UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ANDREA ELIAS DIANNA VIEIRA

AVALIACAO GASTROTOXICA E PRE-CLINICA (SUBCRONICA) DE
BENZALDEIDO SEMICARBAZONA EM ROEDORES

Belo Horizonte — MG

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ANDREA ELIAS DIANNA VIEIRA

AVALIACAO GASTROTOXICA E PRE-CLINICA (SUBCRONICA) DE
BENZALDEIDO SEMICARBAZONA EM ROEDORES

Dissertacdo, como requisito pacial, para obter o grau de
mestre em Ciéncias Farmacéuticas, submetida ao Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Orientadora Profa. Dra. Maria das Gracgas Carvalho —
FAFAR — UFMG

Co-orientador Prof. Dr. Carlos Alberto Tagliati — FAFAR —
UFMG

Belo Horizonte — MG

2010



Ufpng
UEnG Unlversidade Federal da Minas Gerals
UEAAG Faculdade de Farmacia
UFmG Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias Farmacguticas

Pis5acunmin

FOLHA DE APROVACAO

ANDREA ELIAS DIANNA VIEIRA

“Avaliacio gastrotoxica e pré-clinica (subcrdnica) de
Benzaldeido Semicarbazona em roedores”

Diesertacac apresentada ac Cursa de Pas-Graduagde,
em Ciencias Farmaceuticas da Feouldade de Farmacia
da  Universidade Fedsral de Minas Gerais, coma
requisito-parcial & ohtengao do titulo de Meste.

COMISSAC EXAMINADORA

. £ .
/1'-'? i g S ‘?'.(;‘“" o

erota-bra. Madrez de Olivelrs Scasa - UEMG

o L

s r

- Ve
Fraf. PT Warcefd Widigal Caliar: - LERS
—

- .

piten Fa LA J‘:F:‘_f—_ v F
Praf, Or, Carfas Akeno Tacliati — UG 3

Fan .
[Tl ) . - L . . -
i T T e e

Sl T

Profa @ Iaria cas Gracd: casvalho — UFNG

Geio Hodzonfa, 30 de abril de 2010

Av Puasidenog Boldnia Gu bea, 9827 . Congro 'Sy = SLPJETC 231 Faan, M 2405, The - Fes 2% el Brst
Enderogo pleirdnicn: palaosfarfifarmacie wfmo. e Pagina: weo. farmacia.ufmg-br



Dedico o grau de mestre

A minha mae, & minha irma e ao Kelson que sempre me estimularam a dar esse
grande passo. Com sabedoria, discernimento, bom senso e dedicagéo, eles sempre
estiveram ao meu lado encorajando-me nas horas dificeis e aplaudindo meus

momentos de gldria.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Carlos Alberto Tagliati por sua motivagdo, apoio, inspiracao e
incansavel ajuda conduzindo-me na busca da ampliacdo dos conhecimentos que
possibilitaram a conclusédo dessa Dissertacéo.

Ao Prof. Eliezer J. Barreiro e a todos componentes do INCT — INOFAR pelo
investimento e pela credibilidade depositada em meu trabalho.

A Prof® Heloisa Beraldo e ao seu doutorando - Rafael Vieira - pela sintese da
substancia e por todos os comentarios sem 0s quais ndo teria sido possivel
aprimorar 0os experimentos.

Ao Prof. Miguel e as Prof® Angela e Vanessa pelos ensinamentos referentes

as analises estatisticas. Ao Danilo pela simpatia e ajuda, tanto na interpretacdo dos
resultados quanto na realizacdo das analises nos programas estatisticos.

Ao Prof. Geovanni Dantas Cassali pelas andlises histopatoldgicas.
A Prof® Fabiola e sua equipe pelas analises bioquimicas e hematoldgicas.

Ao Prof. Marcio Coelho e as Prof® Maria das Gragas Carvalho, Luci Maria
Sant’Ana Dusse e Marinez de Oliveira Souza por serem tao receptivos aos meus
comentarios e davidas.

A veterinaria Adelaide pelos ensinamentos relacionados ao trato dos animais.
Ao Batista pela dedicacdo e presteza. Aos funcionarios da FAFAR pelo
compromisso com o seu trabalho.

Aos estagiarios Carolina Maldonado Galassi e Marcus Vinicius Santos cujo
trabalho e dedicacao foram essenciais para a realizagédo dos experimentos.

A Fabiana de Almeida pelas técnicas ensinadas e pelos conselhos. Aos amigos
do laboratério: Leandro Schiavo, Imaculada Conceicdo, Rogério Bilheiro, Leonardo,
Glaucia, Raquel Madalosso pela ajuda e pela companhia.

Aos animais experimentais cuja vida n&o foi em vao.

A FAPEMIG pela bolsa concedida.

Aos meus pais pela vida e a minha irma pelo incentivo.

Ao Kelson que, mesmo distante, concedeu-me apoio incondicional.

Ao0s meus amigos que me apoiaram durante essa jornada, sempre dispostos a
compartilhar os sorrisos, a alegria e 0 ombro amigo nos momentos de dificuldade.

E, por dltimo, porém ndo menos importante, agradeco a Deus por todas as
dadivas concedidas.



‘A percepcdo do desconhecido é a
mais fascinante das experiéncias. O
homem que ndo tem os olhos
abertos para o misterioso passara
pela vida sem ver nada.”

Albert Einstein



RESUMO

Semicarbazonas sdo compostos originados por meio da condensacdo da
semicarbazida com aldeido ou cetona. Apresentam baixo custo de producdo e
possuem ampla gama de atividades farmacologicas ja descritas em animais.
Benzaldeido semicarbazona (BS) € um membro da familia das semicarbazonas que
apresenta atividade anticonvulsivante marcante nos modelos animais. Outras
importantes atividades demonstradas para essa substancia foram as atividades
antiinflamatéria e nociceptiva, notadamente neuralgias. Devido ao potencial de
utiizacdo de BS em modelos inflamatérios, foi realizado um estudo de
gastrotoxicidade no modelo de lesdo por etanol nas doses de 100, 200 ou 300
mg/kg, uma vez que um dos possiveis efeitos colaterais que acometem usuarios
dessa classe de farmacos sdo os disturbios gastricos. Somado a isso, foi realizada a
avaliacdo da toxicidade subcrénica (90 dias) do farmaco em ratos Wistar com
aplicacdo de doses repetidas de BS por via per os. Quanto ao estudo de
gastrotoxicidade, BS demonstrou protecdo gastrica em todas as doses utilizadas. E
possivel inferir dois mecanismos de acdo para a gastroprotecdo observada: 1)
poderia ser devido a capacidade de BS captar radicais livres provenientes da
administracdo do etanol absoluto; 2) seria devido a inibicdo de histidina
descarboxilase, enzima essencial para a formacao de histamina. J& com relacédo ao
estudo pré-clinico, os tecidos mais afetados foram o hepatico e o ésseo. Para o
tecido hepatico, essas alteracdes podem ser observadas tanto na alteracdo
estatisticamente significativa (p<0,05) dos parametros bioquimicos, bem como no
aumento da massa do figado nos animais nos quais foram administrados as doses
de 200 ou 300 mg/kg; e na avaliacdo histopatolégica que demonstrou alteracdes no
figado em todas as doses utilizadas. Ja para o tecido 6sseo, foram observadas
alteracdes macroscopicas, essas podem indicar que BS induz osteomalécia que é
um efeito adverso comum a pacientes que utilizam anticonvulsivantes por tempo
prolongado. Outra possivel explicacdo para as deformidades 6sseas encontradas é
a formacdo de semicarbazida que, de acordo com a literatura, provoca diminuicao
da densidade 6ssea e, conseguentemente, sua fragilidade. Esses resultados
demonstram que BS n&o € um farmaco adequado ao uso como anticonvulsivante
e/ou para o tratamento da neuralgia do uma vez que a dose toxica (300 mg/kg) foi
préxima da dose terapéutica para ratos (100 mg/kg).

Palavras-chave: Benzaldeido semicarbazona (BS), anticonvulsivante,
gastrotoxicidade, toxicidade pré-clinica, ratos.



ABSTRACT

Semicarbazones are compounds formed by a condensation reaction between a
ketone or aldehyde and semicarbazide. They present low cost of synthesis and a
wide range of pharmacological activities. Benzaldehyde semicarbazone (BS) belong
to semicarbazone’s group and its anticonvulsivant activity is well stablished. Another
important activity of BS include anti-inflamatory and in nociception, primordially
neuralgias. Given the fact that BS could be used as an anti-inflamatory and one of
the major side effects of this class of drugs are the gastrointestinal disorders, we
performed one gastrotoxicity investigation using the model of induced lesion by
ethanol in rats. The doses used in this test were 100, 200 and 300 mg/kg. In addition,
studies evaluating the subchronic (90 days) toxicity of BS in Wistar rats were
performed. The animals received daily oral doses (gavage). The results of the
gastrotoxicity test showed that BS was protector of the gastric mucosa in all doses. It
was also possible to imply two mechanism of action: 1) due to the radical scavenger
action of BS in the radicals produced by the ethanol administration; 2) due to the
inhibition of histidine descarboxylase, an important enzyme that produces histamine.
As for the results of subchronic study, the most affected tissues were the hepatic and
bone. For the evaluation of hepatic tissue damage we observed statistically
alterations (p<0,05) of some biochemical parameters, increase of the liver mass in
the doses of 200 and 300 mg/kg and alterations in the histopathological evaluation
for all evaluated doses. The bone tissue alterations were macroscopically observed
and indicate that BS could induce osteomalacia that is and common adverse effect in
patients that use anticonvulsivats chronically. Another possible explanation could be
due to the metabolite of BS - semicarbazide. According to the literature,
semicarbazide could cause diminution of bone mineral density with consequent bone
fragility. These results showed that BS cannot be used as a drug for the treatment of
epilepsy and trigeminal neuralgia due to the proximity of the toxic dose (300 mg/kg)
and the therapeutical dose (100 mg/kg).

Keywords: Benzaldehyde semicarbazone (BS), anticonvulsivant, gastrotoxicity, pré-
clinical toxicity, rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia: considerac¢des gerais e tratamento

Convulsédo é uma ocorréncia paroxistica devida a descargas anormais, excessivas e
hipersincronicas de um agregado de neurénios do Sistema Nervoso Central (SNC).
De acordo com a distribuicdo das descargas, essa atividade anormal do SNC pode
ter varias manifestacbes (SCHARFMAN, 2007). Certas mudancas patolégicas nas
células cerebrais causam atividade anormal, que se manifesta de outras maneiras,
como contracBes repetidas e espasmodicas dos musculos de partes distintas do

corpo, anomalias sensoriais e psicologicas (ELGER, 2005).

O significado da palavra convulsao tem que ser cuidadosamente distinguido daquele
de epilepsia. Epilepsia descreve uma afeccdo na qual uma pessoa apresenta
convulsdes recorrentes devido a um processo subjacente  cronico
(LOWENSTEIN,1998). Aproximadamente 5% da populagdo mundial tiveram um
acesso em algum momento de suas vidas, porém, o diagnéstico € reservado
somente aqueles que possuem pelo menos dois acessos nhao provocados
(DEEKER, 2002). Portanto, a epilepsia ndo é uma desordem isolada, mas um grupo

de desordens que leva a crises convulsivas repetidas.

Em todos os paises, a epilepsia representa importante problema de saude publica,
pois trata da afeccdo neurologica mais comum (McCORRY et al., 2004). Estima-se
que cerca de 50 milhdes de habitantes no mundo s&o afligidos por essa doenca
(WHO, 2008; BIALER, WHITE, 2010). Além disso, pacientes portadores dessa
disfuncdo ainda tem de conviver com a recorréncia de suas crises, as repetidas
incapacidades causadas e com o0 preconceito de alguns membros menos
esclarecidos da sociedade que ainda acreditam que a epilepsia trata de um castigo

divino ou mesmo uma doenga transmissivel.
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A opcdo de tratamento da epilepsia é constituida de estimulacdo vagal, dieta
cetogénica, tratamento cirargico e, principalmente, farmacoterapia com
medicamentos anticonvulsivantes (WIEBE et al., 2001; KARCESKI et al., 2001,
PRIVITERA et al., 1999).

1.1.1 Anticonvulsivantes

Considerando como base a experiéncia clinica, existem fortes evidéncias de que
diferentes anticonvulsivantes podem ser efetivos em diferentes tipos de sindromes
epilépticas (McCORRY et al., 2004). Portanto, é importante determinar o tipo de
convulsdo que o paciente sofreu para definir a terapia apropriada a pessoa. Em
1981, a International League Against Epilepsy (ILAE) publicou uma versdo da
classificacéo internacional de convulsdes epilépticas que ainda hoje € um sistema de

classificacéo util. Dessa forma, sdo assim divididas:

TABELA 1 - Classificagéo das convulsdes e farmacos anticonvulsivantes

de escolha de acordo com seu subtipo

Tipo de Subtipo de convulsdo Tratamento(s) de
convulsdo escolha
o Simples Acido valproico
Convulsdes )
e Complexas Carbamazepina
parciais — — o
Com generalizacdo secundaria Fenitoina

Etoxissuximida

Auséncia (pequeno mal) Acido valpréico

Convulsdes — ~
fimariamente Acido valproico
P ) Tonico-clénicas (grande mal) Carbamazepina
generalizadas e
Fenitoina
Atonicas Acido valproico
Miocl6nicas Acido valpréico

Fonte: Harrison, 1998 (adaptado)

Para minimizar os efeitos toxicos, € conveniente iniciar o tratamento com um unico
farmaco. No entanto, € comum a associacdo de farmacos no tratamento da epilepsia

pois ha um grande numero de pacientes que nao respondem a monoterapia. O



16

7z

sinergismo farmacodindmico é o responsavel pelo aumento da atividade

antiepiléptica na terapia combinada (KLAUS, 2004).

