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“Depois de plantada a semente deste incrivel arbusto, ndo se vé nada, por
aproximadamente cinco anos, exceto o lento desabrochar de um diminuto broto, a partir do
bulbo. Durante cinco anos, todo o crescimento é subterraneo, invisivel a olho nu, mas uma
macica e fibrosa estrutura de raiz, que se estende vertical e horizontalmente pela terra esta
sendo construida. Entéo, no final do quinto ano, o bambu chinés, cresce até atingir a altura
de 25 metros.

Muitas coisas na vida pessoal e profissional sdo iguais ao bambu chinés: Vocé
trabalha, investe tempo, esforgo, faz tudo o que pode para nutrir seu crescimento, e, as vezes
ndo vé nada por semanas, meses, ou anos. Mas se tiver paciéncia para continuar
trabalhando, persistindo e nutrindo, o seu quinto ano chegara, e, com ele, virdo crescimento
e mudangas que vocé jamais esperava... O bambu chinés nos ensina que ndo devemos
facilmente desistir de nossos projetos, de nossos sonhos... Especialmente no nosso trabalho,
um projeto fabuloso que envolve mudancas de comportamento, de pensamento, de cultura e
de sensibilizacdo. Devemos sempre lembrardo bambu chinés, para nao desistirmos facilmente
diante das dificuldades que surgirao.

E preciso muita fibra para chegar as alturas e, ao mesmo tempo, muita flexibilidade
para se curvar ao chao.

(Folclore Chinés)



RESUMO

TOXICIDADE IN VITRO E IN VIVO DO ORTOBENZAMOL, ANALOGO DO
PARACETAMOL.

O paracetamol (PAR) é um dos medicamentos de venda livre mais utilizado em todo o
mundo. Entretanto, doses elevadas do PAR produzem toxicidade hepatica e/ou renal. No
intuito de minimizar a toxicidade do PAR e obter melhor atividade analgésica e
antiinflamatdria, um estudo prévio realizou modificagbes na estrutura quimica do PAR por
modelagem molecular, dando origem ao ortobenzamol (OBZ) - anélogo do PAR. Assim, 0
OBZ foi sintetizado e avaliado em modelos de nocicepgéo e inflamagdo em animais. O estudo
demonstrou atividade analgésica central do OBZ, com poténcia superior ao PAR. Além disso,
nos testes de inflamacdo, essa droga apresentou inibicdo significativa no processo
inflamatorio. Entretanto, para que 0 OBZ possa ser considerado uma alternativa terapéutica
nova e importante para o tratamento da dor e/ou da inflamacdo é necessario determinar sua
toxicidade. Assim, este estudo objetivou avaliar a toxicidade in vitro e in vivo do OBZ e,
compara-la com a do PAR. Para isso, a neurotoxicidade foi avaliada in vitro em culturas
primérias de neurbnios corticais, através de ensaios de viabilidade celular, determinacdo dos
niveis de glutationa total e reduzida, assim como a possivel capacidade neuroprotetora frente
ao estresse oxidativo. Foram realizados estudos in vivo em camundongos, iniciados pela
determinacdo da dose efetiva mediana (DEsp) do PAR, a fim de compara-la com a do OBZ
nos modelos de toxicidade estudados. Determinou-se o estresse oxidativo hepatico e cerebral
pela analise dos niveis de peroxidacdo lipidica e nitritos. A possivel disfuncao hepatica e renal
foi determinada, por meio da andlise dos niveis plasmaticos das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), de alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT)
e, da creatinina no sangue. Avaliaram-se alteracbes nos pardmetros clinicos através do
hemograma, leucograma e plaquetograma e, realizou-se a determinacdo da toxicidade aguda.
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o ortobenzamol é mais seguro que 0
paracetamol. Registrou-se ao ortobenzamol auséncia de neurotoxicidade, menor potencial
hepatotoxico e hematotdxico, auséncia de nefrotoxicidade e, ainda, foi classificado como um
xenobiodtico de baixa toxicidade ap6s a avaliacdo da toxicidade aguda. Portanto, o
ortobenzamol pode ser considerado como uma futura alternativa terapéutica segura ao
paracetamol, no tratamento da dor e inflamacao.

Palavras-chave: Ortobenzamol. Paracetamol. Toxicidade.



ABSTRACT
TOXICITY IN VITRO AND IN VIVO OF ORTOBENZAMOL, ANALOG
PARACETAMOL.

Paracetamol (PAR) is the non-prescription medicine most used worldwide. However,
high doses of PAR produce hepatic and / or renal toxicity. In order to minimize the toxicity of
PAR and get better analgesic and anti - inflammatory activity, a previous study conducted by
modifying the chemical structure of PAR through molecular modeling, gave rise to
ortobenzamol (OBZ) - analog of PAR. Thus, the OBZ was synthesized and evaluated in
models of nociception and inflammation in animals. The study showed central analgesic
activity of OBZ, with superior potency when compared to PAR. In addition, tests showed a
significant inhibition in the inflammatory process. However, to the OBZ be able to be
considered as an important new therapeutic option for the treatment of pain and / or
inflammation is necessary to determine its toxicity. Given that, this study aimed to evaluate
the toxicity in vitro and in vivo OBZ and compare it with the PAR. For this purpose, in vitro
neurotoxicity was evaluated in primary cultures of cortical neurons through cell viability
assays, determination of the levels of total and reduced glutathione, as well as the possible
neuroprotective capacity against oxidative stress. In vivo studies were performed in mice,
initiated by determining the median effective dose (EDsg) of PAR in order to compare it with
the OBZ at toxicity models studied . It was determined the liver and brain oxidative stress by
analyzing the levels of lipid peroxidation and nitrites. The possible hepatic and renal
dysfunction was determined by analyzing plasma enzymes aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transferase (GGT) levels and creatinine in
the blood. We evaluated changes in clinical parameters through the CBC, WBC and platelet
parameters and was held to determine the acute toxicity. The results of this study showed that
in the tested doses, ortobenzamol is safer than paracetamol. The ortobenzamol displayed
absence of neurotoxicity, less hepatotoxic and hematotoxic potential, absence of
nephrotoxicity and also was rated as a xenobiotic with low toxicity after evaluation of acute
toxicity. Therefore, the ortobenzamol can be considered as a safer alternative to the treatment

of pain and inflammation when compared to paracetamol.

Keywords: Ortobenzamol. Paracetamol. Toxicity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Paracetamol

1.1.1 ASPECTOS GERAIS

O paracetamol, também chamado de acetaminofeno ou N-acetil-p-aminofenol, é um
analgeésico e antitérmico amplamente utilizado para o tratamento da dor e febre (DUGGAN e
SCOTT, 2009). Seu potencial analgésico e antitérmico assemelha-se ao dos anti-inflamatoérios
nédo esteroidais (AINES), como a aspirina. No entanto, difere destes por apresentar fraca acdo
anti-inflamatoria, antiagregante plaquetaria e gastrotoxica (MOORE e MARSHALL, 2003;
KIS et al, 2005).

A acetanilida, antipirético precursor do paracetamol e da fenacetina foi descoberta por
Cahn e Hepp em 1880 e, introduzida na medicina em 1886 com o nome de Antifebrina.
Entretanto, a acetanilida demonstrou ser excessivamente toxica e apresentou efeitos como
metemoglobinemia e hemolise, que impulsionaram a busca por derivados menos toxicos
(BERTOLINI et al, 2006; BRUNE et al, 2009).

Na busca por compostos menos toxicos o para-aminofenol foi avaliado na hipdtese de
gque 0 organismo oxidava a acetanilida a este composto. Todavia, ndo houve reducdo na
toxicidade sendo testados entdo, diversos derivados quimicos do para-aminofenol (BESSENS
e VERMEULEN, 2001).

A fenacetina resultou no derivado mais satisfatério. Foi introduzida para fins
terapéuticos em 1887 sendo extensamente empregada em misturas analgésicas, até ser
associada com a nefropatia causada por analgésicos. No inicio de 1870 a fenacetina foi
retirada do mercado devido ao aumento de nefropatia renal associada ao uso desse farmaco.
Entretanto, o problema ndo era a sua toxicidade, por si propria, e sim a freqiiéncia e a
utilizacdo de doses elevadas que continuavam mesmo ap0s a hospitalizagdo por doenca renal
(ABBOTT e FRASER, 1998).

A razdo mais comum para 0 uso da fenacetina era dor de cabeca, no entanto alguns
pacientes justificavam seu uso devido aos seus efeitos psicotropicos (ABBOTT e
HELLEMANS, 2000). Ao investigar as propriedades cinéticas da fenacetina em seres
humanos, Prescott et al, (1970) observaram que seus efeitos estavam associados com uma
sensacdo de irrealidade classificada como "agradavel” logo ap6s a administracdo das

preparacdes que eram rapidamente absorvidas. Assim ndo houve davida de que a fenacetina
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possuia efeitos psicotropicos e que esses efeitos podiam apoiar a sua auto-administracdo
(ABBOTT e HELLEMANS, 2000). Posteriormente, a fenacetina foi substituida nos Estados
Unidos pelo seu metabolito ativo, o paracetamol.

O paracetamol foi sintetizado pela primeira vez em 1878 por Morse e foi usado
clinicamente em 1887 por Von Mering (BOSCH et al, 2009).

Brodie e Axelrod (1949) demonstraram que o0 maior metabdlito responsavel pela acéo
analgésica e antipirética da acetanilida e da fenacetina era o paracetamol, enquanto que a
metemoglobinemia era produzido por outro metabdlito, o fenilhidroxilamina (BERTOLINI et
al, 2006).

Em 1955 o paracetamol foi introduzido no mercado pela primeira vez com 0 nome
comercial de Tylenol, pelo laboratério McNeil nos Estados Unidos, e em 1956 no Reino
Unido, como Panadol pelo laboratério Glaxo-SmithKline (LEE, 2008). O paracetamol é o
unico “analgésico anilinico” que permanece em uso (BRUNE et al, 2009).

O paracetamol ganhou ampla popularidade atribuida ao fato de ser bem tolerado, ndo
apresentar muitos dos efeitos colaterais dos salicilatos (como os sangramentos digestivos, por
exemplo) e a possibilidade de aquisicdo sem prescricdo médica (BERTOLINI et al, 2006;
BRUNE et al, 2009).

Desta forma, a toxicidade do paracetamol exige uma atencao especial, pois este € um
dos medicamentos de venda livre mais utilizado em todo o mundo, como analgésico e
antipirético. Clinicamente, é considerado como primeira escolha para o tratamento da dor leve
e moderada (PREESCOTT, 2000a).

Além da possibilidade de aquisicdo sem prescricdo médica, o amplo consumo de
paracetamol se deve as suas propriedades analgésica e antitérmica serem semelhantes a dos
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs), razdo pela qual freqientemente é classificado
neste grupo. Porém, apresenta uma importante vantagem sobre estes farmacos, pois muitos
efeitos adversos observados nos AINEs ndo sdo relevantes com o uso do paracetamol
(DUGGAN e SCOTT, 2009). Este farmaco apresenta fraca acdo anti-inflamatéria e anti
agregante plaquetdria e ndo produz dano a mucosa gastrintestinal (PRESCOTT, 2000a;
STEINER e VOELKER, 2009).

Na década de 1980, o paracetamol chegou a vender mais do que a aspirina nos Estados
Unidos (BERTOLINI et al, 2006; BRUNE et al, 2009). Dentre os motivos para esses dados, a
associacao da aspirina com a Sindrome de Reye relatada em criancas entre 0s anos de 1982 e
1987, levou os americanos a adotarem o paracetamol como uma alternativa segura para esta

faixa etaria, aumentado consideravelmente seu consumo (LEE, 2004).
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O paracetamol (CgHgO,, peso molecuar de 151,16 g/mol) € um po branco, cristalino e
inodoro. A solubilidade de 1g da substancia em 70 mL de agua e 50 mL de cloroférmio a
25°C, caracteriza-o como uma molécula de média polaridade. Seu pKa de 9,51 é estavel entre
pH 4 e 7 a 25°C, demonstrando sua natureza fracamente acida (THE MERCK INDEX, 1996).

Este farmaco é indicado para o tratamento de febre e para o alivio de dores de
intensidade leve a moderada, tais como cefaléia, mialgias, dismenorréia e dor dental
(MEOTTI et al, 2006). Para produzir analgesia leve, o paracetamol é o farmaco preferido
guando os pacientes sdo hipersensiveis ao acido acetilsalicilico ou toleram mal os salicilatos
(STEINER e VOELKER, 2009).

Seu emprego também é preferivel ao acido acetilsalicilico em pacientes com distdrbios
de coagulacdo sanguinea ou com historia de Ulcera péptica. Pode ser utilizado durante todos
0s estagios da gravidez, quando em doses terapéuticas, e sua categoria de risco para a
gestacdo é a B. Possui contra-indicacGes nos casos de pacientes com hipersensibilidade ao
paracetamol e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (STEINER e VOELKER, 2009).
Além disso, poucas interacdes medimentosas clinicamente importante tém sido descritas com
o0 paracetamol (RUMACK, 2002; TOES et al, 2005).

A dose oral em pacientes adultos para o tratamento da dor e febre é de 650-1000mg a
cada 4 horas, conforme necessario, até uma dose maxima diaria recomendada de 4 g. A dose
pediatrica oral é 10-15 mg/ kg a cada 4-6 h, até um méximo de 5 doses por dia. Recomenda-se
aumentar a dose para o intervalo de 6 horas em pacientes com insuficiéncia renal moderada e,

a cada 8 horas em pacientes com insuficiéncia renal grave (BERTOLINI et al, 2006).

1.1.2 FARMACOCINETICA DO PARACETAMOL

A absor¢do do paracetamol apds sua administracdo oral depende do tempo de
esvaziamento gastrico, sendo absorvido no intestino delgado de forma rapida e praticamente
total. Quando administrado com alimentos, a taxa de absor¢do do paracetamol diminui como
resultado da alteracdo da motilidade gastrintestinal. Para alivio rapido da dor deve-se evitar a
ingestdo de alimentos, principalmente aqueles ricos em carboidratos (WARD e
ALEXANDER-WILLIAMS, 1999; STILLINGS et al, 2000).

Renner et al, (2007) descrevem que a cafeina acelera a absorcdo do paracetamol e, o
uso de medicamentos procinéticos (tais como metoclopramida) aceleram o esvaziamento
gastrico, consequentemente aumentando a taxa de absorcdo do paracetamol (NIMMO et al,
1973).
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A concentracdo plasmatica atinge o pico em cerca de 30 a 60 minutos e a meia vida é
de cerca de 2 horas ap0s a ingestdo de doses terapéuticas em adultos e, de 2 a 5 horas em
neonatos. Tais valores sdo prolongados nas doses excessivas, havendo uma correlacdo direta
com a dose ingerida (GRAHAM et al, 1999).

Apos a absorcdo intestinal, o paracetamol é transportado pelo sangue, com ligacéo
variavel as proteinas plasmaticas, atingindo valores menores (20-50%) nas intoxicagoes
agudas. E distribuido nos mais variados liquidos corporais, de forma relativamente uniforme
(PRESCOTT, 2000a; WARD e ALEXANDER-WILLIAMS, 1999).

A Dbiodisponibilidade oral do paracetamol é estimada entre 63-89% em adultos
(RAWLINS et al, 1977). O inicio da sua atividade analgésica em individuos em jejum, apds a
administracdo oral, é de aproximadamente 30 minutos e a duracdo do efeito analgésico é de
cerca de 4 horas (BERTOLINI et al, 2006).

Ele ndo é ionizado em pH fisioldgico e apresenta a capacidade de atravessar a barreira
hemato-encefalica, bem como a barreira placentaria, onde € metabolizado pelos hepatdcitos
fetais (BESSEMS e VERMEULEN, 2001; FLOUVAT et al, 2004).

O metabolismo do paracetamol ocorre principalmente no figado, enquanto que a
eliminacdo ocorre quase que inteiramente através do rim. Ap6s a absorcdo, aproximadamente
90% do farmaco é metabolizado no figado para formar metabdlitos ndo-tdxicos, que serao
excretados na urina. Os metabdlitos urinarios do paracetamol sdo formados das reacdes de
glicuronidagdo e sulfatagdo, constituindo-se nas principais vias de biotransformacao
(PRESCOTT, 2000a).

