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RESUMO

O cancer é uma doenca complexa e multifatorial que possui alta incidéncia e
mortalidade em todo mundo. Os farmacos utilizados na terapia convencional
apresentam inumeros efeitos adversos e resisténcias, portanto existe a necessidade
de desenvolvimento de novos antineoplasicos mais seguros e eficazes. O monastrol
surgiu como uma opc¢ao para o tratamento do cancer e derivados diidropirimidinonas
foram sintetizados e seu efeito antitumoral investigado. Os compostos 4p e 4bc
apresentaram em estudos prévios atividade citotoxica contra linhagens de
adenocarcinoma (MCF-7 e MDA-MB-231), sendo seletiva para as células tumorais.
Diante dos resultados in vitro o presente estudo tem como objetivo a avaliagao
toxicoldégica aguda in vivo desses derivados e tracar o perfil da biodisponibilidade.
Inicialmente foi avaliada a toxicidade apds administracdo oral do 4p e 4bc, logo
depois através de um estudo adicional pela via intravenosa apenas para o 4bc, nao
sendo observada morte, sinais clinicos de toxicidade em todas as doses e vias
avaliadas. Com base nesse estudo para a exposicdo oral os compostos foram
classificados como categoria 5 pela GHS. Também néao foram reveladas alteracdes
clinicamente relevantes no consumo de racdo, agua, ganho de peso e indice dos
orgdaos em ambos os estudos. Os exames histologicos e anatomopatologicos
revelaram normalidade em todos os grupos dos ensaios. Através dos exames
hematoldgicos e bioquimicos os parametros que se apresentavam fora da
normalidade para a administracdo oral (Leucocitos, Mondcitos, Contagem de
plaquetas, Ureia) e intravenosa (Leucocitos, Monécitos, Contagem de plaquetas,
Ureia e AST) foram relatados para todos os grupos, indicando nédo ser um efeito da
exposicdo aos DHPMs. A diferenca significativa e clinicamente relevante reportada
entre todos os grupos tratados e os controles foi revelada apds a administracdo pela
via intravenosa do 4bc, para os parametros triglicerideos e glicose. Nao foram
determinados 0os compostos no sangue apdés exposicdo aguda oral e intravenosa
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio de luminescéncia. Os
resultados sugerem baixa toxicidade aguda pelas vias avaliadas, sendo necessaria a
continuidade dos estudos e toxicidade e avaliar mais profundamente o pefrfil

farmacocinético dos derivados 4p e 4bc.

Palavras chaves: Diidropirimidinonas, 4p, 4bc, toxicidade, biodisponibilidade.



ABSTRACT

Cancer is a complex and multifactorial disease that has a high incidence and
mortality worldwide. Drugs used in conventional therapy have numerous adverse
effects and resistance. The development safer and more effective antineoplastic
agents. Monastrol emerged as an option for the treatment of cancer and
dihydropyrimidinone derivatives were synthesized and its antitumor effect
investigated. Compounds 4p and 4bc showed selective cytotoxicity for tumor cells in
previous studies against adenocarcinoma (MCF-7 and MDA-MB-231) lines. In view of
the in vitro results, the present study has as its objective the acute toxicological
evaluation in vivo of these derivatives and to trace the bioavailability profile. Initially
toxicity was assessed following oral administration of 4p and 4bc, and then further
study by intravenous route only for 4bc, and no clinical signs of toxicity were
observed at all doses and routes evaluated. Based on this study for oral exposure
the compounds were classified as category 5 by the GHS. Further analysis showed
no clinically relevant changes in feed intake, water intake, weight gain and organ
index. Histological and anatomopathological studies revealed normality in all groups
of the trials. Hematological and biochemical tests revealed abnormal parameters for
oral administration (Leukocytes, Monocytes, Platelet Count, Urea) and intravenous
(Leukocytes, Monocytes, Platelet Count, Urea and AST) were reported for all groups,
indicating not to be an effect of exposure to DHPMs. The significant and clinically
relevant difference reported between all treated groups and controls was revealed
following intravenous administration of 4bc for the triglycerides and glucose
parameters. No compounds were determined in the blood after acute oral and
intravenous exposure through high performance liquid chromatography and
luminescence assay. The results suggest low acute toxicity by the routes evaluated,
and the continuity of the studies and toxicity is necessary and more deeply evaluate

the pharmacokinetic profile of derivatives 4p and 4bc.

Key words: Dihydropyrimidinones, 4p, 4bc, toxicity, bioavailability.
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1. INTRODUCAO

O céncer € um conjunto de mais de 100 doencas caracterizada pelo
crescimento celular desordenado, que levam a altera¢cfes na fisiologia das células e
comprometem seu funcionamento. Sua origem é multicausal sendo considerada
uma das principais causas de morte no mundo desenvolvido e em desenvolvimento,
nas quais a soma de casos novos diagnosticados a cada ano aumenta
consideravelmente e as terapias medicamentosas convencionais provocam uma
série de efeitos adversos ' 2.

Diante da problematica que é o cancer na saude publica e na economia das
nacdes as pesquisas de descoberta que candidatos antineoplasicos com baixa
toxicidade e reducdo de mecanismos de resisténcia é bastante estimulada 2 4.

Nesse contexto a quimica medicinal vem como estratégia de inovacgéo
farmacéutica, na qual a partir de um arcabouco estrutural quimico conhecido séo
realizadas variagbes nas cadeias laterais, a fim de se obter compostos com
atividades biolégicas e caracteristicas farmacotécnicas mais promissoras ° 6.

O monastrol é o composto protagonista da classe das diidropirimidinonas,
sendo a primeira molécula conhecida capaz de inibir a proteina motora Eg5 e assim
bloquear a mitose, de forma mais especifica nas células tumorais. A partir da sua
descoberta muitos analogos foram sintetizados mantendo o nucleo pirimidinico, mas
alterando os grupamentos quimicos ligados a ele em busca de derivados mais
potentes, especifico e com reduzida toxicidade 7 & Os compostos 4p e 4bc foram
desenvolvidos a partir dessa estratégia ° °.

Em estudos anteriores os compostos 4p e 4bc foram avaliados em relagdo a
atividade antimicrobiana e posteriormente a antitumoral e apresentaram como
resultado a acéo citotbxica e/ou citostatica para células cancerosas com
concentracfes pequenas sem consideraveis danos a células normais, elevada
toxicidade especifica para as células tumorais em diferentes concentracdes, além de
alterar a morfologia das células neoplasicas seletivamente e reduzir a angiogénese °©
910 ll_

Desta maneira a proposta deste estudo foi verificar a toxicidade aguda oral
dos derivados DHPM 4p e 4bc e intravenosa do 4bc em ratas Wistar, analisando-se
parametros hematoldgicos, perfil bioguimico e caracteristicas anatomo-

histopatolégicas dos animais expostos a estes compostos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. CANCER

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer € um termo
genérico para um grande grupo de doencas caracterizadas pelo descontrole de
proliferacao e resisténcia aos mecanismos de morte, que podem entdo invadir partes
adjacentes do corpo e / ou espalhar-se para outros 6rgaos, podendo afetar diversas
partes do corpo. Além disso, possui muitos subtipos anatdémicos e moleculares que
exigem estratégias de tratamento especificas 2.

O céancer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo e
representou 8,8 milhdes de ébitos em 2015. Globalmente, cerca de uma em cada
seis mortes é causada pelo cancer ! 2 13, Estimativas indicam que em 2030- cerca
de 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de mortes em funcdo do cancer
aparecerdo. O aumento da populacdes e sua expectativa de vida, bem como a alta
taxa de sedentarismo, infeccdes e exposicao a fatores de risco sao justificativas para
numeros tao alarmantes 4.

Os tipos de cancer mais incidentes (casos/ano), mundialmente, sdo os de
pulmdo (1,8 milh&o), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1
milhdo). Nos homens, os tipos mais frequentes foram os de pulmao, proéstata,
intestino, estdbmago e figado. Em mulheres, as maiores frequéncias encontraram-se
para os canceres de mama, intestino, pulmao, colo do Gtero e estdmago * 2.

Para o biénio 2016-2017, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos casos de
cancer no Brasil. Diferentemente do perfil global o cancer de préstata em homens
(61 mil) e o de mama em mulheres (58 mil) ainda sdo os mais prevalentes. O
panorama geral dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil por sexo esta

expresso na Figura 1.

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres Mama ferninina 57.960 28,1%
Tragqueia, Brénguio e Pulmao 17.330 B,1% Caolon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo do dtero 16.340 7.9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronguio e Pulmidc  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3.4% Ovdério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2.8%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma niao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,9% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo,
exceto pele ndo melanoma
Fonte: INCA !
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7

O cancer é causado por diversos fatores sendo eles classificados como
externos ou internos e atuam de forma inter-relacionada. Os fatores externos
representam cerca de um terco das mortes por cancer, e representam 0s cinco
principais riscos comportamentais e dietéticos: alto indice de massa corporal, baixa
ingestdo de frutas e vegetais, falta de atividade fisica, uso de tabaco e consumo de
alcool. Os fatores externos estdo relacionados com os hébitos de vida em
sociedade, ja os fatores internos sé@o inerentes ao organismo, e se manifestam como
mutacdes genéticas hereditarias, alteracbes hormonais e diversas condi¢des
imunolégicas!. De acordo com a evidéncia atual, entre 30% e 50% das mortes por
cancer poderiam ser evitadas com a modificacdo ou reducdo dos fatores de risco
chave, por exemplo, evitar produtos de tabaco, reduzir o consumo de alcool, manter
um peso corporal saudavel, exercitar-se regularmente e ter uma alimentacao

equilibrada *2.

As células normais que constituem os tecidos do organismo sdo capazes de
se multiplicar seguindo a regulacdo de crescimento celular por meio dos genes que
ativam a proliferacdo (proto-oncogenes) e o0s que inibem a divisdo celular
(supressores tumorais). O equilibrio na atuacédo desses dois grupos de genes resulta
no perfeito funcionamento do ciclo celular e caso esse sistema falhe ainda existem
0s genes que reparam o DNA, ou processos que levam a morte celular por apoptose
3 1516 Diante disso as alteracdes que impulsionam a progressdo descontrolada do
ciclo celular sdo eventos necessarios na oncogénese 16, As células cancerosas
possuem como caracteristicas fenotipicas a rapida taxa de divisdo celular, alta taxa
metabdlica, perda da inibicdo por contato, perda de adesédo, sintese de proteases,
habilidade de invadir e colonizar dominios reservados para outras células e

morfologia anormal 17 %8,

A literatura evidéncia que a oncogénese em seres humanos € um processo
de varios passos e que essas etapas refletem alteracdes genéticas que impulsionam
a transformacao progressiva de células humanas normais em derivados altamente
malignos 7. Para que essa transicdo ocorra seis alteracdes fisiol6gicas sé&o
esséncias, sendo elas: a insensibilidade aos sinais inibitérios de crescimento,
potencial replicativo ilimitado, auto suficiéncia no crescimento, resisténcia a
apoptose, inducdo da angiogenese, ativagcdo da invasdo e metastase , essas

caracteristicas sdo comuns a todos os tipos de tumores 7. Mais recentemente
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outras caracteristicas das células cancerigenas foram descobertas, sendo as duas
principais: reprogramacao do metabolismo energético e a evaséo da inativacdo pelo
sistema imunoldgico. Essas caracteristicas conferem as células tumorais a
capacidade de sobrevivéncia, multiplicagdo e disseminacdo o que determina o
progndstico para os portadores dessas doencas 8.

O processo de carcinogénese é dividido em trés estagios, sendo eles:

iniciacdo, promocéo e progresséo (Figura 2) *°.

A .\': A | -
! L | { ) 1 :
¢ iy A ) AN
T hS > 4 e
Estagio de iniciacdo: Estagio de promogao: Estagio de progressao:
Os genes sofrem acdo 0= agentes onCopromotores Caracterizado pela multiplicacdo
dos agentes cancerigenos atuam na celula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Figura 2. Etapas do processo de carcinogénese

Fonte: INCA 1°

O primeiro estagio é definido pela exposicdo das células aos agentes
cancerigenos que causam modificacbes em seus genes que passam a receber
informacfes erradas para suas atividades ou mesmo a interferéncia de fatores
epigenéticos, mas ndo é possivel ainda detectar um tumor clinicamente. O segundo
momento é marcado pela acdo dos oncopromotores sobre as células ja afetadas, de
forma lenta e gradual as células iniciadas séo transformadas em células malignas. A
Ultima etapa se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das

células alteradas 1° 20 21,

Os processos de oncogénese também sao influenciados pelos mecanismos
epigenéticos, 0s quais parecem ser importantes por alterarem a expressao de genes
chave no desenvolvimento da oncogénese, sendo 0S mecanismos principais: a
metilacdo do DNA e a modificacdo de histonas, que poderia causar instabilidade do

genoma permitindo outras mutacées necessarias na formacéo de tumores 8.

Em alguns tipos do cancer a invasdo e a metastase tumoral sdao

7

acontecimentos dependentes da angiogénese, que é induzida precocemente
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durante o desenvolvimento em varios estagios de cancer invasivo tanto em modelos

animais quanto em seres humanos 18 22,

A metdstase ocorre quando as células tumorais acessam aos vasos
sanguineos e linfaticos, penetram pela membrana basal e pela parede endotelial e
se disseminam pelo lumen dos vasos com consequente colonizacdo de 6rgaos
distantes do tumor primario, sendo a ativacdo da transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) indicada como mecanismo critico para a aquisi¢cdo de fenotipos metastéatico

de cancer 232425,

O processo de invasao e metastase ocorre a partir de varios passos causados
por alteracdes genéticas e epigenéticas em moléculas reguladoras chaves 26. A
sucessao de alteracdes bioldgicas celulares comeca com a invasao local, seguida
do intravasamento das células cancerosas, transporte através da circulacao,

extravasamento, formacédo de micrometastase e finalmente a colonizagcéao (Figura 3)
22 23 24

Metastase

Cancer in situ Invas&o do tumor Transporte para o sistema

7N
e W () 2 b

N 8\
O \ g \\
i \ hY
~
o~

; il Extravasamento Micrometastases ocultas Colonizagdo
circulatdrio - intravasamento

e

Figura 3. Etapas do processo de metastase.

Fonte: Adaptado de Steeg, Nature Reviews Cancer, 2003 %

Alteracbes na transcricdo de genes de marcadores de diferenciacéo epitelial,
como o da E-caderina e , B-catenina, por meio de metilacdo no DNA, bem como a
ativacao ou supressao de histona desacetilases, histonas acetiltransferases e outras
enzimas modificadoras da cromatina, causam a diminuicdo da adesao entre as
células e entre as células e a matriz facilitando o desprendimento do tumor primario
26 27 A locomocdo das células ocorre através da matriz modificada por protedlise e
gue as fazem atingir o sistema circulatorio. As células ao aderirem as plaquetas
circulantes, por meio da expressao de integrinas se camuflam protegendo-se das

células de defesa circulantes. Dessa forma atingem outras regides diferentes do
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local do tumor primério dando origem a tumores micrometastaticos, que evoluem
para macroscopicos, quando entdo se considera que a célula tumoral colonizou o

tecido 28.

2.2. TERAPIAS CONVENCIONAIS

Existem trés abordagens principais para o tratamento do céncer: exciséo
cirurgica, irradiagdo e quimioterapia. Atualmente a terapia de fotoradiagdo com
derivados hematoporfirinicos e a imunoterapia também estdo sendo incorporadas
nas pratica clinicas. Normalmente é necesséria a abordagem combinada, onde sdo
associados mais de uma modalidade de tratamento.

A guimioterapia é utilizada quando € necessario um tratamento sistémico, ja
gue a cirurgia e a irradiacéo sado locais, e tem apresentados resultados de cura de
até 90% dependendo do tipo de cancer e do diagnostico precoce. No entanto, 0s
efeitos adversos e 0os mecanismos de resisténcia tém surgido como limitantes das
terapias atuais e impulsionado pesquisas de novos candidatos a farmacos e aos
programas de saude que estimulem medidas para o diagnostico precoce.

A limitacdo da maioria dos farmacos antineoplasicos disponivel pode ser
entendida pelas informacfes sobre a cinética celular das células cancerigenas, ja
gue afetam diferentes processos celulares e dessa forma as células tumorais podem
“escapar” de suas agdes e entdo proliferar-se. 3 2°,

Os farmacos utilizados no tratamento do cancer podem ser divididos em duas
grandes categorias de acordo com o mecanismo de acao: farmacos especificos para
o ciclo celular (ECC) e farmacos inespecificos para o ciclo celular (ICC) 3 0.

Os farmacos ECC s&o mais indicados no tratamento de tumores solidos e
neoplasias hematoldgicas, ja os ICC sédo direcionados no tratamento de tumores
s6lidos com baixa taxa de crescimento 3. As principais classes de agentes

guimioterapicos compreendidas como ECCs e ICCs estéo listadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Principais classes de farmacos antineoplasicos divididos pela agdo sobre o ciclo celular

Fonte: Adaptado de Almeida, Quimica Nova, 2005

Farmacos especificos do ciclo celular Farmacos inespecificos do ciclo celular

(ECCs) (ICCs)

Antimetabdlitos (fase S) : Farmacos alquilantes:

Metotrexato, Gencitabina Ciclofosfamida, Bussulfano, Nitrossuréias

Epipodofilotoxinas (Fase G;-S): Antibidticos antitumorais:

Etoposido Dactinomicina, Mitomicina

Taxanos (Fase M): Camptotecinas:

Paclitaxel, Cabazitaxel Irinotecana, Topotecana

Alcaloides da vinca (Fase M): Analogos da platina:

Vimblastina, Vincristina Cisplatina, Oxaliplatina

Inibidor antimicrotibulo (Fase M): Antraciclinas:

Ixabepilona Epirrubicina, Idarrubicina

Antibiéticos antitumorais (Fase G2-M):

Bleominica

Os farmacos capazes de inibir a mitose por acdo sobre o fuso mitético
normalmente interferem com a dinamica dos microtubulos. Esses componentes sao
importantes na manutencdo das funcdes do citoesqueleto, transporte intracelular,
inclusive nas células neurais onde o transporte axonal de vesiculas contendo
neurotransmissores € orientada pelos micronucleos. Dessa forma, o efeito adverso
comum a esses farmacos é a neuropatia periférica que limita a dose tolerada pelos

pacientes 32,

Esses farmacos ndo atuam exclusivamente sobre as células tumorais. As
células dos tecidos que se renovam constantemente, como a pele a mucosa do tubo
digestivo e a medula dssea também sdo alvos da terapia antitumoral. A

mielossupressdo é o efeito mais grave, bloqueando a proliferacdo das células

precursoras hematopoéticas 3 19 32,

Estima-se que a resisténcia a quimioterapia é a causa de fracasso em cerca
de 90% dos paciente com cancer metastatico 3. A resisténcia aos inibidores da
mitose pode ser intrinseca e também adquirida, estando associada a multiplos
mecanismos, como: efluxo do farmaco, mudancgas na distribuicdo e metabolismo,

alteracdes na tubulina e perturbacéo no ciclo celular 33334,
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Apesar dos diversos efeitos adversos, a inibicdo da mitose ainda € um
mecanismo altamente eficaz na inibicAo da proliferacdo tumoral, dessa forma
compostos que a inibem a partir de mecanismos diferentes dos atualmente

disponiveis, podem trazer perspectivas de uma terapia mais eficaz e menos téxica.

2.3. DIIDROPIRIMIDINONAS

A classe das diidropirimidinonas do tipo Biginelli recebeu consideravel
atencdo nas Ultimas décadas devido as propriedades farmacoldgicas verséateis
detectadas, sendo vinculadas essas acbGes a estrutura quimica privilegiada
composta pelo anel pirimidinico heterociclico 25 6.

Sao sintetizados por uma reacdo de heterociclizagdo do tipo multicomponente
(Multicomponent Reaction - MCR) conhecida como reacéo de Biginelli gue envolve a
combinagdo de um aldeido, um [B-cetoéster e uréia (ou tioureia) em catalise acida
produzindo uma diidropirimidinona (Figura 4) 37 %8, Atualmente sdo descritos outros
mecanismos de sintese desses compostos com o objetivo de aumentar o
rendimento e reduzir formacdo de subprodutos tOxicos e a contaminacdo do

ambiente e do manipulador através da chamada quimica verde ° %° .

0 0
H 0 o CM O/"\ o O
HCI SN
+
) A | J\
= J\ HaC 0
Hal

MNHa

Figura 4. Estrutura béasica das diidropirimidinonas e reacao de Biginelli

Fonte: Adaptado de Ramos, 2012 1°

O monastrol foi o0 primeiro composto da classe a ser sintetizado e estudado e
funcionou como protétipo para a projecdo da estrutura de outros derivados com
ampla variedade de atividades bioldgicas “°.