N&o ha indicacdo de que o uso de uma associacado de farmacos antiepiléticos seja
mais eficaz que outra. No entanto, uma forma racional de combind-las é utilizar
farmacos com mecanismos de acédo diferentes, se os mesmos ja forem elucidados.
Infelizmente, esses mecanismos sédo parcialmente conhecidos e nao universalmente
aceitos (McCORRY et al., 2004).

De forma simplificada, € possivel descrever alguns dos mecanismos de acdo de

anticonvulsivantes ja conhecidos:

v por exacerbar o efeito inibitério de 4cido gama-aminobutirico (GABA), ou por
facilitar a abertura dos canais de cloreto mediada por GABA (fenobarbital e
benzodiazepinicos) ou por inibir a enzima GABA-transaminase responsavel pela
inativacdo de GABA (gabapentina e acido valproico);

v por bloguear os canais de sodio e consequientemente reduzir a excitabilidade
elétrica das membranas celulares (carbamazepina, lamotrigina e fenitoina);

v por diminuir o influxo de ions de calcio via subunidades voltagem
dependentes (etossuximida e zonisamida) (CZAPINSKI et al., 2005; MCNAMARA,
2003).

Estudos recentes em paises desenvolvidos e em desenvolvimento mostraram que
aproximadamente 70% das criancas e adultos diagnosticados com epilepsia podem
ser eficientemente tratados com anticonvulsivantes. No entanto, aproximadamente
30% dos pacientes podem nédo responder a terapia medicamentosa (WHO, 2008).
Os mecanismos responsaveis pela resisténcia clinica ndo sdo conhecidos, mas
pode incluir a insensibilidade do sitio de acdo do farmaco, falha do farmaco em
alcancar algumas regides do cérebro, desenvolvimento de tolerancia ou presenca de
proteinas farmaco-resistentes (STABLES et al., 2002). Isso demonstra a importancia

do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a epilepsia.
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Outro fator importante que incita a busca de novos medicamentos para o tratamento
dessa afeccdo € o grande numero de efeitos adversos graves causados pela

farmacoterapia atual.

O anticonvulsivante ideal suprimiria todas as convulsbes sem causar quaisquer
efeitos indesejados. Infelizmente, os farmacos utilizados atualmente ndo controlam a
atividade convulsiva em alguns pacientes e também freqientemente causam efeitos
indesejados cuja gravidade varia desde um comprometimento minimo do SNC até a
morte por anemia aplasica ou insuficiéncia hepética (Tabela 2).

TABELA 2 - Probabilidade de aumento dos niveis plasmaticos de enzimas hepéaticas em

associacdo com o uso de drogas anticonvulsivantes

Droga Baixo risco Elevado risco
Acido Valpréico X
Carbamazepina X
Clonazepam X
Diazepam X
Felbamato X
Fenitoina X
Fenobarbital X
Hidrato de cloral X
Lamotrigina X
Mefenitoina X
Oxicarbazepina X
Primidona X
Vigabatrina X

Fonte: MURRAY, HADZIC, 2008

Os farmacos mais utilizados na clinica sdo os denominados anticonvulsivantes
tradicionais (fenobarbital, fenitoina, carbamazepina e acido valprdico) e 0s mesmos
apresentam farmacocinética complexa e inumeras interagbes medicamentosas
relacionadas principalmente aos mecanismos farmacocinéticos de indugdo ou
inibicdo das enzimas do citocromo P450 (CYP) (BIALER, WHITE, 2010; PERUCCA,
JOHANNESSEN, 2003).
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Posteriormente, outros medicamentos foram desenvolvidos, incluindo os farmacos
de segunda geracdo como lamotrigina, felbamato, oxcarbazepina, vigabatrina,
tiagabina, topiramato, gabapentina, zonisamida e leviracetam (LAROCHE,
HELMERS, 2004; VAJDA, 2000). Esses farmacos possuem farmacocinética mais
simples e, relativamente, menos interacdes medicamentosas, mas, apesar disso, a
evidéncia que suporta 0 uso dessas novas substancias é esparsa (McCORRY et al.,
2004).

Nesse contexto, surgiu o interesse para o desenvolvimento de uma nova classe de
famacos anticonvulsivantes: as semicarbazonas. Estas possuem marcante atividade
anticonvulsivante em modelos de convulsdo induzidas por eletrochoque ou por
pentilenotetrazol (PANDEYA et al., 2000, DIMMOCK, BAKER, 1994). Assim como
muitos outros farmacos usados na clinica, esses compostos apresentam o0s
requisitos estruturais necessarios a atividade anticonvulsivante, mas nao contém a
funcado dicarboximida (COM(R)CO), a qual pode contribuir para o aparecimento de
efeitos neurotoxicos (DIMMOCK et al., 1993).

1.1.2 Semicarbazonas

Semicarbazonas, de acordo com a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), sao compostos originados por meio da condensacdo da

semicarbazida com um aldeido ou uma cetona (Figura 1).

NH
_NH NH, R“Nf' M ‘
o 4 HN w/ —_
i . o

Benzaldeido Semicarbazida Benzaldeido semicarbazona

Figura 1 - Reagdo quimica de sintese de benzaldeido semicarbazona
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Essa classe de compostos apresenta baixo custo e atividade anticonvulsivante ja
descrita na literatura (BERALDO et al., 2002; DIMMOCK, BAKER, 1994; TEIXEIRA
et al.,, 2003). Estudos associam também as semicarbazonas as atividades
antineoplasica (ASIS et al., 1996), antihipertensiva (WARREN et al., 1977),
antibacteriana (SRIRAM et al., 2004), antinociceptiva e antiinflamatoria (ROCHA et
al.,, 2006). A desvantagem desses compostos é a baixa solubilidade em agua
(BERALDO et al., 2002).

A atividade anticonvulsivante de semicarbazonas pode estar associada ao aumento
da concentracdo do GABA em algumas regides do SNC (THIRUMURUGAN et al.,
2006) e/ou a diminuicdo de glutamato no fluido cérebro espinhal, reduzindo a
liberacdo espontanea desse aminoacido no cerebelo (MATTEI et al., 1999). No
entanto, estudos realizados por llyin (2005) demonstraram que um dos membros da
familia das semicarbazonas, o 4-[4-florofenoxilbenzaldeido semicarbazona, atua

como um bloqueador dos canais de sadio.

Benzaldeido semicarbazona (BS), cuja estrutura molecular pode ser visualizada na
Figura 1, € um membro da familia das semicarbazonas que apresenta atividade
anticonvulsivante marcante nos modelos animais realizados em laboratorio. Apesar
de seu mecanismo de acdo ainda nao ter sido completamente elucidado, essa
molécula foi testada para atividade anticonvulsivante no modelo genético
audiogénico, AS (audiogenic seizures), no qual uma colbnia de ratos WAR (wistar
audiogenic rats), geneticamente modificada, € selecionada para apresentar crises
convulsivas quando submetida a um som de alta intensidade (TEIXEIRA et al.,
2003).

BS também foi testada pelo laboratorio de Farmacologia da Faculdade de Farmacia
da UFMG para modelos de dor (alodinia térmica e mecanica, edema de pata,
migragao celular, formagdo de tecido fibrovascular e nocicepgédo induzida por
formaldeido) (ROCHA et al., 2006). Os resultados demonstraram seu efeito

antiinflamatorio e geraram um depésito de patente sob o numero Pl 0705589-7 A2.
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Portanto, BS é um farmaco promissor no tratamento de condi¢des patoldgicas tanto

humanas quanto veterinérias.

Os anticonvulsivantes usados na farmacoterapia atual ndo sdo somente usados para
a epilepsia. De fato, muitos farmacos dessa classe sdo também utilizados em
profilaxias de dores crbnicas, notadamente neuralgias, cujos antiinflamatérios nédo
apresentam eficacia analgésica satisfatoria. Estudos com a molécula de BS estédo
sendo desenvolvidos para modelos de dor neuropatica pelo laboratério de
Farmacologia da UFMG apresentando resultados promissores para o0 tratamento

desta afeccéo.

1.1.3 Neuralgia do Trigémio: consideracdes gerais e tratamento

A Neuralgia do Trigémio é a mais conhecida e debilitante forma de neuralgia facial
(GRAFF-RADFORD, 2009). Também conhecida como doencga de Fortherghill, Tic
Doloroso Facial ou Prosopalgia Dolorosa (DE SIMONE et al., 2008; LEITAO,
FIGUEIREDO, 1985) é caracterizada como uma forte dor descrita como “latejante”,
‘queimacgao” ou “choque elétrico”, paroxistica e de curta duragédo, desde alguns
segundos até minutos, com severidade e frequiéncia bastante variaveis (DIENER et
al., 2009). Esse quadro patologico ocorre com maior incidéncia em mulheres,
aproximadamente na sexta década de vida (EBOLI et al., 2009), apresentando

etiologia bastante variavel.

A crise dolorosa é deflagrada em muitos casos quando o paciente toca ou manipula
determinadas areas da face, situadas ipsilateralmente a dor, geralmente ao redor do
nariz e préximas aos labios, denominadas zonas-de-gatilho (GALASSI et al., 1985).
Os ataques estimulam freqlentemente respostas como salivacédo, ruborizagdo da

face, lacrimejamento, ou mesmo, rinorréia (EBOLI et al., 2009).
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A neuralgia trigeminal é uma afeccdo com mecanismos fisiopatolégicos néo
inteiramente esclarecidos (DE SIMONE et al., 2008). Ainda néo foi definido um anico
fator etiolégico que, absolutamente possa ser responsavel por seu surgimento.
Muitas afeccdes tém sido destacadas, dentre estas a compressao intracraniana do
nervo trigémio por vasos periféricos, geralmente artérias. Outras causas incluem
infecgbes virdticas, lesdes tumorais, escleroses mdltiplas, aneurismas e
comprometimento alveolar pés-extracdo dentaria (BASIC-KES et al., 2009; GRAFF-
RADFORD, 2009; ZAKRZEWSKA, 2002).

Segundo TURP & GOBETTI (1996) o mecanismo que estaria préximo do que
realmente ocorreria seria a conjuncdo de processos degenerativos do

envelhecimento associados a compressao vascular, agindo durante varios anos

sobre a raiz posterior do nervo trigémio.

A literatura reporta as mais variadas formas de tratamento da neuralgia do trigémio,
desde procedimentos clinicos nao invasivos como a terapia medicamentosa,
acupuntura e eletro-mioestimulacdo até procedimentos cirdrgicos como a
microdescompressdo vascular e termocoagulacdo com radiofreqiéncia
(CANAVARO, BONICAZI, 2006; ZAKRZEWSKA, 2002).

A opcao de tratamento inicial € geralmente a farmacoterapia com medicamentos
anticonvulsivantes. Os principais farmacos empregados no tratamento sao a
carbamazepina e a hidantoina. Ambas funcionam temporariamente e,
freqientemente, levam ao desenvolvimento de tolerancia. A hidantoina atua
eficazmente sobre o processo doloroso em 40% dos casos e a carbamazepina, em
cerca de 90% (BROGGI et al., 2008; CANAVARO, BONICAZI, 2006; LOESER,
1985).
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1.1.4 Airritacdo gastrica como um efeito adverso aos farmacos

A adesdo ao tratamento de pacientes com epilepsia e neuralgia do trigémio é
importante devido a necessidade de uso prolongado, acompanhado por efeitos
indesejaveis decorrentes do uso do medicamento e, freqlientemente, devido a
associacdo de muitos farmacos. Nesse contexto, as rea¢des adversas tornam-se um
grande problema de saude publica, pois, além de diminuirem o bem estar do
paciente, também comprometem a continuidade da farmacoterapia. Por isso, a
pesquisa é primordial para identificar, compreender, prever e, finalmente, reduzir a

probabilidade desse evento.

Um dos efeitos adversos mais comuns decorrentes do uso de medicamentos sao os
sintomas gastrointestinais. Pesquisas feitas em hospitais demonstram que cerca de
20 a 40% de todos os efeitos adversos causados por farmacos afetam o trato
gastrointestinal (ZENTLER-MUNRO, NORTHFIELD, 1979).

A irritacdo gastrica € um provavel efeito adverso presente nos pacientes que
ingerem 0s seguintes anticonvulsivantes: carbamazepina, é&cido valproico,
etossuximida, gabapentina e felbamato (LOWENSTEIN, 1998). Além do efeito
anticonvulsivante, BS também apresenta atividade antiinflamatoria (ROCHA et al.,
2006). Sabe-se que a irritagdo gastrica atinge cerca de 15 a 30% dos pacientes que
usam regularmente farmacos antiinflamatérios (CELLOTI, LAUFER, 2001). Portanto,
0 estudo da gastrotoxicidade € relevante no desenvolvimento dessa classe de

medicamentos.

A JUlcera péptica é doenca de etiologia pluricausal e complexa, sendo que o
conhecimento fisiopatolégico dessa permanece ndo completamente elucidado. Essa
condicdo patologica ja foi considerada um disturbio heterogéneo que resultava de
um desequilibrio entre fatores agressivos, tais como o acido cloridrico e a pepsina, e

certos fatores protetores, tais como o fluxo sanguineo da mucosa. Apesar de esse
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conceito ndo ter sido descartado completamente, foi relegado ao acido um papel
secundério (GLAVIN, SZABO, 1992; GRAHAM, 2000; LEE, 2000).

