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RESUMO

O desenvolvimento de novos medicamentos requer uma avaliagdo minuciosa de sua seguranga
e eficacia antes da administragdo em seres humanos. Os testes pré-clinicos fornecem dados
cruciais sobre a acdo de novas moléculas e seus possiveis efeitos adversos. O nosso grupo de
pesquisa tem estudado o perfil toxicoldgico e farmacologico de diferentes compostos,
especialmente os compostos organicos contendo o microelemento selénio, que em sua maioria
sdo lipossoluveis. Entretanto, recentemente estudamos a atividade bioldgica de sais de piridinio
contendo o selénio, os quais se destacam na area de organocalcogénios por serem compostos
relativamente hidrossoliveis. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
toxicidade oral aguda de um sal de piridinio contendo selénio, o brometo de 1-(2-oxo-2-(p-
tolil)etil)-2-((fenilselanil)metil)piridin-1-io (denominado composto 3B), em camundongos
Swiss fémeas. Os experimentos foram baseados nas Diretrizes da Organiza¢do para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) para o Teste de Produtos Quimicos (No.
423). O composto 3B foi dissolvido em dgua e administrado por via oral nas doses de 50 e 300
mg/kg. Foram avaliados parametros como o potencial de letalidade, a incidéncia de efeitos
adversos comportamentais e marcadores plasmaticos de dano hepatico (atividade das
transaminases) e renal (niveis de ureia). Os resultados obtidos demonstraram que o composto
3B ndo causou letalidade, tampouco alterou significativamente o peso corporal, consumo
hidrico ou alimentar e atividade locomotora. Além disso, os ensaios ex vivo revelaram que a
dose de 50 mg/kg ndo afetou a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) e os niveis de ureia em comparagdo ao grupo controle. No
entanto, na dose de 300 mg/kg, observou-se um aumento significativo na atividade da AST,
apesar de nao afetar a atividade da ALT e niveis ureia. Concluiu-se que a dose de 50 mg/kg
parece segura para estudos posteriores em camundongos, enquanto a dose de 300 mg/kg
apresenta uma aparente toxicidade tecidual, a ser mais bem investigada em estudos futuros.
Esses resultados também mostram a importancia dos estudos toxicoldgicos prévios para
identificar potenciais riscos a saide antes da administragdo em humanos.
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1 INTRODUCAO

Os estudos prévios a fase clinica sdo conduzidos em modelos in silico, in vitro, in vivo
e ex vivo para obter dados fundamentais sobre a seguranca e eficacia de um potencial
medicamento antes de sua administragdo em seres humanos. Esses testes podem ser divididos
em duas categorias: a farmacologia basica, que aborda os aspectos relacionados a
farmacocinética e farmacodindmica do medicamento, e a toxicologia, que avalia os possiveis
efeitos adversos do composto (RODA, 2022). A toxicologia ¢ uma disciplina que investiga as
caracteristicas fisico-quimicas de substancias, fornecendo diretrizes para garantir a seguranca
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de sua utilizagao (PIRES et al., 2021). Os testes de toxicidade sdo procedimentos realizados em
laboratdrio nos quais os organismos de teste sao expostos a diversas concentragdes ou doses da
substancia em estudo, a fim de se observar e medir os efeitos nocivos (LUSTOSA et al., 2023).
Estes ensaios podem examinar uma variedade de fatores, incluindo mudangas no peso corporal,
ingestao de alimentos e liquidos, e condi¢do fisica dos 6rgaos através de analises anatomicas,
bioquimicas e hematolodgicas, por exemplo (SILVA, 2023).

Os estudos de toxicologia sdo realizados em duas etapas: a pré-clinica, conduzida em
animais de laboratorio, e a clinica, na qual produtos considerados nao téxicos nos estudos pré-
clinicos sdo avaliados em voluntarios humanos, seguindo padrdes técnicos e éticos rigorosos.
As etapas pré-clinicas abrangem testes de toxicidade aguda, de doses repetidas, subcronica e
cronica. O teste de toxicidade aguda é uma avaliagdo inicial para identificar os efeitos toxicos
de uma substancia em organismos, possibilitando a inferéncia de riscos a satide decorrentes de
exposicao breve, sendo obrigatorio para todas as substancias em avaliagdo (PIRES et al., 2021).
Esse teste possibilita aos cientistas estabelecerem as doses 6timas para investigacdes de longa
duracdo e identificar quais regides do organismo podem ser impactadas por determinadas
substancias quimicas (SILVA, 2023). A atividade sérica ou plasmatica das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) ¢ um importante marcador
bioquimico de lesao hepatica enquanto os niveis de ureia e creatinina estao associados a lesoes
renais (NASCIMENTO, 2023).