Em individuos adultos, 60 a 90% do farmaco sdo conjugados, formando glicuronatos
ou sulfatos inativos e atoxicos, excretados pelos rins. Em prematuros, recém-nascidos e
lactentes jovens, a maior porcentagem do paracetamol é conjugada com o sulfato
(PRESCOTT, 2000a; BERTOLINI et al, 2006). A formacdo destes conjugados é mediada
pelas enzimas uridina difosfato do acido glicurénico (UDPGA) e fosfoadenosil-fosfosulfato
(PAPS) (GODEJOHANNA et al, 2004; JENSEN et al, 2004).

A uridino glicuroniltransferase (UGT) é uma superfamilia que reconhece uma série de
grupos funcionais e utiliza um substrato em comum, o acido uridinico 5-difosfato-glicurénico
(UDP-glicurdnico), em suas reacdes de conjugacdo. E dividida em duas familias (UGT1 e
UGT2) e trés sub-familias (UGT1A, UGT2A, UGT2B), estas possuem uma série de proteinas
ativas. As formas UGT2B15, UGT1Al, UGT1A6 e UGT1A9 estdo envolvidas na
metabolizacdo do paracetamol (BOCK et al, 1993; MUTLIB et al, 2006).
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A reacdo de glicuronidacdo por elas exercida transfere acido glicurénico do 5 &cido
UDP-glicurénico para o paracetamol, este conjugado com o acido glicurénico, € um composto
que pode entdo ser excretado (BESSEMS e VERMEULEN, 2001).

A reacdo de sulfatacdo ocorre através das sulfotransferases (SULT), que sdo enzimas
que catalisam a conjugacdo do sulfato com substancias enddgenas e exdgenas. Os seres
humanos possuem 11 diferentes SULTS, dentre elas, a SULT 1A1 que, preferencialmente,
catalisa a sulfatacdo de pequenos fendis planos, como o paracetamol. Apds a conjugacdo com
o sulfato, o paracetamol ¢é excretado (BESSEMS e VERMEULEN, 2001).

Apenas 1 a 4% da droga sé&o excretados de forma inalterada na urina. O restante (5 a
10%) sofre oxidacdo por enzimas da via do citocromo P-450 (CYP P-450). O sistema
microssomal hepatico P450 é composto por uma série de monoxigenases que oxidam
compostos enddgenos e exdgenos (BESSEMS e VERMEULEN, 2001; HAZAI et al, 2002).

Através da eliminacdo renal, 90 a 100% do farmaco ingerido em doses terapéuticas
sdo encontrados na urina como conjugado, apos 24 horas da administracdo oral (WARD e
ALEXANDER-WILLIAMS, 1999; BESSEMS e VERMEULEN, 2001).

1.1.3 FARMACODINAMICA DO PARACETAMOL

Embora a sintese e 0 uso do paracetamol tenham mais de 120 anos, seu mecanismo de
acao ainda ndo esta totalmente esclarecido (BOTTING, 2003; BOTTING e AYOUB, 2005;
CORLEY e RAWLS, 2009). Desde entdo, varias teorias tém sido descritas para explicar o
efeito analgésico e antipirético deste farmaco.

A principal hipétese (e até o momento, a mais estudada) € a inibi¢do da sintese de
prostaglandinas (PGs) (BRIAN, 2008). O paracetamol possui atividades antipiréticas e
analgesicas semelhante as dos AINEs. Esta classe de farmacos atua atraves da inibi¢do da
enzima ciclooxigenase (COX), que consequentemente inibe a formacao de PGs. Entretanto, o
paracetamol é considerado um AINE atipico devido a sua fraca agdo anti-inflamatoria. Supde-
se que embora haja algum efeito sobre a enzima COX, este efeito é diferente do observado
com os AINEs (GRAHAM e SCOTT, 2005). Assim, muitos estudos tém sido realizados sobre
a acdo do paracetamol na inibicdo desta enzima (BOTTING, 2003).

O paracetamol atua na COX, levando-a a uma forma oxidada cataliticamente inativa.
A atividade inibitoria do paracetamol sobre a COX pode estar relacionada a sua capacidade de
reagir com o radical tirosil presente na PGs (KULMACZ et al, 1991). Ainda, outro local de

acao do paracetamol € a inibicdo da peroxidase ou hidroperoxidase, que catalisa a reducéo do
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hidroperdxido-endoperoxido (PGG;) para o alcool hidroxido-endoperdxido (PGHS,), atividade
esta exibida por todas as peroxidases (MOLDEUS et al, 1982; KULMACZ et al,1994).

Desta forma, o paracetamol inibe o sistema enzimatico da ciclooxigenase que converte
acido araquidénico em PGs, tromboxano (TXA;) e prostaciclina (PGI). As PGs,
especialmente a PGE,, sensibilizam o nociceptor periférico as agdes de histamina e
bradicinina. A primeira promove reacdo inflamatoria local e a ultima estimula terminacdes
nervosas, levando a nocicep¢do. Sendo assim, o paracetamol evita a sensibilizacdo dos
receptores de dor (ARONOFF et al, 2006).

Contudo, tal atuacdo do paracetamol sobre a COX ¢€ inibida na presenca de grandes
concentracfes de perdxidos, como no caso dos locais onde ocorre a inflamacdo. Como o
sistema nervoso central apresenta baixas concentracdes de peroxidos, estariam justificados os
seus efeitos analgésicos e antipiréticos atraves de uma acdo direta no sistema nervoso central,
assim como seu fraco efeito anti-inflamatorio estaria explicado, pois os perdxidos estdo
elevados no local da inflamacdo (GRAHAM, 2005; KIS et al, 2005; MUNSTERHJELM et al,
2005).

Essa limitada inibicdo da ciclooxigenases, especialmente nas regides periféricas, levou
diversos autores a propor um mecanismo de acdo central para o paracetamol (CARLSSON et
al, 1988; PILETTA et al, 1991; BANNWARTH et al, 1995).

Inimeros sistemas neurotransmissores podem estar envolvidos na atividade analgésica
central do paracetamol. Desta forma, 0s mecanismos propostos para explicar a agéo
analgésica do paracetamol incluem: acdo mediada pelo sistema serotoninérgico (TJOLSEN et
al, 1991a; BONNEFONT et al, 2003), modulacdo dos receptores de opidides (PINI et al,
1997; RAFFA et al, 2000; 2004) e interacdo com receptores canabindides subtipo 1 (CB1)
(BERTOLINI et al, 2006).

Segundo Pini et al, (1996), as vias serotoninérgicas (5-HT) parecem desempenhar um
papel importante no mecanismo de acdo central dessa droga e a deplecdo dos niveis de
serotonina no cérebro reduzem o efeito analgésico do paracetamol (TJOLSEN et al, 1991a;
BONNEFONT et al, 2003). A serotonina exerce seu efeito antinociceptivo central em &reas
cerebrais definidas através de seus subtipos de receptor, nomeadamente 5-HT1A (EIDE e
HOLE, 1991), 5-HT2 (ALHAIDER, 1991) e 5-HT3 em nivel espinhal (PELISSIER et al,
1995).

Estudos em animais alegam que os receptores 5-HT3 podem estar envolvidos no efeito
antinociceptivo do paracetamol (PICKERING et al, 2006; 2008). Este interfere na via

serotoninergica descendente da dor, pois antagonistas seletivos para 5-HT3 bloguearam o
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efeito analgésico do paracetamol em voluntarios (SANDRINI et al, 2003). Ainda, o
paracetamol é capaz de produzir aumento significativo na concentracdo de serotonina (5-HT)
no cérebro e reducdo no numero de receptores 5-HT2 em membranas corticais (PINI et al,
1997).

Quanto ao papel dos receptores opidides, o pré-tratamento com naloxona (antagonista
opioide) aboliu a atividade antinociceptiva do paracetamol, tanto no teste da placa quente
como na primeira fase do teste da formalina, sem afetar a concentracdo sérica do paracetamol
(PINI et al, 1997).

Ottani et al, (2006) investigaram o envolvimento do sistema endocanabindide no efeito
antinociceptivo do paracetamol. Usando o teste da placa quente em ratos, esses autores
mostraram que a atividade antinociceptiva do paracetamol foi inibida por antagonistas dos
receptores canabinoides CB1.

Outra via de atuacdo proposta para o paracetamol seria sobre os receptores espinhais
N-metil-D-aspartato (NMDA). Esse efeito envolve uma acdo inibitéria nos mecanismos de
liberacdo do Oxido nitrico. Esta possibilidade se deve aos achados que a administracao central
do NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), inibidor da enzima 6xido nitrico sintase,
também potencializou o efeito antinociceptivo do paracetamol sugerindo que a inibicdo da
sintese de Oxido nitrico pode estar envolvida tanto na agdo central como periférica do
paracetamol (GODFREY et al, 2007).

1.1.4 TOXICIDADE DO PARACETAMOL

O estresse oxidativo possui um papel central na toxicidade do paracetamol (JONES,
1998; BESSEMS e VERMEULEN, 2001; MARSCHALL et al, 2007; KANBUR et al, 2009).

O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de
oxigénio (pro-oxidantes) e a capacidade do sistema de defesa antioxidantes do organismo em
neutraliza-la (SIES, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produzidas constantemente nos sistemas
vivos pela metabolizagdo do oxigénio consumido, para produzir radicais livres derivados do
oxigénio (EROS) que, em concentra¢cdes normais no organismo, encontram-se envolvidos na
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes (CHEESEMAN e SLATER, 1996).

A quantidade de EROS produzido é considerado ser de cerca de 2% do total de

oxigénio consumido durante a respiracdo (FLOYD,1999). Um excesso na producdo de ROS
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apresenta efeitos prejudiciais e resulta no dano celular de macromoléculas vitais, como
lipidos, proteinas e os éacidos nucleicos (BILINSKI et al, 1989; CABISCOL et al,
2000;YAKES e VAN HOUTEN, 1997). Assim, passam a ser relacionados com uma
variedade de doencas, incluindo cancer, doencas hepaticas, aterosclerose e envelhecimento
precoce (ESTERBAUER et al, 1992; CHIRICO et al, 1993; MORIEL et al, 1999; CHISOLM
e STEINBERG, 2000).

Os radicais livres sdo espécies quimicas, possuindo elétron desemparelhado por isso
muito reativa e, com meia-vida curta. No sistema biol6gico, muitas destas espécies sao
radicais de oxigénio ou de nitrogénio, denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) a
exemplo dos radicais hidroxila (HOe), superdxido (O,¢—), peroxila (ROO¢) ¢ alcoxila (RO¢),
ou espécies reativas de nitrogénio (ERN), com destaque para o Oxido nitrico (NOs)
(CHEESEMAN e SLATER, 1996).

Entretanto, embora ndo sejam radicais livres, o oxigénio (O,), o perdxido de
hidrogénio (H,0,), o acido hipocloroso (HOCI), o 6xido nitroso (N,O3), 0 acido nitroso
(HNOy), os nitritos (NO,—), os nitratos (NO3;—) e 0s peroxinitritos (ONOO—) podem induzir
reacOes radicalares no organismo sendo por isso, também considerados por alguns autores
como espécies reativas (CHEESEMAN e SLATER, 1996; COFFEY et al, 2001).

A principal producdo in vivo de ERO ¢ através da respiracdo aerdbica, entretanto
também podem ser produzidas através da oxidacdo de &cidos graxos, estimulacdo da
fagocitose por patdgenos ou lipopolisacarideos, pelo metabolismo da arginina e pelo
metabolismo de xenobidticos via citocromo P-450 (CHEESEMAN e SLATER, 1996).

Por sua vez, o radical oxido nitrico (NOs) pode ser produzido por diversas células no
organismo pela acdo da enzima oOxido nitrico sintase (constitutiva ou induzida) a partir de
arginina, oxigénio e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), gerando
também nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado (NADP™) e citrulina (COFFEY
et al, 2001).

O Oxido nitrico tem um papel como mensageiro/modulador em diversos processos
bioldgicos essenciais. Esta relacionado com a modulagdo do ténus vascular e, é o principal
mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas. Constitui a mais importante
molécula reguladora do sistema imune (COFFEY et al, 2001).

No entanto, o oxido nitrico é potencialmente toxico. A toxicidade se faz presente,
particularmente, em situac@es de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do oxigénio e
deficiéncia do sistema antioxidante. Embora considerado pouco reativo, é capaz de gerar

moléculas de maior reatividade, que também atuam no mecanismo de defesa e, quando
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liberados no meio extracelular, podem causar lesdes oxidativas aos tecidos dos hospedeiros
(COFFEY et al, 2001).

Quando ha um desequilibrio na producdo de EROS, estas espécies reagem com 0
oOxido nitrico produzindo composto instavel, capaz de formar espécies ainda mais danosas as
células (KAMINSKI et al, 2001). Como exemplo, o éxido nitrico ao reagir com o superdéxido
(O2+—) produzido pelos fagdcitos, gera peroxinitrito (ONOO-). Este por sua vez, pode sofrer
reacdes secundarias formando agentes capazes de nitrar aminoacidos aromaticos, a exemplo
da tirosina gerando nitrotirosina e as bases do DNA, em particular a guanina, na qual o
produto principal é a 8-nitroguanina (HALLIWELL et al, 2000)

A célula possui um sistema antioxidante para equilibrar a producdo e a eliminacdo de
especies reativas de oxigénio durante o metabolismo aerdébio. Os antioxidantes sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células.
Eles podem ser produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta (como o a-tocoferol, B-
caroteno, acido ascorbico, e compostos fendlicos como os flavondides e poliflavondides)
(FINKEL e HOLBROOK, 2000).

Os antioxidantes enddgenos podem agir enzimaticamente no combate as EROS, a
exemplo da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) ou,
ndo-enzimaticamente, a exemplo da melatonina e glutationa (GSH) (SAVASKAN et al,
2007).

A glutationa (GSH) € considerada o maior agente antioxidante nas células, em virtude
do seu papel central na defesa contra o estresse oxidativo, biotransformacéo e eliminagéo de
xenobidticos (PASTORE et al, 2003; DICKINSON e FORMAN, 2002)

A porcado tiol (SH) da GSH, ¢ altamente polarizavel e a torna um bom nucledéfilo para
reacbes com compostos quimicos eletrofilicos. A habilidade de doar elétrons a outros
compostos também faz da glutationa um bom redutor (PASTORE et al, 2003; DICKINSON e
FORMAN, 2002).

A GSH é o mais abundante tiol celular de baixa massa molecular, sendo encontrada
em concentragdes milimolares (mM) na maioria das células. Em eritrocitoss humanos, a sua
concentracdo e de aproximadamente 2mM e, de mais de 10 mM nos hepatocitos (PASTORE
et al, 2003; DICKINSON e FORMAN, 2002)

No mecanismo de defesa antioxidante, a enzima glutationa peroxidase (GPx) utiliza a
GSH como substrato e, catalisa a reducdo do H,O, para produzir glutationa oxidada (GSSG) e
H,O. A reducdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH), é realizada da mesma forma, gerando
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alcool (LOH) e GSSG. Posteriormente, a GSSH é reduzida pela a¢do da enzima glutationa
redutase, que utiliza o NADPH como substrato (SAVASKAN et al, 2007).

Sob condicdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor,
havera desequilibrio entre 0 consumo de GSH e a produgdo de GSSG, o0 que caracteriza o
estresse oxidativo. O excesso de GSSG resulta em ambiente mais oxidante, que favorece a
formacéo de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH). As
pontes dissulfeto oxidam estas proteinas, com prejuizo de suas funcdes. Logo, a magnitude do
estresse oxidativo pode ser monitorada pela razdo GSSG/GSH (SHAN e JONES, 1990;
GILBERT e LEAN, 1990; HALLIWEL, 1993).

Além disso, a GSH participa na detoxificacdo de xenobioticos através da sua
conjugacdo com agentes eletrofilicos, em uma reacdo catalisada pela enzima glutationa S-
transferase (GST). A principal via de excre¢do destes conjugados é apds sua conversdo a
acidos mercapturicos. Entretanto, a excessiva formagdo de conjugados pode resultar em
deplecdo da glutationa e no estresse oxidativo (SHAN e JONES, 1990; GILBERTe LEAN,
1990; HALLIWEL, 1993).

O estresse oxidativo pode resultar na destruicdo oxidativa das mebranas celulares e
em lesdes teciduais. A severidade deste processo pode levar a morte celular. Na maioria das
vezes, esta relacdo se da pela propriedade que os radicais livres tém de reagir com os acidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares (AGPI), ocasionando a peroxidacao lipidica
(LPO) (BENZIE, 1996).