Sao descritos para essa classe de compostos uma série de propriedades

farmacoldgicas, como antitumoral 41 42 43 44 anti-inflamatoria 4° 46 47, antibacteriana #®



27

49 80 antiflngica 5! 52 53, antiviral % 5° %6, antiparasitaria °’ °8 59, inibicdo de canais de
calcio %0 1 62 hipoglicemiante ©3, antidiabética % ©°, anti-hipertensiva % e

antioxidante 67 68 69,

2.3.1. DHPMs com atividade antitumoral

A atividade mais estuda e descrita dos compostos da classe DHPM é a
antitumoral. Em 1893 Pietro Biginelli através da reacdo multicomponentes sintetizou
o] etileno4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-sulfanilida-3,4-di-hidro-1H-pirimidina-5-
carboxilato, mas somente em 1999 através de Mayer e colaboradores a atividade
desse composto foi testada 37 38 70 71,

Mayer estava em busca de compostos pequenos e permeaveis as ceélulas,
gue de algum modo perturbassem a divisédo celular sem afetar a tubulina, atraves da
mensuracado da fosfonucleolina. Através de uma biblioteca de moléculas pequenas,
Mayer chegou ao composto sintetizado por Biginelli. Usando técnicas de
imunohistoquimica observou que as células tratadas por ele apresentavam um fuso
mono astral 2.

Na mesma década foram publicados estudos que avaliavam a funcdo da
proteina Eg5 na divisdo celular e comparando com os resultados apresentados
nesses trabalhos Mayer afirmou que a inibicdo da proteina motora Eg5 seria um
possivel alvo do composto em questdo e ele passou a chama-lo de Monastrol.
Dessa forma, foi visto como uma ferramenta particularmente util para estudar
mecanismos mitéticos. Estudos posteriores confirmaram as previsdes de Mayer 7374
577677 A principal atividade farmacolégica dos derivados DHPMs estéa relacionada
a inibicdo da proteina motora cinesina-5 que confere o seu potencial antitumoral.

As cinesinas sdo proteinas motoras associadas aos microtubulos, que estéo
envolvidas em diversos processos celulares como transportes de vesiculas,
organelas e cromossomos e a dinamica do microtubulos.

A familia cinesina - 5 é composta por diversos membros sendo eles: KH11,
BimC, CIN8 KIP4, Cut7 e a Eg5. O ultimo desempenha fun¢édo na formacédo do fuso
mitético no inicio da divisdo, sua ligacdo cruzada com os dois microtdbulos
antiparalelos permite o deslizamento dos filamentos em direcbes opostas
estabelecendo o fuso bipolar, por isso sua inibicdo confere o aspecto monastral do

fuso. A grande importancia dessa proteina esta na sua expressao que € acentuada
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em tecidos durante o estagio proliferativo e foi reportada sua super expressao em
varios tumores sélidos e em leucemias .

O monastrol foi testado frente a diversas linhagens de céancer e apresentou-se
mais eficaz que os alcaloides da vinca, taxanos e epotilonas uma vez que néo
interfere em outros processos que envolvem microtubulos, tendo menor efeito
neurotdxico 42 77 79 80 81 82 83 84 85_

Diferentemente dos compostos que se ligam a tubulina, 0 monastrol tem sua
atividade baseada na inibicdo reversivel e especifica da motilidade da cinesina
mit6tica Eg5 por meio da inibicdo alostérica da hidrélise de ATP 75 86 87,

Diante da ag&o do monastrol outros DHPMs foram sintetizados e investigados
em relacdo a atividade antitumoral. Diversos DHPMs foram avaliados para inibicéo
do crescimento de diversas linhagens de diferentes tipos de cancer 44 8 89 90 91,

Além dos estudo in vitro, Bhat em 2016 confirmou a atividade antitumoral do
composto DHP-5 em camundongos nudes, na qual foi observado a reducéo do
crescimento do tumor de LOVO (xenodgrafo de cancer de colon) em animais
submetidos ao tratamento intraperitoneal por 14 dias da dose de 50mg/kg °2.

Exertier e colaboradores (2013) constataram que outro derivado DHPM, o
dimetilenastrol, causa inibicdo da angiogenese in vitro em células HUVEC e in vivo
nas membranas corioalantéicas dos embrides de galinha (CAM)®3,

Stuepp (2013) relatou atividade do composto LaSOM 65 sobre linhagem de
glioblastoma, na qual foi relatado diminuicdo do crescimento celular nas células
tumorais e ndo inducdo de caracteristicas neurotoxicas. Diante dos resultados,
Torres (2014) realizou a avaliagdo da toxicolégica aguda e a farmacocinética desse

derivado DHPM, indicando baixa toxicidade e boa biodisponibilidade 4 .

2.4. DERIVADOS DHPMS 4P E 4BC

Em 2012 uma série de 37 derivados DHPMs foram sintetizados pelo
Laboratério de Quimica Medicinal e Tecnoldgica - Universidade de Brasilia (UnB). O
grupo desenvolveu e otimizou a reacdo de Biginelli, com o uso de um novo
catalisador de ferro %10,

As moléculas sintetizadas foram inicialmente avaliadas em relagéo a atividade
antibacteriana e antifiUngica através de um antibiograma (avaliacdo do halo de
inibicdo). Os compostos foram testados contra as seguintes linhagens: Escherichia
coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans (ATCC
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10231) e Trichoderma asperellum (identificada e doada pelo Laboratério de
microbiologia da UFG), no entanto para os derivados sintetizados e testados néo
houve atividade muito promissora frente aos antimicrobianos. Frente a esses
resultados outro alvo terapéutico foi avaliado ° 1°.

Diante dos varios trabalhos descritos na literatura sobre a atividade
antitumoral do monastrol e outros derivado DHPMs se fez interessante a avaliacao
dos compostos sintetizados frente a essa acao, sendo a priori realizada em células
de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) por meio do ensaio de citotoxicidade
por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) variando a
concentracéo entre 0,5 uM e 1,0 mM para analise da viabilidade celular nos tempos
de 24, 48 e 72h 9 10,

Diante dos ensaios iniciais os compostos 4p e 4bc (Figura 6) apresentaram
atividade inibitoria superior a 50% no tempos de 24h, 48h e 72h sendo citotoxicos
para as células cancerosas com concentracdes pequenas, sem qualquer dano

consideravel para as células normais ° 0.

Figura 5. Estrutura quimica do 6-metil-4-(2-hidroxifenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroprimidina-5
etilcarboxilato (DHPM 4p) e 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-
etilcarboxilato (DHPM 4bc), respectivamente .

Em continuidade com a avaliacdo do potencial antineoplasico desses
derivados, Guido em 2015 realizou a analise das células tumorais quanto a sua

morfologia, proliferacdo, ciclo celular, perfl de morte, capacidade de
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neovascularizagédo, invasibilidade quando tratadas com os esses DHPMs em células
MCF-7 e MDA-MB-231, além da avaliacdo da dindmica molecular in silico que
demonstrou a interacgéo dos inibidores com a proteina Eg5 © %.

Para avaliar a interferéncia dos compostos na formacdo do fuso as células
foram imunomarcadas com anticorpo anti-a-tubulina (verde) e o DNA das células foi
corado com DAPI (azul) e através da andlise em microscopio confocal de varredura
a laser foi possivel observar a formacédo do fuso monastrol apds tratamento com o
composto 4bc e a inducdo da fragmentacao nuclear e a disrup¢ao do fuso mitético
conforme Figura 6, além de causar uma reducgéo e arredondamento nas células © .

Também foi detectado que esses derivados impedem a progresséo do ciclo
celular mantendo as células em G2/M © %,

O 4p apresentou atividade antiangiogénica pronunciada em modelo in vitro e
in vivo e 0 4bc menos acentuada, mas nenhum dos dois interferiu no potencial de

invasibilidade das células tumorais de mama © .
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DAPI ANTI «-TUBULINA  SOBREPOSICAO

Controle

4p

4bc

Figura 6. Células MCF-7 sem tratamento (controle negativo) e as que foram tratadas por 24 horas
com o 4p (0,4 mM) e 4bc (1 mM).

As células foram imunomarcadas com anticorpo anti-a-tubulina (verde) e o DNA das células foi
corado com DAPI (azul). As analises foram feitas em microscépio confocal de varredura a laser e
mostram a formacao atipica de fusos monoastrais (cabecas de setas) induzida pelos tratamentos com
os derivados de DHPMSs, reproduzindo o efeito ja descrito pelo monastrol. O tratamento com o
composto 4p induziu a fragmentacgdo nuclear e a disrupgdo do fuso mitético (asteriscos). As células
ndo tratadas, em sua maioria, apresentam correta separacdo das cromatides-irmas possuindo fuso
mitético bipolar (seta). Fonte: Guido et al., 2015 11,

A interacdo dos compostos 4p e 4bc no sitio catalitico da Cinesina Eg5 ocorre
de forma diferente, efeito que justifica 0 mecanismo de acdo sobre o fuso mitético
apresentar-se com um padrdo distinto, sendo o 4bc a acdo semelhante ao do

monastrol © %,

O 4p néo interage com nenhum residuo do sitio de acdo, apenas é notado

uma ligacdo com Gly117 por meio de ligagbes com moléculas de dgua presentes no
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sitio, ja o 4bc interage diretamente no sitio assegurando um forte estabilidade com a

Eg5, conforme Figura 7 © 6,

Figura 7. Modelo 3D baseado na estrutura dos complexos da Eg5 ap0s os ensaios de Dinamica
Molecular, com a Eg5 representada na cor cinza e os residuos anotados em preto indicam
aminodacidos (verde) em que ocorre ligagdo direta com os compostos, e 0os em laranja indicam
ligagbes mediadas por moléculas de agua

Fonte: Guido et al, 2015 11

Os resultados dos ensaios farmacologicos in vitro, in silico e in vivo
previamente realizados com o 4p e 4bc indicam seu relevante interesse. Estes
resultados levam para o avango nas etapas de investigacdo pré-clinica em face a
possibilidade de serem utilizados como candidatos ao tratamento de cancer,

especialmente o de mama 6 °6.

2.5. AVALIACAO TOXICOLOGICA PRE-CLINICA

O desenvolvimento de novos farmacos é acompanhado de um processo
complexo, onde é exigida uma série de etapas que podem ser divididas, a grosso
modo, em pesquisa pré-clinica e pesquisa clinica ¥’.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), érgéo
responsavel pela regulamentacdo de medicamentos no Brasil, a seguranca e
eficacia dos farmacos devem ser definidas por estudos in vitro e in vivo. Os efeitos
biologicos relevantes, metabolismo do farmaco e perfis farmacocinéticos devem ser
realizados antes dos testes clinicos em humanos os estudos in vivo que utilizam
animais como medida de economia de recursos e de tempo de pesquisa %°°

Dessa forma estéo inclusos nos estudos pré-clinicos de toxicidade: os testes
de toxicidade de dose Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas, de interesse na
avaliacdo da seguranca farmacoldgica, toxicocinética, além de outros que se facam
necessarios %.

Os resultados pré-clinicos devem fornecer informacdes sobre as aplicacdes

terapéuticas e estimar alguns riscos vinculados a sua exposicdo, assim subsidiando
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as pesquisas que serao realizadas em humanos. No caso do desenvolvimento de
antineoplasicos a importancia desses ensaios prévios € ainda maior, tendo em vista
gue o primeiro uso em humanos é realizado em pacientes ndo responsivos a outros
quimioterapicos e que estdo fortemente debilitados, diferentemente da fase clinica 1
de outras terapias que sao realizadas em pacientes saudaveis. Portanto, a dose
inicial selecionada a partir dos ensaios pré-clinicos precisa garantir segura € maior
probabilidade de eficacia 1.

Os estudos de toxicidade e farmacocinética até os anos de 1990 eram
realizados apenas na fase final do desenvolvimento de farmacos e muitos problemas
eram atribuidos aos resultados obtidos por eles, diante disso Wanterbeemd e
colaboradores evidenciaram que € necessario que essas caracteristicas sejam
avaliadas inicialmente durante o processo de descoberta de farmacos evitando
assim o desperdicio de tempo e custos inerentes a investigacdo de novos agentes

terapéuticos 192,

2.5.1. Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda avalia a toxicidade gerada por uma substancia
guando essa € administrada em dose Unica ou em repetidas administracdes durante
um periodo de até vinte quatro horas e com uma observacdo continuada de
quatorze dias ap6s a administragdo oral %9102,

Segundo Valadares, 2013, a avaliacdo da toxicidade aguda determina o
potencial de novas substancias e produtos causar danos a saide humana. E
utilizada para classificar substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade 13,

A literatura descreve uma boa correlacdo entre os resultados de toxicidade
obtidos para antitumorais na fase pré-clinica realizada com roedores e a fase clinica
1 em humanos, ratificando a importancia desses ensaios no desenvolvimento de
antitumorais 1.

A ANVISA ndo mais exige a determinacdo do valor preciso da DL50, podem
ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal envolvendo um
menor nimero de animais % 104,

Os protocolos da Organisation for Economic Co-operation and Development

(OECD) sdo métodos indicados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA) para direcionar os estudos nao clinicos de seguranca imprecindiveis ao
desenvolvimento de novos medicamentos .

A OECD é uma organizacdo internacional que apresenta padrdes para a
seguranca de produtos quimicos, classificando-os em niveis de seguranca e o0
ensaio OECD 423 (toxicidade oral aguda) € um método reconhecido em todo o
mundo como eficaz e que utiliza um nimero reduzido de animais respeitando o
programa dos 3 R’s (Reduction, Refinement, Replacement) 102105106

O protocolo OECD 423 de avaliacdo da toxicidade oral aguda consiste em um
procedimento gradual com a utilizacdo de trés animais do mesmo sexo por passo.
Auséncia ou presenca de mortalidade relacionada com composto, dos animais
tratados numa dada etapa, determinara a etapa seguinte (quatro possiveis
resultados: ndo sdo necessarios mais ensaios; dosagem de trés animais com a
mesma dose; dosagem de trés animais na dose maior ou dosagem de trés animais
na dose menor) como consta no esquema da Figura 9. Em média, 2-4 passos sao
necessarios para permitir avaliar a faixa de toxicidade aguda de uma substancia por
esse teste 12,

Este procedimento é reprodutivel, usa numero limitado de animais e permite
classificar as substancias de um modo semelhante a outros métodos de ensaio de
toxicidade aguda que utilizam mais animais como o OECD 420. O método de
classificacdo de toxicidade aguda baseia-se na avaliagdo biométrica com doses
fixas, separadas apropriadamente para permitir a classificacdo de uma substancia
guanto a sua periculosidade. A DL50 é expressa por meio de dois limites de classe
de DL50 (cutoff), nos quais a classificacdo € determinada para intervalos de

toxicidade definidas.

2.5.2. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade é o termo aplicado a velocidade e extensdo com a qual
uma substancia ou seu componente ativo € liberado a partir de qualquer via de
administracdo na circulacédo sistémica 2 1. Dessa forma, para que um farmaco
exerca sua atividade no organismo ele precisa chegar no local de acdo em
guantidades adequadas, e para que isSsO ocorra, € necessario que seja

biodisponivel 197 108
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Por via oral, a taxa de absorcdo € dependente de alguns parametros,
principalmente a solubilidade em &agua, a permeabilidade gastrointestinal, as
caracteristicas fisico-quimicas da molécula e a existéncia de metabolismo de

primeira passagem. Para a via intravenosa espera-se biodisponibilidade de 100% 3
108

A definicdo de posologias em eventuais tratamentos com base nas
substancias avaliadas leva em consideracéo os dados de biodisponibilidade obtidos
nesses estudos, além dos outros parametros farmacocinéticos relevantes,
consubstanciando as pesquisas de toxicidade de dose repetida, toxicidade
reprodutiva, genotoxicidade e carcinogenicidade, sendo necesséria sua avaliacao na

fase inicial dos ensaios pré-clinicos 2,
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil toxicoldgico agudo de dois derivados diidropirimidinonas
(DHPMSs), 4p e 4bc.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Classificar em termos toxicol6gicos os derivados DHPM's 4p e 4bc.

e Descrever os sinais clinicos de intoxicacdo induzidos pela administracao
oral do 4p e 4bc e intravenosa do 4bc em ratos Wistar Hannover.

e Avaliar parametros bioquimicos e hematolégicos ap0s a exposi¢cdo aguda
dos animais aos derivados DHPMs em dose oral e intravenosa.

e Avaliar o perfil anatomo-histopatologico de ratos expostos ao 4p e ao 4bc,
por via oral.

e Avaliar o perfil de biodisponibilidade dos compostos estudados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.MATERIAL
4.1.1. Derivados DHPMs - 4p e 4bc

Os derivados DHPMs 4p e 4bc (Figura 5) foram sintetizados ° e gentilmente
cedidos pelo Prof. Brenno Amaro da Silva Neto (Laboratério de Quimica Medicinal e
Tecnoldgica - Universidade de Brasilia).

4.1.2. Local dos experimentos

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas em diversos locais, sendo
centralizado na Faculdade de Ciéncias da Saude/UnB no Laboratério de Controle de
Qualidade e Laboratério de Produtos Naturais, em colaboragcdo com as professoras
Pérola de Oliveira Magalhédes Dias Batista, Damaris Silveira e Yris Maria Fonseca-

Bazzo.

Os ensaios in vivo foram desenvolvidos no Biotério do Instituto de Biologia e
as cirurgias realizadas no Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina /UnB.

As atividades relacionadas a histopatologia foram realizadas em primeiro
momento no Laboratoério de Histologia da Faculdade de Medicina /UnB em parceria
com a Profa. Dra. Selma Aparecida Souza Kuckelhaus, mas foram finalizadas no
Laboratério de Histologia do Hospital Veterinario/UnB em parceria com o Prof. Dr.

Marcio Botelho de Castro.

As analises hematoldgicas e bioquimicas foram executadas no Laboratério de
Pesquisas em Doencas Imunogenéticas e Crbnico-degenerativas/UnB em parceria

com a Prof. Dr. Yanna Karla de Medeiros N6brega.

4.1.3. Modelo animal
Foram utilizados ratos Wistar Hannover fémeas (nuliparas e nao gravidas),
higidas, obtidos do Biotério de Producdo de Ratos-Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Sao Paulo(USP), no periodo de maio de 2016 a maio de 2017.
Os animais testados tinham idade entre oito e quatorze semanas e com o

peso entre 180 e 280 g no inicio dos ensaios, destacando que nho mesmo grupo a
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diferenca inicial do peso dos animais nédo superou + 20%, como preconizado pelo
Guia OECD 423.

Durante os ensaios o0s ratos foram mantidos agrupados em gaiolas de
polietileno (41 x 34 x 16cm) forradas com maravalha previamente autoclavada
(Figura 8), sob condi¢cdes de temperatura (22°C + 3°C) e umidade (30% a 70%)
controladas, em ciclos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro 102 19 Ademais
tiveram acesso ad libitum a agua potavel acondicionada em garrafas graduadas de
polietiieno e a racdo comercial (marca Purina ©) esterilizada pelo método de
irradiacdo gama, peletizada e balanceada para suprir todas as necessidades do

animal.

Para acompanhamento de consumo de racdo, agua, peso diario e sinais de
toxicidade os animais foram marcados, a partir da base da cauda, com nimero de

tracos feitos com uma caneta marcadora.

Figura 8. Ratos Wistar Hannover fémeas

4.1.3.1. Considerac0es éticas

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e delineado seguindo a
Diretriz Brasileira para cuidado e utilizacdo de animais para fins Cientificos e
Didaticos 3°, bem como pelos Guidelines publicados pela OECD (Organisation for

Economic Co-operation and Development) %2, Dessa forma a pesquisa foi
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desenvolvida de forma parcimoniosa, obedecendo obrigatoriamente os principios da
ética cientifica que norteiam o0s experimentos in vivo, para obtencdo de uma
pesquisa racional, na qual minimiza o uso de animais e seu sofrimento sem
comprometer a qualidade da pesquisa cientifica, consubstanciando o principio dos

3R’s de Willian Russel 99105,

O projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade de Brasilia, com aprovagdo UnBDoc n° 1293556/2015
(ANEXO ).

