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RESUMO

Os compostos fendlicos séo substancias amplamente distribuidas na natureza, mais
de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas. O Fenetil éster do acido
caféico (CAPE), um composto fendlico, além de modular a angiogénese tumoral,
também causa apoptose, diminuindo assim o crescimento do tumor. Os derivados
sintético do CAPE apresentam promissora atividade antitumoral, uma vez que, ndo ha
relatos na literatura sobre sua possivel toxicidade, a avaliacdo de seu perfil
toxicologico é fundamental para a determinagdo de informacdes que permitem a
escolha de doses seguras para realizacdo de outros protocolos. Diante disto, o
presente estudo foi realizado para avaliar a toxicidade In vitro e In vivo do MTB06
(Benzil-2(3,4-dihidroxifenil) acetato) e MTBO7 (Benzil-2(4-hidroxifenil) acetato). O
MTBO6, no ensaio de toxicidade aguda, causou a morte de 2 animais nas doses de
300mg/kg, sendo um em cada experimento, e todos os animais na dose de
2000mg/kg, e o valor da DL50 (Dose Letal de 50%) foi determinado em 500mg/kg e a
GHS (Globally Harmonized Classification System) ficou na categoria nimero 4. Com
relacdo ao MTBO7, na realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, ndo ocorreu morte
nos animais tratados com 2.000 mg/kg e o valor de DL50 foi indeterminada, e se
classificando na GHS 5, indicando sua baixa toxicidade. Além disso esses dois
compostos apresentaram baixa taxa citotoxicidade frente eritrocitos. Na avaliacao da
genotoxicidade pela determinacao de eritrocitos micronucleados em sangue periférico
dos animais tratados com MTB06 e MTBO07, ndo foi evidenciado um aumento dos
mesmos indicando uma baixa taxa de mutacdo, que representa uma menor

probabilidade de desenvolvimento de carcinoma.

Palavras-chave: @ Composto fendlicos, citotoxicidade frente  eritrécitos,
genotoxicidade, toxicidade aguda.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Céancer: epidemiologia, etiologia e tratamento

Segundo o oncologista André Sasse (2004), cancer é o nome que se refere a
uma classe de doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que
invadem os tecidos e érgaos, podendo fazer metastase. O cancer pode matar devido
a invasdo de oOrgdos normais por estas células, por extensdo direta ou por
disseminacdo a distancia, que pode ser pelo sangue, linfa ou superficie serosa. O
cancer é um termo utilizado para designar mais de 100 doencas de etiologia
multifatorial, e € considerado como um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade. Segundo a organiza¢c&o ndo governamental World Cancer Research Fund
International, a incidéncia de cancer cresceu mais de 20% na ultima década, havendo
uma estimativa de 14,1 milhdes de casos em 2012, sendo que este numero devera
aumentar para 24 milhdes até 2035 (WHO, 2014). No Brasil, estima-se que em 2015
ocorram 302.350 mil casos de cancer em Homens e 274.230 mil em mulheres
(Figura 1) (INCA, 2015).

Figura 1. Distribuig&o proporcional dos dez tipos de Cancer mais incidentes estimados para 2015 por sexo, exceto pele
ndo melanoma.

Localizacdo primaria casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
"""""" Préstata  68.800  22,8% _ MamaFemnina 57120  208%
Traqueia, Brénguio & Pulm3o 16.400 5,4% Homens Mulheres Colon e Reto 17.520 6,4%

Cdlon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estémago 12.870 4,3% Tragueia, Brénguio e Pulm3o 10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Eséfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2015.

Os marcadores (hallmarks) do cancer, compreendem seis capacidades
biolégicas adquiridas durante o desenvolvimento de véarias etapas de tumores
humanos. Eles incluem a manutencdo da sinalizacdo para a proliferacédo, fuga dos
supressores de crescimento resistindo assim a morte celular, com isso permitindo a
imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese, invasao e metastase. Subjacente a

estas caracteristicas séo a instabilidade do genoma, o que gera a diversidade genética



gue acelera a sua aquisi¢ao, e inflamacao. O progresso conceitual na uUltima década
adicionou mais dois marcadores emergentes a esta lista, a reprogramacgédo do
metabolismo energético e o escape da destruicdo pelo sistema imunoldgico. Para
além das células de cancer, tumores exibem uma outra dimensdo de complexidade:
eles contém um repertério de células recrutadas, aparentemente normais que
contribuem para a aquisi¢cdo de tracos caracteristicos, criando o reconhecimento de
uma aplicabilidade generalizada destes conceitos afetam cada vez mais
"microambiente do tumor” (HANAHAN, 2013).

A observacédo de defeitos cromossOmicos recorrentes em canceres humanos
mostram que eles desempenham um papel marcante na carcinogénese. Apesar de
agirem inicialmente de forma distinta, todos os agentes oncogénicos tém a mesma via
final: transformacéo de proto-oncogenes (genes nao alterados) em oncogenes (genes
alterados) e/ou inibicdo de genes supressores de tumor (SERRANO, 2014). Os proto-
oncogenes sao genes relacionados com o crescimento, diferenciacéo e proliferacao
de células normais. Codificam fatores de crescimento, receptores de membrana e
proteinas de ligacdo do DNA (AMENDOLA, 2005). Alguns oncogenes produzem
oncoproteinas, como a bcl-2, IE84 (Citomegalovirus), SV40-T (virus SV40), E6 (HPV),
EBNA-5 (EBV) e HBx (virus da hepatite B), que se ligam fortemente e inibem as
proteinas codificadas por genes supressores do crescimento celular ou indutores da
apoptose, como o0 p53 e 0 Rb. Com isso, levam a auséncia de repressao da divisao
ou inibicdo da morte celular por apoptose, logo, a "imortalidade" celular (LOPES,
2002). Os genes supressores de tumor sdo genes inibidores da proliferacdo celular
normal, logo, também do crescimento tumoral. O p53 é um dos gene responsaveis
pela integridade do genoma (KLUMB, 2002). Sua ativacdo, por meio do surgimento
do DNA alterado, produz uma proteina que estimula a sintese de outras proteinas,
gue vao atuar inibindo a replicacdo celular através da ligacdo com o antigeno de
proliferacdo nuclear (PCNA) e estimulando as enzimas de reparo do DNA (LOPES,
2002).

Devido a complexidade e a existéncia de vias alternativas no controle da
proliferacéo celular, € necessaria a ocorréncia de alteracées adicionais e sucessivas
em diferentes genes para que haja a formacdo de um tumor. No processo de
progressdo tumoral, algumas células tumorais perdem a capacidade de adeséo,

invadem a membrana basal do tecido de origem por meio da produgéo de enzimas



proteoliticas, atravessam a parede dos vasos sanguineos, caem na circulagcdo e
formam areas de proliferagdo em outros tecidos, sdo as denominadas metastases
(ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). A capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de
formar as metastases é responsavel, em ultima andlise, pela morte de dois a cada trés
pacientes com o diagnostico de cancer (OTAKE; CHAMMAS; ZATZ, 2006).

Os fatores de risco de cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou
podem ser hereditarios (INCA, 2014). A maioria dos casos (cerca de 80%) esta
relacionada ao meio ambiente, onde se encontra um grande nuamero de fatores de
risco. A multicausalidade é frequente na formacédo do cancer (carcinogénese). Pode
ser exemplificada pela associacéo entre alcool, tabaco e residéncia na zona rural e o
cancer de esb6fago, e entre alcool, tabaco, chimarrdo, churrasco e o cozimento de
alimentos em fogéo a lenha e o cancer da cavidade bucal. A interagéo entre os fatores
de risco e os de protecdo a que as pessoas estdo submetidas pode resultar, ou néo,
na reducdo da probabilidade delas adoecerem. Nem sempre a relacdo entre a
exposicdo a um ou mais fatores de risco e o desenvolvimento de uma doenca é
reconhecivel facilmente, especialmente quando se presume que a relagéo se dé com
comportamentos sociais comuns (o tipo de alimentacao, por exemplo). Nas doencas
cronicas, as primeiras manifestacdes podem surgir apdés muitos anos de exposicao
Unica (radiacdes ionizantes, por exemplo) ou continua (radiacéo solar ou tabagismo,
por exemplo) aos fatores de risco. Por isso, € importante considerar o conceito de
periodo de laténcia, isto €, o tempo decorrido entre a exposicao ao fator de risco e o
surgimento da doenca (INCA, 2015).

O tratamento do cancer pode ser feito por cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, € necessario
combinar mais de uma modalidade (INCA, 2015). A quimioterapia, utiliza agentes
guimicos na busca por destruicdo das células neoplasicas, que tém como
caracteristica o fato de se dividirem muito mais rapido que a maioria das células
normais (BRANDAO, 2010). Contudo, podem ocorrer efeitos secundarios importantes
naguelas células normais de crescimento rapido, como as células do trato
gastrointestinal, capilares e as do sistema imunoldgico, causando diarreia, nauseas,
vomitos, alopecia e maior susceptibilidade as infeccbes (ALMEIDA et al., 2005), o que
representa uma das limitacdes do tratamento convencional. Além disso, um dos

maiores obstaculos para 0 sucesso da quimioterapia no tratamento de alguns tipos de



neoplasias € o desenvolvimento, por parte das células tumorais, do fenbmeno de
resisténcia aos farmacos utilizados (LONGLEY; JOHNSTON, 2005).

