélite Satélite
Hemécias (106/mm3) 8,37 £ 0,16 6,98 £ 0,64 6,86 +£ 0,38 7,29 £ 0,26 7,69 0,47 8,82+1,04
Hemoglobina (g/dL) 13,15+ 0,14 12,54 £ 0,57 12,65 +0,24 13,18 £ 0,74 12,68 + 0,65 13,43 £ 0,53
Hematdcrito (%) 43,47 + 0,67 40,61 +1,94 41,25 + 0,75 42,01 +2,21 41,83 + 2,39 45,97 + 2,54
VCM (um) 51,87 +0,18 57,42 + 3,30 60,40 = 2,38 57,17 +1,76 54,44 + 1,26 52,56 * 3,60
HCM (pg) 15,72 + 0,18 17,73 +1,03 18,41 + 0,76 17,96 + 0,74 16,51 + 0,64 15,33 + 1,30
VHCM (g/dL) 30,25+ 0,21 30,91 + 0,29 30,71+ 0,53 31,37 +£0,53 30,33+ 0,60 29,23+ 0,54
RDW (%) 13,91 +£0,19 12,66 £ 0,63 12,54 £ 0,92 13,54 £ 0,59 12,61 +£0,43 12,57 £ 0,09
Plaguetas 774,37 £13,97 613,4 £69,10 595,9 + 83,82 599 + 18,43 600,89 + 91,47 587,11 + 36,99

Leucdcitos totais

Segmentados (%)

Linfocitos (%)

Mondcitos (%)

Eosindfilos (%)

6350 + 212,13
16 £ 0,00
775+0,71
6,5+0,71

0+0,00

5000 + 1694,6
21,75+ 14,38
72,5+ 16,38
4,75 + 2,22

1+0,00

6540 + 1681,67
21,6 £5,59
72,6 £7,64
4,2+1,30

1,6 +2,07

* 3594 +1044,1
24 + 4,58
72,33 £4,93
2,33+£2,52

0,33+0,58

4688 + 2081,7
241,73
71,67 +1,53
4+2,65

0,33+0,58

*9800 + 1770,4
16,33 + 5,51
75,67 £ 9,02
7,33+2,89

0,67+1,15

Os parametros hematol6gicos foram analisados no equipamento ABX Micros 60 e a contagem diferencial foi realizada por microscopia 6ptica em laminas de esfregaco sanguineo dos animais
submetidas a coloracao pelo corante Panétipo rapido Laborclin®. p < 0,05.
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Ainda analisando a série vermelha, ndo observamos diferencas estatisticas

significativas (p>0,05) nos indices hematimétricos de volume corpuscular médio

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM), quando comparados aos resultados do grupo controle

(Figura 21a). O mesmo comportamento foi observado em relacao a série plaquetéaria

dos grupos expostos as trés doses do composto LQFMO021 (Figura 21b), o que

demonstra que este composto nao interfere nesses parametros hematologicos.

Figura 21: Parametros hematologicos dos grupos expostos a trés diferentes doses
do composto LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade oral subaguda de
doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo): (a) Numero de plaquetas por mL de
sangue total e (b) indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM (p > 0,05).
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Quando analisamos a série branca dos grupos de animais expostos,
notamos que houve diferengas estatisticas (p<0,05) no nimero total de leucdcitos
entre o grupo tratado com a maior dose (250 mg/kg/dia), incluindo o satélite, e o
grupo controle (Figura 22a). No entanto, observamos que nao houve alteracdes na
relagdo percentual de células mononucleadas (mondcitos e linfocitos) e

polinucleadas (neutréfilos segmentados e eosinofilos) entre os grupos (Figura 22b).

Figura 22: Parametros de série branca dos grupos expostos a trés diferentes doses
do composto LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade oral subaguda de
doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo): (a) Numero de leucécitos por mL de
sangue total e (b) Contagem diferencial dos leucocitos onde S = neutrofilos
segmentados; L = linfécitos; M = mondcitos e E = eosindfilos (*p < 0,05).
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4.5.6. Parametros Bioquimicos

Para avaliar as fungbes metabdlicas dos animais expostos, foi realizada a
dosagem sérica de glicose, ureia, creatinina, aminotransferases (AST e ALT),

amilase, albumina e proteinas totais (Tabela 7).
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Os valores de glicose (Figura 23a) apresentados pelos grupos expostos a
doses de 62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250 mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia satélite ndo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) em relacdo ao grupo controle. Isto
demonstra que o composto LQFMO021 néo interferiu nos mecanismos de regulacéo
glicémica no periodo que os animais foram expostos. A fung¢do pancreatica (Figura
23b) dos animais foi medida por meio da concentracdo de amilase sérica e também

nao apresentaram variacdes significativas em relacéo ao grupo controle (p>0,05).

Os parametros bioquimicos de funcao renal (ureia e creatinina) e hepatica
(AST e ALP) nédo apresentaram alteragbes em nenhum dos grupos expostos ao
composto LQFM21 quando comparados ao grupo controle (p>0,05). Dessa forma,
esses marcadores apontaram que, durante o periodo de exposi¢cdo, ndo houve

comprometimento dos rins e do figado dos animais (Figura 23 c, d, e).

Por fim, ainda em compara¢@o com o grupo controle, a analise das proteinas
séricas dos animais realizada a partir das dosagens de proteinas totais e albumina
(Figura 23f) revelaram que o composto LQFMO021 ndo provocou alteracbes
significativas nos grupos de 62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250 mg/kg/dia e 250

mg/kg/dia satélite no periodo a que foram expostos (p>0,05).
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Tabela 7: Valores dos parametros bioquimicos dos grupos expostos a trés diferentes doses do composto LQFM021 e grupo

controle no teste de toxicidade oral subaguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo).

