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RESUMO
A asma é uma doenca cronica de repercussdao mundial, e definida como uma
doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, na qual muitas células e elementos
celulares tém participacdo. E uma sindrome respiratoria complexa, com diferentes
fendtipos clinicos em adultos e em criancas, cujos principais sintomas sdo 0s
episédios de sibilos, dispnéia, aperto no peito ou desconforto toracico e tosse,
decorrentes da hiper-responsividade das vias areas, com producao intensa de muco
e consequente broncoespasmo com obstrucéo reversivel ao fluxo aéreo. Casos cujo
remodelamento brénquico seja refratario aos medicamentos € o maior desafio
clinico, pois risco real de agudizacdo que pode levar o paciente ao 6bito. O presente
trabalho avaliou a toxicidade oral aguda de uma nova molécula, analoga a
mexiletina, desenvolvida pela equipe de pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz e
Farmanguinhos da Fiocruz, codificada como JME-173, com potenciais de acao
miorrelaxante bronquica. Utilizou o Guia de Conducé@o de Ensaios N&o Clinicos da
ANVISA e o Guia da OECD n° 420. Para este estudo foram utilizados ratos Wistar e
coelhos Nova Zelandia albino, de ambos os sexos, nas doses de 5 mg/kg; 50 mg/kg;
300 mg/kg e 2000 mg/kg; com n=5 por grupo. Avaliou-se: ganho de peso final,
ingestdo de alimento, sinais clinicos pré-estabelecidos, hematologia e bioquimica
séricas e exame anatomopatoldgico. Nao ocorreu 6bito e ndo houve surgimento de
sinais clinicos relacionados a toxicidade. Observou-se nos seguintes parametros
alteracdes estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle e fora da
faixa de variacdo laboratorial: aumento do hematdcrito em coelhos machos, aumento
dos leucdcitos em coelhos fémeas, aumento do sédio em ratos machos, aumento da
uréia em coelhos fémeas, diminuicdo da proteina sérica em coelhos machos.
Demais parametros se encontravam dentro da faixa de variagcdo da referéncia
laboratorial. Houve aumento do tamanho do coragéao e diminuigdo tamanho do timo
gue nao implicaram em alteracdes clinicas. Os resultados encontrados sugerem que
a molécula JME-173 podera ser classificada de acordo com a orientagdo GHS como
categoria 5, pela auséncia de 6bitos e de sinais clinicos de toxicidade oral aguda,
sendo forte candidata a continuidade dos estudos pré-clinicos, visando cumprimento

regulatorio da ANVISA necessarios seu desenvolvimento e futura comercializacao.

Palavras chave: Asma. Desenvolvimento de Farmaco. JME-173. Toxicidade Aguda.

Experimentacdo Animal. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

Asthma is a chronic disease of worldwide repercussions defined as a chronic
inflammatory disease of the airways with participation of many cells and cellular
elements. It is a complex respiratory syndrome with different clinical phenotypes in
adults and children, its main symptoms are episodes of wheezing, breathlessness,
chest tightness or chest discomfort and coughing, resulting from hyper
responsiveness of the airways, with intense production of mucus and consequent
bronchospasm with reversible airflow obstruction. The biggest clinical challenge is
related to cases of bronchial remodeling refractory to drugs as real risk of
exacerbation that may lead to death. This study evaluated the acute oral toxicity of a
new molecule, similar to mexiletine, developed by the research team of IOC and
Farmanguinhos Fiocruz called JME-173 with potential bronchial relaxant action. The
ANVISA non clinical tests guide and the OECD Guide no. 420 were used. Wistar rats
and New Zealand albino rabbits of either sex were used at doses of 5 mg / kg; 50 mg
/ kg; 300 mg / kg and 2000 mg / kg; with n = 5 per group. Weight gain, feed intake,
pre-established clinical signs, hematologic evaluation and serum biochemistry and
pathology were evaluated. There were no deaths, and there were no clinical signs of
onset related to toxicity. The following parameter changes observed were statistically
significant compared to the control group and outside the laboratory variation range:
increased hematocrit in male rabbits, increased white blood cells in female rabbits,
increased sodium in rats, increased urea in female rabbits, decreased serum protein
in male rabbits Other parameters are within the variation range of the laboratorial
reference. Increase in heart size and decreased size of the thymus were observed.
There was increase in heart size and decreased size of the thymus that did not result
in clinical. Results indicate that the JME-173 molecule showed no acute oral toxicity,
suggesting to classify it according to GHS as category 5, being a strong candidate for
the continuation of pre-clinical studies aiming to meet ANVISA’s regulatory

compliance; necessary for the development of its future marketing.