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos resultante da acao
oxidativa dos RL sobre os AGPI das membranas celulares e pode ser dividida em trés fases:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo (Figura 1). As espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN) sdo iniciadores do processo de peroxidacdo lipidica (BENZIE, 1996).

Assim, a LPO se inicia com o ataque da espécie reativa (ER®) sobre o acido graxo
poliinsaturado, gerando a abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno e,
formando um radical de carbono (L*). Em meio aerdbio, este composto se combina com o
oxigénio (O,) formando o radical peroxila (LOO®), o qual pode abstrair um hidrogénio de
outro acido graxo, gerando outro radical (L*), promovendo a etapa de propagacdo. A reacdo
do radical peroxila com o atomo de hidrogénio forma o hidroperdxido lipidico (LOOH)
(PORTER et al,, 1995).

A Ultima fase ocorre, quando os radicais livres sdo extintos por reacdo com a

glutationa, dismutacdo ou clivagem, formando ligacdes covalentes com residuos de
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aminoacidos ou rearranjos, gerando grupos epoxidos (LOR), aldeidos (LCHO) como o
malonaldeido e 4-hidroxinonenaldeido, cetonas (LCOR) e alcool (LOH) (PORTER et al,,
1995).

1) Iniciacdo

" - ERH "
R R' R y R’
ER + \/I?(H\/ ERH + \/E/\V

2) Propagacgio

RMR' + 0, , R R
H

H OO ,

wo) + () - +
A
H

H 00, H H H OOH

:
R\/I??/R' +  GSSG

3) Terminagdo

R R' R R' R O R R'
m \/}.(\/ + \/\g + \/B(O\H/

Figura 1: ReacOes de peroxidagdo lipidica com especies reativas.
Fonte: Porter et al, 1995 (Com adaptacdes).

Em resumo, o processo de peroxidacdo lipidica € iniciado pela reacdo de um radical
livre com um é&cido graxo polinsaturado e propagada por radicais peroxilas. A terminacdo
pode resultar na formacéo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido,
4-hidroxinonenal e isoprostanos. Estes podem ser detectados em amostras bioldgicas e a sua
concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacao lipidica em células
e tecidos (ESTERBAUER et al, 1984; ESTERBAUER et al, 1992).

A LPO ¢é um efeito citotoxico que pode desencadear uma sequéncia de lesGes na
célula. As alteracBes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o fluxo

i6nico e o fluxo de outras substéancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou
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saida de nutrientes e substancias toxicas a celula, alteracbes do DNA, e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (VACA et al, 1988; BABER e HARRIS, 1994).

Por razdes bioquimicas, fisiologicas e anatdmicas, o cérebro é particularmente
suscetivel ao estresse oxidativo. Este 6rgao possui alta taxa de atividade metabdlica oxidativa;
altas quantidades de substrato prontamente oxidavel (em particular os lipidios dos éacidos
graxos poliinsaturados de membrana) e baixo nivel das enzimas antioxidantes catalase e
glutationa (CHEESEMAN. e SLATER, 1996).

Além disso, o cérebro utiliza 20% do oxigénio inspirado (gerando maior producgéo de
radicais livres por massa tissular) e a atividade da catalase é 10% inferior quando comparada
aquela do figado (FLOYD,1999). Somadas, todas estas caracteristicas o tornam mais
vulneravel ao ataque oxidativo.

O paracetamol é capaz de aumentar a producdo das EROS, através do seu
metabolismo pelo citocromo P450 e, o estresse oxidativo, possui importante papel na inducéo
da sua toxicidade (GHOSH et al, 2010).

Foi demonstrado que elevadas doses de paracetamol provocam efeitos toxicos no
sistema nervoso central associados ao estresse oxidativo, com diminui¢do de antioxidantes
enddgenos (MICHELI et al, 1990; NENCINI et al, 2007).

Estudo prévio de neurotoxicidade em ratos tratados oralmente com dose Unica (3g/KQ)
de paracetamol, revelou diminuicdo significativamente dos niveis de glutationa (31%), do
acido ascoérbico (37%) e da superoxido dismutase (32%), acompanhados da elevagdo dos
niveis de malonaldeido (110%) e da GSSG (138%), apds seis horas do tratamento (NENCINI
et al, 2007).

In vitro também foi demonstrado efeito neurotdxico do paracetamol. Em culturas de
neuronios corticais de ratos expostas a concentragcbes crescentes de paracetamol, foi
observada a morte dos neurdnios de forma concentragéo dependente (a partir de 1mM), com
diminuicao dos niveis de GSH (POSADAS et al, 2010). Desta forma, estes achados apontam
para o dano oxidativo no cérebro, provocado por dose toxica de paracetamol.

Entretanto, o efeito tdxico mais conhecido do paracetamol é a hepatotoxicidade. Doses
toxicas (acima de 4g/dia) podem causar dano hepéatico e renal com eventual morte por
insuficiéncia hepatica fulminante (MOORE e MARSHALL, 2003). A hepatoxicidade
ocasionada por paracetamol é considerada a principal causa de faléncia hepatica fulminante
no mundo ocidental (LEE, 2008).

Nos Estados Unidos, a dose excessiva de paracetamol é a principal causa das

chamadas para os centros de controle de envenenamento (> 100000 casos /ano) e responde
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por mais de 56.000 atendimentos de emergéncia, 2.600 internacdes hospitalares e uma
estimativa de 500 mortes por insuficiéncia hepatica aguda em cada ano (LEE, 2004; LEE,
2008).

No Brasil ainda ndo existem dados estatisticos concretos relacionados aos efeitos
toxicos do paracetamol, entretanto, uma analise de Julho de 2007 do grupo de estudos sobre
insuficiéncia hepética aguda dos Estados Unidos, com 1033 pacientes adultos, demonstrou
que a intoxicacgdo por paracetamol representa 46% dos casos de insuficiéncia hepatica aguda,
seguido de causas indeterminadas (15%) e idiossincrasicas adversas a medicamentos (12%)
(FONTANA, 2008; LEE, 2008).

O mecanismo de toxicidade hepatica se deve a biotransformacdo do paracetamol em
metabolitos altamente reativos, capazes de lesar principalmente as células hepaticas
(OSCIER, 2009).

Durante a metabolizacdo hepatica, a maior parte do paracetamol sofre conjugacdo com
acido glucuronico e sulfato, para posterior excrecdo ndo toxica por via renal. A formacéo
destes conjugados é mediada pelas enzimas uridina difosfato do &cido glicurénico (UDPGA)
e fosfoadenosil-fosfosulfato (PAPS) (GODEJOHANNA et al, 2004; JENSEN et al, 2004).

Entretanto, menor quatidade é metabolizada pelo citocromo P450. Nesse caso, esta
pequena porcdo produz um composto altamente reativo chamado N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI) (OSCIER e MILNER, 2009). As enzimas do citocromo P450 sdo as mais
importantes biotransformadoras de farmacos no figado, especificamente a CYP2E1 e
CYP2AG6, demonstrando ser as enzimas mais eficientes na bioativagédo de NAPQI (BESSEMS
e VERMEULEN, 2001; HAZAI et al, 2002).

A formacdo de NAPQI ocorre por reacao do ferro-hidroxil, um dos estados reativos do
citocromo P450 (Cit P450), através de trés formas (Figura 2): a primeira pela recombinacao
do radical hidroxil com a N-acetil-p-benzosemiquinona imina (NAPSQI) na posicdo 3,
formando 3-hidroxi-paracetamol (HO-PAR); a segunda forma, pelo ataque na posicao 4,
formando p-benzoquinona (PBQ) mais acetamida e a terceira forma, pela abstracdo de um
segundo hidrogénio do grupo amida formando a NAPQI (KOYMANS et al,1989; MYERS, et
al,1994).
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Figura 2: Principais vias de biotransformagéo do paracetamol.

Paracetamol (PAR); uridina difosfato do acido glicurénico (UDPGA); fosfoadenosil-
fosfosulfato (PAPS); citocromo P450 (Cit P450); N-acetil-p-benzosemiquinona imina
(NAPSQI);  3-hidroxi-paracetamol (HO-PAR); p-benzoquinona (PBQ); N-acetil-p-
benzoquinona imina (NAPQI); 3-glutationa-S-il-paracetamol (PAR-SG).

Fonte: Adaptado de Thomas (1993).

Os principais metabdlitos toxicos do paracetamol oriundo da bioativacdo do citocromo
P-450 sdo a NAPQI e NAPSQI, sejam como intermediario eletrofilico reativo ou espécie
reativa radicalar de oxigénio, respectivamente (ALBANO et al,1985; VAN DE STRAAT et
al,1988; HINSON, 1990; BESSEMS et al,1998; HANNEMANN et al,2007). No entanto, é
consenso que a NAPQI é o principal reagente metabdlico eletrofilico formado pela

biotransformacdo oxidativa do paracetamol tanto in vitro quanto in vivo.
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Baixas quantidades de NAPQI sdo formadas com o uso terapéutico de PAR. Na
presenca de glutationa reduzida (GSH), a NAPQI pode ser reduzida ao PAR ou ligar-se
covalentemente com GSH, reacdo catalisada pela enzima glutationa S-transferase (GST),
gerando conjugados 3-glutationa-S-il-paracetamol (PAR-SG) sem efeito adverso significante
(VAN DE STRAAT et al,, 1986).

Em doses elevadas (toxicas) hd maior porcentagem do farmaco a ser metabolizada por
essa via, depletando os estoques hepaticos de glutationa reduzida (GSH). As vias mais
provaveis de reacdo da NAPQI sdo as formacdes de adutos com proteinas (NELSON, 1995),
oxidagdo de sulfidrila de proteinas (TIRMENSTEIN & NELSON, 1990), ligacdo covalente
com DNA no figado e rins (HONGSLO et al,, 1994) e eventualmente, rompimento da
homeostase celular.

O mecanismo intracelular de lesdo dos hepatdcitos ocorre por ligacbes covalentes da
NAPQI com proteinas celulares fundamentais, especialmente na mitocondria (JAMES et al,
2003; JAESCHKE & BAJT, 2006). Esse mecanismo leva a disfuncdo mitocondrial com
formacdo de reativos intermedidrios do oxigénio e peroxinitritos dentro da mitocondria,
deplecdo do ATP e alteragéo na permeabilidade da membrana (KON et al, 2004).

Ainda, com a deplecdo de glutationa, a funcdo da enzima glutationa-S- peroxidase
passa a ter sua atividade diminuida, resultando no acumulo de perdéxidos nos hepatocitos
(JONES, 1998; BESSEMS e VERMEULEN, 2001; MARSCHALL et al, 2007; KANBUR et
al, 2009).

Logo, o paracetamol pode causar hepatotoxicidade dose-dependente causando grave
lesdo hepatocelular aguda (PRESCOTT, 2000a; JAMES et al, 2003; LEE, 2004; OSCIER e
MILNER, 2009).

No homem, os efeitos hematoldgicos mais danosos foram encontrados, principalmente
nas plaquetas, apos a ingestdo de grande quantidade de PAR (FISCHEREDER & JAFFE,
1994). A hepatotoxicidade do paracetamol é também marcada pela presenca de niveis séricos
elevados de aminotransferases (até 400 vezes o limite superior do normal), concomitante com
hipoprotrombinemia, acidose metabdlica e insuficiéncia renal (BESSEMS e VERMEULEN,
2001).
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1.2 Ortobenzamol

A toxicidade do paracetamol tem motivado o desenvolvimento e estudo de homdélogos
e andlogos mais seguros e, muitos derivados foram desenvolvidos na tentativa de diminuir sua
toxicidade e de manter suas propriedades terapéuticas (HARVISON et al,et al,1986; VAN DE
STRAAT et al, 1987; BARNARD et al, 1993;BESSEMS et al,1995; DUFFY et al,2001).

Embora estes esforcos ainda ndo resultarem em novos compostos mais Seguros,
introduzidos no mercado farmacéutico, os estudos contribuiram para a obtencdo de dados
sobre a relacdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica do paracetamol (HARVISON et
al,1986; VAN DE STRAAT et al,1987; BARNARD et al, 1993; BESSEMS et al,1995;
DUFFY et al,2001; DINIZ et al,2004).

Esses dados podem ser utilizados no planejamento de novos derivados a partir de um
composto prototipo. Assim, partindo-se de um protétipo de estrutura quimica e acao bioldgica
conhecida, o estudo de novas substancias quimicas com potencial atividade farmacoldgica,
possibilita o descobrimento de novos candidatos a farmacos. Com esta estratégia é possivel
obter farmacos seletivos, de acdo prolongada, de reduzida toxicidade, entre outros
(BARREIRO et al, 2006).

Nesse sentido, para obter um farmaco com menor toxicidade e maior atividade
analgésica e anti-inflamatéria, foram realizadas mudangas na estrutura quimica do
paracetamol através de um planejamento racional, utilizando a técnica de producdo de
regioisdbmeros ou isdbmeros posicionais (QUEIROZ et al, 2012), a partir de estudos prévios
(BORGES, 2007).

O planejamento foi auxiliado pelo computador, usando métodos avancados de
modelagem molecular de farmacos. Dentre os analogos estudados, o ortobenzamol (OBZ)
obteve os melhores resultados tedricos com maior potencial para as atividades analgésica e
anti-inflamatoria, e ainda menor toxicidade teérica quando comparado ao paracetamol. Assim,
o0 ortobenzamol foi sintetizado e avaliado experimentalmente em modelos de nocicepcao e
inflamacgdo em animais (QUEIROZ et al, 2012).

Os ensaios foram realizados com a dose efetiva mediana (DEsp) de 22,5 mg/Kg,
determinada por regressdo linear sobre a porcentagem de inibicdo de contor¢bes abdominais,
induzidas por acido acético 0,6% em camundongos (QUEIROZ et al, 2012).

Os resultados da avaliagdo biolégica da atividade antinociceptiva realizada em

animais, mostraram que o ortobenzamol exerce uma atividade analgésica central na ordem de
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5,65 — 35,5 vezes mais potente que o paracetamol, em condi¢des experimentais semelhantes
(QUEIROZ et al, 2012).

Ainda, nos testes de inflamacdo o ortobenzamol apresentou atividade
antiedematogénica, inibindo a formacdo de edema, induzido pela administracdo de 6leo de
créton na orelha de camundongos, em 43,37% quando comparado ao grupo controle
(QUEIROZ, 2010).

O componente ativo do 6leo de croton é o 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato
(TPA). Quando o TPA é aplicado na superficie da orelha do animal, ocorre uma reagdo aguda
flogistica edematosa, desencadeada pela producdo de mediadores quimicos pro-inflamatérios
como metabolitos do &cido araquiddnico (GRIFFITHS et al, 1988; GABOR, 2002;
SUBRAMANIAN et al, 2008). Assim, € possivel que o ortobenzamol atue inibindo a
ciclooxigenase (COX) e/ou a fosfolipase A,, 0 que indiretamente interfere com o processo de
geracdo de prostaglandinas, gerado pelo metabolismo do &cido araquidénico quando aplicado o
o0leo de croton (OTUKI et al, 2005).

O ortobenzamol também foi eficaz em inibir tanto o influxo de leucdcitos totais,
quanto o de neutréfilos para a cavidade peritoneal, 4 horas apds a inducdo de peritonite em
ratos pelo agente flogistico carragenina, confirmando assim sua interferéncia significativa na
reducdo do processo inflamatério (QUEIROZ, 2010).

Logo, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o ortobenzamol
apresenta potente atividade anti-inflamatéria em modelos experimentais de inflamacao
induzidos por diferentes agentes flogisticos.

E importante ressaltar que, apesar de classificado como anti-inflamatorio n&o
esteroidal, tem sido descrito na literatura que o paracetamol ndo € indicado para esta
finalidade devido sua fraca acdo sobre a inflamagdo (AL-SWAYCH et al, 2000). O
paracetamol é fraco inibidor da ciclooxigense onde os niveis de perdxidos sdo elevados, como
por exemplo, nos tecidos inflamados e ndo inibe a ativacdo de neutrofilos (HANEL e
LANDS, 1982; MARSHALL et al, 1987; ABRAMSON e WEISSMANN,1989; RAFFA et al,
2000).

Diferentemente, o ortobenzamol reduziu significativamente dois importantes
componentes do processo inflamatorio: a formacéo do edema induzido pelo 6leo de créton na
orelha de camundongos e a migracdo de leucdcitos induzida na cavidade peritonial de ratos
apos estimulo pela carragenina (QUEIROZ, 2010).