250 mg/kg/dia

Controle 62,5 mg/kg/dia 125 mg/kg/dia 250 mg/kg/dia Controle Satélite Satélite

Glicose (mg/dL) 159,2 + 25,3 165 + 21,61 196,25 + 45,60 147,4 £ 8,32 151,71 + 44,23 132,67 £ 29,11
Ureia (mg/dL) 47,4+ 6,1 43,13 +4,19 42,67 + 2,69 48,4 + 6,39 46,57 + 3,41 50,4+ 2,30
Creatinina (mg/dL) 0,54+0,1 0,66 + 0,11 0,62 = 0,07 0,47 + 0,08 0,55+ 0,05 0,45 = 0,07
AST (U/L) 81,25+17,23 80+21,19 80,5+ 21,19 84,5 + 18,23 81,33 +13,49 85 +16,47
ALT (U/L) 53,2 + 4,35 52,25+ 5,62 43,25+ 8,43 47,8 + 7,69 46,87 + 9,23 50,80 + 10,61
Amilase (U/L) 478 + 62,4 513,1+ 21,84 447,55 + 58,99 526,95 + 50,29 460,46 + 108,20 467,85+ 110,45
Albumina (g/dL) 2,41+0,3 2,67+0,42 2,65+0,45 2,73+0,45 2,59+0,58 2,39+£0,70
Proteinas Totais (g/dL) 6,32+0,9 6,35+ 0,42 6,5+ 0,67 6,55 + 0,48 6,23 + 0,65 5,54 + 0,92

As dosagens bioquimicas foram realizadas em analisador automatico Biosystems A-25. (p > 0,05).
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Figura 23: Parametros bioquimicos dos grupos expostos a trés diferentes doses do
composto LQFMO021 e grupo controle no teste de toxicidade oral subaguda de doses
repetidas por 28 dias (n=5 por grupo): (a) Dosagem de glicose; (b) Dosagem de
amilase pancreética; (c) e (d) Dosagem de marcadores de funcdo renal: uréia e
creatinina, respectivamente; (e) Dosagem de marcadores de funcéo hepética: AST e
ALT e (f) Dosagem de Albumina e Proteinas totais (p > 0,05).
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4.5.7. Analise histopatolégica

Atendendo ao protocolo de estudo de toxicidade, para esclarecer a atuagéo
especifica do composto LQFMO021 sobre o sistema renal e hepatico, os orgaos
extraidos no momento da necropsia foram usados para confeccionar laminas de
cortes histolégicos. No nosso trabalho, a andlise histopatologica foi realizada de
forma semi-quantitativa, contemplando o aparecimento de sinais de toxicidade no

parénquima desses dois 6rgaos e utilizando o grupo controle como referencial.
4.5.7.1. Avaliacao Renal

Ao analisar criteriosamente as laminas de histologia dos rins dos animais
expostos ao composto LQFMO021, foi possivel observar a presenca de sinais de
toxicidade nos grupos expostos as doses de 62,5 mg/kg/dia, 125 mg/kg/dia, 250
mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia satélite, a priori ndo evidenciados nos parametros
bioguimicos de funcao renal. Inicialmente, nos deparamos com um aparente quadro
de dano glomerular, discreto processo de fibrose tecidual, perda de afinidade do
parénquima a coloracao eosina, além de focos de hemorragia e infiltracdo celular

esparsos no tecido renal.

De forma pormenorizada, ao comparar os tecidos dos grupos expostos aos
do grupo controle, o dano renal pdéde ser notado por meio de uma variedade de
modificacdes estruturais. Constatou-se aumento ou reducéo substancial do espaco
de Bowman circundando glomérulos por vezes desfigurados e/ou atrofiados. Além
disto, detectou-se espacos glomerulares vazios e estruturas amorfas no interior dos
tubulos distais e proximais, as quais julgamos ser cristais, cilindros ou células
necroticas em descamacéao. Foi possivel verificar, ainda, perda de afinidade do
corante eosina no parénquima renal, visivel pela presenca de coloracdo azulada em
algumas éareas. De forma semi-quantitativa, as alteracbes evidenciaram a
interferéncia do composto LQFMO021 sobre o tecido renal de maneira dose-
dependente e irreversivel, uma vez que ndo houve mudancas no perfil
histopatologico dos animais do grupo satélite. As alteracfes foram anotadas e os
resultados estdo expressos em cruzes, de zero a quatro (Tabela 8). As cruzes

equivalem a presenca dos eventos de forma gradual, utilizando o controle e o grupo
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exposto & maior dose como parametros de comparacdo. Para melhor visualizacao,

as Figuras 24, 25, 26, 27 e 28 ilustram todas essas alteragoes.
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Tabela 8: Principais alteracbes encontradas na analise histopatolégica dos rins dos animais expostos ao composto LQFM021
no teste de toxicidade oral aguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo). Os resultados estao expressos em cruzes, de
zero a quatro, que equivalem-se a auséncia e presenca dos eventos de forma gradual, utilizando o controle e os animais

expostos a maior dose como parametro de comparacao.

