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Desenvolvimento de sistema de vetorizacdo a base de novo derivado tiofénico.
ELIAMARA BARROSO SABINO. Orientadora: José Lamartine Soares Sobrinho.
Co-orientador: Rivelilson Mendes de Freitas. Dissertacdo de Mestrado. Programa
de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, UFPI, 2011.

RESUMO

A pesquisa cientifica e o desenvolvimento tecnolégico de um novo medicamento
compreendem diversas fases entrelacadas entre si, que por sua vez culminam na
obtengdo de um produto farmacéutico devidamente seguro e eficaz. Estas fases
compreendem um longo caminho, desde a sintese e/ou isolamento de moléculas
quimicas, caracterizacdo fisico-quimica, realizacdo de ensaios pré-clinicos em modelos
in vitro e in vivo, desenvolvimento tecnoldgico da forma farmacéutica e definicdo das
especificacbes de qualidade, até os ensaios clinicos em seres humanos, um passo
anterior ao lancamento do produto e a sua comercializagcdo. Entretanto, durante as
etapas, pontos criticos sdo observados e se ndo solucionados comprometem a obtencao
do produto farmacéutico. A solubilidade, definida dentro da caracterizacdo fisico-
quimica da molécula, geralmente € um entrave para este desenvolvimento, pois a
biodisponibilidade é dependente da solubilidade, e consequentemente, a acao
farmacoldgica € dependente destes. O 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-
4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila (5T101) € uma molécula sintética derivada do
2-amino tiofeno. Apresenta acdo farmacoldgica no sistema nervoso central, contudo
baixa solubilidade, e por consequéncia precisa ser vetorizada para garantir esta acao
farmacoldgica de interesse. A molécula foi caracterizada através de Infravermelho com
transformada de Fourrier e Calorimetria exploratéria diferencial. O complexo de
inclusdo (CI) 5TI0O1-SBBCD, promoveu comprovado aumento de solubilidade aquosa
da molécula, com o incremento de 9,66 pug/mL para 30 pug/mL, possibilitando dessa
forma a administracdo de uma menor quantidade do farmaco para a obtencdo da acédo
farmacoldgica desejada. A toxicidade foi determinada por DLsg, Screening Hipocratico,
analise do perfil bioquimico e hematoldgico de camundongos adultos, além de analise
histopatolégica do hipocampo. O CI apresentou reducdo da toxicidade inicial e nao
apresentou alteracdes nos perfis histolégicos. Tanto a molécula quanto o seu ClI
apresentaram atividade ansiolitica e sedativa em ensaios neurofarmacoldgicos. Outros
ensaios ainda devem ser realizados objetivando compreender o mecanismo de agéo de
5TIO1 e seu ClI sobre os receptores, contudo ja se pode afirmar que a vetorizacdo do
farmaco aumentou a sua solubilidade, reduzindo a quantidade de farmaco administrado,
com reducdo da toxicidade, sem alterar o efeito neurofarmacolégico.
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Development of system vectorization based new thiophene derivative. ELIAMARA
BARROSO SABINO. Adivisor: José Lamartine Soares Sobrinho. Co-adivisor:
Rivelilson Mendes de Freitas. Master thesis. Graduate Program in Pharmaceutical
Sciences, UFPI, 2011.

ABSTRACT

The scientific research and technological development of new medicines include several
phases intertwined with each other, which in turn culminate in the obtaining of a
pharmaceutical product appropriately safe and effective. These phases include a long
way, from the synthesis and/or isolation of chemical molecules, physical-chemical
characterization, testing preclinical in models in vitro and in vivo, technological
development of the pharmaceutical form and definition of quality specifications, until
clinical trials in humans, a step prior to the product launch and marketing. However,
during the stages, critical points are observed and if not resolved, undertake the
obtaining of the pharmaceutical product. The solubility, defined in the molecule
physicochemical characterization, is usually an obstacle to this development, since the
bioavailability is dependent on the solubility, and consequently, the pharmacological
effect is dependent on these. The 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopenta [b] tiofeno-3-carbonitrila (5T101) is a synthetic molecule derived from 2-
amino thiophene. Presents pharmacological action in the central nervous system,
however low solubility, and therefore needs to be vectored to ensure the
pharmacological action of interest. The molecule was characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and differential scanning calorimetry (DSC).
The inclusion complex (IC) 5TIO1-SBBCD proven to promoted a significant increased
aqueous solubility of the molecule, with the increase of 9.66 pg/mL to 30 pg/mL, thus
enabling the administration of a smaller drug amount to obtain the desired
pharmacological action. Toxicity was determined by LDsy Hippocratic Screening,
analysis of biochemical and haematological adult mice status, and histopathological
analysis of the hippocampus. The CI decreased the initial toxicity and showed no
histological changes in the profiles. Both the molecule and the CI had presented its
anxiolytic and sedative activity in neuropharmacological tests. Further tests must still be
carried out to understand the mechanism of action of Cl on 5TI101 and its receptors, but
already can say that drug vectorization increased its solubility, reducing the amount of
drug administered, reducting the drug toxicity, without changing the
neuropharmacological effect.
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1 INTRODUCAO

A descoberta e 0 desenvolvimento de novos medicamentos ainda é um processo que
envolve Vérias etapas que requerem muitos estudos. Em geral, apenas 20% dos projetos de
producdo de medicamentos resultam em um potencial agente clinico e apenas 10% desses
compostos em desenvolvimento clinico obtém o registro para comercializacdo (Pauwes,
2006). Em média cada molécula nova requer 12-15 anos para chegar ao paciente, e 0s custos
de P e D podem chegar nos Estados Unidos a uma margem de aproximadamente 65,3 bilhdes
(PhRMA, 2009).

A introducdo de novos farmacos na terapéutica é necessaria para o aperfeicoamento do
tratamento mais seguro e eficaz. A busca por medicamentos menos toxicos resultou na
introducdo de substancias sintéticas. Cerca de 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica
moderna sdo de origem sintética e/ou obtidos de processo de semi-sintese (OLIVEIRA e
SILVA, 2008).

Baseado nesses argumentos, foi sintetizado um novo composto derivado do 2-amino
tiofeno, 2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-5,6-diidro-4H- ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila
(5TI101), em estudos prévios demonstraram que 5TIO1 possui atividade anti fungica contra
Candida krusei e Criptococcus neoformans (OLIVEIRA e LIMA, 2010). A estratégia
utilizada para sintetizar o 5T101 foi a modificagdo molecular, que consiste na utilizacdo de
uma substancia prot6tipo, no caso o 2-amino-tiofeno, com comprovada a¢do farmacoldgica
tais como: metafenileno (anti-histaminico), acido tiaprofénico(antiinflamatorio), ziprexa
(tratamento da esquizofrenia) e o siltiofan (acdo fungicida) (STEFANI, 2009). Entretanto a
molécula apresenta baixa solubilidade, sendo necesséria a utilizagdo da nanotecnologia para
sua vetorizacdo com finalidade de melhorar a solubilidade.

Para uma boa biodisponibilidade, a molécula ideal deve ser rapidamente absorvida e
distribuida no organismo, deve ser altamente seletiva em relacdo ao seu alvo, deve ter uma
poténcia elevada e um alto grau de eficacia terapéutica, para que seja eficaz em doses baixas.
A baixa solubilidade é um fator importante a ser considerado e muitas vezes pode ser um
entrave para que uma nova molécula possa ser comercializada (CHUNG e FERREIRA,
1999).

Técnicas inovadoras estdo sendo aplicadas na obtengdo de novas formas farmacéuticas
de liberacdo controlada capazes de manter ou ampliar a acdo de agentes promissores.

Nanodispositivos permitem o uso de farmacos potencialmente toxicos e pouco soluveis, bem
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como 0 aumento na duracdo e eficacia da resposta. Dentre estes destacam-se lipossomas,
nanoparticulas, microcapsulas e complexo de inclusdo (farmaco-ciclodextrina) (PIMENTEL
etal., 2007; TSAY etal., 2010).

Este ultimo sdo matrizes hidrofilicas que tem superficie externa hidrofilica e cavidade
interna hidrofébica, agem como moléculas de acolhimento ou recipientes na formacdo de
complexo de inclusdo (CI) com moléculas hdspedes em solucdo aquosa (JULLIAN et al.,
2008; PESCITELLI et al., 2010; SOARES SOBRINHO et al., 2011).

Os compostos sintéticos sdo usados atualmente no tratamento de varias doencas,
inclusive em doencas neurodegenerativas. Dentre essas patologias podemos observar que 0s
distarbios do sono e a ansiedade que acometem um grande numero de individuos da
populacdo mundial. Estudos demonstram que 9-18% dos brasileiros desenvolveram em algum
momento de sua vida um transtorno ansioso (ANDREOLLI et al., 2000).

Nos ultimos 45 anos, o tratamento farmacoldgico de primeira linha dos transtornos de
ansiedade consistia no uso dos benzodiazepinicos, exemplificados por drogas como o
diazepam. No entanto, apesar da eficacia clinica, a maioria dos farmacos desta classe
apresenta muitos problemas, como sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterégrada e
dependéncia fisica (MITTE, 2005; RABBANI et al., 2007).

Este trabalho visou melhorar a solubilidade do composto 5TIO1 por meio de CI
(farmaco-ciclodextrina) viabilizando sua solubilizacdo, além de avaliar os efeitos nos
parametros bioquimicos, hematoldgicos, histopatoldgico, e avaliar o efeito ansiolitico e

sedativo da molécula e seu complexo de inclusdo em camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Caracterizar o composto tiofénico 5TIO1 e seu complexo de incluséo com sulfobutil-
B-ciclodextrina, com finalidade de aumentar a solubilidade e biodistribuicdo, aléem de avaliar a

toxicidade e seus efeitos sobre o sistema nervoso central.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar 0 5TIO1 e seu complexo de incluséo (5TI01-CD);

e Investigar a acdo farmacologica do produto 5TIO1 e do complexo 5TIO1-SBBCD de
forma aguda nas alteracbes comportamentais em camundongos, em modelos
neurofarmacoldgicos;

e Avaliar a neurotoxicidade de 5TIO1 e 5TIO1-SBBCD, perfil bioquimico e
hematoldgico;

e Identificar efeito farmacolédgico sobre o sistema nervoso central de 5T101 e 5TIO1-
SBBCD.
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3. JUSTIFICATIVA

A busca por drogas menos toxicas e que trate as doencas humanas, tem sido objeto de
varios estudos. Entre as diversas estratégias utilizadas para a introducdo de novos farmacos na
terapéutica, as modificagdes moleculares mostram-se promissoras. Estas consistem na
transformacdo quimica de moléculas conhecidas, com o objetivo de aumentar a poténcia e
seguranga, garantindo assim um melhor perfil farmacocinético e farmacodindmino
(WERMUTH, 2004).

Neste panorama, o 5TIO1, (2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila), apresenta-se como um farmaco sintético derivado do 2-
amino tiofeno, com comprovada agdo farmacoldgica, possui atividade anti histaminica e anti
inflamatdria, utilizado no tratamento da esquizofrenia, e acdo fungicida (STEFANI, 2009). O
5TIO1 vem demonstrando diversas atividades em estudos preliminares recentes, como
atividade antifungica (OLIVEIRA e LIMA, 2010), atividade antichagasica e atividades
diversas sobre o sistema nervoso central, 0 que indica o potencial uso deste farmaco na saude
humana.

Esta ultima atividade mostra-se relevante e objeto de investigacdo, uma vez que, 0S
compostos sintéticos sdo usados atualmente no tratamento de vérias doencas, inclusive em
doencas neurodegenerativas. Dentre essas patologias podemos observar que os distrbios do
sono e a ansiedade acometem um grande ndmero de individuos da populagdo mundial.

O medicamento olanzapina que é um tiobenzopiazepinico, de origem sintética, € 0
anti psicotico mais prescrito no Brasil e um dos mais prescritos no mundo (VAN DER
ZWAAL et al., 2010). Como o 5TI01, a olanzapina também deriva do nucleo tiofénico,
demonstrando a importancia do estudo desta molécula sobre o SNC.

A molécula 5TIO1, apresenta baixa solubilidade aquosa e o delineamento de formas
de vetorizacdo deste farmaco, € um passo promissor para solubiliza¢do e biodisponibilidade.
Neste sentido, para otimizar a atividade farmacologica dos medicamentos, muitos sistemas de
vetorizacdo tém sido desenvolvidos. A tecnologia associada a modificagdo de condicionar a
velocidade e liberacdo de farmacos tem sido objeto de investigacdo na area da industria
farmacéutica (LOPES et al., 2005; PEZZINI et al., 2007).

Dados publicados por Pretis et al. (1988), demonstraram que aproximadamente 40%
dos farmacos em desenvolvimento eram retirados da pesquisa devido a problemas com a

caracteristica biofarmacéutica, ocasionados por deficiéncia de solubilidade. Neste panorama
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justifica-se & vetorizagdo com sulfo-butil-p-ciclodextrina, visando melhorar os problemas de
biodisponibilidade deste farmaco sintético, promovendo um perfil terapéutico desejavel.
Contudo, ja se pode afirmar que esta molécula vem, de alguma forma, ampliar o arsenal
terapéutico disponivel contra as doencas que acometem a populacdo humana, uma vez que em
triagens farmacoldgicas, mostrou-se uma molécula promissora para tratamento de doencas,

em que muitas vezes a terapéutica € toxica, sendo objeto de interesse de diversos estudos.
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Desafios na Pesquisa & Desenvolvimento de novos Medicamentos

SABINO, E.B.!; SOARES SOBRINHO, J.L.!
'post-Graduation Program in Pharmaceutics Science, Federal University of Piaui, Teresina,

Piaui, Brazil.

Resumo

MilhGes de compostos estdo sendo sintetizados, devido a uma série de avancos
tecnoldgicos como as interacGes sinérgicas e o desenho racional de medicamentos, a
utilizacdo da quimica combinatoria e selecdo de alto rendimento. No entanto, o
desenvolvimento desses candidatos a “novos farmacos” tem sido muitas vezes dificultada,
devido a restri¢cbes biofarmacéuticas e/ou farmacocinéticas. 1sso resultou em atrasos no tempo
de desenvolvimento e aumento na escalada de custos nos programas de investigacdo de
farmacos. Embora uma variedade crescente de tecnologias empregadas na descoberta de
novos farmacos tornar-se disponivel, a pesquisa e desenvolvimento dos mesmos (P & D) em
geral ainda é baixa. O estabelecimento de estreitas relacdes funcionais entre os especialistas
ativos na descoberta precoce, o desenvolvimento e ensaios clinicos podem, assim, contribuir
para a eficiéncia global e o sucesso dos candidatos a novos farmacos. Um dos desafios é a
descoberta qualitativa, para melhorar a previsibilidade dos modelos de pesquisa em fase
inicial no prazo de eficicia do fa&rmaco em modelos in vivo. Os sistemas de liberagdo de
farmacos sdo parte integrante da investigacdo farmacéutica. Nas duas décadas passadas, as
matrizes hidrofilicas tornaram-se muito populares na formulacdo de formas farmacéuticas de
liberagdo modificada.
Palavras-chave: Pesquisa e desenvolvimento; Vetorizacdo; Formulacdo de farmacos; Ensaio

clinico.

Abstract

Millions of compounds are being synthesized due to a series of technological advances such
as the synergistic interactions and rational drug design, the use of combinatorial chemistry
and high-throughput screening. However, the development of these candidates for "new
drugs" has often been hampered due to restrictions biopharmaceutical and/or
pharmacokinetics. This resulted in delays in development time and increase in cost escalation

in drug research programs. Although an increasing variety of technologies used in the
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discovery of new farmacoss become available, research and development of drug (R & D) in
general is still low. The establishment of functional relations between the specialists active in
the early discovery, development and clinical trials may contribute to the overall efficiency
and success of new drug candidates. One challenge is the discovery qualitative, to improve
the predictability of research models in the early stages within the period of drug efficacy in
vivo models. The drug delivery systems are an integral part of pharmaceutical research. In the
past two decades, the hydrophilic matrices have become very popular in the formulation of
modified release dosage forms.

Keyword: Vectorization; formulation of drugs; clinical trial

1. Introducdo

Desde os primérdios da civilizagdo, a procura pelo tratamento das principais doencas
que acometem a humanidade tem sido uma preocupacdo constante da populacéo.
Basicamente, os recursos terapéuticos utilizados pelos nossos ancestrais concentravam-se nos
recursos da natureza, notadamente nas plantas, animais e minerais. A partir do &cido
salicilico, Felix Hoffman sintetizou a aspirina (acido acetil salicilico) em 1897. Nasce entéo, e
se consolida, a famosa e poderosa industria farmacéutica da Alemanha e também a primeira
patente que se tem conhecimento na area de medicamento (CALIXTO & SIQUEIRA JR,
2008).

Um outro grande marco para o surgimento da industria farmacéutica moderna foi o
entendimento de que 0 sucesso nesta area dependia de um trabalho conjunto entre varios
profissionais, incluindo bidlogos, médicos, quimicos, etc. No intervalo entre a primeira e a
segunda guerra mundial esse conceito foi estabelecido, surgindo a necessidade de realizar
estudos pré-clinicos em animais para analisar 0 mecanismo de a¢cdo de um novo composto e
principalmente o seu possivel efeito toxico, determinando assim sua seguranca (STURM et
al., 2010).

O processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos ainda é um processo
longo, onde as chances de sucesso, séo baixas. Para os medicamentos em geral, apenas 20%
dos projetos de descoberta de medicamentos levam a um candidato clinico e apenas 10% dos
compostos que entram em desenvolvimento clinico obtém o registro (PAUWES, 2006).

A pesquisa de novos farmacos podem ser divididas funcionalmente em duas fases:
concepgdo e desenvolvimento. A descoberta de medicamentos consiste na identificagéo e

caracterizacdo de novos alvos, enzimas ou receptores, sintese de moléculas, selecdo de
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moléculas novas para implementar testes in vitro e in vivo, atividade bioldgica, e
caracterizacédo fisico-quimica das ligac6es (Figura 1) (PATERSON et al., 2011).

O desenvolvimento de farmacos centra-se na avaliagdo da seguranca, toxicidade e
eficacia de moléculas de novos farmacos. O objetivo fundamental é a geragdo de um banco de
dados cientificos que suporte o perfil, eficicia e seguranca, do regime de dosagem destinados
a comercializacdo. Em média cada molécula nova requer 12-15 anos para chegar ao paciente,
e os custos de P e D podem chegar no Estados Unidos a uma margem de aproximadamente
65,3 bilhdes (PhRMA, 2009).

O trabalho teve por objetivo analisar os desafios da pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos a partir de farmacos de origem sintética. A metodologia empregada foi
levantamento sistematico nas bases de dados Pubmed, Scielo, SienceDirect, LILACs na qual
utilizou-se como palavras chave: pesquisa e desenvolvimento, farmacos, medicamentos,

forma farmacéutica, ensaios pré-clinicos, ensaios clinicos, vetorizacdo de farmacos.
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FIGURA 1. Varios estagios de pesquisas de novas farmacoss (PANCHAGNULA e
THOMAS, 2000).
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2. Obtencao do principio ativo (P.A)

O desenvolvimento de um farmaco pode surgir através de experimentos com produtos
naturais ou sintéticos, que tenham similaridade com compostos com reconhecida atividade
para outras doencas ou através de alvos metabolicos especificos para um determinada célula
ou 6rgdo (FIOCRUZ, 2009).

A introducdo de novos farmacos na terapéutica € necessaria para o aperfeicoamento do
tratamento mais seguro e eficaz. A busca por medicamentos menos toxicos resultou na
introdugdo de substéncias sintéticas e seu uso foi amplamente disseminado no século XX.
Cerca de 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo de origem sintética, isto
sem considerar aqueles oriundos de processos de semi-sintese (OLIVEIRA et al., 2008).

Dentre os fatores que tém contribuido para um aumento nas pesquisas, esté a eficacia
de substancias de origem vegetal participarem no processo de obtencdo de novos principio
ativos por serem matéria-prima para a sintese de farmacos. Um exemplo de derivado de
produtos naturais é a cloroquina e mefloguina, que possuem em sua estrutura um sistema aza-
heterociclico imitanto o produto natural, um alcal6ide conhecido como quinina, através de sua
sintese deu origem a um anti-malarico eficaz. Outro exemplo sdo as penicilinas, produzida
pelo fungo Penicillium notatum, que constituiu um marco da antibioticoterapia. Em 1976,
Beecham descobriu um intermediario biossintético, Gtil para a producdo de penicilina e
analogos, 0 que determinou gque sua obtencdo passou a obedecer uma rota semi-sintética
(VIEGAS JR et al., 2006; STURM et al., 2010).