Sabe-se que a oferta de medicamentos estd intrinsecamente relacionada com a

pesquisa e o desenvolvimento (BRASIL, 1998). Assim, considerando o excelente efeito do
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ortobenzamol nos ensaios biologicos de nocicepcdo e inflamacdo, e a obtencdo de efeitos
expressivamente maiores que este farmaco, foi solicitado o registro de patente deste composto
no Setor de Propriedade Intelectual da UFPA (protocolo 265/2009) e no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual (INPI).

Entretanto, para que um novo farmaco possa chegar a ter aplicabilidade clinica, é
necessario estudar previamente sua possivel toxicidade, especialmente quando consideramos
farmacos de venda livre.

Desta forma, frente a possibilidade de uma alternativa terapéutica nova para o
tratamento da dor e da inflamacdo, estudos adicionais que determinem a toxicidade do
ortobenzamol sdo essenciais.

Assim, o principal objetivo deste trabalho é analisar a possivel toxicidade do
ortobenzamol. Como este composto é um analogo do paracetamol, a escolha das vias a
estudar é justificada pela toxicidade j& descrita do paracetamol e pelas caracteristicas obtidas
da atividade bioldgica do ortobenzamol (QUEIROZ et al, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a toxicidade in vitro e in vivo do ortobenzamol e compara-la aquela do

paracetamol.

2.2 Especificos

Comparar a possivel neurotoxicidade e/ou neuroprotecdo in vitro do ortobenzamol e
do paracetamol, através da:
o analise da viabilidade celular de culturas primarias de neurbnios corticais
expostas as drogas
0 mensuracdo dos niveis de glutationa total e reduzida de culturas primarias de
neurodnios corticais expostas as drogas
o avaliacdo da viabilidade celular em desafio com peroxido de hidrogénio de
culturas primarias de neurénios corticais expostas as drogas
Determinar a Dose Efetiva mediana (DEsp) do paracetamol no teste de contor¢do
abdominal para poder compara-la com aquela do ortobenzamol em todos os testes a
sequir;
Comparar o possivel estresse oxidativo cerebral e hepatico provocado pela exposicao
in vivo ao ortobenzamol ou paracetamol através da analise dos:
o Niveis de peroxidacdo lipidica
o Niveis de nitritos (indicador indireto da producédo de éxido nitrico)
Comparar os parametros clinicos de animais expostos a ortobenzamol e paracetamol,
através da analise de:
0 niveis séricos de aspartato aminotransferase e a alanina aminotransferase
(indicativo de disfuncdo hepética)
0 niveis séricos de creatinina (indicativo de disfuncao renal)
o alteracbes hematoldgicas

Comparar a toxicidade aguda in vivo do ortobenzamol e do paracetamol
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudo in vitro: toxicidade do ortobenzamol e do paracetamol em culturas
primarias de neurdnios corticais

As culturas primérias de neurdnios corticais foram obtidas a partir dos embriGes de 16
dias (E16) de camundongos fémeas (NMRI) gravidas, provenientes de Charles River, Iffa
Credo (Saint Germain-sur-I’Arbreste, Franca) (BABOT et al, 2007; SUNOL et al, 2008;
BRIZ et al, 2010;).

Todos os ensaios conduzidos nessas culturas foram realizados no Departamento de
Neuroquimica e Neurofarmacologia do Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona
(11BB, Espanha) onde, 0 manejo e uso dos mesmos, foram de acordo com o protocolo DMA
1852 da Universidade de Barcelona, aprovado pelo Governo da Catalunha, Espanha.

As culturas foram preparadas a partir de cortexs cerebrais dissecados e cortados
mecanicamente (BABOTet al, 2007; SUNOL et al, 2008; BRIZ et al, 2010). As células
foram, entdo, dissociadas por tripsonizacdo suave (0,02%) a 37 °C durante 10 minutos,
seguido por trituracdo em uma solucdo de DNAse 0,004%, contendo inibidor de tripsina
obtido da Glycine max (Kunitz inibidor) (0,05%).

Posteriormente, as células foram suspensas em meio DMEM contendo 5 mM de KCl,
31mM de glucose e 0,2 mM de glutamina, suplementado com p-aminobenzoato, insulina,
penicilina, e 10% de soro bovino fetal. A suspensdo de células (1,5 x 10° células por mililitro)
foi semeada em placas de 96 pocos, pré revestidas com poli-D-lisina e incubada em estufa
(5% de CO, e 95% de O,) a 37° C. Uma mistura de 5uM de 5-fluoro-2-desoxiuridina e 20 uM
de uridina foi adicionada apds 1-2 dias in vitro (DIV) para prevenir a proliferacéo glial.

As solugdes-mde de ortobenzamol e paracetamol foram preparadas em
dimetilsulfoxido (DMSOQO) e posteriormente diluidas em meio DMEM, de forma que a

concentracdo final de DMSO nas culturas foi de 0,5%.

3.1.1 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Ensaios com culturas ndo diferenciadas e diferenciadas foram incluidos, com o
objetivo de avaliar possiveis efeitos neurotdxicos e/ou maior vulnerabilidade durante o
desenvolvimento. O processo de diferenciacdo neuronal se inicia em poucas horas apds o

inicio do cultivo até 7-8 dias in vitro, quando os neurénios cultivados sdo considerados
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maduros. Assim, todas as culturas foram mantidas por 8 dias depois do inicio da cultura para,
entdo, ser testada a viabilidade celular.

Ao longo desses 8 dias, as culturas foram expostas a concentracfes finais crescentes
de paracetamol (0 — 10 mM) ou ortobenzamol (0 — 1 mM) durante os ultimos 7 dias
(exposicdo que se inicia na cultura ndo diferenciada) ou nos ultimos 2 dias (exposi¢cdo na
cultura quase totalmente diferenciada). Durante os periodos de exposicdo, 0 meio de cultura
ndo foi alterado. Os grupos controles receberam veiculo (DMSO 0,5%) e foram testados da
mesma forma.

Apo6s os 8 dias de cultura, a viabilidade celular foi determinada pelos métodos de
Mosmann (1983). Brevemente, o ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetraz6lio) mede a transformacdo deste substrato, pela atividade da enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenase, em um composto formazan colorido, que pode ser
quantificado espectrofotometricamente. Para isso, as células foram incubadas com MTT
(50mg/ 10ml) a 37°C durante 1lh e, posteriormente, desagregadas com SDS a 10%. A
intensidade de cor foi medida a 560nm. Os resultados foram expressados como a percentagem
de MTT reduzido em comparagéo com valores controles.

3.1.2 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA

A avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida foi realizada como descrito por Kaur et
al, (2006).

A avaliacdo do conteddo de GSH intracelular foi feita através da reacdo com
monoclorobimano, reagente que atravessa livremente a membrana plasmatica integra e sofre
conjugacdo com GSH catalisada por diversas isoformas de GST, dando origem a um
conjugado fluorescente quando irradiado com luz ultravioleta (BRIVIBA et al,1993;
SODERDAHL et al, 2003).

Nas culturas incubadas por 8 dias com paracetamol (0 — 10 mM) e ortobenzamol (0 - 1
mM), foi realizada a leitura do comprimento de onda da excitacdo a 360 nm por 460 nm
emissdo, para determinacdo do branco. Posteriormente, foi adicionado as culturas o
monoclorobimano (1mM ) e incubadas por 30 minutos. Finalmente, foi realizada uma nova
leitura, conforme descrito.

Para cada pogo, a fluorescéncia final com monoclorobimano foi obtida por subtracdo da
respectiva fluorescéncia obtida no branco. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a
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quantidade de GSH presente. Os resultados foram expressados como % de fluorescéncia
versus o controle (DMSO 0,5%).

3.1.3 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE GLUTATIONA TOTAL

A glutationa total (GSH e GSSG) foi quantificada empregando-se 0 metodo da glutationa
redutase, proposto por Tietze (1969).

Nesse método, os grupamentos sulfidrilas da GSH interagem com o éacido 5°,5’-ditio-
bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), originando a GSTNB (forma oxidada de GSH) que, na
presenca da glutationa redutase e de NADPH, é reduzida novamente em GSH. A GSH reage
novamente com DTNB reiniciando o ciclo. Caso haja presenca de GSSG, esta é
primeiramente reduzida a GSH pela glutationa redutase e, em seguida, entra no ciclo.
Concomitantemente a formagdo de GSTNB e GSH, ha a liberacdo de &cido 5-tio-2-
nitrobenzdico (TNB), um composto de coloracdo amarela que é detectado em 412 nm. Sendo
assim, a intensidade de cor produzida pelo TNB é diretamente proporcional a atividade da
glutationa redutase sobre a GSTNB e GSH intracelular.

Ap0s o tratamento das culturas por 7 dias (como descrito acima) com paracetamol (0 —
10 mM) e ortobenzamol (0 — 1 mM), as células foram homogeneizadas em tampao fosfato-
EDTA (100 mM de tampdo de fosfato de potassio, pH 7,4, contendo 1 mM EDTA). O
homogenado foi precipitado com &cido perclérico a 3% (p/v) e centrifugado (16,000 x g, 5
min., a 4 °C).

O sobrenadante foi incubado com o tampdo PE (0,8 mM DTNB e 0,32 U/mL
glutationa redutase) e, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,6 mM NADPH. A cinética da
reacdo de DTNB foi monitorizada a 412 nm, durante 2 minutos. Os niveis absolutos de GSH
total em cada amostra foram calculados com base em padrdes de 0 a 25 nmol.

3.1.4 DESAFIO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

O modelo de desafio com perdxido de hidrogénio foi usado para avaliar a possivel
capacidade antioxidante/neuroprotetora do ortobenzamol, comparada com o paracetamol
(TRIPATHY e GRAMMAS, 2009).

Apbs o tratamento das culturas por 7 e 2 dias (como descrito acima) com 100 uM de
paracetamol e 10 uM de ortobenzamol, concentracdes crescentes (0 — 1 mM) de perdxido de

hidrogénio (H,O,) foram adicionadas nas culturas neuronais no 8° dia in vitro. Trés horas
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depois da adicdo do H,0,, as culturas foram processadas para avaliacdo da viabilidade celular
pelo ensaio de MTT como descrito acima. Os resultados foram expressados como a

percentagem de MTT reduzido em comparagdo com valores controles.

3.2 Estudo in vivo: toxicidade do ortobenzamol e do paracetamol em camundongos
tratados por via oral.

3.2.1 ANIMAIS

Para todos os testes in vivo, foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos
swiss adultos pesando entre 30g - 40g, provenientes do Instituto Evandro Chagas (Belém-PA)
e mantidos em gaiolas de polietileno no Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Pard (UFPA), sob condi¢des controladas de temperatura (22 +
3°C) e ciclo de claro/escuro de 12 horas com livre acesso a agua e ragéao.

O manejo e uso dos animais foram de acordo com as normas do Comité de Etica em
Pesquisas com Animais de Experimentacdo da UFPA (CEPAE-UFPA, Parecer BIO021-11).

Antes da realizacdo de cada teste in vivo, os animais foram deixados em jejum por um
periodo de 12 horas. A administracdo das solucbes de tratamento (paracetamol ou
ortobenzamol) preparadas em 6leo de milho foi realizada em dose unica pela via oral (v.0.),

através de canula orogastrica, em volume de 0,1mL/10g de peso corporal.

3.2.2 DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA MEDIANA DO PARACETAMOL

Com o intuito de poder realizar comparacfes adequadas entre o paracetamol e o
ortobenzamol, foi determinada a Dose Efetiva Mediana (DEsp) do paracetamol no teste de
contor¢des abdominais, induzidas pela administracdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético a
0,6% (KOSTER et al,, 1959).

O paracetamol foi administrado nas doses de 100, 150, 200 e 250 mg/kg. O grupo
controle negativo recebeu o veiculo utilizado para solubilizar o paracetamol (6leo de milho).
Todos os grupos foram constituidos por 10 animais e tratados uma hora antes da
administracdo do estimulo nociceptivo.

A reacdo do animal a esse estimulo foi o desenvolvimento de movimentos repetidos de
contragédo da parede abdominal, rotacdo do corpo e extensdo das patas traseiras. Esse conjunto
de reacOes é denominado contorgdes abdominais. A intensidade da nocicepcdo foi

quantificada como o numero total de contor¢des abdominais durante o periodo de observacgéo
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de 20 minutos, sendo iniciada a contagem 10 minutos apos a administracdo do acido acético.
Durante o tempo de observacdo, os animais foram contidos em funis de vidro com diametro
de aproximadamente 22 centimetros.

A dose efetiva mediana (DEso) foi determinada por interpolacdo semi- logaritimica a
partir dos resultados encontrados, em que se calculou a porcentagem de inibicdo da

nocicepcao para cada dose.

3.2.3 TRATAMENTOS IN VIVO PARA ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO E DOS
PARAMETROS CLINICOS

Camundongos como os descritos no item 3.2 foram tratados por via oral com
ortobenzamol ou paracetamol com doses até 10 vezes a dose efetiva mediana (10xDEsp) de
cada droga. Os grupos controles receberam veiculo (6leo de milho) e foram testados da
mesma forma.

Quarenta e oito horas depois, esses animais foram anestesiados com ketamina
(72mg/Kg) e xilazina (9 mg/kg), por via intraperitonial. A anestesia foi confirmada através da
analise do relaxamento muscular, decubito ventral, presenca de analgesia pingando

delicadamente o espaco interdigital e diminuicdo dos reflexos protetores nos animais.

3.24 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO HEPATICO E CEREBRAL.

Os animais anestesiados foram sacrificados para a retirada do cérebro e do figado.
Ambos os orgdos foram imediatamente limpos com solucéo salina 0,9% gelada, congelados

em nitrogénio liquido e armazenados em congelador a -80 °C até a realizacdo dos testes.

3.2.4.1 Determinacao da peroxidacao lipidica hepatica e cerebral

O nivel de peroxidacdo lipidica dos tecidos foi determinado pela quantificacdo de
malonaldialdeido (MDA), importante produto de decomposi¢cdo de perdxidos derivados de
acidos graxos polinsaturados e seus ésteres relacionados.

Este aldeido reage com o agente cromogeno, N-metil-2-fenilindol (NMFI) a 45 °C. A
condensacdo de uma molécula de MDA com duas moléculas de NMFI produz um croméforo
estavel que na presenca do &cido metanosulfonico, tem absorbancia maxima a 586 nm
(ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990).

Dessa forma, os tecidos foram descongelados lentamente em um banho de gelo e

homogeneizados em agua destilada por agitacdo sénica a 4°C, na concentracdo aproximada de
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1:10 (g/mL). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2,500g durante 10 minutos a
4 °C e os sobrenadantes divididos em aliquotas para a determinacdo das proteinas totais pelo
método de Bradford (1976).

A 325 pL de NMFI 10,3 mM diluido em metanol (1:3) e 75 pL de é&cido
metanosulfonico foram adicionados 100 pL das solugdes padrdes ou dos sobrenadantes das
amostras. Ap0s uma incubacdo a 45° C por 40 minutos, foi realizada a leitura em um
comprimento de onda de 586 nm.

Para construir a curva de calibragdo foram utilizadas diluicbes de concentragcOes
conhecidas a partir de uma solucéo padrdo de MDA. Os resultados foram expressos em pmol
de MDA/ mg de proteinas.

3.2.4.2 Avaliacéo da producdo oxido nitrico: determinacao dos niveis de nitritos nos
tecidos cerebral e hepatico

A concentracdo de nitritos presente na amostra foi detectada através da técnica
colorimétrica baseada na reacdo de Griess (GREEN et al,, 1981). Nessa reacdo, o reagente de
Griess, se combina com 0s nitritos para formar um composto colorido. A intensidade da cor
purpura produzida € proporcional a quantidade de cromogenos formados e,
consequentemente, a quantidades de nitritos existentes. Essa quantidade foi medida através da
absorbancia a 550 nm.

Para tal, os tecidos foram descongelados em banho de gelo e homogeneizados, por
agitacdo sbnica, em agua destilada fria em uma concentragdo 1:10 (g/mL). Foram
centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, e as aliquotas dos sobrenadantes foram
armazenadas a — 20 °C, para determinar as proteinas totais pelo método de Bradford (1976) ou
para calcular os niveis de nitritos.