No entanto, a exposi¢cdo do tecido acometido ao acido parece ser essencial para o
desenvolvimento dos sintomas clinicos na maioria dos casos dessas doengas. O
controle da acidez gastrica é, portanto, fundamental no tratamento desses disturbios,
embora essa abordagem possa néo tratar o processo fisiopatolégico fundamental
(HOOGERWERF, PASRICHA, 2001).

Fato que corrobora com a afirmacdo anterior € que a maioria dos farmacos
antiulcerogénicas possui como alvo o bloqueio ou a neutralizacao da secrecao acida
apesar de muitos pacientes que sofrem dessa condicao patoldgica secretarem &cido
cloridrico e pepsina em niveis normais ou abaixo do normal (GLAVIN, SZABO,
1992).

A secrecdo de acido gastrico € um processo continuo e complexo controlado por
multiplos fatores centrais (neurais) e periféricos (endocrino e paracrino). Cada fator
refere a um evento fisioldgico final comum — a secrecédo de prétons (H*) pelas
células parietais, as quais estéo localizadas no corpo e no fundo gastrico. Os fatores
neuronais (acetilcolina), paracrinos (histamina) e enddcrinos (gastrina)
desempenham papéis importantes na regulacdo da secrecdo acida
(HOOGERWERF, PASRICHA, 2001).

Os modelos experimentais de inducdo de irritacdes e lesbes gastricas atuam por
diferentes mecanismos ulceratogénicos e representam 0 primeiro passo para
determinar 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora de substancias (HIRUMA-LIMA et al., 2000).
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Um dos modelos utilizados para a avaliacdo do potencial de irritacdo gastrica de
uma substancia é o de lesdo induzida por etanol. O mesmo se baseia na
administracdo de um volume fixo, geralmente variando de 0,5 a 2,0 mL, de alcool
etilico puro apdés a administracdo da substancia a ser testada. A quantidade de
lesbes hemorragicas estriadas dependera do volume de agente lesionante
administrado e da acdo da substancia que podera aumentar, diminuir ou mesmo nao

alterar o dano que o etanol causa a mucosa gastrica.

A Tabela 3 demonstra que esse modelo multifatorial é bastante representativo
devido a inclusdo de varios aspectos que sdo extrapolados para a avaliacdo da

irritacdo gastrica humana.

TABELA 3 - Fatores envolvidos na les&o géastrica induzida por etanol

Diminuig&o da producdo de muco gastrico

Diminuicdo da motilidade géstrica

Diminui¢&o de producao da glutationa (GSH) enddgeno

Diminui¢cdo da producgédo de prostaglandinas

Diminuicéo do fluxo de sangue na mucosa géastrica

Aumento da liberacdo de histamina

Aumento do efluxo de s6dio e potassio

Aumento do influxo de célcio

Aumento da geracédo de radicais livres

Aumento da producao de leucotrienos

Aumento da isquemia

Aumento da permeabilidade vascular da mucosa gastrica

Aumento da liberacao de 5-hidroxitriptamina

Fonte: Glavin, Szabo, 1992

O modelo de lesé@o gastrica induzida por etanol inicia-se pela destruicdo da camada
de prote¢édo de muco e bicarbonato presentes na mucosa criando, dessa forma, uma
alteracdo no mecanismo de defesa e aumentando a permeabilidade ao &acido
(TWEDT, MAGNE, 1992; MacMATH, 1990). Devido ao aumento da entrada de H",
h& uma sucessao de eventos que culminam na lesé@o direta da mucosa, seguida pela
destruicdo da submucosa (LIPTAK, 2002).
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Exames histopatol6gicos também comprovam que o etanol causa dano e aumento
da permeabilidade dos vasos, devido a ruptura da parede vascular (SZABO, 1987).
Como consequéncia a esse dano, ha extravasamento sanguineo e diminuicdo da
pressao dos vasos (TRIER et al., 1986). Na tentativa de contornar esses efeitos,
ocorre a vasoconstricao intensa e progressiva das vénulas murais até as vénulas
maiores (GUTH, HALL,1966).

Devido a injuria do tecido, ha uma intensa perturbacdo dos mastdcitos presentes na
mucosa que liberam mediadores quimicos inflamatérios sendo, um deles, a
histamina. Ocorre, entdo, dilatacdo marcante das arteriolas murais até artérias de
maior calibre, aumentando a presséo capilar e levando a estasia no fluxo sanguineo
gastrico e formacdo de &reas hiperémicas largas e visiveis, além de edema
(GONZALES et al., 2001, OATES, HAKKINEN, 1988; TAN et al., 2002). As lesdes
histopatoldgicas evidenciadas sado: congestdo, edema, hemorragia, erosao e
necrose (LA CASA et al., 2000; REPETTO, LLESUY, 2002).

Apesar de ocorrer dano marcante na microcirculacdo da mucosa, é improvavel que
esse processo seja somente devido a isquemia. Outra hipétese é o aumento de
radicais livres derivados de oxigénio e a diminui¢do da eficacia do sistema defensivo
antioxidativo (MacMATH, 1990).

O etanol é capaz de diminuir os niveis de compostos sulfidrilicos na mucosa
gastrica, dentre estes, o GSH (MacMATH, 1990). Boyd (1991) observou que ha
niveis muito elevados de GSH na mucosa gastrica de diferentes espécies de
roedores. GSH, também conhecido por glutationa, é o antioxidante hidrossolluvel ndo
protéico mais importante nos sistemas vivos (PERRICONE et al., 2009) e tem por
mecanismo de acado interceptar os radicais livres (BIANCHI, ANTUNES, 1999).
Dessa forma, o etanol é capaz de diminuir o mecanismo de protecdo enddégena aos

radicais livres.
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As lesdes gastricas induzidas por etanol sdo também associadas a producéo
excessiva de radicais livres, que atacam constituintes celulares essenciais como
acidos nucléicos, proteinas e lipideos (LA CASA et al., 2000). Portanto, 0 aumento
do conteudo de peréxidos lipidicos e radicais livres derivados de oxigénio resulta em
alteracdes significativas em nivel celular e causa danos as membranas, morte

celular, esfoliacdo e eroséao epitelial (BIRDANE et al., 2007).

1.2 Aspectos toxicoldgicos - Consideracdes sobre toxicologia pré-clinica

Toda substancia, segundo a Toxicologia, pode ser considerada um agente toxico,
dependendo das condi¢cdes de exposicdo, como dose administrada ou absorvida,
tempo e frequéncia de exposicdo (doses Unicas ou multiplas) e vias pela qual é
administrada (respiratéria, oral, dérmica) (EATON, KLASSEN, 1996).

Ao iniciar os estudos de um novo produto ou substancia é necessario comprovar sua
eficacia terapéutica, a chamada prova-de-conceito. Apds essa etapa, se o produto
ou a substancia apresentarem atividade farmacoldgica, o mesmo sera submetido
aos testes de toxicidade. Caso apresentarem seguranca adequada, os estudos
relativos & eficacia terdo continuidade. E exigido pelas agéncias regulatérias de todo
o mundo que todo produto ou substancia deve necessariamente passar pelos testes

de seguranca preestabelecidos (OLSON et al., 2000).

Para ser comercializado, o produto inovador precisa obter antes a aprovacao das
autoridades sanitarias dos paises onde sera comercializado. As principais agéncias
regulatérias do mundo sdo FDA (Food and Drug Administration), OECD
(Organisation for Economic Cooperation and Development), EMEA (European
Medicines Agency) e WHO (World Health Organization).
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A FDA é uma autoridade regulatéria americana que exige as seguintes etapas de

testes para aprovar um produto inovador:

v'Testes pré-clinicos, realizados em laboratério e animais, com duracdo de trés a

seis anos;

v'Testes clinicos de fase |, realizados em grupos de 20 a 80 voluntarios saudaveis,

com duracao de um a dois anos;

v'Testes clinicos de fase Il, realizados com 100 a 300 pacientes voluntarios, com

duracéo de dois a trés anos; e

v'Testes clinicos de fase lll, realizados com 1.000 a 5.000 pacientes voluntarios,

com duracdao trés a quatro anos (FDA, 2010).

Apos a fase lll, o produto recebe a aprovacédo da FDA para comercializacao e passa
a Fase IV, de acompanhamento clinico na totalidade da populagéo que ird consumir
o0 medicamento. Essa fase tem duracdo de um a dois anos. Somente assim 0

produto recebera a aprovacéao definitiva.

Os principais objetivos da avaliacdo da seguranca nos ensaios pré-clinicos incluem
a caracterizagdo dos efeitos toxicos considerando o 6rgédo alvo, dose dependéncia,
tempo de exposicéo, reversibilidade dos efeitos e tempo em que os sinais de

toxicidade aparecem e desaparecem (FDA, 2010).

Ha um conjunto de testes pré-clinicos a serem realizados antes do inicio dos testes
clinicos, sendo estes: estudos de toxicidade aguda, sub-aguda, subcrénica, crbnica,
mutagénese e carcinogénese, reproducdo e teratogénese, toxicocinética, efeitos
locais sobre a pele e olhos, sensibilizacdo cutanea e ecotoxicidade (EATON,
KLASSEN, 1996; OGA, 2003).
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Esse conjunto de testes definido deve ser realizado para cada nova substancia a ser
utilizada. Entretanto, dependendo do uso da substancia, do efeito toxico produzido
por estruturas analogas a sua estrutura quimica, bem como efeito téxico produzido
pela substancia em si, pode definir quais os testes que devem ser realizados em

situacdes especificas (EMEA, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o 6érgéo
responsavel por regulamentar o registro de novos medicamentos. A RDC 136 de 29
de maio de 2003 estabelece que a empresa devera apresentar relatério de ensaios
pré-clinicos de toxicidade aguda, sub-aguda e crbnica, toxicidade reprodutiva,
atividade mutagénica e potencial oncogénico quando da solicitacdo do registro de

novo medicamento.

Atualmente, a BS encontra-se nos testes pré-clinicos e seus resultados preliminares
demonstram um bom prospecto para a continuidade do estudo dessa substancia. A
toxicidade aguda e subaguda dos compostos benzaldeido semicarbazona ja foram
testadas no Laboratério de Toxicologia Experimental da Faculdade de Farmacia da
UFMG, sendo objeto de uma dissertacdo de mestrado. BS apresentou perfil de
toxicidade (seguranca) adequado para a continuacdo dos estudos e seu efeito
farmacoldgico ja foi comprovado (RODRIGUES, 2006).

Portanto, o presente trabalho € uma complementacdo e continuacao dos estudos ja
realizados no mesmo laboratorio. Através destes, serd possivel obter subsidios
cientificos da toxicidade pré-clinica de BS, contribuindo para a avaliacdo da
seguranca desse novo farmaco que poderd vir a ser um novo medicamento

inovador.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a seguranca de BS para uso como antiinflamatério ou anticonvulsivante

atraves dos testes de gastrotoxicidade e a toxicidade pré-clinica.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a atividade gastrotoxica de BS;
b) Avaliar a toxicidade subcrénica de BS;

c) Inferir propostas de mecanismos de agéo de toxicidade com base nos resultados

obtidos nos itens a e b.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Droga

Benzaldeido semicarbazona (BS) foi sintetizada e cedida pelos Professores Heloisa
de Oliveira Beraldo e Rubén Dario Sinisterra Millan do Departamento de Quimica, do
Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG.

BS foi caracterizada por ponto de ebulicdo (216-217 °C) por espectroscopia ha
regido do infravermelho e por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e de *3C.
(TEIXEIRA et al., 2003).

3.2 Preparo das suspensoes

As suspensdes foram preparadas imediatamente antes da administracdo das doses.
A administracéo foi feita por gavagem em todos os testes respeitando o limite de 2
mL/100 g de massa corporal do animal para o veiculo aquoso (OECD 1998). As
suspensdes foram agitadas vigorosamente antes de cada administracdo. O calculo
da dose foi preconizado em miligramas de substancia teste por quilogramas (mg/kg)

de massa corporal dos animais.

Devido a insolubilidade de BS em agua, o veiculo utilizado foi composto de 1,0% de
dimetilsulféxido (DMSO) (Synth, Brasil) e de 0,13% de tween 80 (Synth, Brasil)
diluidos em &gua destilada, tomando-se o cuidado de ndo usar uma dose excessiva
desses componentes para nao potencializar os possiveis efeitos neurotdxicos da
droga em estudo (CAVALETTI et al., 2000; AUTHIER et al., 2002).
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Grupos teste e controle receberam 0 mesmo veiculo, para que assim as diferencas
entre os efeitos observados entre os mesmos fossem atribuidos somente ao uso da

droga.

DMSO é capaz de diminuir a incidéncia de injlria a mucosa gastrica em pacientes
com gastrite aguda (SANTOS et al., 2003). Por isso, no teste de gastrotoxicidade, foi
utilizada tween 80 a 5%, uma vez que o uso do DMSO como controle negativo
poderia diminuir a incidéncia de lesdes em todos 0s grupos e prejudicaria a andlise

dos resultados.

3.3 Animais

Os protocolos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais sob os

protocolos n° 025/08 e 208/09 (Anexos A e B, respectivamente).