Considerando a alta toxicidade dos agentes antitumorais atuais e o
desenvolvimento de resisténcia, é constante a busca por novas alternativas
terapéuticas com maior seletividade para as células tumorais, sendo neste caso, mais

seletivos e menos toxicos.

1.1.1 Anemia hemolitica autoimune associada a sindrome paraneoplasica

As neoplasias ndo levam apenas a alteragcbes pela presenca do tumor e sua
localizacdo, mas também pelas sindromes paraneoplasicas. Essas sindromes
incluem um grupo diverso de manifestagdes clinicas associadas a neoplasias
benignas ou malignas (BERGMAN, 2013).

As sindromes paraneoplasicas referem-se a disturbios clinicos que ndo podem
ser diretamente atribuidos aos efeitos fisicos do tumor primario ou metastatico. Podem
ser causadas por: i) producéo de substancias pelas células tumorais responsaveis por
efeitos sistémicos; i) diminuicAo de substancias habitualmente presentes no
organismo, que leva ao aparecimento de sintomas; e iii) resposta imunitaria do
hospedeiro ao tumor (FARIA, 2012).

Todos os tumores primarios podem causar sindromes paraneoplasicas, como
cancer de pulméo de células pequenas, cancer de mama, ginecologicos e linfomas
(MUNOZ-IBARRA, 2013).

A anemia € comumente relatada em pacientes com diversos tipos neoplasicos,
com importante influéncia na qualidade de vida, na resposta a terapia e na sobrevida
(FINORA, 2003; OGILVIE, 2004; CAPUA et al., 2011). No entanto, nem sempre
representa uma sindrome paraneoplasica (MANGIERI, 2009), pois pode ocorrer
secundaria a invasao da medula 6ssea por células neoplasicas, perda de sangue,
esplenomegalia com sequestro de eritrocitos ou hemodlise por resposta
imunomediada, além de estar associada a alteracfes digestivas, hiporexia e anorexia
(SHAW; IHLE, 1993; CARDOSO et al., 2004; OGILVIE, 2004).

A anemia relacionada a neoplasia, por outro lado, envolve um mecanismo
complexo que gera anemia normocitica, normocrémica e arregenerativa, geralmente

discreta & moderada (MILLER et al., 2009). Essa alteracdo caracteriza sindrome



paraneoplésicas e ocorre em Varios tipos de tumores, mas néo é exclusiva do cancer,
ocorrendo também em doencas inflamatérias e infecciosas (MANGIERI, 2009). Essa
sindrome apresenta mecanismos multifatoriais como resultado do sequestro de ferro,
reducdo da meia-vida dos eritrécitos e decréscimo da eritropoiese (MANGIERI, 2009;
MILLER et al., 2009).

O sequestro de ferro é observado predominantemente no sitio inflamatério, onde
ocorre a producdao, pelos neutrdfilos, de interleucina-1 (IL-1), que promove 0 aumento
de lactoferrina, uma proteina semelhante a transferrina, que compete com ela por ter
maior afinidade pelo ferro. A lactoferrina ndo transfere o ferro para as células
hematopoiéticas e é fagocitada por macréfagos, bloqueando a utilizacdo de ferro
armazenado. Ainda, os macrofagos ativados produzem o Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-alfa), que induz a liberacdo de uma proteina de fase aguda, a apoferritina,
gue, assim como a lactoferrina, liga-se ao ferro sendo fagocitada pelos macroéfagos,
tornando o ferro indisponivel para a formacdo da hemoglobina (CANCADO;
CHIATTONE, 2002; MANGIERI, 2009).

O decréscimo da sobrevida das hemacias ocorre devido ao aumento de IL-1,
gue provoca hemdlise seletiva de hemacias jovens no sistema reticuloendotelial. O
processo neoplasico também desencadeia uma hiperatividade do sistema fagocitico
mononuclear (STOCKHAM; SCOTT, 2011) que, associado ao dano oxidativo a
membrana das hemacias, resulta em diminuicdo do tempo de sobrevida dessas
células.

Ja a reducao da eritropoiese esta associada a uma deficiéncia relativa de
eritropoetina (EPO). Normalmente, ndo ha prejuizo na producdo de EPO, que pode
inclusive estar aumentada. No entanto, a producéo de anticorpos anti-EPO e liberacéo
de citocinas inflamatorias, impedem a atividade normal da EPO. Além disso, a maior
exposicao ao TNF-alfa diminui a formacao de colbnias eritroides e a afinidade dessas

colénias a eritropoietina reduzindo ainda mais a eritropoiese (MANGIERI, 2009).
1.1.2 Hemoélise como efeito citotdxico associados a drogas antineopléasicas
Efeitos deletérios causados pelo uso de quimioterapicos sao descritos na

literatura, entre eles, destaca-se a atividade citotoxica frente células do préprio

organismo, que ndo sao tumorais, a exemplo dos eritrécitos. A literatura descreve dois



fenbmenos biolégicos que resultam nessa hemolise secundéria a terapéutica, séo
eles, a purpura trombocitopénica trombética (TTP) e a sindrome hemolitica urémica
(SHU) (NIU; MIMS, 2012).

A TTP é uma incomum emergéncia médica associada a uma significante
mortalidade. O quadro classico consiste em febre, anemia hemolitica intravascular,
trombocitopenia, insuficiéncia renal e manifestacdo neurolégica. A TTP induzida por
drogas tem sido reconhecida como um transtorno clinico e pode surgir no contexto do
tratamento quimioterapico. Embora a quimioterapia, seja frequentemente o Unico
tratamento eficaz para pacientes com malignidade metastética, foram relatados que
agentes como a mitomicina e gemcitabina podem causar a TTP e a SHU (NIU; MIMS,
2012).

Foi reportado que os agentes quimioterapicos notavelmente associados a SHU,
incluem a bleomicina, ciclosporina, cisplatina, mas o0 agente mais comumente
reportada na literatura € a mitomicina-C (MMC). A SHU induzida pela MMC é
caracterizada por anemia microangiopatica hemolitica, trombocitopenia, falha renal e
microangiopatia trombotica renal, entre outros sintomas pulmonares e renais. Os
achados laboratoriais apresentam anemia severa, e 0 esfregaco periférico €&

caracterizado por fragmentacéo de eritrécitos com muito esquizoécitos (WU et al,1997).

1.2. Toxicidade

Toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos adversos causados pela interacéo
entre as substancias quimicas e 0s organismos vivos ou sistemas bioldgicos. Avalia a
probabilidade da ocorréncia de efeitos adversos devido a exposicdo a determinada
substancia e em quais condi¢cdes ela pode causar danos. Assim, sempre que for
lancado um novo produto que terd contato direto com o homem tais como
medicamentos, agrotéxicos, aditivos alimentares etc., devem ser realizados estudos
para predizer os riscos toxicologicos dessa nova substancia (CAZARIN, et al., 2004;
AZEVEDO, 2010).

Em relacéo especificamente aos antineoplésicos, a avaliacdo da toxicidade é um
aspecto essencial. Isso por que a maioria dos farmacos antineoplasicos sédo agentes

antiproliferativos, ou seja, ndo sao seletivos para as células tumorais, e podem afetar



significativamente as células normais de rapido crescimento, produzindo varios efeitos
indesejaveis (BODO et al., 2005, adaptado).

Sendo assim, o estudo toxicolégico de potenciais farmacos antitumorais é
imprescindivel para definir o balango entre efeitos farmacoldgicos versus toxicidade,
0 que é essencial para a avaliagdo da aplicabilidade farmacolégica de uma droga. Os
ensaios toxicoldgicos sédo entdo realizados para determinar as doses de ingestao das
substancias em estudo, que nao causem dano ao ser humano, ou que danos podem
ser causados com 0 seu excesso, com 0 objetivo de caracterizar a forma de preveni-
los ou trata-los (CAZARIN, et al., 2004; AZEVEDO, 2010).

1.2.1 Ensaio de toxicidade In vitro
1.2.1.1 Citotoxicidade frente eritrocitos

Os eritrocitos sao células sanguineas que contém altas concentracdes de acidos
graxos poli-insaturados, oxigénio molecular e ions ferrosos. Como consequéncia, Sao
altamente vulneraveis a acao de agentes citotoxicos, oxidantes e de radicais livres e,
portanto muito suscetiveis a alteracdes na integridade estrutural como: mudancas na
fluidez da membrana e hemodlise (SANTOS, 2009). Estas células sdo consideradas
bons modelos experimentais para estudo de toxicidade, devido a sua estabilidade e
facilidade de trabalho, onde uma vez ocorrendo a hemolise ha a liberacdo de
hemoglobina, facilmente quantificada por leitura espectrofotométrica de absorbancia
na regido do visivel, absorbancia que é proporcional a lise dos eritrécitos (liberacéao
de hemoglobina). A quantificacédo de ions, presentes nos eritrécitos, na solucéo afirma
a lise das células (NETO, 2006).

