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RESUMO

Compostos cumarinicos séo considerados produtos naturais por serem encontrados
como metabdlitos secundarios das plantas. Estes pertencem a uma larga classe de
constituintes fendlicos e podem ser classificados em: cumarinas simples,
furanocumarinas e piranocumarinas. Seus derivados tém demonstrado uma gama
de atividades farmacoldgicas tais como: anti-HIV, hepatoprotetora e anti-inflamatoria.
O derivado semi-sintético 2H-1-Benzopiran-2-ona, 7-preniloxi (UMB-07) apresentou
uma atividade antibacteriana frente a linhagens resistentes de Staphylococcus
aureus, visto que nado ha relatos na literatura sobre sua possivel toxicidade, a
avaliacdo de seu perfil toxicologico € fundamental para a determinacdo de
informacdes que permita a escolha de doses seguras para continuacdo de seus
estudos farmacoloégicos, incluindo ensaios in vivo. Diante disto, o presente estudo foi
realizado para avaliar a toxicidade in vivo do UMB-07 que foram realizados de acordo
com o OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001 o qual utilizaram-se
camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, estes foram
submetidos a doses unicas de 300 e 2000 mg/kg de UMB-07 por via oral e ao grupo
controle foi administrado apenas o veiculo (solucdo a 12% de Tween 80). Na
realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, ndo ocorreu morte nos animais tratados
com 2.000 mg/kg e o valor de DL50 foi estimado em torno de 5000 mg/kg, indicando
uma baixa toxicidade. Na avaliagdo da genotoxicidade determinou-se o numero de
eritrocitos micronucleados em sangue periférico. Para realizacao deste ensaio foram
utilizados grupos de seis camundongos Swiss fémeas que foram tratados por via oral
(gavagem) com a dose de 2000 mg/kg, sendo um grupo padréo (ciclofosfamida - 50
mg/kg — v.0.) e um grupo controle (solucdo salina e tween 80 a 12%). Nao foi
evidenciado um aumento de eritrocitos micronucleados indicando uma baixa taxa de

mutacao e portanto, baixa genotoxicidade.

Palavras-chave: Derivado cumarinico, 2H-1-Benzopiran-2-ona, 7-preniloxi,

genotoxicidade, toxicidade aguda.
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Introducéo

Durante séculos, produtos naturais, como exemplo as cumarinas, tém sido
uma rica fonte de valor medicinal (GORDALIZA, 2007). Esses compostos sao
considerados produtos naturais por serem encontrados como metabdlitos
secundarios das plantas (ZOBEL, 1997), sdo compostos pertencentes a uma larga
classe de constituintes fendlicos, que possuem unidades de anéis benzeno e a-
pirona fusionados (compostos benzopiranénicos) (MAGGI et al, 2011). Estes podem
ser classificados com base na sua estrutura quimica como: (a) cumarinas simples,
(b) furanocumarinas dos tipos linear ou angular, e (c) piranocumarinas dos tipos
linear ou angular (MARUMOTO, 2011) e ainda como: (d) dicumarinas, e (e)
fenilcumarinas (MOSS, 2002).

As cumarinas podem ser provenientes de plantas, fungos e bactérias. Nos
vegetais, supde-se que realizem um papel de defesa apos eventos de estresse fisico
ou quimico, como ferimentos, acdo de fitohormbnios e/ou interacdo com
microrganismos (SHIMIZU et al, 2005).

Sua origem biossintética se da pela lactonizacdo ou ciclizacdo da cadeia
lateral do acido o-cumaéarico (2-hidro-Z-cumarico), um derivado da via do acido
chiquimico. Quase todas as cumarinas, exceto a cumarina propriamente dita (1,2
benzopirona) apresentam substituinte hidroxila na posicéo 7. A 7-hidroxi-cumarina
(umbeliferona) € a precursora das cumarinas 6,7-dihidroxiladas e 6,7,8-tri-
hidroxiladas. Pode ocorrer também a prenilacéo, adicdo de grupos isoprénicos com
5, 10 e 15 atomos de carbono em diversas posi¢cdes do esqueleto cumarinico
(SIMOES et al, 2004).