3.4 Avaliacdo da irritacao gastrica

3.4.1 Animais

Para os ensaios de gastrotoxicidade foram utilizados 30 (trinta) ratos machos da
linhagem Wistar, com massa corporal de 220 a 250 g, fornecidos pelo biotério da
Faculdade de Farméacia da UFMG. Os animais foram mantidos nas seguintes
condi¢bes ambientais: ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00 — 19:00), temperatura de
23 + 2 °C e umidade de 50 a 60% em gabinete Vidy®. Foram alimentados com racéo
comercial em pellet, do tipo purina da marca Nuvilab® e agua potavel ad libium.
Durante as 24 horas anteriores ao inicio do experimento os animais foram mantidos

em gaiolas de contencdo, sem maravalha e somente com agua potavel e leite
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condensado (propor¢cdo de 2:1), a fim de evitar o acumulo de racdo, fezes ou
maravalha no estbmago, o que dificultaria a leitura da irritacdo (JORGE, 2004).

3.4.2 Tratamento

Os 30 animais foram aleatoriamente subdivididos em 5 grupos contendo 6 animais
em cada grupo e climatizados 3 (trés) dias antes de iniciar o experimento. Os
tratamentos recebidos foram: grupo 1 - solugao controle negativo (tween 80 a 5%);
grupo 2 - suspenséao de sucralfato 500 mg/kg; grupo 3 - suspensdo de BS 100
mg/kg; grupo 4 > suspensdo de BS 200 mg/kg; grupo 5 - suspenséo de BS 300
mg/kg. O volume administrado por gavagem (1 mL) foi o mesmo para todos os
animais. O pH dessas soluc¢des foram de 7.

O sucralfato, por ser um agente que constitui uma barreira protetora contra a
agressao do acido gastrico e da pepsina, foi escolhido como controle positivo. Este
consiste em octassulfato de sacarose ao qual foi adicionado hidroxido de aluminio.
Em ambiente &cido (pH < 4), o mesmo sofre amplo encadenamento cruzado e
polimerizacdo para produzir um gel viscoso e pegajoso que adere firmemente as
células epiteliais e ainda mais firmemente ao fundo da Ulcera por até 6 (seis) horas
apos uma unica dose (HOOGERWERF, PASRICHA, 2001). A solucao de tween 80

a 5% foi o controle negativo.

3.4.3 Modelo farmacoléqgico

Foi utilizado o modelo de indugéo de lesBes gastricas agudas por etanol absoluto,
para se avaliar a presenca ou auséncia de efeito gastrotéxico do produto em estudo,
administrado por via per os em ratos (ALVAREZ et al., 1999; SEITO et al., 2002;
TAN et al., 2002). Foi administrado, p.o., 1 mL de etanol absoluto 60 minutos apos a

administracao do produto ou do sucralfato ou da solu¢do controle. Os animais foram



33

eutanasiados 60 minutos apos aplicacdo do etanol, em camara de CO,, e tiveram
seus estdmagos removidos, abertos ao longo da grande curvatura e imergidos em

solucéo salina para preservacao.

3.4.4 Avaliacdo das lesdes gastricas

A avaliacao das lesées hemorragicas foi realizada macroscopicamente com auxilio
de microscopio estereoscopio (LA CASA et al., 1999; PERERA et al., 2001). Apés a
retirada do estbmago, a mucosa foi lavada suavemente com solucéo salina e fixada
com auxilio de alfinetes sobre a plataforma de isopor para leitura. As lesGes foram,
entdo, classificadas de acordo com Szelenyi e Thiemer (1978) por meio da
severidade do dano a mucosa, sendo: tipo | (hiperemia e/ou petéquia); tipo Il
(hemorragia com erosdo moderada); tipo Il (hemorragia com lesGes extensas e

severas).

Apos classificacdo das lesdes, foi realizada a medida, em mm, do maior diametro de
todas as lesdes, utilizando paquimetro digital da marca Vonder®. As leituras foram
realizadas pelo mesmo analista, sendo que este nao teve conhecimento do
tratamento recebido pelos animais. Ap0s a avaliacdo das lesbes, os estdbmagos

foram conservados em solugao salina de formalina a 10%.

O indice de ulceragdo (I.U.) foi calculado realizando uma média ponderada da
extensdo das lesbes para cada tratamento (MAKOVEC et al.,, 1999; SZELENY]I,
THIEMER, 1978):

[.U. = [(lesBes tipo 11Nx3] + [(lesdes tipo 11)x2] +[(lesdes tipo Nx1]

n

Onde,
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lesdes tipo Il > somatdria dos valores do maior didmetro das lesdes tipo Il
lesdes tipo Il > somatdria dos valores do maior diametro das lesdes tipo I
lesdes tipo | > somatodria dos valores do maior didmetro das lesdes tipo |

n - ndamero de animais por grupo

A porcentagem de protecéo foi calculada utilizando a média ponderada do indice de

ulceracao (1.U.) de cada tratamento, através da seguinte formula:

% de protecéo do tratamento = 100 — | 1.U. do tratamento x 100

I.U. do controle negativo

3.4.5 Volume e pH gastricos

Apos a retirada dos estbmagos, foi realizada uma pequena incisdo proxima ao piloro
para a extracdo do conteudo gastrico e posterior medida de volume. O pH medido foi
utilizado nas fitas indicadoras Merck® imediatamente apés a abertura dos 6rgaos
(JORGE, 2004).

3.5 Avaliagéo da toxicidade

3.5.1 Estudo toxicoldgico sub-crénico

Esse estudo teve como obijetivo avaliar as propriedades toxicas de BS resultantes de
uma exposicado de doses repetidas em um periodo de 90 dias. Foram seguidas as
diretrizes do guia OECD 408 (1998).
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A toxicidade subcronica fornece informagfes adicionais sobre érgaos-alvo e sobre
efeitos cumulativos. Os dados assim obtidos fornecerdo estimativas do nivel de
exposicao sem efeito, que servira de base para o estabelecimento de um regime de
doses para futuras pesquisas de toxicidade. As doses descendentes foram
escolhidas com o objetivo de demonstrar a menor dose onde ndo se observam

efeitos adversos (NOAEL) e onde se observam efeitos minimos (LOAEL).

3.5.1.1 Animais

Foram utilizados 100 (cem) ratos Wistar (50 machos e 50 fémeas) com peso de 200
a 220 g e com idade entre 8 a 9 semanas, fornecidos pelo biotério da Faculdade de
Farmécia da UFMG. Os animais foram mantidos nas seguintes condicbes
ambientais: ciclo claro-escuro de 12 horas (07:00 - 19:00), temperatura de 23 = 2 °C
e umidade de 50 a 60%, , em gabinete Alesco®. Foi fornecida racdo em pellet da
marca Nuvilab® e &gua filtrada ad libitum, durante os 90 (noventa) dias de
administracdo, sendo que a racdo foi retirada 12 horas antes do sacrificio dos

animais.

3.5.1.2 Tratamento

Esta avaliacao foi feita a partir do protocolo de doses repetidas n°. 408 da OECD
(1998). Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos e climatizados 14
(quatorze) dias antes de iniciar o experimento. A divisdo dos seis grupos foi da
seguinte forma: grupo controle (com 10 animais machos e 10 fémeas em cada
grupo), trés grupos testes (com 10 animais machos e 10 fémeas em cada grupo), os
guais receberam as doses de BS de 100, 200 ou 300 mg/kg, e dois grupos satélites
(com 5 animais machos e 5 fémeas em cada grupo) para a verificacdo da
reversibilidade de possiveis danos observados, pois, apds os 90 dias de teste, esses
animais sao submetidos a mais 30 dias de avaliacdo sem receber o farmaco. Esse
periodo é denominado basal, no qual, semanalmente, foram avaliados o consumo

de 4gua, racdo e massa corporal dos animais. Foram mantidos 2 animais por gaiola
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gue receberam p.o. doses diarias das solu¢cdes em estudo e controle durante 90
(noventa) dias (OLSON et al., 2000; PTRITCHARD et al., 2003).

Considerando as variagbes da massa corporal, os animais foram pesados
semanalmente, para que assim pudesse ser realizado o constante ajuste de dose
(mg/kg de massa corporal). Foram administradas trés doses de BS (100, 200 e 300
mg/kg) e a solucdo controle (DMSO a 1% e Tween 80 a 0,13%). O grupo satélite
controle recebeu a solucao controle e o grupo satélite 300 recebeu a dose de 300
mg/kg.

3.5.1.3 Evolucdo ponderal e parametros comportamentais

Diariamente foram avaliados o comportamento geral dos animais (10:00 as 12:00
horas e 17:00 as 19:00 horas) e o aparecimento de efeitos anormais como agitacao,
surgimento de lesdes, alteracdo respiratéria, diarréia, sonoléncia, regurgitamento
durante a administracdo das solucbes, pelos arrepiados e observando se 0s
mesmos foram reversiveis (com registro de duragdo) ou ndo. O consumo de agua e
racao, por gaiola, foi computado semanalmente, assim como a massa corporal para
0 ajuste das doses. Apos os 90 (noventa) dias de tratamento, os animais foram
anestesiados com cetamina (70 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), e aproximadamente 5
mL de sangue foram coletados por puncéo direta da veia cava abdominal (HONDA
et al., 2007).

As amostras de sangue foram divididas em duas aliquotas: uma em tudo de ensaio
sem aditivo e outra em microtubo tipo ependorff de 2 mL contendo EDTA (acido
etileno diamino tetracético) para exames de bioquimica sérica e hematoldgicos,
respectivamente, enquanto que os 6rgdos foram pesados e autopsiados através de
exame macroscopico e histopatoldgico (HILALY et al., 2004; KANJANAPOTHI et al.,
2004; PALMEIRO et al., 2003).
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3.5.1.4 Anélises laboratoriais

As analises bioquimicas foram realizadas a partir do soro dos animais, apos
centrifugagdo durante 10 minutos a 2500 rpm. Foram utilizados conjunto de
reagentes padronizados da Synermed® e o aparelho Cobas Mira® para as leituras
espectrofotométricas dos seguintes parametros bioquimicos: acido urico — AUR, pelo
método enzimatico (Uricase Azure D2); Albumina — ALB, Verde de Bromocresol
(colorimétrico de ponto final); Alanina aminotransferase — ALT/TGP, enzimético UV;
Amilase — AMI, método colorimétrico (Hendrassik e Grof modificado); Bilirrubina total
e Bilirrubina direta — Bb total e Bd D, método colorimétrico (Jendrassik e Grof
modificado); Calcio — Ca, método colorimérico (Arsenazo lll); Cloretos — Cl, método
colorimétrico; Colesterol total — COL, Enziméatico de Trinder (enzimético de ponto
final); Creatinina — CRE, cinético; Creatinina quinase — CK, método enzimético UV;
Fosfatase Alcalina — FAL, enzimatico UV; Glicose — GLI, Glicose oxidase (enziméatico
colorimétrico de ponto final), sendo dosada imediatamente apds a coleta; Fosforo —
P, colorimétrico/catalisado (Fosfomolibdato/PVP); Gama glutamil transferase — GGT,
Método enzimatico (Szasz modificado); Proteinas totais — PROT, Biureto
(colorimétrico de ponto final), Triglicérides — TRI, Método enziméatico (N-sulfopropil);
Uréia — URE, Urease colorimétrico (enzimatico colorimétrico de ponto final). Todas
as analises foram realizadas utilizando soros controles para a validacdo do

procedimento analitico.

As analises hematolégicas foram realizadas a partir do sangue total, coletado em
tubo contendo anticoagulante EDTA. Foi realizado o hemograma completo
(hemoglobina — HB, hematdcrito — HT, contagem de hemécias — HEM, contagem
global de leucécitos — GL LEU e contagem de plaquetas — C PLAQ) no aparelho
automatizado Abacus Junior Vet® (Escola de Veterinaria — UFMG). A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada manualmente, em esfregaco corado pelo May-

Grunwald Giemsa.
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Para a andlise histopatolégica foram retiradas as seguintes visceras: coracéo,
pulmdes, estbmago, intestino delgado, figado, baco, pancreas, supra-renais, rins,
cérebro, Utero e ovarios ou testiculo e epididimos. Apds a retirada dos 6rgdos, 0s
mesmos foram pesados e submetidos ao exame macroscopico para identificacdo de
possiveis areas sugestivas de alteracdo patoldgica. Findo esse processo, foram
coletados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de cada 6rgdo, caso fosse
identificado uma alteracdo macroscopica, esta area foi selecionada para o corte e
incluida para posterior avaliacdo microscopica. Todos esses fragmentos foram
conservados em solucdo de formalina a 10 % tamponada e apo6s a inclusdo dos
fragmentos dos 6rgdos em parafina, esses foram cortados com 5 ym e corados pelo

método da hematoxilina-eosina (HE) para exame histopatoldgico.

3.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada utilizando-se o teste paramétrico de andlise de
variancia, seguida pelos testes T Student e Student-Newman-Keuls, através do
programa informatizado SAS, para avaliar se ha diferenca significativa entre os
grupos. Foi considerado o nivel de significancia de 5%. Para a andlise dos
resultados que néo apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da irritacdo gastrica

De acordo com a Tabela 4 e com a Figura 5, entre todas as doses testadas, apenas
BS na dose de 200 mg/kg apresentou aumento na extensao das lesbes menos
intensas (tipo |) e todas as outras doses de BS e de sucralfato, que é um
medicamento referéncia com eficacia comprovada, foram estatisticamente iguais as
do grupo controle (p<0,05). Porém, analisando a mesma tabela as lesdes
moderadas e as mais intensas (tipo Il e lll, respectivamente) e nas figuras 6 e 7,
observa-se que BS em todas as doses foi capaz de promover reducao da extensao
das lesdes, sendo estatisticamente diferentes do grupo controle e estatisticamente

iguais ao sucralfato.