A estabilidade mecénica da membrana dos eritrécitos € serve como um bom
indicador de danos In vitro em triagens de citotoxicidade, ja que as drogas podem
alterar esta delicada estrutura, fornecendo um modelo preliminar para o estudo de
efeitos protetores e téxicos de substancias ou situacdes associadas com estresse
oxidativo, sendo um possivel indicador desse tipo de dano as células (SHARMA,
SHARMA, 2001).



1.2.2 Ensaios de toxicidade In vivo

1.2.2.1 Toxicidade pré-clinica aguda

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o potencial
de novas substancias e produtos causar danos a saude humana. Testes que avaliam
a toxicidade sistémica aguda séo utilizados para classificar e apropriadamente rotular
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como
estabelecido pela legislacdo. Além da letalidade, outros parametros séo investigados
em estudos de toxicidade aguda sistémica para identificar o potencial toxico em
orgaos especificos, identificar a toxicocinética e a relacdo-dose resposta. Outras
informagdes podem ainda ser obtidas numa avaliagéo de toxicidade aguda, tais como,
indicativos sobre o mecanismo de acédo toxica, diagnostico e tratamento das reacdes
toxicas e o0 estabelecimento das doses para estudos adicionais de toxicidade
(COECKE, et al., 2006).

O teste da DL50 (dose que produz a morte de 50% dos animais experimentais)
foi inicialmente introduzido em 1927 para avaliar substancias que seriam utilizadas
por seres humanos como a digitallis e a insulina. Entretanto, na década de setenta,
este teste, o qual tinha como objetivo encontrar uma Unica dose letal de uma
substancia para metade dos animais do grupo teste, comecou a ser empregado
amplamente como base de comparacéo e classificacdo da toxicidade de substancias
(GUBBELS-VAN HAL, et al., 2005).

Este teste tornou-se gradativamente um teste pré-requisito para varias agéncias
reguladoras, como a americana Food and Drugs Administration (FDA), responsaveis
pela a aprovacao de novos farmacos, aditivos alimentares, ingredientes cosmeéticos,
produtos domésticos, quimicos industriais e pesticidas (KRYSIAK; RYDZYNSKI,
1997; GUBBELS-VAN HAL et al., 2005; STAMMATI et al., 2005).

No Brasil, até 2010, os ensaios de toxicidade aguda em roedores eram
realizados de acordo com o “GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS NAO
CLINICOS DE SEGURANCA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS” (RE n. 90/2004 — ANVISA), que recomendava a andlise de
parametros bioquimicos, hematolégicos e histopatologicos. Esses ensaios, em 2013,

com a republicagdo do guia, agora entdo denominado “GUIA PARA A CONDUCAO
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DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANCA
FARMACOLOGICA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS”, passaram a ser ndo mais exigidos e além disso, esse guia passou
a recomendar o uso de um menor nimero de animais, indicando, com esse propadsito,
0 uso dos guias da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development
- Organizagéao para Cooperacao Econdmica e Desenvolvimento).

Em 1981, a OECD incorporou o Teste da DL50 (Dose Letal 50%) em suas
diretrizes (VALADARES, 2006). Por sua vez, o guia de n. 423 publicado pela OECD
foi originalmente adotado em 1996 como uma segunda alternativa ao convencional
teste de toxicidade aguda, descrito no guia n. 401 da OECD, e foi republicado em
2001 com uma verséo revisada. O método de classificacdo de toxicidade aguda
estabelecido na atual orientacéo € um procedimento onde se utilizam até trés animais
do mesmo género por etapa. Dependendo da mortalidade e/ou do estado moribundo
dos animais, € necessaria a realizacdo em media de duas a quatro etapas, para
permitir avaliar a toxicidade aguda de uma substancia teste. Este procedimento é
reprodutivel, usa poucos animais e € capaz de classificar as substancias de um modo
semelhante a outros métodos de ensaio de toxicidade aguda (Guia OECD n. 420 e
425). O método de classificacdo de toxicidade aguda € baseado na avaliacado
biométrica com doses fixas, devidamente separadas para permitir a classificacdo de
uma substancia de acordo com a avaliagdo dos riscos. O método, adotado desde
1996, foi amplamente validado In vivo em relacdo aos dados de DL50 obtidos a partir

da literatura, tanto nacional como internacionalmente (OECD, 2001).

1.2.2.2 Genotoxicidade

A genotoxicidade € a capacidade que algumas substancias possuem para
induzir alteracbes no material genético da célula em organismos expostos. Ja
mutagenicidade diz respeito a inducao de alteracfes transmissiveis permanentes da
guantidade ou da estrutura do material genético (OLIVEIRA, 2012).

Alguns biomarcadores de genotoxicidade e mutagenicidade séo utilizados para
a avaliacdo de efeitos agudos e cronicos de diversos agentes quimicos, podendo

predizer um perfil de seguranca e eficacia de novas moléculas (MALUF; ERDTMANN,



2003). E crescente a preocupagdo com o efeito mutagénico e carcinogénico de
agentes genotoxicos em populagdes expostas ocupacionalmente, acidentalmente ou
por estilo de vida, pelo fato de que a agdo mutagénica por vezes se manifesta somente
apo6s muitos anos, no aumento da incidéncia de canceres ou malformacdes
congénitas, caracterizando os chamados efeitos cumulativos, o que tem contribuido
para que a exposicao a agentes genotdxicos seja um dos principais problemas de
saude publica (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Alguns agentes com potencial farmacolégico tem a capacidade de produzir
mutacbes e, portanto, estes precisam ser estudados do ponto de vista da
genotoxicidade. Dentre os métodos para investigacao de toxicidade genética In vivo,
o teste do micronucleo, realizado em roedores, tem sido amplamente empregado e
aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica, como a OECD, em seu
Guidelines for the testing of chemicals/ section 4: Health Effects — Mammalian
Erythrocytes Micronucleus Test: n° 474 e recomendado pelo Gene - Tox Program,
Environmental Protection Agency — EPA/US (OECD et al., 2001).

Este teste € internacionalmente aceito como parte da bateria de testes
recomendada para a avaliacdo mutagénica e registro de novos farmacos que entram,
anualmente, no mercado mundial, sendo recomendado para estudos de
biomonitoramento, principalmente por sua capacidade de detectar agentes
clastogénicos e aneugénicos, podendo ainda ser realizado tanto em amostras de
medula éssea, quanto em amostras de sangue periférico (FENECH, 2000; KRISHMA
e HAYASHI, 2000; RIBEIRO et al., 2003). Embora as células alvo da medula 6ssea e
do sangue periférico sejam as mesmas, os eritroblastos, 0 método desenvolvido para
0 sangue periférico oferece vantagens como o fato das células nesse tecido serem
mais uniformes e mais facilmente analisadas quando comparadas as da medula 6ssea
(CSGMT, 1995). Além disso, o teste do micronucleo realizado com amostras de
sangue periférico dispensa o arduo trabalho de coleta de medula 6ssea dos animais,
utiliza uma pequena quantidade de amostra de sangue para realizacdo do ensaio,
facilitando a integracdo do mesmo na rotina de estudos toxicolégicos e/ou
farmacoldgicos, sem a necessidade da realizacdo de um ensaio em separado para
avaliacdo de efeitos genotoxicos (ASANAMI et al., 1995; DERTINGER et al., 2006).
Além disso, estudos demonstram que o sangue periférico pode ser utilizado de forma

eficaz na detecgéo de agentes genotoxicos (DERTINGER et al., 2006).
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Os microndcleos, por sua vez, sao pequenos corpusculos nucleares
representando o material genético que foi perdido pelo nucleo principal como
consequéncia de um dano genético. Durante a anafase (fase da divisdo celular em
gue h& a segregacao dos cromossomos), os fragmentos provenientes das quebras ou
cromossomos inteiros, ndo acompanham a migracdo para os poélos da célula.
Consequentemente, na teléfase (fase em que os cromossomos se descondensam e
ocorre a formacdo de um novo invélucro nuclear em torno de cada conjunto de
cromossomos), tais fragmentos cromatidicos ndo sdo incluidos nos nucleos das
células filhas, formando um Unico ou multiplos microndcleos no citoplasma dessas
células (COSTA E SILVA; NEPOMUCENO, 2010). Mas, se um cromossomo inteiro
ou um fragmento cromossdémico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo (por néo
estar unido ao fuso), este também pode constituir um pequeno nucleo individual
(Figura 2) (FENECH et al., 1999; IARMARCOVAI et al., 2007; HOLLAND et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquemética da formacdo de microndcleos como consequéncia de uma lesdo no
material genético de uma célula em divisdo. (a) Origem de um micronucleo a partir de um cromossomo inteiro
e fragmentos cromossémicos acéntricos na anéafase; (b) formacdo de uma ponte a partir de cromossomos
dicéntricos, onde os centrdbmeros se dirigem para os lados opostos da célula. Adaptada de Fenech, 2000.

