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RESUMO

A formacao de complexos metalicos com metais de transigdo, como o niquel, tem
despertado interesse na pesquisa biomédica, especialmente devido as suas
propriedades farmacolégicas promissoras, incluindo atividades antibacteriana,
antifungica, antitumoral e anti-inflamatéria. Um estudo importante para investigar
novas moléculas € o teste de toxicidade, sendo o estudo de toxicidade aguda o
primeiro realizado pois permite a determinagdo de faixas de exposi¢cao definidas
onde a letalidade ¢é esperada. A Organizagdo para a Cooperagédo e
Desenvolvimento Econémico (OECD), na diretriz 423, estabelece o protocolo de
toxicidade aguda com o objetivo de observar a manifestacao de possiveis efeitos
téxicos de uma substancia fornecendo subsidios referentes aos riscos a saude
apds uma exposicao de curta duragao avaliar. A avaliagao toxicoldgica € realizada
por meio de ensaios bioldgicos em animais e os resultados sdo extrapolados para
humanos e outros animais. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade
aguda do complexo metalico Ni(ll)-Melofen VI em camundongos swiss fémeas,
conforme a diretriz 423 da Organizagéo para a Cooperagao e Desenvolvimento
Econdmico (OECD). Para isso utilizaram-se quinze camundongos fémeas da
linhagem Swiss, distribuidas em cinco grupos experimentais em que foram
administradas doses unicas por via gavagem oral do ligante ou do complexo
metalico em doses de 300 e 2.000 mg/kg. Os parametros analisados incluiram a
avaliacdo da toxicidade aguda, variagdo de peso corporal, consumo hidrico e
alimentar, verificagcdo do peso umido dos 6rgaos, além da analise macroscopica e
histolégica de figado, rins, bago, pulmdes e coragdo. Os resultados indicaram
toxicidade significativa do complexo Ni(ll)-Melofen VI na dose de 2.000 mg/kg,
com 100% de mortalidade e alteragdes histopatolégicas nos pulmdes, figado e
rins. Na dose de 300 mg/kg, a mortalidade foi de 50%. Por outro lado, o ligante
isolado nao apresentou toxicidade significativa em nenhuma das doses testadas.
A analise estatistica confirmou diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia
entre os grupos. Porém, ao observar o ganho de peso corporal, consumo hidrico,
alimentar e peso dos 0Orgaos, 0s grupos experimentais nao apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre os grupos analisados. Com relagéo a
analise macroscopica, um padrao consistente semelhante ao grupo controle foi
observado para os grupos tratados, apenas o pulméao apresentou alteragbes na
cor e textura nos grupos complexo metalico em ambas as dosagens. A analise
microscopica indicou alteragbes histologicas em todos os 6rgdos avaliados para
0s grupos complexo metalico na dosagem elevada e na dosagem mais baixa no
animal que morreu antes do fim do periodo experimental. Contudo, os érgéos dos
animais dos grupos ligante do complexo e o animal sobrevivente do complexo
metalico da dosagem de 300 mg/kg apresentaram achados histolégicos
semelhantes ao grupo controle. Portanto, conclui-se que o0 complexo
Ni(ll)-Melofen VI apresenta toxicidade dose-dependente, enquanto o ligante do
complexo nao apresentou sinais de toxicidade.

Palavras-Chave: base de Schiff, complexo metalico; toxicidade aguda;
camundongo; niquel.



ABSTRACT

The formation of metal complexes with transition metals, such as nickel, has
aroused interest in biomedical research, especially due to their promising
pharmacological properties, including antibacterial, antifungal, antitumor and
anti-inflammatory activities. An important study to investigate new molecules is the
toxicity test, with the acute toxicity study being the first performed because it
allows the determination of defined exposure ranges where lethality is expected.
The Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), in
guideline 423, establishes the acute toxicity protocol with the objective of
observing the manifestation of possible toxic effects of a substance, providing
subsidies regarding health risks after a short-term exposure assessment. The
toxicological evaluation is performed through biological tests in animals and the
results are extrapolated to humans and other animals. This study aimed to
evaluate the acute toxicity of the metal complex Ni(ll)-Melofen VI in female Swiss
mice, according to guideline 423 of the Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD). Fifteen female Swiss mice were used for this purpose
and distributed into five experimental groups, in which single doses of the ligand or
the metal complex were administered via oral gavage at doses of 300 and 2,000
mg/kg. The parameters analyzed included the evaluation of acute toxicity, body
weight variation, water and food consumption, verification of the wet weight of the
organs, in addition to macroscopic and histological analysis of the liver, kidneys,
spleen, lungs and heart. The results indicated significant toxicity of the
Ni(ll)-Melofen VI complex at a dose of 2,000 mg/kg, with 100% mortality and
histopathological alterations in the lungs, liver and kidneys. At a dose of 300
mg/kg, mortality was 50%. On the other hand, the ligand alone did not show
significant toxicity at any of the doses tested. Statistical analysis confirmed
significant differences in the survival rate between the groups. However, when
observing body weight gain, water and food consumption, and organ weight, the
experimental groups did not show statistically significant differences between the
groups analyzed. Regarding the macroscopic analysis, a consistent pattern similar
to the control group was observed for the treated groups, with only the lung
showing changes in color and texture in the metal complex groups at both doses.
The microscopic analysis indicated histological changes in all organs evaluated for
the metal complex groups at the high dose and at the lowest dose in the animal
that died before the end of the experimental period. However, the organs of the
animals in the complex ligand groups and the surviving animal of the metal
complex at the dose of 300 mg/kg showed histological findings similar to the
control group. Therefore, it is concluded that the Ni(ll)-Melofen VI complex
presents dose-dependent toxicity, while the complex ligand did not show signs of
toxicity.

Keywords: Schiff base; metal complex; acute toxicity; mouse; nickel.
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1 INTRODUGAO

As bases de Schiff (BS) foram sintetizadas pela primeira vez pelo quimico
alemao Hugo Schiff (1824), a reacao de sintese dessas bases é simples e consiste na
condensagao de uma amina primaria com um composto carbonilico. Essa reacédo é
reversivel e apresenta como produto a formagdo de uma imina/azometina (C=N) e tem
como subproduto uma molécula de agua (Mukhtar et al, 2021; Kajal et al, 2013;
Moldoveanu, 2010).

As BS apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, que séao
potencializadas quando interagem com ions metalicos, especialmente os metais de
transicdo, sendo a ligacdo C=N da azometina fundamental para a sua atividade
bioldgica (Tan et al, 2014; Parveen, Arjmand, Ahmad, 2014).

Diante disso, as BS sao consideradas uma classe de ligantes privilegiados
utilizadas para coordenacédo com diversos ions metalicos, possuindo capacidade unica
de formar complexos organometalicos estaveis, pois pelo processo de quelagéo é
capaz de diminuir a polaridade dos ions metalicos envolvidos (Shi et al, 2007).

Desde a descoberta da cisplatina, um quimioterapico, medicamentos a base de
metais tém sido amplamente estudados devido as suas diversas aplicagdes clinicas,
tornando-os promissores para o desenvolvimento de novos compostos com
propriedades farmacolégicas (Farghadani et al, 2019).

Os complexos metalicos (CM) s&o agentes multifuncionais, amplamente
utilizados em diversas aplicagdes farmacologicas por apresentarem uma variedade de
atividades bioldgicas como aplicagdes antibacteriana, antitumoral, antioxidante, antiviral
e antifungica, justificando os constantes estudos de suas analises (Lupascu et al, 2020;
Ibrahim, 2016).

A formacgao dos CM de coordenagédo aumenta o efeito bioldégico dos compostos,
através da ligacdo azometina na base de Schiff e a quelagdo do ion metalico central.
Além disso, a estrutura recém obtida ganha um carater lipofilico (hidrofébico) facilitando

a sua travessia por meio da membrana plasmatica (Ozdemir et al, 2020).
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De acordo com a literatura, ao coordenar BS a ions metalicos presentes em
sistemas biolégicos como Zn(ll), Cu(ll), Co(ll), Mn(ll), Ni(ll) e Fe(ll), sua atividade
biolégica € significativamente aumentada tornando esses complexos metalicos
candidatos a farmacos com novos mecanismos de agao (Lupascu et al, 2020).

O ion niquel, Ni(ll), esta presente em determinados processos biologicos tais
como: cofator de proteinas, aminoacidos, albumina, atua no transporte de oxigénio,
além de atuar na absorcgao do ferro e estimulante do metabolismo da hemoglobina (Guo
et al, 2015). Apesar dos beneficios dos complexos metalicos estes podem apresentar
efeitos toxicos no organismo, sendo de suma importancia a avaliagdo da toxicidade
desses compostos.

Dessa forma, os testes de toxicidade sdo métodos utilizados para avaliar a
capacidade de uma substancia causar efeitos adversos apds a sua administragao, pois
esses testes realizam avaliagbes quantitativas dos agentes quimicos testados (Hayes,
1994). O teste de toxicidade aguda in vivo para uma nova substancia consiste na
administragao unica ou em fragdes da substancia teste por um periodo ndo superior a
24 horas, em doses superiores a terapéutica (Hayes, 1994).

Apds a exposi¢do, os animais sao avaliados periodicamente durante o periodo
de 24 horas e ap0s isso é realizada avaliagao diaria durante 14 dias para verificacdo de
possiveis sinais de toxicidade ou ocorréncia de mortalidade, fornecendo assim
subsidios referentes aos riscos a saude apds uma exposicado de curta duracao
(Andrade et al, 2022; Brito, 1994; Dipasquale, Hayes, 2001; OECD, 2002).

Nestes estudos utilizando modelos animais em pesquisas cientificas fornecem
um guia entre o laboratorio e os seres humanos, os resultados dos ensaios iniciais
sobre roedores podem ser usados para definir a dose inicial em estudos posteriores
utilizando ndo roedores. Sem modelos animais ndo haveria maneira de testar hipoteses
para validar os achados laboratoriais antes da experimentagdao humana, sendo entio
uma forma segura de testar hipéteses e validar achados laboratoriais antes da

experimentacdo humana (Matute-Bello, Frevert, Martin, 2008).
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1.1 Justificativa e relevancia do projeto de pesquisa

Os complexos metalicos tém sido amplamente estudados e utilizados na medicina
para o tratamento de multiplas doencas devido a suas aplicagdes bioldgicas
apresentadas como anti-inflamatérias, antitumorais, antifungicas e antibacterianas (Neto
et al, 2023).

Apesar da relevancia dessa relagdo, nao ha estudos in vivo de toxicidade aguda
para a molécula Ni(ll)-Melofen VI, sendo este um estudo inédito. Anteriormente, um
estudo “in vitro” foi realizado e apresentou resultados promissores, visto que
demonstrou efeito antiproliferativo em linhagens celulares de cancer de célon murino
(CT-26) e humano (HCT-116) (Ribeiro, 2022).

Sendo assim, é valido ressaltar a importancia de estudos relacionados a toxicidade
dessas moléculas, de modo a assegurar 0 seu uso em pesquisas experimentais. Dentre
estes, o0s estudos toxicoldégicos nao-clinicos fazem parte do processo de
desenvolvimento de novos farmacos e antecedem a experimentagao clinica de forma a
reduzir os efeitos deletérios ao ser humano (Dorato, Buckley, 2006).

Os estudos toxicologicos podem ser realizados através de testes in vitro e in vivo,
todavia, sdo os testes in vivo que fornecem informacdes mais precisas sobre a
seguranga e eficacia dos novos farmacos. Ademais, é por meio dos testes de
experimentacdo in vivo que obtemos informacbes importantes em relacdo ao

metabolismo e aos efeitos da substancia sobre 6rgaos especificos (Silva et al, 2021).
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2 FUNDAMENTA(;Z\O TEORICA
2.1 Bases de Schiff

As bases de Schiff (BS) apresentam em sua constituicdo um grupo funcional
imina, também chamado de azometina (Kajal et al, 2013). Esse grupo é formado por um

carbono ligado através de uma ligacéo dupla ao nitrogénio —C=N- (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura geral das bases de Schiff destacando o grupo funcional imina

R2

N

R1/C\

R3

Fonte: Elaboragéo prépria (2025).