Seus derivados tém demonstrado atividade frente a uma grande variedade
de doencas, mostrando serem potentes como: anti-HIV (OLMEDO et al, 2012),
hepatoprotetores (SAHEBKAR, 2011), anti-inflamatérios (ONUMA et al, 2011),
antialérgicos (IBRAHIM, 2006), antimicrobianos (HAMDI et al, 2012), antimitoticos
(IBRAHIM, 2006), antitumorais (BENCI et al, 2012), antioxidativos (CARPINELLA et
al, 2005), possuidores de propriedades cardiovasculares (BORGES et al, 2005),
antiagregante plaquetario (ZAVRSNIK et al, 2011), antidepressivos (SASHIDHARA
et al, 2011), anticoagulantes (STEFANOU et al, 2011). Devido a essa variedade de

propriedades bioldgicas, essa tem sido uma classe que tem despertado bastante



interesse de pesquisadores por todo mundo (IBRAHIM, 2006; GARAZD et al, 2000;
NAGORICHNA et al, 2003).

O derivado cumarinico semi-sintético 2H-1-Benzopiran-2-ona, 7-preniloxi
(UMB-07) foi sintetizado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Sintese e
Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),
coordenado pelo Professor Doutor Francisco Jaime Bezerra Mendonga Janior. Esse
composto foi obtido por uma rota sintética de alquilacdo, como descrito na literatura
(ARAUJO et al, 2013; CHUNG et al, 2012; EPIFANO et al, 2012).

Visto que esse composto apresentou atividade antibacteriana frente a
linhagens resistentes de Sthaphylococus aureus, em experimentos realizados no
Laboratério de Genética de Micro-organismos (Departamento de Biologia Molecular)
sob orientacéo do professor Jose Pinto de Siqueria Junior, € 0 mesmo ndo possuli
dados toxicologicos, € fundamental a realizacdo desses ensaios in vivo para o estudo
da toxicidade pré-clinica que fornecera informacdes que permitem a escolha de
doses seguras para realizacdo de outros protocolos, como a realizacdo de ensaios
pré-clinicos in vivo, clinicos e posterior producdo de um medicamento.

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o
potencial de novas substancias e produtos causar danos a saude humana. Além dos
ensaios realizados para avaliar a genotoxcidade também podem ser feitos testes
gue avaliam a toxicidade sistémica aguda, estes sdo utilizados para classificar e
apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade como estabelecido pela legislacdo (COECKE et al, 2005).

Além da letalidade, outros parametros sédo investigados em estudos de
toxicidade aguda sistémica para identificar o potencial téxico em 6rgaos especificos,
identificar a toxicocinética e a relacdo-dose resposta. Outras informacdes podem
ainda ser obtidas numa avaliacdo de toxicidade aguda como: indicativos sobre o
mecanismo de acdo toxica; diagndstico e tratamento das reacdes toxicas;
estabelecimento das doses para estudos adicionais de toxicidade; informac¢des para
a comparacdao de toxicidade entre substancias de mesma classe; informacfes sobre
guais seriam as consequéncias de exposi¢cdes acidentais no trabalho ou no ambiente
doméstico; além de ser um padrdo para a avaliacao de testes alternativos ao uso de
animais experimentais (PURCHASE et al, 1998; BLAAUBOER, 2003; PRIETO et al,
2006; COECKE et al, 2005).
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Os estudos de toxicidade aguda sdo aqueles utilizados para avaliar a
toxicidade produzida por uma substancia teste quando esta € administrada em uma
ou mais doses durante um periodo nao superior a 24 horas, seguido de observacéo
dos animais por 14 dias apds a administracdo. Quando a via pretendida para uso em
humanos for a oral, é recomendavel a administracdo do produto em animais por
gavagem. A dose limite a ser testada sera de 1000 mg/kg/dia para roedores e nao
roedores. Em situagdes, em que essa dose nao resulte em uma margem de 10 vezes
a exposicao clinica e a dose clinica exceda 1 grama por dia, deve ser considerada a
menor dose disponivel entre 10 vezes a exposicao clinica, 2000 mg/kg/dia ou a
maxima dose disponivel (ANVISA, 2013).

Sendo, assim o estudo toxicoldgico pré-clinico de um produto € uma etapa
inicial importante para seu uso seguro na saude humana e ambiental, pois visa a
caracterizacao dos efeitos toxicos produzidos a partir de sua administracdo. Além
disso, os estudos toxicologicos pre-clinicos tem o proposito de buscar informacdes
para os pesquisadores clinicos sobre as doses capazes de provocar efeitos toOxicos
em animais de laboratério (ALMEIDA, 2006).

No desenvolvimento de novos farmacos é de suma importancia a realizacao
de estudos de genotoxicidade (GOLLAPUDI et al, 2000; HARTMANN et al, 2001a;
KISKINIS et al, 2002), devendo ser realizados nos estagios iniciais desse
desenvolvimento a fim de constatar uma potencial atividade genotoxica e/ou
carcinogénica e para auxiliar na obtencdo de novas estruturas quimicas menos
toxicas (GOLLAPUDI et al, 2000; SNYDER et al, 2001).