3. Caracterizacao fisico-quimica do ativo (screening)

A triagem ou screening de moléculas € um passo fundamental para o delineamento de
novos candidatos em potencial. A caracterizagdo fisico/quimico dessas substancias é de
extrema relevancia, pois terd forte impacto nos proximos passos do desenvolvimento do
produto farmacéutico, e a aplicacdo de ferrramentas analiticas se faz necessario. Esses ensaios
podem ser realizados tanto no estado sélido como no liquido, trazendo subsidios para
possiveis formas de vetorizagcdo dessas moléculas e respectivas vias de administracao.
Destacando-se a espectroscopia de ultravioleta visivel, espectrocopia de ressonancia
magnética, determinagdo por Cromatografia liquida de alta precisdo (CLAE) e modelagem
computacional. Para o estado sélido destacam-se os métodos térmicos (DSC/TG/DTA),

técnicas de cristalografia de raio X, espectroscopia de infravermelho com transformador de
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Fourier e microscopia eletronica de varredura (LYRA et al., 2010; SOARES SOBRINHO et
al., 2010b).

3.1.Espectroscopia de ultravioleta visivel

A espectrofotometria de absor¢cdo molecular no ultravioleta/visivel (UV/VIS) é um
método analitico baseado na propriedade das espécies idnicas ou moleculares de absorver
determinados comprimentos de onda de radiacdo UV/VIS (LIMA et al., 2008; LYRA et al.,
2010).

Brescansi & Pessine (2006), em seus ensaios, caracterizaram lipossomas contendo
nistatina através de espectroscopia de absorcdo na regido UV/VIS, observando espectros nas
regibes de 250nm e 380nm. E utilizado também para quantificar substancia, como o
medicamento efavirez e sistemas multicomponentes (farmaco-ciclodextrina-polimero) & base
de benznidazol (ALVES et al., 2010; SOARES SOBRINHO et al., 2011).

3.2.Espectroscopia de Ressonancia Magnética

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas mais
utilizadas na investigacao da estabilidade, estequiometria, polimorfismo, energia do processo
de ligacdo e complexos de inclusdo com ciclodextrina. Estas informacgdes podem ser obtidas
principalmente usando a espectroscopia monodimensional (RMN H* e C*), baseadas nas
alteracOes de deslocamento quimico (BOUQUET et al., 2007).

Tal técnica é empregada para analisar a energia de complexacdo de complexos de
inclusdo com ciclodextrinas (CD) e geometria desses complexos em solucdo e no estado
solido, permitindo obter de forma direta as interacbes que ocorrem entra as moléculas
hospedes e a ciclodextrina. Estas informacdes podem ser obtidas principalmente usando a
espectroscopia monodimencional (H* RMN), baseadas nas alteracdes de deslocamento
quimico, quando ocorre a formacdo do complexo de inclusdo da CD e o farmaco
(FIGUEIRAS et al., 2007; VEIGA et al., 2006). Também € empregada para analise de
estabilidade de moléculas, como observado em polimeros hibridos de poli-éter-éter-cetona
(PEEK) e poli-fenil-sulfa (PPSU) (VONA et al., 2008). Em estudos de Rondeau-Mouro et al.
(2008), caracterizaram por RMN os biopolimeros de origem vegetal, determinando a

estrutura, seu polimorfismo e sua cristalinidade.

3.3.Modelagem Molecular
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As estruturas moleculares dos farmacos podem ser construidas através de programas
computacionais ou utilizando base de dados estruturais como o Cambridge Crystallographic
Data Centre (CUNHA et al., 2010).

A estrutura molecular com a minima energia conformacional pode ser encontrada
através de métodos funcionais da teoria da densidade (DFT) e método semi-empirico, e 0s
calculos do estado de excitacdo eletronica podem ser executados através de programas
especificos. A predi¢cdo computacional de espectros vibracionais, também pode ser usada para
compreender melhor a estrutura intra e intermolecular, incluindo a conformagao molecular, e
a ligacao intermolecular nos solidos e solugdes (ALTONEN, 2008; CUNHA et al., 2010).

Tal técnica foi aplicada no estudo da ligacdo fenantrolina-Mn-imidazol, na qual foi
observado a ligagdo quimica natural e as interacbes eletronicas, através de andlise de
cristalogradia de raio X e estudos tedrico. As variagdes observadas nas energias geometria e
vinculo com um estado de oxidacgdo crescente do ion metalico central sdo interpretados em
termos de mudancas nos estados vibracionais das interagdes de ligacdo do metal-ligante
(AGUIAR et al., 2011).

3.4.Métodos térmicos

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo de moléculas,
principalmente pela rapidez das analises. Dentre os mais utilizados, tem-se a calorimetria
diferencial de varredura (DSC), que permite a deteccdo quantitativa de todos 0s processos que
envolvem variacdo de entalpia, aléem de TG e DTA (FIGUEIRAS et al., 2007; SOARES
SOBRINHO et al., 2011).

Em estudos realizados por Santos et al. (2005a), caracterizaram um po de
hidroxiapatita sintetizado pelo método sol-gel. Em estudos Soares et al. (2011) fizeram a
caracterizacdo por métodos térmicos do antimicrobiano ornidazol bem como sua

compatibilidade em matriz sélida.

3.5.Cristalografia de raio X

Dentre as Vvérias técnicas de caracterizacdo de materiais, a técnica de difracdo de raios
X é a mais indicada na determinacdo das fases cristalinas. Dentre as vantagens da técnica
destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos resultados obtidos (pois

o perfil de difragdo obtido é caracteristico para cada fase cristalina), a possibilidade de analise
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de materiais compostos por uma mistura de fases e uma andlise quantitativa destas fases
(SOARES SOBRINHO et al., 2010a).

Tal técnica foi empregada para caracterizacdo do estado fisico de indometacina
associada a nanocépsulas e a nanoesferas de PCL. Em outro estudo através de cristalografia
de raios X, demonstrou que o farmaco diidropiridinico, com agdo anti-hipertensiva, dispersa-
se molecularmente na matriz de nanoesferas, preparadas com PCL, PLA ou PLGA
(SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003). Tal técnica foi utilizada por Soares Sobrinho et al.
(2010c), em ensaios de estudo de obtencéo e caracterizagcdo de dispersdes solidas & base de

benznidazol, medicamento anti-chagasico.

3.6.Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura € utilizada em varias &reas do conhecimento,
permite o conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais permitindo a previsao das
propriedades e do comportamento dos mesmos. O uso desta técnica fornece informagfes com
detalhes, com aumento de até 300.000 vezes, do estado de cristalizacdo de produtos obtidos
por diferentes técnicas (RIBEIRO et al., 2008; SOARES SOBRINHO et al., 2010b).

Santos et al. (2005a) observaram através de analise por MEV a presenca de poros que
sdo importantes para aplicacdes biomédicas, favorecendo a adesdo entre o tecido 0sseo
neoformado e a apatita sintética, promovendo a osseointegracao .

Através de microscopia eletronica de varredura (MEV), pode-se observar e
caracterizar o perfil de cristalizacdo de particulas de benznidazol, quando complexadas com
varias ciclodextrinas, através de mudancas morfoldgicas nas particulas, observando um
impacto importante no perfil de dissolucdo (Figura 2) (SOARES SOBRINHO et al., 2010b).
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FIGURA 2. Mudanca morfoldgica de particulas de BNZ quando complexadas com

ciclodextrinas (SOARES SOBRINHO et al., 2010b).

4. Estudos pré-clinico

Ao tempo que a caracterizacdo do novo candidato a farmaco é de fundamental
importancia, os estudos pré-clinicos também assumem igual relevancia. O programa de
desenvolvimento de um novo farmaco depende fortemente de estudos farmacocinéticos em
animais como uma ferramenta para prever o comportamento no homem. Os estudos
farmacocinéticos em animais sdo, no entanto, ainda de importancia crucial, pois eles
constituem os estudos para validar a exposicdo de animais em experimentos toxicologicos, e
destes resultados projeta-se as reagcdes em seres humanos (SILVA et al., 2009).

Ficou estabelecido que antes de ser administrada no ser humano, qualquer novo
farmaco deveria apresentar as seguintes caracteristicas: composi¢do quimica, método de
preparacdo e o grau de pureza bem estabelecidos, testes de toxicidade aguda e prolongada por
doses repetidas em diferentes espécies animais, com determinacdo de DLs, Screening
hipocratico e estudos comportamentais, e também realizacdo analise histopatol6gica em

diversos 6rgaos animais. Conhecimentos acerca da sua absorcao, excre¢do e concentragdo nos
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tecidos € importante para prever possiveis interagdes com outras farmacos e alimentos
(SANTOS et al. 2010; PATERSON et al., 2011).

Os estudos pre-clinicos para avaliacéo de efeitos potenciais e riscos para o ser humano
podem ser divididos em trés grandes grupos. O primeiro grupo compreende 0s ensaios
farmacoldgicos, que fornecem as primeiras informacBes sobre o potencial terapéutico do
medicamento e o seu modo de acdo, bem como sobre possiveis efeitos secundarios, efeitos
adversos sobre os sistemas vitais, como 0 sistema nervoso central, através de ensaios
comportamentais e doseamento de substancias, cardiovascular e respiratério, e interagdes com
outros medicamentos em termos de acdo farmacoldgica. O segundo grupo compreende 0s
estudos de farmacocinética, fornecem informacGes sobre a absorcdo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo, inibicdo ou inducdo enzimatica, e interacbes em termos de
farmacocinética com outros medicamentos. O ultimo grupo compreende os estudos
toxicologicos, incluem estudos para avaliacdo de toxicidade geral, aguda a cronica,
mutagenicidade e carcinogenicidade (FREITAS et al., 2009; SILVA et al., 2011;).

5. Ensaios Clinicos

Os estudos clinicos conhecidos hoje como de fase 1, 2 e 3 e fAmacovigilancia sdo
necessarios para a avaliacdo da seguranca e da eficacia de um novo medicamento.
Paralelamente, foi criado nos Estudos Unidos em 1906, o “Food and drug act”, que mais
tarde foi transformado na Agéncia Americana para o Controle de Alimentos e Medicamentos
(FDA), que nesta ocasido analisava os medicamentos somente quanto ao seu grau de pureza e
0 padréo de qualidade. Em 1951 o FDA passou a definir que algumas farmacos nao atendiam
a necessaria seguranca para uso humano, e estabeleceu que os medicamentos devessem ser
usados somente sob prescri¢gdo médica (BALANT & FABRY, 2000).

No Brasil, o principal 6rgdo responsavel pela regulamentacdo de medicamentos é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), uma de suas acdes realizadas é o registro
de medicamentos, etapa na qual os mesmos sdo avaliados quanto a sua seguranca, eficacia e
qualidade antes de serem expostos a venda para utilizacdo pela populacdo. Dentre as
regulamentacdes para registro de medicamentos destacam-se: normas sobre publicidade de
medicamentos, RDC 102/2000; o regulamento para certificacdo de Boas Préaticas de
Fabricacgéo e Controle (CBPFC), RDC 210/2003 (CARVALHO et al., 2008).

Estudos de fase 1 sdo conduzidos a caracterizar as propriedades basicas de um novo
medicamento em seres humanos no intervalo de dose terapéutica esperado, ou seja, para

determinar a sua impresséo digital. Estudos iniciais séo realizados com um pequeno grupo de
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voluntarios, tais ensaios devem examinar a seguranca e tolerabilidade da farmacos apos
administracdo mdltipla, e a interacdo de alimentos e outros farmacos. O objetivo destes
estudos é oferecer a primeira oportunidade para o estudo de marcadores de acao de farmacos
em seres humanos (ABBAS et al., 2007; ZHANG et al., 2011).

Os primeiros estudos em doentes, chamados de fase 2, sdo executadas de forma a
confirmar o efeito terapéutico esperado, vissando a eficacia e seguranca de novos farmacos.
Devem ser realizados a fim de “preparar 0 terreno™ para a ensaios em grande escala, como
ocorre na fase 3. Tais enaios visam avaliar a eficacia do novo medicamento em tratar uma
determinada doenca, além de avaliar melhor a toxicidade do medicamento. S&o estudos mais
longos com mais de um ano de duracdo e um namero maior de voluntarios (RAMIREZ et al.,
2008; ZHANG et al., 2011).

Na fase 3 o novo tratamento é comparado com o melhor tratamento existente. O
nimero de pacientes aumenta de 100 para 1.000. A partir da fase 3, os estudos sdo
randomizados. E nesta fase que se faz os estudos de cinética da populacdo, na qual,
complementa-se as informacdes fornecidas para avaliacdo aprofundada da cinética de
farmacos, metabolismo e dinamica.Também pode-se avaliar se a combinacdo de dois
medicamentos é melhor do que a utilizacdo de um Gnico medicamento. Todos estes estudos
sd0 necessarios para o delineamento de um novo medicamente e seu posterior registro
(VERIECK et al., 2009).

Os estudos de farmacovigilancia ou de fase 4, sdo realizados para se confirmar que 0s
resultados obtidos na fase anterior (fase 3) sdo aplicaveis em uma grande parte da populacdo
doente. Nesta fase, 0 medicamento ja foi aprovado para ser comercializado. Os estudos fase 4
sdo realizados em um numero maior de individuos acompanhados por um periodo maior de
tempo. A sua principal caracteristica € o momento de verificar o quanto de fato o
medicamento é seguro e, efetivo. Explica-se que somente nesse momento ha o teste do
medicamento no mundo real, sem qualquer tipo de inclusdo ou exclusdo por parte do
pesquisador (RICHARDS, 2003).

6. Tecnologia Farmacéutica aplicada a P e D de medicamentos

A tecnologia farmacéutica faz parte de um conjunto de métodos cientificos aplicados
para o desenvolvimento de novas formulas com objetivo de produzir novos medicamentos ou
melhorar os j& existentes. Para otimizar a atividade farmacoldgica dos farmacos, muitos

sistemas de vetorizagdo tém sido desenvolvidos (PEZZINI et al., 2007).
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A tecnologia associada & modificagdo da liberacdo de farmacos, ou outras substancias
bioativas, a partir de preparacdes farmacéuticas sofreu um incremento notdrio nas Gltimas
décadas na tentativa de maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de
liberagdo controlada. Ampla variedade de sistemas, visando condicionar a velocidade e o
local de liberacdo dos farmacos, tem sido objeto de investigacdo na area da industria
farmacéutica. Entre estes sistemas estdo incluidos os lipossomas, as bombas osmoticas, 0s
revestimentos entéricos, 0s sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, os sistemas matriciais
poliméricos, complexos de inclusdo com ciclodextrinas, entre outros. Proporcionando
estabilidade, solubilidade e biodistribuicdo (LOPES et al., 2005).

7. Solubilidade e possiveis vetorizagoes

A determinacdo da classe biofarmacéutica dos farmacos assume importancia no
contexto atual da politica de medicamentos, ja que as caracteristicas de solubilidade e
permeabilidade de um farmaco, conforme definidas pelo Sistema de Classific¢do
Biofarmacéutica (SCB), constituem critério essencial para bioisencdo na obtencao de registro
de medicamentos genéricos e similares. De acordo com a classificacdo biofarmacéutica de
farmacos, varios fatores podem interferir em tais propriedades como dissolucédo, absor¢édo e
bioatividade (Figura 3) (DAHAN et al., 2009).

A baixa solubilidade é o aspecto mais frequente a ser considerado no desenvolvimento
de um grande numero de potenciais candidatos a medicamentos. A maioria das novas
entidades quimicas promissoras sdo farmacos pouco sollveis em agua, que podem apresentar
reduzido efeito terapéutico devido a sua baixa biodisponibilidade (LIMA et al., 2008).

A solubilidade em &agua de compostos sélidos € regido por interacGes entre as
moléculas na estrutura cristalina, interacdes intermoleculares em solucdo, e as mudancas de
entropia que acompanha a fusdo e dissolucdo (ZAKERI-MILANI et al., 2009).

A solubilidade deve ser um pardmetro importante na selecdo de candidatos a novos
farmacos. A taxa de solubilidade e dissolucdo dos ingredientes ativos sdo de grande
importancia em estudos de preformulacdo das formas farmacéuticas. As caracteristicas de
formulacdo, incluem a vida de prateleira, 0 comportamento farmacol6gico e até mesmo a
biodisponibilidade sdo afetados por propriedades fisico-quimicas da farmacos (SOARES
SOBRINHO et al., 2010b).

Se determinado farmaco e insoltvel ou muito pouco soluvel tal propriedade coloca um

problema na dissolugdo e absorcdo. Para que um medicamento seja absorvido, deve estar
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presente na forma de uma solugéo aquosa no local da absorgéo. Assim, a solubilidade aquosa
de farmacos é de importancia central no processo de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos, desde a concepcdo molecular para a formulacdo farmacéutica (FENICAL et
al., 2009).

LADMER IMPEDIMENTO CLASSE BIOFARMACEUTICA ABORDAGENS PARA
BIOFARMACEUTICO SUPERAR O IMPEDIMENTO

Baixa Solubilidade Classe 1l Abordagem.de formulagéo

Farmaco

ClasselV ModificacOes quimicas

Liberaga

Abordagem de formulagéo

A\ 4

Degradacdo Quimica Todas as Classes I

Modificagdes quimicas

| Inibidores enzimaticos
Todas as classes |

o4 ]

A\ 4

Degradacédo Enzimatica

Modificagdes quimicas

I

- — | Classe Il Promotores de sorgéo
Baixa Permeabilidade | > >
Classe IV Modificages quimicas
A 4
Absorcéo
v Metabolismo de primeira _>| Todas as classes | o Rota alternativa
. . .~ Lad
Distribuiéo passagem l Abordagem pro-farmaco

Metabolismo

Excrecéo

A A

Resposta

FIGURA 3. Sistema LADMER, obstaculos biofarmacéuticos no desenvolvimento de

farmacos (PANCHAGNULA e THOMAS, 2000; FENICAL et al., 2009).

Diversas pesquisas vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia na
solubilizacdo e permeabilidade de farmacos, promovendo eficacia no tratamento, prevencéo e
diagnostico de intmeras patologias. Nesse contexto, técnicas inovadoras estdo sendo
aplicadas na obtencdo de novas formas farmacéuticas de liberacdo controlada capazes de

manter ou ampliar a acdo de agentes promissores. Nanodispositivos permitem o0 uso de
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farmacos potencialmente téxicos e pouco utilizados devido a estas caracteristicas, bem como
0 aumento na duracdo e eficicia da resposta. Dentre estes destacam-se lipossomas,
nanoparticulas, microcapsulas e complexo de inclusdo (farmaco-ciclodextrina) (PIMENTEL
etal., 2007; TSAl et al., 2010).

Estudos demonstram uma boa biodistribuicdo e diminuigdo de efeitos adversos em
vetorizacdo por lipossomas revestidos por quitosona de baixo peso molecular contendo
medicamentos oculares (LI et al., 2009). Shimanouchi et al. (2009), mostram em seus estudos
0 poder solubilisante e protetor de lipossomas, tal vetorizacdo protegeu e permeou calceina
através de bicamadas lipidicas, foi também estabelecido que o coeficiente de permeacdo é
diretamente proporcional ao tamanho dos lipossomas.

O processo de microencapsulacdo possui larga aplicacdo industrial e para
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas devido as suas caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade (SANTOS et al., 2005b). Quispe-Condori et al.
(2011), utilizaram tal técnica para encapsular 6leo de linhaca usando sprai de zeina e
liofilizacdo, onde retardaram e diminuiram a oxidacdo, atraindo consideravel atencdo da
industria de alimentos. Estudos demonstraram que nanocapsulas lipidicas (LNC) podem
transportar farmacos lipofilicos como o ibuprofeno, fa&rmaco anti inflamatério, em varias vias
de administracdo (ABDEL-MONTTALEB et al., 2010). Nos utlimos anos, nanocapsula com
quitosana tem mostrado resultados promissores de drogas por via oral, mantém-se estavel em
pH acido do estébmago e em fluidos intestinais (SANTANDER-ORTEGA et al., 2011).

Na industria farmacéutica, as ciclodextrinas tém sido particularmente usadas devido as
suas propriedades complexantes, por aumentar a solubilidade, dissolucdo dos farmacos pouco
sollveis, diminui a irritacdo gastrica, dérmica ou ocular causada por determinados farmacos,
diminui ou eliminar odores ou sabores desagradaveis, além de prevenir interacbes entre
diferentes farmacos ou entre farmacos e excipientes (GUEDES et al., 2008).

Segundo Venturini et al. (2008), expdem que o mecanismo completo da formacao de
complexos de inclusdo pode ser dividido em vaérias etapas as quais envolvem a dessolvatacao
do substrato e a dessolvatacdo interna da CD, mudancas conformacionais do receptor e do
substrato, interacdo receptor-substrato. Em relacdo a solvatagé@o das espécies envolvidas, dois
tipos de estrutura da agua devem ser consideradas: (1) moléculas de agua ligadas firmemente
a sitios eletricamente carregados com capacidade para formar ligagcdes de hidrogénio e (2)
moléculas de &4gua ao redor de grupos hidrofdébicos. A desestruturacéo dos agregados de &gua
do tipo (1) é determinante para a formacao do complexo.

Benzonidazol (BZN) ndo ¢é sO a droga de escolha para o tratamento da doenca de
Chagas, mas hoje também €é o Unico disponivel no mercado mundial (SOARES SOBRINHO
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et al., 2008). Para analise da estrutura quimica do benznidazol é possivel distinguir duas
regibes que podem interagir com a cavidade da ciclodextrina, a porcdo imidazélica e seu
grupamento benzénico. A conformacdo mais estavel foi obtida em presenca de solvente, na
qual observou-se o grupo metil introduzido na cavidade larga da ciclodextrina (Figura 4)
(SOARES SOBRINHO et al., 2011).