O selénio (Se) ¢ considerado um elemento vital para a manutengao da saude humana,
uma vez que desempenha multiplas fungdes fisiologicas (LEME, 2020). O seu déficit pode
desencadear um quadro agudo de distarbios, mas uma superdose também pode resultar em
consequéncias graves. As func¢des do Se no corpo sdo principalmente devido as suas
propriedades antioxidantes, pois € parte essencial de importantes enzimas antioxidantes, porém
também destaca-se quanto a modulacdo do sistema imune e producdo de hormonios
tireoidianos, por exemplo. A administragdo de Se tem mostrado-se eficaz contra a toxicidade
de muitos agentes e efeitos colaterais de medicamentos (KIEYCZYKOWSKA et al., 2018). Em
razao disso, muitos pesquisadores tem dedicado-se a estudar as agdes farmacologicas e
toxicologicas de compostos a base de selénio (organicos e inorganicos).

O nosso grupo de pesquisa tem estudado diferentes classes de compostos organicos de
selénio, que em sua maioria sdo moléculas lipossoluveis. Entretanto, recentemente foi
demonstrado o potencial antioxidante in vitro de sais de piridinio contendo o selénio, os quais
se destacam na area de organocalcogénios por serem compostos relativamente hidrossoluveis
(CASTRO et al., 2023). Para acrescentar os beneficios, a caracteristica de solubilidade em agua
dos sais auxiliam na absor¢ao e excrecdo de compostos pelo organismo, o que pode resultar em
um uso terapéutico mais eficaz ou na exclusao como candidatos a medicamentos (PAULI et al.,
2019).

Nessa perspectiva, o proposito deste estudo consistiu em avaliar a toxicidade oral aguda
de um sal de piridinio contendo Se, o brometo de 1-(2-oxo-2-(p-tolil)etil)-2-
((fenilselanil)metil)piridin-1-i0 (composto 3B), em camundongos Swiss fémeas.

Figura 1. Estrutura quimica do composto 3B
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Composto e Animais

O composto 3B foi sintetizado pelo Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) (PENTEADO et al., 2019). Esse composto foi
posteriormente dissolvido em agua destilada e administrado em camundongos fémeas da
linhagem Swiss (25-35g) por gavagem (via intragastrica, i.g.) em volume fixo de 10 ml/kg. O
experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPel (N°
001363/2022-34) e foi conduzido utilizando as condigdes padrao do Biotério Central da UFPel.

2.2 Protocolo de toxicidade oral aguda

A avaliacao foi realizada de acordo com as Diretrizes da Organizagao para a Cooperagao
e Desenvolvimento Econémico (OCDE) para Teste de Produtos Quimicos: Toxicidade Oral
Aguda - Método de Classe Toxica Aguda” (Teste No. 423) (OECD, 2001). A abordagem desta
orientacdo ¢ um processo progressivo com a utilizagdo de 3 roedores do mesmo sexo
(preferencialmente fémeas) por etapa. Aqui foram utilizadas 2 etapas para cada dose testada do
composto 3B (50 e 300 mg/kg), resultando em n = 6 animais/grupo. A dose inicial fixada foi a
de 50 mg/kg sucedida pela dose de 300 mg/kg. Os controles de cada experimento receberam
apenas o veiculo (dgua). Os animais foram sempre acondicionados em 3 animais por caixa,
dentro do seu respectivo grupo experimental. Para cada dose e para cada passo experimental
existiu um grupo controle para fins de comparagao.

2.3 Letalidade, peso corporal, sinais clinicos e parametros comportamentais de
toxicidade

Os animais foram acompanhados durante 14 dias para a observagao de incidéncia de
morte e sinais comportamentais de toxicidade tais como piloeregdo, aptose, convulsao etc.
Além disso, o peso corporal, e o consumo alimentar ¢ hidrico foram acompanhados durante
este periodo. A variagao de peso corporal foi obtida pela diferenga entre o peso corporal final e
inicial. O consumo alimentar e hidrico foi representado pela média de consumo diario na caixa
contendo 3 animais. A atividade locomotora (cruzamentos) ¢ de bipedia exploratoria foi
avaliada pelo teste de campo aberto (TCA) durante 5 minutos em uma arena (WALSH e
CUMMINS, 1976), previamente a eutanasia. A seguir, os animais foram anestesiados com
isoflurano para a coleta de sangue heparinizado por puncdo cardiaca, seguida deslocamento
cervical para confirmagdo de morte. O sangue foi centrifugado (2.500 r.p.m. por 10 minutos)
para a obtencdo de plasma para as andlises ex vivo.