Os estudos de genotoxicidade sao testes in vitro e in vivo desenhados para
detectar o potencial das substancias sob investigacdo de causar mutacfes génicas
e alteracdes cromossdmicas (ANVISA, 2013).

Dentre os métodos para investigacao de genotoxicidade in vivo, o teste de
micronucleo em camundongos tem sido amplamente empregado e aceito pelas
agéncias reguladoras e comunidade cientifica (MATEUCA et al, 2006).

O teste do micronucleo é realizado de diversas maneiras, dependendo das
perguntas que o investigador quer responder, e pode variar de acordo com o
organismo de teste, o tipo de célula que é testado, e o modo de acdo do produto
guimico. Os testes em ratos ou camundongos, e os tecidos mais usados para
avaliacdo da frequéncia de micronucleos sdo medula 6ssea e sangue periférico.
(MATEUCA et al, 2006).
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Varios estudos demonstram que o sangue periférico pode ser utilizado de
forma eficaz na deteccdo de agentes genotoxicos (ABRAMSSON-ZETTERBERG et
al, 1999; ASANAMI et al, 1995; DERTINGER et al, 2006; HAMADA et al, 2001;
HAYASHI et al, 1992; HYNES et al, 2002; ROMAGNA et al,1989; WAKATA et al,
1998). Assim, o teste do micronudcleo realizado com amostras de sangue periférico
se torna mais vantajoso, uma vez que dispensa o arduo trabalho de coleta de medula
O0ssea dos animais, utiliza uma pequena quantidade de amostra de sangue para
realizacdo do ensaio, facilitando a integracdo do mesmo na rotina de estudos
toxicologicos e/ou farmacoldgicos, sem a necessidade da realizacdo de um ensaio
em separado para avaliagdo de efeitos genotdxicos (ASANAMI et al, 1995;
DERTINGER et al, 2006; HAMADA et al, 2001; MACGREGOR et al, 1995; WAKATA
et al, 1998), e ainda permite uma contagem das ceélulas micronucleadas mais
satisfatoria, devido a uniformidade das ceélulas do sangue periférico quando
comparadas as da medula 6ssea (COSTA E SILVA et al, 2010; HOOFTMAN et al,
1982;)).

Esse teste baseia-se na observacdo de células que sofrem quebra de
cromatides, ou alteracfes na distribuicdo de suas cromatides, devido a acdo de
agentes genotoxicos. Durante a anafase (fase da divisdo celular em que ha a
segregacdo dos cromossomos), os fragmentos provenientes das quebras ou
cromossomos inteiros, ndo acompanham a migracdo para os polos da célula.
Consequentemente, na teléfase que é a fase em que 0S cromossomos se
descondensam e ocorre formacdo de um novo involucro nuclear em torno de cada
conjunto de cromossomos, tais fragmentos cromatidicos ndo sao incluidos nos
nacleos das células filhas, formando um Unico ou multiplos micronucleos no
citoplasma dessas células (COSTA E SILVA et al, 2010).

Assim, o micronucleo representa tanto uma alteracdo cromossémica
estrutural como uma alteracdo numérica (SALVADORI, 2003). O aumento da
frequéncia de micronucleo € indicativo de elevacao das taxas de mutacdes, ou seja,
€ um parametro que representa o aumento da instabilidade genética nas células, o
gue pode estar relacionado ao desenvolvimento de carcinomas (CARVALHO et al,
2002).

Durante a maturacdo das células da linhagem eritrocitaria na medula 6ssea,

0 nucleo principal é expelido do eritrocito nucleado, enquanto os microndcleos ficam
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retidos. Estes pequenos nucleos sdo analisados principalmente em eritrocitos
policromaticos (eritrécitos jovens).

O ensaio do micronucleo tem sido amplamente usado para avaliar a
genotoxicidade tanto in vitro quanto in vivo. O teste in vivo é especialmente relevante
porque permite obter maiores informacdes sobre as condicbes experimentais, tais
como o metabolismo, a farmacocinética e os processos de reparo do DNA. E usado
primeiro para avaliar a habilidade da substancia teste para induzir danos
cromossdmicos estruturais ou numéricos, ambos associados com o aparecimento
e/ou progressao de tumores (KRISHNA et al, 2000).

Os eventos que levam a formacgédo do MN podem ser induzidos pelo estresse
oxidativo, exposicdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos
nos pontos de checagem do ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA e também
pela deficiéncia de nutrientes requeridos como co-fatores no metabolismo do DNA e
na maquinaria da segregacao cromossémica (BONASSI et al, 2007).