62,5 mg/kg/dia 125 mg/kg/dia 250 mg/kg/dia Controle Controle Satélite 25082%/ Iii(tge/dla
Reducao de
espaco de ++ +++ ++++ + + ++++
Bowman
Atrofia glomerular +t ++ i + + tt+
Hemorragia ++ ++ +++ + + ++
Espaco + + ++ - - +
Glomerular vazio
Perda de afinidade
de corante eosina + ++ ++ + + 4
no parénquima
renal
Material amorfo no ++ ++ ++ + + e+

interior dos tubulos
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Figura 24: Imagens dos cortes histologicos dos rins do grupo controle mostrando: a)
parénquima renal e glomérulos normais (20x); b e c¢) glomérulos aparentemente
saudaveis (40x) e d) glomérulo aparentemente saudavel e seta apontando as
hemécias, mostrando uma boa circulacdo no seu interior (100x). Coloracao:
hematoxilina — eosina.
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Figura 25: Imagens de corte histologico dos rins de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando: (a)
estruturas amorfas dentro de tabulos proximais (100x); (b) estruturas amorfas dentro
dos tdbulos distais (100x); (c) e (d) processo de edema do parénquima renal
evidenciado pela presenca de plasma (20x). Coloracédo: hematoxilina — eosina.
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Figura 26: Imagens de corte histologico dos rins de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando: (a) fibrose na
artéria renal, hemorragia e alguns glomérulos desconstruidos (20x); (b) glomérulos
disformes e aparente hipertrofia glomerular, reduzindo quase por completo o espaco
de Bowman (40x); (c) glomérulos disformes, auséncia de espaco de Bowman e
aparente inicio de fibrose no tecido cortical (40x); (d) glomérulos disformes, auséncia
de espaco de Bowman em maior aumento (100x). Coloracéo: hematoxilina — eosina.
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Figura 27: Imagens de corte histologico dos rins de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando (a) focos
hemorragicos na camada cortical (10x); (b) rajadas de sangue indicando processo
hemorragico no parénquima renal (20x); (c) glomérulos desconstruidos, espaco de
Bowman aumentado, atrofia glomerular e tdbulos distais aumentados (20x); (d)
espacos glomerulares vazios, glomérulos em desconstru¢do e um glomérulo
isquémico (20x). Coloracéo: hematoxilina — eosina.
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Figura 28: Imagens de corte histologico dos rins de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando: (a) espaco
de Bowman aumentado (10x); (b) glomérulo atrofiado e extravasamento de plasma
arteriolar (40x); (c) aspecto “bolhoso” dos tubulos distais e proximais na camada
cortical do rim e glomérulo desconstruido (10x); (d) Imagem anterior em maior
aumento (40x). Coloracao: hematoxilina — eosina.

4.5.7.2. Avaliagdo Hepatica

Assim como a andlise do tecido renal, a observacdo das laminas de
histologia do figado dos grupos expostos ao composto em estudo indicou sinais de
toxicidade anteriormente ndo evidenciados pelas dosagens bioquimicas. Todavia, 0s
eventos de hepatotoxicidade se figuraram de forma mais branda. Utilizando o critério
de comparacdo com o grupo controle, 0os grupos expostos a doses 62,5 mg/kg/dia,
125 mg/kg/dia, 250 mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia satélite do composto LQFMO021
apresentaram pequenos e isolados focos de infiltracdo e desarranjo parcial da
arquitetura do parénquima hepéatico que ora sinalizava a presenca de um edema, ora
denunciava episodios de hemorragias exiguas. Os resultados da analise semi-
guantitativa estdo expressos em cruzes, de zero a quatro (Tabela 9), utilizando o
controle e 0 grupo exposto a maior dose como parametros de comparacao. De
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forma mais elaborada, as Figuras 29, 30 e 31 expdem as disparidades entre o
parénquima hepatico aparentemente saudavel do grupo controle e os dos demais

grupos.
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Tabela 9: Principais alteracdes encontradas na analise histopatoldgica do figado dos animais expostos ao composto LQFM021
no teste de toxicidade oral aguda de doses repetidas por 28 dias (n=5 por grupo). Os resultados estao expressos em cruzes, de

zero a quatro, que equivalem-se a auséncia e presenca dos eventos de forma gradual, utilizando o controle e os animais
expostos a maior dose como parametros de comparagao.

62,5 mg/kg/dia 125 mg/kg/dia 250 mg/kg/dia  Controle  Controle Satélite 250 mg/kg/dia Satélite

Focos hemorragicos + +++ ++++ + + .
Desarranjo do ++ ++ 4+ - - 4
parénquima

Infiltrado celular ++ ++ ++ + + +
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Figura 29: Imagens de cortes histolégicos de figado de ratas do grupo controle no
teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando parénquima hepatico
aparentemente saudavel: figura a: 10x e figura b: 20x. Coloracdo: hematoxilina —
eosina.

Figura 30: Imagens de corte histologicos do figado de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando: (a) e (b)
focos hemorragicos e desconstrucdo parcial do parénquima hepético (20x); (c)
desarranjo parcial da arquitetura do parénquima hepatico (40x) e (d) hepatécitos de
tamanho aumentado e desarranjo intracelular que sinalizam a presenca de edema
(40x). Coloracao: hematoxilina — eosina.
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Figura 31: Imagens de corte histol6gicos do figado de ratas expostas ao composto
LQFMO021 no teste de toxicidade oral subaguda por 28 dias mostrando: (a) focos
hemorragicos (20x); (b) infiltrado celular na borda da veia hepatica (20x); (c) focos
de infiltrados celulares e hemorragia (10x); (d) foco de infiltrado celular da 1amina c
(100x); (e) presenca de neutrofilo no interior de um hepatdcito (40x) e aumento para
melhor visualizagdo (100x) e (f) infiltrado celular as margens de um foco
hemorragico (40x). Coloracdo: hematoxilina — eosina.

Pela andlise semi-quantitativa, foi possivel identificar uma leve redugdo da
intensidade e frequéncia dos focos de hemorragia e desarranjo parenquimal no
grupo satélite tratado com a maior dose (250 mg/kg/dia). Neste ambito, foi possivel

sugerir uma correlacdo entre os dados gerados da observacéo do tecido e a massa
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relativa do figado dos animais do grupo de exposi¢cdo de 250 mg/kg/dia e aparente
reversdo do quadro no grupo satélite de mesma dose, corroborados pela

observacédo de focos de edema hepatico encontrados na histologia.