Os microndcleos podem ser gerados de diferentes processos oriundos de
guebras ou perdas de cromossomos (FENECH, 2007). Embora os mecanismos de
reparo celular sejam extremamente eficientes, a sensibilidade da estrutura
cromossOmica permite a atuacdo de agentes clastogénicos e aneugénicos durante a
mitose e a meiose. A atuacdo de agentes clastogénicos e aneugénicos, dentre outras
formas, é responsavel pela origem das aberragcbes cromossémicas estruturais e
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numéricas (CARVALHO et al., 2002). A hipétese de associacao entre a ocorréncia de
micronucleos e o desenvolvimento de cancer € baseada na alta frequéncia desse
biomarcador em pacientes oncol6gicos ndo tratados e nainversa correlacao entre sua
frequéncia em células sanguineas com os micronutrientes da dieta (BONASSI et al.,
2007).

1.3 A busca por compostos com potencial antitumoral

Nos primérdios da humanidade, o tratamento para diversas enfermidades era
feito, geralmente, utilizando-se produtos naturais de origem vegetal. Até a década de
1930, tem-se o0 destaque da extracdo e isolamento dos principios ativos de plantas,
responsaveis por sua atividade farmacoldgica. Logo em seguida, a sintese de
farmacos inéditos e mais potentes, comparando-se com 0s naturais, apresentou um
sobressalto (PALMEIRA-FILHO; PAN, 2003).

A era dos farmacos sintéticos teve inicio com a sintese do acido acetilsalicilico
(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Desde a antiguidade ja se tinha
conhecimento das propriedades analgésicas dos salicilatos, mas s6 em 1860 Kolbe e
Lautemann obtiveram o acido salicilico em laboratorio, viabilizando sua producédo em
escala industrial. Dai em diante, a area da quimica farmacéutica recebeu grandes
investimentos do setor industrial em formacao (MAHDI, 2010).

O primeiro farmaco obtido pelo planejamento foi o Salvarsan, e pouco depois, 0
Neosalvarsan, eficazes no tratamento da sifilis, sintetizados por Paul Ehrlich em 1910.
Naquela época, a sifilis era uma doenca tdo debilitante e fatal quanto a AIDS, mas
apos a introducao destes farmacos no mercado, a incidéncia desta doenca caiu cerca
de 50% em diversos paises europeus. A introducdo dos antibiodticos fez com que esses
farmacos entrassem em desuso (ANTONINI, 1997; PALMEIRA-FILHO; PAN, 2003;
RUBIN, 2007).

A modificacdo molecular apresenta-se como uma estratégia essencial no campo
da Quimica medicinal, pois € um dos métodos mais utilizados e compensadores no
planejamento de farmacos. Assim, os analogos planejados podem apresentar perfil
terapéutico superior, rota sintética viavel e economicamente interessante
(KOROLKOVAS, BURCKALTER, 1988).
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Dentre as modificacdes moleculares mais efetuadas, estdo a homologia linear e
ramificada, que consiste na introducdo de unidades metilénicas em uma cadeia
hidrocarbbnica presente na molécula e a introducdo de grupos vinilogos, fenilogos e
benzilogos. Tais modificacdes podem alterar propriedades moleculares interessantes
como grau de flexibilidade da molécula, volume e coeficiente de particéo,
consequentemente, modificando seu comportamento bioldgico (BARREIRO, 2002).

Durante o Século XX, ocorreu um grande avanco nas pesquisas de produtos
naturais com atividade antitumoral. Os agentes conhecidos hoje sao classificados em
dois grupos. O primeiro é constituido por drogas que tem por finalidade inibir o inicio
do processo neoplasico, e o segundo grupo de drogas tem a caracteristica de inibir a
proliferacdo celular durante as fases de promocdo e progressdao do cancer.
Atualmente, aproximadamente 60% dos farmacos com atividade antineoplasica tem
sua origem nos produtos naturais. Dentre estes se destacam a vimblastina (1,
Velban®) e a vincristina (2, Oncovin®) e os analogos vindesina (3, Eldisine®) e
vinorelbina (4, Navelbine®); o paclitaxel (5, Taxol®) e o analogo docetaxel (6,
Taxotere®); a podofilotoxina (7) e os analogos, etoposideo (8, Etopophos®) e
teniposideo (9, Vumon®); e a camptotecina (10) e os analogos topotecano (11,
Hycamtin®) e irinotecano (12, Camptosar®). As estruturas dos farmacos estao
disponiveis na Figura 3 (COSTA-LOTUFO, et al., 2010).
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Figura 3. Farmacos usados na terapia antineoplasica. Fonte: Adaptado COSTA-
LOTUFO, 2010.

A partir disso, diferentes alvos moleculares estdo sendo pesquisados com o
objetivo de se obter farmacos mais seletivos e menos toxicos para que se possa
melhorar o arsenal terapéutico atual no combate ao cancer, como por exemplo podem
ser citados os inibidores do NF-kB, do ciclo celular e das histonas desacetilases
(DAMIAO-BERNSTORFF; 2014).

Assim, considerando a morbidade relacionada aos atuais quimioterapicos, onde
0s mesmos causam diversos efeitos colaterais aos pacientes, como quadros de
émese, alopecia, imunossupressao, entre outros, sendo que estes sintomas causam
debilidade ao paciente, que muitas vezes se faz necessaria a internacdo do mesmo,
a descoberta de diferentes farmacos para o combate ao cancer é urgente, visto que
os tratamentos utilizados sdo muitas vezes ineficazes e que muitas células malignas
nao respondem a farmacoterapia disponivel ou até mesmo desenvolvem resisténcia
a esses agentes (VECHIA, GNOATTO, GOSMANN, 2009; FORMARIZ et al., 2004).
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1.4 Anélogos sintéticos do Fenetil éster do acido caféico (CAPE) como fonte de

farmacos com potencial antitumoral

Os compostos fenolicos sédo substancias amplamente distribuidas na natureza,
mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas (CARDOSO-SILVA
et al., 2010). Eles apresentam, em sua estrutura, varios grupos benzénicos
caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas (HERNANDEZ;
PRIETO GONZALES,1999). Esta classe de compostos apresenta uma grande
diversidade e divide-se em flavonoides (polifendis) e ndo-flavonoides (fendis simples
ou acidos).

Os principais compostos fendlicos nao-flavonoides derivados dos acidos
hidroxicinamicos sdo os ésteres dos acidos caféico, cumarico e feldrico, que estéao
presentes em alimentos como maca, péra, cereja e damasco. Quanto aos derivados
dos acidos hidroxibenzoicos, podem-se destacar os acidos salicilico, galico, elagico,
protocatéico e vanilico, que sdo encontrados em morango, uva, laranja, limdo e
tangerina (BELITZ; GROSCH, 2004). Estudos realizados com esses compostos
indicaram atividade antioxidante, assim como seu possivel efeito na prevencao de
diversas enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e neurologicas (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).

O CAPE (fenetil éster do acido caféico, Figura 4), um composto fendlico, que
além de modular a angiogénese tumoral, também causa apoptose, diminuindo assim
o crescimento do tumor (WATABE et al, 2004). Ele também atenua a resisténcia a
agentes quimioterapicos, diminuindo a expressdo do gene mdr-1 (Multi-Drug
Resistance 1). Ainda, apresentou inibicdo significativa do crescimento de diversas
linhagens tumorais In vitro, entre elas as células de glioma C6, de uma maneira
concentracdo e tempo dependente, além de uma inibicdo dose dependente do
crescimento de células C6 de xendgrafos em camundongos nude, com concentracdes
de 1 a 10 mg/kg (i.p.) (KUO et al., 2006). Foi também observado que o CAPE induziu
efeito antimetastatico (LIAO et al., 2003) e foi capaz de induzir a apoptose de
carcinoma mamario MCF-7 (CARVALHO, 2013). Dados da literatura mostram ainda
gue o CAPE inibiu o crescimento de tumores de neurofibromatose em modelos
xenogréaficos murinos (DEMESTRE et al., 2009).
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Figura 4. Estrutura quimica do Fenetil éster do acido caféico

A molécula também apresentou seu mecanismo de acao antitumoral por meio
da inibicdo do NF-kB (fator transcricional nuclear kappa B). (LEE et al., 2010; WU et
al., 2011, KAAPOR, 2013).

Este fator, importante na interface cancer e inflamacéo, e que opera na célula
por meio de duas vias, a classica (via canonica) e alternativa (via ndo-canodnica),
possui diferentes efeitos relacionados a inflamacgéo e proliferagdo celular. A via
classica é a mais comum e esta associada a expressao de genes relacionados a
inflamacéo, a resposta imunologica inata, a antiapoptose e a sobrevivéncia celular. Ja
a via alternativa esta associada a expressao de genes que atuam no desenvolvimento
e manutencao de 6rgéos linfoides secundarios (XIAO, 2004).

Sugere-se que a ativacdo do NF-kB se deve a exposicdo a estimulos proé-
inflamatorios no microambiente do tumor ou por fator mutacional dos componentes
IKK- NF-kB na via de sinalizagao (KARIN et al., 2002), além do mais, foi relatado que
o NF-kB pode inibir a processo de apoptose, e promover assim um estimulo a
proliferacédo celular (BEG and BALTIMORE 1996; LIU et al. 1996; VAN ANTWERP et
al. 1996; WANG et al. 1996), assim mantendo um perfil invasivo e migratorio,
associado a progressao do tumor.