A eutanasia foi conduzida em acordo com as Diretrizes para Eutanasia em
Animais, do CONCEA “° e o Guia Brasileiro para Boas Praticas para Eutanasia em
Animais, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria %°. Ap6s a eutanasia e coleta
do material hematologico e histologico as carcagas dos animais foram descartadas

como preconiza a Lei Nacional de Residuos Sélido N° 12.305/2010 19,

4.2. METODO
4.2.1. Perfil fisico quimico
4.2.1.1. Ponto de fusao

A determinacdo do ponto de fusdo dos compostos 4p e 4bc foi realizada em
aparelho automatico marca Fisatom 430 D (método do capilar). Para a execucéo da
técnica, as amostras foram trituradas usando almofariz e pistilo de vidro. As analises

foram realizadas em triplicata.

4.2.1.2. Técnicas in silico (previsédo de pKa e solubilidade)

Todos os calculos foram realizados pelo software Marvin Suite®, da empresa
ChemAxon. O pKa dos compostos 4p e 4bc foi previsto por meio do método de
calculo empirico das cargas parciais ! 12 A previsdo da solubilidade foi obtida pela
ferramenta “Chemaxon’s Solubility Predictor’, que usa o método de avaliagdo da

solubilidade por fragmentos moleculares 3.



40

4.2.1.3. Determinagao experimental da solubilidade

A andlise experimental da solubilidade dos compostos 4p e 4bc foi realizada
utilizando o método do equilibrio empregando a técnica shake-flask 4 115 116 pg
equipamento shaker (Incubator Shaker Series — Innova ® 44). Foi definido como
condicdes para o teste a temperatura de 25°C, agitacdo 150 rpm pelo periodo de 24
horas.

Foram utilizados como meio de teste tampdes fosfato de pH 7 e pH 12. O
ensaio foi realizado nas concentragcées 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL para ambos os
tampdes e moléculas. Foram mensurados os pHs do material ap6s 0 acrescimento

dos compostos aos tampdes e ao fim das 24 horas de agitacao.

ApoOs as 24 horas as amostras foram retiradas do shaker e imediatamente
filtradas, por meio do filtro de seringa poro 0,45 pum (Millex® HV Membrana
Durapore® em PVDF) as aliqguotas foram avaliadas pelo método
espectrofotométrico. As leituras foram realizadas em 312 m, que corresponde ao

comprimento de onda de maior absorbancia do composto 4bc.

Concomitantemente o método analitico para a avaliacdo da solubilidade foi
determinado utilizando o filtrado da solu¢do menos concentrada (0,01 mg/mL), onde
houve 100% de dissolucdo. A partir dessa solucdo procederam-se as diluices
utilizando o meio de solubilizacdo correspondente, dessa forma obtendo as curvas

analiticas.

Os materiais filtrados correspondentes as concentracbes de 1,0 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,01 mg/mL foram diluidos e aferidos no espectrofotbmetro e foi entéo
definida a solubilidade. A partir dos resultados foi possivel comparar com o0s
critérios determinados pela Farmacopeia Brasileira para estabelecer o grau de

solubilidade dos compostos 7.

4.2.2. Formulacdes

4.2.2.1. Formulacéao Oral

Os compostos 4p e 4bc foram incorporados a um xarope simples, nas
concentragdes de 15 mg/mL e 100 mg/mL. O processo foi adaptado da Farmacopeia

Brasileira '8, como descrito no esquema.
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50g de sacarose + 30mL Aguecimento a 60 °C Completar o volume
de &gua purificada com agitag&o constante para 100 mL com agua

Essas concentracdes foram definidas de acordo com as doses preconizadas
pela OECD 423 e pelo requisito de administragdo de volume constante para todos
as doses, sendo o volume méaximo permitido para esse tipo de administracdo 1

mL/100g de peso corporal do animal.

Apobs o preparo prévio do xarope, 0os compostos em p6 foram macerados com
auxilio de almofariz e pistiio de vidro e adicionado (20%) do umectante

propilenoglicol, dando origem a fase 1 da formulagao.

Essa fase foi incorporada ao xarope seguida por 2 minutos no vortex para
mistura completa das fases e posteriormente submetida a 20 minutos no sonicador.

Como esquematizado abaixo.

Vortex por 2

~ Fase 1: Adicionar a : Completar o
Maceracdo Molécula + fase 1 ao minutos e volurrple com
dos poés il licol X sonicar por
propilenoglico arope 20 minutos xarope

A formulacdo foi preparada no maximo com 48 horas de antecedéncia a

administracdo e armazenada em vidro ambar a temperatura de 20°C.

4.2.2.2. Formulacdo Intravenosa

A formulacdo intravenosa foi desenvolvida para a obtencdo das

concentracfes de 1,0 mg/mL e 2,5 mg/mL.

Foi desenvolvida uma suspensédo de polissorbato em soro fisiologico, onde o
p6 macerado foi dissolvido em 7,5% de DMSO (dimetilsulféxido) com auxilio do
vortex. A mistura completa foi adicionado 7,5% do agente dispersante Polissorbato

80, seguida de sonicacéo por 20 minutos .
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dos poés DMSO minutos 80 minutos

a suspensao

x Fase 1: Vortex Adicionar . Completar o
Macerag&o [ Molécula+] [ por 2 ] [polissorbato] [Somcador 20] volume com

4.2.3. Experimentos in vivo

4.2.3.1. Toxicidade oral aguda

O ensaio de toxicidade aguda oral foi realizado de acordo com o Guia OECD-
423/2001, que preconiza doses fixas a serem utilizadas no ensaio (5mg/kg,
50mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg). Trés animais séo requeridos para cada dose
(Figura 9). A administracdo foi realizada via gavagem por sonda oro-gastrica (aco

inox- 16GA - 1,2mm x 38 mm), previamente esterilizada em autoclave 1%° 120,

De acordo com o protocolo quando ndo se tem conhecimento prévio da
toxicidade das amostras testadas é recomendavel que se inicie o teste com a dose
de 300 mg/kg, dessa forma essa foi selecionada como a inicial para o estudo. A
sequéncia do experimento depende da mortalidade (ou estado moribundo) ou néo
dos animais nessa dose, apos as 24 primeiras horas da exposicdo. A partir dessas
observacdes pode-se estimar a categoria toxicolégica, segundo GHS (The Globally

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals).

Tendo em vista que em nossos experimentos ndo houve morte ou
moribundez na primeira dose (300mg/kg) testada, testamos a maior dose
(2000mg/kg), e portanto foram utilizados 18 animais (12 animais com dose e 6
controles) para cada composto. A distribuicdo dos grupos é apresentada na Tabela
2.
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Figura 9. Etapas para a avaliagdo de toxicidade aguda de classes baseado no Guia da OECD 423

Tabela 2 - Desenho experimental para a avaliagdo da toxicidade aguda oral dos compostos 4p e 4bc

Doses

administradas Composto Teste 1 Teste 2
- Controle Xarope 2 L2 O ARG
- Controle Solugéo salina 2 L2 O ARG
o 300 mg/kg de peso 4p (-; (; (; (-; (-; (r
corporal el Tast Ta <l Taat Ta
# 300 mglkg de peso abc L L
corporal “st st Tas sl Tast T
o 2000 mg/kg de peso 4p (-; (; (; (-; (-; (;
corporal el Tast Ta <l Taat Ta
#2000 mglkg de peso abc L R

corporal

- “* “E

- - “E




44

Para a dose de 300 mg/kg, os animais ficaram em jejum por 8 horas

anteriores as administracdes, com acesso livre apenas a agua, sendo a racao

permitida apos 4 horas da administragao.

Para a dose de 2000 mg/kg, devido a limitacdo da solubilidade dos compostos
na formulacao, foram necesséarias duas administrac6es dentro do intervalo de 24h,
respeitando um intervalo de 8 horas entre as doses para completo esvaziamento

gastrico. Tal procedimento é previsto pela OECD-423, sendo assim o animal
permaneceu em jejum pelo periodo total entre as doses.

4.2.3.2. Toxicidade intravenosa aguda

O ensaio de toxicidade aguda intravenosa foi realizado de acordo com a
adaptacdo do Guia OECD-423/2001 e também baseado no estudo de Torres et
al.,2013 %. As doses utilizadas no ensaio foram: 1,0 mg/mL/kg ,2,5 mg/kg ou 5,0

mg/kg, na qual o nimero de cinco animais foi requerido para cada dose.

A administracdo foi realizada pela injecdo intravenosa através da veia da
cauda, essa técnica requer o uso de dispositivos de retencao Figura 10. Os
dispositivos foram limpos a cada injecao com alcool 70% e com agua abundante
para evitar o estresse induzido por feromdnio ou infecgdo cruzada ° 120 121 Apés os
animais serem acondicionados, a cauda foi aquecida em agua morna (30-35°C) por

até 3 minutos, para garantir a vasodilatacdo e facilitar o acesso as veias laterais. 12°,

Figura 10. Animal acondicionado no dispositivo de retencéo
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Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 animais sendo que
0 peso nao variou mais que 20% em relacdo a média do grupo. Foram utilizados 25
animais no total para a avali¢cao toxicol6gica aguda intravenosa do composto 4bc.

Foi necesséria a inclusao de dois grupos controles, o primeiro corresponde ao
grupo controle suspensao na qual foi administrado apenas a formulagdo de
incorporacdo dos compostos, e 0 segundo foi administrado a solucéo salina (NacCl
0,9%), que foi nomeada como grupo controle salina.

O grupo | recebeu a dose de 1mg/mL/kg, o grupo Il a dose 2,5 mg/kg e o
grupo Il a dose 5mg/mL/kg do composto 4bc, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Desenho experimental para a avaliacdo da toxicidade aguda intravenosa do composto 4bc

Doses administradas Composto Grupos
& Controle Suspens&o o L 2 Lo L2,
& Controle Solugéo salina o 2 Lo Lo 2
& 1mg/kg de peso corporal 4bc T2 8 2 2 L0
/_}\“ 2,5 mg/kg de peso Abe T
corporal wrt Tast Tast Tast s
& 5mg/kg de peso corporal 4bc o 2 Lo Lo 2

4.2.3.3. Avaliacdo dos sinais de toxicidade

Apés a administracdo pela via oral e intravenosa foram realizadas
observacfes comportamentais sistematicas durante as primeiras 24 horas, nos
tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas e nos
sequentes 13 dias uma vez diariamente, até a eutanasia que foi realizada no 14° dia

do estudo.

Por meio do screening hipocratico os parametros analisados foram: frémito

vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, convulsao,
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tremores finos e grosseiros, contor¢do, ere¢cédo de cauda, tremor, motilidade, diarreia,
chiados, cocar focinho, salivacdo excessiva, hiperatividade, dilatagdo ou contragéo

da pupila, lacrimejamento, piloerecdo, hipotermia, hipertemia e cianose 122 123,

A intensidade, duracéo e progressdo dos sinais foram anotadas e tabuladas
numa escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para andlise

posterior 122,
4.2.3.4. Avaliagao ponderal

O ganho de massa ao longo dos 14 dias de ensaio foi verificado pela
pesagem diaria dos animais e sua evolucao individual comparada com a dos
animais que receberam o mesmo tratamento e dose, bem como com o controle e

com as diferentes doses do composto testado.
4.2.3.5. Avaliacdo do consumo de racdo e agua

O parametro de consumo de agua e ragao também foi avaliado como possivel

efeito de toxicidade e mensurados diariamente durante os 14 dias de experimento.

Como os animais foram alojados de forma coletiva 0 consumo analisado néo
foi individual, sendo na verdade representativo do tratamento que os animais foram
expostos. Diante disso, foi necessaria uma analise da média de consumo, relativa ao

somatério do peso dos animais, calculado pela formula abaixo.

. consumo de ragdo didrio médio(g)
CONSUMO (ragao) =

massa média dos animais (g)

De forma semelhante foi realizada a avaliacdo do consumo de agua, porém a

média foi expressa em mL/ g.

consumo de agua didrio médio(mL)

CONSUMO (hidri =
(hidrico) massa média dos animais (g)

4.2.3.6. Avaliacdo anatomopatologica

No décimo quarto dia os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(180mg/kg Thiopentax®, Cristalia) e eutanasiados por exsanguinacdo (puncéo

cardiaca) e foi entdo realizada a coleta dos 6rgaos.

Os orgdos foram avaliados em busca de alteracbes macroscopicas,

comparando-se com o0s 6rgdos dos animais do grupo controle, nas quais foi
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observada alteracdo de cor, forma, tamanho, presenca de hemorragias e sinais de

necrose.

Os o6rgéos (baco, tireoide, timo, coracdo, pulmdo direito e esquerdo, rim
direito e esquerdo, figado estdmago, Utero com o ovario) foram pesados e
normalizados em relacdo & massa total do animal, gerando o parametro “indice do

orgéo”, calculado seguindo a férmula abaixo 24,

. s massa do 6rgao(g)
INDICE DO ORGAO = ; x 100
massa do animal (g)

4.2.3.7. Avaliacdo dos parametros hematolégicos

Uma fragéo (0,5 mL) do sangue obtido dos animais foi armazenado em tubos
contendo EDTA (tubos de microcoleta, Vacuette®). Uma gota do sangue coletado,

ainda sem anticoagulante, foi utilizada para se obter o esfregago sanguineo.

O sangue com EDTA foi utilizado para a realizagcdo do hemograma completo
(série vermelha, série branca e plaquetas). A analise foi realizada em contador
automatico ADVIA® 60. O esfregaco foi corado utilizando-se um corante pandtico
comercial (New Prov®) e analisado em microscopia 6ptica para confirmacdo das

contagens automaticas e realizacdo da contagem diferencial de leucocitos.

4.2.3.8. Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Uma fracdo (4 mL) do sangue obtido dos animais foi armazenado em tubos
com gel separador e ativador de coagulo (Vacuette®). O sangue foi submetido a
centrifugacdo por 4500 rpm durante 5 minutos para a obtencdo do soro, que foi
aliquotado e armazenado a -80°C até o momento da analise, quando o material foi
descongelado e avaliado no analisador bioguimico Respons®910 (DiaSys®). Foram
analisados os seguintes parametros: albumina, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, calcio, colesterol, bilirrubina total e fracGes, fosfatase alcalina,

glicose, HDL, LDL, triglicerideos, proteinas totais e ureia.
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4.2.3.9. Histologia
4.2.3.9.1. Fixagao por perfusdo

Usando anestesia profunda foi realizada uma inciséo lateral de 5-6 cm através
do tegumento e da parede abdominal proximo a caixa toracica para assim expor a
cavidade pleural dando acesso ao coracdo do animal (Figura 11). Pelo ventriculo
esquerdo, administrou-se 40 mL de PBS (tampéao fosfato salino), e na sequéncia, 40

mL de formalina alcodlica.

Figura 11. Procedimento de inciséo para realizacéo da fixacdo por perfusdo 2°

O procedimento foi adaptado de Gage et al.,2012 %5, sem a utilizacdo de

bomba de perfusao peristaltica.

4.2.3.9.2. Perfus@o por imersao

Previamente a fixacdo, os 6rgdos foram clivados até cerca de 3 mm de
espessura para facilitar a penetracao do fixador e a difusdo dos reagentes durantes
as demais etapas *%°.

Os o6rgdos coletados foram imersos em solucdo de Formalina tamponada
10%, por no minimo 48 horas, com uma relacdo entre o volume do fixador e o
volume dos fragmentos de aproximadamente 20 vezes.

Apés a fixagdo completa o material foi acondicionado em cassetes

devidamente identificados.

4.2.3.9.3. Processamento dos tecidos

O processamento histolégico consiste nas etapas de desidratacao,

diafanizacéo, inclusdo em parafina e a finalizacéo pelo corte no micrétomo *27.
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A desidratagéo foi realizada por meio de quatro banhos consecutivos em

alcool 100% (v/v) por imersédo, com duracdo de uma hora cada.

Apl6s a desidratacdo, os tecidos passam pela diafanizacao/clarificagcdo por
imersdo em quatro banhos de Xilol 100% (v/v) por quarenta minutos cada.

A impregnacgéao (inclusao em parafina) foi realizada por meio de trés banhos
de uma hora de parafina (Parafina Low Melt,EASYPATH) fundida em estufa a 60 °C.

Os cortes de tecidos foram entéo fixados na parafina em moldes de metal na
posicdo vertical e no fundo da forma, com o auxilio de pingca pré-aquecida. O
material parafinizado foi mantido em temperatura ambiente e depois acondicionado
a 4°C para completo endurecimento da parafina e armazenado para realizacédo de
cortes de tecido no micrétomo (Rotary microtome, modelo RM2125, Leica®

Biosystems, Alemanha) em temperatura ambiente.

4.2.3.9.4. Microtomia

Os tecidos emblocados em parafina foram previamente resfriados por 30

minutos a 20°C antes do inicio dos cortes.

Os blocos foram cortados com espessura de 3 a 5 ym com o uso de navalha
descartavel de perfil alto - Leica® e os cortes coletados em laminas e colocados em
banho-maria a 37°C para serem distendidos. As laminas com o material adesivado
foram colocadas em estufa aquecida a 60°C, para remocéo do excesso de parafina

por 30 minutos, depois armazenadas a temperatura ambiente até a coloracéo.

4.2.3.9.5. Coloracdo com hematoxilina-eosina

Apés a microtomia o0s procedimentos gerais para a coloracdo sao:
desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo, clarificacdo e montagem da
lamina 127, O material histolégico foi corado com hematoxilina e eosina, corantes nédo
vitais.

Para a desparafinizacdo o material foi imerso em consecutivos banhos em
xilol e rehidratados em banhos de alcool absoluto e Agua, como descritos a seguir.

- 4 banhos em xilol, por 3 minutos cada,;

- 4 banhos em alcool, por 1 minuto cada;

- 2 banhos em 4gua destilada, por 1 minuto cada;



50

- Lavagem em &gua corrente, por 3 minutos;

- Lavagem em agua destilada, por 2 minutos;

A coloracao foi realizada pela imersdo em solucdo de hematoxilina de Harris
(5 g hematoxilina, 2,5 g 6xido mercurio, Alimen de Potassio 100 g, Etanol a 100%
50 mL, Agua destilada 1000 mL) por 5 minutos. Este procedimento é seguido de
lavagem em agua corrente para retirada do excesso do corante, finalizando com
imersao em agua destilada

O preparo do material para receber o corante acido é feito por mergulho em
alcool &cido (acido cloridrico 1% em &lcool 70%) seguido de lavagem em &agua
destilada e diferenciacdo por imersdo em Solucao de Carbonato de litio (0,05 g
carbonato de litio, agua destilada 100 mL) por 30 segundos e novamente lavagem
em agua destilada e por fim mergulhadas em eosina alcodlica 1% por 3 minutos.

Para finalizacdo do processo o material foi desidratado por meio de 4 banhos
em alcool absoluto por 1 minuto e prosseguiram em 4 banhos de xilol por 1 minuto
para a clarificacéo.

As laminas foram secas com papel absorvente e meio sintético Entellan
(Entellan new, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gotejado sobre o corte histolégico e

entdo a laminula foi fixada.

4.2.3.9.6. Analise histologica

A analise histologica foi realizada em colaboracdo com o patologista Prof. Dr.
Marcio Botelho de Castro através da observacdo das imagens dos cortes dos
tecidos obtidas em microscopio comum (Nikon, Eclipse E200-LED) e capturadas por

camera digital acoplada ao sistema.

4.2.4. Avaliacédo da biodisponibilidade
4.2.4.1. Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE)
4.2.4.1.1. Obtencdo das amostras

Foi realizada a coleta seriada de sangue apOs a administracdo oral dos
compostos 4p e 4bc e apOs a administracdo intravenosa do composto 4bc pela veia
retro sinus orbital 28 12°) nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora
e 30 minutos, 3horas e 4horas e 30 minutos apos a administragdo. Antes de cada

coleta foi administrado aproximadamente 0,2 mL (cerca de 5 gotas) de colirio



51

anestésico (Allergan®) contendo cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de

fenilefrina 0,1%.

Foi coletado o volume de 200uL em cada um dos tempos e entao
armazenados em tubo heparinizados (Tubo de microcoleta de 0,5mL, Vacuette®),
sendo os quatros primeiros pontos coletados do olho direito e os restantes do olho
esquerdo de cada animal. Foram utlizados trés animais por doselvia de
administracdo/composto, como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Desenho experimental para coleta de sangue seriada para predicdo do perfil de absorcéo

Via de Doses

administracéao administradas Composto Grupos

’ Controle Xarope GG
# Controle Solugio salina 2 L2 O
& 300 mg/kg de ap e e

peso corporal “s” Tas? Tas
& 300 mg/kg de Abc e e

peso corporal Pl S ) S
ra Controle Suspens&o RIS
Vd Controle Solugao salina GG
/‘)\“ 2,5 mg/kg de Abc CECE

peso corporal

R .
via intravenosa * via oral

Apbs a coleta os tubos foram centrifugados por 4500 rpm por 5 minutos para
a obtencdo do plasma, que foi aliquotado e juntado em um pool por grupo, por

tempo, e entdo armazenados a -20°C até a etapa de extracao.