Cinquenta pL de cada amostra foi incubada em temperatura ambiente por 20 minutos,
com 50 pL de reagente de Griess composto de sulfanilamida a 1 %, acido fosférico 5 % e
naftil-etilen-diamina, na proporcdo 1:1. Apds a incubacdo, foi medida a absorbancia a 550
nm. A concentragdo de nitritos foi calculada por comparacdo com as absorbancias de solugfes
padrdo de concentracdes conhecidas de nitrito sédico em agua.

3.2.5 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi quantificada através do
método de Bradford (1976).
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O método se baseia na ligacdo do reagente Coomassie Blue (reagente de Bradford)
com as proteinas. Essa reagdo gera um composto de cor azul com intensidade proporcional a
concentracdo de proteinas presentes na amostra e, pode ser medida por leitura da absorbancia
a 595 nm (BRADFORD, 1976).

Em um tubo de ensaio contendo 1 ml do reagente de Bradford e 75ul de &gua
destilada, foi adicionada 25 pl da amostra. Apos 2 minutos de incubacdo, as amostras foram
lidas em espectofotdbmetro a 595 nm. Os resultados foram calculados com base na
comparagdo com uma curva padrdo de concentragdes crescentes de proteina sérica bovina, e

expressos em mg de proteinas.

3.2.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS LABORATORIAIS DE ROTINA

O sangue total foi obtido a partir da puncdo cardiaca dos animais anestesiados. As
amostras de sangue coletadas com EDTA foram levadas ao Laboratorio de Analises Clinicas
do ICB-UFPA, no tempo maximo de 2 horas, para o processamento dos parametros
laboratoriais hematol6gicos e bioquimicos.

O processamento das amostras iniciou-se com a andlise hematoldgica, por meio da
determinacdo do hemograma e, posteriormente, as amostras de sangue total foram
centrifugadas a 3.500g durante 10 minutos, para separar o plasma a determinacdo dos
pardmetros bioquimicos. O plasma isolado foi congelado a -20°C, e a determinacdo
bioquimica realizada no prazo méaximo de 30 dias. A andlise dos valores hematol6gicos e
bioquimicos foi feita a partir da comparacdo dos grupos tratados em relacdo ao grupo

controle.

3.2.7 DETERMINACAO BIOQUIMICA DE ALTERAGCAO HEPATICA E RENAL

Os parametros bioquimicos foram determinados no plasma das amostras de sangue,
através de kits enzimaticos colorimétricos. A leitura foi feita no aparelho espectrofotémetro
semi automatico BIO 2000 (BioPlus), a partir de 100 pL de plasma.

A alteracdo da funcdo hepética foi quantificada mediante a determinacdo bioquimica
de alteragdes nos niveis séricos dos marcadores especificos para dano hepético: a alanina

aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST).
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Também foram quantificados os niveis séricos da enzima Gama-Glutamil Transferase
(GGT), sensivel indicador enzimético de doenca hepatobiliar.
O dano renal foi medido pela determinacdo de mudancas dos niveis séricos de

creatinina.

3.2.8 DETERMINACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS DE ALANINA
AMINOTRANSFERASE (ALT)

A quantificacdo de alanina aminotranferase (ALT) foi feita através da utilizacdo de kit
de ensaio cinético Transaminase Pirlvica (Labtest) no plasma. O Kit utilizado promove a
transferéncia do grupo amina da alanina para cetoglutarato e, os produtos dessa reagdo, séo

purivato e glutamato, conforme equacéo abaixo:

L-alanina + a-cetoglutarato —ALT ,  glutamato + piruvato

O piruvato formado reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando hidrazona. A
intensidade da coloracdo de hidrazona formada em meio alcanino é diretamente proporcional
a quantidade de piruvato, que é determinado em funcdo da enzima. O ensaio tem 4 fases e a

reacao foi lida em espectrofotometria em um comprimento de onda de 490 nm.

3.29 DETERMINACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS DE ASPARTATO
AMINOTRANSFERASE (AST)

A determinacdo de Aspartato Aminotranferase (AST) foi feita no plasma, através de
kit Transaminase Oxalacética (Labtest). O kit atua transferindo o grupo amina e o produto
dessa reacdo de transaminacdo sdo oxaloacetato e glutamato. O oxalacetato formado é medido
através da formacao de hidrazona, conforme equacao abaixo:

L-aspartato + a- cetoglutarato A_ST, glutamato + oxalacetato
A hidrazona formada em meio alcalino, tem intensidade proporcional a quantidade de
oxalacetato, que ¢é determinado em funcdo da atividade enzimatica. O processo é divido em 4
etapas, de acordo com metodologia descrita por Reitman e Frankel (1957). A reacdo foi lida

por espectrofotometria em um comprimento de onda de 500 nm.
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3.2.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE GAMA GLUTAMIL
TRANSFERASE (GGT)

A determinacdo de Gama Glutamil Transferase foi dada a partir da utilizacdo de kit
destinado a determinacdo da enzima no plasma (Katal). O principio de acdo do kit é baseado
na propriedade de que a enzima GGT catalisa a reacdo de transferéncia do grupamento
glutamil do L-y- glutamilgliciglicina para a glinacina, conforme equacéo abaixo:

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina E, y—glutamilglicina + 5-amino-

2-nitrobenzoato

A concentracdo da enzima é determinada a partir da velocidade de transformacéo do 5-
amido-2 nitrobenzoato que é diretamente proporcional a quantidade de y-GT na amostra.
Formado um composto de coloracdo avermelhada, a reacdo entdo foi lida por

espectrofotometria em um comprimento de onda de 405 nm.

3.2.11 DETERMINACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS DE CREATININA

A determinacdo quantitativa da creatinina no sangue foi realizada através de método
cinético-colorimétrico, com a utilizacdo do kit de Ensaio de Creatinina (Labtest). No ensaio, a
creatinina presente no plasma reage com a solucgéo de picrato em meio alcalino, formando um
complexo de coloracdo amarelo-avermelhado, que é medido imediatamente.

A esta amostra é adicionado um acidificante, que diminui o pH para 5, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina e € também medida espectrofotometricamente. A

diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina.

3.2.12 PARAMETROS HEMATOLOGICOS: ERITROGRAMA, LEUCOGRAMA E
PLAQUETOGRAMA

Os valores do hemograma completo (eritrograma, leucograma e plaquetograma)
realizados no laboratério de Analises Clinicas do ICB/UFPA, foram processados através do
equipamento analisador automatico ABX MICROS 60 (fabricante Horiba), ajustado para
leitura de amostra veterinaria. A leitura foi feita por bioimpedancia, a partir de 100 pL de
sangue total, onde foram analisados o eritrograma (células vermelhas totais, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de

hemoglobina corpuscular média, distribuicdo das células vermelhas), o leucograma
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(leucdcitos totais, linfocitos, monaocitos e granulécitos) e contagem de plagquetas (plaquetas,

volume plaquetar médio e distribuicao do volume plaquetar).

3.2.13 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA IN VIVO

A determinagdo da toxicidade oral aguda foi realizada conforme o Guia OECD-
425/2008 “Up-and-Down-Procedures” (OECD, 2008).

Camundongos como os descritos no item 1 foram selecionados randomicamente e
mantidos isolados em gaiolas (ciclo de claro/escuro de 12 horas, 22+3 °C, até 30% de
humidade e com livre acesso a agua e ragdao) no minimo 5 dias antes da administracdo das
drogas, para permitir a aclimatacdo as condi¢des laboratoriais.

Os animais foram desprovidos de alimentacdo entre 3 a 4 horas antes do tratamento.

O protocolo segue uma pauta sequencial estrita que se inicia com um animal tratado
por via oral, através de canula orogastrica, com uma Unica dose de 2000 mg/Kg da droga. Se
o animal sobreviver, esta dose deve ser administrada em quatro animais adicionais
sequencialmente até que um total de cinco animais sejam testados. Este Guia considera que se
trés ou mais animais sobrevivem a este teste, a dose letal mediana (DLsy) da droga testada,
sera maior do que 2.000 mg/Kg, classificando-a como pertencente aos agentes xenobioticos
de classe 5 ou de baixa toxicidade (OECD, 2008).

Para determinacdo do resultado (sobrevivencia ou morte), os camundongos foram
observados individualmente, durante as primeiras 4 horas apos o tratamento, periodicamente
durante as primeiras 24 horas e, diariamente, em um total de 14 dias. Ap6s 1-2 horas do
tratamento, o livre acesso a racdo e agua foi restaurado. As mudangas comportamentais

observadas nos animais foram registradas durante 4 horas ininterruptas apds o tratamento.

3.3 Anadlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + e.p.m. (erro padrdo da média), onde n
representa 0 numero de animais ou de culturas. Foram considerados estatisticamente
significantes os resultados que apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipotese de
nulidade menor que 5% (P<0,05), 1% (P<0,01) ou 0,1% (P<0,001). Para comparacdo das
médias foram utilizados Analise de variancia one-way (ANOVA) seguida de um método de
multiplas comparacdes (Teste de Tukey).
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo in vitro: toxicidade do ortobenzamol e do paracetamol em culturas
primarias de neurdnios corticais

4.1.1 VIABILIDADE CELULAR

As concentracGes das drogas testadas nos ensaios de viabilidade celular variaram até 10
mM. Entretanto, ap6s o descobrimento de que a DEsq estabelecida in vivo para o paracetamol
(127 mg/Kg; ver topico 4.2.1) é muito diferente da do ortobenzamol (22,5 mg/Kg; QUEIROZ
et al, 2012), os dados foram transformados e plotados como logaritmo das quantidades de
mg/L (Tabela 1, APENDICE) com o intuito de facilitar a comparacdo em relacdo as
respectivas DEsy.

Assim, a exposicdo de culturas primarias de neurbnios corticais (células ja
diferenciadas) ao ortobenzamol por dois dias ndo causou diferengas significativas na
viabilidade celular (Figura 3, acima). Nesse caso, a concentragdo maxima testada foi de 213
mg/L ou 1 mM (equivalente a 9,5 vezes a DEsy, do ortobenzamol) que foi o limite da
solubilidade da droga no meio de cultura.

Diferentemente, a exposi¢cdo ao paracetamol nessas condi¢Oes foi capaz de causar
reducdo significativa da viabilidade celular a partir da concentracdo de 3 mM ou 453 mg/L

(valor de 2,66 na Figura 3 abaixo), equivalente a 3,5 vezes a DEs in vivo do paracetamol.
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Figura 3-Viabilidade celular de culturas primarias de neurdnios corticais (células ja diferenciadas), expostas por
2 dias a Ortobenzamol (acima) ou Paracetamol (abaixo). As linhas ponteadas indicam a localiza¢do aproximada
da DEs para cada droga. Dados apresentados como média + erro padrdao da média (n=6-21). ***P<0,001 vs
controle.
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A exposicdo por sete dias das culturas de neurbnios corticais (células néo
diferenciadas) as drogas, também foi capaz de causar diminuicdo da viabilidade celular de
forma significativa (Figura 4). Como seria esperado, essa incubacdo por sete dias se revelou
mais toxica para as células que a incubagdo por dois dias, especialmente no caso do
ortobenzamol (Figura 4).

¢ Ortobenzamol
120

®

100

80 ks

60

40 * k%

: !

% Viabilidade Celular

-1 0 1 2 3

Log [mg/L ]

¢ Paracetamol

140
120
100 & 3 +
80
60
40
20

%k k

% Viabilidade Celular

-1 0 1 2 3 4
Log [mg/L ]

Figura 4- Viabilidade celular de culturas primarias de neur6nios corticais (células nao diferenciadas), expostas
por 7 dias a Ortobenzamol (acima) ou Paracetamol (abaixo). As linhas ponteadas indicam a localizacéo
aproximada da DEs, para cada droga. Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=6-21).
***P<(,001 vs controle.
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4.1.2 NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA E TOTAL

Os niveis de glutationa reduzida das culturas de neurénios corticais em diferenciacéo
sofreram reducéo significativa com a exposi¢do ao ortobenzamol, na concentracdo maxima
testada (LmM) (Tabela 2).

N&o foram identificadas alteraces significativas nos niveis de glutationa total nas
culturas de neurdnios corticais expostas ao paracetamol e ortobenzamol, em comparagédo ao

veiculo (Tabela 2).

Tabela 2: Niveis de glutationa total e reduzida em culturas de neurdnios corticais em diferenciagdo, expostas por
8 dias ao paracetamol ou ortobenzamol. Dados apresentados como média + desvio padrdo (n=6-15). ***P<0,001
guando comparado ao veiculo.

% Glutationa Reduzida % Glutationa Total
Concentragdo Paracetamol Ortobenzamol  Paracetamol Ortobenzamol
Veiculo 100+0 100+0 100+0 100+0
100 uM 96,86 £7,67 113,18 +12,31 105,30+ 32,14 109,9 + 15,77
1 Mm 89,97 + 13,27 23,42 £14,98*** 68,25+22,88 87,20+ 14,13

413 CAPACIDADE NEUROPROTETORA FRENTE AO ESTRESSE OXIDATIVO:
DESAFIO COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

Para testar a possivel capacidade neuroprotetora das drogas frente ao estresse
oxidativo, foram selecionadas as concentra¢des de 100 uM (ou 15,1 mg/L, equivalente a 0,11
vezes a DEs) de paracetamol e 10 pM (ou 2,13 mg/L, equivalente a 0,09 vezes a DEx) de
ortobenzamol, que ndo tiveram efeito tdxico na viabilidade celular (Figuras 3 e 4, segundo e
terceiro pontos para o ortobenzamol e o paracetamol, respectivamente, comegando pela
esquerda dos gréficos).

A exposicdo prévia as drogas por dois (Figura 5, acima) ou sete dias (Figura 5, abaixo)
ndo conseguiu proteger as culturas de neurdnios corticais do desafio com perdxido de
hidrogénio, ndo sendo registradas diferencas significativas entre os grupos para cada uma das
concentracdes de H,0, testadas.



% Viabilidade Celular

% Viabilidade Celular

150+

100+

Ul
T

e

D!

e

e e !
e
L.

O
OO

120+
110+
100+
904
804
704
60+
504
404
304
204
10+

1
OpumM 10 pM 100 pM 300 pM

[H202]
IT
- ******
*k%k:
H
= B
**%k*%

I.I I :_|:

0

M

10 uM 100 uM 300 uM 1 mM
[H202]

Pagina |54

3 Veiculo
EE Paracetamol 100 pM
Il Ortobenzamol 10 pM

[ Veiculo
Paracetamol 100 uM
Bl Ortobenzamol 10 uM

Figura 5-Viabilidade celular de culturas de células corticais expostas ao paracetamol (100uM) ) ou ortobenzamol
(10puM) por 2 dias (acima) ou por 7 dias (abaixo) e/ou a concentragdes de H,O, nas Ultimas 3 horas de
incubacgdo. Dados apresentados como média + desvio padrdo (n=15). ***P<0,001 quando comparado aos grupos

OuM.
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4.2 Estudo in vivo: toxicidade do ortobenzamol e do paracetamol em camundongos
tratados por via oral.

4.2.1 DOSE EFETIVA MEDIANA (DEs)) DO PARACETAMOL

A administracdo oral de paracetamol (PAR) nas doses testadas (100 - 250 mg/ Kg)
uma hora antes da aplicacdo i.p. de &cido acético 0,6% (teste de contor¢Ges abdominais)
reduziu o nimero de contor¢Bes abdominais entre 41% a 84%, quando comparadas ao grupo
controle. A partir dos dados obtidos foi calculada a regressdo linear (R*=0,9964),

encontrando-se uma DEsp de 127 mg/ Kg (Figura 6).

y=0,2882x + 14,537
100+ R°= 0,9964

% de inibicao
iy D (@]
o o o
1 1 1

°)
T

0

1 1 1 1 1
50 100 150 200 250 300
Paracetamol (mg/Kg)
Figura 6 - Efeito inibitério de doses crescentes de paracetamol sobre as contor¢fes abdominais induzidas por

4cido acético 0,6% i.p. (n=10). A linha representa a regressao linear calculada a partir dos dados. R?= coeficiente
de correlag&o.
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4.2.2 ESTRESSE OXIDATIVO CEREBRAL E HEPATICO

4.2.2.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica cerebral e hepética

Quando foi avaliada a peroxidacdo lipidica do cérebro, nenhum dos grupos
experimentais apresentou alteragdo nos niveis deste marcador (Figura 7, acima). Neste teste,
apenas as doses de 10x DEsp do ortobenzamol e do paracetamol foram capazes de aumentar
os niveis malonaldeido no tecido hepatico, quando comparados ao grupo controle (Figura 7,
abaixo).
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Figura 7- Peroxidacao lipidica do tecido cerebral (acima) e hepético (abaixo) de camundongos tratados com
diferentes concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada
droga. Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=3-6) *P<0,05 ou **P<0,01 vs grupo controle
(CT).
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4.2.2.2 Determinacdo dos niveis de nitritos no tecido hepatico.