Varios compostos tem sido estudados ao longo dos anos pelo sua capacidade
de alterar a via NF-kB, inibindo por exemplo, a atividade de enzimas responsaveis
pela degradagcao do complexo IkB (GLEZER et al., 2000). Tanto é verdade essa
afirmacéo, que ja foi descoberto um farmaco anti-leucémico, contra multi-mielomas, o
bortezomib (Velcade®), inibidor de ubiquitinacdo (OLEJNICZAK, 2010).

Nesse contexto, o] Laboratério de Oncofarmacologia
(ONCOFAR/PPgPNSB/CCS/UFPB), em colaboracdo com o Laboratério de Quimica
Heterociclima e Medicinal (Quetem/DCF/USP-RP) propuseram a sintese de analogos

do CAPE. Os analogos sintetizados foram obtidos utilizando uma abordagem sintética
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que utiliza diferentes metodologias convencionais de esterificagdo. O método variou
de acordo com as particularidades quimicas dos intermediérios propostos para a
modificagdo do fragmento referente ao acido caféico e/ou modificacdo do fragmento
alcool, também sendo levados em consideracdo os rendimentos das reacgoes.

Foram sintetizados 12 compostos derivados do CAPE. Apds screening da
atividade antitumoral In vitro com células tumorais humanas (utilizando a metodologia
da suforrodamina B), assim como a avaliacdo atividade inibitoria sobre o NF-kB, por
meio do ensaio de Luciferase, foi possivel selecionar dois produtos, o MTBO06 (Benzil-
2(3,4-dihidroxifenil) acetato) e o MTBO7 (Benzil-2(4-hidroxifenil) acetato), com base

nos resultados apresentados na Tabelas 1.

Tabela 1. Organizacéo das moléculas sintetizadas selecionadas para os ensaios biolégicos de
triagem antitumoral in vitro e atividade sobre o NF-kB.

ENSAIOS BIOLOGICOS

LUCIFERASE CONCLUSAO
(concentracBes em PARCIAL

ug/mL x LPS , em %)°

MOLECULA ANTIPROLIFERATIVO
(G150, em pg/mL)

para ensaios In

P U251 = 93,1;
VC SELECIONADO
Homo S MCF-7 = 178,7; LPS vs 250: - 82,91
O

HO K562 = 62,5 LPS vs 80: - 69,62 ,
Vvivo.
MTB 06 HaCat = 173,7 LPS vs 25: - 83,90
U251 = 25,1;
MCF-7 = 24,3;
(0]
" \Q\i NCI/ADR/RES = 40,7;
SELECIONADO
O/\C] NCI-H460 = 78,9; LPS vs 250: - 35,08 |
A para ensaios In
OVCAR-3 = 23,8; LPS vs 80: - 42,82 ,
vivo.
HT29 = 159,9; LPS vs 25: - 8,593
MTB 07
K562 = 1,
HaCat 25,8

Antiproliferativo: GI50 = Concentra¢éo que inibe 50% do crescimento — ou seja, a quantidade de células
submetidas a esta concentracgéo fica igual a 1,5 X do inicio do experimento (ndo confundir com 1C50);
[Linhagens: U251 — glioma; MCF-7 — mama; NCI/ADR-RES — ovério resistente a multiplos farmacos;
786-0 — rim; NCI-H460 — pulm&o; OVCAR-3 — ovério; HT29 — célon; K-562 — leucemia; HaCaT — pele
(linhagem de células ndo-tumoral)]. Luciferase: Quando negativo, o resultado representa inibi¢do da

atividade do fator transcricional (NF-kB).
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As substancias MTB06 e MTBO7, foram os objetos de estudo deste trabalho,
elas sdo andlogos estruturais do CAPE, e acredita-se que as mesmas possuam
atividade antineoplésica. Assim, foi avaliada a toxicidade aguda e genotoxicidade
destes produtos. Assim, uma vez observados esses resultados In vitro, é possivel
planejar futuros ensaios de atividade antitumoral In vivo, assim como, a investigagao
de outras possiveis atividades farmacolégicas. Para tanto, € necessario fazer o estudo
de toxicidade com objetivo de definir doses seguras para o tratamento.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
e Avaliar os efeitos toxicolégicos do MTB06 (Benzil-2(3,4-dihidroxifenil)
acetato) e MTBO7 (Benzil-2(4-hidroxifenil) acetato), por meio de ensaios
In vitro e In vivo.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade do MTB06 e MTBO7 em eritrocitos de

camundongos;

e Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda do MTB0O6 e MTBO7 em

camundongos;

e Avaliar a genotoxicidade do MTB06 e MTBO7 em sangue periférico de

camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Ensaios Onco-
farmacologia (ONCOFAR) e no biotério Prof. Thomas George, ambos do Instituto de
Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

3.2 Material

O MTBO06 e MTBO7 foram obtidos utilizando uma abordagem sintética que utiliza
diferentes metodologias convencionais de esterificagao.

O material sintético (MTB06 e MTBO07) foi gentiimente fornecido pela
Doutoranda do PPgPNSB, Msc. Monalisa Taveira Brito, em colaboracdo com o Prof.
Flavio Emery, do QueTeM/ CCF/ USP-RP.

Camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando entre 28 e 32 g, com
faixa etaria proxima de 60 dias foram utilizados, obtidos do biotério Prof. Thomas
George (ANVISA/IPeFarM/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de
polietileno, mantidos sob condi¢des controladas de temperatura de 21 + 1 °C, sem uso
de qualquer medicacao, tendo livre acesso a comida (tipo pellets de racdo da marca
Purina®) e agua potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno, com bicos
em vidro, colocadas nas grades metalicas das gaiolas na sua parte superior. Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas. Antes da realizacéo de
gualquer protocolo experimental, os animais foram colocados no ambiente de trabalho

por pelo menos 30 minutos de antecedéncia a execucao do experimento.

3.3 Avaliacédo da citotoxicidade em eritrécitos

Os ensaios para avaliacdo da citotoxicidade em eritrécitos foram realizados
segundo Kang et al. (2009), com algumas modificacdes. Os eritrocitos foram obtidos
de sangue de camundongos Swiss coletado do sinus orbital. A agulha foi heparinizada

(heparina sédica - Parinex® - Hipolabor) para prevenir coagulacdo. Para obter a
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suspensao de eritrocitos, 1 mL de sangue total foi solubilizado em 10 mL de solugéo
tampéo fosfato (PBS) e entdo centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos. O plasma
sobrenadante foi descartado e esse processo repetido mais duas vezes. Os eritrocitos
foram entdo ressuspensos em PBS, obtendo-se entdo a suspensédo de eritrocitos a
0,5% (v/v) que foi utilizada para o ensaio de hemdlise. O MTB06 (300mg/kg e
2000mg/kg) e MTBO7 (300mg/kg e 2000mg/kg) foram solubilizados em Cremophor
(1%) e preparados em PBS, no dobro das concentragdes desejadas. A cada 100 uL
dessas solugdes foi adicionado 100 pL da suspensao de eritrécitos, em quadruplicata.
Os controles positivo e negativo foram utilizados, pela incubacao de eritrocitos em
uma solugéo de 0,1% de Triton X-100 (Sigma- Aldrich®) em PBS (2 mL) e Cremophor
(1%), em PBS (2 mL), respectivamente. A placa de 96 pogos foi mantida sob agitagéo
suave por 60 minutos. Apds esse periodo, a placa foi centrifugada por 5 minutos a
3.000 rpm e o sobrenadante cuidadosamente removido. ApGs remocéao, foi adicionado
a cada pogo 200 pL de solugao de Triton X-100 (0,1%) e a placa cuidadosamente
agitada. A quantidade de hemodlise causada pela solucdo do Triton X-100 (0,1%) foi
determinada espectrofotometricamente a 415 nm e serviu como prova inversa para
determinacdo da CHsp (concentragéo do que produz 50% de hemdlise) de MTBO6 ou
MTBO7 (KANG et al. 2009).

3.4 Avaliacdo datoxicidade pré-clinica

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de acordo
com o OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001, com adaptacdes.

Camundongos Swiss, com n=3/grupo, incluindo o controle, foram submetidos
a doses unicas de 300mg/kg (com repeticao) e 2000 mg/kg (sem repeticdo) de MTBO6
ou MTBO7 por via intraperitoneal (i.p.), € ao grupo controle foi administrado apenas o
veiculo (Tween 80, 12%). O nivel de dose para ser usada como a dose de partida €
selecionado a partir de um dos quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Quando
nao existe qualquer informacdo sobre a substancia a ser testada, por razfes de
protecdo dos animais, recomenda-se a utilizacdo de uma dose inicial de 300 mg/kg.
Em principio, o método nédo se destina a permitir o calculo preciso da DL50 (apesar

de fornecer uma estimativa do seu valor), entretanto permite uma classificacdo da
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substancia em categorias de acordo com o “Globally Harmonized Classification
System” - GHS (Anexo I).