Como consideracfes gerais, acrescenta-se que nenhum animal veio a 0Obito
durante o experimento, porém, trés animais foram sacrificados em momentos e
situagOes diferentes, pois apresentaram um quadro de infeccdo na pele, com foco
purulento em alguma regido isolada do corpo. Esses animais pertenciam a grupos
de tratamento e controle e ocorreram em momentos diferentes, dessa forma,
entende-se que a lesdo ndo se relacionava com a exposicdo ao composto
LQFMO021, e que a eutanasia viria diminuir o sofrimento animal e reduzir as chances

de contaminacao, se caso o processo infeccioso se mostrasse transmissivel.

4.6. MICRONUCLEO (OECD 474)

Em continuidade aos estudos de toxicidade, foi analisado o potencial
mutagénico do composto LQFM021 em trés diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg
e 900 mg/kg) apds 48 horas de exposicdo por meio do teste de micronucleo em
reticulécitos do sangue periférico de camundongos por citometria de fluxo. A analise
foi realizada por meio dos parametros de dupla marcacdo em 100.000 eventos: Anti
CD71-FITC marcando reticulocitos e IP marcando DNA. Como os eritrcitos
maduros e reticulécitos ndo apresentam DNA no seu interior, a ocorréncia de
eventos positivos marcados com IP assinala a presenga de micronucleo. A
frequéncia de reticuldcitos (Q1), reticulécitos micronucleados (Q2), eritrocitos
maduros (Q3) e eritrécitos maduros micronucleados (Q4) é mostrada na Tabela 10 e

a ocorréncia dos eventos € ilustrada na Figura 32.
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Tabela 10: Frequéncia de reticuldcitos (Q1), reticulocitos micronucleados (Q2),
eritrocitos maduros (Q3) e eritrécitos maduros micronucleados (Q4) em sangue
periférico de camundongos expostos a trés diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg
e 900 mg/kg) do composto LQFMO021 por 48 horas (n=3 por grupo). Parametros
avaliados por citometria de fluxo de dupla marcacéo (CD71 x IP).

Controle

Negativo 300 mg/kg 600 mg/kg 900 mg/kg
Q1 0,3+0,02 *1,4+0,00 *2+0,14 *1,2+0,1
Q2 0,1+0,01 0,1+0,01 0,05 + 0,07 0,05 + 0,07
Q3 99,4+0,9 98,2+0,9 97,75+ 0,7 98,45+ 0,7
Q4 0,3+0,02 0,3+0,03 0,2 +£0,02 0,3+0,02

A frequéncia de MN-RET foi avaliada em 100.000 eventos (* p< 0,05).
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Figura 32: Fluorescéncia de dupla marcacdo com anti-CD71-FITC e iodeto de
propidio (IP) de eritrocitos de sangue periférico de camundongos apos 48 horas de
exposicao a trés diferentes doses do composto LQFM021 (300 mg/mL, 600 mg/mL e
900 mg/mL) (n=3 por grupo) por citometria de fluxo evidenciando as populagdes de
reticulocitos (Q1), reticuldcitos micronucleados (Q2), eritrocitos maduros (Q3) e
eritrécitos maduros micronucleados (Q4). Anélise da ocorréncia dos eventos a partir
dos parametros de area x fluorescéncia em 100.000 eventos. N&o foram obervadas
diferencas no resultado deste experimento quando comparamos 0 sexo dos animais.
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Ao analisar a Figura 32, € possivel identificar uma populacdo mais robusta
de eritrocitos com marcacgao para CD71, indicativo de reticuldcitos (Q1) nos grupos
expostos as trés distintas doses quando comparadas ao grupo controle, porém nao
foi evidenciado aumento no numero de micronucleos nestas células, assinalado
neste teste pela dupla marcacdo de CD71 x conteudo de DNA (Q2). Sobretudo, 0s
dados adquiridos nas analises de citometria de fluxo apontam que o composto
LQFMO021 ndo apresenta potencial mutagénico nas doses de 300 mg/kg, 600 mg/kg
e 900 mg/kg no periodo de 48 horas. Entretanto, o aumento no numero de
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reticulécitos nos animais expostos evidencia a assertiva interferéncia deste
composto no processo de eritropoiese destes animais.
N&o foram obervadas diferencas no resultado deste experimento quando

comparamos 0 sexo dos animais.
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5. DISCUSSAO

Compostos pirazolinicos, ou pirazois, sdo substancias de origem sintética
gue possuem em sua estrutura um anel pirazolinico, um heterociclo de cinco
membros com dois &tomos de nitrogénio adjacentes e trés de carbono (HASSAN,
2011). Varios derivados pirazois tém demonstrado atividade em diferentes classes
farmacoldgicas, das quais destacam-se: anti-inflamatoria (ELQUERO et al., 2002;
SZABO et. al.,, 2008), antibacteriana e antifungica (TANITAME et al., 2004,
TANITAME et al., 2005), hipoglicémica (KAMAURA et. al., 2009; DUGI et al., 2009),
anti-hiperlipidémica (MOMOSE et al., 2001), anti-angiogénica (ABADI et al., 2003) e
antitumoral (BALBIA et. al., 2011).

Ao avaliar o potencial terapéutico de um novo candidato a farmaco, é
indispensavel assegurar o equilibrio entre eficacia frente ao alvo farmacolégico do
composto versus a sua capacidade de induzir efeitos téxicos (PHRMA, 2010).
Atualmente, recomenda-se 0 uso de ensaios in vitro preliminares durante a triagem
de novos compostos na tentativa de refinar o estudo e reduzir o nUmero de animais
nos testes pré-clinicos mandatorios pelas Agéncias Reguladoras, além de

aperfeicoar o tempo e os custos relacionados a este processo (SCHERLIER, 2011).