Embora a toxicidade genética ndo seja indicativa de carcinogenicidade, esta
e frequentemente associada ao aparecimento do cancer, visto que, existe uma
correlacado positiva entre o0 aumento da frequéncia de micronucleos e 0 aparecimento
de tumores em roedores e no homem (DE OLIVEIRA AZEVEDO et al, 2003;
REZENDE et al, 2006).
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2 Objetivos

+ Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda do derivado semi-sintético cumarinico 2H-1-
benzopiran-2-ona, 7- preniloxi em camundongos albinos Swiss, com base no OECD
“Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001.

* Avaliar a genotoxicidade do derivado semi-sintético cumarinico 2H-1-benzopiran-
2-ona, 7- preniloxi através do teste do micronldcleo em sangue periférico de

camundongos.
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3 Material e Métodos

3.1 Derivado semi-sintético cumarinico

O derivado cumarinico UMB-07 semi-sintético 2H-1-Benzopiran-2-ona, 7-
preniloxi (UMB-07) (Figura 1) foi fornecido pelo Professor Doutor Francisco Jaime
Bezerra Mendonga Junior, pesquisador e colaborador do Programa de Pés-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB).

|

e 0~ 0

Figura 1. Estrutura quimica da 2H-1- Benzopiran-2-ona, 7- preniloxi

X

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), pesando
entre 28 e 32 g, e com aproximadamente oito semanas, obtidos do Biotério Prof.
Thomas George (IPeFarM/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de
polietileno, mantidos sob temperatura controlada de 21 + 1 °C, sem uso de qualquer
medicacdo, tendo livre acesso a comida (tipo pellets de ragéo da marca Purina®) e
agua potavel. Antes da realizacédo de qualquer protocolo experimental, os animais
foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de
antecedéncia a execucado do experimento. Os animais foram mantidos em ciclo claro-
escuro de 12 horas. Todos os procedimentos experimentais foram analisados e
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da UFPB (CEUA), sob
a certiddo 3405/14.

3.3 Avaliacédo da toxicidade pré-clinica aguda do UMB-07

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de

acordo com o OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001 (Anexo 1).
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Camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, foram
submetidos a doses Unicas de 300 e 2000 mg/kg de UMB-07 por via oral e ao grupo
controle foi administrado apenas o veiculo (solugéo a 12% de Tween 80). O nivel de
dose para ser usada como a dose de partida é selecionado a partir de um dos quatro
niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Quando nao existe qualquer informacao sobre
a amostra a ser testada, por razbes de protecdo dos animais, recomenda-se a
utilizacdo de uma dose inicial de 300 mg/kg. Em principio, o0 método nédo se destina
a permitir o calculo preciso da DL50 (apesar de fornecer uma estimativa do seu
valor), entretanto permite uma classificacdo da substancia em categorias de acordo
com o “Globally Harmonized Classification System” — GHS.

Com o objetivo de mapear possiveis alteragcbes comportamentais,
sugestivas de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso
Autbnomo (SNA) apoOs administracdo da substancia, foi realizada observagéo
cuidadosa para deteccdo de possiveis sinais toxicos como hiperatividade,
irritabilidade, agressividade, tremores, convulses, catatonia, analgesia, anestesia,
ptose, resposta ao toque diminuido, ambulacdo, capacidade de limpeza e ato de
levantar, nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos e apos 4 horas; e diariamente durante
14 dias, utilizando-se protocolo experimental descrito por Almeida et al. (1999) do
Laboratério de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB.

3.4 Avaliacédo da genotoxicidade do UMB-07

3.4.1 Ensaio do micronucleo em sangue periférico

Para o ensaio do micronldcleo em sangue periférico, grupos de seis
camundongos Swiss fémeas foram tratados por via oral (gavagem) com a dose de
2000 mg/kg. Um grupo padréo (ciclofosfamida - 50 mg/kg — v.0.) € um grupo controle
(solucao salina e tween 80 a 12%) foram incluidos. Apds um periodo 48 horas apés
a administracdo, os animais foram submetidos a um pequeno corte na cauda para
obtencao de uma amostra de sangue e confec¢des das extensdes sanguineas. Apds
secagem, as laminas foram coradas com coloracdo panética (Newprov®) para
posterior andlise em microscépio Optico. Para cada animal, trés extensfes
sanguineas foram preparadas e um minimo de 2000 eritrocitos contados para

determinacado da frequéncia de eritrécitos micronucleados (OECD, 1997).
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3.4.2 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios do micronucleo em sangue periférico
foram analisados por teste de analise de variancia (ANOVA) one-way, para a
comparacao de mais de duas amostras, seguido do pos teste de Tukey (para
varidveis paramétricas). Os resultados foram considerados significativos quando
p<0,05.
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4 Resultados e discussao

4.1 Avaliacdo datoxicidade pré-clinica aguda do UMB-07

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda foi observado que UMB-07 néo
provocou mortes nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg, como mostrado na tabela
1. O valor de DL50 foi estimado, segundo o guia OECD n° 423, em torno de 5000
mg/kg (ANEXO I).