Com relacdo ao pH e ao volume gastrico, verificou-se na Tabela 4 e nos graficos
(figuras 3 e 4, respectivamente) que todos 0s grupos apresentaram valores

estatisticamente iguais (p<0,05).

O indice de ulceracgéo (1.U.) € a média ponderada da somatéria do maior diametro de
todas as trés intensidades de lesGes e esse foi menor em todos os grupos que

receberam BS e sucralfato como pode ser observado na Tabela 4 e Figura 2.
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TABELA 4 - Efeitos da administracio da suspensio de BS em diferentes doses (100, 200 e

300 mg/kg), medicamento referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (tween 80 a 5%)

naintensidade de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

Medidas das lesdes L.U. Protecéo V?'“f.“e
Tratamento P pH* gastrico
gastricas (mm) (mm) (%)
(mL)
Tipo
I I MM
Controle 33,13 +945° 41,25+ 1234* 62,28+16,57° 352,89 + 19,92° - 543+0,98  3,24+0,73
Sucralfato 40,23 +9,85° 17,67 +16,88° 0,00 + 0,00 88,16 + 13,56° 75,02 514+1,07 3,36 +0,56
500 mg/kg
BS 47,03+17,09° 13,56 +9,53" 0,00 +0,00° 91,86 + 8,68" 73,97 563+224  336+135
100 mg/kg
BS 60,72 + 13,54 13,05 + 4,92° 0,00 +0,00° 101,29 + 5,98° 71,30 557+0,79  3,33+0,36
200 mg/kg
BS 41,35+6,98" 7,90 + 11,40° 0,00 +0,00° 66,68 + 8,78" 81,10 7,00+153  4,30+1,90
300 mg/kg

Nota: Os valores representam média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas diferem estatisticamente pelo teste de Student-Newnan-Keuls (p<0,05) (n=6). * variavel com
distribuicAo n&o normal, avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). As medidas (em mm)
representam a soma do maior didmetro das lesdes.
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300 mg/kg

Figura 2 — Diametro das lesdes gastricas do indice de ulcerag&o (1.U.), induzidas por etanol
absoluto, ap6s administragéo p.o. de suspensédo de BS em diferentes doses (100, 200 ou 300
mg/kg), medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (Tween 80 a
5%). As doses sao expressas em mg/kg. *significativamente diferente do grupo controle —teste

Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Controlé negativo Sucralfato BS 10(}l mg/kg BS 200 mg/kg BS 300 mg/kg

Figura 3 — Medida do pH no contetdo gastrico ap6s administragdo p.o. de suspenséo de BS
em diferentes doses (100, 200 e 300 mg/kg), medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg)
e controle negativo (Tween 80 a 5%) e posterior administracdo de etanol absoluto. As doses
sdo expressas em mg/kg. Variavel ndo paramétrica — teste Kruskal Wallis (p<0,05).

Volume do contetdo gastrico (mL)

Controlé negativo Sucralfato BS 10(}l mg/kg BS200mg/kg BS 30(}l mg/kg

Figura 4 — Medida do volume do contetido gastrico (mL) do contetido géastrico apds
administracéo p.o. de suspensédo de BS em diferentes doses (100, 200 e 300 mg/kg),
medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (Tween 80 a 5%) e
posterior administracdo de etanol absoluto. As doses sao expressas em mg/kg. Teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 5 — Diametros das lesdes géstricas tipo |, induzidas por etanol absoluto, apés
administracéo p.o. de suspensédo de BS em diferentes doses (100, 200 e 300 mg/kg),
medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (Tween 80 a 5%). As
doses séo expressas em mg/kg. *significativamente diferente do grupo controle — teste
Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Controlé negativo Sucralfato BS 10‘:}l mg/'kg BS200mg/kg BS 300l mg/kg

Figura 6 — Diametro das lesdes gastricas tipo Il, induzidas por etanol absoluto, apos
administracéo p.o. de suspensédo de BS em diferentes doses (100, 200 e 300 mg/kg),
medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (Tween 80 a 5%). As
doses séo expressas em mg/kg. *significativamente diferente do grupo controle — teste
Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 7 — Diametro das lesdes gastricas tipo Ill, induzidas por etanol absoluto, apés
administracéo p.o. da suspensédo de BS em diferentes doses (100, 200 e 300 mg/kg),
medicamento de referéncia (sucralfato 500 mg/kg) e controle negativo (Tween 80 a 5%) e
posterior administracédo de etanol absoluto. As doses sdo expressas em mg/kg. ND — né&o
detectado.

4.2 Estudo toxicolégico subcrénico

4.2.1 Sinais observados

Durante o experimento, ndo houve morte de nenhum animal ou sinais de alteragdes
comportamentais. Nao foram observadas anormalidades nas fezes dos animais. No
entanto, duas fémeas que receberam a dose de 300 mg/kg de BS apresentaram
alteracdes no pélo (63° dia) e na pata dianteira (Figura 8). Os outros animais que
receberam a dose de 300 mg/kg de BS néo apresentaram nenhuma anormalidade.
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Figura 8 — Foto de ratas Wistar fémeas tratadas com (a) controle (b) BS 300 mg/kg. A seta

aponta a deformacédo 6ssea encontrada na pata dianteira da fémea tratada.

4.2.2 Avaliacdo da massa corporal e do consumo de agua e de racao

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no consumo de agua e de racéo
dos animais (figuras 09 e 10), entretanto, a massa dos animais que receberam a
dose de 300 mg/kg de BS, independentemente do sexo, foi estatisticamente menor

em relacdo ao grupo controle (Figura 11) .
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Legenda:
==t==Machos Controle
=== Machos BS 100 mg/kg
==g==Machos BS 200 mg/kg
==pe== Machos BS 300 mg/kg
=== Machos satélite controle
==0==Machos satélite BS 300 mg/kg
=== 8meas Controle
e F&meas BS 100 mg/kg
e F8meas BS 200 mg/kg
=== [&meas BS 300 mg/kg
==m==F&meas satélite controle
=== Fgmeas satélite BS 300 mg/kg

Figura 9 — Avaliag&o do consumo de agua por ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para os
grupos satélites) no teste de toxicidade subcrdnica. Os grupos teste receberam a dose de 100,
200 e 300 mg/kg e o grupo controle recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%). Cada

ponto representa a média de 10 animais (5 animais para 0s grupos satélites). Semanas 1 e 2
foram de climatizagdo. Teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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Legenda:

=== Machos Controle

=== Machos BS 100 mg/kg
=== Machos BS 200 mg/kg
==pe== achos BS 300 mg/kg
=== Machos satélite controle
==0==Machos satélite BS 300 mg/kg
=== Fgmeas Controle

= Fgmeas BS 100 mg/kg
=== Fgmeas BS 200 mg/kg
=0=FEmeas BS 300 mg/kg
=== Fgmeas satélite controle

=== F&meas satélite BS 300 mg/kg

Figura 10 — Avaliagdo do consumo de ragdo por ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para
0S grupos satélites) no teste de toxicidade subcrdnica. Os grupos teste receberam a dose de
100, 200 e 300 mg/kg e o grupo controle recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%).
Cada ponto representa a média de 10 animais (5 animais para 0s grupos satélites). Semanas 1
e 2 foram de climatizac&o. Teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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450 - Legenda:
=== \achos Controle
400 - == Machos BS 100 mg/kg
==dr==Machos BS 200 mg/kg
350 - === Machos BS 300 mg/kg
C) ==¥==Machos satélite controle
=
’g_ 300 ~ ==@==Machos satélite BS 300 mg/kg
3] === F&meas Controle
& 250 - R
a e F&meas BS 100 mg/kg
=
Fémeas BS 200 mg/kg
200 - A
=== F&meas BS 300 mg/kg
=== F&meas satélite controle
150 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

Fémeas satélite BS 300 mg/kg
1 2 3 456 7 8 9 1011121314 151617 18 19

Semanas

Figura 11 — Avaliagcdo da massa corporal de ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para 0s
grupos satélites) no teste de toxicidade subcrdnica. Os grupos teste receberam a dose de 100,
200 ou 300 mg/kg e o grupo controle recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%).
Cada ponto representa a média de 10 animais (5 animais para 0s grupos satélites). Semanas 1
e 2 foram de climatizac&o. Teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).

4.2.3 Avaliacdo histopatolégica

Ndo houve alteragcdo macroscopica bem como ndo foram encontradas alteracdes
histopatolégicas nos seguintes 0Orgaos: coracdo, pulmdes, estdmago, intestino
delgado, bago, pancreas, supra-renais, rins, cérebro, Utero e ovarios ou testiculo e

epididimos.

Entretanto, foram observadas alteracfes histopatolégicas no figado de todos os
animais que receberam BS (figuras 13, 14 e 15) quando comparadas com o figado
dos ratos que receberam o controle (Figura 12). Essas alteragcbes foram
encontradas independentemente da dose e essa nédo foi reversivel 30 dias apos a

interrupcdo da administracdo (Figura 16).

Foram observados hepatdcitos com ndcleo picnoético, ou seja, houve retracdo e
adensamento do nucleo, com perda da individualidade dos granulos de cromatina.
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Além disso, houve eosinofilia do citoplasma, ou seja, ocorreu leve perda da basofilia
gue lhe é caracteristica devido ao aumento da afinidade pelo corante eosina. Essas

transformacdes nucleares e citoplasmaticas sédo alteracbes caracteristicas de uma
necrose de coagulacéao.

Figura 12 - Fotomicrografia de figado de ratos Wistar tratados com veiculo (Tween 80 a
0,13% e DMSO a 0,1%). Aumento de 40X, coloracédo HE.

Figura 13 - Fotomicrografia de figado de ratos Wistar tratados com a dose de 100 mg/kg de
BS. Aumento de 40X, coloracdo HE. As setas pretas apontam para os hepatécitos com nucleo
picndtico e citoplasma acidofilo.
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Figura 14 - Fotomicrografia de figado de ratos Wistar tratados com a dose de 200 mg/kg de
BS. Aumento de 40X, coloracdo HE. As setas pretas apontam para os hepatécitos com nuacleo
picndtico e citoplasma acidofilo.

Figura 15 - Fotomicrografia de figado de ratos Wistar tratados com a dose de 300 mg/kg de
BS. Aumento de 40X, coloracdo HE. As setas pretas apontam para os hepatécitos com nuacleo
picndtico e citoplasma acidofilo.



49

Figura 16 - Fotomicrografia de figado de ratos Wistar tratados com a dose de satélite de 300
mg/kg de BS. Aumento de 40X, coloracdo HE. As setas pretas apontam para os hepatécitos
com nucleo picnético e citoplasma acidofilo.

4.2.4 Avaliacao da massa dos 6rgaos

Como pode ser observado na Tabela 5, apés a administracdo de BS houve um
efeito na massa dos 6rgados com alteracdes estatisticamente significativas (p<0,05)
nos seguintes orgados: figado, baco e rins e supra renal.

Como pode ser observado na Tabela 5, houve aumento da massa do figado (Figura
17) e do rim e da supra-renal (Figura 18) para os machos e fémeas nos quais as
doses de 200 ou 300 mg/kg de BS foram administradas. Para o baco (Figura 19),
houve diminuigdo de sua massa nos machos e fémeas nas doses de 200 ou 300
mg/kg.

A avaliacdo dos grupos satélites mostrou que esses efeitos foram reversiveis para o

figado e baco, porém, irreversiveis para o rim.
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TABELA 5 - Efeitos na massa dos 6rgdos (em gramas de 6rgéo por quilograma de animal) apés a administracdo per os de BS durante 90 dias
em ratos Wistar.