2.4 Marcadores bioquimicos de toxicidade hepatica e renal
A enzima ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o a-cetoglutarato,
formando glutamato e piruvato. O piruvato é convertido pela lactato desidrogenase em lactato,

enquanto a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD'. A reducdo da absorbancia a 340 nm como
consequéncia da oxidagdo do NADH, que ocorre de forma proporcional a atividade da ALT na
amostra, ¢ utilizada como uma forma indireta de se obter a atividade enzimatica, que foi dosada
por meio de kit comercial.

A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do 4cido aspartico para o a-cetoglutarato,
formando glutamato e oxalacetato. Por meio da a¢do da malato desidrogenase, o oxalacetato ¢

reduzido a malato, enquanto a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD". Da mesma forma, a
atividade da AST foi dosada indiretamente, através de kit comercial, utilizando o
monitoramento da absorbancia a 340 nm.

A dosagem de ureia, frequentemente usada como marcador de fungao renal, foi
realizada por kit comercial por método enzimatico-colorimétrico de ponto final. A ureia ¢é
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hidrolisada pela urease a ions aménio e CO2. Os ions amonio reagem em pH alcalino com
salicilato e hipoclorito de sddio sob a agdo catalisadora do nitroprussiato de sddio para formar
azul de indofenol. A intensidade da cor formada ¢ proporcional a quantidade de ureia na
amostra.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média (E.P.M.). As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o sofiware GraphPad Prism.8.0.2. Foi realizado teste t
nao pareado e considerado o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de sobrevivéncia dos organismos expostos a uma dada substancia ¢ um dos
parametros mais fundamentais para a avaliagdo de sua toxicidade. Ainda, o aparecimento de
anomalias fisicas, alteragdes na aparéncia dos animais e reducdo do consumo alimentar e
hidrico podem fornecer pistas sobre os efeitos da substancia (OECD, 2001). Neste sentido,
nenhuma das doses do composto 3B utilizadas no presente estudo causaram letalidade ou sinais
clinicos aparentes de toxicidade (alteragdes na aparéncia da pele, pelos, olhos, comportamento
anormal, convulsdes, tremores etc.). Além disso, como observado na Figura 2, ndo houve
diferencas significativas no consumo de ragao (Fig. 2A e 2B) (50 mg/kg: t=1.207, df=8 | 300
mg/kg: t=0,3476, df=8) e de agua (50 mg/kg: t=2,057, df= 8 | 300 mg/kg: t=1,525, df=8) (Fig.
2C e 2D) em animais tratados com as doses de 50 mg/kg e 300 mg/kg. Estes dados mostram
uma relativa seguranca da molécula testada em camundongos.

Figura 2. Consumo alimentar e hidrico de camundongos agudamente expostos ao composto
3B (50 e 300 mg/kg, i.g.). (A) Consumo de racao — 50 mg/kg, (B) Consumo de racao — 300
mg/kg, (C) Consumo de agua - 50 mg/kg, (D) Consumo de agua — 300 mg/kg. Valores
expressos como média + E.P.M. Teste t ndo pareado.

':' 21 E 1 =15 wr §1ie
= = H e
5 5 T e a == _ a
— - o n
= < Sy e
T 11 = 1+ ) ™
= e . 1 = 1
'-\:_- 5 P z 8- t =
: : 3 E
g ad s nd 300 oo
. ELmatn T S ngisg C Smgig C HEnmgizg
e ] E m

Alteragdes no peso corporal dos organismos expostos, especialmente reducdes
significativas, podem indicar a presen¢a de toxicidade, seja aguda ou cronica. Neste sentido,
como demonstrado pela Figura 3, ndo houve diferenca estatistica no ganho de peso corporal
entre o grupo controle e aquele tratado agudamente com o composto 3B nas doses de 50 mg/kg
(Fig. 3A,t=0,3550, df = 10) e de 300 mg/kg (Fig. 3B, t= 1,616, df =10).
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Figura 3. Variagdo de peso corporal de camundongos agudamente expostos ao composto 3B
(50 e 300 mg/kg, 1.g.). (A) 50 mg/kg, (B) 300 mg/kg. Valores expressos como média + E.P.M.
Teste t ndo pareado.
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A andlise da fun¢ao motora dos animais também proporciona insights sobre a possivel
toxicidade de substancias. Os resultados referentes ao TCA, teste destinado a este fim, estdo
apresentados na Figura 4. O teste t aplicado nao revelou diferengas significativas entre os
grupos, indicando a dose de 50 e 300 mg/kg do composto 3B nio alterou a atividade locomotora
(50 mg/kg: t = 1,586, df = 10 | 300 mg/kg: t = 1,441, df = 10) e exploratoria dos animais (50
mg/kg: t =0,3948, df = 101 300 mg/kg: t = 2,0, df = 10).