4.2.4.1.2. Processo de extracao

O solvente acetato de etila utilizado para a extracao foi adquirido da empresa
Dinamica® e o acido tricloroacético da Sigma- Aldrich®, na qual foi preparada uma

solucéo de 20% desse acido.
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O plasma colhido dos animais foi descongelado e o volume de 400pL
transferido para um eppendorf, onde foi adicionado 20 pL de é&cido tricloroacético -
TCA a 20% (Sigma-Aldrich). Apés agitacdo em mixer por aproximadamente 2
minutos. Em seguida foram adicionados 2mL de acetato de etila P.A. (Dinamica®),
agitou-se em mixer por mais 1 minuto e a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de 0,22 um. O filtrado
foi evaporado a secura em um equipamento concentrador de amostras (speed vac —
Eppendorf® — Concentrator R301). O residuo foi ressuspendido em 50 pL de
acetonitrila (J.T.Baker®) e adicionado ao vial para andlise .

A curva padrao foi construida da mesma forma que as amostras, tendo sido
utilizado plasma branco (380 pL) adicionado de solugbes dos compostos em
acetonitrila (20 pL) obtendo as seguintes concentracdes no plasma: 0,25ug/mL, 0,5
pg/mL, 1,0 pg/mL, 2,0ug/mL e 5,0 pg/mL.

4.2.4.1.3. Analise

A identificacdo e quantificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatégrafo LaChrom Elite (Hitachi,
Toquio, Japdo) equipado com detector L2455 DAD (Hitachi, Toquio, Japdo), injetor
L2200, bomba L2130 e forno para coluna L2300. Os dados foram obtidos com o
software EZChrom Elite (version 3.3.2 SP1 Scientific Software. Inc.). Foi utilizada
uma coluna C18 Core Shell Kinetex (110mm x 4,6 mm, 5um) Phenomenex®, o forno
da coluna foi mantido a 25°C, o volume de injegao foi de 10 pL, o fluxo foi mantido a
1 mL/min e a deteccédo foi realizada no comprimento de onda de 312 nm para o
composto 4bc e 307 nm para o 4p. A fase movel foi constituida de gradiente de
Acetonitrila (Bomba C) e Agua (Bomba D), como detalhado na Tabela 5.

O método, previamente validado no laboratério, € linear no intervalo de

concentracdes proposto, e apresenta recuperacao entre 85% e 105%.
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Tabela 5 - Gradiente da fase mével para a deteccdo dos compostos 4p e 4bc

Tempo (min) Bomba C (%) Bomba D (%)
0-0,2 20 80
0,2-35 20 80
3,5-45 80 20
45-4,6 80 20
4,6-7,0 20 80

A identificacdo dos compostos ocorreu por meio da comparacgéo das areas do
pico da curva extraida em que as concentracdes sdo conhecidas com as areas

equivalentes (tempo de retencao e espectro similares) na amostra.

4.2.4.2. Fluorescéncia
4.2.4.2.1. Composto 4bc fluorescente

O composto 4bc fluorescente foi sintetizado e fornecido pelo Prof. Brenno
Amaro da Silva Neto (Laboratorio de Quimica Medicinal e Tecnoldgica -

Universidade de Brasilia), conforme Figura 12

OH CH,
0
o
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N
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Figura 12. 4bc fluorescente
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4.2.4.2.2. Desenho experimental

A avalicdo da biodisponibilidade foi realizada para as duas vias de
administracdo (oral e intravenosa), sendo necessaria a inclusdo dos controles
referentes aos veiculos utilizados na incorporacdo do composto 4bc (xarope e
suspensao), sendo a mesmas formulagdes utilizadas no ensaio de toxicidade aguda.

Para esses ensaios forma usados 4 ratos fémeas Wistar com 4 semanas e
peso de 160-180g, sendo 2 animais para o controle (xarope e suspensao) e um para
cada via de administracdo. O nimero de animais para esse ensaio foi reduzido em
decorréncia da pequena quantidade de amostra do 4bc fluorescente e por ser um
ensaio predominantemente qualitativo. Todos os animais forma previamente
depilados na regido abdominal.

O experimento foi realizado em duas etapas, primeiramente in vivo e
posteriormente ex vivo, metodologia adaptada de Moura (2017) 3! com a utilizacdo
do equipamento IVIS Lumina XR (Xenogen Corporation-Caliper, Alameda, CA,
USA), disponivel no laboratério de Genética e Morfologia da Universidade de
Brasilia, UnB.

Para a via oral a dose utilizada foi de 50mg/kg e o tempo de espera para
inicio das andlises foi de uma hora, ja para a via intravenosa a dose foi de 2,5 mg/kg
e a andlise foi iniciados apos 30 minutos da administracéo.

Apés a administracdo do composto pela via oral e intravenosa, 0s animais
foram levados para o equipamento de imageamento animal IVIS LUMINA® e
permaneciam anestesiados, com o0 uso do anestésico inalatorio isoflurano na
concentracao de 1,5%.

E segundo momento apos a retirada dos animais do equipamento eles foram
anestesiados (180mg/kg Thiopentax®, Cristalia), o sangue foi coletado por puncao
cardiacae o esfregaco sanguineo foi confeccionado. Esse material foi armazenado
ao abrigo de luz e apdés 24 horas analisado por meio da microscopia de
fluorescéncia.

Dos animais eutanasiados por exsanguinacdo foram coletados os 6rgaos
(coracéo, figado, rins e cérebro) e entdo analisados no IVIS LUMINA®, dessa forma
os dados foram obtidos e analisados pelo software Living Image.

O delineamento esta esquematizado na Figura 13.
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/’\G(.Eh .' <1 Adm.oral Esfregaco Microscopio de
Voo ) sanguineo fluorescéncia
Adm. IV

Reservar tubo de sangue

Adm. Oral Adm. IV _| Equipamento Coletar sangue .|  Exsanguinar - retirar o
1 hora 30 minutos | (IVIS Lumina XR) | cardiaco (tubo EDTA) | méximo de sangue possivel
Equipamento ) Orgos: Coracdo, Rins, . Dissecagéo dos
(IVIS Lumina XR) Figado e Cérebro animais

Figura 13. Delineamento experimental da analise da biodisponibilidade por fluorescéncia

4.2.5. Andlise estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico R. Todos os resultados
foram expressos como meédia + desvio padrdo. Utilizamos o teste ndo paramétrico
de Kruskall-Wallis para comparar a distribuicdo dos dados pertencentes a diferentes
grupos. Uma das vantagens em se utilizar um teste ndo paramétrico € que nao
precisamos saber qual € a distribuicdo dos dados, e ndo precisamos assumir, por
exemplo, que os dados sdo normalmente distribuidos. Para nossos experimentos
iSsO € uma vantagem, ja que o namero de repeticbes para checar a hipotese de

normalidade nesse caso ndo é viavel.

Primeiro, checamos se existe diferenca significativa utilizando todos os
grupos. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05. Na existéncia de diferenca
significativa, procedemos com o teste de Kruskall-Wallis, comparando de dois em

dois grupos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PERFIL FiSICO QUIMICO — 4p e 4bc
5.1.1. Ponto de fusao

A determinacao da faixa de fusdo do composto 4bc foi analisada em triplicada
e apresentou resultados compreendidos em intervalo entre 220 °C e 222°C (Tabela
6), sendo em média 11°C a baixo dos valores tedricos, especificado por Ramos et
al., 2012 (233-234 °C)'° e por Srinivas et al., 2004 (233-234 °C) 1%,

Tabela 6 - Resultado do ponto de fusdo do composto 4bc

Temperatura (°C) Média + Desvio

4bc Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 padréo
Inicio 220 221 220 220,3°C +0,6°C
Fim 221 222 221 221,3°C +0,6°C

Para o composto 4p nao foi possivel a determinacdo do ponto de fuséo, visto
gue nado ocorreu a liguefagcdo da amostra nas temperaturas descritas na literatura
175-176 °C 1° e 178-179°C 1%,

No momento que a temperatura atingiu faixa de 217°C - 219°C o po
apresentou-se completamente carbonizado e com a formacdo de grumos como
demostrado na Figura 14 e em nenhuma temperatura foi observada mudanca do

estado sdlido para o liquido.

o

Figura 14. Composto 4p apos atingir a temperatura 217 °C com aspecto carbonizado.

A variacdo dos pontos de fusao determinados com os descritos na literatura

pode ter sido causada pela existéncia de polimorfos cristalinos do 4p e 4bc, o que
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significa que esses compostos tém a capacidade de existir em mais de uma forma
cristalina gerando diferentes conformacgfes cristalograficas. A existéncia dessas
formas polimorficas pode afetar os pardmetros fisico-quimicos, como solubilidade,
ponto de fusdo e sublimacéo, velocidade de dissolucéo, densidade, higroscopicidade
e estabilidade 34 Além desse fato, pode ainda ter ocorrido variacdo na
determinacao do inicio da fusdo, visto que a leitura da temperatura no termémetro foi

realizada a olho nu.
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5.1.2. Previsao do pKa

Com auxilio do software Marvin Suite®, foi calculado o logaritmo da constante

de dissociacao acida dos compostos 4bc e 4p, conforme Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados do pKa dos compostos 4bc e 4p

Estrutura quimica pKa
o CH,
|
o)
1. 9,87
4bc o 2. 10,93

1. 9,15
2. 10,89

4p

5.1.3. Determinacéo de solubilidade

5.1.3.1. Predicéo de solubilidade — In silico

Com auxilio do software Marvin Suite ® foi calculado que acima do pH 12 os
compostos 4p e 4bc apresentariam melhor solubilidade em agua, conforme Figura
15 e 16 respectivamente. A unidade logS é uma unidade comumente utilizada na
mensuracdo da solubilidade, e representa o logaritmo da solubilidade em mg/mL.
Isto equivale a dizer que, para os compostos em estudo, a solubilidade prevista seria

de aproximadamente 1 mg/mL (logS = O; portanto S = 1) na faixa de pH acima de
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12. Abaixo de pH 8, a solubilidade prevista seria de aproximadamente 0,0025mg/mL
(logS = -2,6; portanto S = 0,0025).

logS vs pH

&
0.6 W ethyl 4-(4
by droscy -3-
methoxyphe

Figura 15. Predicdo da solubilidade do composto 4bc em fungéo do pH do meio

log$s vs pH

W sthyl 4-42-
by diroey phe

|'D|;'.'£

pH

Figura 16. Predicdo da solubilidade do composto 4p em fun¢éo do pH do meio

5.1.3.2. Determinacéo experimental da solubilidade

O resultado de solubilidade do composto 4bc foi obtido a partir do método

espectrofotométrico previamente validado.

A curva padrao (Figura 17) tracada para a determinacdo das concentracfes
do composto 4bc solubilizado foi realizada nas concentra¢des de 0,01 mg/mL; 0,005
mg/mL; 0,0025 mg/mL; 0,00125 mg/mL e 0,001 mg/mL e dados estdo expressos na
Tabela 8.
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Tabela 8- Dados da curva analitica espectrofotométrica do composto 4bc

Pontos Média + Desvio padréo
0,01 mg/mL 0,480 + 0,002
0,005 mg/mL 0,247 £ 0,006
0,0025 mg/mL 0,086 + 0,003
0,00125 mg/mL 0,061 £ 0,003
0,001 mg/mL 0,051 + 0,002
0,6
0,5
."
0,4
© y = 47,676x
2 03 2 = 0,9909
E .
38 02
<
o®
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Concentragdo [mg/mL]

Figura 17. Curva padrao do composto 4bc, onde y é a equagéo da reta.

De acordo com o termo de descri¢do de solubilidade proposto por Manadas et
al., 2002 ** e pela Farmacopeia Brasileira de 2010 '/, o composto 4bc é descrito
como praticamente insolavel em tampéao fosfato pH 7 e pouco soluvel em pH 12,
como apresentado na Tabela 9. Em termos quantitativos, podemos afirmar que a

solubilidade do composto 4bc encontra-se préxima a 0,01 mg/mL, em pH 12.
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Tabela 9 - Resultado da solubilidade do composto 4bc em meios de pH 7 e 12

Concentragéo planejada Concentragéo aferida Concentragéo aferida

Tampéao fosfato -pH7  Tampadao fosfato - pH 12

4bc [0,1mg/mL] [0,00857 mg/mL] [0,0102 mg/mL]

4bc [0,01mg/mL] [0,00611mg/mL] [0,00951 mg/LmL]

A Figura 18 demonstra o aspecto das solu¢cbes em pH 7 e 12 do composto
4bc.

i
' ?,L\x;\w\\j\\

yﬁoag

Figura 18. Composto 4bc apés 24 horas de agitacéo e temperatura controladas em tampdes de pH 7
e 12 respectivamente.

Para o composto 4p, levando em conta que ndo houve solubilizacdo total nem

mesmo na concentracdo inferior (0,0lmg/mL), ndo foi possivel realizar a

metodologia para a afericdo da solubilidade. Consideramos, portanto, que

independente do pH, o composto 4p é praticamente insolivel em &agua, como
apresentado na Figura 19.
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o

o)
20

Figura 19. Composto 4p ap6s 24 horas de agitacdo e temperatura controladas em tampdées de pH 12
e 7 respectivamente.

A acgdo dos farmacos esta relacionada a farmacocinética e existem fatores
gue determinam a liberacdo e a cinética dos compostos no organismo, sendo as
propriedades fisico-quimicas cruciais para a conclusdo dessa etapa sendo 0s
principais a: como ionizacéo (acido/base), coeficiente de particdo e a solubilidade.
Além disso, as caracteristicas de liberacdo do composto sdo importantes, a exemplo

desintegracdo/ desagregacao e a dissolucdo do farmaco 3 2° 107,

Os resultados apresentados estdo em consonancia com a literatura, que
descreve a baixa solubilidade dos derivados diidropirimidinona °. No trabalho de
Ramos (2012) foi descrito que os compostos 4p e 4bc somente foram sollveis em
solventes organicos polares como o dimetilsulfoxido (DMSO) e a dimetilformamida
(DMF), sendo estes inviaveis para a administracdo in vivo, ja que nas quantidades
gue seriam necessarias para dissolver o material a ser administrado esses solventes
sozinhos poderiam mostrar-se téxicos demais para 0s animais, interferindo no
resultado da andlise. 10 136 137 138 Dijante dessa caracteristica fisico-quimica fez-se
necessaria a incorporacao desses compostos em veiculos estruturados, nas formas

farmacéuticas de xarope (oral) e suspensao (intravenoso).

Essa limitacdo de solubilidade é também descrita para o Monastrol 3 e para

o Paclitaxel (Taxol) 1% e foi um dos fatores para a descontinuidade de ensaios
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clinicos para esses compostos e estimulo para a quimica medicinal desenvolver

derivados com um melhor perfil de solubilidade ° 141,

A solubilidade est4d diretamente relacionada a biodisponibilidade de
substancias no organismo, pois antes que eles possam atravessar as membranas
que dividem o sitio de absor¢do da circulacdo precisam estar em forma de solucao,
dessa forma a dissolugdo é um pré- requisito para 0 movimento através da parede
intestinal, em casos que essa etapa é incompleta ocorre uma baixa penetracdo nas

membranas intestinais e consequentemente baixa biodisponibilidade 17,

5.2. TOXICIDADE AGUDA

5.2.1. Toxicidade oral aguda —4p e 4bc
5.2.1.1. Avaliagéo da toxicidade sistémica
5.2.1.1.1. Mortalidade

Apés o tratamento agudo com a menor dose (300mg/kg) para os dois
compostos, 4p e 4bc, nenhum dos trés animais apresentou morbidade ou
mortalidade nas primeiras 24 horas apés o tratamento. Dessa maneira, foi repetido o
teste nesta mesma dose em outros trés animais e o0 resultado anterior foi
confirmado. Seguiu-se para a maior dose (2000mg/kg), que também ndo gerou
morbidade ou mortalidade em nenhum dos trés animais expostos. A repeticdo dessa
dosagem confirmou a auséncia de letalidade nessa dose. Nos 13 dias subsequentes

as doses nenhum obito foi registrado.

O objetivo do guia OECD 423 nao € a determinacao precisa do valor da DL50,
% mas sim determinar o potencial de novas substancias causarem danos a saude
142 143 e assim as classifica em categorias de risco segundo GHS (The Globally

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals).

O ensaio de toxicidade aguda descrito pelo Guia 423 %2 preconiza que caso
nao ocorra Obito de mais de um animal dos seis que foram expostos a dose de
2000mg/kg, o valor da DL50 pode ser considerado como o intervalo entre
2000mg/kg e 5000mg/kg. Ambos 0s compostos se enquadram nessa faixa, que de

acordo com o GHS, pode-se chamar de Categoria 5 de toxicidade.

O resultado mantém um correlacdo positiva com 0s ensaios in vitro realizados
com esses compostos, que indicam atividade citotéxica significativa para células de

adenocarcinoma mamario MCF-7 e MDA-MB-231, mas efeitos pouco significativos
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em células normais (fibroblastos), mesmo sendo exportas a elevadas doses por 72

horas °.

Existem diversos trabalhos que avaliam a citotoxicidade e atividade
antitumoral dos derivados DHPMs em ensaios in vitro 42 144 145 146 147 g entanto os

estudos de toxicidade in vivo estdo ainda em fase inicial 6 % .

Nesse contexto o estudo da avaliagdo toxicoldégica e toxicocinética
desenvolvido por Torres (2014) tém sido utilizados como um bom comparativo para
no nosso trabalho tendo em vista a similaridade estrutural e do perfil citotoxico do
composto LaSOM 65, que também ndo apresentou morte durante os 14 dias de
ensaio. Diferentemente do nosso trabalho, Torres e colaboradores testaram doses

mais baixas (50, 100 e 150 mg/kg)do que as preconizadas pelo protocolo OECD 423
96

521.1.2. Sinais clinicos de toxicidade

O screening hipocratico € um ensaio clinico prévio (til na avaliacdo das
atividades farmaco-toxicologicas de compostos em ensaios agudos, subcronicos e

Dentre os vinte parametros avaliados (frénito vocal, irritabilidade, resposta ao
toque, resposta aperto cauda, convulsdo, tremores finos e grosseiros, contorcao,
erecdo de cauda, tremor, pouca motilidade, diarreia, chiados, cocar focinho,
salivacdo excessiva, hiperatividade, dilacdo ou contracdo da pupila, lagrimacéo,
piloerecdo, hipotermia, hipertermia, cianose e coma) apenas a piloerecdo e a

diarreia foram observados.

A Tabela 10 descreve guantos animais por grupo apresentaram 0s sinais
clinicos de toxicidade, a intensidade e o periodo que foram observados sendo

analisados a temperatura ambiente.
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Tabela 10 - Namero de animais que apresentaram os sinais clinicos de toxicidade e a intensidade

Intensidade (0= ausente, l=raro, 2= pouco, 3=moderado, 4=intenso) nos diferentes grupos do

experimento de toxicidade aguda via oral.

Toxicidade aguda oral (4bc e 4p)

Sinal | Tempo Controle  Controle 4p 300 4p 2000 4bc 300 4bc 2000
clinico Salina xarope mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Intensi
dade 0123401234012340 123401234012314
S, 15min 3 3 3 3 3 12
g
S 30min 3 12 12 12 12 12
a
15min 3 21 3 1 2 12 12
oo
% 30min | 3 3 3 2 1 3 21
8
60min 3 3 3 3 3 21

Analisando o parametro de ericamento de pelo todos os animais dos grupos
tratados e controles apresentaram-no nos primeiros 5 minutos apos a administracao,
cessando ap6s 30 minutos em intensidade rara ou pouco. Diante disso € plausivel
acreditar que esse efeito ocorreu em virtude do estresse gerado pela manipulacao
dos animais durante o procedimento da gavagem %,

O parametro da diarreia foi presente nos animais dos grupos tratados e no
controle xarope de forma rara, apresentando as excrecfes com consisténcia
diminuida e aquosa. Como esse sinal clinico foi apresentado por no minimo dois
animais de cada grupo ndo é possivel correlaciona-lo com a exposicdo aos
compostos 4p e 4bc, mas sim a algum componente do xarope, pois esse efeito
também foi presente no grupo desse controle.