Keywords: Asthma. Drug Development. JME-173. Acute Toxicity. Animal

Experimentation. Health surveillance
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1 INTRODUCAO

A primeira descricdo da asma na nomenclatura médica ocidental foi relatada
no “Corpus Hippocraticum” de Hipdcrates (460-375 AC), referindo-se ao estado
ofegante no qual o paciente se apresentava, porém ha relatos da doenga no livro
“Nei Ching” (conhecido como o Livro do Imperador Amarelo) que data de 2.600 AC,
descrito sob a forma de didlogo entre o imperador e seu médico, Chi'i Po, no qual é
citada a planta Ma Huang, de onde a efedrina passou a ser extraida no inicio do
século XX (COHEN, 1992 e OLSEN, 2011).

Na ldade Moderna, Paracelsus (1493-1541) conhecido como o "pai da
farmacologia e terapéutica", foi o responsavel pela introducéo do conceito de doenca
na medicina e trabalhou em prol da cura das doencas através de meio de
substancias quimicas purificadas e ndo somente por ervas e infusbes (OLSEN,
2011). A partir da invencdo de meétodos de auxilio ao diagnostico como o
estetoscopio em 1819 e o raios-X em 1895, a doenca passa a ser melhor
esclarecida, havendo uma melhora na forma de se realizar o controle dos sintomas
(COHEN,1992).

Entre 1930 e 1950, o carater psicolégico foi atribuido aos sintomas da
doenca, o que impediu maiores avancos cientificos nesta época. Considerava-se
gue se a sua causa fosse psicoldgica, o tratamento muitas vezes baseava-se na
psicandlise ou outras terapias conversacionais (COHEN, 1992; RODRIGUES, 2007).

A asma so foi plenamente reconhecida como doenca inflamatéria por volta do
inicio da década de 60, com o advento do uso dos corticosteroides, e com 0
aumento dos conhecimentos sobre a bioquimica corporea e a elucidacdo sobre as
fungbes das citocinas, do interferon e da adenosina monofosfato ciclico — AMP-c,
bem como o isolamento das prostaglandinas e as primeiras descobertas sobre o
envolvimento dos linfécitos como as principais células imunocompetentes. Também
nesta década, inicia o uso dos broncodilatadores adrenérgicos, de acdo rapida e
efeitos que persistiam por até 4 horas (RODRIGUES, 2007).

Nos anos 90 a asma foi considerada uma doenca inflamatoria. Passa-se
também a utilizar os primeiros broncodilatadores de longa duragdo como o
salmeterol. Nos anos 2000 é identificado um grupo de linhagens distintas de

linfécitos T que atuam como reguladoras da asma, e neste mesmo periodo foi
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descoberto o primeiro gene relacionado a asma. Em 2003, o anticorpo monoclonal
anti-imunoglobina — E, omalizumabe, é aprovado para tratamento da asma alérgica
e persistente (RODRIGUES, 2007) e inicia-se o desenvolvimento de novas terapias
contra a asma a partir da compreensao da sinalizacdo entre as diversas células
(CHOBY e LEE, 2015).

A asma € uma patologia crénica de repercussdo mundial. Segundo o Cddigo
Internacional de Doencas / CID-10 é classificada como J-45, e de acordo com IV
Diretrizes para o Manejo da Asma (2012) da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia — SBPT em consonancia com a Global Iniciative for Asthma — GINA (2014)
a asma é definida como uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, na qual
muitas células e elementos celulares tém participacao.

Conforme as definicbes da GINA e da SBPT, bem como diversos autores
(CAMPOS, 2007; CHOBY e LEE, 2015; MAUAD et al, 2009; SANTOS et al, 2007;
SILVA e DIAS, 2013), a asma é uma sindrome respiratoria complexa, com diferentes
fendtipos clinicos em adultos e em criancas, e deve ser avaliada criteriosamente
para a sua correta classificacdo e escolha do melhor tratamento para o paciente.