A reacao de sintese desses compostos se da a partir da condensacgao entre uma
amina primaria e compostos carbonilicos, sendo uma cetona ou aldeido sob condi¢des
especificas, tendo como produto principal a formagdao do grupo funcional imina ou
azometina e como subproduto uma molécula de agua (Figura 2). Esse grupo funcional

presente em sua estrutura, € essencial para reagdes complexas (Paul, 2002).

Figura 2 - Reagao de condensagéo das bases de Schiff
. / O
R;—NH, t ()=(°\ — 125—?\=(\ H,0

Fonte: Adaptado de Selvaganapathy, Natarajan (2016).
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As BS derivadas de aldeidos alifaticos sao instaveis por natureza e faciimente se
polimerizam. Contudo, compostos contendo aldeidos aromaticos sdo mais estaveis
devido ao sistema de conjugacao eficaz (Paul, 2002). Dessa forma, esses ligantes
derivados de aldeidos aromaticos e aminas aromaticas s&o amplamente aplicaveis nos
campos da biologia, quimica inorganica e analitica (Cimerman, Miljanic, Galic, 2000;
Kabak et al, 2000).

Essa classe de ligantes, tem despertado atengdo como farmacdéforos no design e
desenvolvimento de varios compostos bioativos principais por apresentarem
funcionalidade de ligante na quimica de coordenagdo, alta estabilidade e ampla gama
de propriedades biolégicas (Singh, Barwa, Tyagi, 2006; Lupascu et al, 2021). Entre
estes, 0 grupo imina representa um farmacéforo versatil para o desenvolvimento de
compostos ativos e sua estrutura permite a introdugcdo de grupos que aumentam a
bioatividade (Kajal et al, 2013; Avila-Sorrosa et al, 2020).

BS sao geralmente ligantes bi-, tri-, tetra- ou polidentadas capazes de formar
complexos muito estaveis com metais de transicdo (Arulmurugan, Kavitha,
Venkatraman, 2010). O grupo imina ou azometina esta presente em varios compostos
de ocorréncia natural e sintética, onde desempenham papel essencial para suas
atividades bioldgicas (da Silva et al, 2011). Adicionalmente, o atomo de nitrogénio das
iminas pode participar na formacgao de ligagdes de hidrogénio com os centros ativos dos
constituintes celulares e interferir nos processos celulares normais (Shanty et al, 2017;
Kajal et al, 2013).

A BS representa um precursor fundamental para o desenvolvimento de diversos
complexos metélicos (CM), pois podem facilmente formar complexos estaveis com a
maioria dos metais de transi¢cao (Kajal et al, 2013; Zoubi, 2013; Arulmurugan, Kavitha,
Venkatraman, 2010; Dalia, Afsan, 2018; Uddin et al, 2018).

Estudos relatam que a atividade das BS pode estar relacionada a duas
caracteristicas: (1) a alta hidrofobicidade, que pode favorecer a interagdo com a
membrana celular (Aragon-Muriel et al, 2021); (2) presenga de metais complexados na
molécula, que podem quelar ions essenciais ou realizar interagdes com o DNA,

promovendo assim danos celulares irreversiveis (Raman, Sakthivel, Pravin, 2014).
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As BS do tipo tetradentadas com sistemas de coordenacdo-N,N,0,0 tém
mostrado larga empregabilidade como ligantes de diversas espécies metalicas, pois
apresentam quatro atomos doadores que podem se ligar simultaneamente ao ion
metalico resultando em complexos muito estaveis com metais de transicdo. As sinteses
das bases de Schiff tetradentadas do tipo-N,N,O,0 sdo, em geral, realizadas a partir
das condensagbes de aldeidos/cetonas com diaminas como etilenodiamina (ou seus
derivados) e orto-fenilenodiamina (ou seus derivados), resultando na formagao de
ligantes amplamente conhecidos, respectivamente, como salen e salofen (Figura 3)
(Fabbrizzi, 2020; Shaw, White, 2019).

Figura 3 - Estruturas quimicas de compostos do tipo salen/salofen

(a)
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Fonte: Cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Jailton Ferrari (2025).

Outra classe de BS que tem sido sintetizada e caracterizada sao as derivadas de
diaminoalquilidénicos do acido de Meldrum (Montalban, 2010). Esses compostos foram
empregados como ligantes do tipo tetradentados-N,N,0,0 para formar os primeiros
exemplos de complexos diamagnéticos do tipo BS de Ni(ll) e de Zn(ll) designados como
complexos do tipo-melen em referéncia ao acido de Meldrum. Contudo, levando-se em
conta a estrutura fenilediamino desses primeiros complexos sintetizados da série de

compostos, pode ser adequado também os denominar de melofen em referéncia a
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presenga do acido de Meldrum (Montalban et al, 2010). Fazendo assim uma clara
analogia aos complexos de BS conhecidos como salofen (Figura 4) (Arun, Kumar,
Kamalesu, 2024; Fabbrizzi, 2020).

Figura 4 - Estruturas quimicas de compostos do tipo melofen

Melofen metalo-Melofen

Fonte: Cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Jailton Ferrari (2025).

Dessa forma, a sintese de ligantes derivados do acido de Meldrum
(denominados melofen) esta sendo reavaliada para criar complexos metalicos dessa
classe. Possibilitando assim uma oportunidade para investigar essa classe de
compostos e seu potencial para aplicagdes biolégicas e farmacolégicas, visando o

desenvolvimento de uma nova classe de CM, os metalo-melofens.

2.2 Complexos metalicos

Os complexos metalicos (CM) sdao compostos que contém um ligante e ions
metalicos em sua constituicdo, sendo amplamente utilizados no tratamento de diversas
doengas (Orvig, Abrams, 1999). Devido as suas propriedades unicas, os metais de
transicao sao frequentemente usados para formar esses complexos, pois apresentam
variedades de estruturas e estados de oxidagao estaveis em meio fisioldgico (Beraldo,
2005; Reisner et al, 2008; Rijit, Sadler, 2009).
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No ano de 1965, a utilizacdo de metais para o tratamento de doencgas entrou em
evidéncia apos o fisico Barnett Rosemberg descobrir a atividade antitumoral da
cis-diaminodicloroplatina (Il), a cisplatina, impulsionando dessa forma as pesquisas
relacionadas a investigacdo de complexos metalicos para uso em doengas
(Rosemberg, Vancamp, Krigas, 1965). No entanto, mesmo apresentando atividade
anticancerigena relevante, a cisplatina apresenta efeitos toxicos, sendo assim um fator
limitante para o seu uso (Sykes, 1988).

Diante disso, a busca por CM elevou-se apds essa descoberta, visando um
composto metalico que apresentasse baixo ou nenhum efeito toxico ao organismo
(Clarke, 2002; Craver et al, 2010).

Os complexos de metais de transicdo contendo ligantes sdo de enorme
importancia, sabe-se também que os ligantes livres de metal apresentam atividade
bioldégica constitutiva, contudo estudos afirmam que os complexos de metal exibem
atividades potentes. Portanto, as habilidades de quelacido de metal s&o responsaveis
pelas atividades biolégicas de um complexo de metal (Chellan et al, 2010). Outrossim, a
complexacdo do ligante com um metal ajuda no processo de absorgao celular devido a
natureza lipofilica do metal (Chellan et al, 2010).

Os CM apresentam maior atividade biolégica do que os compostos organicos
livres (Chohan, Praveen, Ghaffar, 1997). O aumento da atividade biolégica foi relatado
pela implementagédo de metais de transicdo em bases de Schiff (Ershad et al, 2009).

Devido a fragdo azometina, as BS funcionam como ligantes importantes nos CM,
transformando-os em estruturas estaveis capazes de aumentar o efeito biolégico do
préprio ligante por meio de sua coordenagao com ions metalicos (Lupascu et al, 2020).

A potencializagdo do efeito bioldgico esta relacionada a presenca da ligagao
azometina na BS, complementada pelo efeito de quelagdo criado com o ion metalico
central, contribuindo para uma diminuigdo significativa na polaridade e explicando o
aumento do carater lipofilico das combinagdes complexas (Lupascu et al, 2020).

Durante os ultimos anos, compostos de coordenagdo de origem bioldgica
ligantes ativos receberam muita atencdo. Sob o ponto de vista terapéutico, varios
complexos de BS foram testados para o tratamento antibacteriano, antitumoral,

anti-inflamatério, relacionada aos seus complexos metais de transicao (Kajal, 2013).
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Os metais de transi¢cédo estdo envolvidos em diversos processos biolégicos, como
com aminoacidos, peptideos e acidos nucleicos, que sao essenciais a vida. Além de
que a maioria dos metais que estdo presentes em sistemas bioldgicos envolvem
complexos, como a hemoglobina e vitamina B12 (Joseyphus, Nair, 2010).

A ligacdo de moléculas bio-organicas ou farmacos a ions metalicos altera
drasticamente suas propriedades biomiméticas, efeitos terapéuticos e propriedades
farmacoldgicas (Chandraleka et al, 2014). Derivados de BS de aminoacidos aromaticos
sdo bons agentes quelantes e capazes de formar complexos estaveis com metais de
transicéo (Tobriya, 2014; Al-Garawi, Tomi, Al-Daraji, 2012).

Diversos metais de transicdo tém sido estudados para formacdo de complexos
metalicos e de acordo com a literatura, ao coordenar o ligante a ions metalicos
presentes em sistemas biolégicos como o Ni(ll) sua atividade biolégica é
significativamente aumentada, tornando esses compostos metéalicos candidatos para
campos farmacéuticos que trazem novos mecanismos de agao (Rani et al, 2018;
Abdel-Rahman et al, 2020).

O niquel (Ni) é um oligoelemento essencial para a manutengao de fungdes
biolégicas no homem e outras espécies animais, porém o desequilibrio da homeostase
do Ni leva a disturbios fisiologicos e comportamentais. A deficiéncia do Ni altera o
metabolismo em contraste a exposi¢cdo exagerada que pode provocar efeitos nocivos
em varios 6rgaos (Das; 2008; Denkhaus, Salnikow, 2002).

O ion niquel, Ni(ll), esta presente em determinados processos biologicos tais
como: cofator de proteinas, aminoacidos, albumina, atua no transporte de oxigénio,
além de atuar como estimulante do metabolismo por meio do ferro e da hemoglobina
(Guo et al., 2015).

A quimica de coordenagdo do Ni(ll) é diversificada, além disso esse ion
apresenta carater menos toxico que pode diminuir ainda mais quando coordenado a
ligantes, além de que a sua coordenacao ao ligante forma complexos metalicos com
geometrias diversas (Selvaganapathy, 2016). Diante do exposto, o Ni(ll) apresenta-se

COMO uma opgao promissora para sintese de complexos metalicos.
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2.3 Atividade biolégica dos complexos metalicos

As infecgcdes associadas as bactérias multirresistentes continuam sendo um
problema de saude publica e seguem apresentando crescente mortalidade em todo
mundo (Brodowska, Lodyga-Chruscinska, 2014; da Silva et al, 2011; Bernadette et al,
2010), tornando evidente a falta de tratamentos eficazes e a necessidade do
desenvolvimento de novos agentes antibacterianos, que apresentem novos
mecanismos de acdo e mais eficientes (Rice, 2006). Diante disso, a atividade
antibacteriana das BS e seus CM tém sido amplamente analisadas.

Estudos tém se comprometido em investigar a acdo antibacteriana desses
compostos, descrevendo suas acbes de inibicdo contra o crescimento de uma
variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris (Madani et al, 2020;
Rudrapal, 2013; da Silva et al, 2011; Mishra, Soni, 2008).

As infecgdes fungicas em sua grande maioria sao superficiais, mas recentemente
a incidéncia de infecgbes fungicas sistémicas, potencialmente letais, aumentou
consideravelmente (Guo et al, 2007). O numero restrito de medicamentos antifungicos,
seu uso prolongado no tratamento de infec¢des fungicas cronicas e a falta de novos
agentes antifungicos, levaram ao aumento da resisténcia antimicrobiana com o
surgimento de Candida spp. resistentes a anfotericina B e azois.

Dessa forma, é evidente a urgéncia no desenvolvimento de novos agentes
antifungicos eficazes e estudos apontam que as BS sao consideradas promissoras para
o desenvolvimento destes medicamentos (Madani et al, 2020; Wiederhold, 2017; Qin et
al, 2013). Estudos relatam que as bases de Schiff derivadas de imina, possuem
propriedades antifungicas contra Candida albicans, Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes, Aspergillus niger, A. flavus e Microsporum gypseum (Madani et al,
2020; Brodowska, Lodyga-Chruscinska, 2014).