Apenas a dose de 10x DEsp do paracetamol foi capaz de aumentar os niveis nitritos no

tecido hepatico, quando comparados ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 8- Concentracao de nitritos no tecido hepatico de camundongos tratados com diferentes concentracdes de
ortobenzamol e paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEs) de cada droga. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média (n=3-6) ***P<0,001 vs todos 0s grupos.
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4.2.3 ALTERACOES SOROLOGICAS

4.2.3.1 Enzimas hepaticas e creatinina

Os parametros bioquimicos observados e, amplamente utilizados na clinica para a
deteccdo de alteracBes na funcdo hepatica e renal, sdo as elevacGes das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), de alanina aminotransferase (ALT), de gama glutamiltransferase
(GGT) e da creatinina no sangue.

O resultado obtido sobre os niveis de AST, mostra que houve aumento significativo no
grupo tratado com 10x DEs do paracetamol, quando comparado ao controle. Este tratamento
também foi significativo, quando comparado a 10x DEsy correspondente do ortobenzamol
(Figura 9).

Il Ortobenzamol (DEg, 22,2 mg/Kg)
[ Paracetamol (DEg, 127,5 mg/Kg)
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Figura 9- Niveis plasmaticos de aspartato amino transferase (AST) em camundongos tratados com diferentes
concentragdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DEs) de cada droga.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=3-6). ##P<0,01 vs controle e a mesma dose do grupo
ortobenzamol.

Diferentemente, o resultado encontrado para a ALT mostra que todos 0s grupos
tratados apresentaram elevacdo significativa nos niveis plasmaticos desta enzima, quando
comparados ao controle (Figura 10).

Ainda, o grupo tratado com 10x DEs, do paracetamol também apresenta diferenca
estatistica, quando comparado ao grupo tratado com 10x DEs, do ortobenzamol (Figura 10).
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Figura 10- Niveis plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) em camundongos tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6). ***P<0,001 vs controle. ### P<0,001 vs
controle e a mesma dose do grupo ortobenzamol.

A determinacdo dos niveis de gama glutamil transferase (GGT) mostrou que houve
elevacdo significativa em todos os grupos experimentais tratados com paracetamol, quando
comparados ao controle. Diferentemente, os grupos tratados com ortobenzamol apresentaram

alteracdo significativa deste parametro somente na dose 10x DEsq (Figura 11).
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Figura 11- Niveis plasmaticos de gama glutamil transferase (GGT) em camundongos tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEs) de cada droga.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6). ***P<0,001 e *P<0,05 vs controle. ###
P<0,001 vs controle e a mesma dose do grupo ortobenzamol.
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Com relacdo aos niveis de creatinina, parametro bioguimico utilizado para avaliar a
funcdo renal, observou-se que todos os grupos tratados com paracetamol, apresentaram
elevacdo significativa dos niveis de creatinina quando comparados ao controle.
Diferentemente, nos grupos tratados com ortobenzamol, apenas a dose de 10x DEs, foi capaz
de alterar significativamente este parametro (Figura 12).

Il Ortobenzamol (DEsg, 22,2 mg/Kg)
3 Paracetamol (DEg, 127,5 mg/Kg)

N
o
]

R s Hit# Fxk
— e
o pr— )%k I
S 1.54
E
<
Z 1.0
Z
=
w 0.54
(e
@)
0.0" T T T T
CT DE 5X DE 10X DE
[DEsq]

Figura 12- Niveis plasmaticos de creatinina em camundongos tratados com diferentes concentragfes de
ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média (n=3-6). ***P<0,001 vs controle. ### P<0,001 vs controle e a mesma dose
do grupo ortobenzamol.

4.2.3.2 Eritrograma

ConcentragOes crescentes da DEsy do ortobenzamol e do paracetamol, ndo alteraram
significativamente a quantidade de células vermelhas totais, quando comparadas ao controle
(Figura 13).

Seguindo este mesmo comportamento, a quantificacdo das hemoglobinas presentes nas
amostras de sangue dos grupos tratados (Figura 14); a porcentagem do hematdcrito (Figura
15); o volume corpuscular médio (Figura 16); a porcentagem de distribuicdo das células
vermelhas (Figura 17); a hemoglobina Corpuscular média (Figura 18) e, a concentracdo da
hemoglobina corpuscular média, ndo apresentaram alteracBes significativas em relacdo ao

grupo controle.
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Figura 13- Células vermelhas totais em amostras de sangue de camundongos, tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DEs) de cada droga.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 14- Quantificagdo das hemoglobinas em amostras de sangue de camundongos, tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DEs) de cada droga.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 15- Porcentagem do hematocrito em amostras de sangue de camundongos, tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DEsy) de cada droga.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 16- Volume corpuscular médio em amostras de sangue de camundongos, tratados com diferentes
concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 17- Porcentagem de distribuicdo das células vermelhas totais em amostras de sangue de camundongos,
tratados com diferentes concentragdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana
(DEsp) de cada droga. Dados apresentados como média + erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 18- Hemoglobina corpuscular média em amostras de sangue de camundongos, tratados com diferentes
concentragdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DEs) de cada droga.
Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6).
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Figura 19- Concentragdo da hemoglobina corpuscular média em amostras de sangue de camundongos, tratados
com diferentes concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEx) de
cada droga. Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6).

4.2.3.3 Leucograma

O leucograma realizado nas amostras de sangue permitiu a identificacdo de alteracfes
nos niveis de células brancas dos grupos experimentais.

A doses DEs, e 5XDEszp do paracetamol foram capazes de diminuir significativamente
a quantidade de leucdcitos totais presentes nas amostras de sangue dos grupos tratados, em
comparacdo ao grupo controle (Figura 20). Os grupos tratados com ortobenzamol néo

apresentaram este efeito significativo (Figura 20).



Pagina |65

Il Ortobenzamol (DEg, 22,2 mg/Kg)

o%‘ 67 [ Paracetamol (DEg, 127,5 mg/ Kg)
£
D T

2 44

0

@© *

g #

§ 2- ﬂ

‘©

Ne)

=

L 0- T T T T

CT DE 5X DE 10X DE
[DEsol

Figura 20- Leucécitos totais sanguineos em camundongos tratados com diferentes concentragBes de
ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEs) de cada droga. Dados apresentados
como média * erro padrdo da média (n=3-6). *P<0,05 vs controle e #P<0,05 vs controle e a mesma dose do
grupo ortobenzamol.

Também houve a diminuicdo significativa dos linfocitos em todos os grupos de
tratamento, quando comparados ao grupo controle (Figura 21). Neste parametro ressalta-se a
acentuada diminuicdo dos linfécitos em todos os grupos tratados com paracetamol, a qual
apresenta diferenca estatistica inclusive, quando comparada aos grupos tratados com

ortobenzamol.
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Figura 21- Linfdcitos sanguineos em camundongos tratados com diferentes concentracdes de ortobenzamol ou
paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEs) de cada droga. Dados apresentados como média * erro
padrdo da média (n=3-6). ***P<0,001 vs controle. ### P<0,001 vs controle e a mesma dose do grupo
ortobenzamol.
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A quantificagdo de monadcitos e de granuldcitos sanguineos, também demonstrou a

diminuicdo significativa destas células nos grupos experimentais, quando comparados ao
controle (Figura 22 e 23).
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Figura 22- Mondcitos sanguineos em camundongos tratados com diferentes concentracdes de ortobenzamol ou

paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga. Dados apresentados como média + erro
padrdo da média (n=36).***P<0,001 vs controle.
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Figura 23- Granulécitos sanguineos em camundongos tratados com diferentes concentragfes de ortobenzamol ou
paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga. Dados apresentados como média + erro

padrdo da média (n=3-6).***P<0,001; **P<0,01 ### P<0,001 vs controle e a mesma dose do grupo
ortobenzamol.
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4.2.3.4 Plaguetograma

Na contagem de plaquetas observou-se uma diminuicdo significativa das quantidades

das plaguetas apenas nos grupos experimentais tratados com paracetamol (Figura 24).
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Figura 24- Plaquetas sanguineas em camundongos tratados com diferentes concentraces de ortobenzamol ou
paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsg) de cada droga. Dados apresentados como média + erro

padrdo da média (n=3-6).**P<0,01 vs controle. ### P<0,001 vs controle e a mesma dose do grupo
ortobenzamol.

Os grupos tratados ndo apresentaram alteracfes no volume plaquetar médio, quando
comparado ao controle (Figura 25).
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Figura 25- Volume plaquetar médio sanguineo em camundongos tratados com diferentes concentragfes de

ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais a dose efetiva mediana (DEsy) de cada droga. Dados apresentados
como média + erro padrdo da média (n=3-6).
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Em todos os grupos experimentais tratados com paracetamol, a porcentagem de
distribuicdo do volume plaguetar obteve diminuicdo significativa, em comparacdo ao
controle. Nenhuma alteracdo significativa foi observada nos grupos tratados com
ortobenzamol (Figura 26).
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Figura 26- Porcentagem de distribuicdo do volume plaquetar sanguineo em camundongos tratados com
diferentes concentracdes de ortobenzamol ou paracetamol, proporcionais & dose efetiva mediana (DE-x,) de cada
droga. Dados apresentados como média * erro padrdo da média (n=3-6).*P<0,05 vs controle.

4.2.4 TOXICIDADE AGUDA

Doze horas apo6s a administracdo com 2.000 mg/Kg de paracetamol, todos os animais
tinham falecido (sendo que o primeiro Obito foi registrado 4 horas depois do inicio do
tratamento). Ainda, foram registradas algumas alteracbes comportamentais nas primeiras 4
horas: agitacdo durante a primeira hora; piloerecdo, micgéo, isolamento do grupo, falta de
apetite e apatia na segunda hora e, em adicdo a estes sintomas, na terceira hora os animais

apresentaram esturpor (Figura 27).
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Figura 27— Isolamento do grupo (1), piloerecdo (2) e esturpor (3) observados no periodo de 4 horas ap6s
administracéo de 2000 mg/Kg de paracetamol.

O grupo tratado com 2.000 mg/Kg de ortobenzamol ndo apresentou alteragfes
comportamentais. Ainda, nenhum ébito foi registrado durante o periodo de observacao de 14
dias apo6s o inicio do tratamento.

Assim, estes dados classificam o ortobenzamol como pertencente aos agentes
xenobidticos de classe 5, ou de baixa toxicidade (OECD, 2008).
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5 DISCUSSAO

Este trabalho realizou, pela primeira vez, o estudo de toxicidade do ortobenzamol, um
analogo do paracetamol, com propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias mais potentes que
esse ultimo.

Uma das maiores dificuldades que enfretamos no presente trabalho foi a auséncia de
gualquer conhecimento prévio sobre a toxicidade da droga de estudo, o ortobenzamol. Como
este composto € um analogo do paracetamol, para avaliar a toxicidade do ortobenzamol
selecionamos ensaios bioldgicos relacionados com a toxicidade ja descrita do paracetamol e,
ainda, também selecionamos a analise de outros 6rgaos alvos da droga (como revelado pela
atividade bioldgica exercida pelo ortobenzamol).

Assim, nosso estudo utilizou uma variedade de modelos experimentais classicamente
reconhecidos para a determinacdo de toxicidade em farmacos, incluindo andlises de
neurotoxicidade (in vitro e in vivo), hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, heatoxicidade e de
toxicidade aguda.

Em estudo prévio (QUEIROZ et al, 2012), foi demonstrado que o ortobenzamol
exerce potente acdo analgesica central. Esta acdo foi determinada através do teste da placa
quente, um modelo bem validado para a deteccdo de analgésicos opidides, mesmo na presenca
de comprometimento substancial de desempenho motor (PATTANAYAK et al, 2008). Apds
a administracéo oral do ortobenzamol (DEsy 22,5 mg/Kg) em camundongos, observou-se acdo
analgeésica até 35 vezes mais potente que o paracetamol, em condi¢cdes experimentais
semelhantes (QUEIROZ et al, 2012). Ainda, esta acdo assemelhou-se ao potencial analgésico
da morfina (10 mg/kg), administrada por via subcutanea aos animais, o que é mais um indicio
do potente efeito central do ortobenzamol. Diante dessa acdo sobre o SNC, o presente estudo
investigou a capacidade do ortobenzamol em provocar neurotoxicidade.

Deste modo, iniciamos a investigacdo a partir de estudos in vitro, conduzidos em
cultura de células neurénios corticais. Esta técnica representa um instrumento importante na
investigacdo da neurotoxicidade, pois permite isolar os efeitos de uma varidvel especifica
sobre as células e ainda, responder a questdes sobre um tipo celular especifico e isolado de
outras células (SUNOL et al, 2008).

Os resultados dos ensaios in vitro em culturas de neurdnios corticais (células ja
diferenciadas) expostas por dois dias a concentragdes crescentes de paracetamol (até 10 mM)
ou ortobenzamol (até 1mM), revelaram que somente a exposicdo ao paracetamol (a partir de

3mM) foi capaz de diminuir significativamente a viabilidade celular e que o ortobenzamol
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ndo afetou a viabilidade em nenhuma das concentrac6es testadas (Figura 3). Confirmando os
resultados obtidos neste estudo para o paracetamol, estudo prévio em culturas de neurdnios
corticais de ratos, incubadas com diferentes concentracdes de paracetamol, demonstrou morte
celular tempo e concentracdo dependentes, observadas a partir de 18 horas de exposigéo,
(POSADAS et al, 2010).

Deve-se ressaltar que a concentracdo citotoxica de paracetamol nos ensaios de
viabilidade celular foi de 3 mM (453 mg/L), o que corresponde a 3,5 vezes a DEsy do
paracetamol. Diferentemente, as concentragOes utilizadas do ortobenzamol nesses mesmos
ensaios de até 1mM (213 mg/L), que equivale a 9,5 vezes a DEsy, ndo afetaram
significativamente a  viabilidade celular, demonstrando uma neurotoxicidade
proporcionalmente mais baixa do ortobenzamol em relacdo ao paracetamol, para neurénios ja
diferenciados.

Entretanto, culturas ndo diferenciadas podem apresentar uma maior sensibilidade a
acao toxica dos xenobioticos, como os farmacos, ja que o inicio do desenvolvimento do SNC
é considerado um periodo muito vulneravel (POLLARD, 2007). Para avaliar a toxicidade no
neurodesenvolvimento, foram realizados ensaios em culturas de neurdnios corticais em
diferenciacdo, com exposicdo as drogas a partir do segundo dia do inicio da cultura. Como
esperarado, nestas condicbes, ambas as drogas provocaram uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular (Figura 4), provavelmente devido ao tempo de exposi¢cdo maior (7 dias)
e/ou a maior suscetibilidade das culturas em relagdo aos experimentos com culturas
diferenciadas.

A resposta observada poderia estar relacionada a imaturidade celular promovendo
maior susceptibilidade a toxicidade, visto que durante a diferenciacdo, os neurdnios ainda nao
possuem neuritos, que expressam transportadores e receptores funcionais para
neurotransmissores, assim como, dispdem de mecanismos de defesa pobremente
desenvolvidos (SUNOL et al, 2008).

Assim, nossos resultados seriam um indicativo da necessidade de estudos adicionais
mais aprofundados em relacdo ao uso da droga em tratamentos prolongados e/ou em criangas
e gravidas. Estudos in vivo em modelos animais durante a gestacdo seriam importantes para
avaliar se o ortobenzamol compromete realmente o periodo embrionario.

Ainda, este efeito pode ser também atribuido a maior lipofilicidade do ortobenzamol,
guando comparada ao paracetamol, que permite que o ortobenzamol atravesse mais
facilmente a membrana celular (QUEIROZ et al, 2012), o que acabaria afetando

especialmente com tratamentos mais prolongados.
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Em relacdo ao mecanismo molecular subjacente a essa neurotoxicidade, estudos in
vitro e in vivo com o paracetamol, associam a neurotoxicidade ao estresse oxidativo, relatando
aumento da producdo de radicais livres e diminuicdo de defesas antioxidantes (MICHELI et
al, 1990; NENCINI et al, 2007; POSADAS et al, 2010; SILVA et al, 2012).