~ ~ Rim e . - Aparelho Cérebro e " -
Grupos Sexo Coracao Pulméo Supra-Renal Baco Figado Reprodutor  Cerebelo*** Estdmago
Controle Macho 3,38+0,41° 4,79+0,42° 7,78+0,85" 2,77 + 0,39" 25,54 +1,92° 1427+ 158 457+0,37" 5,08 +0,64
Fémea 3,85+0,33* 6,85+0,81* 8,63+0,52" 3,62 +0,59* 27,95 + 2,20% 3,66 +1,02 7,80+0,45* 5,96 + 0,68
100mghkg  Macho 364z 0,31° 554+0,79° 7,97+1,12"°  284+026™ 29,78 +2,92®®  1495+1,73 504+0,65"°  580+0,57
Fémea 3,61+0,20° 6,73+0,63* 8,74+081™° 338+041*» 31,38+326° 292+051 7,61+031* 549+0,72
200mglkg ~ Macho 3,34+ 0,33° 4,68+0,46° 878+067° 248+054®  34,08+4,82" 1427+128 508+0,28"°°  526+0,80
Fémea 3,78+0,52* 6,70+0,97° 9,18+0,77°¢ 274+0,43*® 36,32 +2,46™ 2,77+0,71 7,47 +0,95*  549+0,96
300mgkg ~ Macho 344+ 0,27° 5,11+0,59° 898+054° 211+031" 31,60+1,76™° 14,72+2,39 532+0,27"  4,93+0,48
Fémea 3,69 +0,40° 6,25+0,68% 9,05+0,55°° 2,90+ 0,51%° 37,91 + 3,37** 2,71+0,71 7,02+ 130" 4,99 +1,24
Satélite Macho  3,61+0,56 4,92 +0,34 7,78 + 0,46 2,98 + 0,44 27,09 + 2,33 15,42 + 1,06 4,81 + 0,48 5,22 + 0,66
Controle
Fémea 3,53+0,19 6,09 + 0,64 8,40 + 0,60 3,44 +0,38 27,53+ 1,20 407+155 6,66 +0,35 5,83+ 0,54
Satélite Macho  3,80+0,11 5,56 +0,66 8,68 + 0,16° 2,11+0,51 29,14 + 1,69 13,60 +0,86 4,94 + 0,34 4,91 + 0,39
300 mg/kg 7
Fémea 4,01+0,19 6,28 +0,66 9,21 + 0,92° 3,21 + 0,97 29,59 + 1,68 3,12+092 7,89 +0,65 5,65 + 0,63

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padréo, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste
de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparagéo entre doses do mesmo sexo. Letras mindsculas — comparagdo entre sexos na
mesma dose. §significativamente diferente do grupo satélite controle. *** variavel com interagéo sexo x dose.
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Figura 17 — Massa do figado (em gramas de 6rgéo por kg de animal) apés administrag&o p.o.
em ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para os grupos satélites) no teste de toxicidade
subcrbnica. O grupo teste recebeu a dose de 100, 200 ou 300 mg/kg de BS e o grupo controle
recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%). Cada grupo é constituido da média de 10
animais (5 animais para os grupos satélites). *significativamente diferente do grupo controle —
teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).
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o B Satélite 300 mgdkg - Fémeas

Figura 18 —Massa do rim e supra renal (em gramas de 6rgéo por kg de animal) ap6s
administracdo p.o. em ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para os grupos satélites) no teste
de toxicidade subcrbnica. Os grupos teste receberam a dose de 100, 200 ou 300 mg/kg e o
grupo controle recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%). Cada grupo é constituido
da média de 10 animais (5 animais para os grupos satélites). *significativamente diferente do
grupo controle Ssignificativamente diferente do grupo satélite controle — teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 19 — Massa do bago (em gramas de 6rgéo por kg de animal) apés administragéo p.o.
em ratos Wistar durante 90 dias (120 dias para os grupos satélites) no teste de toxicidade
subcrbnica. Os grupos teste receberam a dose de 100, 200 ou 300 mg/kg e o grupo controle
recebeu o veiculo (tween 80 a 0,13% e DMSO a 0,1%). Cada grupo € constituido da média de 10
animais (5 animais para os grupos satélites). *significativamente diferente do grupo controle —
teste Student-Newman-Keuls (p<0,05).

4.2.5 Avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos

Como pode ser observado na Tabela 6, houve alteragdo estatisticamente
significativa (p<0,05) para o hematocrito de machos nos quais foi administrada a
dose de BS de 100 ou 200 mg/kg e para as fémeas essa alteracdo ocorreu nas
doses de 200 ou 300 mg/kg. Na avaliacédo do grupo satélite de 300 mg/kg constatou-

se que essa alteracao nao foi reversivel.

A Tabela 7 demonstra que houve alteracao estatisticamente significativa no RDW,
MCHC e MCV de machos e fémeas que receberam as doses de 200 ou 300 mg/kg
de BS. Na avaliagdo do grupo satélite constatou-se que todas essas alteragcfes

foram reversiveis.
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TABELA 6 - Efeitos nos parametros hematolégicos (série vermelha) ap6s a administracdo per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

Hemécias Hemoglobina Hematdcrito*** Plaquetas
Grupos Sexo
P (10%mm?) g/dL (%) (10%mm?)
Controle Macho 10,35 + 0,39 16,27 +0,67° 50,76 + 3,51 1050,67 + 346,91
Fémeat 8,11 + 0,99" 14,91 +1,38° 42,29 + 2,81%° 794,71 + 208,85
100 mglkg Macho 10,12 + 0,66° 15,97 + 0,90% 44,45 + 2,83%° 1133,70 + 265,16
Fémea 9,18 + 0,63° 15,64 + 0,72° 41,10 + 2,39%° 1089,75 + 247,14
200 ma/kg Macho 10,02 + 1,70° 16,68 + 1,42° 48,80 + 1,99™ 1069,38 + 265,08
Fémeat 8,58 + 1,112 15,50 + 0,76" 47,20 + 4,65 1029,10 + 188,36
300 mg/kg Macho 10,35 + 0,57° 16,72 + 0,842 45,50 + 3,01°° 932,40 + 154,61
Fémea 8,67 + 0,70% 14,81 + 1,04° 49,10 + 2,88** 977,80 + 207,35
Satélite Controle Macho 10,38 + 0,94 16,42 + 0,70 48,32 + 1,90 858,20 + 131,89
Fémea 9,73 + 0,43 16,48 + 0,28 47,58 + 2,27 988,00 + 114,43
Satélite 300 mg/kg Macho 10,92 + 0,33 17,06 + 0,44 45,60 + 1,30° 960,80 + 94,68
Fémea 9,43 + 0,32 15,76 + 0,57 43,80 +2,17° 1070,40 + 394,83

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). T n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras minUsculas —
comparacao entre sexos na mesma dose. §significativamente diferente do grupo satélite controle. *** variavel com interagéo sexo x dose.



TABELA 7 - Efeitos nos parametros hematologicos apés a administragéo per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

GruDos Sexo ISLIJ%%?:IHC:)Z Linfécitos Linfécitos Monécitos  Monécitos  Granulécitos** Granulécitos**
P (x10°%/mm) (x10%/mm) (%) (x10%/mm) (%) (x10°/mm) (%)
Controle Macho 9,83+2,12° 531+189 66,89+937° 029+0,18 3,78+ 2,05 2,23 + 0,64 29,33 + 8,31

Fémeat 7,61+1,46° 442+143 6957+7,35 029+0,10 5,57 +2,57 1,35 + 0,36 24,86 + 6,44
100 mglkg Macho 9,75+3,01° 6,13+2,04 6290+7,39° 040+0,25 4,20+215 2,21+1,23 32,90 + 6,24
Fémea 719+183° 486+160 6675+4,83 037+0,10 5,25+1,58 1,96 + 0,33 28,00 + 4,84
200 mg/kg Macho 9,95+1,61° 620+1,95 67,40+8,09° 043+0,27 4,40+272 2,83+ 0,97 28,20 + 7,24
Fémeat 790+1,96° 566+163 71,80+8,05" 0,35+0,20 4,30+2,26 1,90 + 0,76 24,50 + 8,64
300 mg/kg Macho 9,31+2,09° 604+188 6400+702° 045+0,22 4,80+2,30 2,83 +0,55 31,20 + 6,96
Fémea  10,04+270° 6,47+235 69,60+570° 0,32+0,21 3,20+2,04 2,89 + 0,65 27,90 + 4,84
Satélite Macho 8,84+216 4,63+200 5440+10,69° 042+024 4,80+217 2,25 + 0,57 32,60 + 6,40
Controle
Fémea 770+051 421+0,36 7420+6,53* 0,24+0,19 4,00+292 1,95 + 0,39 22,00 + 5,96
Satélite Macho 969+203 655+1,87 6680+835 0,40+0,30 3,80+2,28 2,75 + 0,67 29,40 + 9,56
300 mg/kg
Fémea 782+206 521+114 6840+483 0,23+0,11 3,00+1,41 2,26 + 0,88 29,00 + 5,43

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). T+ n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras mindsculas —
comparacao entre sexos na mesma dose. ** varidvel com distribuicdo ndo normal avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).



TABELA 8 - Efeitos nos parametros hematol6gicos ap6s a administracdo per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

Grupos Sexo MCV MCH MCHC RDW
Controle  Macho 48,63 + 4,08"" 15,66 + 0,35" 32,47 +2,31° 14,56 + 0,29%°
Fémeat 50,54 + 3,45*" 17,36 + 0,86% 34,49 +0,83° 14,34 + 0,66
100 Macho 47,20 + 1,14 15,74 + 0,50° 33,23 +1,22° 14,26 + 0,39%°
mg/kg
Fémea 49,63 + 0,92** 16,80 + 0,432 33,84 +0,73° 13,39 + 0,44
200 Macho 44,30 + 1,25 15,83 + 0,58° 35,99 + 0,74* 16,04 + 0,82*"
mg/kg
Fémeat 47,40 + 1,78%° 18,26 + 1,93% 37,63 + 0,90" 15,44 + 0,37™
300 Macho 4520 + 1,87°° 16,06 + 0,48° 36,17 + 0,65 15,68 + 0,59
mg/kg
Fémea 47,60 + 1,07*° 17,09 + 0,412 36,02 + 1,07* 15,81 + 0,47™
Satélite  Macho 45,00 + 1,22 15,94 + 0,89 35,42 + 1,31 15,18 + 0,81
Controle
Fémea 49,80 + 2,17 16,98 + 0,53 33,76 + 0,88 14,28 + 0,34
Satélite  Macho 45,40 + 2,30 15,52 + 0,29 35,28 + 0,54 15,74 + 0,95
300
mg/kg Fémea 47,80 + 1,30 16,70 + 0,46 35,08 + 0,54 14,28 + 0,34

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). T n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras mindsculas —
comparacao entre sexos na mesma dose. MCV — volume corpuscular médio. MCH — hemoglobina corpuscular média. MCHC — concentragao de
hemoglobina corpuscular média. RDW — indice de distribuicdo de normalidade.
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4.2.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Como pode ser observado nas tabelas 9, 10 e 11, houve alteracdes
estatisticamente  significativas (p<0,05) nos seguintes parametros
bioquimicos: ALT, AST, GGT, FAL, bilirrubina direta e total, fosforo, glicose,

uréia, creatinina, triglicérides e colesterol.

Houve aumento nas concentracfes plasmaticas de ALT, AST, GGT, glicose,
uréia, colesterol e fésforo para todos o0s animais nos quais foram
administrados qualquer uma das doses de BS (100, 200 ou 300 mg/kg).
Também houve aumento na FAL de todos os machos que utilizaram BS, mas,
com relacdo as fémeas, esse aumento foi apenas entre aquelas que

receberam as doses de 200 ou 300 mg/kg.

Para a creatinina, houve diminuicdo estatisticamente significativa nos animais
gue utilizaram a dose de 300 mg/kg. Para a bilirrubina total, houve aumento
tanto nos machos quanto nas fémeas nos quais foram administradas as
doses de 200 ou 300 mg/kg. J& para a bilirrubina direta, esse mesmo
fendbmeno foi observado para as fémeas das doses de 200 ou 300 mg/kg,
mas somente nos machos que consumiram a maior dose. Houve aumento
plasmatico dos triglicérides para os machos nos quais foram administrados as
doses de 100 ou 200 mg/kg.

A avaliacdo dos grupos satélites mostrou que esses efeitos foram reversiveis
para 0s seguintes parametros: FAL, bilirrubina direta, fésforo, glicose e
creatinina. Enquanto que para ALT, AST, GGT, bilirrubina total, uréia,

triglicérides e colesterol, essas alteragces foram irreversiveis.
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TABELA 9 - Efeitos nos parametros bioquimicos apds a administracdo per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

Grupos Sexo ALT AST*** GGT FAL*** CK Amilase
P (UIL) (U/L) (UIL) (UIL) (U/L) (U/L)
Controle Macho 49,89 + 8,70° 45,30 + 5,01*° 6,22 + 3,38° 93,00 + 23,63 211,33+96,67 698,11 + 60,99°
Fémeat  57,63+12,43° 45,60 + 4,52 4,11 + 3,40° 129,38 + 53,84°° 294,43 + 155,04 547,88 + 64,68°
100 mg/kg Macho 62,30 + 10,82" 60,02 + 6,82 17,56 + 16,54" 199,22 +54,78°° 234,80 + 119,95 847,30 + 168,50%
Fémea 79,80 +30,04*  54,30+5,81" 12,03+10,11" 130,90 +49,73°° 188,90 + 79,87 651,11 + 108,02"
200 mg/kg Macho 81,00 + 14,37" 50,11 +4,91"™ 27,45+18,58" 225,60 +97,76*® 154,10+ 7562 832,50 + 79,422
Fémeat 80,75+ 12,09 54,13 +2,30* 19,27 + 14,52" 204,10 + 88,86 226,70 + 141,62 624,20 + 73,63"
300 mg/kg Macho 94,75 + 4,50* 51,20 +2,62*°® 22,55 +16,59" 232,20 + 62,31 218,10+ 78,56 782,90 + 273,28
Fémea 87,75+ 9,22* 50,60 + 4,84*°® 16,85 +18,34" 249,00 + 65,24** 272,30 + 148,10 522,40 + 107,98°
Satélite Macho 66,30 + 19,35 41,75 + 10,87 8,15 + 2,80 110,80 + 23,51 255,80 + 122,77 764,80 + 73,50
Controle
Fémea 65,90 + 10,37 44,60 + 4,93 3,94 + 2,18 108,00 + 33,77 233,25+55,78 565,00 + 31,04
Satélite Macho 79,10 + 44,66° 49,80 +2,17° 20,70 + 9,27° 124,00 + 29,45 281,00 + 38,74 662,75 + 74,09
300 mg/kg ‘ ‘ _
Fémea 71,20 + 21,22° 49,25 + 2 50° 23,55 + 4,63° 113,00 + 44,74 298,20 + 89,06 583,20 + 106,84