ApOs a observacdo de possiveis sinais toxicos, ndo foram evidenciadas
alteracbes no Sistema Nervoso Auténomo (SNA). Porém, em relacdo ao Sistema
Nervoso Central (SNC) foi observado nos tempos de 30 e 60 minutos, tanto na dose
de 300 mg/kg quanto na dose de 2000 mg/kg, uma resposta diminuida ao toque, que
€ avaliada pelo estalar de dedos ou friccdo de uma caneta sobre as barras metalicas
de uma gaiola onde ha uma demora da reacdo do animal com um sobressalto ou
emitindo sons, podendo indicar um estagio de depressdo do SNC do animal.
(ALMEIDA, 2006)

Portanto, os dados apresentados mostram que UMB-07 apresenta baixa
toxicidade nas condi¢des avaliadas, o que fornece subsidios para a realizacdo de
ensaios farmacoldgicos in vivo, permitindo a escolha de doses seguras para a

realizacdo destes testes.

Tabela 1 - Efeitos da administracado aguda de UMB-07 em camundongos.

Grupo Experimento M/T Sintomas
Controle - 0/3 Nenhum
1 0/3 Resposta ao toque diminuido
300 mg/kg
2 0/3 Resposta ao toque diminuido
1 0/3 Resposta ao toque diminuido
2000 mg/kg
2 0/3 Resposta ao toque diminuido

M/T — morte/tratado



18

4.2 Avaliacéo da genotoxicidade
4.2.1 Ensaio do micronucleo em sangue periférico

Para avaliar o possivel efeito genotéxico in vivo de UMB-07 foi realizado o
ensaio do micronucleo em sangue periférico de camundongos, cujo resultado esta
apresentado na Tabela 2. O tratamento dos animais com a dose de 2000 mg/kg nao
induziu aumento na frequéncia de eritrécitos micronucleados em sangue periférico
guando comparado ao grupo controle (12% Tween-80).

Sendo o0 aumento desse tipo de eritrécito um indicativo das taxas de
mutacdes, que representa um aumento de instabilidade genética e se relaciona com
o desenvolvimento de carcinoma, implica que esse tipo de avaliagéo € imprescindivel
guando se utiliza substancias por longo periodo de tempo e portanto, a auséncia
desse efeito € essencial para garantir a seguranca de seu uso (CARVALHO et al,
2002).

Tabela 2 - Frequéncia de eritrocitos micronucleados em sangue periférico de

camundongos tratados com UMB-07 e ciclofosfamida.

Grupos Dose N°de Total de Células
(mg/kg) animais células micronucleadas
Controle - 6 2000 8,33 0,99
Ciclofosfamida 50 mg/kg 6 2000 18,20+ 1,562
UMB-07 2000 mg/kg 6 2000 6,17 £ 0,60

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais. 2 p < 0,05

comparado ao grupo controle (12% Tween 80) por ANOVA por Tukey.
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5 Conclusdes
A partir dos dados obtidos, é possivel concluir que UMB-07 mostrou baixa
toxicidade aguda in vivo e ndo mostrou efeito genotdxico no ensaio de micronucleo

em sangue periférico de camundongos.

Portanto, é possivel afirmar que UMB-07 possui baixa toxicidade nos
modelos experimentais avaliados, fornecendo subsidios importantes relacionados a

sua seguranca para realizacdo de estudos farmacoldgicos posteriores.
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ANEXO [ - Procedimento de ensaio com uma dose inicial de 5 mg/kg de peso
corporal.

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

o

5malkg
3 animals

50maolkg
3 animals

300maglkg
3 animals

2000mgfkg
3 animals

Emaglkg A0malkg 300malkg 2000malkg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals

ExIt It -

GHS Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 06 > 6-B0 > 68 -300 > 308 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

LDSD cut-off

migkg b.w

- per ctep thres animals of a single cex [ normally females ) are uced - = - UnolacEitied
-0,1,2,3: Number of moribund or dead anlmals at each ciep - Tecting at E000 mg/kg b.w.: ces Annsx 3
-GHE: Globally Harmonlzed Claccifoation Syctam (mokg bw.)