Na avaliacdo dos sinais clinicos ap6s administracéo oral do LaSOM 65 néo foi
observado nenhum efeito adverso significativo. No entanto, como ja comentado, o
LaSOM 65 foi administrado em doses bem menores (50, 100 e 150 mg/kg) e o

veiculo utilizado n&o foi um xarope .
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5.2.1.2. Avaliagéo ponderal

O monitoramento da massa corporal dos animais durante o ensaio de
toxicidade aguda é um importante indicativo de toxicidade. Se a reducédo de peso for
acima de 10% em relacdo ao peso anterior ao tratamento considera-se como

indicativo de toxicidade presente 152 153 154,

A massa corporal dos animais foi avaliada diariamente durante os 14 dias de
tratamento, sendo que entre o dia 0 e 1 os animais ficaram em jejum cerca de 4
horas anteriores e posteriores as administracdes e por 12 horas entre o dia 13 e 14

como medida prévia da eutanasia.

Foi observada diminuicdo da massa corporal apenas no grupo controle salina,
pela avaliacdo da distribuicdo empirica dos dados através dos box plots
apresentados na Figura 20.

O ganho de peso dos grupos de tratamento apresentou perfil semelhante,
inclusive as medianas estdo bem préximas, no entanto 0os grupos controles tiveram
menor ganho de peso em comparacdo com o0 grupo 4p 2000mg/kg, sendo assim

apresentada diferenca estatistica entre esses grupos.

40

30

20 I T— Grupos .
— Controle Salina
. 1 Controle Xarope
3 [ &4p - 300mg/Kg
| +14p - 2000mg/Kg
10- ¥ +4bc - 300mg/Kg
f 4bc - 2000mg/Kg

Ganho de Peso (g)
|

-101
| . : ; ‘ 4 .
Controle Salina Controle Xarope 4p - 300mg/Kg 4p - 2000mg/Kg 4bc - 300mg/Kg 4bc - 2000mg/Kg

Figura 20. Ganho de peso dos ratos nos diferentes grupos experimentais (oral) durante os 14 dias de
ensaio, representado por box plot dos intervalos interquartis (Q1-Q3) e mediana

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).
a Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle salina (p<0,05).
b Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle veiculo (p<0,05).
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Os dados também foram expressos no grafico de linhas (Figura 21), que
representa a evolugédo ponderal dos grupos em funcdo do tempo, onde se pode
observar que entre o 13° e 14° dia ocorreu uma reducdo do peso em todos 0s
grupos devido ao periodo de jejum de 12 horas. Ndo houve reducdo de massa
acima de 10%, indicando que a exposi¢cao aos compostos ndo gerou efeito negativo

no desenvolvimento corporal.

260-

250-

240- | Grupo
° ; Controle Salina
o Controle Xarope
8 +4p - 300mg/Kg
Y 230- : : - 4p - 2000mg/Kg
- . = . 4bc - 300mg/Kg
o - S 4bc - 2000mg/Kg
A\ / ' N\
220- 3 » ¥ o N — / \'
§ o
210-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dia

Figura 21. Evolucdo da massa corporal dos ratos nos diferentes grupos experimentais durante o teste
de toxicidade oral aguda

Realizou-se a analise de ganho de massa total, entre 0 1° e 14°dia, a fim de
se obter as diferencas entre os grupos. Foi encontrada diferenca significativa entre o
grupo Controle Salina e o grupo de tratamento do 4p maior dose ratificando que o
grupo controle salina foi o que se comportou de forma diferente, com menor ganho

de massa, em relacdo aos animais expostos aos compostos 4p e 4bc.

O menor ganho de peso encontrado no grupo salina pode estar relacionado a
maior massa inicial encontrada para os animais desse grupo, na qual o crescimento

corpéreo tende a estabilizar, ganhando massa de forma mais lenta.

5.2.1.3. Avaliagdo do consumo de racéo e agua

A analise de consumo hidrico e de alimentos em experimentacdo animal é

avaliada como parametro de seguranga das substancias testadas, pois a reducéo de
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peso em geral apresenta-se como efeito da reducdo desses consumos, portanto

esse controle foi realizado para avaliar possivel toxicidade dos compostos 4p e 4bc
155 156

As relagBes de consumo estdo intimamente ligadas a massa do animal, dessa
forma para a avaliacdo estatistica foi analisada a média do consumo diaria, relativa
ao somatorio da massa diaria dos animais. Assumiu-se que os periodos de maiores
ganhos de peso coincidem com aqueles de maior energia metabolizavel ingerida. No
presente estudo foi ndo foi realizada a mensuragdo do consumo individual dos
animais e sim dos grupos, portanto os dados apresentados nos gréaficos foram

plotados com o somatéria dos consumos dos trés animais pertencentes ao grupo.

Conforme os resultados descritos na Figura 22 nao houve diferenca

significativa no consumo de racdo entre 0s grupos experimentais.

Consumo de ragao

S
s
-

! Grupo

. Controle Salina

i ] f Controle Xarope

i | : #14p - 300mg/Kg

} t = 4p - 2000mg/Kg
I Q| S 4bc - 300mg/Kg
i 1 ‘ 4bc - 2000mg/Kg

Consumo de ragdo (g) / Peso (g)
o
N

0.11
Controle Salina Controle Xarope 4p - 30i)mg/Kg 4p - 2000mg/Kg 4bc - SOOmg/Kg 4bc - 2000mg/Kg

Figura 22. Relag&o de consumo de rag&o por peso corporal dos trés animais pertencentes aos grupos
experimentais (oral) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos
interquartis (Q1-Q3) e mediana

Os dados foram expressos em grafico de linhas para representar a evolucao
do consumo de racéo entre os grupos durante os 14 dias de estudo (Figura 23). Os
animais ficaram em jejum de racao por 12 horas anteriores a eutanasia, portanto ndo

foi contabilizado o consumo entre o dia 13 e 14.



69

Consumo de ragao
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Figura 23. Evolucdo do consumo de racéo por peso corporal dos diferentes grupos experimentais ao
longo de 14 dias (oral)

Conforme os resultados descritos na Figura 24 nao houve diferenca

significativa no consumo de agua entre 0s grupos experimentais.

Consumo de agua

o
@

i ! I ! Grupo

06 ; ! —— t i | <1 Controle Salina

i H $ . + Controle Xarope
& ' — s 3 &14p - 300mg/Kg
! i L. } £14p - 2000mg/Kg
s T e s
2 : C - m

¢ (] ’ § i 2 | 9/Rg

Consumo de agua (ml) / Peso (g)
o
2 ¢

o

Controle Salina Controle Xarope 4p - 300mg/Kg 4p - 2000mg/Kg 4hc - 3dOmg/Kg 4hc - 2000mg/Kg

Figura 24. Consumo de 4gua por peso corporal dos trés animais pertencentes aos grupos
experimentais (oral) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos
interquartis (Q1-Q3) e mediana
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Os dados foram expressos em grafico de linhas para representar a evolucéo

do consumo hidrico entre os grupos, no decorrer do tempo total de avaliacdo, Figura

25.

Consumo de agua
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Figura 25. Evolugcdo do consumo de agua por peso corporal dos diferentes grupos experimentais ao
longo de 14 dias (oral)

A literatura relata o consumo médio de racdo de ratos adultos entre 10 e 20
gramas, consumo hidrico entre 20 e 45 mL por dia. Observando a média dos
consumos dos animais/grupo todos estédo dentro da faixa de normalidade 5! 157 esse

resultado indica que a exposicado aguda oral dos compostos 4p e 4bc néo foi capaz
de gerar efeitos sobre a ingestéo hidrica e alimentar.

5.2.1.4. Avaliacdo anatomopatologica

A avaliacdo da toxicidade macroscépica foi realizada por analise durante as
necropsias dos animais no 14° dia ap6s a administracdo dos compostos. O exame
macroscopico incluiu a avaliacdo da toxicidade hematopoética (timo e baco),
toxicidade de érgados centrais (pulmdes, coracao, figado, trato gastrointestinal, rins e
cérebro) e outros orgdos analisados devido a acdo sistémica dos antitumorais
(pancreas, tireoide, ovario, Utero, cérebro e musculo). Embora essa analise ndo seja

exigida pela ANVISA na avaliacdo aguda de toxicidade, este perfil preliminar auxilia
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no conhecimento das doses toleradas, os 6rgados alvos de toxicidade e o potencial
de recuperacéo dos efeitos toxicos 9.1%8

No estudo anatomopatolégico nenhuma alteracdo dos 6rgados foi observada
nos animais tratados com o 4p e 4bc nas doses 300mg/kg e 2000mg/kg, bem como
nos animais do controle que receberam o salina e o xarope. Unica excecéo faz-se
ao aumento do volume de alguns o¢rgdos (figado, timo e pulméo) apdés o
procedimento de fixagc&o por perfuséo.

Resultado semelhante foi encontrado no trabalho de Torres (2014) para os

rins, figado, pulméo, coracéo e adrenal °.

O figado possui importancia impar, devido a sua alta atividade enzimatica, na
maioria dos processos de biotransformacdo e consequentemente é o maior
responsavel pelos processos de degradacao e bioativacdo de compostos. Por isso,
e também um 6rgao muito suscetivel as intoxicacdes. No caso dos antineoplasicos
convencionais, o quadro de disfuncédo hepatica frequentemente € reversivel com a
interrupcdo da quimioterapia '%°, apesar de poder chegar a desenvolver lesGes
graves como a cistite hemorragica que é um efeito toxico das ciclofosfamidas %°. No
presente estudo nado foram reportadas lesGes macroscopicas ou sinais de

inflamacéo nesse orgao.

Os rins sdo 0Orgaos essenciais na manutencdo da homeostase, pois sdo
responsaveis pela filtracdo do sangue, secrecdo de substancias e regulacdo do
volume liquido corporal. Nado foram encontradas lesbes renais e esse resultado é
positivo, considerando que varios antineoplasicos como metotrexato ¢!, docetaxele

e ciplastina causam lesdes renais em animais de experimentacdo e em humanos 62
163

Os ensaios conduzidos nesse estudo sdo 0s primeiros in vivo para 0s
derivados 4p e 4bc, portanto foi realizada uma analise exploratéria dos diversos
orgaos, nao sendo direcionada apenas ao figado e aos rins. Os resultados indicaram
gue de forma geral as diidropirimidinonas testadas ndo causaram alteracoes

macroscopicas nos multiplos érgéos, conforme Figura 26.
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Figura 26. Fotografia dos 6rgaos dos diferentes grupos experimentais (oral).

A=Cérebro 4p (2000mg/kg) ; B=Timo 4p (2000mg/kg); C= Corac¢éo 4bc (2000mg/kg) ; D=Pulméao 4bc
(2000mg/kg); E= Figado 4p (2000mg/kg); F= Rim 4bc (2000mg/kg); G= Bago 4p (2000mg/kg); H=
Estdmago 4p (2000mg/kg); I= Intestino Delgado 4p (300mg/kg); J= Musculo 4bc (300mg/kg); K=
Utero e ovario; L=Tiredide 4bc (2000mg/kg)
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5.2.1.5. Avaliacéo dos indices dos 6rgaos

Foram avaliadas as massas relativas da tiredide, coracdo, timo, figado
pulmao (direito e esquerdo), rins (direito e esquerdo), estbmago, utero e ovario e
baco.

As massas dos 6rgdos, normalizadas pela massa corporal dos ratos estdo
expressos na Tabela 11 e nédo foi encontrada diferenca significativa no indice de
massa da tiredide, coracao, rins, baco, Utero e ovario.

No momento da perfusdo apesar de se tomar todos os cuidados referentes a
pressao exercida na injecdo dos fluidos (PBS e Formalina) a distribuicdo pelos
orgaos ndo foi igual em todos os animais, assim o timo, figado e pulméao
aumentaram de volume apds o processo de fixagdo por perfusdo, dessa forma foi
gerado um importante interferente nos resultados do indice desses 0rgaos, ja que
eles s6 foram pesados apdés a completa fixagdo. O uso de bomba para perfuséo
poderia ter diminuido esse interferente, e € uma sugestéo para trabalhos futuros que
visem realizar esse tipo de avaliacéo.

O estudo dos o6rgéos linfoides é de fundamental importancia na demonstracao
das alteracbes dos compartimentos imunolégicos quando expostos a agentes
estranhos ao organismo. O timo € a glandula responsavel pela maturacdo de
linfocitos T, importantes na resposta imunitaria do organismo. Dessa forma sua
avaliacdo anatomopatolégica e histoldgica é interessante %4, Em relacdo ao peso
relativo apresentou diferenca significativa entre o grupo 4p 300 mg/kg e os controles
do veiculo - xarope (CX) e salina (CS) e com o 4p 2000 mg/kg. A diferenca foi
decorrente de um aumento no tamanho desse 6rgdo nos animais tratados com a
menor dose do 4p. Credita-se a perfusdo esse resultado, tendo em vista que o grupo
tratado com a maior dose ndo apresentou nenhuma alteracao nesse parametro.

No figado a diferenca significativa foi atribuida apenas entre os grupos 4bc
2000 mg/kg e o CX.O valor médio do grupo controle € maior que do tratado, portanto
esse leve aumento reportado ndo esta relacionado com a exposi¢cdo ao composto e
provavelmente esta vinculado ao procedimento de perfusao.

Foram encontradas diferencas significativas nas massas relativas dos
pulmdes, mas ndo houve o aumento em ambos os lados, nem mesmo observou-se

o efeito nos grupos de maior dose, ratificando a hipotese que a fixacado por perfusao
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aumentou o volume do 6érgdo em animais de diferentes grupos gerando algumas
diferencas estatisticas, mas que nao séo clinicamente significantes.

Para o estbmago, a diferenca significativa apresentada entre 0S grupos
tratados e controle, foi somente encontrada entre o grupo 4p 300 mg/kg e o CS.



Tabela 11- Valores médios dos indices dos 6rgaos (+ desvio padrdo) em ratos fémeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 200mg/kg

e grupos controles

Controle Controle ap ap 4bc 4bc

Salina (CS) Xarope (CX) 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

Tiredide 0,07 £0,01 0,07 £0,01 0,07 £ 0,02 0,06 + 0,01 0,06 +0,01 0,06 £0,01
Coragéo 0,26 £ 0,05 0,2 +0,06 0,29 + 0,04 0,25+0,04 0,28 +0,05° 0,22 £ 0,06
Timo 0,37 £ 0,02 0,35 £ 0,06 0,43 + 0,03 2b¢ 0,34 £ 0,03 0,42 +0,07 ¢ 0,32 £ 0,05
Figado 0,66 0,23 0,65 = 0,17 0,67 £0,36 0,62 £0,19 0,38 £ 0,19 0,41 +0,07°®
Pulmé&o direito 0,37 £0,12 0,41 +£0,11 0,61 +0,12 abc 0,33 +£0,08 0,62 + 0,24 bd 0,23 £ 0,06
Pulméo esquerdo 0,37 £ 0,04 0,33 £ 0,07 0,4+0,03 0,36 + 0,04 0,43 + 0,02 &bd 0,35 +0,03
Rim direito 3,50 £ 0,06 3,60 £ 0,09 3,80 +0,03¢ 3,40 £ 0,03 4,20 + 0,02 3,40 £ 0,03
Rim esquerdo 3,28 £0,7 3,66 = 1,56 3,58 £ 0,26 3,85+0,42 3,40 £ 0,25 3,45 £0,23
Estbmago 0,62 = 0,07 0,65+0,1 0,72 £ 0,06 &°¢ 0,57 £ 0,07 0,68 + 0,03 0,63 £ 0,03
Utero e ovario 0,41 £ 0,15 0,39 £ 0,07 0,33 +£0,09 0,28 + 0,05 0,41 + 0,08 0,32 +0,11
Baco 0,26 £ 0,03 0,21 £ 0,02 0,25 + 0,02 0,24 £ 0,04 0,24 £ 0,04 0,24 + 0,04

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).

a Diferenca estatisticamente significativa em relagédo ao controle salina (p<0,05).
b Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle veiculo (p<0,05).
¢ Diferenca estatisticamente significativa em relac&o ao 4p 2000 mg/kg (p<0,05).
d Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao 4bc 2000 mg/kg (p<0,05).
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5.2.1.6. Avaliacgao histolégica

Os dados histopatologicos revelaram que o0s grupos tratados com o0s
derivados DHPMs 4p e 4bc mantiveram a integridade tecidual do cérebro, timo,
tiredide, coracao, pulmao, figado, rins, pancreas, baco, intestino grosso e delgado,
estbmago, Utero, ovario e musculo, como apresentado na Figura 27. Os resultados
destes animais nao revelaram lesdes, sinais de inflamag¢do ou necrose que podem

ser associadas ao uso das diferentes doses dos compostos.

Estes dados corroboram os resultados hematolégicos e bioquimicos, que
indicam que compostos quando exposto de forma aguda e pela via oral ndo geram

importantes alteragdes clinicas fisioldgicas.

Os oOrgdos considerados vitais como cérebro, coracdo e pulmdo se
mantiveram sem alteracbes, e foram avaliados, pois € comum ao antitumoral
doxorrubicina a cardiotoxicidade 16> 166 167 i3 a avaliacdo do cérebro foi buscada
porque a neuropatia periférica € a sindrome neuroldgica mais comum secundaria a
terapéutica com oxaliplatina, taxanos, alcaléides de vinca, e bortezomib, além das
alteracdoes centrais manifestadas por confusbes mentais, ataxia cerebelar e
convulséo 168 169,

Alteracdo na funcédo renal é comum efeito toxico do uso de substancias
antitumorais, e a auséncia de lesdo apds a exposicdo dos compostos 4p e 4bc é
animadora, jA que varios antineoplasicos como metotrexato 16!, docetaxele e
causam lesdes nefrotoxicas em animais e em humanos 162 163, Sendo o exemplo
mais grave o gerado pela cisplastina um agente quimioterapéutico amplamente
utilizado é capaz de causar lesdo renal aguda em 20-30% dos pacientes, em que
através dos ensaios histolégicos foi detectada necrose tubular aguda juntamente
com azotemia 1'% 171, Diante disso fica clara a importancia da inclusdo da avaliacdo
histolégica nos ensaios de toxicidade aguda no estudo de promissores antitumorais.

A toxicidade hepética esta associada a utilizacdo de varios quimioterapicos
em graus variados, desde elevacfes transitérias de enzimas hepéticas até cirrose e
fibrose hepéticas, esses efeitos foram descritos principalmente em pacientes em uso
do metotrexato ou a mercaptopurina > 1% 173 A preservacéo da arquitetura hepatica
apos exposicdo dos compostos 4p e 4bc € um indicativo de baixa toxicidade

hepatica, mas que precisa ser comprovada em ensaios com doses repetidas.
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A agressividade da terapia antitumoral incide particularmente sobre o
aparelho gastrointestinal, uma vez que este tecido apresenta alta atividade mitética,
sendo o intestino, estbmago e pancreas alvos, porém para os derivados DHPM

avaliados nesse estudo ndo foram encontrados efeitos toxicos sobre esses 6rgaos
174
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Figura 27 (Parte 1) - Fotomicrografia dos tecidos avaliados nos diferentes grupos experimentais (oral)
A =Timo 4p(2000 mg/kg); B=Pulm&o 4bc (2000 mg/kg); C= Figado 4p (2000 mg/kg); D= Rim 4bc
(2000 mg/kg); E= Bago 4p(2000 mg/kg); F= Estdmago 4p(2000 mg/kg); G= Intestino Delgado 4p(300
mg/kg); H= Musculo 4bc(300 mg/kgpe); I= Utero, J= Ovario; K =Tire6ide 4bc(2000 mg/kg,pc); L=
Pancreas4p(300 mg/kg,pc); Barra = 20 pm.
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Figura 27 (Parte 2) - Fotomicrografia dos tecidos avaliados nos diferentes grupos experimentais (oral)
A =Timo 4p(2000 mg/kg); B=Pulm&o 4bc (2000 mg/kg); C= Figado 4p (2000 mg/kg); D= Rim 4bc
(2000 mg/kg); E= Bago 4p(2000 mg/kg); F= Estdmago 4p(2000 mg/kg); G= Intestino Delgado 4p(300
mg/kg); H= Musculo 4bc(300 mg/kgpc); I= Utero, J= Ovario; K =Tiredide 4bc(2000 mg/kg,pc); L=
Pancreas4p(300 mg/kg,pc); Barra = 20 pm.
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5.2.1.7. Avaliagdo dos parametros hematoldgicos

O hemograma € um método destinado ao diagnéstico e a avaliagdo de
progndstico de doencas e indicar o estado de salde dos animais 1>, O exame de
sangue é constituido pela série vermelha (eritrograma), série branca (leucograma) e
contagem de plaquetas (plaquetograma) *76.