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). T n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras minUsculas —
comparacado entre sexos na mesma dose. §significativamente diferente do grupo satélite controle. *** variavel com interacdo sexo x dose. ALT —
alanina aminotransferase, AST — aspartato aminotransferase, FAL — fosfatase alcalina, GGT — gama glutamiltransferase, CK — creatinina quinase. U —

unidade internacional.
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TABELA 10 - Efeito nos parametros bioquimicos apés a administracéo per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

Grupos Sexo Glicose Uréia Creatinina Proteinas Totais Albumina Triglicérides Colesterol
P (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Controle Macho 212,78 + 69,95° 27,11 +451 0,71 +0,13"" 6,78 + 0,28"° 2,86 + 0,16 86,44 + 35,06®> 105,11 + 24,84°
Fémeat 174,88 +21,40° 27,00+3,51° 0,51 +0,22* 7,48 +0,27° 3,26 + 0,16 93,63 + 34,93 95,00 + 30,15
100 mg/kg Macho 289,60 +98,71"  34,80+565° 0,79 +0,13™ 7,20 + 0,26" 2,83+0,21 150,60 +47,11*" 126,10 + 12,28°
Fémea 252,00 +117,42" 30,70+3,86° 0,52 + 0,19 8,17 + 0,59° 3,19 + 0,25 83,30 + 54,22 112,00 + 14,49°
200 mgkg ~ Macho  31550+78,13 * 3590+19,81° 0,74+0,19" 8,48 +1,51° 2,42+0,25 152,60 + 39,84"" 146,90 + 29,24"
Fémeat  322,80+73,21" 39,80+3,46° 0,58+0,36™ 8,18 + 0,77% 3,01 + 0,59 87,90 + 15,77*° 131,40 + 23,65
300mghkg ~ Macho 268,20 +7576 " 71,90+2357" 0,46 +0,15™ 7,86 +0,40° 3,28+0,29 97,10 +60,14*° 128,10 + 28,05"*
Fémea 276,10 + 88,70" 58,20 + 18,37" 0,44 + 0,16*® 8,54 + 0,94% 3,53 + 0,44 98,10 + 61,70™° 139,90 + 30,92"°
Satélite Macho 241,20 + 77,98 35,75 + 5,06 0,72 + 0,08 7,62 + 0,33 2,02 + 0,67 89,20 + 15,13 115,40 + 21,17
Controle
Fémea 184,00 + 70,53 38,20 + 7,56 0,43 + 0,22 8,10 + 0,20 3,85+ 1,57 92,75 + 12,47 111,25 + 14,82
Satélite Macho 343,75+ 92,34 53,60 + 3,95° 0,73+0,10 8,38 + 0,69 3,08 + 0,10 98,50 + 23,56° 132,25 + 14,84°
300 mg/kg , , ,
Fémea 205,20 + 47,53 43,25 + 6,95° 0,50 + 0,10 9,78 + 0,41 3,62 +0,18 96,40 + 23,73° 138,00 + 10,07°

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). T n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras minUsculas —

comparacao entre sexos na mesma dose. §significativamente diferente do grupo satélite controle.



TABELA 11 - Efeito nos parametros bioquimicos ap6s a administrac&o per os de BS durante 90 dias em ratos Wistar.

Grupos Sexo B'lgirrlé?a'lna B'“.thjslma Acido Urico Calcio Cloreto Fosforo
(ma/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) mEq/L (mg/dL)
Controle Macho 0,09 + 0,08* 0,39+0,22° 091+054 952+1,12° 100,67 +2,29 8,39 +1,01°
Fémeat 0,07 + 0,05°® 0,31+0,13° 1,21+0,39 9,08 +1,80° 99,60+10,36 7,88 +1,54°
100 mglkg Macho 0,07 + 0,06%® 0,36 +0,17° 1,09+0,47 881+0,46° 11050+3,41  9,33+0,81"
Fémea 0,08 + 0,04 0,35+0,06° 1,28+154 960+0,95 101,30+9,60 9,80 +2,84"
200 mgkg Macho 0,11 +0,04*®  0,54+0,14" 1,44+2,78 861+2,43" 110,20+3,61 11,22 +2,06"
Fémeat 0,13 + 0,04** 0,43+0,16* 125+1,15 9,00+ 1,31* 109,67 + 9,07 9,23 + 2,26"
300 mg/kg Macho 0,19 + 0,03** 0,48 +0,11" 096+0,25 954+1,63° 112,90+4,72 10,24+ 1,02"
Fémea 0,18 + 0,07** 0,54 +0,09° 1,04+0,35 8,71+0,80° 109,30 + 4,03 9,99 +1,01%
Satélite Macho 0,10 + 0,04 0,38+0,12 1,30+0,84 8,62+0,36 106,60 + 3,36 8,48 + 0,88
Controle
Fémea 0,07 + 0,04 0,32+0,22 0,70+0,47 9,05+0,24 101,25+ 2,87 7,65+ 1,44
Satélite Macho 0,06 + 0,03 0,41 +0,04° 1,80+0,61 855+044 112,75+4,72 8,95 + 0,13
300 mg/kg
Fémea 0,06 + 0,02 0,50 +0,10° 1,28+0,13 952+0,95 118,20 + 3,35 8,56 + 1,24

Nota: Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, n=10/grupo (n=5/grupo para os satélites). + n=9/grupo. Médias seguidas de letras distintas
diferem pelo teste de Student-Newman Keuls (p<0,05). Letras mailsculas — comparacdo entre doses do mesmo sexo. Letras mindsculas —

comparacao entre sexos na mesma dose. §significativamente diferente do grupo satélite controle.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo foi observado o efeito protetor de BS sobre a mucosa gastrica em
todas as doses usadas (100, 200 e 300 mg/kg) em lesdes de intensidade moderada
a maior (lesdes tipo Il e lll). Houve, também, manutencéo do pH e volume gastrico
em todos os grupos. Com relacéo as lesdes do tipo |, apenas o grupo que recebeu a
dose de BS de 200 mg/kg apresentou valor significativamente maior que o0 grupo

que utilizou o controle negativo.

A etiologia das ulceras gastricas induzidas por etanol pelos fatores de agresséao foi
citada na Tabela 3 e, dentre esses fatores, é importante ressaltar o aumento da
geracao de radicais livres e a diminuicao de producéo de glutationa (GSH) enddégena
(GLAVIN, SZABO, 1992; LA CASA et al., 2000; MacMATH, 1990).

A geracao de radicais livres e a deplecdo de GSH séo causas importantes no dano a
mucosa gastrica apés a administracdo de etanol absoluto. Portanto a estabilizacéo
ou prevencdo da formacéo desses radicais livres pode ser alvo potencial para a
protecdo ou mesmo para acelerar o reparo do dano causado ao epitélio do
estdmago (REPPETTO, LLESUY, 2002).

A estrutura quimica da molécula de BS (Figura 1) possui um grupo aril altamente
conjugado com seu grupo substituinte e, portanto, essa substancia se assemelha
com antioxidantes de baixo peso molecular encontrados na literatura tais como &cido
ascorbico, a-tocoferol, prolina e betaina (FOYER, NOCTOR, 2009; SHAO et al.,
2008). Portanto, um possivel mecanismo de acdo protetora de BS na mucosa

gastrica de ratos poderia ser devido a captacdo de radicais livres.

Além disso, a acdo direta do etanol na mucosa gastrica perturba os mastocitos

localizados na lamina basal, e esses respondem ao estimulo liberando histamina



61

(OATES, HAKKINEN, 1988). Esse mediador inflamatorio também regula a producéo
acida por meio do receptor H, (HOOGERWERF, PASRICHA, 2001).

Em ratos, a mucosa gastrica produz a histamina através de um processo de
descarboxilacdo intracelular da histidina por uma enzima substrato-especifica: a
histidina descarboxilase (SCHAYER, 1957). Estudos in vivo e in vitro estabeleceram
gue a piridoxima € uma coenzima necessaria para essa reacdo (ONO, HAGEN,
1959) e que a semicarbazida é capaz de inibir a atividade da histidina
descarboxilase em rins de porcos da india (WERLE, HEITZER, 1938).

Foi demonstrado que a quantidade enddgena de histamina na mucosa géstrica de
um rato é reduzida significativamente quando o animal é mantido em uma dieta
deficiente de piridoxima por duas semanas. Uma reducdo ainda maior é obtida
guando a semicarbazina € administrada simultaneamente em dose diaria de 100
mg/kg (KAHLSON et al., 1963).

Nosso grupo de pesquisa recentemente verificou que a BS, em meio acido, degrada
em seus substratos prévios: semicarbazida e benzaldeido (dados ainda néo

publicados). A reacdo de degradacao encontra-se na Figura 20.

T ,r“"NH NH; + NH NH,
B \“/ H . + HEN/ \H/
O O

Benzaldeido semicarbazona Benzaldeido Semicarbazida

Figura 20 — Benzaldeido semicarbazona e seus metabolitos de degradag&o.

Dessa forma, sugere-se que BS esteja degradando no suco gastrico e que a

liberacdo de semicarbazida proveniente dessa reacdo esteja inibindo a histidina
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descarboxilase. Assim, a liberagcdo de histamina enddgena € diminuida e,

consequentemente, ocorre o efeito gastroprotetor na mucosa dos animais.

Como néao foi possivel determinar se somente um ou mesmo a conjuncéo dos dois
mecanismos anteriormente citados foram responsaveis pelo efeito observado, é

recomendado que estudos adicionais sejam realizados.

Os estudos pré-clinicos tém por objetivo a caracterizacdo dos efeitos toxicos
considerando 6rgado alvo, dose dependéncia, tempo de exposicdo, reversibilidade
dos efeitos e tempo em que os sinais de toxicidade aparecem ou desaparecem
(EATON, KLASSEN, 1996). Essas informacdes sdo importantes para a estimativa da
dose segura inicial para os ensaios clinicos e identificacdo de parametros para a
monitorizacao clinica dos efeitos adversos potenciais (FDA, 2010).

Na avaliacdo do consumo de agua e racdo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. Esse parametro é importante, pois, indica que
nenhuma das alteracbes que os animais sofreram foi causada por desnutricdo e/ou

por desidratacao (CAMPBELL et al., 2009; RAO, 2002).

Na avaliacdo hematologica, ndo foi verificada alteragdo com significado clinico.
Esses resultados sao de grande relevancia pois os sinais de toxicidade encontrados
em roedores apresentam alto valor preditivo (cerca de 91%) quando comparados

com os sinais de toxicidade encontrados para humanos (OLSON et al., 2000).

Na andlise de todas as alteracdes encontradas no presente estudo, demonstrou-se
que, durante o periodo de 90 dias de exposi¢cdo a diferentes doses de BS, os tecidos
mais afetados sdo o hepatico e o dsseo.
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Substéncias de naturezas quimicas distintas atuam sobre o0s hepatdcitos,
inicialmente, por vias diversas. Ndo obstante, os eventos bioquimicos seguem um
caminho comum. A maioria dos farmacos que causa hepatotoxicidade parece
provocar alteracbes das membranas celulares e do reticulo endoplasmatico
causando, com isso, modificacbes da permeabilidade da membrana plasmatica,
inibicdo da sintese protéica, bloqueio do transporte dos lipideos e diminuicdo da
producéo de energia, levando, finalmente, a necrose (GREER et al., 2009).

E amplamente conhecido que um efeito adverso freqiientemente induzido pelos
anticonvulsivantes é a hepatotoxicidade, como pode ser observado na Tabela 2. BS,
assim como outros anticonvulsivantes, também induziu hepatotoxicidade em ratos
Wistar (BJORNSSON, 2008; MURRAY, HADZIC, 2008). Esse efeito adverso pode
ser visto por meio dos parametros bioquimicos alterados: ALT, AST, GGT e glicose
nos animais tratados com todas as doses e; FAL, bilirrubina direta e total nos

animais tratados com as doses de 200 ou 300 mg/kg.

Também pode ser observada a hepatotoxicidade por meio do aumento da massa do
figado nos animais que foram tratados com as doses de 200 ou 300 mg/kg, bem
como por meio da andlise histopatolégica na qual foram encontrados hepatdcitos
com o aspecto de corpos aciddfilos geralmente isolados e esparsos irregularmente
nos lIébulos de animais tratados com todas as doses. No presente estudo, verificou-
se maior freqliéncia desses hepatdcitos alterados perto dos capilares sinusoides.
Esta € uma alteracdo freqientemente induzida por varias substancias hepatotoxicas
(ROBBINS et al., 1998).

Existem poucos farmacos que causam hepatotoxicidade de forma previsivel e dose-
dependente, como é o caso do paracetamol. A maioria dos casos de lesédo é
idiossincratica e o risco € aumentado quanto maior a dose e a duragdo do
tratamento (BJORNSSON, 2008). Apesar do aumento da concentragdo de algumas
enzimas plasmaticas terem sido dose dependente, aparentemente, BS também né&o

causa hepatotoxicidade por meio de um mecanismo de acao dose-dependente, pois,
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durante o exame histopatolégico, foram encontrados hepatécitos alterados com igual
frequéncia para todas as doses.

As enzimas que sdo rotineiramente utilizadas no diagnostico de lesdo hepética que
sdo AST, ALT, GGT e FAL. ALT e GGT estao presentes em varios tecidos (figado,
rins, pancreas), porém, as atividades plasmaticas refletem, primariamente, a leséao
hepatica. AST é encontrada no figado, nos musculos cardiaco e esquelético e, em
propor¢do limitada, nos eritrocitos. A FAL € principalmente encontrada em 0ssos e
figado. Assim, com base na distribuigéo tecidual, a ALT e a GGT sao consideradas

marcadores especificos da funcdo hepatica (DUFOUR, 2008).