A metabolizagcdo do paracetamol via CYP2EL (principal isoenzima do citocromo P-
450 envolvida), produz um metabdlito eletrofilico altamente reativo, a NAPQI. Este pode
ligar-se a grupos sulfidrila de proteinas celulares, incluindo mitocondriais, e induzir o estresse
oxidativo (RASHID et al, 2013). Embora em niveis mais baixos que no figado, o cérebro
também expressa a CYP2E1, e o paracetamol pode induzir a sua ativa¢do. Conseqlientemente,
h& producdo de NAPQI neste 6rgdo e a possibilidade de neurotoxicidade pela geracdo de
estresse oxidativo (JOSHI & TYNDALE, 2006; POSADAS et al, 2010). Em doses toxicas ha
maior producdo de NAPQI, aumento da producdo de radicais livres e deplecdo de glutationa
reduzida (GSH). O resultado desse processo conduz a dano oxidativo que pode levar a morte
celular (RASHID et al, 2013).

A exposicdo de culturas ndo diferenciadas a ambas as drogas ndo alterou
significativamente a quantidade de glutationa total (Tabela 2). Entretanto, a concentracdo
maxima de ortobenzamol (1mM, equivalente a 9,5 vezes a DEsp) reduziu a proporcao de
glutationa reduzida, sugerindo que a neurotoxicidade descrita acima, possa ter sido mediada
pelo estresse oxidativo.

O cérebro é altamente susceptivel ao estresse oxidativo devido a alta taxa de consumo
de oxigénio (o que induz ainda maiores quantidades de radicais livres), a elevada composicao
em acidos graxos poli-insaturados (alvos da peroxidagdo lipidica) e a um menor teor de
defesas antioxidantes (como os niveis de GSH) encontradas neste 6rgdo em compara¢do com
outros tecidos (DRINGEN, 2000).

Dentre as células corticais, 0s neurdnios possuem menores concentracdes de GSH
quando comparado as células astrogliais (LANGEVELD et al, 1996). Em culturas mistas, as
células astrogliais exercem um importante papel sobre homeostase cerebral da GSH e na
protecdo do cérebro contra xenobidticos e estresse oxidativo, pois protegem outros tipos de
células neurais contra a toxicidade de compostos reativos através do fornecimento de
precursores de GSH as celulas vizinhas (DRINGEN, 2000). Neste estudo, foram adicionadas
as culturas agentes antimitoticos especificos, com o objetivo de impedir a astrogénese e
consequente minimizacdo da protecdo celular ao estresse oxidativo pela GSH (SUNOL,

2008), o que ficaria em evidencia especialmente com tratamentos mais prolongados.
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Interessantemente, tem sido demonstrado, tanto em modelos classicos de estresse
oxidativo in vitro (TRIPATHY & GAMMAS, 2009 a,b) como de doencas neurodegenerativas
in vivo (MAHARAJ et al, 2004) que baixas concentracdes/doses relativas de paracetamol
podem apresentar o efeito oposto no SNC, ou seja, um efeito protetor antioxidante.
Entretanto, nossos resultados nao evidenciaram este efeito antioxidante do paracetamol e do
ortobenzamol quando as células foram desafiadas com perdéxido de hidrogénio (Figura 5).
Embora tenha sido utilizada a mesma concentracdo do paracetamol (100 puM) descrita
previamente com atividade antioxidante (TRIPATHY & GAMMAS, 2009a,b), os estudos
prévios in vitro diferem deste quanto ao animal utilizado para obtencdo das células, tempo de
maturacao das células para o experimento, tempo de exposicdo da droga e/ou tipo de célula.

Apesar da grande quantidade de informacdo que pode ser obtida a partir de culturas
isoladas, ndo pode ser descartada a necessidade dos modelos in vivo, devido as limitacdes
inerentes aos estudos in vitro. Assim, os camundongos sdo uma espécie comumente utilizada
para avaliacdes biologicas, pois compartilha com os humanos razoavel consisténcia genética
(BANKER & GOSLIN, 1991).

Para avaliar adequadamente a toxicidade in vivo entre o paracetamol e o ortobenzamol,
utilizou-se as doses eficazes de cada droga. Assim, todos os resultados obtidos foram
comparados a partir da dose capaz de produzir 50% de efeito terapéutico em uma populagédo
(DEsp) de cada droga.

O valor de DEs correlaciona a poténcia da droga para uma dada resposta. Quanto
menor a DEsp, maior é a poténcia. Esta ultima representa um parametro farmacoldgico
importante no desenvolvimento de novos farmacos.

A DEsy do paracetamol (127 mg/kg; Figura 6) determinada neste estudo através do
teste de contor¢des abdominais, foi superior a DEsg descrita préviamente para o ortobenzamol
(22,5 mg/Kg) neste mesmo teste (QUEIROZ et al, 2012). As DEs, de cada droga foram
determinadas em condicBes experimentais semelhantes. Sendo assim, o ortobenzamol é 5,65
vezes mais potente que o paracetamol, reafirmando o grande potencial do ortobenzamol em
ser um farmaco analgésico.

No nosso trabalho, o modelo murino foi exposto a doses acima do limite da acéo
terapéutica esperada (até 10 vezes a DEsg) de cada farmaco, possibilitando identificar riscos
em potencial e estabelecer os efeitos toxicos dos farmacos.

Como realizado in vitro, também in vivo, avaliou-se um importante mecanismo
mediador da toxicidade do paracetamol, o estresse oxidativo. Este foi avaliado no cérebro

(com o intuito de comparar com os dados in vitro) e no figado (principal 6rgdo-alvo da
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toxicidade do paracetamol) pela quantificacdo da peroxidacéo lipidica, um método direto, cuja
intensidade indica o potencial citotoxico das drogas em causar alterac6es celulares que podem
ser encontradas em diversas doencas. A peroxidacdo lipidica esta estreitamente relacionada
com o dano tecidual causado pelo paracetamol e, 0 malondialdeido, € um bom indicador da
sua intensidade (GAMALEL - DIN et al, 2003; SENER et al, 2005).

Quando o estresse oxidativo cerebral foi avaliado in vivo, através dos niveis de
malondialdeido, ndo foi observada inducdo de peroxidacao lipidica em doses testadas até 10
vezes acima da DEsp de cada droga (Figura 7, acima), sugerindo baixa citotoxicidade. Esse
resultado in vivo foi especialmente interessante para o ortobenzamol devido a que, comparado
ao paracetamol, ele apresenta acdo terapéutica central mais potente sendo importante testar a
toxicidade nesse dérgao.

Por outro lado, a hepatoxicidade (principal consequéncia deletéria da toxicidade do
paracetamol) foi avaliada in vivo através da determinagdo da peroxidagdo lipidica, dos niveis
de nitritos (indicadores indiretos da producdo de Oxido nitrico) e de parametros clinicos
hematoldgicos.

Neste estudo, apenas as doses 10 vezes superiores a DEsp de paracetamol e do
ortobenzamol, provocaram elevacdo significativa dos niveis de malondialdeido (Figura 7).

Em humanos a toxicidade do paracetamol é bastante comum, e freqientemente
associada com a lesdo hepatica e renal (NELSON, 1995; GHOSH &SIL, 2007). A producéo
excessiva de radicais livres que resultam do estresse oxidativo pode danificar diretamente a
membrana hepatocelular e nefrocelular, seguida por uma série de cascatas de eventos
celulares, tais como a liberacdo de mediadores inflamatorios e citocinas (JAESCHKE, 2000;
HENSLEY et al, 2000; PESSAYRE, 1995).

Ainda, a mitocondria é o principal alvo da NAPQI (metabdlito do paracetamol), cujo
dano pode resultar na reducdo da atividade da Ca’*-ATPase e no aumento dos niveis
citosélico de Ca®*. Como consequéncia, ha reducéo da respiracdo mitocondrial, sintese de
ATP e geracdo de superoxido (JAESCHKE et al, 2003). O superoxido pode reagir com o
Oxido nitrico e formar peroxinitritos que causam oxidacdo e nitrosilacdo de proteinas,
intensificando a disfuncdo mitocondrial. Além disso, 0 excesso de Oxido nitrico depleta a
GSH intracelular, aumentando a suscetibilidade ao estresse oxidativo (CLANCY &
ABRAMSON, 1995).

Assim, a dose de paracetamol (10x DEsp) que provocou um incremento significativo
da peroxidacdo lipidica no tecido hepéatico (Figura 7, abaixo) também aumentou
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significativamente os niveis de nitritos (medida indireta da geracdo de Oxido nitrico) nesse
tecido (Figura 8).

O aumento da producdo de 6xido nitrico pelo paracetamol no tecido hepatico é um
efeito préviamente descrito na literatura. A lesdo tecidual pode gerar um processo
inflamatorio e as células Kupffer, os macrofagos infiltrados, hepatocitos e células renais
liberam espécies reativas de oxigénio e grandes quantidades de Oxido nitrico, através de
mecanismo dependente da éxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A producdo simultanea de
Oxido nitrico e superoxido durante a inflamacdo resulta na geracdo de mais peroxinitritos
(HARSTAD & KLAASSEN, 2002; KNOTEK et al, 2001; MICHAEL et al, 1999;
YANAGISAWA et al, 1998).

Na mitocbndria, o estresse oxidativo induzido pelo peroxinitrito leva a disfuncéo
mitocondrial, deplecdo de adenosina trifosfato, transicdo de permeabilidade e fragmentacéo
do DNA, que contribuem para a necrose hepatocelular (JAESCHKE et al, 2011).

Desta forma, as informagfes acima mostram que, 0 aumento da producdo do 6xido
nitrico pelo paracetamol, também ¢é resultante do processo inflamatério causado pela leséo
tecidual.

Entretanto, 0 mecanismo molecular subjacente a lesdao hepatocelular induzida pelas
duas drogas deste estudo parece ser diferente, pois ao contrario do paracetamol, o
ortobenzamol ndo aumenta a producao de éxido nitrico no tecido hepatico (Figura 8).

Isto nos leva a crer que, embora tenha sido observada peroxidacdo lipidica, a ndo
elevacdo dos niveis de nitritos no tecido hepéatico pelo ortobenzamol, pode ser devido a
auséncia de um processo inflamatério exacerbado como acontece no tratamento com
paracetamol. Ainda, também é possivel que outros radicais livres estejam mediando a
peroxidagdo lipidica, como por exemplo radicais hidroxila. Estudos adicionais serdo
necessarios para esclarecer melhor o mecanismo molecular do efeito hepatotdxico de elevadas
doses de ortobenzamol e as diferencas com aquele do paracetamol.

Adicionalmente, a hepatoxicidade também foi avaliada neste estudo através de
parametros hematoldgicos.

A lesdo as células hepéticas causa o extravasamento, através das membranas celulares,
de transaminases para a circulagcdo sanguinea. As medicdes das enzimas hepaticas circulantes
no sangue refletem, de forma indireta, a integridade da membrana dos hepatdcitos. Assim, 0s
niveis plasmaticos destas enzimas, sdo indicadores amplamente utilizados para avaliar o risco
de hepatoxicidade (BURKE, 2002).
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Em humanos a interpretacdo dos resultados de testes hepaticos estd bem padronizada,
a intensidade da elevacdo plasmatica das enzimas hepaticas, assim como, a combinacéo das
enzimas envolvidas, consiste em um parametro clinico Gtil para indicar, por exemplo, necrose
dos hepatdcitos ou de ductos biliares, assim como presenga de colestase (BURKE, 2002).

Infelizmente, em camundongos, valores padrdo sdo divergentes na literatura. Por este
motivo, comumente os resultados obtidos sdo comparados com valores controle do préprio
experimento. Entretanto, é possivel utilizar o mesmo raciocinio clinico na interpretacdo dos
resultados.

Em nossos resultados, o paracetamol elevou as concentracdes plasmaticas da enzima
AST, na maxima dose testada, enquanto que para as enzimas ALT e GGT este efeito ocorreu
em todas as doses testadas (Figuras 9, 10 e 11)

Por sua vez, as doses testadas do ortobenzamol produziram elevacéo sérica da enzima
ALT e, 0 aumento dos niveis séricos de GGT foi observado apenas na méaxima dose (Figuras
9,10e 11).

A enzima ALT esta presente em maiores quantidades no figado e é localizada no
citoplasma das células. A localizacdo na fracdo citosdlica do hepatocito permite a sua
liberagdo imediata, mesmo em pequenas alteracdes na permeabilidade da membrana e, a
magnitude pode estar correlacionada com o numero de celulas envolvidas. Elevacbes dos
niveis de ALT estdo relacionadas com necrose hepatocelular (BURKE, 2002; OZER et al,
2008).

Os resultados obtidos revelaram que tanto o paracetamol, como o ortobenzamol, foram
capazes de elevar os niveis plasmaticos da enzima ALT (Figura 10), e por isso, podemos
hipotetizar que este mecanismo pode estar acontecendo com ambas as drogas. Entretanto, a
magnitude desse efeito deletério com as doses mais elevadas (10x DEsy) foi
significativamente menor para o ortobenzamol, demonstrando uma menor toxicidade da droga
quando comparada com o paracetamol.

Por sua vez, a AST esta presente no figado, no masculo esquelético e cardiaco, rins e
células vermelhas do sangue; em maior quantidade na mitocéndria (80%) e em menor
quantidade no citoplasma celular (20%) (BURKE, 2002; OZER et al, 2008).

Somente o paracetamol foi capaz de elevar os niveis plasmaticos desta enzima (Figura
9). Este efeito foi observado na dose que corresponde a 10 vezes a sua DEsp. Em presenca de
hepatoxicidade induzida por paracetamol, € comum detectar niveis aumentados de AST e
ALT no soro (HU et al, 1996; LARSON et al, 2005; GHOSH & SIL, 2007; RAJKAPOOR et

al, 2008). Como a maioria da AST circulante € de origem mitocondrial (MORINO et al,
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1964), nossos resultados sugerem um maior comprometimeto dessa organela com o
tratamento do paracetamol.

Adicionalmente, o paracetamol elevou em todas as doses testadas 0s niveis
plasméticos da enzima GGT (Figura 11). No figado, a enzima GGT esta localizada nos
canaliculos das células hepaticas e, particularmente, nas células epiteliais que revestem os
ductos biliares. O principal valor clinico da avaliagdo da GGT € no estudo das desordens
hepatobiliares, pois o aumento da GGT sérico esta associado a doenca hepatobiliar,
especificamente a colestase intra e extra-hepatica (OZER et al, 2008; WORETA &
ALQAHTANI, 2014). Desta forma, o efeito observado com o paracetamol neste estudo, seria
um indicativo de doenca hepatobiliar especialmente considerando que, em humanos, a GGT é
elevada em cerca de 90% dos pacientes (MCINTYRE, 2004).

Diferentemente, o tratamento com ortobenzamol elevou os niveis plasmaticos de
GGT, somente na maxima dose testada (Figura 11), demonstrando menor risco de
comprometimento hepatobiliar. A hepatoxicidade induzida pelo paracetamol € a principal
toxicidade atribuida a este farmaco, a qual pode provocar insuficiéncia hepatica aguda em
seres humanos (LARSON et al, 2005). Assim, 0 conjunto de resultados ora demonstrados,
indicam a maior seguranca do ortobenzamol ao figado.

Além da hepatotoxicidade, o paracetamol também é capaz de provocar dano renal, que
pode levar a morte. Apesar da nefrotoxicidade ser menos comum do que a hepatotoxicidade,
doses tdxicas de paracetamol podem provocar dano tubular renal e insuficiéncia renal aguda,
mesmo na auséncia de lesdo hepatica (CARPENTER & MUDGE, 1981; JONES & VALE,
1993;RAY et al, 1996; WEBSTER et al, 1996; EGUIA & MATERSON, 1997).

Neste contexto, a creatinina € considerada um importante e confiavel marcador da
funcdo renal e, por este motivo, é muito utilizada para investigar a nefrotoxicidade induzida
por farmacos em humanos e em animais. A elevacao da concentracdo de creatinina no sangue
pode ser usada como indice de decréscimo da filtracdo glomerular, observada por
comprometimento funcional dos néfrons (ADELMAN et al, 1981).

E conhecido que a nefrotoxicidade induzida pelo paracetamol, pode aumentar os
niveis de creatinina no sangue (PRAVEEN et al, 2008; OGUNBAYODE et al, 2010). Neste
estudo observou-se que o paracetamol elevou os niveis plasmaticos de creatinina em todas as
doses testadas, ao passo que, o ortobenzamol somente apresentou este efeito na maxima dose
testada (Figura 12).