FIGURA 4. Complexo de incluséio BNZ-RMBCD optimizado por MM2 com grupo metil

introduzido pela cavidade larga da ciclodextrina (SOARES SOBRINHO et al., 2011).

Tais mecanismos de vetorizacdo possuem particularidades, todos promovem protecéo,
solubilizacdo e liberagdo controlada dos farmacos em sitios especificos de células e 6érgéos,

promovendo a biodisponibilidade e diminuindo o perfil toxico.

8. Consideracdes Finais

Para o desenvolvimento de novos farmacos é necesario a identificagcdo de potenciais
moléculas com atividade entre as centenas de substancias, para obter uma substancia segura e
mais eficaz para a terapéutica. Estudos de caracterizacdo auxiliam na triagem de novos
farmacos promissores, mas um fator determiante na sua comercializacdo é a solubilidade. Tal
fator é determinante para a biodisponibilidade e perfil terapéutico do novo produto. Existem
varias estratégias para delinear uma forma farmacéutica de liberacdo modificada. Tais
tecnologias sdo de vital importancia para o delineamento de possiveis farmacos, alem de

contribuir com furutas formulacdes destes candidatos a medicamento.
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Capitulo 2

5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DE 5TIO1 E SEU COMPLEXO DE
INCLUSAO

Efeito sedativo e ansiolitico de um novo derivado do 2-amino tiofeno em camundongos

Artigo submetido a Life Science

Efeito sedativo e ansiolitico de complexo de inclusdo (5T1O1-SBBCD) em camundongos

Artigo sera submetido a European Journal Pharmacology
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Efeito sedativo e ansiolitico de um novo derivado do 2-amino tiofeno em camundongos
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ROLIM NETO, P.J.>; MENDONGCA JUNIOR, F.J.B.; FREITAS, R.M.!
'post-Graduation Program in Pharmaceutics Science, Federal University of Piaui, Teresina,
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?Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos - LTM, Universidade Federal de Pernambuco
— UFPE.

3Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas — LSVM, Universidade Estadual da
Paraiba — UEPB, Jodo Pessoa, Paraiba, CEP 58020-540Brazil.

Resumo

No presente trabalho examinamos a atividade ansiolitica e sedativa de 2-[(2,6-
dichlorobenzilideno) amino]-5,6-dihidro-4H-ciclopentana[b]tiofeno-3-carbonitrila (5T101),
uma molécula de origem sintética, derivada do 2-amino tiofeno. Os efeitos de 5TIO1 foram
avaliados em campo aberto, labirinto em cruz elevado, campo claro e escuro e tempo de sono
induzido por pentobarbital em camundongos. A caracterizacdo fisico-quimica da molécula foi
obtida através de IV-TF e DSC. O método térmico demonstrou uma faixa endotérmica de
174,2-176,2 °C, caracterizando a faixa fusdo, e um pico exotérmico demosntrando degradacéo
da molécula. No teste de campo aberto, 5TIO1 nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, apds
administragdo intraperitoneal, produziu uma diminuicdo significativa no ndmero de
cruzamentos, grooming e rearings, demonstrando uma possivel atividade ansiolitica e
miorelaxante. No teste de labirinto em cruz elevado houve um aumento do nimero de entrada
nos bragos abertos em todas as doses, bem como foi visto uma diminuicdo no tempo de
permanéncia e no nuimero de entradas no braco fechado, sugerindo um provavel efeito
ansiolitico. Um efeito similar foi observado no teste de campo claro e escuro, o tempo de
permanéncia em campo claro apresentou-se aumentado nos animais tratados. No ensaio de
tempo de sono induzido por pentobarbital, 5TIO1 em todas as doses produziu um aumento
significativo na duracdo do tempo de sono, 0 que pode sugerir uma potencial atividade
hipnotica e sedativa. A molécula 5TIO1 nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg apresentaram efeito
sedativo significante, semelhante ao DZP. Em concluséo, os resultados do presente trabalho

sugerem um possivel efeito sedativo e ansiolitico para 5TIO1, que pode envolver uma
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interacdo direta com receptores do tipo benzodiazepinicos. Entretanto, novos estudos devem
ser realizados para esclarecer seu mecanismo de acdo e avaliar sua eficicia e seguranca em
testes pré-clinicos.

Palavras-chave: 5T101; Campo aberto; Labirinto em cruz elevado; Campo claro e escuro;
Tempo de sono induzido por pentobarbital.

Abstract

Aims: In this study we examined the anxiolytic and sedative activity of 2-[(2,6-
dichlorobenzylidene)amino]-5,6-dihydro-4H-cyclopenta-[b]-thiophene-3-carbonitrile(5T101),
a synthetic molecule origin, derived from 2-amino thiophene nucleus. Main methods:5T101
effects were evaluated on open field, elevated plus maze, light-dark and barbiturate-induced
sleeping time tests in mice. Key findings: In the open field, 5T101 at 0,1, 0,5 and 1,0 mg/kg
doses after intraperitoneal administration, produced a significant decrease in number of
crossings, rearings and grooming, showing a possible anxiolytic and muscle relaxant activity.
In the elevated plus maze test there was an increase in the number of open arm entries into the
at all doses, but there was a decrease in length of stay and the number of closed arm entries,
suggesting a anxiolytic potential. A similar effect was observed in the light-dark test
paradigm, as the time spent in the light box was increased in treated mice. In barbiturate-
induced sleeping time test, 5TIO1 at all doses produced a significant increase in sleeping
time, which may suggest a potential sedative and hypnotic activity. 5TIO1 at doses of 0,1, 0,5
and 1,0 mg/kg showed significant sedative effect, similar to DZP. Significance: In
conclusion, the results of this study suggest a possible sedative and anxiolytic effect of
5TI01, which may involve a direct interaction with receptors for benzodiazepines. However,
further studies should be carried out in order to clarify its mechanism of action and evaluate
its safety and efficacy in preclinical tests.

Keywords: 5TIO1; Open field; Elevated plus maze test; Light-dark; Barbiturate-induced

sleeping time.

1. Introducéo

Uma nova classe de compostos tiofénicos com potenciais farmacologicos tem sido
estudada. Os derivados tiofenos obtidos foram selecionados para a atividade anti-inflamatéria,
anti esquistossomicida, antinociceptiva e antioxidante em ratos (MEOTTI et al, 2003;..
GONCALES et al, 2004; OLIVEIRA e SILVA, 2008). O 3,4-di(subistituido)oxy-N? N°-

bis(subistituido) tiofeno-2,5-dicarbohidrazidas possue atividade anticonvulsivante e na
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triagem no sistema nervoso central ndo foi evidenciado neurotoxicidade (KULANDASAMY
et al., 2009). Estudos sugerem que os derivados tiofénicos isolados possuem acdo analgeésica,
antibacteriana e antitumoral (SCHATZ et al, 2008;. MANSUNARI e TAVARES, 2006).
Neste panorama, o 5TIO1, (2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila) (Figura 1), apresenta-se como um farmaco sintético,
derivada do 2-amino tiofeno, este possui comprovada acdo farmacoldgica e € utilizado no
tratamento da esquizofrenia (STEFANI, 2009). O 5TIO1 vem demonstrando diversas
atividades em estudos preliminares recentes, como atividade antifungica (OLIVEIRA e
LIMA, 2010), atividade antichagésica e atividades diversas sobre o sistema nervoso central, 0

que indica o potencial uso deste farmaco na saude humana.

Cl
I
HC=N" 'S

Cl

FIGURA 1. Estrutura quimica de 2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopenta[b]tiofeno-3- carbonitrila (5T101).

Esta Gltima atividade mostra-se relevante e objeto de investigacdo, uma vez que, 0s
compostos sintéticos sdo usados atualmente no tratamento de varias doencas, inclusive em
doencas neurodegenerativas. Dentre essas patologias podemos observar que os distrbios do
sono e a ansiedade acometem um grande nimero de individuos da populagdo mundial.
Estudos demonstram que aproximadamente de 9 a 18% dos brasileiros apresentam em algum
momento de sua vida um transtorno de ansiedade (ANDREOLLI et al., 2000). Estima-se que a
prevaléncia da ansiedade no mundo é de 28,8% e uma prevaléncia estimada em 12 meses em
18,1% na populacéo em geral. Estudos também apontam uma maior prevaléncia de ansiedade
em mulheres, podendo representar 6,6% contra apenas 3,6% em homens (KINRYS et al.,
2005). Transtornos de ansiedade e humor representam os transtornos que acometem a grande
maioria dos individuos que sofrem de problemas de saude mental. Sensibilidade & ansiedade é
uma variavel individual que representa a tendéncia de ter sintomas corporais associadas com
excitacdo ansiosa devido a crenga de que essas sensagdes terdo efeitos somaticos negativos,
cognitivos, ou consequéncias sociais (SCHOFIELD et al., 2009; TULL e GRATZ, 2008).

O medicamento olanzapina que é um tiobenzopiazepinico, de origem sintética, € o anti

psicotico mais prescrito no Brasil e um dos mais prescritos no mundo (VAN DER ZWAAL et
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al., 2010). Como o 5T101, a olanzapina também deriva do nucleo tiofénico, demonstrando a
importancia do estudo desta molécula sobre o SNC.

O tratamento dos transtornos de ansiedade durante muito tempo foi feito com varios
medicamentos com mecanismo de acdo pouco conhecido (KENT et al.,, 2002). Esses
transtornos s@o sindromes definidas por grupos de sinais e sintomas relacionados e, portanto,
as intervencdes terapéuticas para todos esses tipos de ansiedade sdo similares (CANNISTRO
et al.,, 2003). Nos ultimos 45 anos, o tratamento farmacologico de primeira linha dos
transtornos de ansiedade consistia nos casos dos benzodiazepinicos. No entanto, apesar da
eficcia clinica, a maioria dos farmacos desta classe apresenta muitos problemas, como
sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterograda e dependéncia fisica (MITTE et al.,
2005; RABBANI et al., 2007).

Em nosso laboratério também estudamos a toxicidade aguda desse composto em
camundongos e verificamos uma baixa toxicidade sugerindo que o mesmo pode ser avaliado
no futuro em testes clinicos em humanos para possivelmente ser usado no tratamento clinico
de patologias. O presente estudo foi realizado para investigar se a molécula 5TIO1 tem
atividades potencial no SNC e se ele é capaz de induzir alteragdes comportamentais em
camundongos. Respostas motoras espontaneas foram monitorados e os efeitos sedativos e
ansioliticos foram avaliados nos ensaios de campo aberto, labirinto em cruz elevado, campo

claro e escuro e tempo de sono induzido por pentobarbital.

2. Materiais e Métodos

2.1.Farmacos e Reagentes

A molécula 5T101 foi emulsionada com polyoxyethylenesorbitan Monooleato Tween
80 0,05% dissolvido em solucdo salina a 0,9% (Synth, Brasil) em &gua destilada. Diazepam
(DZP) foi adquirido na (Unido Quimica, Brasil) e usado como padréo. Pentobarbital sédico
foi adquirido da Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA). Todas os reagentes foram de grau

analitico.

2.2.Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF)

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio. As amostras a serem

analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. As
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micrografias foram obtidas de 650 a 4000 cm™ e resolucéo de 4 cm™ (Soares-Sobrinho et al.,
2010).

2.3.Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidos em Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-60
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™ e
razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 30-600°C. As amostras foram
colocadas em porta amostra de aluminio hermeticamente fechados com o equivalente a 2 mg
+ 0,2 de farmaco. indio e Zinco foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a

resposta de entalpia (Soares-Sobrinho et al., 2011).

2.4.Animais e Ensaios comportamentais

Foram utilizados, por experimento, camundongos Swiss machos com 2 meses de idade
e com peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e
foram mantidos sob condi¢des controladas de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e
temperatura (23 + 2°C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
com Animais da Universidade Federal do Piaui, protocolo n°. 093/2010.

Todos os testes comportamentais foram conduzidos em quartos tranquilos nas mesmas
condicBes acima referidas controlada e isolada de ruidos externos. Diferentes grupos de
camundongos foram usados para cada tarefa comportamental. Para cada experimento, 0s
camundongos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (8 camundongos por grupo):
um grupo controle tratado com o veiculo, trés grupos tratados com 5TIO1 em 0,1, 0,5 e 1,0
mg/kg, respectivamente, e um quinto grupo de referéncia tratado com drogas pentobarbital
sodico 40 mg/kg (i.p.) (pentobarbital induzida por teste de tempo de sono) e DZP 2 mg/kg
(i.p.) (campo aberto, labirinto pluz e claro-escuro testes). Tratamento com 5TIO1 ou veiculo

foi dado intraperitonealmente (i.p.) 30 minutos antes dos testes comportamentais.

2.5.Protocolo experimental e Triagem comportamental
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Ap0s o tratamento, cada animal foi submetido a uma série de testes na forma descrita
abaixo. Em primeiro lugar, o animal foi observado em uma sala fechada, em temperatura
constante (23 £ 1°C). O animal foi entdo colocado dentro de um labirinto e observados por 5
min. Imediatamente, apds o teste de labirinto, ele foi colocado na &rea de campo aberto por 5
min. Todos os testes foram realizados 08:00-18:00 pm.

Triagem comportamental dos camundongos foi realizada seguintes parametros
descritos por Almeida et al. (1999) e os animais foram observados durante 24 horas ap0s o
tratamento com 5TIO1 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, ip). Durante estes 24 h foram observados a
ocorréncia dos seguintes sinais gerais de toxicidade: piloerecdo, prostracdo, contorcendo-se de
evacuacdo, aumentou, grooming, grupos distintos, dispnéia, sedacdo, analgesia e ptose

palpebral.

2.5.1. Teste do Claro e Escuro

Para este experimento os camundongos foram divididos em cinco grupos e tratados
conforme os protocolos experimentais e diazepam (2 mg/kg, i.p., controle positivo). Apds 30
minutos dos tratamentos, os animais foram colocados, um por vez, no equipamento abaixo
descrito. O aparato usado é feito de acrilico dividido em 2 compartimentos (box claro e box
escuro) que se comunicam por meio de uma pequena porta (CRAWLEY e GOODWIN,
1980). O box escuro (acrilico preto, 27 x 18 x 29 cm) é pobremente iluminado. O box claro
(acrilico transparente, 27 x 18 x 29 cm) € iluminado pela luz do ambiente. O animal foi
observado por 5 minutos o pardmetro utilizado foi o tempo de permanéncia no box claro onde

o tempo avaliado foi em segundos.

2.5.2. Teste do Campo Aberto

Para este experimento os camundongos serdo divididos em cinco grupos e tratados
conforme os protocolos experimentais e com diazepam (2 mg/kg, i.p., controle positivo). A
atividade motora dos animais sera verificada por meio de um campo aberto feito de acrilico
(paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais,
baseado no modelo descrito por Archer (1973). Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais,
um por vez, serdo colocados no centro do campo aberto onde o nimero de cruzamentos com
as quatro patas (atividade locomotora espontanea - ALE), nimero de comportamento de
autolimpeza (grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), sem encostar-se a parede,

serdo observados durante o tempo de 5 minutos.
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2.5.3. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Este modelo consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x
5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz, conectados por uma plataforma central (5 x 5
cm) (LISTER, 1987). A plataforma e as paredes laterais dos bracos fechados sao
confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho esta elevado a
uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais seréo
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o seu
comportamento serd observado por 5 minutos. As medidas comportamentais observadas
serdo: nuimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados,
respectivamente. O tempo de permanéncia mede o tempo gasto pelo animal nos bracgos
abertos e fechados. Compostos ansioliticos reduzem a aversdo do animal natural para 0s
bracos abertos e promove a exploracdo dos mesmos. Por outro lado, as passagens forcada ou
voluntaria dos animais nos bracos abertos da EPM estdo associados a alteragdes hormonais e
comportamentais indicativos de aumento da ansiedade (HOGG, 1996). Estes testes foram

feitos em lugares diferentes, justificando o uso deste aparelho.

2.5.4. Teste do Tempo de sono induzido por Pentobarbital

Este teste foi realizado de acordo com o método de Ferrini et al. (1974), o sono do
camundongo foi induzida por um administragdo de 40 mg/kg (i.p.) por peso do corpo de
pentobarbital, e a duracdo do sono em minutos de cada animal foi observado. O tempo de

sono foi registrado como o periodo para a recuperacéo do reflexo de endireitamento.
2.5.5. Anélise Estatistica
Os dados obtidos foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguida

do teste t-Student-Neuman-Keuls. Diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p <0,05.
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3. Resultados
3.1. Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF)

Utilizando esta técnica, obteve-se o espectro do 5TIO1, foi observado a presenca de
algumas bandas principais tais como: 2220 cm™ (estiramento C=N); 778 cm™ (estiramento C-
Cl); 719 cm™ as demais bandas secundérias apresentaram uma diminuicdo da intensidade

(Figura 2), colababorando com a identificacdo da molécula obtida.
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FIGURA 2. Espectro de Infravermelho com transformador de Fourier (IV-TF) de 5TIO1.
3.2.Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Através da curva de DSC realizada para a verificacdo da faixa de fusdo do 5TIO1 na
razdo de 10 °C.min}, pode-se evidenciar um pico endotérmico na faixa de temperatura entre
174,2-176,2 °C (AH=24,9 J/g) caracteristico do processo de fusdo do farmaco (Figura 3), com
estreita faixa de fusdo e pico simétrico, ratificando os resultados obtidos na identificacdo da
molécula dos ensaios de infravermelho. Além de um evento exotérmico na faixa de 260-300

°C relativo ao processo de decomposicao térmica do farmaco.
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FIGURA 3. Curva de DSC do 5TI01 obtida a 10 °C.min™ sob atmosfera de nitrogénio com

fluxo de 50 mL.min™*
3.3.Teste do Campo Aberto

Doses mais baixas de 5TI01 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg), ndo produziram qualquer alteracéo
perceptivel no sistema motor ou comportamental, e ndo causaram mortes dentro de 72 h de
sua administracéo.

Como pode ser visto na Tabela 1, quando administrada 5T101 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg
i.p.) reduziu o numero de cruzamentos (p <0,01), e rearings (p <0,01), quando comparado
grupo controle. Em 5TIO1 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg) foram observados um aumento no nimero
de groomings (p <0,01), quando comparado grupo controle. Diferentemente, quando
administrado 5T101 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg i.p.) aumentou o nimero de cruzamentos (p <0,01),
groomings (p <0,01), e rearings (p <0,01) no teste de campo aberto, quando comparado grupo

DZP. Diazepam, como esperado, mostrou efeito sedativo na dose utilizada (2 mg/kg, ip).

TABELA 1 - Efeito de 5TIO1 no teste de Campo Aberto em camundongo.

Grupos NuUmero de cruzamentos Rearing Grooming
Control 91,38 + 10,41 38,00 + 7,59 4,75+2,18
DZP 2.0 29,00 +1,79" 18,20 + 5,26 2,28 +0,52
5T1010.1 41,80 £6,55 25,40 + 2,40 5,40 +1,32""
5T101 0.5 41,20 +10,40" 18,60 + 5,77 5,60 1,88

5T101 1.0 44,00 + 14,63 14,80 +2,38"" 9,80+2,70""
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Os valores sdo as medias £ S.E.M. do nimero de cruzamentos, rearing e grooming de 7
camundongos (por grupo) usados nos experimentost. “p<0.01 (ANOVA seguida por Student-
Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do veiculo. ~p<0.001 (ANOVA seguida
por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do DZP.

5TIO1 = 2-[(2,6-diclorobenzilideno)  amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-

carbonitrila; DZP = diazepam.
3.4.Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Para NEBA em todos os grupos tratados com diferentes doses de 5T101 produziu uma
diminuicdo significativa em comparagdo aos grupos controle (8,71 + 0,63) e DZP (8,00 +
0,61) (p <0,05). Em PEBA um aumento significativo em doses de 0,1 (37,11 + 5,14) e 0,5
mg/kg (37,27 + 5,00%) foi verificada quando comparado ao grupo controle (34,86 + 1,51%,
p<0,001). No entanto, houve uma diminuicdo significativa na dose mais elevada, em
comparagdo ao grupo controle (34,86 + 1,51%). Em comparacdo com DZP (62,86 + 3,02),
diminuiu significativamente todos os pardmetros observados em animais tratados com as trés
doses de 5TIO1 (p<0,05). Houve uma diminuig&o significativa no grupo de 1,0 mg/kg (31,72
+ 4,14) em comparacdo a dose de 0,1 mg/kg (37,11 + 5,14) e 0,5 mg/kg (37,27 £ 5,00)
(p<0,001). Para TPBA reducéo significativa nos grupos tratados com doses de 0,1 (23,80 £
1,25 s), 0,5 (20,20 + 1,63 s) e 1 mg/kg (14,40 + 1,26 s) de 5TIO1, quando comparado ao
grupo controle (115,00 + 1,50) (p<0,05), mas uma diferencga significativa foi detectada apenas
no grupo tratado com 1,0 mg/kg, quando comparado ao grupo controle DZP. PTOA foi visto
dose dependente quando comparado com os grupos DZP e controle (25,43 + 1,54).
Observamos uma diminuicéo significativa no grupo tratado com doses de 0,5 (13,40 + 1,12%)
e 1,0 mg/kg (8,72 £ 1,45%) quando comparado a 0,1 mg/kg (13,46 = 1,03%), e uma
diminuicdo significativa no grupo tratado com a dose mais elevada (8,72 + 1,45%) quando

comparada com a dose mais baixa (13,40 + 1,12%, p<0,001) (Tabela 2).
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TABELA 2 - Efeitos de 5T101 no teste Labirinto em cruz elevado em camundongos.