Os CM podem atuar de varias maneiras para exercer efeitos anti-inflamatorios,
seja pela inibicdo de enzimas inflamatérias como a ciclo-oxigenase e lipoxigenase,
modulagdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas, estabilizagdo da membrana

celular, atividade antioxidante ou através da ligagdo com receptores celulares (Neto,
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2023). Os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) sdo comumente usados para o
tratamento de inflamagao, dor e febre, mas em algumas situagbes o uso desses
medicamentos pode ocasionar efeitos toxicos e colaterais (Deghrigue et al, 2015).

A atividade antiviral das BS tem sido investigada para o tratamento da infecgéo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e os resultados mostram-se eficazes
contra o virus (Patel et al, 2012), similar a um outro estudo (Sriram et al., 2006) que
também demonstrou a mesma atividade contra o HIV. Estudos também se propdem a
investigar a atividade anti-HSV, se mostrando eficaz contra infec¢des pelo virus herpes
simplex (HSV)(Hilmy et al, 2012; Rollas, Kugukguzel, 2007; Padron, Tejedor, 2005).
Ademais, Sriram et al. (2006) revelaram que o composto de BS testado apresentou
eficacia contra o virus da hepatite do rato (MHV), inibindo seu crescimento em 50%.

O cancer é uma das principais doencas responsaveis por alta mortalidade
mundialmente, se caracterizando pela proliferacdo descontrolada de células devido a
interrupgao ou disfungdo de vias de sinalizagao regulatorias (Ali et al, 2012). Diversas
pesquisas acontecem em busca do tratamento da malignidade com o objetivo de
descobrir agentes antineoplasicos eficazes. Sendo assim, novos agentes
anticancerigenos devem ser sintetizado e diversos estudos se propdem a investigar as
atividades anticancer das BS e demonstrar suas propriedades anticancerigenas (Savcy,
Buldurun, Kirkpantur, 2021; Savir et al, 2020).

Com relagdao a investigacdo de atividade antiparasitaria das BS e seus
complexos metalicos, estudos se propdem a investigar a sua atividade antimalarica
(Ziegler et al, 2000). Savir et al. (2020) em estudo observaram atividade positiva dos
complexos investigados contra Plasmodium falciparum. De acordo com o estudo de
Riccio et al. (1997) o grupo imina das BS demonstrou atividade antimalarica,
apresentando-se eficaz contra cepas de P. falciparum resistentes a medicamentos
antimalaricos convencionais.

Em vista disso, atualmente metalofarmacos sao utilizados para o tratamento de
diversas doencas, como a cisplatina e o ruténio para o tratamento de cancer, auranofina
no tratamento de artrite reumatoide e o ferro para o tratamento de anemia ferropriva,
aumentando desse modo o interesse clinico em pesquisas envolvendo complexos

metalicos (Anthony et al, 2020; Junqueira, Silva, Guerra, 2012; Cangado, 2007;
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Nikolaou, da Silva, 2018). Contudo, a utilizacdo de complexos metalicos podem estar
associados a efeitos toxicos colaterais, sendo importante a investigacdo da toxicidade

primordialmente.

2.4 Toxicidade aguda

A toxicologia é a ciéncia que investiga os efeitos nocivos causados por
substancias quimicas no organismo, considerando as condi¢des especificas de
exposigao. Com isso, busca entender a ocorréncia, natureza, incidéncia, mecanismos e
fatores de risco associados aos efeitos deletérios dessas substancias. Os efeitos
toxicos causados por determinada substincia podem ser leves, como irritacdo nos
olhos, até casos mais graves como associado a dano hepatico, renal, incapacitagao
permanente de um érgao ou cancer (Oga, Camargo, Batisuzzo, 2021).

Os testes de toxicidade sdao métodos utilizados para avaliar a capacidade de
uma substancia causar efeitos adversos apds a sua administragao. Esses testes visam
prever a manifestacdo de efeitos toxicos em humanos ou outros animais expostos a
substancia (Koeter, 1993; Stokes, 2002; Meyer, 2003). Uma substancia quimica é
considerada um agente toxico se, sob certas condigdes de exposi¢cdo, causar dano a
um sistema bioldgico, alterando sua fungdo ou levando a morte (Oga, Camargo,
Batisuzzo, 2021).

Além disso, os ensaios de toxicidade sao frequentemente realizados com
animais, pois isso permite determinar possiveis efeitos tdéxicos das substancias em
seres humanos. Existem varios testes toxicoldgicos para fins regulatorios, e entre eles,
o teste de toxicidade aguda é particularmente importante, pois fornece resultados
precisos em um curto periodo (Spielmann, 2002; Barros, Davino 2003).

Estudos toxicologicos sdo sempre solicitados nos processos investigativos,
desde o desenvolvimento de novas substéncias, até seu registro e comercializagéo,
pois sdo fundamentais para avaliar a seguranga e o risco associado ao uso de novas
substancias (Ecobichon, 1997; Stokes, 2002; Meyer, 2003). No decorrer do

desenvolvimento de um medicamento, a fase pré-clinica € a primeira percorrida e
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determinante para as fases subsequentes. Nesta etapa inicial, o estudo toxicoldgico
consiste na avaliagdo da toxicidade aguda da substancia teste (Hayes, 1994).

No teste de toxicidade aguda, a substédncia em teste é administrada por um
periodo inferior a 24 horas, seguido do monitoramento do modelo experimental durante
14 dias apos a administragdo, que pode ser realizada por meio de uma dosagem unica
ou por fragdes da substéncia em analise (OECD, 2001). Esse teste demonstra
informacdes relevantes acerca da toxicidade aguda e letalidade da substancia em
estudo, utilizando um numero reduzido de animais quando comparado ao teste classico
de DL50 (Dipasquale, Hayes, 2001).

O estudo de toxicidade aguda permite a determinagédo de faixas de exposi¢cao
definidas onde a letalidade é esperada. Esse teste é descrito pela Organizagao para a
Cooperagédo e Desenvolvimento Econdémico (OECD), na diretriz 423, apresentando
como objetivo observar a manifestagdo de possiveis efeitos toxicos de uma substancia
em um curto periodo apés administracdo da dose fornecida durante as primeiras 24
horas, fornecendo assim subsidios referentes aos riscos a saude apds uma exposi¢cao
de curta duracgao (Brito, 1994; Dipasquale, Hayes, 2001; OECD, 2001).

Este protocolo experimental recomenda que o tratamento seja iniciado com trés
animais, sendo administrada a dose unica de 300 mg/kg para substancias
desconhecidas, podendo ser administrada a dose unica de 2.000 mg/kg. De acordo
com o resultado obtido nos testes a substincia é classificada na sua respectiva
categoria segundo o Globally Harmonized Classification System (GHS) (OECD, 2001).

Durante a realizagdo dos testes de toxicidade também é realizada uma triagem
comportamental que serve para facilitar a identificacdo de uma possivel atividade do
composto no Sistema Nervoso Central (SNC), bem como seus efeitos no
comportamento dos animais (Almeida, 2006). O screening hipocratico fornece uma
estimativa geral da toxicidade da substancia por meio da observagdo comportamental
sobre a disposig¢ao geral, estado consciente, atividade e coordenagao do sistema motor
e reflexo do animal (Malone, Robichaud, 1983).

Evidéncias toxicologicas demonstram que toda substancia € um agente toxico
em potencial, a depender das condicdes de exposi¢cdo, como dose administrada ou

absorvida, tempo, frequéncia e via de administragao (Castro, 1993). Portanto, os testes
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toxicolégicos sao realizados para se obter dados sobre as condigbes em que os
agentes quimicos produzem efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e quais os
niveis seguros de exposicao (Loomis, Hayes, 1996).

A utilizagdo de modelos animais em pesquisas cientificas fornece um guia entre
o laboratorio e os pacientes, com os ensaios inicialmente séo realizados in vitro e apés
isso podem ser testadas diretamente em modelos animais. Sem modelos animais nao
haveria maneira de testar hipoteses para validar os achados laboratoriais antes da
experimentacdo humana (Matute-Bello, Frevert, Martin, 2008). Ademais, cerca de
30-40% do uso de animais em procedimentos cientificos €& voltado para o
desenvolvimento e para os testes de toxicidade de medicamentos e de produtos
bioldgicos, sendo os roedores as espécies de maior relevancia (Matfield, 2003).

Os estudos toxicologicos quando aplicados em animais de laboratério e, sob
condigdes previamente estabelecidas permitem determinar os possiveis efeitos de
substancias toxicas para humanos ou animais expostos (Barros, Davino, 2003). A
avaliagao toxicoldgica € realizada por meio de ensaios biolégicos em animais e 0s
resultados sdo extrapolados para humanos e outros animais.

Nestes casos, a necropsia, a histopatologia e a manutencdo do grupo controle
para fins de comparagao sao realizadas, bem como a avaliagdo do estado geral dos
animais e a observacgao dos efeitos téxicos (Lima et al, 2003).

A avaliacao da toxicidade visa caracterizar os efeitos adversos inerentes a
determinado agente quimico (Corréa, Alonzo, Trevisan, 2003). Portanto, os testes
toxicolégicos normalmente requeridos com propdsito regulatério incluem inicialmente a

avaliagao da toxicidade aguda.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade aguda experimental do complexo Ni(ll)-Melofen VI em

modelo murino.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade aguda do complexo Ni(ll)-Melofen VI em camundongos swiss
fémeas;

Avaliar a toxicidade aguda do ligante do complexo metalico em camundongos
swiss fémeas;

Verificar a variagao do peso corporal, consumo de agua e ragéo ao longo do
experimento;

Verificar o peso umido dos 6rgaos;

Analisar macroscopicamente bacgo, figado, coracéao, rins e pulmdes nas diversas
condicdes experimentais;

Analisar histologicamente as altera¢des presentes no baco, figado, coragao, rins

e pulmdes nas diversas condi¢gdes experimentais.



4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi encaminhado para Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB), para a avaliagédo e
aprovagao, visando obter a permissao necessaria para a execugao do experimento.
Durante o percorrer do estudo cientifico, foram seguidos os principios e critérios

estabelecidos para o uso de animais em pesquisas cientificas.

Portanto, somente apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) sob protocolo:
4337040125 (ID 002317) a pesquisa foi iniciada (Anexo 1). E valido salientar que
para assegurar o bem-estar dos animais, todos os esforgos foram realizados para

diminuir o desconforto ou dor que possam té-los acometidos.

4.2 Grupos experimentais

A amostra experimental foi composta por 15 camundongos (Mus musculus)
fémeas nuliparas e nao prenhes, da linhagem Swiss, com idade de 7 semanas e
com peso entre 28-30 g, obtidos e alocados no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamento (IPeFarM), no Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). A linhagem Swiss foi empregada por ser amplamente
utilizada em pesquisas biomédicas, especialmente em farmacologia. As fémeas sao
recomendadas pela OECD, pois apesar de haver pouca diferenga na sensibilidade
entre 0s sexos, nos casos em que diferengas sado observadas, as fémeas
geralmente apresentam um pouco mais de sensibilidade hormonal (Neves, Mancini,
Menezes 2013).

Sendo assim, antes do inicio do experimento os camundongos passaram pelo

periodo de aclimatacdo com temperatura média de 23 £ 2°C, em ciclo claro/escuro
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de 12/12h (luzes acesas as 7 h e desligadas as 19 h), com acesso a ragao
adequada (Biotec®) e agua potavel ad libitum, sendo realizada limpeza do ambiente
e monitoramento clinico favorecendo o bem-estar do animal e minimizando o

estresse dos animais.