Desta forma, este resultado é um indicador de seguranca do uso do ortobenzamol para

a funcéo renal. Especialmente porque, mesmo em doses terapéuticas, o paracetamol pode
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causar nefrotoxicidade diminuindo o fluxo sanguineo renal, a taxa de filtracdo glomerular, a
excrecdo de sodio e de prostaglandina E2, em humanos e animais (PRESCOTT et al, 1989;
TRUMPER et al, 1998).

Além disso, os efeitos nefrotoxicos do paracetamol podem ser tanto agudos como
cronicos. A toxicidade aguda apds a ingestdo de altas doses de paracetamol é caracterizada
por necrose e danos no tdbulo proximal. Enquanto que, a ingestdo cronica de doses
terapéuticas pode produzir lesdo renal, resultando em nefropatia analgésica (BLANTZ, 1996).

O rim ndo é apenas responsavel pela excrecdo do farmaco inalterado e seus
metabdlitos, mas também é capaz de realizar reacfes de biotransformacdo importantes a
hemostaseia do organismo. Deste modo, cabe destacar a importancia clinica deste resultado
(significativamente menor nefrotoxicidade com o uso de ortobenzamol quando comparado ao
paracetamol), uma vez que a descoberta de farmacos que mantenham a integridade renal
constitui um grande avanco cientifico para a saide humana.

Assim, a avaliacdo de parametros hematoldgicos fornece importantes indicios de
manifestacdes toxicas locais e sistémicas, podendo auxiliar no diagnostico e no progndstico
de diversas enfermidades ou exposi¢do a xenobidticos como os farmacos (JAIN, 1993).

Ainda, alteracGes no nimero de células circulantes podem indicar o comprometimento
da hematopoiese devido a interferéncias na multiplicacdo, maturacéo ou diferenciacao celular,
processos esses dependentes das células pluripotentes da medula 6ssea, do microambiente
medular e dos fatores reguladores envolvidos (PISONI et al, 2001).

As células sanguineas exercem funcao vital, sdo altamente proliferativas e suscetiveis
a intoxicacdo por xenobioticos e, em conjunto, essas caracteristicas tornam o sistema
hematopoiético um alvo importante para a toxicidade de farmacos (ADENEYE et al, 2008).

Neste estudo, ndo foram observadas alteracfes no eritograma apds o tratamento com
ambas as drogas (Figuras 13 a 19). Logo, a administragdo aguda do ortobenzamol n&o
provocou danos diretos nas células sanguineas da série vermelha, na medula dssea ou
anormalidades na absorcdo ou incorporacdo de nutrientes necessarios para a eritropoiese, em
grau suficiente para causar anemia detectavel. Assim, o ortobenzamol, nas doses testadas (até
10x DEsp) ndo apresentou toxicidade aguda para o equilibrio fisiolégico do sistema
hematopoiético.

Diferentemente, a contagem de células brancas demostrou a diminuicdo de leucdcitos
(granuldcitos, mondcitos e linfocitos) no sangue, provocada por ambas as drogas (Figuras 20
a 23). Esta alteracdo resulta do recrutamento de leucécitos para um foco inflamatério como

resposta fisioldgica de defesa e de reparacdo do dano tecidual, a inflamacéo.
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Como descrito, 0 mecanismo de hepatotoxicidade induzido pelo paracetamol envolve
eventos intracelulares, incluindo a formacdo de um metabolito reativo (NAPQI), o
esgotamento de GSH e formacdo de aduto de proteina, o que inicia um estresse oxidativo
mitocondrial e formacdo de peroxinitrito. Estes dois Gltimos sdo responsaveis pela transicéo
da permeabilidade da mebrana, fragmentacdo do DNA nuclear e morte celular por necrose
(JAESCHKE et al, 2012).

Posteriormente, ha ativacdo dos macrofagos residentes (células de Kupffer) com
formacdo citocinas e quimiocinas e, recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o figado.
Os macrofagos derivados de mondcitos e, potencialmente, os neutréfilos irdo atuar na
remocao de detritos de células necréticas e na promocdo da proliferacdo de hepatdcitos
(JAESCHKE et al, 2012).

Embora este seja o primeiro estudo toxicoldgico realizado sobre o ortobenzamol, em
estudo prévio, foi demostrado que o ortobenzamol exerce agdo anti-inflamatoria, inibindo a
migracao de neutrdfilos, para a cavidade abdominal de ratos em resposta ao estimulo induzido
pela carragenina (QUEIROZ et al, 2012). Considerando que os neutrofilos sdo o tipo mais
comum de leucdcitos (cerca de 50-70% destas células) (QUINN & GAUSS, 2004), essa
inibicdo da migracdo de neutréfilos poderia estar contribuindo & menor diminuigdo destes
com o ortobenzamol, quando comparado ao paracetamol.

Os linfécitos fazem parte da resposta imunoldgica adaptativa que atua de forma mais
eficiente e especifica. Durante o desenvolvimento de doenga hepética inflamatoria, ha
recrutamento intenso de linfocitos e, a localizagdo intra hepética de infiltrados de linfcitos,
pode determinar a natureza e a severidade da doenca (LALOR et al., 2002; Oo & ADAMS,
2010).

Interessantemente, a diminuicdo de linfocitos verificada com o uso de ortobenzamol
foi menor quando comparada aquela produzida pelo paracetamol (Figura 21), o que indicaria
que o ortobenzamol estaria provocando um processo inflamatério de menor magnitude e por
iSS0, COM menos consequéncias toxicas.

Outra importante componente sanguineo de defesa avaliada neste estudo foram as
plaquetas. Estas células tém como funcdo atuar no controle da coagulacdo sanguinea e
homeostasia e, quando reduzidas em ndmeros ou funcdo, aumenta consideravelmente o risco
de sangramento (GREENBERG & KALED, 2013).

O plaquetograma realizado neste estudo, demostrou a diminui¢do da concentragdo de
plaquetas com todas as doses testadas de paracetamol (Figura 24). Ainda, a distribui¢do do
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volume plaquetar (Figura 25) também apresentou diminui¢cdo com esta droga. Este efeito ndo
foi observado com o ortobenzamol.

A literatura registra que, em humanos, € comum observar um processo de
trombocitopenia (plaguetas<150.000) quando ha hepatoxicidade grave por paracetamol e
faléncia hepética aguda (FISCHEREDER & JAFFE, 1994; SCHI@DT et al, 1995; LEE &
SCHI@DT, 1999; MAHAJAN & LAT, 2010; BERNAL et al, 2010). A trombocitopenia
ocorre em 70% do pacientes com faléncia hepatica aguda. cuja patogénese ndo esta
esclarecida (BERNAL et al, 2010; MAHAJAN & LAT, 2010). De forma rara, alguns casos de
trombocitopenia associados ao uso de paracetamol em humanos, podem ocorrer por
mecanismos imunogénicos (em doses toxicas e terapéuticas); por efeito toxico direto do
paracetamol na medula 6ssea e por sindrome de coagulacdo intravascular disseminada
(BIHARI et al, 1985; KORNBERG & POLLIACK, 1978; SCHEINBERG, 1979;
FISCHEREDER & JAFFE, 1994; BOUGIE & ASTER, 2001; BOUGIE et al, 2007).

Embora ndo tenham sido encontrados valores exatos que determinem a
trombocitopenia em camundongos, as informacdes da literatura descritas acima, mostram que
a diminuicdo de plaguetas pode estar envolvida em processos patolégicos graves. Os
resultados obtidos demonstram que o paracetamol esta diminuindo um importante mecanismo
de defesa, enquanto que o ortobenzamol nédo apresenta este efeito.

Estes dados sdo especialmente importantes, pois na clinica, o paracetamol é
comumente utilizado para alivios da dor e febre ocasionadas pela dengue, doenca viral
transmitida por mosquito mais importante no mundo (SENEVIRATNE et al, 2006). A
infeccdo gerada pode ser assintomatica ou apresentar formas mais graves como a febre
hemorréagica da dengue ou sindrome do choque da dengue. A carateristica fisiopatoldgica
envolve o extravasamento do plasma como resultado do aumento da permeabilidade vascular.
Essa caracteristica permite eventos hemorragicos seguidos de hipoalbuminemia ou
hipoproteinemia, trombocitopenia, desequilibrio da hemostase e, geralmente, evidéncia de
dano hepéatico indicado por um aumento da aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase (SENEVIRATNE et al, 2006).

Interessantemente, a indicacdo do paracetamol para combater os sintomas da dengue,
foi atribuida pelo risco de sangramento que os anti-inflamatorios ndo esteroidais apresentam
(em decorréncia de alterarem a agregacdo plaquetéaria) e pelo risco de agranulocitose causado

pela dipirona, droga ja proibida em alguns paises (WHO, 2009).
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Diante do consumo excessivo de paracetamol, associado aos agravos em comum que
ele apresenta com a doenca, o ortobenzamol poderia vir a ser uma alternativa segura,
inclusive, para a dor oriunda da dengue.

Apoiando esta hipdtese, a administragdo oral de 2.000 mg/kg para a avaliacdo de
toxicidade aguda, néo resultou na morte de nenhum animal tratado com ortobenzamol (Figura
27).

Além disso, o ortobenzamol demonstrou ndo induzir altera¢cbes comportamentais.
Nenhum sinal visivel de toxicidade foi registrado durante o periodo de observacdo (14 dias
consecutivos). Isto indica que o ortobenzamol é bem tolerado por via oral, ndo interferindo na
coordenacao motora e nos reflexos. Além de néo influenciar em outras atividades fisiologicas
relacionadas com o Sistema Nervoso Central (como tremores, convulsdes, hipnose, anestesia),
ou com o Sistema Nervoso Autonomo (como lacrimacgdo, respiragdo, cianose, ptose,
salivagdo, micgdo, piloeregdo, hipotermia).

Diferentemente, esta dose foi capaz de causar a morte de todos os animais tratados
com paracetamol, em até 12 horas ap6s a administracdo. Em adicdo, também foram
registradas alteragcbes comportamentais (piloerecdo, esturpor e isolamento do grupo) nesse
grupo, durante as primeiras 4 horas de observacao.

O paracetamol apresenta a capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica
(BESSEMS e VERMEULEN, 2001) e, ha evidéncias em humanos, que doses toxicas do
paracetamol podem provocar encefalopatia hepatica (COLTART et al, 2013). A encefalopatia
hepética é uma sindrome neuropsiquiatrica associada com a lesdo hepatica aguda ou crénica.
A insuficiéncia hepética aguda pode culminar rapidamente no desenvolvimento de edema
cerebral e hipertensdo intracraniana em até 25% de casos. Apresenta desde sutis
anormalidades na funcdo neurocognitiva até a letargia, inversdo do ciclo sono-vigilia,
confuséo, estupor e coma (COLTART et al, 2013).

Embora estudos adicionais sejam necessarios para afirmar a presenca de encefalopatia
hepatica com a superdosagem paracetamol no nosso modelo e, descartd-la no caso do
tratamento com ortobenzamol, a auséncia de alteragbes comportamentais associadas a
administragdo de 2000 mg/kg de ortobenzamol fornece um progndstico positivo quanto a
administracdo aguda desta droga.

Este fato, em conjunto com a auséncia de mortalidade registrada com este tratameto,
deixa claramente demonstrada a maior seguranga do ortobenzamol, quando comparada com a

toxicidade do paracetamol.
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Nossos resultados se tornam especialmente importantes quando consideramos
também a importancia clinica do paracetamol. Este medicamento globalmente muito utilizado
como analgésico e antipirético, é considerado como primeira escolha para o tratamento da dor
leve e moderada (PREESCOOTT, 2000a). Além disso, pacientes com cancer em
quimioterapia, geralmente recebem altas doses de paracetamol para o alivio da dor
(INTHISHAM et al, 2009).

Entretanto, o uso indevido deste medicamento, através da ingestdo intencional ou
acidental de doses supraterapéuticas, geralmente levam a necrose hepatica e nefrotoxicidade
(BOND et al, 2003). Estudos epidemioldgicos tém mostrado as consequéncias desta
toxicidade. A taxa de internacdo por toxicidade acidental ou intencional por paracetamol €
estimada em mais de 26.000 casos por ano (NOURJAH et al, 2006), sendo considerado como
a principal causa de insuficiéncia hepatica (LARSON et al, 2005), de transplante hepatico
(NOURJAH et al, 2006) e, muitas vezes usadas em tentativas de suicidios (WATSON et al,
2003).

Atualmente, as lesdes hepaticas e renais induzida por farmacos se tornaram um grande
problema clinico. Extensos estudos tém sido realizados nas Gltimas décadas e, 0s mecanismos
precisos de hepatopatia e nefrotoxicidade induzidos por farmacos sdo gradualmente
elucidados. Assim, a busca por alternativas terapéuticas eficazes e seguras contra a lesdo
provocada no figado ou nos rins é fundamental e de grande importancia.

Diante do reconhecimento de hepatoxicidade e nefrotoxicidade associadas ao uso do
paracetamol, esforcos cientificos que possam disponibilizar uma opcdo segura a este
problema possuem relevante contribuicdo para a satde publica.

Nesse sentido, o ortobenzamol possui propriedades analgésicas e antiinflamatorias
mais potentes que o paracetamol em modelos in vivo de nocicepcédo e inflamagdo (QUEIROZ
et al, 2012). Os ensaios realizados em modelos in vivo neste estudo conferem ao
ortobenzamol auséncia de neurotoxicidade, menor potencial hepatotoxico e hematotoxico
(principalmente sobre as plaquetas), auséncia de nefrotoxicidade e, ainda, foi classificado
como um xenobiotico de baixa toxicidade apds a avaliagdo da toxicidade aguda. Assim, o
ortobenzamol apresentou maior seguranga contra as principais toxicidades atribuidas ao
paracetamol.

Portanto, os resultados demonstrados nesta pesquisa em associa¢do aos dados prévios
apresentados sobre o ortobenzamol, indicam que este anadlogo poderd contribuir para o

desenvolvimento de uma potente e segura alternativa terapéutica ao paracetamol.
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6 CONCLUSAO

A toxicidade avaliada neste estudo, em modelos in vitro e in vivo, demonstrou que 0
ortobenzamol apresenta maior seguranca quando comparado ao paracetamol. Os resultados
obtidos atribuem ao ortobenzamol auséncia de neurotoxicidade, menor potencial hepatotoxico
e hematotdxico (principalmente sobre as plaquetas) e, auséncia de nefrotoxicidade nas doses
testadas. Adicionalmente, a avaliacdo da toxicidade aguda do ortobenzamol permitiu
classifica-lo como um xenobiotico de baixa toxicidade.

Portanto, o ortobenzamol pode ser considerado como uma futura alternativa

terapéutica segura ao paracetamol, no tratamento da dor e inflamacao.
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APENDICE

APENDICE A- Resultados de Viabilidade Celular

Tabela 1: % Viabilidade Celular em culturas de neurénios corticais, expostas por 2 ou 7 dias ao paracetamol ou
ortobenzamol. Dados expressos em média + erro padrdo da média (n=6-21).

2 DIAS DE EXPOSICAO 7 DIAS DE EXPOSICAO
CONCENTRACOES Paracetamol Ortobenzamol Paracetamol Ortobenzamol
[M] |mg/L |Log[mg/L]| MEDIA | E.P.M.| MEDIA | E.P.M. | MEDIA | E.P.M. | MEDIA | E.P.M.
0 0 100,0 00| 1000 00| 1000 00| 1000 0,0
1uM |0,151| -0,82102 94,9 23 103,6 3,4
1uM ]0,213| -0,67162 109,2 3.1 109,3 3,8
10uM | 1,51 | 0,178977 97,6 21 97,1 6,2
10uM | 2,13 | 0,32838 110,9 4,7 107,4 48
100uM | 15,1 | 1,178977 97,7 1,3 102,1 6,0
100uM | 21,3 | 1,32838 119,3 4,7 (ofe) s 6,4
300uM | 63,9 | 1,805501 885| 157 29, 7*** 8,3
imM | 151 | 2,178977 94,0 2,7 92,7 2,6
1mM | 213 | 2,32838 869| 11,3 G 1,2
3mM | 453 | 2,656098 | 81,6*** 33 87,2 3,4
10mM | 1510 | 3,178977 | 63,2*** 5,3 10,4*** 5,0

***P<(,001 quando comparado ao veiculo.
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