Com o objetivo de mapear possiveis alteragdes comportamentais, sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autbnomo
(SNA), apés administracdo do MTB06 ou MTBO7 por via intraperitoneal (i.p.) foi
realizada em 3 animais por grupo, por experimento (de acordo com a OECD 423) a
observacéao cuidadosa para se detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos:
0, 15, 30 e 60 minutos; ap6s 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se
protocolo experimental elaborado pelo Laboratério de Psicofarmacologia do
PPgPNSB/CCS/UFPB e descrito por Almeida e colaboradores (1999). Desde a 242
hora e até 14 dias ap0s a administracdo da dose, foram observadas a variacao do
peso e o consumo de agua e alimentos pelos animais experimentais.

Ao fim do periodo de observacdo todos os animais sobreviventes foram
eutanasiados e autopsiados. Os orgdaos, figado, rins, coracao, timo e baco foram
removidos e pesados. O indice dos 6rgéos foi calculado seguindo a férmula: indice =

peso do orgao (mg)/peso do animal (Q).

3.5 Genotoxicidade

Para o ensaio do micronucleo, n=6/grupo de camundongos Swiss (Mus
musculus) machos foram intraperitonealmente tratados com diferentes doses de
MTBO06 (300mg/kg) e MTBO7 (300 e 2000mg/kg), com base na OECD n. 474/1997
(com alteracdes). Um grupo tratado com a droga padréo (ciclofosfamida - 50 mg/kg —
i.p.) € um grupo controle negativo (solucéo salina) foram incluidos. ApGs 24 horas 0s
animais serdo anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg - Thiopentax®, Cristalia)
e amostras de sangue periférico serdo coletadas pelo plexo orbital, para confeccéo
das extensdes sanguineas. ApOs secagem, as laminas serdo coradas com coloracao
panoética (Newprov®) para posterior analise em microscépio 6ptico. Para cada animal
trés extensdes sanguineas foram preparadas e um minimo de 2000 eritrocitos
contados para determinacdo da frequéncia de eritrécitos micronucleados (HAYASHI
et al., 2007).
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3.6 Andlise estatistica

Para os ensaios In vitro de citotoxicidade frente eritrécitos, foram realizados pelo
menos trés experimentos em quatro replicatas. Os valores de CH50 foram calculados
através da expressao dos resultados como uma porcentagem dos controles, e foram
determinados graficamente a partir das curvas concentragcdo-resposta por regresséao
ndo linear com intervalo de confianca de 95 %, utilizando software especifico,
Graphpad Prism® (verséo 5.0).

Os resultados obtidos nos experimentos In vivo foram analisados empregando-
se o teste t de Student ndo pareado, para andlise de duas colunas. Os valores foram
expressos em meédia + erro padrdo da média (e.p.m.), e os resultados foram

considerados significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade frente a eritrécitos

A citotoxicidade do MTB06 ou do MTBO7 foi avaliada frente a eritrocitos de
camundongos Swiss. O MTBO06 néo induziu hemdlise no intervalo de concentracdes
avaliado (62,5 a 1500 ug/mL), sendo assim nao foi possivel calcular a sua CH50.

De forma semelhante, a percentagem de hemolise produzida pelo MTBO7 foi
insuficiente para o célculo da CH50, uma vez que a maxima concentracéo testada
(1500 pg/mL), induziu em média 24,5% de hemdlise (Gréfico 1).
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Gréfico 1 — Percentual de hemdlise em eritrocitos de camundongos Swiss apés tratamento com MTBO7

(Mg/mL). Cada ponto representa média + erro padrdo da média de trés experimentos em quatro
replicatas.

4.2 Avaliacdo datoxicicidade pré-clinica aguda

Os resultados da toxicidade aguda para MTB0O6 nas doses de 300mg/kg e

2000mg/kg e suas repeticdes, estdo demonstradas na tabela 2 e 3 respectivamente.
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Tabela 2 - Alteragbes comportamentais observadas nos animais tratados com MTB06 na dose de

300mg/kg. [(-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n=6 (machos)

(+++) hiperatividade; (+) Analgesia; (+)

Resposta ao toque aumentado; (+) Perda do

reflexo auricular; (+) Escalar;

(++) Hiperatividade; (+) Agressividade; (+)
Resposta ao toque aumentado; (+) Perda do
15 reflexo auricular; (+) Constipacgao; (+)
Respiracao forcada; (-) Ténus muscular; (-)

Forca para agarrar; (-) miccao

(++) Hiperatividade; (+) Irritabilidade; (+) perda
30 do reflexo auricular; (+) constipagéo; (-) T6nus

muscular; (-) Forga para agarrar; (-) mic¢ao

(+) irritabilidade; (+) Contor¢cBes abdominais
60 (+) resposta ao toque diminuido;; (+)

constipacgao; (-) miccéo

240 (+) Hipertatividade; (+) Resposta ao toque
aumentado; (+) Escalar

Nos dois primeiros experimentos com dose de 300mg/kg, morreram apenas 1
animal para cada grupo de 3 animais. Ambos 0s animais morreram apos as 4 horas
de administracdo do MTB06 na dose em questao.

Nesta dose, foram evidenciados principalmente sinais excitatérios do sistema
nervoso central (SNC), como hiperatividade, agressividade e também sinais
relacionados ao sistema nervoso autbnomo (SNA), foram observados constipagéo,
respiracdo forgada, diminuicdo do tdbnus muscular e da forca para agarrar, além da

diminuic&do da miccao.
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Tabela 3 - Alteragbes comportamentais observadas nos animais tratados com MTBO06 na dose de
2000mg/kg. [(-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n=3 (machos)

Dose Tempo de : :
: : Efeitos comportamentais
(mg/kg; i.p.) observacao (min)

(++) Hiperatividade; (+) Convulséo; (+) Saltos;
(+) Irritabilidade; (+) Hipnose; (+) Ataxia; (+++)
Tremores; (--) Reflexo do endireitamento;
(+++) Catatonia; (++) Analgesia; (+) Perda do
reflexo corneal; (++) Perda do reflexo
o** auricular; (+) Ambulacdo(+) Escalar; (++)
Abducdo das patas do trem posterior; (+)

Constipacao; (+) Respiracao forcada; (-
MTBOG pacao; (+) Respirag ¢ ()

2000

(3 + 3 animais)

Miccéo; (--) Ténus muscular; (-) Forca para
agarrar; (1) Morte n°2; (2) Morte n°1

(+) Hipnose; (+) Ptose; (+) Catatonia; (+)
Resposta ao toque diminuido; (+) Perda do
reflexo auricular; (--) Ambulacéao; (+)
15%* Constipacéo; (-) Ténus Muscular; (-) Forca
para agarrar; (+) Miccdo Forca para agarrar; (-)

micc¢édo; (3) Morte n°3

*Animal 1 — Caiu logo ap6s a administracdo em To € ocorreram espasmos, ponta da cauda escureceu

nos trés animais (Figura 01). ** O terceiro animal morreu apds 15 minutos

Foram evidenciadas que as alteracdes/efeitos foram tanto mais frequentes e
intensos quanto maior a dose. Associando-se isso ao fato de nao terem sido
observados esses efeitos no grupo controle, e na primeira dose experimental (300
mg/kg) os efeitos tiveram menor intensidade que a dose experimental maxima testada
(2000mg/kg), aparenta-se haver uma relacdo entre doses e efeitos toxicos agudos
destes analogos sintéticos do CAPE.

Na maior dose experimental avaliada (2000 mg/kg), foi constatado que as
alteracdes neuroldgicas observadas em alguns animais logo nos primeiros minutos
apos o tratamento demonstrando a predominéncia de sinais indicativos de acao
excitatéria do SNC, principalmente: hiperatividade, irritabilidade, convulsbes e

aumento na ambulagdo. Consequentemente apareceram sinais depressores pré-
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morte na dose de 2000mg/kg como: ptose, sedacdo, analgesia, catatonia, resposta
ao toque diminuido, perda do reflexo corneal e diminui¢cdo da ambulagdo. Com relacéo
aos efeitos no SNA, foi observado constipacdo dos animais ainda vivos, respiracéo
forcada e diminuicdo no tdbnus muscular e forca para agarrar. Apds a presenca de
todos esses efeitos, todos os animais morreram, no qual foi administrada a dose de
2000mg/kg.

Alguns efeitos foram notados imediatamente apos a administracao do MTBO06 na
dose de 2000mg/kg e na maioria dos animais na dose de 300mg/kg, como por
exemplo, o escurecimento da cauda dos animais 1, 2 e 3, mostrado na Figura 3. O
escurecimento da cauda foi evidenciado em todos os animais utilizando a dose de

2000mg/kg, e em alguns animais na dose de 300mg/kg de MTBOS6.

Figura 5. Ponta da cauda escurecida — Na
dose de 300mg/kg, um animal morreu no dia
seguinte da administracdo com hemorragia
generalizada.

No 1° e 2° experimento, ultiizando doses de 300mg/kg, um animais de cada
grupo de trés morreram. No terceiro experimento, a dose havia sido elevada para
2000mg/kg, onde todos os animais morreram nos primeiros minutos de avaliagao.
Sendo assim, tomando como base o Anexo | do Guia n. 423 da OECD (OECD, 2001),
foi possivel estimar a DL50 em 500mg/kg e a GSH 4 > 300 — 2000.