Para conducdo dos experimentos de toxicidade, os camundongos foram
divididos em 5 grupos, sendo estes: (1) Grupo Controle Dimetilsulfoxido (DMSO),
sendo este veiculo utilizado por permitir melhor solubilizagdo dos compostos; (2)
Grupo Ligante do Complexo 300 mg/kg (LC 300); (3) Grupo Ligante do Complexo
2.000 mg/kg (LC 2.000); (4) Grupo Complexo Metalico 300 mg/kg (CM 300) e (5)
Grupo Complexo Metalico 2.000 mg/kg (CM 2.000) (Quadro 1). Cada grupo foi
composto por 1 gaiola com 3 animais (totalizando 5 gaiolas contendo 3 animais
cada). Para distingdo, todos os animais foram marcados individualmente com caneta

permanente na cauda.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais
Grupo Descrigao

DMSO Camundongos sadios que receberam DMSO por
gavagem oral
LC 300 Camundongos que receberam 300 mg/kg do ligante do
complexo por gavagem oral
LC 2.000 Camundongos que receberam 2.000 mg/kg do ligante do
complexo por gavagem oral
CM 300 Camundongos que receberam 300 mg/kg do complexo
metalico por gavagem oral
CM 2.000 Camundongos que receberam 2.000 mg/kg do

complexo metalico por gavagem oral

Total
Fonte: Elaboragao propria (2025).
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4.3 Obtencao do complexo Ni(ll)-melofen VI

Para esta pesquisa, foi utilizado um elemento da primeira série de transicéo, o
Niquel (Il). O ligante melofen e o complexo metalico Ni(ll)-melofen VI (Figuras 5 e 6)
foram sintetizados e cedidos pelo Laboratorio Multiusuario de Quimica, do Centro de

Ciéncias Exatas e da Natureza e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jailton Ferrari.

Figura 5 - Estrutura quimica do melofen VI

Chemical Formula: CogHogN5Og
Molecular Weight: 496,52

Fonte: Cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Jailton Ferrari (2025).

Figura 6 - Estrutura quimica do complexo metalico Ni(ll)-melofen VI

(0] =N N= (0]
O%O@O 7

@) )

Chemical Formula: CogHogN5NiOg
Molecular Weight: 553,19

Fonte: Cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Jailton Ferrari (2025).
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4.4 Protocolo de toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi conduzido de acordo com a metodologia
preconizada pelo Guia para Testes de Quimicos da OECD 423 (OECD, 2001) (Anexo
II), que n&o traz restricbes quanto ao uso de camundongos, dessa maneira, a escolha
deste modelo animal prosseguiu baseado em estudos anteriores e por estes possuirem
massa corporal menor, apresentando melhor manejo e sendo necessarios menos

insumos.

Com relagéo as doses empregadas com base no protocolo proposto pela OECD
para substancias n&o testadas ou com histérico de toxicidade desconhecida, a dose
inicial selecionada para o ligante do complexo e complexo metélico foi de 300 mg/kg,
seguida pela dose mais alta recomendada pelo mesmo protocolo 2.000 mg/kg. De
acordo com o resultado obtido este protocolo permite classificar a substancia teste na
sua respectiva categoria segundo o Sistema Globalmente Harmonizado de

Classificacado e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).

Sendo assim, os camundongos passaram por distribuicdo aleatéria em 5 grupos,
sendo um grupo controle, dois grupos tratados com o ligante do complexo, sendo na
concentragéo inicial de 300 mg/kg e 2.000 mg/kg, e dois grupos tratados com o
complexo metalico nas mesmas concentragdes anteriores. Ao grupo controle foi
administrado dimetilsulfoxido (DMSO) por via oral mediante gavagem com o uso de
canula rigida adequada (25,8 mm) e seringa descartavel ndo ultrapassando o volume
maximo de 1 mL/peso corpéreo. Nos grupos tratados foram administradas, doses
unicas de 300 mg/kg e 2.000 mg/kg do ligante do complexo e do complexo metalico
diluidos em DMSO por via oral mediante gavagem, nao ultrapassando o volume

maximo de 1 mL/peso corpdéreo.

Apods administracdo, os animais foram avaliados no 1° dia apds os 30 minutos
iniciais e periodicamente percorrendo 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 12 h e 24 h e, por conseguinte

passaram por avaliacdo diaria até o 14° dia apds o tratamento para verificar a
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ocorréncia de mortalidade e sinais clinicos de toxicidade (figura 7), sendo registrados o
peso corporal dos animais, assim como o consumo de agua e ragao de acordo com o
Guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos (ANVISA, 2020).
Foram avaliados os seguintes sinais seguindo o screening hipocratico: atividade geral,
tremores, convulsdes, lacrimacdo, defecacao, piloerecao, respiragcao, hiperemia e morte
(Malone, Robichaud, 1962). Em casos de mortalidade os animais seriam recolhidos,
realizado a laparotomia e excisao dos 6rgéos de interesse para avaliagdo macroscoépica

e posteriores analises histopatologicas.

Figura 7 - Delineamento experimental do protocolo de toxicidade aguda

Verificagdo do consumo de Verificagdo do consumo de
dgua e ragao dgua e ragao

l l I
| | | | |

1 4 8 1" 14 (Dias)

I | |

Inicio do experimento - Verificagdo do consumo de agua, Verificagao do consumo de agua,
Administragao das substancias ragdo & peso corporal ragdo e peso corporal

Eutanasia

Fonte: Elaboragéo propria (2025).

4.5 Eutanasia

Ao término do experimento, os animais foram eutanasiados conforme as
diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho de Experimentagdo Animal (CONCEA,
2018). O experimento de toxicidade aguda foi realizado ao longo de 14 dias, com ponto
de eutanasia planejado para o 14° dia, ao final do experimento.

Para a eutanasia, foi administrada uma combinagdo de Cetamina (180 mg/kg) e
Xilazina (30 mg/kg) por via intramuscular, caracterizando uma sobredose de anestésico
com efeito letal. A eutanasia foi realizada individualmente, e apds isso os animais foram
acondicionados em sacos plasticos e mantidos a -20 °C. Posteriormente, foram

recolhidos por uma empresa especializada no descarte de material biologico.
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4.6 Determinacao do peso umido dos 6rgaos

Foi realizada a coleta dos 6rgaos de interesse seguindo as recomedacdes da
OECD sendo estes: figado, bago, coracéao, rins e pulmdes. A primeira analise realizada
dos orgaos foi a determinacdo do peso umido dos 6rgdos, com o auxilio de uma

balanga analitica procedeu-se a pesagem de cada 6rgéo.

4.7 Analise macroscépica

Os o6rgaos foram analisados macroscopicamente incluindo uma descricéo
detalhada das alteracdes na superficie, na cor e textura. Todos os resultados foram
fotografados para registro e analise detalhada. Ao fim desta etapa os érgéos foram
acondicionados em frascos coletores (50mL) identificados com o cédigo

correspondente ao animal e fixados em formalina tamponada 10%.

4.8 Analise histologica

Os orgaos foram clivados e inseridos em cassetes identificados e fixados em
formalina tamponada 10% por 72 horas. Apéds isso, as amostras foram lavadas em agua
corrente por 1 hora. Em seguida, passaram para etapa de processamento histoldgico,
onde as amostras foram desidratados em alcool etilico com concentragdes crescentes
(70, 80, 90, 95 e 100%), diafanizados em xilol e impregnados em parafina liquida, com

duracio de 1 hora em cada.

Posteriormente, houve a etapa da inclusédo, onde foi formado o bloco de parafina

contendo o érgdo ou fragmento de tecido em seu interior. Por fim, foi realizado a
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microtomia, onde os cortes histologicos foram realizados com espessura de 3 a 5um
com o auxilio de um micrétomo (Leica Biosystems - Leica RM2125 RTS), as fitas foram
entao distendidas em banho-maria com temperatura em torno de 40°C, e retiradas com
o auxilio de uma lamina, onde os cortes ficaram aderidos para serem desparafinados,
reidratados em alcool etilico com gradacdes decrescentes (70, 80, 90, 95 e 100%) e
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para observagao das células e componentes

estruturais.

4.9 Analise estatistica

Os dados das analises serdao organizados e observados mediante analise de
normalidade, analise de variancia (ANOVA) one way e pos-teste de Tukey, com nivel de
significancia estatistica de 5% (p<0.05) de modo a estabelecer as diferencas

significativas encontradas entre os grupos experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade aguda

Apos a administracdo dos compostos testados, os animais passaram por
observagbes periddicas durante as primeiras 24 horas e apos isso sucedeu-se
avaliagbes diarias até o 14° dia, a fim de se observar manifestagcbes de possiveis
efeitos toxicos ou mortalidade nos grupos experimentais.

Diante disso, foi observado a morte de 4 animais durante a avaliagao periddica
inferior @ 24 horas. No grupo CM 2.000, composto pelo complexo metalico na
concentragdo 2.000 mg/kg, apés a administragdo os animais apresentaram sinais de
toxicidade como reacdo de cogar o focinho e ao avaliar o comportamento desses
animais foi observado sinais de diminuicdo da atividade geral, sendo sempre
comparados ao grupo controle. Ao longo das 24 h iniciais do experimento, foi
evidenciado a morte de dois animais deste grupo na analise periddica de 2 h apos a
administracdo e apos isso na analise de 4 h apdés a administracdo o animal
remanescente deste grupo veio a obito. Diante do exposto, foi evidenciado que a
dosagem de 2.000 mg/kg do complexo metélico Ni(ll)-melofen VI apresentou alta
toxicidade em camundongos, sendo recomendado a avaliagao de dosagens inferiores.

Ao avaliar o grupo CM 300, durante a administragdo da substancia um animal do
grupo CM 300 morreu por aspiragdo da formulagdo, sendo desconsiderado para as
analises dos resultados pois sua morte nao foi provocada pelo efeito das substancias
em teste. Diante disso, esse grupo seguiu com 2 animais onde foram administrados o
complexo metalico na concentracdo 300 mg/kg, apdés a administragdo um animal do
grupo apresentou diminuicdo da atividade geral e durante a avaliagdo periodica na
analise de 8 h apds a administragao, este animal foi encontrado morto, restando apenas
1 animal neste grupo que durante o decorrer experimental até o 14° dia ndo apresentou
nenhuma alteracdo em relacdo a manifestacdo de sinais toxicos, sendo o0 seu
comportamento semelhante ao do grupo controle.

Por outro lado, ndo foi observado a presenca de sinais toxicos, alteracdes

comportamentais e nem morte dos animais em nenhum outro grupo experimental. O
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grupo ligante do complexo, seja na concentragao de 300 mg/kg ou 2.000 mg/kg, ndo
apresentou quaisquer alteragbes ou manifestagcées de toxicidade, sendo atdéxicos no
modelo experimental testado e podendo ser utilizado dosagens maiores que 2.000
mg/kg. Ademais, como esperado n&o houve morte no grupo controle DMSO, e

nenhuma alteracéo foi observada no periodo de 14 dias experimental.

Quadro 2 - Mortalidade de camundongos

Grupo Numero de Numero de Sinais
animais animais mortos
DMSO 3 0 -
LC 300mg/kg 3 0 -
LC 2.000mg/kg 3 0 -
CM 300mg/kg 2 1 Baixa mobilidade,

letargia, dificuldade
respiratoria.

CM 2.000mg/kg 3 3 Baixa mobilidade,
letargia, tremores.

Fonte: Elaboragéo propria (2025).

Por fim, foi avaliada a taxa de sobrevivéncia entre os grupos experimentais.
Como resultado obtivemos um valor de p<0.0001, demonstrando diferenca significativa

entre os grupos em estudo (Grafico 1).
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Grafico 1 - Analise de sobrevivéncia entre os grupos experimentais
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).

O grafico 1 expressa o percentual de sobrevivéncia de cada grupo experimental,
os grupos DMSO, LC 300 e LC 2000 apresentaram percentual de sobrevivéncia de
100% pois nao foi constatada nenhuma mortalidade para esses grupos. Por outro lado,
no grupo CM 300 dois animais seguiram para o experimento, destes 1 morreu, sendo
observado um percentual de sobrevivéncia de 50%. Por fim, o grupo CM 2000
apresentou 100% mortalidade, pois todos os animais deste grupo morreram antes de
24 h apds a administragdo do complexo metalico.