A toxicidade ocasionada pelos quimioterdpicos tradicionais esta relacionada
com a ndo especificidade desses compostos as células tumorais, fazendo com que
as células de rapida divisdo tornem-se também alvo. O tecido hematopoético pode
ser afetado de forma precoce ou tardia, aguda ou crénica, reversivel ou irreversivel
174 por isso a importancia da avaliacdo dos parametros hematolégico em ensaios

pré-clinicos.

Os animais testados do grupo de avaliacéo toxicolégica dos compostos 4p e
4bc nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg, administrado por via oral, tiveram seus
resultados comparados com os animais dos grupos controles e também com as

referéncias de normalidade da literatura 159175177 178 179,

A Tabela 12 apresenta a avaliacdo comparativa entre os grupos tratados e

controles.

A avalicdo da série vermelha é feita pela contagem de heméacias,
determinacdo do hematdcrito, dosagem de hemoglobina, calculo dos indices
hematimétricos (VCM, HCM, CHCM e RDW%) e visualizacdo microscopica dos

eritrocitos 176,

A contagem de células vermelhas apresentou-se mais variavel nos grupos
controle (CS e CX) e estatisticamente acima (CS) dos grupos tratados com o
compostos 4p. Segundo a literatura € considerado normal para esse parametro a
faixa de 7,21- 7,94.10'%/L, desse modo os grupos tratados, mesmo aqueles que
apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle, estdo com a contagem
clinicamente normal, mas os animais dos grupos controles apresentam resultados
acima dessa faixa 177 178 180 181 Auymento de eritrécitos (policitemia relativa) pode ser
atribuido a perda de liquidos por desidratacdo severa ou diarreia, além de outras
condicbes patologicas como alteracdes genéticas que levam a policitemia vera
(primaria). Considerando que trabalhamos com ratos de uma mesma linhagem, onde

ndo ha descricdo de casos de policitemia primaria, a hipotese da policitemia relativa
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dependeria de uma menor ingestdo de agua ou de uma diarreia acentuada nos
grupos controles. Nenhuma das duas condi¢des foi observada, o que nos leva a
deduzir que a variabilidade eritrocitaria da linhagem € o principal responsavel pelas

diferencas 176.

O parametro RDW % é o parametro que representa quanto as células
vermelhas diferem em tamanho entre si, e auxilia na diferenciacdo dos tipos de
anemia quando outros parametros estdo alterados (Hemoglobina, VCM, HCM) e
pode indicar a presenca de eritrécitos imaturos, que sao liberados durante estimulo
medular, por exemplo, em resposta aos mediadores inflamatérios 2 183, A diferenca
considerada significativa para esse parametro foi encontrada entre os grupos 4p nas
doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg comparado com o CS e entre 4p 2000 mg/kg e o
CX. No entanto na analise do esfregaco sanguineo ndo foi constatada diferenca
visual no tamanho das hemacias e de acordo com a literatura os dados encontrados
para todos os grupos estdo dentro da faixa de normalidade (10,6% a 13,16%),
denotando que as diferencas estatisticas ndo sdo clinicamente relevantes neste
caso 8, Além disso, ndo houve diferenca significativa dos indices hematimétricos

entre 0os grupos tratados e os controles.

Na série branca foi observada uma forte reducdo na contagem global de
leucdcitos (referéncia 9,78-12,90 10%L) de todos os grupos do estudo caracterizando
uma leucopenia inespecifica 17 177 184 185 essa reducdo ndo foi encontrada na
avaliacdo da toxicidade aguda do derivado DHPM, LaSOM 65, e maiores estudos na
leucopoese seriam necessarios para entender esse fenébmeno. Como ndo houve
diferenca entre 0s grupos controle e os grupos tratados, consideramos que nao foi

influéncia dos derivados avaliados 6.

O equipamento utilizado para a analise do hemograma faz somente as
contagens diferenciais de linfécitos, mondcitos e granuldcitos. Foi realizado também
um esfregaco onde as células foram avaliadas em relacdo a sua morfologia (série
vermelha e série branca) e sua contagem relativa (série branca). N&o houve
diferenca estatistica na contagem relativa realizada manualmente, que apresentou
também maior variabilidade. Considera-se na literatura, a contagem automatizada

como sendo normalmente mais precisa 1°.

hY

Em relacdo a contagem diferencial de leucocitos automatizada, houve

alteracdo de todos os grupos em relacdo a contagem de mondcitos. Os mondcitos



82

se diferenciam em macrofagos nos tecidos, e tém funcdo de fagocitose de restos
celulares, bactérias, fungos e protozoarios 5. A porcentagem de mondcitos
apresentou-se acima do padréo de referéncia de normalidade (1,40-3,30%) para
todos os grupos experimentais, incluindo controles. E possivel que todos os animais
tenham sido expostos a microrganismos presentes no ambiente de biotério, levando

a este resultado, que ndo guarda relagdo com a exposi¢cdo aos compostos testados.
177

Em relagdo a contagem automatizada de linfocitos, seus valores relativos
considerados normais estdo entre 62,2 - 90%. De acordo com o0s resultados
apresentados na Tabela 12 para todos 0s grupos experimentais esse parametro
apresenta-se normal 77 181 Uma diferenca estatisticamente significativa (em relacédo
ao CS) no grupo 4bc 2000 mg/kg foi encontrada, mas n&do é clinicamente
significativa. Os resultados dos compostos estudados neste trabalho diferenciam-se
da linfopenia comumente causada pelos antitumorais da classe das colchicina '8,

por exemplo.

Sob o ponto de vista qualitativo foi realizada a avaliacdo do esfregaco
sanguineo com o0 objetivo de se observar alteragbes morfoloégicas e para
confirmacao da contagem de células registradas pelo método automatico. Nao foram
encontradas alteracdes morfoloégicas nas laminas avaliadas dos diferentes grupos
experimentais.

Os granulocitos, avaliados conjuntamente na contagem automatizada, sao
subdivididos em basofilos, eosindéfilo e neutréfilos (segmentados e bastonetes).

Na contagem automatizada, assim como na manual, ndo houve diferenca
estatistica entre nenhum dos grupos avaliados, e 0os parametros de contagem de
granulécitos encontram-se dentro dos limites de normalidade (faixa do valor absoluto
0,16-0,62 x103/uL e faixa do valor relativo 2,4-9,15%).

Nado foram encontrados basofilos em nenhuma das distensfes sanguineas
analisadas. De acordo com Charlie e Lang (2006) é considerada normal para a
espécie a contagem de basdfilos ser zero, ou ndo detectavel Y77, Sdo as células mais
infrequentes dentre os leucécitos e as mais raras de serem encontradas em
esfregacos 178,

As plaguetas desempenham fungbes hemostaticas insubstituiveis envolvidas

no mecanismo de coagulacéo sanguinea, sua reducdo pode estar atribuida a aplasia
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medular, que é efeito téxico comum dos quimioterapicos tradicionais 7 188 189
Todos os animais, de todos os grupos, apresentaram valores abaixo dos valores de
referéncia para contagem de plaquetas (785-1021 x10%L). Como 0s animais ndo
apresentaram outras disfungcdes como esplenomegalia (resultado apresentado mais
a frente), que poderia gerar uma diminuicdo nas plaquetas °° 91 atribui-se que

esses valores sejam normais para os animais estudados neste trabalho.

O volume plaquetario médio € uma variavel bioldgica que determina funcao e
atividade das plaquetas *°2. A faixa de normalidade para espécie avaliada esta entre
6,2 — 9,8 fL 177 181 175 ¢ todos 0s animais encontram-se nessa faixa, porém houve
diferenca significativa entre o grupo do composto 4bc nas duas doses em relacao ao
grupo controle salina, na qual para o ultimo os valores estéo relativamente menores.
No estudo apresentado por Priya e colaboradores (2010) foi demonstrado que o
DHPM etil 4-(4-heptanoil-oxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2-ona-5-carboxilato foi
capaz de inibir eficazmente a agregacdo de plaguetas, o que poderia causar uma
diminuicdo em seu volume médio e o efeito clinico seria a inibicdo da formacéo de
trombos, esses candidatos apresentaram promissora atividade antiplaguetaria in

vitro e in vivo 19,



Tabela 12 - Valores médios dos parametros hematologicos (+ desvio padrao) em ratos fémeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000

mg/kg e grupos controles

Controle Controle 4p 4p 4bc 4bc Valores de
Salina (CS) Xarope (CX) 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg Referéncia 17717
E(Qtlfgg}f)s 10,07 +2,83 10,36 + 2,46 7,83 + 0,422 7,5+ 0,32 7,91+ 0,86 7,93+ 1,33 7,89 - 8,90
Her?&%'l‘_))b'”a 14,73+ 0,6 14,45 + 0,55 14,55 + 0,19 14,2 + 0,89 14,9 0,77 14,6 + 0,43 14,70 - 16,60
Hematdcrito (%) 47,27 £3,11 4557 +1,13 46,7+0,77 44,87 +2,38 46,75+ 1,57 44,02 + 4,05 28,30 — 49,20
VCM (fL) 56,33+ 1,03  5583+1,17 57,67 + 1,37 56,67 + 1,63 56,17 + 0,98 55,67 + 1,21 51,70 — 58,40
HCM (pg) 17,65 + 0,92 17,7 £ 0,57 17,9+ 0,53 17,92 + 0,43 17,98 + 0,59 17,82 + 0,51 17,00 — 19,00
CHCM (g/dL) 31,3 +1,29 31,73+ 0,83 31,13+ 0,63 31,63+ 0,43 31,92+ 0,87 31,92+0,5 31-40
RDW (%) 12,22 +0,27 11,93+ 0,39 12,52 + 0,352 12,92 + 0,352 12,75+ 1,1 12,27 + 0,31 10,6 — 13,16
P('ffgstl_"’)‘s 681,17 + 86,17 595,17+¢115,15  623,5 + 30,57 574,83+ 126,57 652,67 + 61,34 568 + 86,64 785-1021
VPM (fL) 7,47 £ 0,23 6,98 + 0,372 7,07 £ 0,28 7,12 + 0,42 6,87 + 0,22 6,88 + 0,34° 5,5 — 8,05
'-ea%%fﬂt)os 2,27 +0,82 2,02 +0,48 3,1+0,66 2,68 + 1,29 1,95+ 1,08 278+ 1,1 9,78 - 12,90
Linfécitos (%) ~ 65.82+7,57 65,6 +5,09 73,78 + 5,63 64,82 + 9,17 73,5 + 7,83 74,83 + 1,03 2 R
(10°/L) 1,3+ 0,55 1,27 + 0,33 2,17 +0,57 1,7 0,94 1,48 £ 0,75 2+0,83 ' '
Mondcitos (%)  1573+3,19 16,63 + 3,85 12,17 +1,93 15,1 + 2,96 12,87 + 2,97 12,43 + 1,58 é’ig - g'ég
(10°/L) 0,28 + 0,12 0,25 + 0,05 0,32 + 0,12 0,37 + 0,19 0,23 + 0,15 0,32+ 0,17 ' '
Granulécitos (%) 18,12 + 6,93 17,8+ 3,14 13,83 + 4,52 20,08 + 7,92 13,13 + 5,51 12,73+ 2,3 2,4-9,15
(10°/L) 0,33+0,14 0,47 + 0,12 0,52 + 0,12 0,62 + 0,28 0,4 % 0,25 0,47 + 0,12 0,16-0,62

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).

a Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle salina (p<0,05).
® Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle xarope (p<0,05).
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Tabela 13 - Valores médios da contagem de células (+ desvio padrdo) em ratos fémeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000 mg/kg

e grupos controles

Controle Controle 4p 4p 4bc 4bc Valores de
Salina (CS) Xarope (CX) 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg referéncia '’ 17°
Mondcito 2,67 £1,63 3,67 £2,42 5+1,26 3,33+£0,82 35+1,38 2,83+0,98 1,10-4,10
Eosindfilo 0,33+£0,52 0,33+0,52 0,83+1,60 0,33+£0,52 0,67 £0,52 0,33+£0,52 0,06 - 0,20
Basdfilo N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0,0-0,06
Segmentados 22,67 £ 10,13 345+11,11 16,33 £ 6,38 20,83+ 11,03 21,67 +£9,47 18,67 £ 6,25 6,2 - 26,7
Linfocitos 74,33+£9,14 61,17 £ 10,42 78,33+ 6,77 74,67 + 11,34 735%+6,41 77 £8,6 62,2 - 90
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5.2.1.8. Avaliagdo dos parametros bioquimicos

A analise dos indicativos bioquimicos séricos permite uma avaliacdo sistémica

da interferéncia de xenobidticos nas funcdes fisioldgicas de um organismo modelo 1%

Foram avaliados os parametros bioquimicos ap6s o término dos 14 dias de
estudo apos a exposi¢cao aos compostos 4p e 4bc e os controles e entdo analisados
em comparagdo com os valores de referéncias descritos por Charlie et al., 2006,
Charlie et al.,2008, Lang et al., 1993 e Lima et al,. 2014.

Os parametros avaliados foram referentes a atividade hepética, renal, e
marcadores de funcdo metabdlica (albumina, bilirrubina, calcio, proteinas totais,
fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase, colesterol
total, HDL, LDL e glicose).

7z

A ureia plasmatica é eliminada pelos rins, por filtracdo glomerular e sofre
reabsorcédo tubular. A quantidade excretada € influenciada por estas funcdes, além de
ser, de acordo com Harmeyer & Martens (1980), alterada principalmente pelas

condicGes dietéticas %,

A concentracdo de albumina sérica € afetada pelo funcionamento hepatico,
pela quantidade de proteina presentes na dieta, por doencas renais, lesdes
glomerulares e tubulares. Os resultados obtidos indicam que 0s animais expostos aos

compostos 4p e 4bc ndo apresentaram hipo ou hiperalbuminemia.

A bilirrubina é produto de degradacdo da hemoglobina dos eritrocitos atraveés
do sistema reticuloendotelial. Em condicdes normais as hemacias velhas séo
destruidas em uma taxa constante, a hemoglobina € convertida a bilirrubina no figado
e ela é entdo transportada pela albumina e também secretada nos canaliculos biliares
para o intestino delgado. Em doencas hemoliticas a concentracdo sérica pode ser
aumentada, bem como na perda da funcdo hepatocelular 1%. No presente estudo néo
foram encontrados valores que indicassem desordens como hemolise bem como no
exame anatomopatoldgico e histolégico ndo foram encontrados sinais de lesao,
necrose ou inflamacdo no figado, mas na avaliacdo estatistica foi constatada
diferenca significativa entre os grupos tratados com o 4p e 4bc nas duas doses e 0

controle salina, na qual para os grupos tratados 0s niveis séricos estdo aumentados,
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mas ndo clinicamente relevante j& que mesmo com o aumento estdo dentro da faixa

de normalidade para a espécie.

Nesse contexto foi observado que os valores médios de ureia apresentados na
Tabela 14 para todos os grupos os valores fora da faixa considerada como normal,
apresentando valores elevados (13,2 — 27,1 mg/dL) ’7 . Antes da eutanasia e coleta
do sangue os animais foram submetidos a jejum prolongado, que estimula a
protedlise endbégena para utilizar os aminoacidos como fonte energética, o que pode
ter causado aumento na concentracdo de ureia sérica '°’. Para melhor investigacdo
da funcéo renal seria necessario a avaliagcdo conjunta com o parametro creatinina que
ndo é afetada pela dieta nem pelo catabolismo proteico, diferentemente da ureia %.
Mas como nao houve diferenca entre os controles e os grupos tratados, consideramos

gue as substancias testadas nao afetaram esse parametro bioquimico.

N&o houve diferenca significativa nem clinica para todos os outros parametros

avaliados.



Tabela 14 - Valores médios dos parametros bioquimicos (+ desvio padrdo) em ratos fémeas tratadas por via oral com 4p e 4bc na dose de 300 mg/kg e 2000

mg/kg e grupos controles

Parametro Controle Controle 4p 4p 4bc 4bc Valores de Referéncia '’
Salina Xarope 300 mg/kg 2000 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg 179
Albumina (g/dL) 3,4+0,22 3,65+ 0,22 3,62+ 0,16 3,77 £ 0,17 3,47 £ 0,15 35+0,2 3,50 -5,30
ALT (U/L) 33,52 + 6,22 32,65 + 5,49 32,02 + 3,86 34,47 + 6,54 31,17 + 4,73 38,02 + 3,81 25,00 — 45,00
AST (U/L) 145 + 69,79 102,93 +41,12 107,77 £31,02 103,28 £ 57,13 91,95+11,46 113,48 £ 25,05 72.00 — 116,00
Célcio (mg/dL) 10,43 £ 0,39 11,03+ 0,51 11,36 £ 0,89 11,57 £ 0,7 11,14 £ 0,58 10,94 £ 0,28 9,10-11,90
Bilirrubina total (mg/dL) 0,13+ 0,01 0,21 + 0,08 0,27 + 0,042 0,26 + 0,092 0,27 £ 0,112 0,36 + 0,072° 0,20 - 2,00
Fosfatase alcalina (U/L) 50,78 + 28,29 58,97 + 30,51 67,15+ 7,29 78,27 + 31,26 60,72 + 12,35 54,28 + 5,11 36,00 - 131,00
Glicose (mg/dL) 1345+ 74,3 103,83 £ 38,61 129,83 + 20,79 118 £ 29,37 131 £ 18,99 141,67 £ 12,36 120,00 — 186,00
Colesterol (mg/dL) 63,17 + 10,76 54,5 + 4,23 61,97 + 4,05 59,67 + 18,24 67,83 +12,83 58,83 £ 7,94 23,00 - 97,00
HDL (mg/dL) 39,38 £ 5,02 35,94 + 10 32,72 +12,23 33,23 £ 14,12 47,74 + 6,66 37,23 +£9,75 30,60 — 59,40
LDL (mg/dL) 10,72 + 2,69 7,58 £ 1,09 9,11+ 1,25 9,93 £ 2,77 9,6 +1,73 7,79 £ 2,36
Triglicerideos (mg/dL) 52,5+ 22,77 55,12 + 32,02 53,5 + 18,68 122,83 + 105,85 81,5 £ 47,37 70,67 + 16,98 27.00 - 160,00
Proteinas totais (g/dL) 6,39 £ 0,34 7,23+1,31 6,46 + 0,52 6,76 + 0,26 6,24 + 0,43 6,29 + 0,35 6,40 — 7,50
Ureia (mg/dL) 47,28 + 5,23 50,55 + 4,54 52,37 £ 6,79 53,7 £ 6,72 44,62 + 6,16 42,4 + 4,93 13,20 - 27,10

*Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05).
aDiferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle salina (p<0,05).
bDiferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle xarope (p<0,05).
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5.2.2. Toxicidade intravenosa aguda — 4bc
5.2.2.1. Avaliagéo da toxicidade sistémica
5.2.2.1.1. Mortalidade

Segundo o guia Single Dose Acute Toxicity Testing for Pharmaceuticals (FDA,
1996) os ensaios de toxicidade aguda devem ser conduzidos pelo menos em duas
vias de administracdo, sendo uma a via preconizada para o uso em humanos que no
caso do nosso trabalho foi a oral e a outra que garanta pleno acesso a circulacéo

sistémica sendo escolhida a via endovenosa 1°°.

O Guia OECD 423 indica as doses a serem administradas na avaliacao da
toxicidade oral aguda, mas ndo para a via intravenosa, dessa forma foi necessaria a
adaptacdo do protocolo baseando-se no estudo de Torres (2014) as doses
administradas foram 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, sendo cinco animais
testados por dose.

Apés o tratamento agudo pela via intravenosa do composto 4bc nao foi
verificada a morte de nenhum dos animais pertencentes aos grupos experimentais

durante os 14 dias do estudo.

Torres e colaboradores observaram que na avaliacdo aguda intravenosa do
Diidropirimidinona LaSOM 65 nao foi reportada morte de nenhum dos animais
expostos, resultado semelhante ao encontrado no estudo do composto 4bc. As

doses utilizadas foram as mesma do presente trabalho .

5.2.2.1.2.  Sinais clinicos de toxicidade

Foi observado apenas a piloerecdo como sinal clinico de toxicidade, que
persistiu pelo periodo maximo de 30 minutos e de forma rara (Tabela 15), periodo
gue coincidiu com a retirada dos animais da area de manipulacdo para a area de
alojamento no biotério. O sinal foi presente em no minimo dois animais por grupo
experimental, incluindo os controles, resultado também encontrado durante a
avaliacdo aguda oral.