Grupos NEBA PEBA TPBA PTBA
Controle 8,71 + 0,63 34,86 + 1,51 115,00 + 1,50 38,90 + 1,18
DZP 2.0 8,00+0,61" 62,86 + 3,02" 2543+ 154 68,95 + 238"

5TIO10.1 420+1.24"" 37,11 +3,14"" 23,80 +1,25 13,46 +1,03°"
5TIO105 220+115""  37,27+300"" 20,20 + 1,63" 13,40 £ 1,12

* kk

5TIO11.0 240+124"" 31,72 +3,14°" 14,40 £ 1,267 8,72+ 145"

Cada valor representa a média = S.E.M. de NEBA, nimero de entradas em bragos abertos;
PEBA, porcentagem de entradas em bracos abertos; TPBA, tempo de permanéncia em bragos
abertos; PTBA, porcentagem do tempo de pemanéncia nos bracos abertos. Os valores séo a
média + S.E.M. de 7 camundongos (por grupo) usados nos experimentos. 'p<0.01 (ANOVA
seguido por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do veiculo. = p<0.001
(ANOVA seguido por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do DZP.

5TIO1 = 2-[(2,6-diclorobenzilideno)  amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-

carbonitrila; DZP = diazepam.

3.5.Teste do Claro e Escuro

A administragdo de DZP aumentou significativamente (p <0,001) o tempo gasto pelos
camundongos no espaco iluminado. No entanto, ndo foram encontradas alteragées no numero
de entradas para este lugar (p<0,05). Neste modelo, a administracdo de 5TIO1 aumentou
significativamente o tempo gasto pelos camundongos no compartimento iluminado quando
comparado com o grupo controle. Este efeito ndo foi dose dependente e estatisticamente
diferente quando comparado com o grupo DZP, conforme apresentado na Figura 4 (0,1
mg/kg: p<0,001; 0,5 mg/kg: p<0,001 e 1,0 mg/kg: p <0,001).
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FIGURA 4. Efeitos produzidos por diferentes doses de 5TIO1 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, i.p.)
sobre o tempo gasto pelos camundongos no compartimento iluminado no teste claro-escuro.
Os dados sdo apresentados com médica + SEM. n=8 camungondos por grupo. *p<0.05
(ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como teste post hoc).

3.6.Teste do Tempo de sono induzido por Pentobarbital

Como pode ser observado na Figura 5, o pré-tratamento com 5T101 (0,1, 0,5 e 1,0
mg/kg, i.p.) reduziu a laténcia do sono (p<0,01), além de aumentar significativamente em
81,3 e 87,2% o tempo total de sono induzido pelo pentobarbital observado nas doses de

5TIO1 (0,5 e 1,0 mg/kg), quando comparado ao grupo controle, respectivamente.
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FIGURA 5. Efeito produzido por diferentes doses de 5TIO01 (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, i.p.) no
tempo de sono total induzido por pentobarbital (40 mg/kg) em camundongo. Os dados sdo
apresentados com médica + SEM. n=8 camungondos por grupo. *p<0.05 (ANOVA e t-

Student-Newman-Keuls como teste post hoc).
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4. Discussao

Em ensaios de caracterizacdo, a pureza de 5TIO1 foi calculada através da aplicacao
da equagdo de Van’t Hoff na lineariza¢ao do evento de fusdo, verificado em triplicata. Neste
modelo a pureza é determinada atraves do desvio da linearidade do evento de fusdo, o qual
ocorre pela presenca de impurezas. Conhecendo-se 0 desvio da linearidade, pode-se inferir
sobre o fator de correcdo na linearizacdo da reta. Logo, a pureza de 5TIO1 mostrou-se em
torno de 99,9%, com um fator de corre¢do calculado para as impurezas de 11,5%. Através de
DSC, foi demonstrado que na faixa entre 287,9-288,3 °C (AH= -46,9 J/g), obteve-se um pico
exotérmico referente ao processo de degradacédo térmica do farmaco.

Assim, além dos experimentos ja realizados em nosso laboratério de pesquisa,
pretendemos investigar a toxicidade geral em modelos animais de roedores para determinar a
toxicidade potencial e sua atividade bioldgica benéfica ou prejudicial no SNC. O
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de componentes do 5TIO1 precisam de
modelos adequados para identificar alvos moleculares que sao criticas no cérebro in vitro ou
in vivo. Entre o grande numero de possibilidades de testes realizados para obter a atividade de
5TI01, selecionamos alguns testes in vivo para avaliacdo da atividade central, que constituem
importantes alvos terapéuticos para doengas neurodegenerativas.

A ansiedade pode causar varios sintomas como insbnia, tremores incontrolaveis,
tonturas e irritabilidade. A metodologia proposta tem como objetivo avaliar estes sintomas
por meio de testes comportamentais como um tempo de sono induzido por barbitdrico,
labirinto em cruz elevado, campo aberto e tempo de permanéncia em claro, as mudancas
visam investigar a atividade sedativos, ansioliticos e motora, respectivamente.

No presente trabalho, os efeitos centrais da molécula isolada derivada do nucleo
tiofénico, foram estudados. O teste de campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade
exploratoria do animal, atividade locomotora espontaneo, rearing e grooming sdo parametros
de comportamento mais comumente usados para descrever as influéncias dos acontecimentos
da vida ou a administracdo de drogas (REX et al., 1996). 5T101 foi primeiramente avaliados
no teste de campo aberto, que d& uma boa indicacédo do estado emocional do animal, uma vez
que se admite que o rearing é uma funcdo do nivel de excitabilidade do sistema nervoso
central. Alguns autores relataram que o rearing reflete 0 comportamento exploratério de um
animal e, portanto, substancias ansioliticas induzem um aumento na atividade ou ndo altera
este parametro, e sugerem que 0s agentes ansioliticos e sedativos diminuem este parametro,

demonstrando apresentar atividade miorrelaxante (MASUR et al., 1971).
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Quase todos os animais gastam uma parcela significativa do tempo realizando o
grooming, que consiste em lamber a pata e limpar a cabeca e focinho com o movimento
repetitivo usando as patas dianteira (KRUK et al., 1998). Na literatura, o aumento do
grooming é observado em roedores que estdo apreensivos, 0s pesquisadores descobriram que
as drogas ansioliticas reduziem este pardmetro no campo aberto (BARROS et al., 1994).
Estudos mostram que o nimero de cruzamentos da uma indicacao do nivel de excitabilidade
do sistema nervoso central, portanto, substancias psicoestimulantes aumentar este parametro
(MUELLER et al., 1989). Os resultados ttm mostrado que 5TIO1 foi capaz de diminuir
significativamente o numero de cruzamentos, groomings e rearing, reduzindo a atividade
locomotora, o que poderia ser um indicativo de efeito sedativo e relaxante muscular.

5TIO1 também mostrou efeitos ansiolitico, quando avaliados no labirinto em cruz
elevado e teste de claro e escuro. Ansiedade, um sintoma que acompanha diversos distirbios
do sistema nervoso e por si s6 é uma doenca, caracteriza-se em seres humanos por um estado
de tensdo e alerta fisico exaustivo (JACKSON e TURKINGTON, 2005). Outras espécies
exibem uma variedade de reacGes defensivas em resposta a predadores, alguns entendem
como estados de ansiedade correlacionados (RODGERS et al., 1995). Roedores demonstram
ansiedade, medo e curiosidade, quando colocado em um novo ambiente, e uma avaliagcdo
global do comportamento pode ser determinado através da observacdo de congelamento,
grooming, rearing, balar da cabeca e o nimero de bolos fecais (NIC et al, 2003.; COSTA-
CAMPOS et al., 2004). O labirinto em cruz elevado tem sido freqlentemente usado para
detectar e avaliar propriedades ansioliticas /ansiogénicas de drogas (TAKEDA et al., 1998). A
freqiiéncia e o tempo gasto nos bracos abertos € o maior indice da ansiedade no modelo de
labirinto em cruz, dado o fato de que a area aberta é extremamente aversivo para roedores
(PELLOW e FILE, 1986).

Os resultados demonstraram que 5TIO1 também foi capaz de aumentar
significativamente o nimero percentagem de permanéncia, bem como o nimero de entradas
nos bracos abertos, o que indica uma resposta positiva. No teste de tempo de permanéncia no
campo claro e escuro, as doses testadas assemelham grupo DZP, sugerindo uma atividade
ansiolitica provavel. Nossos resultados apontam que o efeito sedativo, assim como efeito
ansiolitico de 5TIO1 possivelmente envolvem o complexo do receptor GABAA no cérebro de
camundongos. Assim, os efeitos ansioliticos e hipnéticos de 5TIO1 podem ser causados por
sua acdo combinada de vérios sistemas de neurotransmissores e receptores, incluindo os
receptores GABAa. O efeito ansiolitico pode ser também entendida pelo sistema
serotonérgico, derivados da atividade ndcleo tiofeno mostraram que atuam seletivamente

sobre os receptores 5SHT (ARM et al., 2010). Barbituricos, que induzem tempo de sono,
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medem a atividade hipnotica e sedativa de 5T101, aumentando o tempo de durag¢do do sono,
sugerindo um efeito maior que o pentobarbital.

Benzodiazepinicos como o diazepam estdo em amplo uso clinico como ansioliticos,
hipnoticos e anticonvulsivantes. Essas atividades sdo baseadas no aumento da transmisséo
gabaérgica que sdo sensiveis aos GABA recepetores que sdo compostas de subunidade
variantes a (al, a2, a3, ou a5) em combinacdo com uma subunidade B (B1-B2) e subunidade
v. A atividade ansiolitica dos benzodiazepinicos deve residir em um ou varios dos restantes de
receptores GABA sensiveis aos benzodiazepinicos. Benzodiazepinicos ligam a um sitio na
subunidade o do complexo receptor GABAA e assim aumentar a afinidade da subunidade 3 de
GABA. Por outro lado, a amigdala estd relacionada com a generalizacdo do medo de
responder, uma caracteristica dos transtornos de ansiedade (BENSON et al., 1998).

Nossos resultados ddo suporte a idéia de que 5TIO1 interage com o receptor GABA,,
provavelmente no subtipos de receptores que mediam os efeitos benzodiazepinicos, para
produzir atividades sedativa e hipnoética. Estudos adicionais, no entanto, devem ser realizados
para esclarecer totalmente o mecanismo dos efeitos ansioliticos e sedativos em doses de
5TIOL1. Além disso, 5TIO1 poderia manifestar esses efeitos em algumas doses, sem
demonstrar tanto atividades sedativas ou hipnéticas, sendo, portanto, potencialmente atil na

prética clinica.
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Resumo
No presente trabalho examinamos a atividade ansiolitica do complexo de inclusdo farmaco

(5T101)-ciclodextrina (CI), com finalidade de aumentar a solubilidade e diminuir a toxicidade
da molécula. Os efeitos do CI foram avaliados em campo aberto, labirinto em cruz elevado,
campo claro e escuro e tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos. A
solubilidade da molécula e do ClI foram determinados, demonstrando que o complexo
farmaco-cliclodextrina proporcionol um incremento de solubilidade. No teste de campo
aberto, 5T101 nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, ap6s administracao intraperitoneal, produziu
uma diminuicdo significativa no numero de cruzamentos, movimentos de auto-limpeza
(grooming) e levantamentos (rearings), demonstrando uma possivel atividade ansiolitica e
miorelaxante. No teste de labirinto em cruz elevado houve um aumento do nimero de entrada
nos bragos abertos em todas as doses, bem como foi visto uma diminui¢cdo no tempo de
permanéncia e no nimero de entradas no braco fechado, sugerindo um provavel efeito
ansiolitico. Um efeito similar foi observado no teste de campo claro e escuro, o tempo de
permanéncia em campo claro apresentou-se aumentado nos animais tratados. No ensaio de
tempo de sono induzido por pentobarbital, Cl na dose de 0,5 mg/kg produziu um aumento
significativo na duragdo do tempo de sono. O complexo de incluséo nas doses de 0,1, 0,5 e
1,0 mg/kg apresentaram efeito sedativo significante, semelhante ao DZP. O grupo tratado com
sulfobutil-B-cilodextrina n&o apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle
negativo. Diante do exposto, sugere-se que o Cl teria um possivel efeito sedativo e ansiolitico,
que pode envolver uma interacao direta com receptores do tipo benzodiazepinicos. Entretanto,
novos estudos devem ser realizados para esclarecer seu mecanismo de agéo e avaliar sua
eficacia e seguranca em testes pré-clinicos.

Palavras-chave: Ciclodextrina; Campo aberto; Labirinto em cruz elevado; Campo claro e

escuro; Tempo de sono induzido por pentobarbital; 5TI1O1.
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Abstract

In the present work it was examined the activity anxiolytic and activity sedative of the
inclusion complex drug-cyclodextrin (IC), with the purpose to increase the solubility and
decrease the toxicity. The IC effects were evaluated on the open field, the tests were elevated
plus maze, light-dark and barbiturate-induced sleeping time in the mice. On the open field
test, the IC doses used were from 0.1, 0.5 and 1.0 mg/kg, after the intraperitoneal
administration, it has produced a significant decrease in the number of crosses, grooming and
rearing, showing a possible anxiolytic and myorelaxant activity. In the elevated plus test it
was observed an increase in the number of entries in the open arms in all doses, as well as was
seen the decrease in the length of stay and the number of entries in the closed arm, suggesting
a likely anxiolytic effect. A similar effect was observed in the light-dark from the paradigm
test, the time spent in the light box was increased in the treated mice. In barbiturate-induced
sleeping time test, IC in 0.5mg/kg produced a significant increase in the duration of sleep
time, which can suggest a potential hypnotic and sedative activity. The IC doses in 0.1, 0.5
and 1.0 mg/kg showed significant sedative effect, similar to DZP. In conclusion, the results of
this present work suggests a possible sedative and anxiolytic effect for a new synthesized
compound in our laboratory, which may involve a direct interaction with benzodiazepines
receptors type. However, new studies should be performed to clarify this mechanism of action
and evaluate their effectiveness and safety in pre-clinical tests.

Key words: 5T101; Inclusion complex; Open field; Elevated plus maze test; Light-dark;
Barbiturate-induced sleeping time.

1. Introducdo

O 5TIO1 2-[(2,6-diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b] tiofeno-3-
carbonitrila, € uma molécula sintética que deriva do 2-amino tiofeno, e em estudos prévios
demonstrou atividade antifingica contra Candida krusei e Criptococcus neoformans
(OLIVEIRA e LIMA, 2010). Porém esta molécula possui baixa solubilidade, necessitando de
vetorizagcdo para aumentar sua disponibilidade e diminuir a toxicidade. Em ensaios

preliminares demonstrou atividade ansiolitica e sedativa (Figura 1).
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FIGURA 1. Estrutura espacial do 5TIO1.

Os compostos de origem sintética sdo usados atualmente no tratamento de varias
doengas, inclusive em doencas neurodegenerativas. Dentre essas patologias podemos observar
que os distdrbios do sono e a ansiedade que acometem um grande numero de individuos da
populacdo mundial. Estudos demonstram que aproximadamente de 9 a 18% dos brasileiros
apresentam em algum momento de sua vida um transtorno de ansiedade (ANDREOLI et al.,
2000). Um exemplo de farmaco sintético, destaca-se 0 medicamento olazapina que é um
tiobenzopiazepinico e o anti psicotico mais prescrito no Brasil e um dos mais prescritos no
mundo (VAN DER ZWAAL et al., 2010). Como o 5TI01, a olazapina também deriva do
nucleo tiofénico, demonstrando a importancia do estudo desta molécula sobre 0 SNC.

A baixa solubilidade é o aspecto mais frequente a ser considerado no desenvolvimento
de um grande numero de potenciais candidatos a medicamentos. A maioria das novas
entidades quimicas promissoras sdo farmacos pouco sollveis em agua, que podem apresentar
reduzido efeito terapéutico devido a sua baixa biodisponibilidade (LIMA et al., 2008).
Diversas pesquisas vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia na solubilizagéo
e permeabilidade de farmacos. Nanodispositivos permitem o uso de farmacos potencialmente
toxicos e promovem aumento na duracdo e eficicia da resposta, como demonstrado em
vetorizagdes farmaco-ciclodextrina (PIMENTEL et al., 2009; TSAI et al., 2010).

Para aplicacdo farmacéutica, 5TIO1 deve possuir boa solubilizacdo em solugéo
aquosa. Por outro lado, ¢é sabido que ciclodextrinas (CDs) pode formar complexos de inclusdo
(CI) com uma variedade de moléculas hdspedes e que a inclusdo no CD é uma alternativa
conveniente para resolver o problema encontrado na administracdo de farmacos hidrofébicos
em termos da biodisponibilidade e solubilidade, e também estabilidade (LOFTSSON et al.,
2007).

O desenvolvimento de novos medicamentos bem como sua vetorizagdo através de
complexos de inclusdo farmaco-ciclodextrina, precisam de modelos adequados para
identificar alvos moleculares. Entre o grande nimero de possibilidades de testes realizados
para verificar o perfil de biodisponibilidade e atividade do 5TIO1 em complexos de inclusdo
com sulfobutil-p-ciclodextrina, selecionamos alguns testes in vivo para avaliagdo da atividade

central, que constituem importantes alvos terapéuticos para doencas neurodegenerativas. O
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presente estudo foi realizado para investigar a atividade do complexo de inclusdo farmaco-
ciclodextrina sobre o SNC, bem como, as alteracdes comportamentais em camundongos
induzida pela forma farmacéutica. Respostas motoras espontaneas foram monitorados e 0s
efeitos sedativos e ansioliticos foram avaliados nos ensaios de campo aberto, labirinto em

cruz elevado, campo claro e escuro e tempo de sono induzido por pentobarbital.

2. Material e Métodos

2.1. Farmacos e Reagentes

O 5TIOL1 foi cedido pelo Laboratorio da Universidade Estadual da Paraiba, um cristal
amarelo, com rendimento de 89% m.p, 159-160°C; R¢. 0,54 (n-Hex./AcOEt. 8,5:1,5). A
ciclodextrina utilizada foi a sulfobutil-B-ciclodextrina (com grau de substituicdo molar de
0,57) foi doada pela industria Roquette® (Espanha). Para a preparacao das solucdes utilizou-se
agua destilada ¢ membranas filtrantes de porosidade de 0,22 um Millipore® (Millipore Corp,
Billerica, MA). Todos os solventes utilizados foram de grau analitico. Diazepam (DZP) foi
adquirido na (Unido Quimica, Brasil) e usado como padrdo. Pentobarbital sédico foi
adquirido da Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA). Todas o0s outros reagentes foram de

grau analitico.
2.2.Diagrama de solubilidade de fases

Devido ser uma nova molécula que apresentou baixa solubilidade 0,12 mmol e pouco
se estudou, utilizou-se dois tipos de ciclodextrinas para realizacdo do diagrama de
solubilidade (BCD e SBBCD).

Quantidades em excesso de 5TIO1 foram adicionadas em solu¢Ges com concentragdes
crescentes de BCD (0,25%; 0,5%; 1%; 1,25%; 1,5%) e SBBCD (1%; 4%; 6%; 10%; 15%,;
20%) sendo o volume final de 5 mL. Paralelamente foram preparadas amostras do farmaco
apenas em agua (AHUJA et al., 2005). As amostras foram submetidas a agitacdo mecanica em
banho-maria (Banho Dubnoff, Nova Etica®), & temperatura de 25 °C por 72 h. Posteriormente,
as amostras foram filtradas por meio de membranas filtrantes de poro de 0,45 pm. A
quantificacdo do 5TIO1 foi através do método por espectrofotometria UV (Modelo B582,
Micronal®), no comprimento de onda de 301 nm, utilizando 4gua como branco. Verificou-se a

especificidade do método utilizado e os experimentos foram realizados em triplicata.
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A parte desse estudo, analisou os efeitos da adicdo do agente complexante sobre o
composto a ser solubilizado permitindo obter a constante de complexacéo (Kc) e estimar uma
possivel estequiometria de formacdo do complexo, a partir da solubilidade intrinseca do
substrato (So) e a inclinagéo da reta resultante do diagrama de solubilidade (Equacdo 1) (Lyra
etal., 2010).