Balbia et al. (2011) encontraram derivados pirazolinicos com atividade
antiproliferativa e pré-apoptética em células HL60. Diante desse dado, neste
trabalho, a primeira etapa de estudo foi a investigacdo do potencial citotdéxico dos
derivados pirazolinicos LQFMO011, LQFMO012, LQFM020, LQFMO021, LQFMO022,
LQFMO023 e LQFMO024 frente a células leucémicas, HL60 e K562. Os resultados
demonstraram que todos 0s compostos investigados ndo apresentaram valores de
ICso dentro do considerado indicativo de atividade antitumoral promissora. Segundo
Whitebread et al. (2005) e Bugelski et al. (2000, os compostos sao considerados
potentes citotéxicos quando apresentam ICsy inferiores a 10 uM. Em paralelo a
investigagdo da atividade citotoxica frente células leucémicas, a citotoxicidade dos
compostos também foi avaliada sobre células de metabolismo basal (3T3) e os

valores de ICsp encontrados sugerem um perfil de baixa toxicidade para todos os
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compostos, conforme proposto por Michaelides (2010), que afirma que compostos
que detém o anel pirazolinico apresentam baixa toxicidade, sendo possivel,
portanto, estabelecer condi¢des seguras de uso. O composto LQFMO011 (ICso = 70,8
pHg/mL) apresentou o maior valor de ICso, Se mostrando menos citotoxico dentre os
demais, enquanto que o composto LQFM22 apresentou a maior citotoxicidade (38,7
pHg/mL). Como proposto pelo ICCVAM (2006), esses valores foram utilizados para a
estimativa da DLsy e para direcionar a escolha da dose inicial nos testes de
toxicidade oral aguda (OECD, 2001). Os ensaios de citotoxicidade indicaram a dose

de 2000 mg/kg para o teste in vivo.

Na avaliacéo da toxicidade oral aguda, os compostos LQFM020, LQFM023 e
LQFMO024 foram classificados dentro da categoria 5 (>2000 mg/kg) pelo sistema
GHS e o composto LQFM021, apesar de ter ocorrido apenas um 0Obito durante o
experimento, foi classificado na categoria 4 (entre 300 e 2000 mg/kg) por apresentar
sinais intensos de toxicidade, conforme orientacdo do protocolo OECD 423. O grupo
de animais expostos a dose Unica de 2000 mg/kg do composto LQFM021
apresentarou paresia nos membros posteriores embora tenha sito preservada a
resposta positiva aos estimulos dolorosos. Estudos de Martins (2012) sobre o
mecanismo de acdo do composto LQFMO021 evidenciaram associacdo do
relaxamento vascular as vias de AMPc e GMPc e esta propriedade pode estar
relacionada com a paresia observada nos animais. Por se tratar de compostos
inéditos, ainda ndo ha dados de toxicidade aguda na literatura. Ao comparamos 0s
resultados de toxicidade oral aguda dos compostos em estudo com os farmacos que
atuam pela modulacdo de AMPc os quais foram modelos da sintese de todos os
compostos teste, verificamos que a milrinona se enquadra na classe 3, com DLspem
ratos de 91 mg/kg e o cilostazol se enquadra na categoria 5, com DLsg em ratos
>5000 mg/kg.

Por apresentar propriedade relaxante vascular e possivel inibidor de PDE3
(MARTINS, 2012), o composto LQFMO021 foi escolhido para maior investigacdo do
perfil de toxicidade. Realizou-se o estudo da toxicidade subaguda em trés doses
diferentes (62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250 mg/kg/dia) por 28 dias. Os animais

expostos as trés doses nos primeiros 30 minutos mostraram hipoatividade e letargia.
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Considerando a hipotensdo secundaria ao relaxamento vascular na maioria
dos farmacos inotrépicos (BOCCHI, et al., 2009; SAAB et al., 2002), esses sinais
podem estar associados a este fato. Curiosamente, a intensidade da letargia e
hipoatividade relatadas foi maior no grupo exposto a menor dose (62,5 mg/kg/dia),
sem apresentar uma relacdo dose-resposta classica. A fracdo efetiva da dose
administrada aos animais, bem como a fracdo eliminada do composto, ndo foram
avaliadas neste estudo, porém, a intensidade superior dos sinais de letargia e
hipoatividade apresentadas pelo grupo de exposi¢cao de 62,5 mg/kg/dia podem estar
associadas com a maior dose efetiva dos estudos de relaxamento vascular
realizados por Martins (2012), que demonstrou efeito relaxante dose-depentende em

artérias isoladas.

Também foi possivel identificar discreta reducdo na medida de “forca para
agarrar” durante a triagem hipocratica em todos os grupos tratados, o que pode
estar relacionados com a letargia anteriormente citada, embora n&o se possa excluir
a possibilidade desses dados estarem associados a intensa paresia posterior
encontrada no teste de toxicidade oral aguda. No mais, os resultados né&o
demonstraram interferéncia do composto LQFMO021 sobre os outros parametros
comportamentais analisados (massa dos animais e consumo de ragédo x producdo

de fezes).