Apoés 14 dias do inicio do experimento, foi realizada a eutanasia nos animas
sobreviventes (dose de 300mg/kg) para retirada e pesagem dos 6rgéos, figado, rins,

baco, timo e coracéo. Os dados obtidos entéo foram tratados no software Graphpad
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Prism. A tabela 6 demonstra os valores apés o tratamento de dados dos animais do
grupo controle e tratados na doses de 300mg/kg do MTBO6 no software, nao foi
possivel avaliar o indice dos 6rgéos para a dose de 2000mg/kg, pois todos 0s animais

morreram logo apos a administragéo.

Tabela 6: Efeitos do tratamento agudo de MTB-06 (300mg/kg ) sobre o indice dos érgédos de

camundongos tratados, por via intraperitoneal (i.p.).

Grupos Género Dose indice de indice indicede Indice Indice
(mg/kQg) figado derins baco de de
(mg/g) (mg/g) (ma/g) Timo  coragéo

(mg/g) (mg/g)

Controle M 65,5+4,8 14,4+0,3 10,4+2,1 2,7+0,4 4,4+0,2

MTBO6 M 300 70,9+0,8 15,8+1,1 4,9+0,4 3,4+0,1 4,4+04

Dados estéo apresentados como média + erro padrdo da média.

O indice dos 6rgaos para MTB06 ndo mostrou diferencas significantes entre o
grupo controle e o grupo tratado, exceto com relacdo ao baco, que teve uma
diminuicdo de seu peso (mg/g) com relacdo ao grupo controle.

Em seguida foram avaliadas as alteracdes comportamentais induzidas pelo
MTBO7 na dose de 300mg/kg em seis animais e MTB0O7 na dose de 2000mg/kg, em
trés animais. Nas tabelas 4 e 5, sdo descritos todos os efeitos observados nos tempos
de 0, 15, 30, 60 e 240 minutos.
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Tabela 4- Alteragcbes comportamentais observadas nos animais tratados com MTB07 com dose de

300mg/kg. [(-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n= 6 (machos)

(+) Hiperatividade; (+) Irritabilidade; (+)
Escalar; (+) Estereotipia; (-) Micgao

(+) Hiperatividade; (++) Limpeza; (+)
Escalar; (+) Contor¢des abdominais;
(+) Estereotipia;(-) Miccao

(+) Hiperatividade; (++) Limpeza; (++)
Escalar; (+) Contor¢des abdominais;
(+) Constipacéo; (-) Miccao

(+) Escalar; (+) Constipagéo;

Tabela 5 - Altera¢gdes comportamentais observadas nos animais tratados com MTB07 com dose de

2000mg/kg. [(-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso] n=3 (machos)

Tempo de observagédo (min) Efeitos comportamentais

(+) Hiperatividade; (-) Resposta ao

toque diminuido; (-) Micgéo

. (+) Hiperatividade; (+) Constipagao; (-)
Miccgéo

30 (+) Constipacéo; (-) Miccéo

60 (+) Hiperatividade; (+) Constipacao; (-)
Miccgéo
(+) Irritabilidade; (+) Ataxia; (+)

Catatonia; (-) Resposta ao toque

240 diminuido; (+) Perda do reflexo
auricular; (-) Ambulacgao; (+)
Constipacdo; (-) Tdnus Muscular; (-)

Forca para agarrar

E possivel observar que tantos nas doses administradas de MTB07 (300mg/kg
e 2000mg/kg), os animais apresentaram sinais predominantemente excitatorios do
SNC, como hiperatividade e irritabilidade, além de efeitos do SNA como, constipacao,
diminuicdo do tébnus muscular e da forca para agarrar. Os efeitos foram mais

predominantes com o aumento da dose.
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Em relacdo ao MTBO7, no 1° e 2° experimento, utilizando doses de 300mg/kg,
nao foi observada morte dos animais. No 3°, a dose foi elevada para 2000 mg/kg, no
gual foram mantidos os parametros descritos, sem que ocorresse nenhuma morte.
Assim, tomando como base o Anexo | do Guia n. 423 da OECD (OECD, 2001), foi
possivel estimar a DL50 em indeterminado e GSH 5 >2000 — 5000.

Seguindo o0 mesmo padrao anterior, apés 14 dias, foi realizada a eutanéasia dos
animas para retirada e pesagem de seus 6rgdos e determinacdo dos indices dos
orgdos. A tabela 7 demonstra os valores dos indices dos 6rgdos dos grupos controle
e tratados com as doses de 300mg/kg e 2000mg/kg do MTBO7.

Tabela 7: Efeitos do tratamento agudo de MTB-07 (300 e 2000 mg/kg) sobre o indice dos 6rgaos de

camundongos tratados, por via intraperitoneal (i.p.).

Grupos Geénero  Dose indice de indice indicede Indice indice
(mg/kQg) figado derins baco de de
(mg/g) (mg/g) (mg/g) Timo  coracgao

(mg/g) (mg/g)

Controle M 651+51  14,22+¢02 103+21 27403 44402
MTBO7 M 300 72,6413  165+1,4  6,1+0.6 3,6+0.2 4503
MTBO7 M 2000 50,6+7,7  145+#38  11,7+2,4 27+11 3,8+0,3

Dados estéo apresentados como média + erro padrao.

Com relacdo ao MTBO07, ndo houveram grandes diferencas entre o indices dos

orgaos do grupo tratado (300mg/kg e 2000mg/kg) e do grupo controle.

4.3 Avaliacdo da genotoxicidade

Para avaliar o possivel efeito genotéxico In vivo do MTB06 ou MTBO7, foi
avaliada a frequéncia de micronucleos no sangue periférico apos o tratamento com
dose Unica intraperitoneal, cujo resultado € apresentado na tabela 8. O tratamento dos
animais com diferentes doses do MTB06 (s6 300 mg/kg, devido a morte dos animais

em 2000 mg/kg) ou MTBO7 (300 e 2000 mg/kg), ndo induziu um aumento na
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frequéncia de eritrocitos micronucleados no sangue periférico quando comparados ao

grupo controle (12% de Tween 80).

Tabela 8. Frequéncia de eritrécitos micronucleados em sangue periférico de camundongos tratados

com diferentes doses do MTB06, MTBO7 e ciclofosfamida,via i.p., apds 48 horas do tratamento.

Dose N° de Total de N° células
Grupos . ) : .
(mg/kg) animais células/animal micronucleadas
Controle - 9 2000 3,8+0,45
Ciclofosfamida 50 3 2000 14,50 + 2,602
MTBO06 300 3 2000 5,5+ 0,65
MTBO7 300 3 2000 5,5+0,50
MTBO7 2000 3 2000 43 +0,67

Dados apresentados como média * erro padrdo da média de seis animais analisado
aos pares por teste T de Student (Mann-Whitney). 2p < 0,05 comparado ao controle
(12 % Tween 80)

5 DISCUSSAO

A estabilidade mecéanica dos eritrocitos € um bom indicador de danos In vitro no
ensaio de citotoxicidade, ja que drogas podem alterar essa delicada estrutura quando
exposta (SHARMA; SHARMA, 2001; PITA etal., 2012). Essas células sao importantes
para predizer efeitos protetores ou toxicos de substancias ou condi¢cdes associadas
com estresse oxidativo (APARICIO et al., 2005; LEXIS; FASSETT; COOMBES, 2006;
MUNOZCASTANEDA et al., 2006). Os resultados obtidos mostram que o MTB06 n&o
apresentou atividade hemolitica nas concentracdes testadas. Com relacdo ao MTBO7,
com dose maxima testada de 1500 ug/mL, foi obtida apenas 24,5% de hemdlise.
Segundo dos Santos Junior e colaboradores (2010), um produto natural em estudo,
para nao apresentar atividade hemolitica, deve apresentar CH50 maior que 1250
pg/mL. Portanto, os dados obtidos sugerem que o referido extrato apresenta baixa
citotoxicidade frente eritrocitos in vivo. Dessa forma, ndo se faz necessario o uso de
doses superiores para avaliar a citotoxicidade frente a eritrécitos. Estes resultados

fornecem uma perspectiva para estudos farmacoldgicos posteriores. Sendo assim,
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ndo foi possivel calcular a CH50 para ambas as substancias, por isso, elas séo
consideradas de baixa toxicidade para eritrocitos.

Para determinar o uso seguro de farmacos em humano, avaliacdes toxicoldgicas
sdo realizadas em varios animais experimentais para predizer a toxicidade e fornece
diretrizes para a selecdo de uma dose segura (RHIOUANI et al., 2008).

O ensaio toxicolégico pré-clinico agudo foi realizado com MTBO06, em
camundongos submetidos as doses de 300 e 2000mg/kg, pela via intraperitoneal.
Esse estudo pré-clinico tem como objetivo buscar informacdes sobre as doses
capazes de provocar os efeitos téxicos em animas. A triagem farmacolégica descrita
por Almeida et al., (1999) apresenta uma metodologia simples para screening de
extratos, substancias, dentre outros produtos de vegetais com possiveis atividades
estimulantes e depressoras no Sistema Nervoso Central (SNC) e autonomo (SNA),
avaliando-se através de um elenco de comportamentos pré-estabelecidos, possiveis
de serem observados em qualquer Laboratorio de Farmacologia Experimental, que
correspondem a atividades estimulantes e depressoras no SNC e atividades sobre o
SNA.