B Inclincao
S, x (1— Inclinagdo) Eq. 1

11

2.3.Caracterizacdo do complexo de inclusé@o no estado sélido

2.3.1. Preparagdo dos complexos de inclusdo no estado solido

Os complexos 5TIO1:BCD e 5TIO1:SBBCD foi preparado na razdo molar 1:1,
utilizando o método de evaporacdo. Inicialmente para a solubilizacdo do 5TIO1 utilizou-se
acetona e agua. Para tal, foram utilizadas quantidades minimas dos solventes. Enquanto que
para a BCD e a SB BCD utilizou-se apenas dgua na solubilizacdo. Apos a dissolucdo completa
de cada componente individualmente, verteu-se a solucdo de 5TIO1 na solucdo da CD,
realizando-se em seguida vigorosa homogeneizacdo. O solvente organico foi retirado
inicialmente em rotaevaporador (Evaporador rotativo Marconi®), sob temperatura controlada
(50 °C = 5 °C) e presséo reduzida (-900 mbar £ 20 mbar) com agitacdo continua de 90 +
3rpm. Posteriormente, as amostras resultantes foram congeladas a -40 °C por 4 dias, e
posteriormente foram liofilizadas (pressao de 80 a 150 pHg; vacuo 220 *+ 2 Vca). Apos a
secagem os complexos foram pulverizados, misturados em gral de porcelana com auxilio de
pistilo e tamisados em malha de 250 um. Os produtos foram acondicionados em frascos

ampola hermeticamente fechados e armazenados em dessecador de vidro sob vacuo.

2.3.2. Preparacdo de Mistura Fisica (MF)

A MF foi obtida por homogeneizacdo durante 20 min em grau de porcelana com
auxilio de pistilo na proporgéo 1:1 (mol:mol). Posteriormente os produtos foram tamisados
em malha de 250 um e acondicionados em frascos ampola hermeticamente fechados e

armazenados em dessecador de vidro sob vacuo.
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2.4.Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF)

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio. As amostras a serem
analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. As

micrografias foram obtidas de 650 a 4000 cm™ e resolucéo de 4 cm™.
2.5.Andlise Térmica

A caracterizacdo termoanalitica através de TG e DTA foi realizada em duplicata por
meio de termobalanca, modelo TGA Q50, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL/min, utilizando massa de cerca de 2,0 mg (£ 0,2), acondicionadas em cadinho de alumina
e analisadas na faixa de temperatura entre 25°C e 500°C na razdo de aquecimento de 10
°C/min. Antes dos ensaios, verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se uma

amostra de aluminio e zinco.

2.6. Animais e Ensaios comportamentais

Foram utilizados, por experimento, camundongos Swiss machos com 2 meses de idade
e com peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e
foram mantidos sob condi¢des controladas de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e
temperatura (23 + 2°C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
com Animais da Universidade Federal do Piaui, protocolo n°. 093/2010.

Todos os testes comportamentais foram conduzidos em quartos tranquilos nas mesmas
condicBes acima referidas controlada e isolada de ruidos externos. Diferentes grupos de
camundongos foram usados para cada tarefa comportamental. Para cada experimento, 0s
camundongos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (8 camundongos por grupo):
um grupo controle tratado com o veiculo, trés grupos tratados com complexo de inclusao (CI)
5TIO1-SBBCD em 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente, e um grupo de referéncia quinta
tratados com drogas pentobarbital sédico 40 mg/kg (i.p.) (pentobarbital induzida por teste de

tempo de sono) e DZP 2 mg/kg (i.p.) (campo aberto, labirinto pluz e claro-escuro testes).
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Tratamento com complexo de inclusdo (CI) ou veiculo foi dado intraperitonealmente (i.p.) 30

minutos antes dos testes comportamentais.

2.7.Protocolo experimental e Triagem comportamental

Ap0s o tratamento, cada animal foi submetido a uma série de testes na forma descrita
abaixo. Em primeiro lugar, o animal foi observado em uma sala fechada, em temperatura
constante (23 £ 1°C). O animal foi entdo colocado dentro de um labirinto e observados por 5
min. Imediatamente, apds o teste de labirinto, ele foi colocado na &rea de campo aberto por 5
min. Todos os testes foram realizados 08:00-18:00 pm.

Triagem comportamental dos camundongos foi realizada seguintes parametros
descritos por Almeida et al. (1999) e os animais foram observados durante 24 horas ap6s 0
tratamento com CI (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg, i.p.). Durante estes 24 h foram observados a
ocorréncia dos seguintes sinais gerais de toxicidade: piloerecdo, prostracao, contorcendo-se de
evacuacdo, aumentou, grooming, grupos distintos, dispnéia, sedacdo, analgesia e ptose

palpebral.

2.8.Teste do Claro e Escuro

Para este experimento os camundongos foram divididos em cinco grupos e tratados
conforme os protocolos experimentais e diazepam (2 mg/kg, i.p., controle positivo). Apds 30
minutos dos tratamentos, os animais foram colocados, um por vez, no equipamento abaixo
descrito. O aparato usado é feito de acrilico dividido em 2 compartimentos (box claro e box
escuro) que se comunicam por meio de uma pequena porta (CRAWLEY e GOODWIN,
1980). O box escuro (acrilico preto, 27 x 18 x 29 cm) é pobremente iluminado. O box claro
(acrilico transparente, 27 x 18 x 29 cm) € iluminado pela luz do ambiente. O animal foi
observado por 5 minutos o parametro utilizado foi o tempo de permanéncia no box claro onde

o0 tempo avaliado foi em segundos.

2.9.Teste do Campo Aberto

Para este experimento os camundongos serdo divididos em cinco grupos e tratados
conforme os protocolos experimentais e com diazepam (2 mg/Kg, i.p., controle positivo). A
atividade motora dos animais sera verificada por meio de um campo aberto feito de acrilico

(paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais,
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baseado no modelo descrito por Archer (1973). Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais,
um por vez, serdo colocados no centro do campo aberto onde 0 nimero de cruzamentos com
as quatro patas (atividade locomotora espontanea - ALE), nimero de comportamento de
autolimpeza (grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), sem encostar-se a parede,

serdo observados durante o tempo de 5 minutos.

2.10. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Este modelo consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x
5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz, conectados por uma plataforma central (5 x 5
cm) (LISTER, 1987). A plataforma e as paredes laterais dos bracos fechados sao
confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho esta elevado a
uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais serao
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o0 seu
comportamento serd observado por 5 minutos. As medidas comportamentais observadas
serdo: nuimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados,
respectivamente. O tempo de permanéncia mede o tempo gasto pelo animal nos bragos
abertos e fechados. Compostos ansioliticos reduzir a aversao do animal natural para os bragos
abertos e promove a exploracdo dos mesmos. Por outro lado, as passagens forcada ou
voluntaria dos animais nos bracos abertos da EPM estdo associados a alteragdes hormonais e
comportamentais indicativos de aumento da ansiedade (HOGG, 1996). Estes testes foram

feitos em lugares diferentes, justificando o uso deste aparelho.

2.11. Teste do Tempo de sono induzido por Pentobarbital
Este teste foi realizado de acordo com o método de Ferrini et al. (1974), o sono do
camundongo foi induzida por um administracdo de 40 mg/kg (i.p.) por peso do corpo de

pentobarbital, e a duragdo do sono em minutos de cada animal foi observado. O tempo de

sono foi registrado como o periodo para a recuperacgéo do reflexo de endireitamento.

2.12. Analise Estatistica
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Os dados obtidos foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguida
do teste t-Student-Neuman-Keuls. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

3. Resultados

3.1. Diagrama de solubilidade

De acordo com os resultados obtidos com as curvas do diagrama de solubilidade
(Figura 2), pode-se observar que a solubilidade do 5TIO1 em &gua é de 3,19 pg/mL. Na
presenca da BCD, o incremento de solubilidade maximo proporcionado foi de 5,89 pg/mL,
representando um incremento de 84,64% na concentracdo de 1,5% de BCD. Devido a
solubilidade limitada da BCD, ndo foi possivel avaliar a influéncia desta em concentragdes
superiores. Paralelamente, com a SBBCD foi possivel avaliar concentragdes maiores, sendo
observado um incremento de solubilidade de 11,52 pug/mL, correspondendo a um incremento
de 238,87% em agua utilizando 20% de SBBCD.
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FIGURA 2. Curvas do diagrama de solubilidade do 5T1O1 sob a influéncia de concentragdes
crescentes de BCD e SBRCD em solugao.

Em relagdo as constante de complexagdo (Tabela 1), a BCD apresentou uma maior
constante em relagdo a SBPCD, indicando ser mais estavel, apesar de proporcionado um
menor incremento de solubilidade. Adicionalmente, o complexo BCD:5TIO1 também
apresentou um maior coeficiente de correlacdo linear, demonstrando que o incremento de
solubilidade foi proporcional a aumento da concentragdo da CD, apesar da SBRCD também

ter obtido um resultado semelhante. Em ambos os casos, os Cls apresentaram um perfil de A,
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levando a indicios que a estequiometria dos Cls é de 1:1, sendo necessario outras provas

como simulacdo computacinal e RMN.

TABELA 1 - Inclinagdo, coeficiente de correlacdo (R® e constante de associacdo (Ki.1)
obtidas a partir do diagrama de solubilidade.

CDs Slope Ky (M7 R?
BCD 0,005 505,85 0,9246
SBBCD 0,0012 120,94 0,9005

3.2.Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourrier (IV-TF)

Utilizando esta técnica, obteve-se o espectro do 5TIO1, representado na Figura 3A.
Observou-se a presenca de algumas bandas principais do 5TIO1 que também sdo
observadas na MF (Figura 3C) e no Cl (Figura 3D), tais como: 2220 cm™ (estiramento
C=N); 778 cm™ (estiramento C-Cl); 719 cm™ Essas e as demais bandas secundarias
apresentaram uma diminuicdo da intensidade, sendo que na faixa entre na faixa entre 900 e
1300 cm™ h& uma sobreposicdo com as bandas da SBBCD com a do 5T101 e, portanto, néo
é possivel determinar se estes se encontram ausentes ou em menor intensidade. De forma
geral, ndo houve diferencas significativas entre os espectros da MF e do Cl e através dessa
técnica ndo € possivel afirmar com precisdo a forma que ocorre a complexagdo entre o
farmaco e a SBBRCD.
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FIGURA 3. Espectros de IV-TF: (A) 5TI01; (B) SBRCD; (C) MF SPCD: 5TI01; (D) EV
SBCD: 5TIOL.

3.3.Anélise Térmica

Em relacdo ao DTA, observou-se que a fusdo do 5TIO1 foi antecipada em
aproximadamente 10°C, havendo também uma diminuicao significativa da entalpia envolvida
no processo, indicando uma possivel diminuicdo da cristalinidade do farmaco na presenca da
SBBCD. Adicionalmente, também houve um deslocamento da degrada¢do do farmaco para

faixas de temperaturas superiores e a uma diminuicdo do percentual de farmaco degradado.
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FIGURA 4. Curvas de DTA obtidas na razéo de 10°C/min e fluxo de N, 50 mL/min: (A)
5T101; (B) SBRCD; (C) MF SBCD: 5T101; (D) CI EV SBCD: 5T101.
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FIGURA 5. Curvas de TG obtidas na razdo de 10°C/min e fluxo de N, 50 mL/min: (A)
5TI01; (B) SBBCD; (C) MF SBCD: 5T101; (D) CI EV SBCD: 5TIO1.



TABELA 2 - Resultados obtidos através da caracterizacdo por DTA e TG.
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Amostras Fuséo (°C) AH Decomposicéo Am Decomposicao Am Decomposicéo Am
(J/9) (°C) 12 etapa % (°C) 2@ etapa % (°C) 3* etapa %
5TIOL 173,9-177,1 101,6 239,5-266,2 57,5 - - - -
SBBCD - - - - 261,7-281,5 21,5 342,2-356,6 22,1
MF SBBCD: 161,8-170,1 841 251,4-282,1 30,5 - - 342,9-360,6 22,4
5TIOL
CISBBCD: 160,9-169,4 13,4 243,1-263,3 10,2 287,5-300,9 20,7 342,7-358,4 18,6

5TIO1
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3.4.Teste do Claro e Escuro

Doses mais baixas de complexo de inclusdo (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg), ndo produziram
qualquer alteracdo perceptivel no sistema motor ou comportamental, e ndo causaram mortes
dentro de 72 h de sua administracéo.

A administracdo de DZP aumentou significativamente (p<0,001) o tempo gasto pelos
ratos no espago iluminado. No entanto, ndo foram encontradas alteracbes no numero de
entradas para este lugar (p<0,05). Neste modelo, a administracdo de CI aumentou
significativamente o tempo gasto pelos ratos no compartimento iluminado quando comparado
com o grupo controle. Este efeito ndo foi dose dependente e estatisticamente diferente quando
comparado com o grupo DZP, conforme ilustrado na Figura 6 (0,5 mg/kg: p<0,001 e 1,0
mg/kg: p<0,001).

200+
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FIGURA 6. Efeitos produzidos por diferentes doses do complexo de incluséo (0,1, 0,5 e 1,0
mg/kg, i.p.) sobre o tempo gasto pelos camundongos no compartimento iluminado no teste
claro-escuro. Os dados sdo apresentados com médica £ SEM. n=8 camungondos por grupo.
*p<0.05 (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como teste post hoc).

CD-= ciclodextrina; Cl= complexo de incluséo (5T101-SBBCD); DZP= diazepan.

3.5.Campo Aberto

Como pode ser visto na Tabela 3, quando administrada CI (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg i.p.)
reduziu o nimero de cruzamentos (p<0,01), e rearings (p<0,01) no teste de campo aberto,
quando comparados ao grupo veiculo. No CI (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg) foram observados um
aumento no ndmero de groomings (p<0,01), quando comparados os grupos de controle.

Diferentemente, quando administrado CI (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg i.p.) aumentou-se o0 numero de
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cruzamentos (p<0,01) e groomings (p<0,01) no teste de campo aberto, quando comparado

grupo DZP. Diazepam, como esperado, mostrou efeito sedativo na dose utilizada (2 mg/kg,

ip).

TABELA 3 - Efeito do complexo de incluséo no teste de campo aberto em camundongo.

Grupos NuUmero de cruzamentos Rearing Grooming
Veiculo 91,38 + 10,41 38,00 + 7,59 4,75+2,18
DZP 2.0 29,00 +1,79" 18,20 + 5,26 2,28 0,52
Cl10.1 71,40 +3,64" 13,83 +2,89 583+241"
Cl05 60,00 + 1,22 18,33 £ 2,83 8,16 +1,90""
Cl1.0 51,20 3,80 6,33+2,08"" 9,16 + 0,40

Os valores sdo as medias + S.E.M. do nimero de cruzamentos, rearing e grooming de 7
camundongos (por grupo) usados nos experimentost. “p<0.01 (ANOVA seguida por Student-
Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do veiculo. = p<0.001 (ANOVA seguida
por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do DZP.

CI=5TIO1-SBBCD; DZP = diazepam.

3.6.Labirinto em cruz elevado

Para NEOA em todos os grupos tratados com diferentes doses de CI tiveram uma
diminuicdo significativa em comparagdo aos grupos controle (8,71 + 0,63) e DZP (8,00 +
0,61) (p<0,05). Em PEBA foi verificado um aumento significativo nas doses de CI 0,1 mg/kg
(50,26 + 2,98%), 0,5 mg/kg (44,75 + 3,91%) 1,0 mg/kg (42,42 + 1,87) quando comparado ao
grupo controle (34,86 = 1,51 %, p<0,001). Em comparacdo com DZP (62,86 + 3,02),
diminuindo significativamente todos os parametros observados em animais tratados com as
trés doses do ClI (p<0,05). Houve uma diminuigdo significativa no grupo de 1,0 mg/kg (42,42
+ 1,87) em comparacdo a dose de 0,1 mg/kg (50,26 + 2,98) e 0,5 mg/kg (44,75 = 3,91)
(p<0,05). Para TPBA ocorreu uma significativa redugéo no grupo tratado com a dose Cl 1
mg/kg (75,17 £ 4.61s), quando comparado ao grupo controle (115,00 £ 1,50) (p<0,05), mas
uma diferenca significativa foi detectada nos grupos tratados com CI 0,1 mg/kg (88,67 * 5,82
s), 0,5 mg/kg (86,67 + 4,27 s), e 1,0 mg/kg (75,17 + 4.61s), quando comparado com DZP
(25,43 + 1,54) (p<0,05). PTBA foi visto em uma dose-dependente quando comparado com 0s

grupos tratados com DZP e controle (25,43 = 1,54). Observamos uma diminuigéo
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significativa no grupo tratado com a dose mais elevada (29,55 + 5,27%) quando comparada
com a dose mais baixa (23,78 + 2,39%, p<0,001) (Tabela 4).

TABELA 4 - Efeitos do complexo de inclusdo no teste labirinto em cruz elevado em

camundongos.
Grupos NEBA PEBA TPBA PTBA
Veiculo 8,71+0,63 34,86 + 1,51 115,00 + 1,50 38,90 + 1,18
DZP 2.0 8,00+ 0,61 62,86 + 3,02" 2543+ 1,54 68,95 + 2,38
clo1 6,33 +1,02" 50,26 + 2,98 88,67 +5,82" 29,55 + 527"
Cl05 6,16 + 0,87 44,75 +3,91°" 86,67 +4,27" 28,89+ 142"
Cl11.0 6,66 + 0,61 42,42 1,877 7517+46177  2378+239""

Cada valor representa a média = S.E.M. de NEBA, nimero de entradas em bracos abertos;
PEBA, porcentagem de entradas em bracos abertos; TPBA, tempo de permanéncia em bragos
abertos; PTBA, porcentagem do tempo de pemanéncia nos bracos abertos. Os valores séo a
média + S.E.M. de 7 camundongos (por grupo) usados nos experimentos. 'p<0.01 (ANOVA
seguido por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do veiculo. = p<0.001
(ANOVA seguido por Student-Neuman-Keuls t-test), significativamente diferente do DZP.
CI=5TIO1-SBBCD; DZP = diazepam.

3.7.Tempo de sono induzido por Pentobarbital

Como pode ser observado na Figura 7, pré-tratamento com CI (0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg,
ip) reduziu a laténcia do sono (p<0,01), além de aumentar significativamente a 37,25% no
tempo total de sono induzido pelo pentobarbital foi observada em CI 0,5 mg/kg, quando

comparado ao grupo controle, respectivamente.
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FIGURA 7. Efeito produzido por diferentes doses do complexo de inclusdo (0,1, 0,5 e 1,0
mg/kg, i.p.) no tempo de sono total induzido por pentobarbital (40 mg/kg) em camundongo.
Os dados sdo apresentados com médica + SEM. n=8 camungondos por grupo. *p<0.05
(ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como teste post hoc).

CD= ciclodextrina; Cl= complexo de inclusdo (5TI01-SBBCD); DZP= diazepan.

4. Discussao

Um das abordagens promissoras € encapsular a molécula na cavidade hidrofébica da
ciclodextrina e com ela tentar aumentar a biodisponibilidade, que pode produzir melhor
atividade biol6gica. Assim, a CD podem potencializar a solubilidade em &gua, reatividade
quimica e as propriedades espectrais de varios farmacos lipofilicos, sem alterar a sua
capacidade intrinseca de permear membranas lipofilicas, além de melhorar propriedades das
moléculas como taxa de dissolucdo, biodisponibilidade, bem como reduzir a sua irritacéo e
toxicidade (JULLIAN et al., 2008; TSAI et al., 2010; PESCITELLI et al., 2010).

A literatura aponta em varios estudos a utilizacdo das ciclodextrinas para solubilizar e
promover estabilidade de substancias com importancia central, como 0s benzodiazepinicos
alozapam, midazolam e triazolam, sem no entanto as ciclodextrinas possuirem atividade
farmacologica, funcionando apenas como molécula de acolhimento (LOFTOSSON et al.,
2001). As ciclodextrinas sdo utilizadas para formulacbes de benzodiazepinicos como
midazolam, diazepam e zolpidem, com finalidade de melhorar a solubilidade e estabilidade do
medicamento (AMORIM et al.,2008; TRAPANI et al., 2003).

A ansiedade pode causar varios sintomas como insonia, tremores incontrolaveis,
tonturas e irritabilidade. A metodologia proposta tem como objetivo avaliar estes sintomas
por meio de testes comportamentais como um tempo de sono induzido por barbitdrico,

labirinto em cruz elevado, campo aberto e tempo de permanéncia em claro, as mudancas
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visam investigar a atividade sedativos, ansioliticos e motora, respectivamente. Assim, além
dos experimentos ja realizados em nosso laboratério de pesquisa, pretendemos investigar a
toxicidade geral em modelos animais de roedores para determinar a toxicidade potencial e sua
atividade bioldgica benéfica ou prejudicial no SNC.

No presente trabalho, os efeitos centrais do 5TIO1-SBBCD foram estudados. O teste
de campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal, atividade
locomotora espontaneo, rearing e grooming sdo pardmetros de comportamento mais
comumente usados para descrever as influéncias dos acontecimentos da vida ou a
administracdo de drogas (REX et al., 1996). O complexo de inclusdo foi primeiramente
avaliados no teste de campo aberto, que da uma boa indicacao do estado emocional do animal,
uma vez que se admite que o rearing € uma funcdo do nivel de excitabilidade do sistema
nervoso central. Alguns autores relataram que o rearing reflete o comportamento exploratorio
de um animal e, portanto, substancias ansioliticas induzem um aumento na atividade ou nao
altera este parametro, sugerem também que os agentes ansioliticos e sedativos podem
diminuir este parametro, demonstrando apresentar atividade miorrelaxante (MASUR et al.,
1971).