Diante disso, segundo a OECD é possivel categorizar as substéncias testadas
seguindo a classificagcdo do GHS sendo o ligante do complexo classificado na categoria
5 (DL50 > 2.000 mg/kg - 5.000 mg/kg), uma vez que nao houve mortalidade de nenhum
dos animais na dosagem mais alta (OECD, 2001). Por outro lado, a classificagdo do
complexo metalico seguiu com 2 animais no grupo de menor dose, uma vez que houve
a morte subita de um animal no ato da gavagem, ja no grupo de alta concentragao
houve a mortalidade de todos os animais, sendo classificados na categoria 4 (300
mg/kg < DL50< 2000 mg/kg) (OECD, 2001).
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Andrade et al. (2022) realizaram um ensaio de toxicidade aguda em
camundongos para avaliagdo da atividade antitumoral de um novo complexo de ruténio
e seus resultados indicaram que o complexo Ru-Mal (ruténio e ligante malonato)
apresentou baixa toxicidade sendo classificado na categoria 4 do GHS (300 mg/kg <
DL50< 2000 mg/kg). Este estudo avaliou os compostos teste nas dosagens de 300
mg/kg e 2.000 mg/kg. De forma semelhante, nenhuma mortalidade foi observada para a
dosagem de 300 mg/kg, porém para a dosagem de 2.000 mg/kg houve a morte de 2
animais, sendo esta considerada toxica.

Por outro lado, um estudo de Aroua et al. (2022), ao avaliar sete complexos de
BS de ureia citotoxica, dentre eles o complexo contendo Ni(ll) utilizando ratos, foram
avaliadas 4 dosagens diferentes: 175, 550, 1000 e 2000 mg/kg via gavagem oral. Onde
nenhum dos complexos avaliados induziu toxicidade significativa, pois nenhuma
mortalidade foi observada sendo a DL50 maior que 2000 mg/kg para ratos fémeas.

Em seu estudo, Lima et al. (2021) investigaram a avaliagdo da toxicidade aguda
do complexo 6xido vanadio e BS, em modelo murino utilizando camundongos fémeas e
nessa pesquisa o complexo avaliado em 2 doses, baixa dose de 300 mg/kg e alta dose
de 2.000 mg/kg. A administracéo de alta dose do complexo resultou na morte de todos
0s animais deste grupo durante as primeiras 24 h, semelhantemente aos nossos
resultados.

Por outro lado, Ibrahim et al. (2012) ao avaliar a toxicidade aguda do complexo
metalico Nil(ll) e a base de Schiff TNS obteve resultados divergentes ao encontrado
neste estudo, onde nenhuma mortalidade foi observada com niveis de dose de 2.000 e
5.000 mg/kg. Também nao houve alteragdes comportamentais sugestivas de toxicidade.

Khaldoune et al. (2023), ao avaliar a toxicidade aguda de dois ligantes de BS e
seu complexo de paladio verificou que a BS estudada na administragdo de 2.000 mg/kg
nao causou nenhuma mortalidade nos animais administrados com L1 indicando baixa
toxicidade, contudo no L2 resultou na morte de um unico animal indicando ser
ligeiramente mais toxico.

O estudo de Bouchoucha et al. (2013), ao avaliar, os camundongos expostos a

complexos de niquel a uma dose unica de 250, 750, 1250, 1500, 1750 mg/kg de peso
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corporal por gavagem oral, observou como resultado uma DL50 variando de 600 a 835
mg/kg.

Diante disso, no estudo de Maia et al. (2022) foi avaliado a toxicidade do
complexo base de Schiff com ion Ni, usando modelo in vivo de Artemia salina, como
resultado o complexo apresentou toxicidade em todos os tempos avaliados e foi
observado que a mortalidade aumenta com o aumento da concentragcdo e exposicao,
apresentando toxicidade moderada.

Portanto, diante do exposto a alta dosagem do complexo metalico administrado
apresentou efeito toxico nos camundongos fémeas deste grupo avaliado. Por outro
lado, a dosagem mais baixa utilizada do complexo metalico apresentou mortalidade de
50% dos animais neste grupo. E valido salientar que este estudo trata-se da primeira

avaliagao de toxicidade aguda do complexo Ni(ll)-Melofen VI em modelo murino.

5.2 Peso dos animais

O peso dos animais foi verificado antes da administracdo dos compostos (1° dia)
e verificados ap6s uma semana da administracéo (7° dia) e posteriormente ao fim do
periodo experimental (14° dia).

Ao avaliar os dados obtidos, o ganho de peso entre os grupos avaliados nao teve
alteragdes significativas (p>0,05), sendo os resultados obtidos dos grupos tratados
semelhantes ao do grupo controle, evidenciando a n&o influéncia dos compostos

testados neste parametro (Grafico 2).
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Grafico 2 - Peso corporal dos animais
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).

O peso corporal € um dos parametros mais empregados em avaliagdes
toxicologicas para indicar o aparecimento, as vezes precoce, de efeitos toxicos de uma
determinada substancia no organismo animal (Gonzaléz, Silva, 2003). Logo, a auséncia
de alteracdo neste parametro fisiolégico avaliado aponta para baixa toxicidade do
complexo e a base de Schiff estudada.

No estudo de Khadoune et al. (2023) que avaliou a toxicidade aguda de dois
ligantes de BS e seu complexo de paladio, ao proceder a avaliagdo do peso corporal,
observou que todos os animais de todos os grupos experimentais exibiram um ligeiro
aumento no peso corporal, indicando que os compostos ndo causaram perda de peso
significativa ou interferiram no ganho de peso normal dos animais, semelhantemente
aos nossos resultados obtidos.

De forma semelhante, no estudo de Lima et al. (2021) ao avaliar a toxicidade
aguda do complexo metalico 6xido vanadio e BS, foi observado que nao houve
diferencga estatistica no peso corporal dos animais avaliados, mas houve ganho de peso
em todos os grupos.

Ademais, Andrade et al. (2022) ao avaliar o complexo Ru-mal e observar os
dados de massa corporal inicial e final, obteve como resultado que todos os animais
dos grupos Ru-Mal e controle apresentaram ganho de massa ponderal em relagédo ao
peso inicial. O grupo controle apresentou aproximadamente aumento de 5 g de peso
corporal e o grupo tratamento 3 g, ndo apresentando diferengas estatisticas

significativas, de modo similar ao nosso estudo o peso final apresentou aumento de
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peso corporal entre 4-10 g entre os grupos avaliados, como também nao apresentou
diferencas significativas.

Zhou et al. (2023) em estudo com nanoparticulas de niquel considerou que a
reducido do peso corporal mediada por nanomateriais € um importante biomarcador de
nanotoxicidade em animais. No entanto, em seu estudo seus resultados mostraram que
0 peso corporal ndo apresentou diferengas estatisticas em camundongos controle e
tratados com NiNPs.

Dessa forma, o aumento de massa corpdérea dos grupos tratados foi um
resultado positivo, pois indica que a toxicidade do composto foi baixa, uma vez que a
reducdo de peso é considerada um sinal de toxicidade e a perda de peso corporal é
uma expressado centralizada de disfuncdo do sistema metabdlico e doencga crénica
(Andrade et al, 2022; Zhou et al, 2023).

5.3 Consumo de ragao

O consumo de ragao foi avaliado durante 4 intervalos de tempo (4°, 8°, 11° e 14°
dias) apd6s administracdo dos compostos. Nao foi observada recusa alimentar em
nenhum dos grupos avaliados, pois foi acompanhado um aumento na ingestdo
alimentar, sendo esse perfil evidenciado ao observar o ganho de peso corporal dos
animais ao fim do experimento. Os resultados da avaliagao periddica indicaram que nao
houve diferengas significativas (p>0,05) em relagdo ao consumo de ragdo dos

camundongos fémeas em ambos os grupos experimentais (Grafico 3).
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Grafico 3 - Consumo de ragdo dos animais
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).

A avaliacdo de parametros envolvendo consumo alimentar é importante para
ensaios experimentais envolvendo avaliagao de toxicidade, pois a toxicidade sistémica
de uma substancia pode se manifestar ndo apenas por meio de alteragdes fisicas ou
comportamentais, mas também pode ser manifestada por meio da diminuicdo da
ingestao de alimentos (Gonzaléz, Silva, 2003).

Dessa forma, a avaliagdo do consumo alimentar € um parametro frequentemente
utilizado em estudos toxicolégicos, uma vez que aponta para deteccdo de efeitos
toxicos de uma substancia no organismo animal. Com isso, a auséncia de alteragdes
nesse parametro fisiolégico sugere que o complexo metdlico e a base de Schiff

avaliados neste estudo apresentaram baixa toxicidade (Hayes, 1994).

5.4 Consumo de agua

Outro parametro avaliado foi o consumo de agua dos animais, sendo esta

determinagao também realizada em 4 intervalos de tempo (4°, 8°, 11° e 14° dias). Ao
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avaliar os resultados obtidos estatisticamente nao foi encontrado diferencas

significativas (p>0,05) entre os grupos experimentais (Grafico 4).

Grafico 4 - Consumo de agua dos animais
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A toxicidade sistémica de uma substancia também pode ser manifestada pela
reducdo do consumo de agua dos grupos tratados em comparagao ao grupo controle
(Gonzaléz, Silva, 2003). No entanto, neste presente estudo esse padrdo nao foi
observado uma vez que nos grupos tratados foi visto um aumento do consumo de agua

em comparagao ao grupo controle.

5.5 Peso umidos dos 6rgaos

Ao fim do periodo experimental, no 14° dia, foi realizado a eutanasia e
posteriormente a laparotomia para remogao dos 6rgaos de interesse. O primeiro

parametro avaliado nos 6rgaos apds excisao destes foi a determinacdo imediata do
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peso umido de cada 6rgao de interesse com o auxilio de uma balanga de precisédo
analitica.

Todos os resultados obtidos referente ao peso umido de cada 6rgao de todos os
grupos em estudo foram analisados estatisticamente e ndo foi observado diferengas
significativas (p>0,05) entre os grupos avaliados para nenhum dos 6rgdos em analise,
demonstrando que para essa analise nenhum dos érgaos avaliados foi alterado pelo

tratamento (Graficos 5 a 9).

Grafico 5 - Peso umido do figado
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Fonte: Elaboragéao propria (2025).

Grafico 6 - Peso umido dos rins
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).
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Grafico 7 - Peso umido do bago
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).

Grafico 8 - Peso umido dos pulmbes
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Fonte: Elaboragéo propria (2025).
Grafico 9 - Peso Umido do coragao
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A toxicidade sistémica de determinada substancia pode se manifestar também
pela alteragdo da massa relativa dos érgaos, contudo nao foi este o padrdo observado
em nossos resultados (Gonzalez, Silva, 2003).

De forma semelhante, o estudo de Olson et al. (2000) destaca que 6rgdos como
o figado e os rins sdo mais sensiveis a graus de toxicidade quando os expostos a
substancias relativamente toxicas. Ao realizar a média do peso relativo do coragao, do
baco, da bexiga, do tecido adiposo retroperitoneal, do tecido adiposo inguinal e do
musculo s6leo ndo houve diferenga estatistica entre os grupos avaliados.

Ademais, Khaldoune et al. (2023) em estudo de toxicidade aguda de dois
ligantes de BS e seu complexo de paladio, avaliaram o peso umido do figado, rim e
baco. Como resultado observou que a propor¢cao do peso do animal em relagdo ao
peso do orgao foi considerada consistente em todos os animais, independentemente do

grupo, seja ele tratado ou controle.

5.6 Analise macroscoépica

Apos determinagdo do peso umido, foi realizada a macroscopia dos érgédos em
analise e por fim a comparagéo entre os grupos experimentais. A analise macroscoépica
consistiu na observagao de possiveis alteragdes na superficie, na cor, no tamanho e no

aspecto encontrados em cada 6rgao.

5.6.1 Figado

Ao realizar a analise macroscopica do figado dos animais, este apresentou
coloracéo tipica avermelhado escuro, devido a grande vascularizagdo. Com relagéo a
consisténcia, o figado apresentou consisténcia firme. O figado de todos os grupos se
apresentou com a morfologia tipica, anatomicamente dividido em quatro lobos: direito,
esquerdo, mediano e caudal, subdividido em metade dorsal e metade ventral (Covelli,
1999).
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Macroscopicamente ndo foram observadas alteragdes significativas entre os
grupos analisados, sendo todos os grupos tratados semelhantes ao grupo controle

quanto a cor e aspecto do figado (Figura 8).

Figura 8 - Analise macroscépica do figado

(A) Grupo DMSO; (B) Grupo LC 300; (C) Grupo CM 300; (D) Grupo LC 2.000; (E) Grupo CM 2.000.
Fonte: Elaboragéo do autor (2025).

5.6.2 Rins

Ao realizar a macroscopia dos rins dos animais de todos o0s grupos
experimentais, foi possivel observar semelhancgas, dispondo-se em érgéos pares, com
morfologia tipica semelhante a um grao de feijao, apresentando coloragcao caracteristica
avermelhada e consisténcia compacta e dura (Covelli, 1999).