Apoés a administracdo do MTBO06 no ensaio de avaliacédo toxicolégica de dose
Unica, observou-se que parte dos animais submetidos a dose de 2000 mg/kg
morreram nos primeiros minutos até as quatros horas subsequentes apds o
tratamento, sendo, portanto, esta dose caracterizada como de alta toxicidade. Nesta
mesma dose foram apresentadas inicialmente caracteristicas estimulantes do SNC,
como irritabilidade e tremores, seguidos de efeitos depressores como ataxia,
catatonia, analgesia, ptose, hipnose e ambulacdo diminuida. A diminui¢cdo ou perda
do reflexo a dor, medido através da pressao no terco inferior da cauda do animal
utilizando-se uma pinca, sugere uma atividade antinociceptiva ou analgésica
(ALMEIDA et al., 2006). De acordo com (MARIZ et al., 2006), alguns dos parametros
gue evidenciam toxicidade sdo: prostacdo, contorcdo abdominal, paralisia do trem
posterior, ptose palpebral, dispneia, aumento da evacuacéo e perda de peso. Um fato
de destaque da administracdo aguda do MTBO06, foi o de que todos os animais que
morreram ao longo do periodo de observacao tiveram abducdo das patas do trem
posterior associado a respiracéo forcada, como sinais anteriores ao 6bito.

Em contrapartida, a utilizagcdo da dose de 300 mg/kg, nos dois experimentos

realizados, mostrou o aparecimento de sinais como hiperatividade, ataxia, resposta
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ao toque aumentado, perda do reflexo auricular, hiperatividade, agressividade e
irritabilidade. Alguns desses parametros desapareceram ao final das quatro horas,
restando apenas a resposta ao toque aumentado, hiperatividade e escalar. Com isso,
pode-se inferir que a administracao intraperitoneal de 300 mg/kg do MTBO6 apresenta
moderada em camundongos. Segundo o guia para a conducéo de estudos nao
clinicos de seguranca necessarios ao desenvolvimento de medicamentos da ANVISA,
nao é exigida a determinagdo de DL50 (dose que mata 50% dos animais) por ser um
método que implica em grande precisdo estatistica. Podem ser utilizados métodos
alternativos para a estimativa da dose letal envolvendo um menor nimero de animais,
tais como os preconizados nos guias da OECD pela classificacdo da substancia em
categorias de acordo com o “Globally Harmonized Classification System” — GHS.

A resposta ao toque aumentado indica que a rapidez na reacdo do animal ao
estimulo de estalar os dedos, podendo indicar um estagio de excitabilidade do sistema
nervoso central. A respiracao forgcada, ou seja, 0 aumento da frequéncia respiratéria
indica que a droga possa estar alterando a dinamica respiratoria, como dito
anteriormente, pode esta relacionado a pré-morte do animal. Por fim, a diminuicdo da
forca para agarrar e do tbnus muscular pode indicar que a droga esta exercendo um
efeito depressor no animal. (ALMEIDA et al., 2006).

Em relacdo ao sangramento observado nos animais onde foram administrado o
MTBO06 na dose de 2000mg/kg, pode-se caracterizar pela relagdo com o grupo
catecol, por levar a vasoconstriccdo e aumento da pressao arterial sistémica por
ativacdo de receptores adrenérgicos e por potenciacdo dos efeitos excitatorios
(GOKHALE, 1961).

O ensaio toxicologico pré-clinico agudo foi realizado com MTBO07, em
camundongos submetidos as doses de 300 e 2000mg/kg, pela via intraperitoneal.
Apoés a administracdo do MTBO7 no ensaio de avaliacao toxicologica de dose Unica,
observou-se que o0s animais submetidos a dose de 2000 mg/kg apresentaram
inicialmente caracteristicas estimulantes do SNC, como irritabilidade e hiperatividade,
seguindo do unico efeito depressor que seria a resposta ao toque diminuido. Com
relacédo aos efeitos no SNA, foi observado constipacdo e diminui¢do da miccédo. Ha na
literatura que o CAPE reduz a contracdo espontanea do ileo e isso se deve ao

bloqueio de canais de célcio do tipo-L, levando a constipagédo (AVIELLO, 2010). Além
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disso pode-se sugerir que a constipacao e diminuigdo da mic¢éo pode ser por inibicao
parassimpatica (ALMEIDA et al., 2006)

A utilizacdo da dose de 300 mg/kg do MTBO7, no experimento realizado, induziu
praticamente as mesmas respostas que a dose de 2000 mg/kg. Com isso, pode-se
inferir que a administragcédo intraperitoneal de 300 mg/kg e 2000mg/kg do MTBO7
apresenta baixa toxicidade em camundongos. De acordo com o “Globally Harmonized
Classification System” — GHS, foi classificado em GHS 5 e a DL50 foi indeterminada,
devido que ndo ocorreram nenhuma morte no periodo.

Dentre os comportamentos observados apds o tratamento com MTBO7 esta a
estereotipia. Este indica que a droga pode apresentar também apresenta grande
atividade estimulante do SNC, decorrente da acdo por vias dopaminérgicas e
noradrenérgicas centrais, coincidindo com o0s seus efeitos estimulantes para
irritabilidade e hiperatividade. Paradoxalmente, os animais apresentaram a resposta
ao toque diminuido, o que sugere que a droga também possa ter efeitos depressores
do SNC (ALMEIDA et al., 2006).

O tratamento com MTB06 ou MTBO7 ndo ocasionou aumento significativo no
numero de eritrécitos micronucleados no sangue periférico dos animais tratados,
portanto da auséncia de capacidade genotoxica deste produto. Trata-se, portanto, de
um dado relevante na analise das propriedades destas substancias, servindo de
estimulo para a realizacao de testes mais detalhados que avaliem outras propriedades
genotéxicas e também preconizados pelas agéncias regulatérias nacionais e
internacionais, a exemplo do teste de Ames e da citotoxicidade em linfocitos (RIBEIRO
et al., 2003).

A maior parte dos quimioterapicos sao genotoxicos, produzindo dano ao DNA e
mutacbes, que podem induzir a formacdo de outras células neoplasicas
(SUBHASHINI, 2005). O teste do microndcleo esta relacionado a investigacdo de
toxicidade genética in vivo (Mateuca et al., 2006), e detecta alteracdes gendmicas e/ou
dano ao aparato mit6tico, sendo os micronucleos indicativos de perdas irreversiveis
de DNA. Embora a toxicidade genética ndo seja medida de carcinogenicidade, esta é
frequentemente associada ao aparecimento do céancer, visto que existe uma
correlacdo positiva entre o aumento da frequéncia de micronucleos e o aparecimento
de tumores em roedores e no homem (AZEVEDO et al., 2003; REZENDE; PALHAES;
CUNHA, 2006).
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A ciclofosfamida é um agente alquilante, utilizado no tratamento de neoplasias
em geral. Este agente inibe a replicacdo do DNA e a transcricdo do RNA (ROESER
et al.,, 1978; PEREIRA et al., 2004). Como sua mutagenicidade é amplamente
conhecida utiliza-se esta substancia para realizar ensaios de microncleo como droga
padréo (JUNIOR, 2012). Os resultados obtidos mostram que a ciclofosfamida, como
j& era esperado, induziu o aparecimento de eritrécitos micronucleados no sangue
periférico, caracterizando-o como um agente antioneoplasico genotoxico. Por outro
lado, os tratamentos com as doses de 300 e 2000 mg/kg do MTB06 e MTBO7 nao
aumentaram a frequéncia de eritrocitos micronucleados. Esses resultados mostram o

MTBO06 e MTBO7 nao apresentam efeitos genotdxico In vivo, nas condi¢des avaliadas.

6 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, € possivel concluir que MTB06 e MTBO7 mostraram
diferentes perfis de toxicidade. O MTB06 apresenta moderada toxicidade aguda In
vivo, e o MTBO7, baixa toxicidade. Ambos 0s compostos ndo mostraram efeito
genotdxico no ensaio de micronucleo em sangue periférico de camundongos. Ja em
relacéo a citotoxicidade frente a eritrocitos de sangue periférico de camundongo, foi
considerada baixa para os dois compostos testados.

Portanto, € possivel afirmar que o MTB06 e MTBO7 possuem moderada/baixa
toxicidade, respectivamente, nos modelos experimentais avaliados, fornecendo
subsidios importantes relacionados a sua seguranca para realizacdo de estudos

farmacoldgicos posteriores.
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ANEXO |

ANNEX 2c:

TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 300 MG/KG BODY WEIGHT

300mg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

5mag/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

smg/kg 50mg/kg 300mgrkg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
G <D <D,
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 05 > 5.50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
*
[3(at 50) 3{at 300)
at 19 step at 17 step
A
LD50 cut-off
mg'kg bow.

-per step three animals of a single sex (normally females } are used
-0,1,2,3: Number of moribund or dead animals at each step
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

- == : unclassified

- Testing at 5000 mglkg bow_: see Annex 3

Fonte: OECD 423, 2001
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