Quase todos os animais gastam uma parcela significativa do tempo realizando o
grooming, que consiste em lamber a pata e limpar a cabega e focinho com o movimento
repetitivo usando as patas dianteira (KRIK et al., 1998). Na literatura, 0 aumento do grooming
é observado em roedores que estdo apreensivos, 0s pesquisadores descobriram que as drogas
ansioliticas reduziem este parametro no campo aberto (BARROS et al., 1994). Estudos
mostram que o numero de cruzamentos da uma indicagdo do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso central, portanto, substancias psicoestimulantes aumentar este parametro
(MUELLER et al.,, 1989). Os resultados tém mostrado que CI foi capaz de diminuir
significativamente o numero de cruzamentos, groomings e rearing, reduzindo a atividade
locomotora, o que poderia ser um indicativo de efeito sedativo e relaxante muscular.

O CI também mostrou efeitos ansiolitico, quando avaliados no labirinto em cruz
elevado e teste de claro e escuro. Ansiedade, um sintoma que acompanha diversos distarbios
do sistema nervoso e por si s6 é uma doenga, caracteriza-se em seres humanos por um estado
de tensdo e alerta fisico exaustivo (JACKSON e TURKINGTON, 2005). Outras espécies
exibem uma variedade de reacGes defensivas em resposta a predadores, alguns entendem
como estados de ansiedade correlacionados (RODGERS et al., 1995). O labirinto em cruz
elevado tem sido freqlientemente usado para detectar e avaliar propriedades ansioliticas

/ansiogénicas de drogas (TAKEDA et al., 1998). A frequéncia e o tempo gasto nos bracos
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abertos é o maior indice da ansiedade no modelo de labirinto em cruz, dado o fato de que a
area aberta é extremamente aversivo para roedores (PELLOW e FILE, 1986).

Os resultados demonstraram que o complexo de inclusdo também foi capaz de
aumentar significativamente o nimero percentagem de permanéncia, bem como o nimero de
entradas nos bragcos abertos, o que indica uma resposta positiva. No teste de tempo de
permanéncia no campo claro e escuro, as doses testadas assemelham grupo DZP, sugerindo
uma atividade ansiolitica provavel. Nossos resultados apontam que o efeito sedativo, assim
como efeito ansiolitico de 5T101 possivelmente envolvem o complexo do receptor GABAA
no cérebro de camundongos. Assim, os efeitos ansioliticos e hipnoticos de 5TIO1 podem ser
causados por sua acdo combinada de varios sistemas de neurotransmissores e receptores,
incluindo os receptores GABAA. O efeito ansiolitico pode ser também entendida pelo sistema
serotonérgico, derivados da atividade nucleo tiofeno mostrar que atuam seletivamente sobre
os receptores 5SHT (ARM et al., 2010). Barbitdricos, que induzidem tempo de sono, medem a
atividade hipndtica e sedativa do Cl, aumentando o tempo de duracdo do sono, sugerindo um
efeito maior que o pentobarbital.

Como comprovado na literatura, ndo houve diferenca significativa entre o controle
negatico e a ciclodextrina a 20% (FOREMAN et al., 2009). Como observado nos testes de
tempo de sono e tempo de permanéncia em campo claro, demonstrando que a sulfobutil-B-
ciclodextrina ndo possui atividade farmacoldgica, funcionando apenas como molécula de
vetorizacdo, promovendo assim uma melhor biodisponibilidade de 5T101.

Nossos resultados ddo suporte a idéia de que o complexo de inclusdo interage com o
receptor GABA,, provavelmente no subtipos de receptores que mediam os efeitos
benzodiazepinicos, para produzir atividades sedativa e hipnoética. Estudos adicionais, no
entanto, devem ser realizados para esclarecer totalmente o mecanismo dos efeitos ansioliticos
e sedativos em doses do CI. Além disso, o complexo 5TIO1-SBBCD poderia manifestar esses
efeitos em algumas doses, sem demonstrar tanto atividades sedativas ou hipnoéticas, sendo,

portanto, potencialmente Gtil na prética clinica.
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Resumo

A molécula 5T101 ¢ de origem sintética, deriva do nucleo tiofeno e possui baixa solubilidade.
O presente estudo objetivou a vetorizacdo da molécula, bem como avaliar sua toxicidade
aguda. A molécula foi complexada com sulfobutil B-ciclodextrina (SBBCD), formando o
complexo de inclusdo (Cl) 5TI01- SBBCD, e quantificado em UV-VIS A=301nm. A
toxicidade aguda foi avaliada por meio de estudos de Screening Hipocratico, DLsy, analise
histopatoldgica do hipocampo, avaliacdo de parametros bioquimicos e hematolégicos em
camundongos Swiss adultos, nas doses de 1, 2, e 3 g/kgde 5T101(v.0) e 0,1, 0,5 e 1 mg/kg
(i.p) para Cl. Observou-se que a molécula 5TIO1 nas doses 2 e 3 g/kg apresentaram indice de
mortalidade de 70 e 100%, respectivamente. Nos grupos tratados com CI néo foi observado
mortes. Com relacdo aos parametros estudados do 5T101, apresentou diminuicdo da ALT e
AST, e aumento de glicose e uréia. A administracdo aguda do Cl provocou aumento dos
niveis de triglicerideos e diminui¢cdo de ALT, AST e creatinina. No cérebro observou-se
lesGes dos neurbnios com necrose, em todas as doses do 5TIO1. Os grupos tratados com Cl
ndo foram observados lesdes cerebrais. Pode-se sugerir a vetorizagdo (CI) diminui a
toxicidade produzida pelo 5TI101, além de melhorar sua atividade farmacoldgica, passo
importante para o desenvolvimento de medicamentos seguros e eficazes.

Palavras-chave: solubilidade, ciclodextrina, tratamento agudo, hematologia, bioquimica
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Abstract

The molecule is 5TIO1 synthetic origin, derives from the core thiophene and has low
solubility. This study aimed to vectorization of the molecule, and to evaluate its acute
toxicity. The molecule was complexed with sulfabutil B-cyclodextrin (SBBCD), forming the
inclusion complex (IC) 5TI01-SBBCD, and quantified by UV-VIS A = 301nm. Acute toxicity
was assessed through the Hippocratic screening studies, DLs, histopathology of the
hippocampus, evaluation of biochemical and hematological parameters in adult mice at doses
of 1,2, e 3 g kg™ of 5T101(v.0) and 0,1, 0,5 e 1 mg kg™ (i.p) for IC. It was observed that the
molecule 5T101 doses 2 and 3 g kg™ showed a mortality rate of 70 and 100%, respectively. In
groups treated with Cl was not observed deaths. With respect to the parameters of 5T101,
showed decreased ALT and AST, and increased glucose and urea. Acute administration of ClI
caused increased levels of triglycerides and decreased ALT, AST and creatinine. In the brain
lesions were observed necrosis of neurons, at all doses of 5TIO1. The group treated with IC
were not observed brain damage. One may suggest the vectorization (IC) decreases the
toxicity produced by 5T101, and improve its pharmacological activity, an important step for
the development of safe and effective medicines.

Key words: solubility, cyclodextrin, acute treatment, hematology, biochemistry
1. Introducdo

Os farmacos sdo substancias usadas para impedir ou curar doencas em homens e
animais. A introducdo de novos farmacos na terapéutica é necessaria para o aperfeicoamento
do tratamento mais seguro e eficaz. A busca por medicamentos menos toxicos resultou na
introducdo de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi amplamente disseminado no
século XX. Cerca de 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo de origem
sintética, isto sem considerar aqueles oriundos de processos de semi-sintese (OLIVEIRA e
SILVA, 2008).

O farmaco ideal deve ser rapidamente absorvido e distribuido no organismo, deve ser
altamente seletivo em relacdo ao seu alvo, deve ter uma poténcia elevada e um alto grau de
eficacia terapéutica, para que seja eficaz em doses baixas. Um numero consideravel de
barreiras pode limitar a utilizacéo clinica dos farmacos. Estas limitagdes estdo envolvidas com
biodisponibilidade sistémica incompleta do farmaco, ocasionado muitas vezes pela dissolucéo
insuficiente, e toxicidade relacionada a irritacdo local ou a distribuicdo em outros tecidos
(CHIN e FERREIRA, 2009). Os farmacos de classe Il (baixa solubilidade e alta
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permeabilidade) estdo sujeitos a problemas relacionados a biodisponibilidade, devido a baixa
solubilidade, necessitando alternativas para incrementar a solubilizacdo (BONAMICI e
SERRA, 2009; LIMA et al., 2008).

Diversas pesquisas vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia
farmacéutica no tratamento, prevencao e diagndstico de inimeras patologias. Nesse contexto,
técnicas inovadoras estdo sendo aplicadas na obtencdo de novas formas farmacéuticas de
liberacdo controlada capazes de manter ou ampliar a acdo de agentes promissores.
Nanodispositivos permitem o uso de farmacos potencialmente toxicos e pouco utilizados
devido a estas caracteristicas, bem como o aumento na duracéo e eficacia da resposta. Dentre
estes destacam-se lipossomas, nanoparticulas, microcapsulas e complexo de inclusédo
(farmaco-ciclodextrina) (PIMENTEL et al, 2007; TSAI et al., 2010). Este ultimo é uma matriz
hidrofilica que tem superficie externa hidrofilica e cavidade interna hidrofdbica, age como
molécula de acolhimento ou recipientes na formagdo de compostos de inclusdo com
moléculas hospedes em solucdo aquosa (JULIAN et al., 2008; PESCITELLI et al., 2010;
SOARES SOBRINHO et al., 2011).

O composto 2-[(2,6- diclorobenzilideno) amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta [b]tiofeno-
3-carbonitrila (5T101), uma molécula sintética derivada do nucleo tiofeno, com atividade anti
fangica ja comprovada, possui baixa solubilidade, necessitando de vetorizagdo para aumentar
sua disponibilidade e diminuir sua toxicidade (OLIVEIRA e LIMA, 2010).

Este trabalho visou melhorar a solubilidade do composto 5TIO1 por meio de ClI
(farmaco-ciclodextrina), além de avaliar os efeitos apds administracdo aguda dos parametros
bioguimicos, hematoldgicos e histopatolégico em camundongos.

2. Material e Métodos

2.1.Diagrama de solubilidade de fases

Devido ser uma nova molécula que apresentou baixa solubilidade 0,12 mmol e pouco
se estudou, utilizou-se dois tipos de ciclodextrinas para realizagdo do diagrama de
solubilidade (BCD e SBBCD).

Quantidades em excesso de 5TIO1 foram adicionadas em solu¢des com concentracdes
crescentes de BCD (0,25%; 0,5%; 1%; 1,25%; 1,5%) e SBBCD (1%; 4%; 6%; 10%; 15%;
20%) sendo o volume final de 5 mL. Paralelamente foram preparadas amostras do farmaco
apenas em agua (CHALLA et al., 2005). As amostras foram submetidas a agitacdo mecénica
em banho-maria (Banho Dubnoff, Nova Etica®), a temperatura de 25 °C por 72 h.

Posteriormente, as amostras foram filtradas por meio de membranas filtrantes de 0,45 um. A
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quantificacdo do 5TIO1 foi através do método por espectrofotometria UV visivel (Modelo
B582, Micronal®), no comprimento de onda de 301 nm, utilizando 4gua como branco.
Verificou-se a especificidade do método utilizado e os experimentos foram realizados em
triplicata.

A parte desse estudo, analisou os efeitos da adicdo do agente complexante sobre o
composto a ser solubilizado permitindo obter a constante de complexacdo (Kc) e estimar uma
possivel estequiometria de formacdo do complexo, a partir da solubilidade intrinseca do
substrato (So) e a inclinagéo da reta resultante do diagrama de solubilidade (Equacédo 1) (Lyra
etal., 2010).

B Inclincao
S, x (1— Inclinagdo) Eq. 1

11

2.2.Animais e Tratamento

Foram utilizados, por experimento, camundongos Swiss machos com 2 meses de idade
e com peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e
foram mantidos sob condi¢cdes controladas de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e
temperatura (23 + 2°C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
com Animais da Universidade Federal do Piaui, n°. 093/2010.

Oitenta camundongos correspondendo a oito grupos (n= 10/grupo) foram tratados
durante 24 horas. Trés grupo foram tratados com 5T101 solubilizado em Tween 80 nas doses
de 1, 2 e 3 g/kg(v.0). Trés grupos foram tratados com CI (5TIO1-SBBCD) nas doses de 0,1,
0,5 e 1 mg/kg(i.p). Foram utlizados dois grupos tratados com solucdo de SBBCD a 20%
(grupo ciclodextrina), e com tween 80 0,05% dissolvido em solucao salina 0,9% (i.p).

Apds o tratamento agudo, procedeu-se a coleta de sangue por rompimento do plexo
retro-orbital com auxilio de capilar de vidro (ARRIAGA e RUMBERO, 1990). O sangue foi
acondicionado em dois tipos de tubo, um com anticoagulante HB (Laborlab®) para
determinacdo dos parametros hematoldgicos e o outro, sem anticoagulante, para obtencéo do

soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos.

2.3.Determinacdo da Dose Letal 50% (DL50)
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Para este teste, os animais foram submetidos ao tratamento com doses crescentes da
molécula 5TI01(1, 2 e 3 g/kg), intraperitoneal e por via oral foi administrado a dose de 3
g/kg. O complexo de inclusdo (CI) foi administrado por via intraperitoneal nas doses de 0,1,
0,5 e 1 mg/kg. Apds os tratamentos, os animais foram observados por um periodo de 24 h.
(ARRIAGA e RUMBERO, 1990; SILVA et al., 2005) A mortalidade para cada uma das doses
foi anotada e, por regresséo linear, o valor de DL50 (WAYNFORTH, 1980).

2.4.Avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos gerais e determinacdo da toxicidade aguda
(Screening Hipocrético)

Na avaliacdo dos efeitos comportamentais e determinacdo da toxicidade aguda (AL-
HABORI et al., 2002) do composto 5TIO1 e do CI (SBBCD-5TIO1), foram utilizados
camundongos Swiss (25-30 g), machos, separados em grupos de 6 animais cada. O Cl e 0
5TIO1 foram administrados em doses crescentes (0,1, 0,5 e 1 mg/kg; 1, 2 e 3 g/kg (i.p)
respectivamente). Os animais foram observados 0 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min, 2 h, 3
h, 24 h (1° dia), 48 h (2° dia) e 72 h (3° dia) apo6s a administracdo do Cl e 5T101 diluido em
Tween 80 a 0,05%. O tempo de observacao, para cada grupo foi em torno de 30 s a 1 min.

Os parametros observados, relacionados as a¢oes estimulantes, foram: cocar o focinho,
convulsdo crbnica e tonica, exoftalmia, aumento da frequéncia respiratoria, lamber patas,
morder cauda, aumento da motilidade, movimentos estereotipados, piloerecao, tremores finos
e grosseiros. Os parametros considerados para avaliar a acdo depressora foram: alienagdo do
meio, analgesia (auséncia de sensibilidade a dor quando a cauda do animal € comprimida por
pressdo manual), anestesia (auséncia de sensibilidade a dor quando o animal tem seu pélo
puxado por suspensdo), ataxia, diminuicdo da apreensdo da pata, catatonia, dispnéia,
exoftalmia, diminuicdo da frequéncia respiratoria, diminui¢cdo da motilidade, diminuicdo do
reflexo corneano, tonus dorsal e ptose palpebral, sedacdo. Ainda foram observados
parametros como: agressividade, contor¢do, coloracdo da urina, didmetro da pupila, presenca
de diarréia, ere¢do da cauda, fasciculagdes, grunhidos, aumento ou diminui¢do da miccdo,
midriase, aspectos colorimétrico da orelha (ciandética, hiperemiada ou palida), passividade,
reacdo de fuga, sialorréia (salivacdo excessiva), tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese,

coma e morte.

2.5.Analise dos parametros bioguimicos e hematoldgicos
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Para analise bioguimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e,
em seguida, determinados os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina
(ALP), bilirrubinas total e direta, proteinas totais e acido Urico. Os ensaios foram realizados
em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST®.

Os valores para eritrocitos, leucocitos, plaguetas, hemoglobina, hematocrito e os
indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados
imediatamente ap0s a coleta através do analisador automatico de células hematoldgicas Advia
120/hematology (Siemens). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes
coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 celulas foram analisadas e
contadas (AL-HABORI et al., 2002).

2.6.Analise Histologica

Os animais foram divididos em oito grupos. O primeiro grupo foi tratado com solucéo
salina 0.9% (v.o., n=6, grupo controle). Os outros sete grupos foram tratados com 5TIO1 na
dose de 1, 2 e 3 g/kg(v.0.), n=6; solugao de SBBCD (i.p), e complexo de inclusdao de 5TIO1-
SBBCD nas doses de 0,1, 0,5 ¢ 1,0 mg/kg (i.p), respectivamente. ApOs 0s tratamentos 0s
grupos foram colocados em gaiolas para observacdo dos parametros de toxicidade.

Apb6s o periodo de observacdo de 24 h, todos os grupos foram sacrificados por
decapitacdo. Seus cérebros foram removidos e fixados em formalina a 10% por 72 h para a
realizacdo das analises histopatoldgicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos de 1 mm, foram
obtidos a partir de um corte inicial préximo aos corpos mamilares, submetidos a desidratacdo
com posterior inclusdo em parafina. Foram feitos cortem em micr6tomo na espessura de 6
pUm, e apo6s montar o material na ldmina, 0 mesmo foi submetido & coloragdo com em
hematoxilina - eosina (HE), e analisadas com auxilio de um microscopio optico. As areas
cerebrais foram observadas e classificadas de acordo com as descri¢cGes do Atlas de Paxinos
& Watson (PAXINOS e WATSON, 1986). O grau de lesdo foi expresso através de uma
escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada hipocampo analisado de acordo com o
método descrito anteriormente (AL-HABORI et al., 2002). A lesédo cerebral foi definida pela

presenca de pelo menos 50% de alteracdo histopatoldgica em area analisada.

2.7.Analises Estatisticas
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Os valores serdo expressos como media + erro padrdo da media (E.P.M.). As
diferencas entre os grupos serdo determinadas através da Analise de Variancia (ANOVA),
sequida, quando detectada diferenca, pelo teste t de Student-Newman-Keuls. O nivel de

significancia para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi sempre de p < 0.05.

3. Resultados

3.1. Diagrama de solubilidade

De acordo com os resultados obtidos com as curvas do diagrama de solubilidade
(Figura 1), pode-se observar que a solubilidade do 5TIO1 em &gua € de 3,19 pg/mL. Na
presenga da BCD, o incremento de solubilidade maximo proporcionado foi de 5,89 pg/mL,
representando um incremento de 84,64% na concentragdo de 1,5% de BCD. Devido a
solubilidade limitada da BCD, ndo foi possivel avaliar a influéncia desta em concentragoes
superiores. Paralelamente, com a SBBCD foi possivel avaliar concentragdes maiores, sendo
observado um incremento de solubilidade de 11,52 pug/mL, correspondendo a um incremento
de 238,87% em &gua utilizando 20% de SBRCD.
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FIGURA 1. Curvas do diagrama de solubilidade do 5TI101 sob a influéncia de concentragdes

crescentes de BCD e SBBCD em solucgao.

TABELA 1 - Inclinagéo, coeficiente de correlagéo (R? e constante de associacdo (Ki.1)
obtidas a partir do diagrama de solubilidade.

CDs Slope K1 (M7 R’

BCD 0,005 505,85 0,9246

SBBCD 0,0012 120,94 0,9005
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3.2.Determinacgédo da Dose Letal 50% (DLso)

Os resultados revelaram valores de DLsp para 5TIO1 de 1240 mg/kg, pois as doses de
2 e 3 g/kg houve um perfil de mortalidade superior a 70% (Tabela 2). Os grupos tratados com
5TIO1-SBBCD (CI) nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg, ndo produziram mortes entre 0s animais
(Tabela 3).

TABELA 2 - Toxicidade aguda do 5TI01 de acordo com a via de administragdo e o nimero

de mortes a partir da administracdo intraperitoneal em doses crescentes da respectiva amostra.

Dose Via de Numero de animais Numero de Mortes % Mortalidade
(9/kg) administracdo por grupo

1 i.p. 10 03 30%

2 i.p. 10 07 70%

3 i.p. 10 10 100%

3 v.0. 10 06 60%

TABELA 3 - Toxicidade aguda do complexo de inclusdo 5TIO1-SBBCD de acordo com o

numero de mortes a partir da administracdo intraperitoneal em doses crescentes da respectiva

amostra.
Dose Via de Numero de animais Numero de Mortes % Mortalidade
(mg/kg) administracdo por grupo
0,1 i.p. 10 00 00
0,5 i.p. 10 00 00
1,0 i.p. 10 00 00

3.3.Avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos gerais e determinacdo da toxicidade aguda

(Screening Hipocratico)

Na analise do “Screening Hipocratico” durante ¢ as primeiras 24 h da administracéo
intraperitoneal de 5TIO1 (2 g/kg) foram observadas alteracbes nos parametros; estado de
consciéncia e disposi¢do, sistema motor e muscular, que revelaram-se diminuidos (Tabela 4).