Macroscopicamente ndo foram observadas alteragdes significativas nos rins dos
grupos analisados, sendo os grupos tratados semelhantes ao grupo controle na cor e

aspecto destes érgaos (Figura 9).
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Figura 9 - Analise macroscoépica dos rins

(A) Grupo DMSO; (B) Grupo LC 300; (C) Grupo CM 300; (D) Grupo LC 2.000; (E) Grupo CM 2.000.
Fonte: Elaboragao propria (2025).

5.6.3 Baco

Macroscopicamente o bago apresentou forma caracteristica em todos os animais
dos grupos analisados, com forma alongada, oval e ligeiramente curva, com coloragao
vermelho escuro (Covelli, 1999).

Ademais, nao foram observadas alteragdes significativas no bago dos animais
analisados, sendo ambos os grupos tratados semelhantes ao grupo controle quanto a

cor e aspecto (Figura 10).
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Figura 10 - Analise macroscoépica do bago

(A) Grupo DMSO; (B) Grupo LC 300; (C) Grupo CM 300; (D) Grupo LC 2.000; (E) Grupo CM 2.000.
Fonte: Elaboragéo propria (2025).

5.6.4 Pulmoées

Ao realizar a analise macroscopica dos pulmdes, foi observado a manutencéo da
anatomia deste 6rgédo em todos os grupos analisados. Sendo assim, se apresentaram
em o6rgaos pares, sendo o pulmé&o direito maior com a presenca dos quatro lobos:
superior, médio, pds cava e 0 meio, enquanto o pulmao esquerdo apresentou-se menor
devido a projecao do apice do coragao e apresentando um unico lobo (Covelli, 1999).

Foram observadas alteragbes na coloragdo e aspectos dos pulmbes, em
comparagao entre os grupos tratados e o grupo controle. Ao avaliar a coloragao, o
grupo controle apresentou coloragao caracteristica rosa palido, além da consisténcia
esponjosa de forma semelhante os grupos tratados com baixa dosagem LC 300 e CM

300 seguiram essa mesma apresentagao (Covelli, 1999).

Contudo, ao observar os grupos tratados com a dose mais alta notamos a
presenca de areas hiperemiadas. Com relacdo as alteragbes na superficie, os grupos
tratados com a dosagem mais alta mostraram-se edemaciados, em comparagéo ao

grupo controle, conforme representados pelo circulo em preto (Figura 11).
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Figura 11 - Analise macroscépica do pulméo

(A) Grupo DMSO; (B) Grupo LC 300; (C) Grupo CM 300; (D) Grupo LC 2.000; (E) Grupo CM 2.000.
Fonte: Elaboragéo propria (2025).

5.6.5 Coragao

Na analise macroscoépica, o coragcdo apresentou morfologia habitual com
coloragédo avermelhada em todos os grupos avaliados, ndo apresentando alteragdes na
superficie, coberto por uma membrana serosa chamada pericardio (Figura 12) (Covelli,
1999).
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Figura 12 - Analise macroscoépica do coragao

(A) Grupo DMSO; (B) Grupo LC 300; (C) Grupo CM 300; (D) Grupo LC 2.000; (E) Grupo CM 2.000.
Fonte: Elaboragéo propria (2025).

5.6.6 Analise global

Com isso, a analise macroscoépica revelou que o figado, bago, rins e coragédo dos
animais nao apresentaram diferengcas entre cor e aspecto em comparagao do grupo
tratamento com o grupo controle. Por outro lado, a macroscopia dos pulmdes revelou
alteragdes na cor e aspecto dos grupos tratados com a maior dose quando comparados
ao grupo controle.

De forma semelhante, Khaldoune et al. (2023) em estudo de avaliacdo da
toxicidade aguda de dois ligantes de BS e seu complexo de paladio, avaliou o figado,
rim e bagco dos animais. Como resultado, ndo observou nenhuma alteragdo
macroscopica em termos de cor e aspecto nos 6érgdos de nenhum dos grupos

avaliados.
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Ademais, Aroua et al. (2022) ao avaliar complexos metalicos de base de Schiff
de ureia citotoxica, dentre eles o complexo contendo Ni(ll), utilizando ratos, néo
observou nenhuma alteragdo na aparéncia bruta do figado e rins nos animais
experimentais. O estudo de Ibrahim et al. (2012) também n&o observaram nenhuma

alteragdo macroscopica apds necropsia nos 6rgaos analisados.

5.7 Analise microscoépica

5.7.1 Figado

O figado histologicamente é um 6rgao formado por hepatdcitos que se distribuem
em corddo em diregdo a veia centrolobular, esse padréo foi evidenciado no grupo
controle (A), no entanto nos animais dos grupos tratados observa-se a presencga de
hepatdcitos vacuolizados com nucleo excéntrico marcados com asterisco preto, sendo
este padrédo compativel com esteatose hepatica. Ademais, nos animais do grupoD e F
observamos a presenca de vasos dilatados repletos de sangue no seu interior,

marcados com seta amarela achado esse compativel com congestao (Figura 13).

5.7.2 Rins

No parénquima renal foi evidenciado a presenga dos glomérulos renais e dos
tubulos renais, os glomérulos se caracterizam pela presenga de uma regido circular
repleta de vasos sanguineos chamada mesangio, esse padrdo foi visto em todos
grupos. No entanto, nos grupos D e F vemos a presenca de hemacias extravasculares
marcadas com asterisco preto, acho este compativel com hemorragia tubular, ainda
mais no grupo F vemos a presenca do espessamento das células mesangiais, marcado

com seta amarela, sugestivo de uma glomerulonefrite membranosa (Figura 14).
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Figura 13 — Cortes histoldgicos de figado dos camundongos corados em HE

Grupo DMSO (10X); (B) Grupo LC 300 (10X); (C) Grupo CM 300 vivo (20X); (D) Grupo CM 300 morto
(10X); (E) Grupo LC 2.000 (10X); (F) Grupo CM 2.000 (10X).
Fonte: Elaboragéo propria (2025).
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Figura 14 - Cortes histoldgicos dos rins dos camundongos corados em HE
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X); (B) Grupo LC 300 (20X); (C) Grupo CM 300 vivo (20X); (D) Grupo
(20X); (E) Grupo LC 2.000 (20x); (F) Grupo CM 2.000 (20x).
Fonte: Elaboragao propria (2025).

CM 300 morto
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5.7.3 Bago

Na analise microscépica do baco é evidenciado o nddulo linfatico compativel com
a polpa branca, o nédulo linfatico fisiologicamente deve ser todo enegrecido e compacto
como visto nos grupos A, C e E, marcado com asterisco amarelo. No entanto, nos
grupos B, D e E vemos um aspecto mais claro, marcado com asterisco preto,

significando que houve ativagédo do nédulo linfatico (Figura 15).

5.7.4 Pulmbées

No pulmao a morfologia normal é caracterizada por espacos aéreos livres e
manutengdo do arcabougo pulmonar como visto em A, B e E marcados com asterisco
preto. Por outro lado, nos grupos C, D e F é visto a presenga de hemacias
intra-alveolares, marcados com asterisco amarelo, achado este compativel com

hemorragia (Figura 16).

5.7.5 Coragéao

Ao avaliar histologicamente o coragdo vemos o musculo cardiaco com presenca
de fibras alongadas que apresentam um ou dois nucleos e essas fibras apresentam-se
na forma de sincicios ou seja uma célula aderida a outra, esse padréo foi evidenciado
nos grupos A, B, C e E marcados com asterisco preto. Contudo, no grupo D vemos a
reducdo da area das células, achado este compativel com atrofia, demarcado pelo
asterisco amarelo. Ademais, no grupo F vemos a presenca de um infiltrado inflamatério

compativel com uma miocardite, marcado pela seta verde (Figura 17).



Figura 15 - Cortes histolégicos do bago dos camundongos corados em HE
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(A) Grupo DMSO (10x); (B) Grupo LC 300 (10x); (C) Grupo CM 300 vivo (10x); (D) Grupo CM 300 morto

(10x); (E) Grupo LC 2.000 (10x); (F) Grupo CM 2.000 (10x).
Fonte: Elaboragao propria (2025).



Figura 16 - Cortes histolégicos dos pulmdes dos camundongos corados em HE
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Grupo DMSO (10x); (B) Grupo LC 300 (10x); (C) Grupo CM 300 vivo (10x); (D) Grupo CM 300 morto
(10x); (E) Grupo LC 2.000 (10x); (F) Grupo CM 2.000 (10x).
Fonte: Elaboragéo propria (2025).
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Figura 17 - Cortes histolégicos do coragao dos camundongos corados em HE

Grupo DMSO (10x); (B) Grupo LC 300 (10x); (C) Grupo CM 300 vivo (10x); (D) Grupo CM 300 morto (10);
(E) Grupo LC 2.000 (10x); (F) Grupo CM 2.000 (10x).
Fonte: Elaboragéo propria (2025).
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5.7.6 Analise global

Diante do apresentado no figado, observamos a presenga de hepatdcitos
vacuolizados com nucleo excéntrico em todos os grupos de tratamento, achado este
compativel com esteatose hepatica. Além disso, o grupo CM 2.000 e o animal do grupo
CM 300 que morreu espontaneamente apresentaram alteragées morfoldgicas, podendo
ser indicativo de lesao hepatica por toxicidade.

Por outro lado, as alteracbes presentes no parénquima renal, esplénico e
cardiaco também so6 foram evidentes na dosagem mais alta do CM e no animal do
grupo CM 300 que morreu espontaneamente, evidenciando lesdo renal, esplénica e
cardiaca nos animais destes grupos por agdo do complexo metalico.

Como também lesdes pulmonares foram evidenciadas nos grupos tratados com
o complexo metalico CM 300 vivo (C), CM 2.000 (F) e grupo CM 300 morto (E)
apresentando graus variados de hemorragia culminando na perda da arquitetura
pulmonar. Contudo, os grupos tratados com o ligante do complexo mantiveram a
preservacao do arcaboucgo pulmonar.

Perante isso, a partir da analise microscopica dos 6rgaos, nao foram reveladas
alteracgdes significativas no figado e rins para o grupo CM 300, nem para os grupos LC
300 e LC 2.000. Diante disso, pelo figado e rim serem o6rgdos importantes no
metabolismo e excregcdao de xenobidticos nao foi observado hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade para esses grupos (Hayes, 2001).

De forma semelhante, Hajrezaie et al. (2012) em estudo de toxicidade aguda e
gastroprotegdo de um novo complexo de cobre (llI) derivado da base de Schiff contra
lesbes gastricas agudas induzidas por etanol em ratos. Nao observou diferengas
significativas nas estruturas do figado e rim entre os grupos tratados e controle.

Outro estudo de Farghadani (2019), avaliando a toxicidade aguda de um novo
complexo metalico de Indol e Mg (IlI), ndo observou diferengas significativas entre o
grupo tratado e o grupo controle ao avaliar o figado e rim em seu estudo com ratas
Sprague-Dawley. Similarmente, lbrahim et al. (2012) em estudo também néo
observaram nenhuma alteragdo macroscépica e microscépica anormal dos 6Orgaos

analisados.
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Em contraste, Magaye et al. (2014) observaram que nanoparticulas de niquel
induziram inflamagcdo hepatica em ratos. O figado, como principal 6rgao de
metabolizagcdo biologica, € responsavel por sequestrar e biodegradar substancias
exogenas, incluindo medicamentos e nanomateriais. De forma semelhante, a
administracdo da dose mais alta do complexo metélico neste estudo resultou em
hepatite nos camundongos, sugerindo um efeito hepatotoxico.

Zhou (2023) observou em seu estudo que nanoparticulas de niquel induziram
hepatotoxicidade em camundongos pela disfungdo do metabolismo lipidico. Na analise
histopatolégica a exposigdo a NiNPs aumentou o dano hepatico em camundongos e
induziu esteatose hepatica. Em nosso estudo também evidenciamos esteatose hepatica
variando de discreta nos grupos LC 300 e CM 300 e pronunciada nos grupos de maior
dosagem LC 2.000 e CM 2.000. Como também, Weber (1969) em estudo com ratos
também mostrou sinais de insuficiéncia hepatica e renal devido a exposi¢ao a ingestéao
oral de niquel em um estudo de toxicidade subcrénica.