No screening hipocratico realizado para o LaSOM 65 (DHPM) também houve
relato de piloerecdo quando administrada a dose de 5mg/kg do composto que
perdurou 3 horas, e também outros efeitos como diarreia, letargia e dispneia .

A literatura revela que a administragéo intravenosa pela veia caudal em ratos

€ um procedimento que pode gerar estresse no animal, principalmente por ser
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necessaria a contencgdo fisica do mesmo %! 2%, Dessa forma é possivel que o sinal
tenha sido gerado pela manipulacéo, pois esta técnica dispensa o uso de sedativos
e anestésicos 2%,

Tabela 15 - Nimero de animais que apresentaram os parametros de toxicidade e a intensidade

Intensidade (0= ausente, 1= raro, 2= pouco, 3= moderado, 4= intenso) nos diferentes grupos do
experimento de toxicidade aguda via intravenosa

Toxicidade aguda intravenosa

Sinal clinico | Tempo  Controle  Controle 4bc 4bc 4bc
salina veiculo 1,0mg/kg 2,5mg/kg 5,0 mg/kg

0123401234012340123401234

15min 311 122 121 221 221

30min ' 5 41 5 5 4 1

Piloerecao

5.2.2.2. Avaliacao ponderal

A massa corporal dos animais foi mensurada diariamente durante os 14 dias
de estudo. Nao foi observada diminuicdo da massa corporal em nenhum dos grupos.

E possivel observar que os dados do grupo 4bc dose 5,0 mg/kg apresentam
distribuicdo assimétrica e grande dispersdo, conforme Figura 28. Os dados se
correlacionam positivamente com os resultados de consumo de ragéo, na qual o box
splot para esse grupo apresentou mesmas caracteristicas, mas de forma geral
verificou-se que ndo houve diferenca significativa estatisticamente de acordo com o
teste de Teste Kruskall-Wallis. p(<0,05) entre os grupos em relacdo ao ganho de
massa corporal, apesar da distribuicdo dos valores entre os grupos ser bastante
diversificada.

Muitos efeitos adversos sdo comuns a maioria dos medicamentos
empregados na quimioterapia tradicional contra o cancer, por afetar as células de
rapida divisdo encontrados no revestimento da boca e dos intestinos, dessa forma é
comum a reducéo do peso dos pacientes por deficiéncia na absorcédo dos nutrientes.
Tal efeito sobre o peso foi reportado por Heidelberg (1958) para pirimidinas em ratos
e por Bertazzoli (1985) para 4'-epidoxorubicina em cées, ratos e camundongos,

avaliados como promissores farmacos antitumorais 2°? 293,  Ademais, a perda de
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peso € tipicamente associada a toxicidade como descrito por Talmadge e
colaboradores (2007) %8,

No trabalho desenvolvido por Torres (2014) foi realizada a avalicdo do ganho
de massa corporal dos animais exposto ao LaSOM 65, sem verificar diferencas entre
0s grupos tratados e controles %.

A reducdo de massa corporal apresentada em todos os grupos na Figura 29
entre os dias 13 e 14 é consequéncia do jejum de 12 horas que precedeu a
eutanasia dos animais.

40

w
o

Grupos
*1 Controle Salina
— =i Controle Veiculo
+14bc - 1,0mg/Kg
+14bc - 2,5mg/Kg
4bc - 5,0mg/Kg

Ganho de Peso (g)
N
o

Controle Salina  Controle Veiculo  4bc - 1,0mg/Kg 4bc-2,5mg/Kg  4bc - 5,0mg/Kg

Figura 28. Ganho de peso dos ratos nos diferentes grupos experimentais (intravenoso) durante os 14
dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos interquartis e mediana
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180-
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Figura 29. Evolucdo da massa corporal dos ratos nos diferentes grupos experimentais durante o
ensaio de toxicidade intravenosa aguda
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5.2.2.3. Avaliagdo do consumo de ragéo e agua

As analises de controle de consumo de agua e racdo foram realizadas
visando detectar uma possivel toxicidade do composto 4bc quando administrado de
forma intravenosa, sendo os dados apresentados nos graficos plotados com o
somatorio dos consumos dos cinco animais pertencentes ao grupo.

O consumo de racdo dos animais dos grupos experimentais ao longo do
estudo foi similar ao dos grupos controles, conforme Figura 30.

A incidéncia de diminuicdo de consumo energético em pacientes durante
tratamento quimioterapico varia de 40 a 80%, interferindo na massa e na qualidade
de vida destas pessoas ?%4. Diante disso o fato do tratamento agudo com o 4bc nédo
ter gerado esse efeito € um bom indicativo para a adesdo da terapia por parte dos
usuarios. No entanto é preciso submeter os animais a um ensaio de longo prazo

para confirmar se os resultados positivos irdo persistir.

Consumo de ragao

o
22

o
|

Grupo
Controle Salina
= Controle Veiculo
| =4bc - 1,0mg/Kg
+14bc - 2,5mg/Kg
4bc - 5,0mg/Kg

e
o)

Consumo de ragao (g) / Peso (g)
o
(3]

S
~

0.31 ) ) ‘ . ‘
Controle Salina  Controle Veiculo  4bc - 1,0mg/Kg 4bc - 2,5mg/Kg 4bc - 5,0mg/Kg

Figura 30. Consumo de racgdo por peso corporal dos cinco animais pertencentes aos grupos
experimentais (intravenoso) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos
interquartis e mediana

A evolucdo do consumo de racdo apresentada na Figura 31 indica um padrao
de variacéo aleatorizado, mas permanecendo dentro dos limites de normalidade do
gue se espera do padrédo de alimentacéo da espécie, a andlise também foi realizada

com o somatdrio do consumo dos cinco animais pertencentes aos grupos.
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Figura 31. Evolucdo do consumo de racdo dos diferentes grupos experimentais ao longo de 14 dias

(intravenoso)

A administracdo intravenosa do composto 4bc nas doses 1,0 mg/kg, 2,5

mg/kg e 5,0 mg/kg ndo causou reducéo no consumo hidrico dos animais tratados em

relacdo aos controles, e a ingestdo apresentou dispersdo significativa, conforme

Figura 32.

1.6

N N N
o N N

Consumo de agua (ml) / Peso (g)

&
o

Consumo de agua

Controle Salina Controle Veiculo

4bc - 1,bmg/Kg

4bc - 2,5mg/Kg

Grupo
Controle Salina
+1Controle Veiculo
&14bc - 1,0mg/Kg
&14bc - 2,5mg/Kg
4bc - 5,0mg/Kg

4bc - 5,0mg/Kg

Figura 32. Consumo de 4gua por peso corporal dos cinco animais pertencentes aos grupos
experimentais (intravenoso) durante os 14 dias de ensaio, representado por box plot dos intervalos

interquartis e mediana
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Os resultados também foram expressos no grafico de linhas na qual é
possivel observar que entre a evolucdo do consumo ao longo dos 14 dias de
experimento, observando-se oscilagdes dentro do perfil de normalidade, conforme

Figura 33.

Sao0 escassos 0s estudos de toxicidade realizados in vivo para derivados
DHPM e o trabalho desenvolvido por Torres (2014) nao foi realizada a avaliacao do

consumo de racao e agua.
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Figura 33. Evolucédo do consumo de 4gua dos diferentes grupos experimentais ao longo de 14 dias
(intravenoso)

5.2.2.4. Avaliacdo anatomopatologica

De forma semelhante ao estudo de toxicidade oral aguda néo foi observada
alteracao macroscopica dos érgaos (cérebro, timo, tireoide, coracao, pulmao, figado,
rins, baco, pancreas, Utero, ovario, estomago, intestino grosso e delgado) apos
administracao intravenosa do 4bc nas doses 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, bem
como nos animais do controle que receberam o salina e o veiculo. Esses resultados
indicam que a via de administracdo intravenosa ndo gerou mudanca no perfil de
toxicidade sobre os 6rgdos analisados, em comparagcao com a via oral.

Resultado semelhante foi apresentado por Torres et al.,, na qual para o

derivado diidropirimidinona LaSOM 65, estrutura quimica analoga ao 4bc, também
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nao foram reportadas lesbes graves nos tecidos expostos a esse derivado pela via
intravenosa .

Vale ressaltar que para melhor investigacdo sobre os efeitos hepéticos,
renais, pancreaticos, enddcrinos, gastrointestinais e cerebrais da exposicdo
intravenosa do composto 4bc se faz necesséario a analise histoldgica dos tecidos,
gue ndo foi abarcada nesse estudo, e estd em desenvolvimento junto ao laboratério
de patologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de
Brasilia.

5.2.2.5. Avaliacdo dos indices dos 6rgaos

Foram avaliadas as massas relativas do cérebro, tiredide, coracdo, timo,
figado pulméo (direito e esquerdo), rins (direito e esquerdo), estbmago, utero e
ovario e baco. Os indices estdo expressos na Tabela 16.

Nesse estudo foi observada diferencga significativa no peso relativo do figado.
A média do indice do grupo controle veiculo apresentou-se maior que o 4bc 2,5
mg/kg e o grupo 4bc 1mg/kg foi maior que o de dose 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg. Esse
resultado ndo demonstra correlacdo entre a exposi¢cdo ao 4bc, bem como com a
dose administrada. A perfusdo, assim como ocorreu nos grupos tratados com o
composto por via oral, é a provavel responsavel por essa diferenca.

Apoés o procedimento da perfusédo foi observado visualmente o aumento do
tamanho do pulmdo esquerdo em dois animais do grupo salina. Na anadlise
estatistica a diferenca significativa foi entre o grupo CS e o 4bc 2,5 mg/kg e entre CS
e 0 5,0 mg/kg, o que ser explicado pela interferéncia do processo de fixacao.

No estudo de Torres (2014) com excec¢do do baco, nenhuma diferenca
biologica foi observada nos pesos dos 6rgdos em qualquer dos grupos de
tratamento quando comparado aos grupos controle (solucdo salina e veiculo).

O aumento significativo no peso relativo do baco observado no estudo do
LaSOM 65 foi encontrada para os grupos tratados e o controle veiculo, mas ndo no
grupo salino, e autor atribui o efeito aos constituintes do veiculo °, esse resultado
era esperado também no nosso tendo em vista que o veiculo utilizado para nossa

avaliacdo foi o mesmo, no entanto esse aumento nao foi reproduzido.
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Tabela 16 — Valores médios dos indices dos 6rgaos (+ desvio padrao) em ratos fémeas tratadas por

via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles

Controle Controle 4bc 4bc 4bc

Salina (CS) Veiculo (CV) 1,0 mg/kg 2,5 mg/kg 5,0 mg/kg
Cérebro 0,98 + 0,08 096+024  109+004  1,05+004 1+01
Tiredide 0,1+001 012+002  009+002 012+003 01003
Coracao 0,4+0,05 043+0,07  041+005 044+008 0,39+0,06
Timo 0,33 +0,07 0284007 0354005 042+007 034005
Figado 4,24 +0,42 415+052 3,85+0,56°¢ 3,64+0,18° 3,32+0,47
[P)ﬁ'e”ilio 0,32 +0,14 036+0,12 021+003 032+008 0,26+0,08
Pulmao 0.6+013 0,56 +0,12 04+006  048+007% 042 +0,08°
esquerdo
;'rrgito 0,41 + 0,05 042+0,06  041+003 044+005 0,35+0,09
Rim 0,42 + 0,05 0,41 + 0,05 04+005 039+003 038+0,03
esquerdo
Estomago 0,78 + 0,07 079+006  088+025 08+013  071+013
Utero e 0,35 +0,03 048+0,12  046+014 044+007 039+014
ovario
Baco 0,3+0,04 0,31 +0,05 03+003 031+003 026+0,07

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05)

aDiferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle salina (p<0,05).
bDiferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle veiculo (p<0,05).
‘Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao 4bc 2,5 mg/kg (p<0,05).
dDiferenca estatisticamente significativa em relagéo ao 4bc 5,0 mg/kg (p<0,05).

5.2.2.6. Avaliacdo dos parametros hematologicos

O hematdcrito representa a porcentagem em volume de células vermelhas no
sangue e de acordo com a literatura todos 0s grupos experimentais estdo com esse
indice normal, porém foram encontradas diferencas significativas entre grupos,
inclusive entre o grupo controle salina e veiculo. Diante dos resultados nédo é
conclusivo indicar efeito toxico do 4bc sobre as células vermelhas, jA que as
diferenca foram aleatdrias e possivelmente surgiram em virtude da variabilidade
interindividual dos animais testados 29 206,

O indice que indica a variacdo do volume das hemacias (RDW) revelou a
presenca de leve anisocitose (diferenca estatistica e fora dos parametros de
normalidade) nos grupos tratados, em relacdo aos controles.

A interpretacao clinica do RDW é realizada em conjunto com o VCM, na qual
0s niveis aumentados de RDW associado a nivel normal de VCM sé&o indicativos de
deficiéncia de vitamina B12, recentes ou sindromes

ferro, hemorragias
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mielodisplasicas °7 176, Lowenthal e colaboradores 1997 indicam a quimioterapia
tradicional como um fator predisponente para surgimento de sindromes
mielodisplasicas e consequentemente de aumento do RDW 297,

Os resultados referentes ao volume corpuscular médio dos grupos testados
indicaram que as hemacias estdo normociticas (53,50 - 58,50 fL), porém foi
encontrado diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e os

grupos controles, de tal forma que consideramos como clinicamente irrelevante 7.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) é avaliada em
associacdo ao VCM para auxiliar nos diagnésticos das anemias, os resultados
encontrados para 0s animais tratados indicaram que a exposicdo ndo gerou
alteracdes na normalidade deste parametro, apesar de encontrar-se com diferencas

estatisticamente significativas.

A contagem de plaquetas, assim como observado na administracéo oral, foi
reduzida em todos os grupos e também nao foi reportada esplenomegalia. Desta
forma entende-se como parametro normal da linhagem.

O VPM reportou-se dentro da normalidade para todos os grupos, porém foi
encontrado um aumento estatisticamente significante desse parametro, em relacéo
ao CS e ao CX, para os animais expostos ao 4bc na dose de 5mg/kg. Resultado
conflitante com o descrito por Priya e com o0 obtido na administracdo oral do
composto 4bc, na qual o grupo tratado com a maior dose causou uma reducdo no
volume plaquetario 1%,

De forma semelhante ao resultado encontrado na contagem global de
leucdcitos no teste de toxicidade oral aguda, todos os grupos (controles e testes)
apresentaram valores abaixo da referéncia de normalidade, mas sem diferencas
estatisticas entre si.

A porcentagem de mondcitos apresentou-se acima do padrédo de referéncia
de normalidade (1,40-3,30%) para todos 0S grupos experimentais, ratificando a
hipétese que os animais foram expostos a algum microrganismo ambiental. 77

Outra hipotese para esse aumento foi descrita por Powles-Glover e
colaboradores que atribuiram o aumento dos niveis de mondcitos e neutréfilos ao
trauma fisico gerado pela puncdo ou pela administracdo de compostos através da
veia caudal, na qual em seu trabalho ele relatou que ratos machos apresentavam
mais lesGes por sua cauda ser mais escamosa e a porcentagem de mondcitos para

esse sexo consequentemente foi maior 2%, dessa forma a puncédo também poderia
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ter contribuido para o aumento dos niveis de mondcitos, hipétese a se comprovar
ainda, considerando que no presente trabalho obtivemos aumento de mondcitos
tanto na administrag&o oral quanto pela via intravenosa.

A contagem automatizada de granulécitos apresentou diferencas estatisticas
entre grupos tratados e controles, mas dentro de parametros de normalidade. 197 183,

De forma semelhante aos resultados obtidos na administragdo oral do
composto 4bc a contagem de basoéfilos no esfregaco sanguineo também foi nao
detectavel na administracdo intravenosa, resultado esperado e bem descrito pela

literatura 177 178 197,

As contagens diferenciais relativas de leucécitos realizadas pelo esfregaco
sanguineo também ndo demonstraram diferencas ou parametros fora dos valores de

referéncia, conforme Tabela 17.

Tabela 17 - Valores médios da contagem de células (+ desvio padrdo) em ratos fémeas tratadas por

via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles

Tipo celular Controle Controle 4bc 4bc 4bc Valores de
(x10*2/L) Salina (CS) Veiculo (CV) 1,0 mg/kg 2,5 mg/kg 5,0mg/kg  Referéncia
Mondcito 2+141 5,2+2,59 1,8+0,84 28+1,92 26+152 1,10-4,10
Basodfilo 0 0 0 0 0 0,0 -0,06
Eosindfilo 0 0 0,2+0,45 0,6 £0,89 0,2+0,45 0,06 -0,20

Segmentados 12,2+8,76 27,8+1422 128+597 132+4,66 14,2+554 6,2-26,7
Linfocitos 85,8 + 9,58 67 + 13,62 852+646 82+3,74 824+684 62,2-90
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Tabela 18 - Valores médios dos parametros hematoldgicos (+ desvio padrdo) em ratos fémeas tratadas por via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg,

2,50 mg/kg e 5,0 mg/kg

Parametro

Controle Salina

Controle Veiculo

4bc 1,0 mg/kg

4bc 2,5 mg/kg

4bc 5,0 mg/kg

Valores de Referéncia

177 179

Eritrécitos (10*2/L)

Hemoglobina (g/dL)

Hemataocrito (%)
VCM (fL)
HCM (pg)

CHCM (g/dL)
RDW %

Plaquetas (10%/L)

VPM (fL)
Leucdcitos (10°%/L)
Linfocitos (%)
(10%L)

Monécitos (%)
(10%L)

Granulécitos (%)
(10°L)

7,86 + 0,51
15,08 +1,51
45,5+ 5,17
52,6 +1,52
17,58 + 0,49
33,28 £ 0,79
13,10 + 0,62
377,2 £ 301,16
7,48 + 0,55
2761
83,9+4,34
2,26 £ 0,89

10+1,8
0,24 +0,11

6,1+295
0,24 +0,11

7,45 + 0,52
15,08 + 1,04
46,28 +2,76%
51,4+1,14
16,7+ 0,4
32,58 £ 0,732
12,8 £ 0,29
491 + 60,23
6,84 + 0,46
3,6+1,08
63,08 + 14,14
2,18 0,77

13,74 £ 4,52
0,44 + 0,27

23,18 + 10,92
0,98 + 0,53

7,21 + 2,46
14,86 + 1,18
48,3 +3,412
56,4 + 1,52 2P
17,24 + 0,54

30,78 + 0,572

15+ 0,6 &P

477,8 +197,94

7,96 = 0,82

4,2 +2,67
80,66 * 3,36
3,34 2,24

9,84+19
0,38 £ 0,23

9,4+1,82
0,48 £ 0,24

7,45 + 0,52
136 +1,2
42,1 +3,03°
55,6 + 1,52 2P
17,98 + 0,64
32,26 £ 0,712
14,92 + 0,29 2P
504 + 116,28
7,82 0,55
2,02 +£1,08
81,76 + 3,24
1,58 +0,81

9,3+3,75
0,18 +£0,13

7,54 + 2,69
0,26+0,15°

6,28 + 1,46
13,02+ 1,54
38,62 + 4,94 bc
52,8+ 1,922ab
17,88+ 0,3
33,74 £ 0,792
13,86 + 0,92 abed
426,4 + 248,98
8,26 + 0,54 abc
2,18 +1,68
80,26 = 9,51
1,64 +£0,91

10,7+ 3,8
0,2+0,28

8,44 £ 6,59
0,4 + 0,45 Ped

7,89 - 8,90

14,70 - 16,60

28,30 - 49,20
51,70 — 58,40
17,00 - 19,00
31-40
10,6 — 13,16
781-1021
5,5-8,05
9,78 - 12,90
62,2 -90
0,82 - 5,66

1,10-9,15
0,16 - 0,62

2,4-9,15
0,16-0,62

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05). VCM (volume corpuscular médio); HCM (hemoglobina corpuscular média); CHCM (concentracéo de hemoglobina corpuscular média); VPM
(volume plaquetario médio). 2 Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle salina (p<0,05).° Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle
veiculo (p<0,05). ¢ Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao 4bc 1,0 mg/kg (p<0,05).¢ Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao 4bc 2,5 mg/kg

(p<0,05).
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5.2.2.7. Avaliagdo dos parametros bioquimicos

O exame bioquimico realizado da amostra de plasma obtido apés o
tratamento agudo intravenoso do composto 4bc em trés diferentes doses € uma
ferramenta importante para avaliar o funcionamento hepatico, renal e metabolico dos
animais submetidos a essa exposi¢ao e assim indica possiveis efeitos toxicos.