Essas manifestagdes ndo foram alteradas durante as 24 h de observacdo. Quando

comparado aos grupos controle e tratados com o complexo de inclusdo nas doses de 0,1, 0,5 e
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1 mg/kg, ndo apresentaram alteracOes significativas nos parametros avaliados, igual ao grupo
controle, e grupo tratado com solucdo SBBCD (20% p/v), ndo mostrando perfil toxicoldgico.
Também ndo se observaram diferencgas significativas entre o grupo controle e animais tratados

com 5TIO1-SBBCD, onde é possivel constatar a auséncia de toxicidade dos compostos

(Tabela 5).
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TABELA 4 - Parametros relativos ao “Screening Hipocratico”, apds administracdo intraperitoneal de 5T101 em dose Unica.

Parémetros Avaliados Grupos Tempo (h)

172

[EEN

2 4

=
N
)
~

Estado de Consciéncia e Disposigédo Atividade geral Controle
1000
2000
3000
Sistema Motor e Muscular Resposta ao toque Controle
1000
2000
3000
Reflexo de reorganizacéo postural Controle
1000
2000
3000
Tonus do corpo Controle
1000
2000
3000

N N W b PW W DA N W W D W LW W M O

N N W b PP W DR N WW DR DNDNOW WD
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w A~ b BN O BB BN BB BB DD DDA

N
w
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“Score” numérico da tabela: 4: normal; 3: levemente reduzido; 2: moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; 0: ausente. N - NUmero de

animais por grupo.
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TABELA 5 - Parametros relativos ao “Screening Hipocratico”, apos administragdo intraperitoneal de complexo de incluséo de 5TIO1-SBBCD

em dose Unica.

Parametros Avaliados Grupos Tempo (h)

172 2 4

[
[En
N
N
i

Estado de Consciéncia e Disposi¢do Atividade geral Controle
0,1
0,5
1,0
Sistema Motor e Muscular Resposta ao toque Controle
0,1
0,5
1,0
Reflexo de reorganizacéo postural Controle
0,1
0,5
1,0
Tonus do corpo Controle
0,1
0,5
1,0

w b~ B B W PP PP PO P> B> MO
[ A T I s O S = = L) S~ R S
R T o = - T T S T~ -~ S S~ N U S
EE N T T - T S T T N SN i~ R S N L T
T T e S . O - S N L T T )
B T U N S T L T - T - T - T T ~ N O -~ N - o o]
T T e S . T L O S T T T )
B T - T S N i N T T - S T~ S - N N SN

N

D OO O O O O O O O O O O O o o o

“Score” numérico da tabela: 4: normal; 3: levemente reduzido; 2: moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; 0: ausente. N - NUmero de

animais por grupo.
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3.4.Analise dos parametros hematologicos e bioquimicos de camundongos tratados
com 5T101 e CI (5TIO1-SBBCD)

Os resultados mostram que a administracdo intraperitoneal apds 24 horas, do
complexo de inclusdo, ndo produziu efeitos toxicos em camundongos Swiss adultos,
uma vez que durante o tratamento, nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi
observado. A atividade geral dos camundongos ndo foi alterada, apresentando um bom
estado geral. Os resultados mostram que o composto 5T1O1 nas doses de até 3 g/kg por
via intraperitoneal ocasionaram morte em camundongos de ambos 0s sexo0s, por um
periodo de observacao de até 24 horas.

O tratamento agudo com o composto 5TIO1 em camundongos nas doses de 1, 2
e 3 g/kg (i.p), ndo induziu modificacbes no perfil bioquimico (Tabela 6). Os
camundongos tratados com a dose de 1, 2 e 3 g/kg (i.p.), do composto 5TIO1
apresentaram a maioria dos dentro da faixa de referéncia
(VIJAYALAKSHMI

forma significativa em 33,5% na dose de 3 g/kg quando comparados ao grupo controle,

parametros

et al, 2000). Exceto para o valor de glicose que aumentou de
respectivamente (p<0,05), assim, como a ALT, AST e uréia, os quais reduziram,
respectivamente, em 30,6, 48% e 14,5%, respectivamente, (p<0,05), no grupo tratado

com 5T101, para a maior dose, em relacdo ao grupo controle (Tabela 6).

TABELA 6 - Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados

com 5T101.

Parametros Veiculo * 5TIO1 5TIO1 5TIO1
(n=10) (1gkg™) 2gkg™) (3gkg™)
(n=10) (n=10) (n=10)
Glicose (mg dL™) 88,74 + 8,10 91,71+ 2,86 93,43 2,94 101,6 + 9,95
Uréia (mg dL™?) 54,67 + 0,22 36,29 +4,98°  29,71+3.23° 29,29 £ 3,77 °
Creatinina (mg dL™) 0,36 + 0,01 1,01£0,13 0,91 + 0,07 0,95 + 0,05
Acido drico (mg dL™) 2,61+0,04 8,00+ 0,81 4,14 0,34 4,73+0,38
Triglicerideos (mg dL™) 106,7 + 0,05 126,4+14,52  133,0+ 13,96 129,3 + 15,48
CT (mg dL™) 86,07 + 0,57 171,3+11,26 177,3+17,4 190,4 + 28,27
AST (UmL™) 91,40 +1,81 39,14 +344°%  3729+355° 4743 3,542
ALT (UmL™) 57,83 +0,81 20,57 £2,02** 2543 + 235" 40,14 +7,81*°
Bilirrubina total (mg dL™) 0,16 + 0,02 0,40 + 0,05 0,18 + 0,00 0,58 + 0,02
Bilirrubina direta (mg dL™) 0,12 + 0,02 0,24 + 0,06 0,10 + 0,00 0,30 + 0,02
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*Tween 80 0,05% - Dissolvido em solucéo salina 0,9%

Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss, com 5T101 nas doses 1 mg/kg,
2,0 mg/kg e 3,0 mg/kg durante 24 horas. Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. n — representa o nimero de animais em cada grupo. °p<0,05, quando
comparado ao grupo controle. °p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com 5T101 na dose de 3 g/kg

(ANOVA e teste t de Student—-Newman—Keuls como post hoc teste).

Com relagdo aos niveis séricos de glicose foi detectada um aumento significativo
nos camundongos tratados com a maior dose (3 g/kg) do 5TIO1 (Tabela 6).

Os camundongos tratados com a dose de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg (i.p.), do CI
dentro da faixa de referéncia

apresentaram a maioria dos

(VIJAYALAKSHMI et al, 2000). Exceto para o valor da uréia, que aumentou de forma

parametros

significativa em 43%, na maior dose (1 mg/kg) quando comparados ao grupo controle
(SBBCD) (p<0,05), entretanto na menor dose houve redu¢do de aproximadamente 40%,
em relacdo ao grupo de maior dose. Para triglicerideos houve um aumento de até 400%,
na maior dose quando comparados ao grupo controle (SBBCD) (20% p/v). Assim, como
a ALT e AST e creatinina, 0s quais reduziram, respectivamente, em 73, 60 e 29%
(p<0,05), no grupo tratado com complexo de inclusdo na dose intermediaria, em relacao
ao grupo controle. Também foi observado reducdo de 48% de bilirrubina total, para

maior dose, quando comparada ao grupo controle (Tabela 7).

TABELA 7 - Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados
com complexo de incluséo (5TI0O1-SBBCD).

Parametros SBBCD 5TIO1-SBBCD 5TIO1-SBBCD  5TIO1-SBBCD
(60 mg/kg) (2 mg/kg) (0,5 mg/kg) (0,1 mg/kg)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glicose (mg dL™) 98,33+ 0,52 89,75+ 6,33 82,60 £13,99 103,8 £ 9,27
Uréia (mg dL™) 20,83 +1,036 29,80 +1,28° 25,60 + 2,97 17,67+ 4,41°
Creatinina (mg dL™) 1,007+ 0,01 0,78 + 0,09 0,71 +0,08% 0,72 + 0,09
Acido Grico (mg dL™) 2,56 + 0,03 2,69+0,0 2,84 £0,51 3,69+0,0
Triglicerideos (mg dL™) 31,25+ 3,69 172,8 £39,89¢  126,2 + 27,992 124,0+24,04%
CT (mgdL™) ND* 216,0+ 11,24 202,0+ 32,40 191,6+ 16,7
AST (UmL™ 115,0 £10,7 46,67 + 6,882 30,60 £ 2,152 38,20+7,17 @
ALT (UmL™) 69,42 + 3,95 35,33+3,71° 27,20+ 3,002 31,60+3,61°
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Bilirrubina total (mg dL™) 0,35 0,03 0,17 +£0,08 2 0,18+0,0% 0,17+0,0%

Bilirrubina direta (mg dL™) 0,1933 +0,03 0,14 + 0,08 0,15+0,0 0,12+0,0

*ND — néo determinado

Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss tratados por via intraperitoneal
com SBBCD 20% (Controle, n = 10) e com complexo 5TIO1 e SBBCD nas doses 1 mg/kg, 0,5 mg/kg e
0,1 mg/kg durante 24 horas. Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais usados nos
experimentos. n — representa o nimero de animais em cada grupo. p<0,05, quando comparados ao grupo
controle (SBBCD). "p<0,05, quando comparados ao grupo tratado com CI na dose de 1,0 mg/kg. “p<0,05,
quando comparados ao grupo tratado com Cl na dose de 0,5 mg/kg. (ANOVA e teste t de Student—

Newman—Keuls como post hoc teste).

O aumento plasmatico de ALT e AST é um indicador de lesdo hepadtica e
coracdo. No entanto, neste estudo, foi observado que esses niveis reduziram e estdo de
acordo com o padrdo de referéncia (MITRUKA e RAMSLEY, 1977; ANTUNES
NETO et al., 2008), indicando que o complexo de inclusdo pode ndo ter causado
nenhum efeito téxico no figado e tecidos cardiaco.

De maneira semelhante, observou-se que o tratamento intraperitoneal dos
animais com 5T101 alterou significativamente o perfil hematoldgico, apenas quanto ao
namero de neutrofilos. Detectaou-se neutrofilia nas doses de 1 e 3 g/kg (Tabela 8). A
contagem diferencial de linfécitos, eosindfilos e mondcitos revelou pequenas
flutuagdes, embora, dentro dos limites de referéncia e sem indicativo de importancia
clinica (HASAN et al., 2001; HARKNES e WAGNER, 1993).

TABELA 8 - Parametros hematoldgicos de camundongos Swiss, tratados com 5TI01.

Parametros Veiculo 5TIO1 5TIO1 5TIO1
(n=10) (1 g/kg) (2 9/kg) (3 9/kg)
(n=10) (n=10) (n=10)
Hemécias (mm?) 8,64 + 0,03 8,87+ 0,15 8,90 +0,14 8,93 £0,21
Hemoglobina (g dL ™) 14,37 + 0,15 14,09 + 0,51 14,79 +0,44 14,39 + 0,30
Hematdcrito (%0) 44,15 + 0,30 42,80+ 1,33 44,01+ 147 37,83+5,72
VCM (fL) 51.09 + 0,04 48,22 + 1,77 49,55 + 2,05 42,36 + 2,54
HCM (pg) 16,64 + 0,03 15,88 £ 0,50 16,61 £ 0,52 16,11 £ 0,77
CHCM (g dL'l) 32,60+0,14 32,92+0,42 33,62+ 0,29 38,02+ 0,16
RDW (%) 13,67 £ 0,04 13,23+£0,30 13,07 £0,21 13,39+£0,13
Neutrdfilos (%) 18,66 + 0,04 52,95 + 5,44*° 39,29+ 3,3 51,13 £ 7,00°
Eosinéfilos (%0) 0,36 + 0,02 0,29 + 0,05 0,17 + 0,03 0,52+ 0,53
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Linfdcitos (%)

78,12+ 0,31 2,152 + 0,25 1,81+0,12

Parametros hematoldgicos obtidos de camundongos machos Swiss, tratados por via intraperitoneal com
5T101 nas doses 1 mg/kg, 2 mg/kg e 3 mg/kg em 24 horas. Os valores representam a média + E.P.M. do
nimero de animais usados nos experimentos. n — representa 0 nimero de animais em cada grupo.
%p<0,05, quando comparados ao grupo controle. "p<0,05, quando comparado ao grupo tratado com mg/kg
de 5TIO1 (ANOVA e teste t de Student—-Newman—Keuls como post hoc teste).

A administracdo intraperitoneal do CI, ndo alterou de forma significativa,
pardmetros hematolégicos como hemoglobina e indices hemantimétricos. Entretanto

houve reducéo de linfocitos em todas as doses do complexo de inclusédo (Tabela 9).

TABELA 9 - Parametros hematoldgicos de camundongos Swiss, tratados com complexo
de incluséo (5T101-SBBCD).

1,51+0,30

Parametros SBBCD 5TIO1-SBBCD 5TIO1-SBBCD 5TIO1-SBBCD
(60 mg/kg) (1 mg/kg) (0,5 mg/kg) (0,1 mg/kg)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Hemécias (mm°) 8,72 £ 0,06 8,82 £0.09 8,16 £ 0,22 8,71+0,30
Hemoglobina (g dL™) 14,06 + 0,08 13,58 +0,41° 12,42 +0,65° 13,12+0,51°
Hematocrito (%) 42,02 £ 0,04 4197 +1,11 38,95+1,74 40,47 + 1,56
VCM (fL) 51,67 + 0,89 48,00+ 1,83 47,73 +1.89 46,50 + 4,10
HCM (pg) 18,00 £ 0,56 15,39 £ 0.69 15,25+ 0.55 15,10+ 1,19
CHCM (g dL™) 33,40+ 0,29 32.23+0.29 32,00 +0.30 32,42 £ 0,39
RDW (%) 15,58 £ 0,75 14,47 £ 0,18 14,08 +0,4 13,95+ 0,45
Neutrdfilos (%) 6,72 + 0,60 4,49 + 0,68 4,98 +£0,73 5,66 + 1,09
Eosindfilos (%) ND* 2,21+0,38 2,46 + 0,68 1,90 + 0,98
Linfécitos (%) 87,08 + 2,12 2,48+0,31° 2,65+ 0,59° 252 +0,47°

*ND — Né&o determinado

Parametros hematolégicos obtidos de camundongos machos Swiss, tratados por via intraperitoneal com
SBBCD 20% (Controle, n = 10) e com complexo 5TIO1 e SBBCD nas doses 1 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,1
mg/kg durante 24 horas. Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais usados nos
experimentos. n — representa o nimero de animais em cada grupo ®p<0,05, quando comparados ao grupo
controle (SBBCD). ®p<0,05, quando comparados ao grupo 1,0 mg/kg. “p<0,05, quando comparados ao

grupo 0,5 mg/kg (ANOVA e teste t de Student—Newman—Keuls como post hoc teste).
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3.5.Analise Histopatologica

A Tabela 10 mostra uma alta percentagem de animais com leséo cerebral, 33, 50
e 66% nos grupos tratados com 5TIO1 nas doses de 1, 2 e 3 g/kg, em comparagdo ao
grupo controle. Também foi detecta um aumento de 17 e 33% no grau de
comprometimento do hipocampo nos grupos tratados com 5TIO1 nas doses de 2 e 3
g/kg, quando comparado ao grupo tratado com 1 g/kg. Nos grupos tratados com 5T101,
0 grupo que apresentou maior comprometimento hipocampal foi o grupo tratado com

maior dose (3 g/kg) (Figura 2).

T

Grupo tratado com 5T101 1,0 Grupo tratado com 5T101 2,0
/
’ \. A N "“
Grupo tratado com 5T101 3,0 Grupo controle

FIGURA 2. Hipocampo de camundongos adultos tratados com doses de 5T101.

No cérebro observamos lesdes dos neurdnios do hipocampo com evidente
necrose, vacuolizacdo e com mdltiplos nucléolos demonstrando um processo de lesdo
em todas as doses, mas de forma mais acentuada na maior dose de 3 g kg™. A tabela 10
as alteragdes histopatoldgica de camundongo tratados oralmente com 5TIO1,
demonstrando que o dano cerebral e a porcentagem da severidade da lesdo é dose
dependente.
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TABELA 10 - Andlise histopatologica em hipocampo de camundongo tratados
oralmente com 5T101.

Grupos Alteracao histopatoldgica no hipocampo
(%)Camundongos (%) Severidade da Namero de animais com dano ~ Ndmero total
com les&o cerebral lesdo cerebral de animais
Controle 00 00 00 06
1,09 kg‘l 33 32,00+ 0,32 02 06
209 kg'l 50 57,66 = 0,33 03 06
3,0gkg? 66 67,66 + 0,33 04 06

A gravidade da lesdo foi expressa como média + EPM dos escores de dano com base em uma escala de
zero (nenhum) a 100 percentuais (total) de envolvimento estrutural. Os animais foram tratados por via
intraperitoneal. A leséo cerebral foi definida como presente se ndo houvesse pelo menos a participacdo de
50% do hipocampo. Resultados para ratos% com lesdo cerebral e gravidade da les@0% sdo expressos em
porcentagem do niimero de animais. p <0,05 comparado ao grupo controle (teste x?); "b <0,05 comparado
com o grupo 1,0 g/kg(teste x%); °p <0,05 comparado com o grupo 2,0 g/kg(teste x?); °p <0,05 comparado
ao grupo 3,0 mg/kg (ANOVA e Student-Newman- Keuls); °p <0,05 comparado com o grupo 1,0
g/kg(ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls); o <0,05 comparado com o grupo 2,0 g/lkg(ANOVA e

teste de Student-Newman-Keuls);

A Tabela 11 mostram que ndo houve lesdo cerebral em nenhum dos animais
tratados com ciclodextrina e com o Cl (5TIO1-SBBCD) nas doses de 0,1, 0,5 ¢ 1,0
mg/kg, em comparagao ao grupo controle, e aos tratados com ciclodextrina.

TABELA 11 - Andlise histopatolégica em hipocampo de camundongo tratados por
via intraperitoneal com 5T10-SBBCD (CI).

Grupos Alteracdo histopatoldgica no hipocampo

(%)Camundongos (%) Severidade da  NUmero de animais com  NUmero total de

com lesao cerebral lesdo dano cerebral animais
Controle 00 00 00 06
1,0 mg/kg 00 00 00 06
0,5 mg/kg 00 00 00 06

0,1 mg/kg 00 00 00 06
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A gravidade da lesdo foi expressa como média £ EPM dos escores de dano com base em uma escala de
zero (nenhum) a 100 percentuais (total) de envolvimento estrutural. Os animais foram tratados por via
intraperitoneal. A lesdo cerebral foi definida como presente se ndo houvesse pelo menos a participagao de
50% do hipocampo. Resultados para ratos% com leséo cerebral e gravidade da lesd0% sdo expressos em
porcentagem do ndmero de animais. Complexo de inclusao de 5TIO1-SBBCD (CI) nas doses de 0,1, 0,5 ¢
1,0 mg/kg. p <0,05 comparado ao grupo controle (teste x2); b <0,05 comparado com o grupo 1,0 mg/kg
(teste %°); °p <0,05 comparado com o grupo 0,5 mg/kg (teste %°); %p <0,05 comparado ao grupo controle
(ANOVA e Student-Newman- Keuls); °p <0,05 comparado com o grupo 1,0 mg/kg (ANOVA e teste de
Student-Newman-Keuls); 'p <0,05 comparado com o grupo 0,5 mg/kg (ANOVA e teste de Student-
Newman-Keuls);

Também ndo foi detectado nenhum grau de comprometimento do hipocampo
nos grupos tratados com o complexo de inclusdo nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/kg,
quando comparado ao grupo tratado com SBBCD a 20%. Podemos sugerir a partir dos
achados uma diminuicdo do grau e da alteracdo histopatoldgica e do nimero de animais

com lesdo apds tratamento com 5TIO1-SBBCD nas doses de 0,1, 0,5 ¢ 1,0 mg/kg
(Figura 3).

Grupo tratado com CI 1,0 Grupo tratado com SBBCD 20%
FIGURA 3. Hipocampo de camundongos adultos tratados com doses do complexo de

inclusdo (5TIO1-SBBCD).
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4. Discussao

O acompanhamento da massa corporal do animal é importante indicador para a
avaliacdo da toxicidade de uma substancia (GRACA et al., 2007). No entanto, ndo foi
possivel em nossos experimentos detectar se 5TIO1 e o CI alteram o ganho de massa
corporal dos camundongos, uma vez que os animais foram tratados de forma aguda e
observados somente por 24 horas.

Em anélise histoldgica de hipocampo de camundongos adultos tratados com
5TIO1 foi observado lesdo cerebral em todas as doses, mas de forma significativa na
maior dose (3 g kg™), na qual se observou necrose, vacuolizacio e lesdo de neurdnios.
Podemos sugerir a partir dos achados um aumento da alteracdo histopatolégica em
funcdo da dose do composto investigado, possivelmente por essa molécula aumentar o
estresse oxidativo.

