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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento de novos medicamentos exige a execucdo de testes
pré-clinicos e clinicos, porém muitos compostos candidatos ndo alcangam a
aprovagao regulatoria devido a toxicidade induzida em diversos 6rgaos, onde
cerca de metade dos candidatos pré-clinicos que estdo em pesquisa sio
descontinuados devido os efeitos hepatotdxicos que apresentam (OZER, et al.,
2007).

Para a realizacdo dos testes pré-clinicos que mensuram os padroes de
toxicidade, geralmente sdo usados modelos animais, sendo os roedores um dos
mais empregados. Através deles € possivel compreender as causas mecanisticas
de doencas humanas, desenvolver tratamentos eficazes e direcionados, testar
produtos verificando a seguranga e eficacia dos mesmos para aplicagédo humana,
biologia do desenvolvimento, envelhecimento, dentre outros (VANDAMME, 2014).

Os biomarcadores sao indicadores mensuraveis de uma determinada
funcdo patolégica ou normal de um organismo ou uma resposta a um agente
farmacolégico (THATCHER, B. J. e CAPUTO, 2008). A alanina aminotransferase
(ALT) e a aspartato aminotransferase (AST), sdo enzimas que catalisam a
transferéncia redutiva de um grupo amino de alanina ou aspartato, para
alfa-cetoglutarato  produzindo glutamato e piruvato ou oxaloacetato,
respectivamente. (MCGILL M., 2016; OZER, et al., 2007).

Os hepatécitos quando danificados extravasam seu conteudo, incluindo
AST e ALT, para o espaco extracelular e estas enzimas entram na circulagao
tendo, como consequéncia, o aumento dos niveis séricos de ALT e AST. A AST
esta localizada no coragao, cérebro, musculo esquelético e tecido hepatico, a
atividade sérica da mesma tem relagdo com a toxicidade hepatica, lesdo cardiaca
e muscular esquelética (MCGILL M., 2016; OZER, et al., 2007). A ALT esta
localizada principalmente no figado, com atividades enzimaticas mais baixas
encontradas no musculo esquelético e no tecido cardiaco e o aumento dos niveis
séricos reflete a danos causados nos hepatécitos (WASHINGTON I. M., e VAN
HOOSIER G., 2012). Esta enzima é um biomarcador sensivel e especifico de
hepatotoxicidade servindo de parametro para a continuidade ou descontinuidade
de uma pesquisa (OZER, et al., 2007).
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O rim apresenta diversas fungdes importantes para a homeostase do
organismo como a eliminagao de drogas e toxinas. A ureia € o principal metabdlito
de nitrogénio encontrado no soro e é derivado da degradacgéo de proteinas (DE
ALMEIDA et al., 2016). A ureia sérica € amplamente usada como um parametro
para avaliar a fungdo renal, i.e., concentragdes anormais deste biomarcador sao
indicativos de processos patolégicos, como a insuficiéncia renal (ALMEIDA et al.,
2016).

Os compostos de 2-imino-tiazolidin-4-ona tém demonstrado propriedades
farmacolégicas de amplo espectro como antifungicas, antimicrobianas,
antitumorais, anti-HIV, antiinflamatorias e antioxidantes (RIDA et al., 2007; ALI et
al., 2015; SECCI et al.,, 2016; METWALLY et al., 2019;). O composto
3-(piridin-2-il)-2-(piridin-2-ilimino)  tiazolidin-4-ona (PPIT) foi projetado pela
estratégia de hibridizagdo molecular ligando a 2-imino-tiazolidin-4-ona e as
estruturas de piridina. Este composto exibe potencial farmacolégico comprovado
através da execucédo de testes in vitro, atuando como uma molécula antioxidante
e inibidora da monoamina oxidase B cerebral.

Para a progressao da pesquisa na busca de um candidato terapéutico é
necessario conduzir testes pré-clinicos que avaliem parametros de toxicidade.
Diante do exposto, este estudo objetiva avaliar a toxicidade oral aguda do
composto PPIT através da utilizagdo de camundongos.