Adicionalmente, o rim € um 6rgao alvo importante onde o Ni se acumula e
desencadeia intoxicacdo. Ali et al. (2021) sugeriram que o tratamento com
nanoparticulas de éxido de niquel (NiONPs) danificou o rim e o figado do rato. No grupo
tratado com alta dosagem do complexo metalico foi evidenciado nefrotoxicidade, pela
disfungdo renal apresentada caracterizada por hemorragia nas algcas renais e no
glomérulo, além da suspeita de glomerulonefrite membranosa.

Guo et al. (2015) demonstraram que NiCl, em alimentos excedendo 300 mg/kg
pode induzir lesdo da fungéo renal, degeneragao epitelial tubular, necrose e apoptose.
Com isso, NiCl, resultou em alteragdes histopatologicas do rim dependendo do tempo e

da dose.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

A avaliacdo da toxicidade aguda do complexo Ni(ll)-Melofen VI em modelo
murino demonstrou que, na menor dosagem administrada, houve uma mortalidade de
50% dos animais, caracterizando toxicidade moderada. J4 na dosagem mais elevada, a
taxa de mortalidade foi de 100%, indicando alta toxicidade do composto nessa
concentragdo. Em contraste, a administragao isolada do ligante ndo resultou em mortes,
mesmo nas maiores dosagens, sugerindo auséncia de toxicidade significativa. O que
sugere que a toxicidade observada esta diretamente relacionada a complexagao com o
ion metalico Ni(ll).

Quanto aos parametros fisioldgicos, como variagédo do peso corporal, consumo
de agua e ragao, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos experimentais e o grupo controle. De modo geral, todos os grupos
apresentaram aumento de peso ao longo do experimento. Além do mais, ao avaliar a
determinagdo do peso umido dos 6rgéos analisados ndo houve diferengas estatisticas
entre os grupos.

Na analise macroscépica dos o6rgaos (figado, rins, bago, pulmdes e coragéao),
nao foram identificadas alteragdes evidentes de coloracdo ou textura, exceto nos
pulmdes dos animais expostos a dose mais alta do complexo metalico, nos quais foi
observado areas hiperemiadas e textura irregular.

A avaliagédo histoldgica corroborou os achados macroscopicos, demonstrando
preservacgao tecidual nas menores concentragdes e na administragao do ligante isolado.
O ligante, mesmo em concentragao elevada, ndo apresentou alteracbes microscopicas
relevantes. No entanto, a administragcdo da dose mais elevada do complexo metalico
resultou em alteragdes histopatolégicas relevantes nos tecidos hepatico, renal,
esplénico, pulmonar e cardiaco, tais alteragdes também foram vistas no animal que veio
a Obito de forma espontanea no grupo tratado com 300 mg/kg.

Diante disso, espera-se contribuir com estudos posteriores avaliando a atividade
biolégica deste complexo em estudo mediante direcionamento no uso de uma dose
segura. Além disso, estudos complementares se fazem necessarios para

esclarecimento dos achados neste estudo.
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ANEXO 2 - PROTOCOLO OECD

OECD/OCDE 423
Adopted:
17" December 2001

OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS

Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method

INTRODUCTION

1. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals are periodically reviewed in the light of scientific
progress or changing assessment practices. The original Guideline 423 was adopted in March 1996 as the
second alternative to the conventional acute toxicity test, described in Test Guideline 401. Based on the
recommendations of several expert meetings, revision was considered timely because: i) international
agreement has been reached on harmonised LD50 cut-off values for the classification of chemical
substances, which differ from the cut-offs recommended in the 1996 version of the Guideline, and ii)
testing in one sex (usually females) is now considered sufficient.

2. The acute toxic class method (1) set out in this Guideline is a stepwise procedure with the
use of 3 animals of a single sex per step. Depending on the mortality and/or the moribund status
of the animals, on average 2-4 steps may be necessary to allow judgement on the acute toxicity
of the test substance. This procedure is reproducible, uses very few animals and is able to rank
substances in a similar manner to the other acute toxicity testing methods (Test Guidelines 420
and 425). The acute toxic class method 1s based on biometric evaluations (2)(3)(4)(5) with fixed
doses, adequately separated to enable a substance to be ranked for classification purposes and
hazard assessment. The method as adopted in 1996 was extensively validated in vivo against
LD50 data obtained from the literature, both nationally (6) and internationally (7).

3. Guidance on the selection of the most appropriate test method for a given purpose can be
found in the Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing (8). This Guidance Document

also contains additional information on the conduct and interpretation of Test Guideline 423.

4. Definitions used in the context of this Guideline are set out in Annex 1.

INITIAL CONSIDERATIONS

S Test substances, at doses that are known to cause marked pain and distress due to corrosive or
severely imritant actions, need not be administered. Moribund animals, or animals obviously in pain or
showing signs of severe and enduring distress shall be humanely killed, and are considered in the
interpretation of the test results in the same way as animals that died on test. Criteria for making the
decision to kill moribund or severely suffering animals, and guidance on the recognition of predictable or
impending death, are the subject of a separate Guidance Document (9).

6. The method uses pre-defined doses and the results allow a substance to be ranked and classified

according to the Globally Harmonised System for the classification of chemicals which cause acute
toxicity (10).
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7. In principle, the method is not intended to allow the calculation of a precise LD, but does allow
for the determination of defined exposure ranges where lethality is expected since death of a proportion of
the animals is still the major endpoint of this test. The method allows for the determination of an LD50
value only when at least two doses result in mortality higher than 0% and lower than 100%. The use of a
selection of pre-defined doses, regardless of test substance, with classification explicitly tied to number of
animals observed in different states improves the opportunity for laboratory to laboratory reporting
consistency and repeatability.

8. The testing laboratory should consider all available information on the test substance prior to
conducting the study. Such information will include the identity and chemical structure of the substance;
its physico-chemical properties; the result of any other in vivo or in vitro toXicity tests on the substance;
toxicological data on the structurally related substances; and the anticipated use(s) of the substance. This
information is necessary to satisfy all concerned that the test is relevant for the protection of human health
and will help in the selection of the most appropriate starting dose.

PRINCIPLE OF THE TEST

9. It is the principle of the test that, based on a stepwise procedure with the use of a minimum
number of animals per step, sufficient information is obtained on the acute toxicity of the test substance to
enable its classification. The substance is administered orally to a group of experimental animals at one of
the defined doses. The substance is tested using a stepwise procedure, each step using three animals of a
single sex (normally females). Absence or presence of compound-related mortality of the animals dosed at
one step will determine the next step, i.e.;

— o further testing is needed,
— dosing of three additional animals, with the same dose
— dosing of three additional animals at the next higher or the next lower dose level.

10. Details of the test procedure are described in Annex 2. The method will enable a judgement with

respect to classifying the test substance to one of a series of toxicity classes defined by fixed LD50 cut-off
values.

DESCRIPTION OF THE METHOD

Selection of animal species

11. The preferred rodent species is the rat, although other rodent species may be used. Normally
females are used (9). This is because literature surveys of conventional LD50 tests show that, although
there is little difference in sensitivity between the sexes, in those cases where differences are observed
females are generally slightly more sensitive (11). However if knowledge of the toxicological or
toxicokinetic properties of structurally related chemicals indicates that males are likely to be more
sensitive, then this sex should be used. When the test is conducted in males adequate justification should
be provided.

12. Healthy young adult animals of commonly used laboratory strains should be employed. Females
should be nulliparous and non-pregnant. Each animal, at the commencement of its dosing, should be
between 8 and 12 weeks old and its weight should fall in an interval within + 20 % of the mean weight of
any previously dosed animals.
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Housing and feeding conditions

13. The temperature in the experimental animal room should be 22°C (+ 3°C). Although the relative
humidity should be at least 30% and preferably not exceed 70% other than during room cleaning the aim
should be 50-60%. Lighting should be artificial, the sequence being 12 hours light, 12 hours dark. For
feeding, conventional laboratory diets may be used with an unlimited supply of drinking water. Animals
may be group-caged by dose, but the number of animals per cage must not interfere with clear observations
of each animal.

Preparation of animals

14. The animals are randomly selected, marked to permit individual identification, and kept in their
cages for at least 5 days prior to dosing to allow for acclimatisation to the laboratory conditions.

Preparation of doses

15. In general test substances should be administered in a constant volume over the range of doses to
be tested by varying the concentration of the dosing preparation. Where a liquid end product or mixture is
to be tested however, the use of the undiluted test substance, ie at a constant concenfration, may be more
relevant to the subsequent risk assessment of that substance, and is a requirement of some regulatory
authorities. In either case, the maximum dose volume for administration must not be exceeded. The
maximum volume of liquid that can be administered at one time depends on the size of the test animal. In
rodents, the volume should not normally exceed 1mL/100g of body weight: however in the case of aqueous
solutions 2 mL/100g body weight can be considered. With respect to the formulation of the dosing
preparation, the use of an aqueous solution/suspension/emulsion is recommended wherever possible,
followed in order of preference by a solution/suspension/emulsion in oil (e.g. comn oil) and then possibly
solution in other vehicles. For vehicles other than water the toxicological characteristics of the vehicle
should be known. Doses must be prepared shortly prior to administration unless the stability of the
preparation over the period during which it will be used is known and shown to be acceptable.

PROCEDURE

Administration of doses.

16. The test substance is administered in a single dose by gavage using a stomach tube or a suitable
intubation canula. In the unusual circumstance that a single dose is not possible, the dose may be given in
smaller fractions over a period not exceeding 24 hours.

17. Animals should be fasted prior to dosing (e.g. with the rat, food but not water should be withheld
over-night, with the mouse, food but not water should be withheld for 3-4 hours). Following the period of
fasting, the animals should be weighed and the test substance administered. After the substance has been
administered, food may be withheld for a further 3-4 hours in rats or 1-2 hours in mice. Where a dose is
administered in fractions over a period it may be necessary to provide the animals with food and water
depending on the length of the period.

Number of animals and dose levels
18. Three animals are used for each step. The dose level to be used as the starting dose is selected
from one of four fixed levels, 5, 50, 300 and 2000 mg/kg body weight. The starting dose level should be

that which is most likely to produce mortality in some of the dosed animals. The flow charts of Annex 2
describe the procedure that should be followed for each of the starting doses.
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19. ‘When available information suggests that mortality is unlikely at the highest starting dose level
(2000 mg/kg body weight), then a limit test should be conducted. When there is no information on a
substance to be tested. for animal welfare reasons it is recommended to use the starting dose of 300 mg/kg
body weight.

20 The time interval between treatment groups is determined by the onset, duration, and severity of
toxic signs. Treatment of animals at the next dose, should be delayed until one is confident of survival of
the previously dosed animals.

21. Exceptionally, and only when justified by specific regulatory needs, the use of additional upper
dose level of 5000 mg/kg body weight may be considered (see Annex 3). For reasons of animal welfare
concern, testing of animals in GHS Category 5 ranges (2000-5000mg/kg) is discouraged and should only
be considered when there is a strong likelihood that results of such a test have a direct relevance for
protecting human or animal health or the environment.

Limit test

22 The limit test is primarily used in situations where the experimenter has information indicating
that the test material is likely to be nontoxic, i.e., having toxicity only above regulatory limit doses.
Information about the toxicity of the test material can be gained from knowledge about similar tested
compounds or similar tested mixtures or products, taking into consideration the identity and percentage of
components known to be of toxicological significance. In those situations where there is little or no
information about its toxicity, or in which the the test material is expected to be toxic, the main test should
be performed.

23. A limit test at one dose level of 2000 mg/kg body weight may be carried out with six animals
(three animals per step). Exceptionally a limit test at one dose level of 5000 mg/kg may be carried out
with three animals (see Annex 3). If test substance-related mortality is produced, further testing at the next
lower level may need to be carried out.

OBSERVATIONS

24, Animals are observed individually after dosing at least once during the first 30 minutes,
periodically during the first 24 hours, with special attention given during the first 4 hours, and daily
thereafter, for a total of 14 days, except where they need to be removed from the study and humanely
killed for animal welfare reasons or are found dead. However, the duration of observation should not be
fixed rigidly. It should be determined by the toxic reactions, time of onset and length of recovery period,
and may thus be extended when considered necessary. The times at which signs of toxicity appear and
disappear are important, especially if there is a tendency for toxic signs to be delayed (12). All
observations are systematically recorded with individual records being maintained for each animal.