Figura 4. Atividade locomotora e exploratoria no TCA de camundongos agudamente expostos
ao composto 3B (50 e 300 mg/kg, i.g.). (A) Numero de cruzamentos — 50 mg/kg, (B) Numero
de cruzamentos — 300 mg/kg, (C) Numero de levantamentos sobre as patas traseiras — 50 mg/kg,
(D) Numero de levantamentos sobre as patas traseiras — 300 mg/kg. Valores expressos como
média £ E.P.M. (n = 6 animais/grupo). Teste t nao pareado.

A E G b
160 1o T e
] - g ore= 5 i
g - o : -
£ £ = - £
LR L. ] ‘ \ ] — ‘ \
ho oo fa . im .
L I 1 I L] 1
C k] C 20 ] f =] C 20
gy BLH bk EETT TR ELLT TR )

Os resultados ilustrados na Figura 5 representam os pardmetros bioquimicos de fungado
hepatica e renal de animais expostos ao composto 3B. As enzimas AST e ALT sdo liberadas no
sangue quando as células hepaticas sdo danificadas. Desta forma, um aumento de sua atividade
plasmatica ¢ um parametro comumente empregado para indicio de toxicidade hepatica.

Nossos resultados demonstram que a atividade da ALT (Fig. 5A e B) ndo foi afetada
por nenhuma das doses testadas (50 mg/kg: t =2,210, df = 10 | 300 mg/kg: t = 0,765, df = 10).
Sobre a AST, embora animais expostos a dose de 50 mg/kg tiveram resultados comparaveis aos
controles (t = 1,105, df = 10), observou-se um aumento na sua atividade pela dose 300 mg/kg
(t=2,499, df = 10). Este resultado deve ser interpretado com cautela, pois embora um aumento
da AST seja clinicamente utilizado como marcador de dano hepatico e esta hipotese nao
esteja excluida no presente estudo, sabe-se que a AST esté presente em grandes quantidades em
outros tecidos que também podem sofrer acdo toxica. Além disso, a enzima mais especifica
para a lesdo hepatocelular é a ALT (SCHLUTER et al., 2018), que ndo foi alterada nesta
mesma dosagem.
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A ureia ¢ uma substancia produzida no figado durante o metabolismo das proteinas e ¢
excretada pelos rins na urina. Portanto, os niveis de ureia no sangue sdo frequentemente
utilizados como um indicador da fungado renal (LAU; VAZIRI, 2016). Em relagdo aos niveis
plasmaticos de ureia dosados no presente estudo, nao houve diferengas entre os grupos controles
e tratados com o composto 3B em ambas as doses (50 mg/kg: t =1,037, df =10 1 300 mg/kg: t
= 1,103, df = 10), indicando que este composto possivelmente ndo exerca efeitos toxicos sobre
os rins em camundongos.

Figura 5. Parametros bioquimicos de fun¢do hepatica e renal em camundongos agudamente
expostos ao composto 3B (50 e 300 mg/kg, i.g.). (A) Alanina aminotransferase (ALT) — 50
mg/kg, (B) Alanina aminotransferase (ALT) — 300 mg/kg, (C) Aspartato aminotransferase
(AST) — 50 mg/kg, (D) Aspartato aminotransferase (AST) — 300 mg/kg, (E) Ureia — 50mg/kg,
(F) Ureia — 300 mg/kg. Valores expressos como média + E.P.M. (n = 6 animais/grupo). Teste t
nao pareado. *p<0,05 cgmparado ao gmpoE controle.
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4 CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados deste estudo indicam que o composto 3B possui um baixo
potencial de toxicidade quando administrado de forma aguda (50 e 300 mg/kg) em
camundongos fémeas. Esses achados sugerem que esta molécula ¢ relativamente segura para
essa espécie animal. Além disso, ressaltam a importancia de realizar estudos toxicoldgicos
prévios para avaliar os potenciais riscos a saude antes da administracdo em humanos, visando
garantir a eficdcia terapéutica e a seguranga de novos medicamentos. Por fim, recomenda-se
que a dose de 50 mg/kg seja considerada a mais segura para investigagdes futuras.
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