2. METODOLOGIA

O composto PPIT (Figura 1) foi sintetizado pelo Laboratério de Quimica
Aplicada a Bioativos e os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Bioquimica e Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), ambos localizados na
UFPEL. Este projeto esta cadastrado no COCEPE sob o cédigo 3138. Os estudos
foram realizados seguindo protocolos aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel, Brasil (51340-2019). Os animais foram obtidos
do Biotério Central da UFPel.

Figura 1. Estrutura molecular do PPIT.

2.1 Toxicidade Oral Aguda
A avaliagdo da toxicidade oral aguda foi realizada conforme o protocolo
423 da Organizacdo para Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD)
utilizando camundongos Swiss fémeas. O PPIT foi administrado na dose de 300
mg/kg pela via intragastrica (i.g.). Os animais controle receberam 6leo de canola
(veiculo, 10 ml/kg). Apds esses procedimentos, os animais foram diariamente
monitorados durante o periodo de 14 dias para a avaliagido de consumo alimentar,



4 6 SEMANA
INTEG
4 UFPEL )

peso corporal e alteragbes comportamentais como letargia, piloeregao diarreia,
dentre outras.

ApoOs o periodo de 14 dias, os animais foram submetidos ao teste de campo
aberto (TCA) (Walsh e Cummins, 1976), para a avaliacao da atividade locomotora
e exploratdria. Posteriormente, os animais foram eutanasiados sob a utilizagdo de
um anestésico.

Foi realizada a coleta do sangue heparinizado através da pungao cardiaca.
As amostras de sangue foram submetidas a centrifugagdo por 10 minutos a 700
xg e o0 plasma obtido foi utilizado para determinar a atividade das enzimas AST e
ALT e os niveis de ureia. As medi¢des de AST e ALT foram realizadas usando um
kit Labtest®. Os niveis de ureia foram avaliados por meio de um kit Bioclin®.

2.2 Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 8.02 e os
resultados representados como meédia + erro padrao da média (E.P.M.). As
comparacgdes entre os grupos foram realizadas através de teste T ndo pareado.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A Fig. 2 demonstra os parametros de toxicidade em animais expostos ao
PPIT.

>
w

08 3
£ 100: ©
gﬁ g 3 30
g
£

Controle PPIT

Qtd. de alimentt
gerido (gramas)
« 8 &5 8
orcentagem da Variagao de peso
(14 dias)
N n ™
e 3 ] 8
| l
E
&
Atividade locomot pl
(cruzam: )
g 2
Atividade locomotora e expl:
{levantamentos)
s owm &
s 8 &

Uréia (mg/dL)
n a
3

o

Controle PPIT Controle PPIT Controle PPIT

Figura 2. Efeito do tratamento com PPIT (300 mg/kg, i.g.) nos parametros de
toxicidade sistémica em camundongos fémeas. Quantidade de alimento ingerido
(A); porcentagem de variacdo do peso (B) durante 14 dias; atividade locomotora
(C) e exploratéria (D) no TCA; atividades plasmaticas de AST (E), ALT (F) e niveis
de ureia (G). Teste T ndo pareado, n = 6 animais/grupo.

Como pode ser observado, ndo houve diferengas estatisticas na ingesta
alimentar (p=0,2237) e no peso corporal (p=0,8314) entre os animais tratados
com o PPIT e o veiculo (Fig. 2A e 2B, respectivamente), sugerindo uma baixa
toxicidade deste composto. Corroborando com esta hipotese, ndo foram
detectadas alteragbes na atividade locomotora (p=0.1209) e exploratéria
(p=07761) dos camundongos no TCA (Fig. 2C e D). Nao foram encontradas
diferengas significativas na atividade plasmatica das enzimas AST (p= 0,0487) e
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ALT (p=0,2993), bem como nos niveis de ureia (p=0,3756) entre os grupos
experimentais. Infere-se, pelos achados bioquimicos, que o tratamento com uma
alta dose de PPIT nao causa hepatotoxicidade e nefrotoxicidade.

4. CONCLUSOES
O conjunto de dados apresentados sugere que o tratamento oral com o

composto PPIT n&o produz sinais de toxicidade em camundongos Swiss fémeas.
Estes dados impulsionam futuros estudos pré-clinicos sobre as acodes
farmacoldgicas do PPIT, a exemplo de modelos de doengas do sistema nervoso,
linha de pesquisa do nosso laboratério.
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