Os animais expostos as doses de 62,5 mg/kg/dia; 125 mg/kg/dia; 250
mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia satélite, em contraposicdo ao grupo controle, nao
apresentaram alteracdes nos parametros hematoldgicos de série vermelha e
plaguetaria no tempo em que foram expostos. Porém, quando foi analisada a série
branca dos grupos de animais expostos, notou-se que houve diferencas estatisticas
(p<0,05) no namero total de leucdcitos entre os grupos tratados e o grupo controle,
entretanto, essa diferenca se deu de forma dose independente. De acordo com Xue
et al. (2012), as alteracdes estatisticamente significantes, quando ocorrem de forma
independente da dose, ndo devem ser relacionadas a substancia de exposicdo. No
presente trabalho, soma-se ainda a auséncia de alteracbes na relacdo de células
mononucleadas (mondcitos e linfocitos) e polinucleadas (neutréfilos segmentados e

eosindfilos) entre os grupos.
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Sob 0 mesmo parametro de comparacéo, os valores de glicose, amilase,
ureia, creatinina, aminotransferases (AST e ALT), albumina e proteinas totais ndo
sofreram alteracbes, remetendo que o composto LQFM021 néo interfere nessas

funcdes metabdlicas em nenhuma das doses de exposicao.

Os estudos macroscopicos dos oOrgdos (coracdo, pulméo, figado, rins,
estbmago e bacgo) n&do apresentaram alteragdes. No entanto, quando se analisou a
massa relativa dos 6rgaos isoladamente dos animais expostos em paralelo ao grupo
controle, foi averiguado um aumento discreto do figado no grupo exposto a dose de
250mg/kg/dia. Sabe-se que o figado € o 6rgao responsavel por metabolizar a grande
maioria dos farmacos (MUNCHEN, 2010; SLADEN, 2012; SURIAWINATA; THUNG,
2011) e em situacdes de injuria provocadas pela exposicdo a compostos quimicos,
pode ocorrer um quadro de hipertrofia/hiperplasia celular em virtude da sobrecarga
nos hepatoécitos. Isso acontece, basicamente, porque a atividade celular e a
capacidade de adaptacdo dessas células sdo promovidas com volume aumentado
do figado (FAUSTO, 2000). No entanto, no grupo satélite exposto a mesma dose, ao
final dos 14 dias de exposicéo, o figado apresentou reducdo da sua massa relativa
guando comparada ao controle. Carvalho et al. (2011) observaram esta mesma
situacdo quando analisaram o pulmdo de camundongos expostos a acidos
anacardicos de caju, em um estudo de toxicidade subaguda. Segundo os autores, a
reducdo proporcional do 6rgdo pode estar efetivamente relacionada com ganho de
massa corporal total que os animais apresentaram apés o periodo complementar de
observacdo (14 dias). Além disso, o aumento da massa relativa do figado
encontrado nos animais expostos a maior dose e subsequente reducdo quando a
administracao foi interrompida, pode sugerir um quadro de reversibilidade, o que é

corroborado pelos achados histoldgicos hepatico relatados neste trabalho.

Por serem oOrgdos de excrecdo e metabolismo de praticamente todas as
substancias que adentram o organismo, os rins e o figado sdo constantemente alvos
dos efeitos toxicos de farmacos e seus metabdlitos (SLADEN, 2012; MUNCHEN,
2010). Em virtude disso, é fundamental avaliar o comportamento desses 6rgaos em
investigacdes de toxicidade nos estudos pré-clinicos. A analise histologica tem se
mostrado uma ferramenta importante no diagnostico precoce de injarias renais e

hepéticas, fornecendo informaces sobre danos teciduais preliminares aos
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marcadores  funcionais  séricos (FUCHS; HEWITT, 2011; PFALLER;
GSTRAUNTHALER, 1998; PRIETO et al, 2006). Para esclarecer a atuacéo
especifica do composto LQFM021 sobre o sistema renal e hepatico, foi realizada
uma analise histopatolégica semi-quantitativa, a qual permitiu detectar o
aparecimento de sinais de toxicidade no parénquima desses dois 6rgaos, utilizando
0 grupo controle como referencial. A analise histopatolégica evidenciou sinais leves
de toxicidade renal nos grupos expostos a todas as doses do estudo, a priori ndo
evidenciados nos parametros bioquimicos. Detectou-se um aparente quadro de
dano glomerular, presenca de focos de hemorragia e infiltragéo celular esparsos no
parénquima renal. De forma pormenorizada, o dano renal pdode ser apontado por
uma variedade de modificacbes estruturais facilmente identificaveis. Foi possivel
observar aumento ou reducdo substancial do espaco de Bowman circundando
glomérulos por vezes desfigurados e/ou atrofiados. Além disto, foi evidenciada a
presenca espacos glomerulares vazios, perda da afinidade do corante eosina em
diversas areas do parénquima renal e estruturas amorfas no interior dos tubulos
distais e proximais, as quais julgamos ser cristais, cilindros ou células necroticas em
descamacdo. Foi possivel, ainda, verificar células com fragmentagdo nuclear e
edema tecidual pela presenca de plasma no parénquima. Essas alteragcfes suscitam
que o composto LQFMO021 acarreta injuria renal de forma dose-dependente nas

condi¢cBes de exposicdo dos animais.

Os mecanismos pelos quais o composto LQFM021 ou os metabdlitos
associados ao composto interferiram no tecido renal ndo foi objeto de investigacao
neste trabalho. No entanto, sabe-se que os mecanismos de inducdo de efeitos
toxicos pela exposicdo a compostos quimicos podem envolver interacdes
complexas, multi-celulares, de 6rgdos mdultiplos e/ou multi-sistemas. Além disso,
muitos eventos toxicos ocorrem por interferéncia de mecanismos bioquimicos e
fisiologicos homeostaticos (PRIETO et. al., 2006). Farmacos e/ou drogas e seus
metabdlitos concentram-se no liquido tubular renal a medida que a &gua é
reabsorvida pelo néfron, de modo que o0s tdbulos renais sdo expostos a
concentracbes maiores que nos demais tecidos, ficando, desta forma, mais