25. Additional observations will be necessary if the animals continue to display signs of toxicity.
Observations should include changes in skin and fur, eyes and mucous membranes, and also respiratory,
circulatory, autonomic and central nervous systems, and somatomotor activity and behaviour pattern.
Attention should be directed to observations of tremors, convulsions, salivation, diarthoea, lethargy, sleep
and coma. The principles and criteria summarised in the Humane Endpoints Guidance Document (9)
should be taken into consideration. Animals found in a moribund condition and animals showing severe
pain or enduring signs of severe distress should be humanely killed. When animals are killed for humane
reasons or found dead, the time of death should be recorded as precisely as possible.
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Body weight
26. Individual weights of animals should be determined shortly before the test substance is

administered, and at least weekly thereafter. Weight changes should be calculated and recorded. At the end
of the test surviving animals are weighed and humanely killed.

Pathology

217. All test animals (including those that die during the test or are removed from the study for animal
welfare reasons) should be subjected to gross necropsy. All gross pathological changes should be recorded
for each animal. Microscopic examination of organs showing evidence of gross pathology in animals
surviving 24 or more hours may also be considered because it may yield useful information.

DATA AND REPORTING
Data
28. Individual animal data should be provided. Additionally, all data should be summarised in

tabular form, showing for each test group the number of animals used, the number of animals displaying
signs of toxicity, the number of animals found dead during the test or killed for humane reasons, time of
death of individual animals, a description and the time course of toxic effects and reversibility, and
necropsy findings.

Test report

29. The test report must include the following information, as appropriate:

Test substance:

— physical nature, purity, and, where relevant, physico-chemical properties (including
isomerisation);
— identification data, including CAS number.

Vehicle (if appropriate):
— justification for choice of vehicle, if other than water.

Test animals:

— species/strain used;

— microbiological status of the animals, when known;

— number, age, and sex of animals (including, where appropriate, a rationale for the use
of males instead of females);

— source, housing conditions, diet etc.

Test conditions:

— details of test substance formulation including details of the physical form of the
material administered;

— details of the administration of the test substance including dosing volumes and
time of dosing;

— details of food and water quality (including diet type/source, water source);

— the rationale for the selection of the starting dose.

5/14

79



423

OECD/OCDE

Results:

— tabulation of response data and dose level for each animal (i.e. animals showing signs
of toxicity including mortality; nature, severity, and duration of effects);
— tabulation of body weight and body weight changes;

— individual weights of animals at the day of dosing, in weekly intervals thereafter, and
at the time of death or sacrifice;

— date and time of death if prior to scheduled sacrifice;

— time course of onset of signs of toxicity, and whether these were reversible for each
animal;

— necropsy findings and histopathological findings for each animal, if available.

Discussion and interpretation of results.

Conclusions.
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423 OECD/OCDE

ANNEX 1

DEFINITIONS

Acute oral toxicity refers to those adverse effects occurring following oral administration of a single dose
of a substance, or multiple doses given within 24 hours.

Delayed death means that an animal does not die or appear moribund within 48 hours but dies later during
the 14-day observation period.

Dose is the amount of test substance administered. Dose is expressed as weight of test substance per unit
weight of test animal (e.g. mg/kg).

GHS: Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures. A joint activity
of OECD (human health and the environment), UN Committee of Experts on Transport of Dangerous
Goods (physical-chemical properties) and ILO (hazard communication) and co-ordinated by the
Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals (IOMC).

Impending death: when moribund state or death is expected prior to the next planned time of observation.
Signs indicative of this state in rodents could include convulsions, lateral position, recumbence, and tremor
(See the Humane Endpoint Guidance Document (9) for more details).

LD50 (median lethal oral dose) is a statistically derived single dose of a substance that can be expected to
cause death in 50 per cent of animals when administered by the oral route. The LD50 value is expressed in
terms of weight of test substance per unit weight of test animal (mg/kg).

Limit dose refers to a dose at an upper limitation on testing (2000 or 5000 mg/kg).

Moribund status: being in a state of dying or inability to survive, even if treated (See the Humane Endpoint
Guidance Document (9) for more details).

Predictable death: presence of clinical signs indicative of death at a known time in the future before the
planned end of the experimen ; for example: inability to reach water or food. (See the Humane Endpoint
Guidance Document (9) for more details).
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ANNEX 2

PROCEDURE TO BE FOLLOWED FOR EACH OF THE STARTING DOSES

GENERAL REMARKS

1. For each starting dose, the respective testing schemes as included in this Annex outline the
procedure to be followed.

Amnnex 2 a: Starting dose is 5 mg/kg bw
Amnnex 2 b: Starting dose is 50 mg/kg bw
Annex 2 c¢: Starting dose is: 300 mg/kg bw
Annex 2 d: Starting dose is: 2000 mg/kg bw

. & & @

Depending on the number of humanely killed or dead animals, the test procedure follows the indicated
aIrows.

9/14

83



84

¥ 1/01

€ xauuy aas mq ByBuw gpog 1e Bunsaj -

payisse|aun : -

(s q By/6 w) weysAg uoneoyisse|) pazivouney Ajjeqojg SHO -
days ysea je sjewiue peap 1o punquow jo JdqUINN CZL0-

pasn aie( sajewaj Ajjeunou ) xas ajbuis e jo sjewjue aaiyy days sad -

Paliissejaun
10 g AioBajen

0006 -000Z <
g AioBajen

000Z - 00€ <
¥ KioBajen

00€-05 <

¢ fioBajen

05-§
z fioBajen

<

50 <
AioBajen

Exps

P P

P P

S|ewiue ¢
By/6woo0z

s|ewiue ¢
By/Bwooe

P P

sjewiue ¢
Bx/B6wog

s|ewiue ¢
Bx/6w00Z

s|ewiue ¢
Bx/6wQog

s|lewiue ¢
By/6wg

s|lewiue ¢
By/Bwog

s|ewiue g
Bx/Bwg

LHOIAM AdOd OM/ON § 40 HSOA ONILAVIS V HLIIAM TANAIDO0Ud LSHAL ¥7 XUANNYV

HADO/ADHO

“mq GyBuw
#0-1n2 0507

SHO

1 %4 4



85

FI/AT

€ Xauuy aas 'm-q ByBw poos 1 Bunsal -

pausseloun : «-

(mq By/Bw) weyshs uoneowisse| paziuouneH Alleqels SHO -
ds)s yoes je S|EWIUE PESpP JO PUNQUOW JO J3QWNN £Z°1°0 -
pasn aie ( sajewsy Ajjeuuou ) xas ajbuis e jo sjewiue aaiyj dajs Jad -

L] Le ][] Lo | [ Fgome
] N JI» ¥
payissepun 000§ - 000Z < 000Z - 00£< 00g-05 < 0s-§ < &0 <
l1o 5 AobBajen G fiobajen ¥ Aiobajeg ¢ Aiobajen z fobajen fioBajen
A
oD
|
S|ewiue ¢ sjewiue ¢ sjewiue ¢ S|euwliue ¢
Bx/6woo0z By/Bwpog Bx/6wiog Bx/6wig

14

sjewiue ¢
Bx/6wo002

sjewiue ¢
By/Bwoog

sjewiue ¢
By/Bwpg

sjewiue ¢
B/Bwg

IHITIM AdOT DM/DIN 05 40 HSOUONILEVIS V HIIM THNdID0dd ISHL 47 XANNV

HADO/AOHO

‘g By B
40-1n2 0sa1

SHO



86

v/l

¢ Xauuy 2as :"mq By/Bw goos @ Bunsal -
pauissejoun : o -

(-m-q By/Bw) weishs uonesyisse|d pszivowey Kjleqol9 :SHO -
dajs yoea Je s|ewiue peap JO PUNQUOW Jo JaqUINN  €'Z°L'0-
pasn ale ( sajeway Ajjeudou ) xas ajfuis e jo sjewue aaiy dags Jad -

deis .} 1@
(oog 1e)e

payisse|oun 000S - 0002 < 000Z-00¢ < 00E-0§ < 05-5§ < §-0 <
10 g AioBajes G MioBajen ¥ fioBayed ¢ AioBejen z foBajen fioBajen
A
CoD
<> CD @ @I CD Aﬂl CD
|
s|ewiue ¢ S[BWIUE € S[EWIUE € S|EWIUE €
Bx/Bwpoooz Byy/6wpog By/6wipg Bx/Bug

sjewiue ¢ s[ewiue ¢
By/Bwoooz By/Bwioog

s|ewiue ¢
Bx/6wog

s[ewiue ¢
By Bwg

LHOIIA AOd O3/DON 00€ A0 ISOT ONILHVIS V HLIM TANAID0Ud LSAL 27 XANNV

HADO/ADHO

“meq ByBu
HJo-na gsan

SHO

1 %4 4



87

vL/ET

¢ xauuy aas 'm-q Bybw gppg e Bunsa) -

payisse|oun © x -

(~m-q Bybw) waysAs uoneayisse|) pazivowiey Kjjeqo|g :SH9 -
dals ysea 1B S|RWIUE PE3P 10 PUNQGUIOW JoIdqUINy

pasn aie ( seaewsey A|ewiou ) xes a|buis e Jo s|ewiue ssiy) deys sad -

T

“moq ByBuw
Ho-ina 0san

SHO

da)s EE dais k18 T T Te 5

. 15 L1

SiG Soomm 1e) Soonm 18) (Boeie)e (o e)e
0005 - 0002 < 000Z - 00t < 00€ - 05 < 05-6 < S0 <
Jﬂ_umuauhno_wuu_...uu g AioBajedn v f1oBajen ¢ KioBajen z RioBajed fi1oBajen

0D
|
s|ewiue ¢ sjewiue ¢ sjewiue ¢ S|ewiue ¢
Bx/6woooz By/6woog By/6wog By/Bwg

14 4

S|ewiue ¢
By/6wo00Z

S|ewiue ¢
By/6wooe

S|BWIUE €
By/Bwog

S|EWIUB €
By/Bwg

LHOIAM AdOd OM/DON 0007 40 3SOd INILYVILIS V HLIM TUNAID0dd LSHL :PTXIANNYV

HADO/AOHO



423 OECD/OCDE

ANNEX 3

CRITERIA FOR CLASSIFICATION OF TEST SUBSTANCES WITH EXPECTED LDS50
VALUES EXCEEDING 2000 MG/KG WITHOUT THE NEED FOR TESTING

1. Criteria for hazard Category 5 are intended to enable the identification of test substances which
are of relatively low acute toxicity hazard but which, under certain circumstances may present a danger to
vulnerable populations. These substances are anticipated to have an oral or dermal LD50 in the range of
2000-5000 mg/kg or equivalent doses for other routes. The test substance should be classified in the
hazard category defined by: 2000mg/kg<L.D50<5000mg/kg (Category 5 in the GHS) in the following
cases:

a) If directed to this category by any of the testing schemes of Annex 2a-2d, based on mortality
incidences;

b) if reliable evidence is already available that indicates the LD50 to be in the range of Category 5
values, or other animal studies or toxic effects in humans indicate a concern for human health of an
acute nature.

c) Through extrapolation, estimation or measurement of data if assignment to a more hazardous
category is not warranted, and

reliable information is available indicating significant toxic effects in humans, or
any mortality is observed when tested up to Category 4 values by the oral route, or
where expert judgement confirms significant clinical signs of toxicity, when tested up to
Category 4 values, except for diarrhoea, piloerection or an ungroomed appearance, or

. where expert judgement confirms reliable information indicating the potential for
significant acute effects from the other animal studies.

TESTING AT DOSES ABOVE 2000 MG/KG

2. Recognising the need to protect animal welfare, testing of animals in Category 5 (5000 mg/kg)
ranges is discouraged and should only be considered when there is a strong likelihood that results of such a
test have a direct relevance for protecting human or animal health (10). No further testing should be
conducted at higher dose levels.

3. ‘When testing is required a dose of 5000mg/kg, only one step (i.e. three animals) is required. If
the first animal dosed dies , then dosing procedes at 2000mg/kg in accordance with the flow charts in
Amnex 2. If the first animal survives, two further animals are dosed. If only one of the three animal dies ,
the LD50 value is expected to exceed 5000mgkg. If both animals die, then dosing proceeds at
2000mg/kg.
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