As aminotransferases AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina
aminotransferase) sdo enzimas associada as células parenquimais do figado que
catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino dos aminoacidos para o a-
cetoglutarato, formando cetoacido e &cido glutdmico, atuando assim na sintese e
degradacgdo dos aminoacidos 2%°.

De acordo com Kaneko et al (2008) lesdes, destruicdo, necrose das ceélulas
hepaticas ou alteracdes na permeabilidade da membrana celular alteram os niveis
séricos destas enzimas 1%,

Para a interpretacéo clinica de doencas hepaticas a relacdo entre as enzimas
€ importante, pois 0 AST encontra-se internamente nas mitocéndrias e a ALT no
citoplasma, em casos de lesdo leve prevalece ALT, ja nas graves a enzima
mitocondrial predomina 29° 219,

Na avaliacdo da toxicidade aguda do composto 4bc quando administrado pela
via intravenosa foi verificado que para todos os grupos houve uma elevacdo dos
niveis séricos da AST, fazendo com que os niveis encontrados estivessem fora da
faixa de normalidade (72-116 U/L), mas ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos. Resultado semelhante foi relatado por Torres na
avaliacdo aguda do composto LaSOM 65, na qual ratos machos foram exposto de
forma aguda e também pela via intravenosa nas mesmas doses do nosso estudo e
os resultados para AST apresentaram elevagdo em todos os grupos .

Em continuidade com a investigacdo sobre possiveis efeitos hepatotoxicos foi
avaliada a ALT que no grupo controle salina apresentou-se em maiores niveis que
0s animais tratados, resultado ndo esperado. No entanto de acordo com a literatura
essa adversidade pode estar associada ao fato da ALT declinar mais rapidamente
por ter sido primeiramente lancadas na corrente sanguinea, permanecendo,
portanto, os valores de AST por mais tempo elevados 1.

Outra enzima utilizada no acompanhamento de distlrbios hepéticos é a
fosfatase alcalina, apesar de ndo ser exclusivamente encontrada nesse 6rgéo, ela

reflete danos nas células dos ductos biliares. Os resultados estdo dentro da
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normalidade (65-117 U/L), exceto para o grupo controle salina que estd um pouco
acima, gerando diferencas estatisticas em comparacao com 0s grupos tratados, mas
gue ndo demonstram relevancia clinica, ja que o0s grupos tratados encontram-se
dentro dos parametros de normalidade 77 209,

Na avaliacdo da funcgéo renal os resultados dos valores seéricos de ureia
mostraram-se semelhante entre a exposi¢cao oral e exposi¢ao intravenosa, no qual
os dados estdo acima da faixa de normalidade (13,2 — 27,1 mg/dL) para todos os
grupos experimentais 17’. Diante desse resultado ndo se pode atribui 0 aumento ao
tratamento, visto que ele também estava presente nos grupos controles.

O parametro triglicerideos apresentou-se dentro da faixa de normalidade (27
— 160mg/dL) para todos os grupos. Foram reportadas diferencas significativas entre
0s grupos 4bc dose 2,5 com o controle salina e o veiculo, assim como 4bc dose 5,0
mg/kg com os controles, isso porque os valores nos tratados apresentam-se
menores.

Blackbum e colaboradores estudaram uma série de 4-aril-3,4-diidropirimidin-
2(1H)-onas que foram identificadas como inibidoras de uma proteina (FATP4), que
pertence a familia de proteinas de transporte de acido graxo, essa proteina medeia
o transporte de acidos graxos do intestino para enterdcitos tanto in vitro como in
Vvivo, € 0 seu bloqueio gera o acumulo de acidos graxos livres em vez de
triglicerideos . E possivel que assim como os derivados aril descritos por Blackbum
0 composto 4bc cause algum bloqueio em FATP4, sendo uma justificativa plausivel
para a reducao sérica de triglicérideos encontrada apos administracédo intravenosa
do composto 4bc.

A administracao intravenosa do composto 4bc abaixou de forma clinicamente
e estatisticamente significativa a taxa de glicose mostrou-se diferente apenas nos
grupos controles. De acordo com Charles et al,. (2006) valores entre 113 e 186
mg/dL sdo considerados normais para o modelo animal utilizado nesse estudo, no
entanto os animais tratados com 4bc nas trés doses pela administracdo intravenosa
apresentam valores abaixo dos esperados em relacdo aos dados observados na
literatura. Em 2014 Dhumaskar e colaboradores descreveram a atividade
antidiabética de derivados DHPMs, na qual a inibicdo da a-amilase foi testada in
vitro e o derivado 3,4-diidropirimidin-2-(1H)-thione (1k) apresentou atividade a

300ug/Kg %. Os DHPMs s&o conhecidos pelo seu amplo espectro de atividade
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biolégica, e os resultados podem indicar que 4bc apresenta alguma acdo sobre a
enzima a-amilase, além da Eg5 °.
Os outros parametros avaliados nao foram clinicamente relevantes, mesmo

gue apresentando diferencas estatisticas entre 0s grupos.
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Tabela 19- Valores médios dos parametros bioquimicos (+ desvio padréo) em ratos fémeas tratadas por via intravenosa com 4bc na dose de 1,0 mg/kg, 2,50
mg/kg e 5,0 mg/kg e grupos controles

) Controle Valores de Referéncia
Controle salina 4bc 1,0 mg/kg 4bc 2,5 mg/kg 4bc 5,0 mg/kg
suspenséio 177 119
Albumina (g/dL) 3,78+0,21 3,85+0,12 3,45+0,39 3,61+0,22 3,63+0,1 3,50-5,30
ALT (U/L) 46,06+8,22 43,98+4,82 40,78+27,86%¢ 33,84+9,52 24,68+7,15 25,00 — 45,00
AST (U/L) 168,16+57,85 164,04+52,72 160,7+62,83 195,48+84,57 145,66+34,65 72.00 — 116,00
Calcio (mg/dL) 11,84+0,46 11,47+1,07 10,81+0,46 10,72+0,39 abc 11,1840,3 9,10 -11,90
Colesterol (mg/dL) 73,8+16,35 64+7,42 64+10,72 65,8+8,47 67,4+11,06 23,00 - 97,00
Bilirrubina total (mg/dL) 0,39+0,05 0,4+0,06 0,31+0,1 0,30+0,05 0,36+0,03 0,20 -2,00
Fosfatase alcalina (U/L) 141,56+17,25 92,5+30,71 78,84+19,89 69,24+21,42 abce 89,06+22,83 36,00 — 131,00
Glicose (mg/dL) 117+15,1 150+21,02 57,6+£53,54 50,4+12,46 78,2+8,53 120,00 — 186,00
HDL (mg/dL) 42,14+16,75 35,22+12,11 37,81+7,93 36,25+11,5 36,82+11,25 30,60 — 59,40
LDL (mg/dL) 9,89+5,25 6,94+1,32 9,06+4,18 11,3247,05 8,69+3,97 -
Triglicerideos (mg/dL) 109,4+31,89 127,4+41,33 58,6+30,76 70,8+15,16 &P 58,8+29,26 2bc 27.00 - 160,00
Proteinas totais (g/dL) 6,4+0,61 6,57+0,34 6,25+0,54 6,13+0,39 6,1+0,37 6,40 — 7,50
Ureia (mg/dL) 48,2+4,17 46,44+5,612 56,9+4,22 @ 46,84+4,67 @ 41,84+4,82 @ 13,20 - 27,10

*Teste Kruskall-Wallis, p(<0,05) ?Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle salina (p<0,05).°Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
controle veiculo (p<0,05).°Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao 4bc 1,0 mg/kg (p<0,05). ). Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao 4bc 2,5

mg/kg (p<0,05). ®Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao 4bc 5,0 mg/kg (p<0,05).
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5.3. /\\//\LI/\(;ZX() DA BIODISPONIBILIDADE
5.3.1. Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram realizadas trés curvas independentes, em solvente, com as respectivas
concentracdes escolhidas para cada composto e a partir das médias das areas dos
picos das trés curvas de cada composto, foi determinada a equacédo da reta
utilizando o software Microsoft Excel® 2010.

Dessa forma a linearidade na faixa de trabalho para o 4p (4 pg/mL —
500ug/mL) e para o 4bc (0,25 — 100ug/mL) refletiu coeficientes de correlacdo dentro
do exigido pela RE 899/2003, acima de 0,99, indicando proporcionalidade entre as
areas dos picos e as concentracdes dos compostos.

A curva analitica do composto 4p e seu cromatograma estédo registrados na
Figura 34 e 35 respectivamente, jA a curva e o cromatograma do 4bc estédo

consignados na Figura 36 e 37 respectivamente.

4p - curva em solvente
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Figura 34. Curva analitica do 4p realizada em solvente.
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Figura 35. Perfil Cromatografico do 4p (20ug/mL) a 312 nm
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Figura 36. Curva analitica do 4bc realizada em solvente.
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Figura 37. Perfil Cromatografico do 4bc (4ug/mL) a 312 nm

O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo da curva extraida do

plasma, apds adicdo dos padrdes, as concentracdes avaliadas foram: 1,0 pug/mL, 2,0
pg/mL, 4,0 pg/mL, 8,0 ug/mL, 20,0 pg/mL.

Para o 4p o método néo foi capaz de extrair o composto (Figura 38), sendo

necessarios mais estudos para a avaliacdo da biodisponibilidade desse derivado.
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Figura 38. Perfil Cromatografico do 4p apds método de extracdo a 312 nm, realizado por técnica de
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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Para o composto 4bc o método de extracdo foi eficaz e conseguimos

identifica-lo (Figura 39).
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Figura 39. Perfil Cromatogréfico do 4bc apds método de extracdo a 312 nm, realizado por técnica de
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A taxa de recuperacdo do composto 4bc pelo método de extracédo foi entre
66,7% e 92,9%, dependendo da concentracdo, ratificando que o método pode ser
utilizado na continuidade dos estudos farmacocinéticos para dosagem do composto
no plasma.

A justificativa para a diferenca de eficacia no método de preparo de amostra
encontrado entre os compostos 4p e 4bc pode ser devido as diferencas em sua
estrutura quimica, ou mesmo do polimorfismo cristalino, que conferem ao 4bc uma
maior estabilidade. E possivel que o composto 4p tenha sido de alguma forma
hidrolisado no plasma ou no préprio método de extracao, na qual foi utilizado o acido
tricloroacético.

A hipétese mais plausivel devido a abrangéncia do método de extracdo é que
0 composto tenha sido degradado. A técnica utilizada por Torres (2014) para
extracdo do DHPM LaSOM 65 nao utilizou acidos, apenas acetonitrila como solvente
extrator®®, Tal método ndo se mostrou eficaz com os compostos testados neste
estudo, o que nos levou a desenvolver o método apresentado.

Com a curva analitica extraida padronizada, a determinacdo do composto 4bc

no plasma dos animais expostos por via oral (50mg/kg) e intravenosa (2,5mg/kg)
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apos a administracdo nos tempo de 15 min, 30 min, 45min, 1h30min, 3h e 4h30min.
No entanto, em nenhum dos tempos, para nenhuma das vias, foi possivel sua
deteccédo, conforme cromatograma apresentado na Figura 40.

Para a administracdo oral o resultado encontrado poderia ser explicado por
uma baixa biodisponibilidade do composto, fazendo com que as concentragdes na
corrente sanguinea estivessem abaixo do limite de quantificacdo estabelecido.
Porém para a administragdo intravenosa é esperado a biodisponibilidade de 100% e
a concentracado no sangue é maxima apos o final da perfusédo, ja que o composto é
administrado diretamente na corrente sanguinea, e assim era esperada sua
deteccéo 3 135,

Nos exames hematolégicos e bioquimicos ndo foram detectadas alteractes
clinicas na contagem das células da série branca, porém a coleta do sangue foi
realizada 14 dias apdés a administracdo sendo possivel que alteragcbes tenham
acontecido logo apds a administracdo da substancia e apdés os 14 dia os valores
tenham se normalizado %0 107,

Uma possibilidade para a ndo deteccdo dos compostos poderia ser sua
ligacdo covalente a algum componente celular (série branca ou vermelha) ou as
proteinas seéricas impedindo sua particdo no plasma. Outra possibilidade seria a

formacédo de agregados impedindo também a particdo no plasma.

— DAD-CH1 312 nm
Area

mAU

0,0 0.5 1,0 1.5 2,0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
Minutes

Figura 40. Perfil Cromatografico do composto 4bc extraido ap6s 1h 30 da administragéo intravenosa
a 312 nm, realizado por técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia
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5.3.2. Fluorescéncia

A bioluminescéncia avaliada pelo equipamento VIS Lumina XR em primeiro
momento foi usada no monitoramento dos modelos animais com indugédo de
tumores, na qual as células cancerigenas sdo expressas juntamente com luciferina e
sdo capazes de emitir luz em comprimentos de onda especificos captados pelo
equipamento, sendo assim com o tratamento era possivel a verificacdo da reducéo
das células tumorais em virtude dos tratamentos propostos 212 213 214,

No estudo realizado por Moura (2017) foi utilizada a técnica para avaliar a
biodisponibilidade endovenosa de nanoformulagbes de ftalocianina de cloro
aluminio, composto utilizado no tratamento de cancer 3.

N&o foram realizados testes fotofisicos do composto 4bc fluorescente para
determinacdo dos comprimentos de onda de excitacdo e emissao, pois sao técnicas
destrutivas e o material sintetizado era limitado, mas através do software Living
Image foi possivel avaliar os comprimentos de onda de excitagdo e emissao do
derivado DHPM, sendo respectivamente 420nm e 670nm.

Apos o intervalo da administracéo respectivo da via observou-se que mesmo
com a retirada prévia dos pelos todo o animal estava emitindo autofluorescéncia,
nao sendo possivel a visualizagdo do composto, conforme Figura 41.

Uma avaliacdo empirica foi realizada para confirmar se o composto emitia
fluorescéncia em contato com os tecidos e se de fato a emissdo seria a mesma
gerada por eles, sendo assim foi adicionado uma por¢cao da formulacéo oral sob a
regido depilada do animal e dessa forma foi possivel observar que o pelo era um
importante interferente em nossas analises, conforme Figura 42. O mesmo resultado
foi obtido com a formulacao intravenosa incorporada ao 4bc fluorescente.

Foi realizada a retirada de todo o pelo do animal, no entanto ainda assim nao
foi possivel a visualizagdo do composto, pois a presenca do sangue também
impedia a visualizacdo. Esses resultados sdo caracteristicos da autofluorescéncia

gue é a fluorescéncia de um tecido devido aos seus fluoréforos endégenos 2%° .
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Figura 41. Andlise da biodistribuigcdo in vivo pelo equipamento IVIS Lumina XR. (A) Controle Xarope,
(B) Composto 4bc administrado pela via oral, (C) Controle suspensdo e (D) Composto 4bc
administrado pela via intravenosa

As analises dos testes de distribuicdo in vivo ndo permitiram a observacao da
circulacdo endovenosa do composto 4bc através das imagens geradas pelo
imageamento em tempo real no IVIS 73 Lumina XR, pois o grupamento fluorescente
adicionado ao composto 4bc tem emissdo em comprimento de onda similar ao
emitido pelo sangue %%, De acordo com a literatura o comprimento de onda de
excitagcdo pela pele e sangue sao 260 e 400nm respectivamente e de emisséo 610 e
675, ratificando que as emissdes estdo proximas do comprimento de onda emitido

pelo composto 4bc fluorescente 217 216 218,
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Figura 42. Avaliacdo empirica da emisséo de fluorescéncia pelo composto 4bc.
Assim, a partir dos dados obtidos in vivo se fez necesséaria a analise ex vivo
com objetivo de se observar a presenca do composto 4bc nos rins, figado, coracao e
cérebro. No entanto ndo houve diferenca entre animais controle e tratados, tanto

para a administracéo oral (Figura 43) como para a intravenosa (Figura 44).

Controle xarope 4bc fluorescente - oral

Controle xarope

4bc fluorescente - oral

Figura 43. Analise ex vivo dos animas expostos ao 4bc fluorescente pela via oral (dose 50mg/kg) em
comparacao com o controle xarope. A- rins, figado e coragdo. B- cérebro
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< Controle suspensio 4bc fluorescente-
Controle suspensio intravenoso
4bc fluorescente-

intravenoso

Figura 44. Andlise ex vivo dos animas expostos ao 4bc fluorescente pela via intravenosa (dose 2,5
mg/kg) em comparacao com o controle suspensao. A- rins, figado e coracdo. B- cérebro

A Ultima etapa do experimento consistiu-se na analise das extensdes
sanguineas preparadas com o sangue coletado por punc¢éo cardiaca dos animais do
grupo controle (xarope e suspensdo) bem como os tratados (oral e intravenoso), a
fim de tentar observar a presenca do composto 4bc no interior de alguma célula
sanguinea por fluorescéncia. E ndo foram constatadas diferencas entre 0s grupos
controle com os grupos tratados pela via oral e intravenosa, conforme Figuras 45 e
46 respectivamente.

Diante dos resultados € possivel que a biodisponibilidade do composto 4bc
seja bem baixa, diferentemente do relato para outro DHPM por Torres (2014),
mesmo o LaSOM 65 sendo considerado também com insolivel ou praticamente
insoltvel %. A baixa solubilidade do composto pode estar diretamente relacionada a
esses resultados, sendo possivel que os granulos do composto 4bc em suspenséo
nas formulacdes tenham sido fagocitados e assim foram entendidos pelo sistema
imunitario como corpos estanhos, porém essa hipotese nao foi confirmada
gualitativamente pelas extensdes sanguineas, potencialmente pelo fato de a técnica
utilizada ndo ser a mais propicia para a deteccdo do composto fluorescente, que
infelizmente apresentou espectros de excitacdo e emissdo em comprimentos de

onda semelhantes aos da autofluorescéncia dos animais 1°°.



Figura 45. Esfregaco sanguineo avaliado por microscopia de fluorescéncia. A - Controle Xarope e B — composto 4bc fluorescente (50mg/kg) administragao
oral

Figura 46. Esfregaco sanguineo avaliado por microscopia de fluorescéncia. A — Controle Suspensao e B — composto 4bc fluorescente (2,5 mg/kg)
administracdo intravenosa
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6. CONCLUSAO

Os resultados do estudo de toxicidade aguda demonstraram que a
administracdo oral dos compostos 4p e 4bc em ratas Wistar ndo causou mortalidade
e/ou morbidade até a dose testada de 2000 mg/kg pc no periodo de 14 dias. Dessa
forma, os compostos foram classificados como “categoria 5”, o que indica que a DL50 &
maior que 2000 mg/kg. Os resultados de toxicidade aguda intravenosa do composto
4bc quando administrado nas doses 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg também nao
causaram mortalidade e/ou morbidade.

Os sinais clinicos apresentados pelos animais logo apés as administracbes néo
foram consequéncia de intoxicacdo, pois também foram apresentados pelos grupos
controle.

N&do foi encontrada qualquer alteracdo histolégica e anatomopatoldgica
significativa no cérebro, timo, tireoide, coracdo, pulmao, figado, rins, baco, pancreas,
Utero, ovario, estomago, intestino grosso e delgado, sugerindo uma seguranca relativa
guando utilizado de forma aguda e oral para o 4p e 4bc e intravenosa para o 4bc.

As diferencas encontradas no indice do peso dos Orgaos entre 0S grupos
tratados e controle foram em detrimento da interferéncia do processo de perfusao.

Nao foram apresentadas diferencas no ganho de peso, consumo de racdo e

agua entre os grupos tratados e controles.

A partir dos ensaios realizados no presente estudo nédo foi possivel definir o
perfil de biodisponibilidade dos compostos 4p e 4bc através do CLAE e do 4bc pela

fluorescéncia.

Notavel foi a reducdo dos niveis de glicose nos animais tratados, que fornecem

base para mais pesquisas com estes compostos para estes parametros.

Na administracéo oral aguda os indices que ficaram fora da faixa de normalidade
também foram reportados para os grupos controle, sendo improvavel que os efeitos

adversos sejam induzidos pelos compostos.

A continuacdo do presente trabalho se faz necessaria, primariamente para se
compreender completamente a farmacocinética dos derivados estudados, e entender
como estes farmacos se distribuem apdés a administracdo. Assim, o estudo da

7

farmacocinética é indispensavel para avaliar quantitativamente a cronologia dos



115

processos absorcao, distribuicdo, biotransformacdo e eliminacdo dos derivados, e

fornecer informag@es Uteis na compreensao mecanistica desses pretensos farmacos.

Até o presente momento, existem poucos estudos que avaliam a atividade ou
toxicidade in vivo dos derivados diidropirimidinonas e este é o primeiro estudo que
avalia esses parametros para os protoétipos 4p e 4bc.
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