suscetiveis aos efeitos destas substancias (CORELLI, 2010).
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A discordancia entre os marcadores séricos de funcdo renal (ureia e
creatinina) e o0s achados histopatolégicos observada no nosso estudo €
frequentemente relatada na literatura. Fuchs e Hewitt (2011) comentam, em sua
revisdo, o pobre valor diagndstico dos niveis de ureia e creatinina sanguineos e
justificam que, por serem marcadores tardios de comprometimento renal,
frequentemente geram resultados falso-negativos, indicando dessa forma, a
observacao histopatoldgica como “padréo ouro” na investigagdo de efeitos toxicos
de novos compostos. Segundo informa Prieto et al. (2006) em seu relatério dos
workshops organizados pelo ECVAM em 2003, isto ocorre porque os glomérulos
nao comprometidos acabam se sobrecarregando para manter a filtragdo glomerular
prejudicada durante a exposicdo a substancias toxicas. Estes autores explicam que
em situacles de injurias, as células epiteliais renais, hepaticas e pulmonares tém a
excepcional habilidade de regeneragcdo e conseguem manter uma reserva
substancial da funcdo destes 6Orgdos, mesmo em condicdes de dano celular
abundante. Pfaller e Gstraunthaler (1998) ressaltam que a reducdo da
funcionalidade dos rins ocorre somente ap0s a perda de aproximadamente dois

tercos da biomassa renal.

No presente estudo, a redugdo substancial do espaco de Bowman e a
evidéncia de glomérulos condensados e desarranjados podem sugerir hipertrofia das
células mesangiais apos exposicao toxica. Oliveira et al. (2011) assimilam essas
alteracdes ao aumento da filtracdo glomerular pelas células mesangiais na intengéo
de manter a taxa de filtragcdo renal. Esses autores ainda explicam os eventos de
perda de afinidade do corante eosina no parénguima renal, igualmente evidenciada
neste trabalho, como sendo uma deposicdo local de material amorfo com
caracteristicas basicas, uma vez que a eosina apresenta caracteristicas de afinidade
por compostos acidos. Por outro lado, no trabalho de Lindeblad et al. (2010), a
perda de afinidade do corante eosina foi associada a basofilizacao do citoplasma e a
mecanismos de regeneracdo tecidual. Os demais achados histopatologicos
evidenciados neste trabalho reafirmam a presenca de efeitos toxicos provocados

pelo composto LQFMO021 e/ou seus metabolitos sobre o sistema renal.

E pertinente assinalar que os danos estruturais apontados na andlise

histopatoldgica dos rins ndo apresentaram caracteristicas de reversibilidade nos 14
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dias subsequentes a interrupcdo da exposicdo a LQFMO021, uma vez que 0S
mesmos achados também foram detectados no grupo satélite, ndo sendo possivel

excluir a possibilidade de dano renal permanente.

Assim como a analise do tecido renal, a leitura das laminas de histologia do
figado dos grupos expostos ao composto em estudo indicou sinais de toxicidade
anteriormente ndo evidenciados pelas dosagens bioquimicas. Todavia, 0s eventos
de hepatotoxicidade se figuraram de forma mais branda. Em contraste ao grupo
controle, 0s grupos expostos a todas as doses do composto LQFM021
apresentaram pequenos e isolados focos de infiltragdo e desarranjo parcial da
arquitetura do parénquima hepético que ora sinalizava a presenca de um edema, ora
denunciava episédios de hemorragias exiguas. Resultados parecidos foram
encontrados por Xue et al. (2012) quando avaliacdo a toxicidade subaguda de
carotenoides extraidos da casca de citrinos. Notavelmente, alguns focos
hemorragicos e episodios de desarranjo celular permaneceram evidentes ap0s a
interrupcéo da exposicao do composto LQFM021 aos animais do grupo satélite. No
entanto, foram avistados de forma mais amena pré-anunciando aparente
reversibilidade destes sinais. Em conformidade com o relatério de Prieto et al. (2006)
anteriormente citado, a ndo alteracdo das aminotransferases durante avaliacéo
bioguimica corrobora a funcionalidade integra dos hepatdcitos embora tenha havido

dano tecidual.

Cabe aqui destacar que durante a avaliacdo dos efeitos nocivos de um
farmaco, ndo é rara a ocorréncia de anormalidades discretas da funcédo hepatica,
porém o mecanismo da leséo € incerto e nem sempre é necessario suspender o uso
de um farmaco quando surgem alteracGes discretas, porém, a ocorréncia de
hepatopatia irreversivel (p. ex. cirrose), em consequéncia a um tratamento
prolongado, exige cautela (RANG et al, 2005). Sabe-se que no processo de
metabolizacdo de um farmaco, a lesé&o celular habitualmente é causada por
substancias reativas (metabdlitos) embora alguns farmacos possam provoca-la
diretamente. Os metabdlitos toxicos podem formar ligacdes covalentes com
moléculas-alvo, ou alterar a molécula-alvo por meio de ligagdes ndo covalentes. Por

vezes, alguns metabdlitos possuem ambos os efeitos (CORELLI, 2010).
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Adicionalmente, ndo foram observadas alteracdes toxicologicas especificas na
analise tecidual priméria dos demais 6rgaos estudados neste trabalho.

Em continuidade aos estudos de seguranca pré-clinica do composto
LQFMO021, foi analisado o seu potencial mutagénico em trés diferentes doses (300
mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg) apdés 48 horas da exposicdo, pelo teste de
micronucleo em sangue periférico de camundongos pela metodologia de citometria
de fluxo com dupla marcacédo (anti-CD71 e IP). Nesta analise, encontrou-se uma
populacdo bem mais robusta de reticulécitos nos grupos expostos as trés distintas
doses, de forma, aparentemente, ndo dependente da dose quando comparadas ao
grupo controle, porém, nédo foi evidenciado aumento no conteudo de DNA nestas
células em nenhum grupo de exposicdo. Os dados adquiridos nas analises de
citometria de fluxo apontam, sobretudo, que o composto LQFM021 ndo apresenta
potencial mutagénico nas doses de 300, 600 e 900 mg/kg no periodo de 48 horas.
No entanto, evidenciam uma interferéncia deste composto sobre o processo de
eritropoiese dos animais, o que pode sugerir efeito citotoxico sobre a medula 6ssea

e, por conseguinte, a necessidade de maior producao das células de série vermelha.