A Figura 21 demonstra a localizacao celular das enzimas hepaticas e, por meio dela,
€ possivel observar que AST esta localizada no citoplasma e na mitocondria do
hepatdcito enquanto que ALT s esta presente no citoplasma. A alteracdo nas
membranas do hepatdcito causa a liberacdo dessas enzimas no plasma, tornando-
as aumentadas. As enzimas FAL e GGT séo consideradas indicadores laboratoriais
da ocorréncia de colestase porque a sua localizacdo no hepatécito denota que o
farmaco foi capaz de obstruir o fluxo de bile (RAMAIAH, 2007).

Hepatdcito

sangue ALT

{:}= mernbrana canalicular

(@) = epitélio do ducto bilar

ME - mitocdndria do hepatécito

Figura 21 - Localizag&o das enzimas hepaticas.

Fonte: RAMAIAH, 2007
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As vezes, sdo encontrados aumentadas as enzimas hepaticas ALT e AST em
pacientes portadores de hepatopatias colestaticas (CASTRO E SILVA JR. et al.,
1997; LUCENA et al., 2009). Ndo obstante, a bile € uma via importante no
mecanismo de excrecdo de colesterol o qual é convertido pelo figado em acidos
biliares que posteriormente s&o eliminados no intestino delgado. Por isso, o aumento
do colesterol no plasma é comumente encontrado em pacientes com colestase
(MARRA et al., 2008; TRAUNER et al., 2010).

A Dbilirrubina € um produto de degradacdo do grupo heme. E extraida e
biotransformada no figado e excretada na bile e urina (DUFOUR, 2008). A
determinacao de qual tipo de bilirrubina (bilirrubina direta ou indireta) esta alterada

indica o local associado a lesdo causada pelo agente exdgeno (RAMAIAH, 2007).

O aumento de todos esses parametros bioquimicos indica que BS é um farmaco que
causa colestase e essa esta associada a retencdo de bile dentro do sistema
excretor. Os farmacos constituem cerca de 15% dos casos de colestase descritos na
literatura (ZIMMERMAN, LEWIS, 1987). A carbamazepina e a amitriptilina séo
usados na neuralgia do trigémio e ambos causam colestase. O primeiro € um
anticonvulsivante, enquanto que o segundo € um antidepressivo triciclico. (LEWIS,
2004).

Vérios farmacos que causam colestase atuam inibindo a bomba exportadora de sais
de bilirrubina que é também denominada BSEP;ABCB11 (GREER et al., 2009).
Portanto, a investigacdo de uma possivel acdo de BS nesse carreador € um passo

importante a ser incluido nos préximos estudos envolvendo essa molécula.

Outra importante informacdo a ser considerada é proveniente um estudo de
farmacocinética de um analogo de BS, o 4-[4-fluorofenoxilbenzaldeido
semicarbazona, demonstrou que a circulacdo enteroepética € uma importante rota

de eliminacéo e reabsorcao dessa substancia (RAMU et al., 2000). Logo, BS poderia
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estar sendo transportada pela BSEP;ABCB11, e, dessa forma, haveria aumento da
concentracdo de sais biliares no hepatécito, provocando acdo téxica no mesmo com

consequente diminuicdo da excrecao de bile no intestino.

Devido a diminuicdo da excre¢do de bile, o prolongamento da colestase pode levar a
deficiéncia de acido biliar, causando ma absorcdo de lipideos e das vitaminas
solaveis A, D, E e K (CASTRO E SILVA JR. et al., 1997). Portanto, é sugerida que a
causa da diminuicdo do ganho de peso dos animais que receberam a maior dose de
BS possa ser pela diminui¢cdo da absor¢éo de lipideos.

Ja a deficiéncia da absorcdo de vitamina D pode explicar as deformidades Osseas
encontradas nos animais no presente estudo. E conhecido na literatura que a
diminuicdo da concentracdo plasmatica de vitamina D € uma das causas da
osteomalacia (VIETH, 1999). Essa patogenia é a deficiéncia da mineralizacdo da
matriz do osso cortical e trabecular com acumulo de tecido pouco mineralizado e um
dos indicadores bioquimicos mais usados para caracteriza-la € o aumento da FAL
(FINCH et al.,1992).

Diversas condi¢des resultam em osteomalacia como ingestédo alimentar inadequada
de vitamina D, exposicéo inadequada aos raios ultravioleta do sol, com consequente
formacdo inadequada de vitamina D enddgena, ma absor¢éo intestinal de vitamina
D, disturbios hereditarios no receptor da 1,25(0OH),D nos tecidos-alvo, acidose
cronica, defeitos tubulares renais que provocam hipofosfatemia ou acidose,
intoxicacdo por aluminio e administragéo crénica de anticonvulsivante (HARISSON,
1998).

A vitamina D exerce papel essencial no organismo e necessita passar por um
processo metabdlico complexo até a formacgdo do seu metabdlito ativo. E dificil
manter as doses diarias somente atraveés de alimentacéo e, por isso, a vitamina D,

além da obtencdo exdgena, tem também producédo endégena (GRUDTNER et al.,
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1997). A Figura 22 é uma demonstracdo esquematica do metabolismo, regulacdo e
transporte de vitamina D, bem como suas ac¢des fisiologicas. Através dessa mesma
figura é possivel observar que a vitamina D ativa atua em varios orgaos, sendo,
portanto, os locais onde a diminuicdo da concentracdo de 25(OH),D pode causar

efeitos prejudiciais.

Fonte Endégena Fonte Exdgena
Figado
Pele Intestino
Pro-vitamina-D £ Vitamina-D I
Luz solar 25(0H)ase T \f|tarrl|na—D
Vitamina-D . E -
sangue
Transcalciferina
+
—&
@
.\.l\c;.}-"‘--..
Paratiredide | | Rim Intestino Osso Pituitaria
II
i .
PTH v
— (paratohorménio) PRL
(prolactina)

Figura 22 - Esquema do metabolismo, regulagéo e transporte de vitamina D.

Fonte: DUFOUR, 2008; GRUDTNER et al., 1997 (adaptado)
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Como a vitamina D é hidroxilada no organismo para formar 25(OH),D, os pacientes
com hepatopatia parenquimatosa ou obstrutiva grave podem apresentar produgéo
reduzida desse metabdlito. Entretanto, os pacientes raramente exibem evidéncias
bioquimicas ou histolégicas de osteomalacia. Com efeito, a reducédo franca de
25(0OH),D requer, em geral, deficiéncia nutricional concomitante ou interrupcédo da
circulagdo enteroepética (DREZNER, 2000). Essa é provavelmente a causa das
alteracdes 6sseas macroscopicas visualizadas na Figura 9. E importante ressaltar
gue durante a observacdo dos animais, as fezes ndo estavam alteradas, dessa
forma, € possivel inferir que ndo houve interrupcéo total da liberacédo de bile, pois,
caso 0 mesmo ocorresse, haveria sido observada a presenga de fezes com

esteatose.

Uma vez que a ingestdo de anticonvulsivantes é de uso continuo, a investigagdo dos
marcadores de alteracdo do metabolismo 6sseo é muito importante para 0s
pacientes. Estudos indicam que 20 a 60% daqueles que utilizam anticonvulsivantes
podem desenvolver osteomalacia (KULAK et al., 2004). Apesar do elevado risco,
VALMADRID et al. (2001) concluiram que apenas 41% dos neurologistas investigam
rotineiramente os marcadores de metabolismo ésseo. Outro valor descoberto pela
referida pesquisa demonstra que apenas aproximadamente 10% dos neurologistas
prescrevem a vitamina D como tratamento profildtico para o tratamento da

osteomalacia induzida pelos anticonvulsivantes.

O mecanismo de acéo da osteomalacia causada pelos anticonvulsivantes usados na
farmacoterapia atual é ainda controverso (PACK, MORRELL, 2003). Alguns autores
atribuem esse efeito adverso a indugédo das enzimas hepéticas do citocromo P450 e,
consequentemente, ao aumento da depuracdo de vitamina D. No entanto, h&
farmacos como o acido valproico e valproato de sodio que inibem o citocromo P450.
Para esses anticonvulsivantes, os pesquisadores creditam esse efeito adverso a
acdo direta sobre o tecido 6sseo. Assim, esses farmacos aumentariam a atividade
osteoclastica, aumentando a reabsor¢do 6ssea e diminuindo a densidade mineral
0ssea (KULAK et al., 2004; PACK, MORRELL, 2003).
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Assim, ndo foi possivel determinar se somente um ou 0S trés mecanismos
mencionados (diminuicdo da liberacédo de bile, inducédo do citocromo P450 e acgao
direta sobre os osteoclastos) foi (foram) responsavel(eis) pelas alteracbes Osseas
observadas. Dessa forma, estudos complementares sdo necessarios para a

identificagdo do mecanismo de acéo do efeito observado.

Os efeitos adversos de farmacos podem também ser causados pelos produtos de
metabolizacdo (EATON, KLASSEN, 1996). Como citado anteriormente, BS degrada-
se em benzaldeido e semicarbazona na presenga do H* (Figura 20). Portanto, é
plausivel que os efeitos observados também possam ser causados pelos produtos
de degradacdo de BS. Em estudo recentemente publicado sobre a toxicidade
subcrénica da semicarbazida foram demonstrados aumento da FAL, ALT e fosforo
(TAKAHASHI et al., 2009), tendo o0s autores detectado as mesmas alteracdes

0sseas encontradas no presente trabalho.

Esse fato direciona as atengdes ao composto de inclusdo de BS em [-ciclodextrina.
Em teoria, a inclusdo desse composto protegeria contra a agdo do H* estomacal
acarretando dois efeitos: um é a diminuicdo da dose de BS necessaria para seu
efeito farmacoldgico e o outro é a reducdo dos efeitos adversos devido a diminuicao

da extensdo em que a substancia é degradada, pois, assim, haveria menor

guantidade de semicarbazida.

Além disso, determinar a extensdo na qual BS se degrada em semicarbazida apds a
administracdo de uma formulacdo gastroprotetora e/ou intravenosa também se torna
de grande importancia, pois a principal causa dos efeitos 0sseos observados foi

atribuida a formacéo desse metabdlito.

Outro fator também observado é o aumento da massa dos rins e da uréia

plasmética. Elevacbes da uréia e creatinina plasmaticas séo indicativas de dano
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renal (HOOGERWERF, PASRICHA, 2001). No presente estudo, foi observado o
aumento da uréia, no entanto, a creatinina encontrou-se diminuida. De acordo com
a literatura, essa substancia pode estar diminuida quando ha aumento acentuado da
concentracdo da bilirrubina sérica (WALLACH, 1999) o que significa, portanto, que

essa reducédo da creatinina ocorreu devido a um problema metodoldgico.

A andlise histopatolégica demonstrou que ndo houve dano renal. Além disso, a
concentracdo de albumina ndo se encontrou diminuida e, portanto, provavelmente,
nao houve dano glomerular. Esses fatores ndo excluem a presenca de um dano
renal em longo prazo, pois, como pode ser observado na Figura 23, a vitamina D
possui parte de seu metabolismo e auto-regulacdo nos rins. Porém, no periodo de

90 dias de administracdo de BS em ratos, nao foi observada presenca de leséo.

E importante ressaltar que a European Medicine Agency indica que para a
continuidade dos estudos pré-clinicos deve haver uma margem de seguranca da
dose farmacoldgica para a dose toxica da ordem de dez vezes (EMEA, 2009). No
presente estudo, a dose téxica de BS foi considerada como 300 mg/kg, portanto, a
dose farmacolégica deveria ser, no maximo, 30 mg/kg. A dose indicada desse
farmaco para tratamento da epilepsia € de 100 mg/kg, ou seja, apenas trés vezes
menor que a dose toxica. Dessa forma, BS nado seria adequada para o tratamento da

epilepsia e da neuralgia do trigémio.

No entanto, em protocolos realizados anteriormente no laboratorio de toxicologia
experimental da UFMG, BS nao apresentou toxicidade relevante no estudo de
toxicidade aguda, sendo classificada na categoria 5 do Globally Harmonized System
for the Classification and Labelling of Chemicals (RODRIGUES, 2006). Isso significa
gue esse farmaco apresenta baixo risco toxicologico agudo. Portanto, a continuidade
dos estudos para esse farmaco poderia ser indicada para tratamentos de afec¢bes

de curto prazo, como, por exemplo, antiinflamatorios.
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E, finalmente, é também fundamental ressaltar que esses estudos sdo inéditos,
sendo, portanto, um passo importante na comprovagdo da seguranca desse

candidato a novo farmaco.
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6 CONCLUSOES

Assim, com base nos resultados obtidos no presente estudo, concluimos que:

a) Ha um efeito protetor de BS sobre a mucosa gastrica em todas as doses
usadas (100, 200 e 300 mg/kg) em lesbes de intensidade moderada a maior (lesdes
tipo 1l e 1l1) no modelo de leséo por etanol;

b) BS nado apresentou seguranca adequada para O Seu USO COmMoO
anticonvulsivante e para a neuralgia do trigémio pois ele ndo possui margem de

seguranca entre a dose farmacoldgica e a dose toxica da ordem de dez vezes;

C) mecanismos de ac¢do conforme descrito no corpo da dissertacao.
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Anexo B

JNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
~-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que © Protocola n® 20872009, relatva auo prajete  Intiluiade
“dvaliagsdo da gastrotoxicidsde de benraldeido scmi carbazopa em
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