O estresse oxidativo cerebral pode ser produzido pelo desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas do oxigénio (EROS) e a atividade antioxidante neuronal
(HARKNESS e WAGNER, 1993). Esse estresse oxidativo associado as lesdes
histopatoldgicas no hipocampo, provavelmente, ocorre por causa das mudancas
neurogquimicas que comprometem a remoc¢do das EROS (ALTERBUNG et al., 2000). O
estresse oxidativo e as lesGes cerebrais também podem estar associados a varios outros
fatores, incluindo peroxidacdo lipidica e producdo de nitrito (SMYTHE et al., 1971).

Os grupos tratados com complexo de inclusdo, em todas as doses, ndo
apresentaram lesGes cerebrais nem perfil tdxico. No grupo tratado apenas com
ciclodextrina, ndo foi observado lesdes, corroborando com a literatura, na qual aponta
que ciclodextrinas ndo desempenham papel farmacoldgico, além de diminuir o perfil
toxico de alguns farmacos (PESCITELLI et al., 2010; TSAI et al., 2010).

Embora de um modo geral o perfil bioquimico dos animais estivesse dentro dos
valores de referéncia, houve excecdes para a glicose, uréia, ALT e AST, na qual o
primeiro pardmetro aumentou significativamente e os demais reduziram. Os dados da
literatura para os valores de glicose séo superiores aos encontrados (FOSTER et al.,
1982; ALMEIDA et al., 2008). Sugerindo que a molécula pode interferir no perfil
glicémico, podendo & longo prazo, provocar diabetes miellito e doencas

cardiovasculares.
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Para o complexo de incluséo, houve aumento da ureéia e triglicerideos, entretanto
houve reducdo de creatinina, ALT e AST. Um grande aumento de triglicerideos nesse
estudo pode indicar lesdo celular no figado com prejuizo da funcdo hepética
(KANEKO, 1997; WRINGTH e PLUMMER, 1974). Os valores de colesterol total ndo
puderam ser determinados. A alteracdo significativa verificada nos niveis plasmaticos
de uréia para todos os grupos tratados com 5T101, com reducdo nos niveis plasmaticos,
na qual fornece indicios de uma melhora da fungdo renal, sugerindo o seu uso no
tratamento da insuficiéncia renal aguda ou, ainda, pode indicar uma diminuicdo do
catabolismo protéico (ALMEIDA et al., 2008).

As analises das enzimas aminotransferase sérica (ALT) e da fosfatase alcalina
sdo importantes indicadores de lesGes nas células hepaticas (ANTUNES NETO et al.,
2008). Uma substancia ndo provoca lesdo hepatica sem interferir com a atividade
normal dessas enzimas (VIJAYALAKSHMI et al, 2000). A diminuicdo nos niveis
plasmaticos de AST observado neste estudo, além de ser estatisticamente significante
em relacdo ao grupo controle, foi maior que os niveis de referéncia para roedores
(ANTUNES NETO et al., 2008). Estes dados ndo fornecem indicios de alteracdes na
funcdo hepatica (WRINGTH e PLUMMER, 1974). Os niveis séricos de ALT também
diminuiram, propondo que ndo promove alteracfes na permeabilidade ou dano nos
hepatocitos. A AST tem uma isoenzima mitocondrial e ndo € liberada tdo rapidamente
quanto a ALT, que é essencialmente citoplasmatica. Além disso, a ALT é um indicador
mais sensivel de hepatotoxicidade aguda do que a AST, uma vez que, a primeira é
essencialmente hepatica, a segunda também pode ser encontrada em concentragdes
elevadas em outros 6rgaos, como rins, pulmdes e coracdo dificultando a interpretacdo
dos resultados (AL-HABORI et al., 2002; WASAN et al., 2001).

Apesar da reducdo de creatinina, houve um aumento dos niveis séricos de uréia,
ambos importantes marcadores da funcdo renal. A uréia é o principal produto do
metabolismo protéico, circula no sangue e é filtrada nos rins, a maior parte excretada na
urina. Néo é tdo especifica para avaliacdo da funcéo renal como a creatinina. Mesmo a
uréia ndo tendo a boa especificidade para diagnosticar mudancas da fungéo renal geral,
ela é mais sensivel a alteragcBes primérias das condi¢bes renais (HARKNES e
WAGNER, 1993). A reducdo dos niveis de creatinina sugere que o complexo néao
provoque leséo renal, principalmente no mecanismo de filtracdo (ALTERBUG et al.,

2000). Entretanto, diante disso, sugere-se que o complexo de inclusdo gere estresse
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oxidativo, alterando a taxa primaria de filtracdo glomerular, apesar dos niveis
plasmaéticos de creatinina estarem dentro dos valores de referéncia.

Provavelmente o mecanismo de neutrofilia provocado pela molécula (5T101),
estd relacionado com o trafico de neutrofilos semelhante a resposta inflamatdria
induzida por lipopolissacarideo (LPS), na qual parece ser controlado pela interacao de
diversos mediadores enddgenos, tais como leucotrienos, TNF-a, interleucina-1 e
interleucina-8 (SMYTHE et al., 1971).

O CI em todas as doses provocou diminuicdo no namero de linfocitos, que
constituem a base do sistema imunitario, protegem o organismo da infeccdo viral,
ajudam outras células a proteger o corpo de infeccGes bacterianas e fungicas. Essa
diminuicéo é caracterizada como linfocitopenia. Normalmente, os linfdcitos constituem
de 15 % a 40 % dos glébulos brancos que se encontram no sangue. A quantidade de
linfécitos pode diminuir durante um breve periodo por causa de um stress agudo e
devido a tratamentos. A propria linfocitopenia pode ser assintomaética e habitualmente
detecta-se numa analise de sangue completa realizada para diagnosticar outras doencas
(HAYES et al., 1980). Essa condicdo pode deixar o animal imunocomprometrido,
podendo adquirir infeccdes.

Podemos sugerir a partir dos achados um aumento da alteracdo histopatoldgica
em funcdo da dose do composto investigado. Podemos sugerir também, a partir dos
resultados, que a complexacdo (farmaco-CD) diminui a toxicidade produzida pelo
5TIO1, bem como potencializou sua atividade farmacol6gica, demonstrando dessa
maneira que sua complexacdo € uma poderosa ferramenta, de réapida e facil obtencéo,
com aplicacdo direta, para o desenvolvimento de formas farmacéuticas seguras e
eficazes. Diante do exposto, os efeitos toxicoldgicos do Cl e 5TIO1 precisam ser
investigados para o delineamento de um potencial farmaco com acéo central.
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7. CONCLUSAO

e O 5TIOI1 possui baixa solubilidade aquosa, que pode ser um entrave para uma futura
forma farmacéutica. Neste panorama foi complexado com sulfobutil-B-ciclodextrina

(5TI01-SBBCD) proporciondo uma maior solubilidade & molécula tiofénica.

e Os resultados revelaram valores de DLsg para 5TIO1 é de 1240 mg/kg, pois as doses
de 2 e 3 g/kghouve um perfil de mortalidade superior a 70%. Os grupos tratados com
5TIO1-SBBCD (CI) nas doses de 0,1, 0,5 ¢ 1 mg/kg, ndo produziram mortes entre 0s

animais.

e Na analise do “Screening Hipocratico” durante e as primeiras 24 h da administracdo
intraperitoneal de 5TIO1 foram observadas alteracbes nos parametros estado de
consciéncia e disposicdo, sistema motor e muscular, que revelaram-se diminuidos. Essas
manifestacOes ndo foram alteradas durante 24 h de observacdo. Quando comparado aos
grupos tratados com o complexo de inclusdo. Ndo mostrando perfil toxicoldgico.

e Em estudos histopatologicos de hipocanpo de camundongos, observou-se que quando
administrado apenas 5TIO1 (v.0.) provocou lesdes e danos cerebrais. Quando

administrado CI (i.p.) os animais ndo apresentram lesdes em laminas histoldgica.

e Em analise do perfil bioquimico e hematologico de camundongos, observou-se que
tanto o 5TIO1 quando o ClI ndo promovem comprometimento hepatico, devido a
diminuicdo de ALT e AST, e a reducdo de creatinica por parte do Cl e uréia por parte

do 5T101 mostram que ndo sdo toxicos sobre o sistema renal.

e Em estudos comportamentais observou-se que a molécula 5TIO1 possui atividade

ansiolitica e sedativa.

e Quando complexada com sulfobutil-B-ciclodextrina, a atividade sobre o sistema
nervoso central foram potencializados, comprovanto que o CIl incrementa a

solubulidade e possivelmente aumentera a biodisponibilidade do 5TI101.
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8. PERSPECTIVAS

e Realizar estudos complementares da estabilidade da molécula e seu complexo de

inclusdo, com finalidade de entender possiveis interacoes.

e Aprofundar os ensaios neurofarmacoldgicos, com doseamento de enzimas e
substancias cerebrais, para determinar se a molécula tiofénica e seu complexo podem

provocar estresse oxidativo ou se promovem efeito neutroprotetor.

e Realizar ensaios comportamentais, com associacéo de drogas a fim de se determinar o

mecanismo de acdo da molécula com o neurorreceptor especifico.

e Realizar ensaios genotdxicos, com finalidade de progredir para ensaios clinicos, com
finalidade de entender a interacdo da molécula tiofénica com o DNA, com intuito de
diminuir possiveis efeitos colaterais. Devem ser investigados a presenca de

micronucleo, aberracBes cromossdmicas e mutagdes.

e Realizar estudo e analise computacional de 5T101 e seu complexo de inclusao.
e Desenvolvimento de forma farmacéutica a base de 5T101 e CI (5TIO1-SBCD).
e Entrar com pedido de patente para varias atividades.

e Investigar os efeitos vasculares de 5T101 e seu complexo de inclus&o.

e Realizar microscopia eletrOnica para analisar mitocondrias e reticulo endoplasmatico

rugoso de hepatdcitos, a fim de se investigar o aumento de triglicerideos.
® Realizar estudo de complexos de inclusdo com outras ciclodextrinas.

e rcalizar ensaios de dissolu¢ao com desenvolvimento e validagao do método.
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APENDICE A - AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DE NOVO
COMPOSTO E SEU COMPLEXO DE INCLUSAO COM SBBCD: ACAO
CENTRAL

Eliamara B. Sabino**; Geane F. Sousa'; Francisco J.B. Mendonca Junior?; Rivelilson
M. Freitas**; Dayane A. Costa’; Lina Clara G.A.l. Moreno'; José L. Soares-Sobrinho®
'pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas/fUFPI.  *eliamarabs@hotmail.com.
?Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas, Universidade Estadual da Paraiba.
A introducdo de novos farmacos na terapéutica € de forma geral necessaria para o
aperfeicoamento do tratamento mais seguro e eficaz. A molécula 5T101, com acédo anti
fangica, é sintética e deriva do nucleo tiofeno, de baixa solubilidade. Dessa forma pode
ser necessaria a utilizacdo formas de vetorizacdo da molécula para potencializar sua
eficacia e seguranca. O objetivo geral do trabalho é promover a solubilizacdo de
farmaco atraves de complexacdo com ciclodextrina, bem como avaliar a acdo central do
composto. A molécula foi complexada com sulfobutil B-ciclodextrina (SBBCD), o
complexo de inclusdo (Cl) 5TIO1- SBBRCD foi obtido utilizando solugdo de
ciclodextrina a 20%, sob agitacdo por 72 horas e posterior filtracdo e quantificacdo em
espectrometro uv-vis, A=301nm. Os animais foram divididos em oito grupos (n=
10/grupo) e tratados durante 24 horas (i.p), com complexo de inclusdo STIO1 e SBFCD
nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg.O composto 5TIO1 foi administrado (i.p) nas doses de
1,2 e 3 gkg™. Os controles foram tratados com Tween 80 0,05% dissolvido em solucéo
salina 0,9%. A toxicidade aguda foi avaliada com Screening Hipocratico, determinacéo
da DLsg, e andlise de parametros bioquimicos e hematol6gicos em camundongos Swiss
adultos. Em estudos hiprocréaticos e de DLso, observou-se que o composto 5TIO1 nas
doses 2 e 3 g/kg(i.p) apresentaram alteracdo nos parametros avaliados com perfil de
toxicidade, houve um indice de mortalidade de 70 e 100%, respectivamente. Os grupos
tratados com CI nas doses de 0,1, 0,5 e 1 mg/kg (i.p), ndo apresentaram mortes.
Baseados nos resultados obtidos a partir dos estudos hematolégicos e bioquimicos do
sangue dos camundongos adultos, a administragdo aguda do complexo de inclusao néo
produziu efeitos toxicos sobre a maioria destes parametros. Com relacdo aos parametros
estudados o composto 5TIO1, apresentou aumento da ALT, glicose e uréia. Dessa
forma, os efeitos toxicologicos do complexo de inclusdo e 5TIO1 precisam ser

investigados para o delineamento de um potencial farmaco com agéo central.
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APENDICE B - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA CEREBRAL DE NOVO
COMPOSTO E COMPLEXO DE INCLUSAO FARMACO-CICLODEXTRINA
Eliamara B. Sabino*'; Dayane A. Costa’; Lina Clara G.A.l. Moreno'; Geane F. Sousa’;
Francisco J.B. Mendonca Junior?; Adriana da R. Tomé*; Rivelilson M. Freitas'*; José
L. Soares-Sobrinho®

pés-Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas/UFPI.
*eliamarabs@hotmail.com.?Laboratério de Sintese e Vetorizagao de
Moléculas, Universidade Estadual da Paraiba.’Universidade Estadual do Ceara.

A solubilizacdo de farmacos ainda representa um desafio para o delineamento de um
novo composto. A molécula 5TIO1, com acdo anti fungica, € sintética e deriva do
ndcleo tiofeno, apresenta baixa solubilidade, dessa forma faz-se necessaria a obtencéo
de nanocompostos para aumentar sua biodisponibilidade e otimizar sua vetorizacdo. O
presente estudo avaliou as lesdes cerebrais e determinou a toxicidade do complexo de
inclusdo (CI) e do 5T101. A molecula foi complexada com sulfobutil B-ciclodextrina
(SBBCD), o CI (5TIO1- SBBCD) foi obtido utilizando solugao de SBBCD a 20%, sob
agitacdo por 72 h e posterior filtracdo e quantificacdo em espectrémetro UV-VIS,
A=301nm. Foi realizado analise histopatoldgica, no hipocampo de camundongos Swiss
adultos. Os animais foram divididos em oito grupos (n= 10/grupo) e tratados durante 24
horas (i.p), com CI nas doses de 0,1, 0,5 e Img/kg. O composto 5TIO1 foi administrado
(i.p) nas doses de 1, 2 e 3 g kg™ . Os controles foram tratados com Tween 80 0,05%
dissolvido em solucdo salina 0,9%. Os resultados apresentaram alta percentagem de
animais com lesdo cerebral de 33, 50 e 66% nos grupos 1, 2 e 3 g kg™, quando tratados
com 5TIO1, em comparacdo ao grupo controle. No cérebro observamos lesGes dos
neurdnios do hipocampo com evidente necrose demonstrando um processo de danos da
célula em todas as doses, mas de forma mais acentuada na maior dose de 3 g/kgdo
5T101. Analisando a area cerebral nos animais tratados com ClI nas doses de 0,1, 0,5¢e 1
mg/kg, ndo houve leséo cerebral em nenhum grupo, em comparacdo ao grupo controle,
ao grupo tratado com 5TIO1, e ao grupo tratado com ciclodextrina. Podemos sugerir a
partir dos resultados, uma diminuicdo do grau e da alteracdo histopatoldgica e do
namero de animais com lesdo apos tratamento com as varias doses do Cl, dessa forma a
hipdtese de que a vetorizagdo diminui a toxicidade produzida pelo 5TIO1, bem como

melhorou sua atividade farmacoldgica.
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APENDICE C - MUTAGENIC EVALUATION OF A NEW DRUG-
CYCLODEXTRIN COMPOUND WITH ANTIFUNGAL ACTION BY Allium
Cepa SYSTEM
Gomes Junior AL*®, Sabino E.B*, Carvalho SCS® Neto M.P.L!, Mendonca Junior
F.J.B?, Freitas R.M" ,Soares-Sobrinho J.L' and Cavalcante A.M.C.M*
"Nucleus of pharmaceutical technology, graduate program in Pharmaceutical Sciences,
Federal University of Piaui - UFPI, Teresina-Pl.
2Synthesis Laboratory of Molecular and Vectorization, State University of Paraiba.
3Faculty Novafapi, Teresina-PI.
*email: junior-gonzaga0l@hotmail.com

The solubilization of drugs still represents a challenge to the design of a new
compound. The 5TIO1 molecule, with antifungal action, is synthetic and derived from
the thiophene nucleus. It presents low solubility, making it necessary to obtain
nanocomposites to increase its bioavailability and to enhance its vectorization by
obtaining inclusion complexes of drug-cyclodextrin. The mutagenic effects should be
studied so that the safety, dosage and effective treatment can be defined. These studies
take part in the triage of new drugs. The present study evaluated the cytotoxicity and
mutagenicity of the inclusion complex (IC). The molecule was complexed with (-
cyclodextrin sulfobutil (SBBCD). The IC (5T101-SBBCD) was obtained using 20% of
SBBCD solution by 72 hours stirring and subsequent filtration and quantification in UV-
VIS spectrometer, A = 301nm. Two bulbs of Allium cepa were exposed to each
treatment and after 48 hours the roots were measured, fixed in carnoi, subjected to acid
hydrolysis and schiff reactive, and stained with 2% acetic carmine. Two million cells
per treatment were observed with mitotic index and chromosomal aberrations. It was
used for analysis and processing of results, the Dunnett test for multiple
comparisons. The mutagenicity was assessed according to the concentration of IC at
doses of 0.1 mg / kg, 0.5 mg / kg and 1 mg / kg. The drug inhibits cell division in dose-
dependent with cytotoxicity p <0.05 and p <0.01. However, no mutagenicity was
observed by the frequency of chromosomal aberrations and micronuclei in a
concentration of 0.1 mg / kg. At higher concentrations due to cytotoxicity was not
observed mutagenicity at all. The data recommends the completion of new genotoxicity
tests in mammals, aiming the therapeutic use of the drug without risk of DNA damage.

Key-words: Allium cepa, cyclodextrin, inclusion complex
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APENDICE D - ANXIOLYTIC-LIKE EFFECTS OD THE 5TIO1 IN MICE:
OPEN FIELD AND ELEVATED PLUZ MAZE TESTS

1Sabino, E.B., 1Campelo, L.M.L., 1Costa, J.P., 1Freitas, R.M., 1Soares-Sobrinho, J.L.,
2Mendonca Junior, F.J.B.

1Pharmaceutical Technology Center, UFPI, Teresina, Piaui.

2 State University of Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba.

Aim: The introduction of new drugs in therapy is needed to improve the treatment of
existing disease to implement effective and safer treatments. The synthetic molecule 2-
[(2,6-dichlorobenzylidene)  amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila
(5TI01) is a derived from thiophene nucleus and low solubility. This study evaluated
the anxiolytic activity of molecule 5T101 adult mice in tests of open field and elevated
plus maze. Methods: Pluz maze and open field tests ware performed in adult Swiss
mice (2 months; 25-30 g) the animals were divided into five groups (n=10) and treated
with compound 5TIO1 at a doses of 1, 2 and 3 mg/kg. Controls were treated with 0.05%
Tween 80 dissolved in 0.9% saline. The positive control was treated with DZP (ip) 0.75
mg/kg. Differences between groups were determined by analysis of variance (ANOVA)
followed, when no differences by t Student-Newman-Keuls as post hac test. The
significance level was considered when p <0.05. Results: The locomotor activity in the
first trial was used as an index of sedative/excitatory effect, whereas the activity in the
second trial was used as index of habituation, a model of non-associative memory. The
results of open field to evaluate locomotor activity, show that all doses of 5TIO1
significant reduction in the number of crossings and rearings in the control group and
higher than the group treated with diazepam did not alter the locomotor activity of
animal. However there was an increased frequency of groomings in relation to DZP and
significant increase in the treated group 3g/kg relative to vehicle. Diazepam was used as
reference in all tests always showed anxiolytic activity, since the time spent in the maze
pluz significantly higher at the open show mutual reduction of locomotor activity. In the
maze test pluz the time spent in open arms and number of entries in open arm are
similar to the control group, al all doses. All doses showed significant difference in the
group treated with DZP. Conclusion: These tests are classical models for screening
Central Nervous System actions providing information about psychomotor
performance, anxiety and locomotor activity to be investigated. It is well known that
benzodiazepines act as anxiolytics effect at higher doses. These results demonstrate that

the isolated molecule did not alter the locomotor activity and showed no anxiolytic
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activity. 5TIO1 probably not act on receptors benzodiazepines. Thus, the effects of
anxiolytic and locomotor 5TIO1 need to be investigated for the design of a potential
drug with central action. Support: CNPq and FAPEPI for financial support.
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