O aumento da populacédo de reticulécitos na circulacao periférica é reflexo da
atividade eritropoética da medula 6ssea e normalmente ocorre em resposta a niveis
elevados de eritropoetina em animais com funcdo Osseo-medular ativa
(FERNANDEZ e GRINDEM, 2000; JAIN, 1993a; RILEY et al., 2001). Visto que a
eritropoetina € um fator de crescimento hematopoético produzido nos rins, situacdes
de déficit da concentragdo de oxigénio renal estimulam a sua producao,
potencializando a diferenciacdo dos progenitores eritréides e estimulando a divisao
celular em todos os estagios de desenvolvimento dos eritrocitos. Adicionalmente, a
eritropoetina estimula o aumento da sintese de hemoglobina e a liberacédo
antecipada de reticulécitos jovens para a circulacdo periférica (RILEY et al., 2001;
JAIN, 1993 b). Sob essa perspectiva, no presente trabalho, o aumento do numero de
reticulocitos apresentado nos grupos expostos ao composto LQFMO021 pode ser
decorrente de uma possivel reducdo nos niveis de oxigénio provocado pela
exposicao aguda. Uma vez evidenciada a ocorréncia de dano renal apds exposicao
relativamente prolongada no teste de toxicidade subaguda frente a doses inferiores

as utilizadas no teste do micronucleo, ndo se pode excluir a possibilidade de
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acometimento renal frente as elevadas doses a que os animais foram expostos
apesar do tempo reduzido deste teste. Em contrapartida, 0s parametros
hematolégicos analisados ao fim do teste de 28 dias ndo apontaram qualquer
alteracdo especifica a série vermelha. Este fato € compreendido uma vez que 0s
reticulécitos aparecem na circulacdo periférica 48 horas apOs perda sanguinea
ocasional e retornam ao normal 9 a 13 dias subsequentes (FERNANDEZ e
GRINDEM, 2000; WITT et al. 2008), evidenciando, particularmente, a ocorréncia de
um evento recente. Além disso, a auséncia de numero aumentado de reticulécitos
nos parametros hematologicos do teste de toxicidade subaguda pode estar
relacionada a capacidade regenerativa adquirida pelos animais, além é claro, da
eficacia esplénica em retirar grande parte dos eritrécitos imaturos da corrente
periférica que os ratos apresentam, o que ndo ocorre em camundongos (SCHLEGEL
e MACGREGOR, 1984) . Além disso, torna-se inviavel comparar as metodologias
empregadas nas duas avaliacdes, tendo em vista a superior sensibilidade atribuida a
técnica de citometria de fluxo (DERTINGER et al., 1997).

Em conclusao, neste estudo foi demonstrado que os compostos LQFMO011,
LQFM012, LQFM020, LQFM021, LQFM022, LQFM023 e LQFM024 nao apresentam
potencial citotoxico frente células leucémicas que justifigue a continuidade da sua
investigagdo antitumoral. Os compostos em estudo foram classificadas para o teste
de toxicidade oral aguda como classe 4 ou 5 do GHS. Observou-se que, nas
condicbes de estudo aqui realizadas, o composto LQFMO021 apresenta potencial
nefrotoxico e hepatotéxico de baixa intensidade e ndo apresenta potencial
mutagénico. Considerando os efeitos adversos provocados pelos farmacos ja
estabelecidos na terapéutica das diversas desordens que acometem o0 organismo
humano, sobretudo os cardiovasculares, é possivel inferir que, de acordo com 0s
resultados encontrados neste trabalho e a pertinente necessidade de agregar
farmacos mais eficientes e seguros a conduta de tratamento da atualidade, o
composto LQFMO021 apresenta um baixo perfil de toxicidade e os estudos de

continuidade devem ser encorajados.
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6. CONCLUSOES

A andlise dos resultados permite interpretar que:

e Os compostos LQFMO011, LQFM012, LQFMO020, LQFMO021,
LQFM022, LQFMO023 e LQFM024 ndo apresentaram atividade
citotdxica satisfatoria nas linhagens celulares HL60, desestimulando a
continuidade dos estudos de atividade antitumoral.

e Os compostos LQFM020, LQFMO021, LQFM022, LQFMO023 e
LQFM024 n&o apresentaram atividade citotOxica satisfatéria na

linhagem celular K562, o que corrobora os resultados do item acima.

e Os compostos LQFMO011, LQFMO012, LQFMO020, LQFMO021,
LQFM022, LQFM023 e LQFM024 apresentaram um perfil de baixa
toxicidade nos estudos com células de metabolismo basal (3T3) e os
valores de DLsp estimados para inicio dos estudos de toxicidade oral

aguda reduziram o nimero de animais do teste.

e Os compostos LQFM020, LQFM023 e LQFM024 foram classificados
na categoria 5 (>2000 mg/kg) do sistema GHS de classificacdo de
risco e o composto LQFMO021 foi classificado na categoria 4 (300 —
2000 mg/kg).

e O composto LQFMO021 néo interferiu nos parametros de metabolismo,
hematolégico e bioquimico dos animais expostos em nenhuma das
doses de exposi¢do. Porém, apresentou baixo potencial nefrotoxico e

hepatotdxico nas condigbes de estudo.

e O composto LQFM021 nao apresentou potencial mutagénico.
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