Os sintomas mais comuns sdo os episodios de sibilos, dispneia, aperto no
peito ou desconforto toracico e tosse (CAMPOS, 2007; GINA, 2014; SBPT, 2012),
decorrentes da hiper-responsividade das vias areas, com produc¢do intensa de muco
e consequente broncoespasmo com obstrugao reversivel ao fluxo aéreo.

O diagndstico € eminentemente clinico, levando-se em consideracdo as co-
morbidades como obesidade, alergia e doenca cardiaca associada, além de outros
fatores como poluicéo, gestacdo e sensibilizadores ocupacionais, por exemplo. Além
disso, utiliza-se conjuntamente, questionarios especificos como os da GINA e da
SBPT, e medidas da funcdo pulmonar, que visam quantificar a intensidade da
obstrucdo bronquica através da analise dos volumes e fluxos broncopulmonares
provenientes dos resultados de testes espirométricos; pode-se entdo obter a
classificagao da gravidade da doenca conforme a orientagcdo da SBPT no anexo 01;
e auxiliar a percepgdo do proprio paciente, bem como optar pela melhor conduta no
tratamento (GINA, 2014 e LEITE et al, 2008).

O néo controle dos sintomas clinicos aumenta as visitas aos atendimentos de
emergéncia, com possiveis internacdes, impondo grande impacto social e
econdmico ao paciente, contribuindo para a piora da qualidade de vida (SANTOS et
al, 2007; COSTA, 2005).
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De acordo com Santos e colaboradores (2007), os custos diretos com a
doenca sao baseados em gastos com medicamentos e/ou equipamentos, consultas
meédicas e hospitalizacbes. Os custos indiretos envolvem absenteismo escolar e
laboral do préprio paciente ou de seu acompanhante quando for o caso, diminuindo
a produtividade no trabalho e gerando potenciais despesas com a Previdéncia Social
(COSTA, 2005).

Nos pacientes com sintomas clinicos ndo controlados, ha alteracdes
anatomo-funcionais das vias aéreas, em maior ou menor grau, denominado
remodelamento brénquico, e que esta diretamente relacionado ao progndstico da
doenca (GINA, 2014). Este paciente, geralmente refratdrio aos medicamentos
comumente disponiveis, representa o maior desafio clinico, pois ha o real risco de
agudizacdo do quadro, que podera leva-lo ao 6bito (CAMPOS, 2007; RODRIGUES,
2007).

Estima-se que 300 milhdes de pessoas sofram de asma em todo o mundo
(GINA, 2014) representando um problema global, de elevada morbidade, sendo

assim grande importancia econémica o seu controle (COSTA, 2005).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com o Sistema de Informacgdes Hospitalares do Sistema Unico de
Saude — DATASUS, as taxas de hospitalizacdo por asma em individuos maiores de
20 anos diminuiram em 49% entre 2000 e 2010 conforme a figura 01.

No ano de 2011 foram registradas em torno de 160 mil hospitalizacfes, tendo
a asma como a causa primaria da internacéo, em todas as faixas etarias, colocando-
a como a quarta causa de internacdes no referido ano, e totalizando 2,3% de todas
as internacdes. A média de mortalidade no Brasil entre 1998 e 2007, foi de
1,52/100.000 habitantes, variando entre 0,8 a 1,72/100.000 habitantes.
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Figura 01: Internagbes por asma em individuos maiores de 20 anos entre janeiro de 2000 e dezembro
de 2011.

450000 -
400000 -+
350000
300000 -+
250000 A
200000 A
150000 A

100000 4

Numero de Internagcdes

50000 -+

0 T T T T T T T T T T T 1

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
ANOS

Fonte: Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, IV Diretrizes para o0 Manejo da Asma
(2012).

Mauad e colaboradores (2000) observaram em seus estudos que a tendéncia
declinante dos numeros de 6bito pode também estar demonstrando apenas as
falhas no sistema de notificacdo de 6bitos, pois sdo oriundos em sua grande maioria
de registros administrativos hospitalares do Sistema Unico de Satude — SUS, com
pouca adesdo dos numeros da rede particular, o que pode modificar a percepcao
dessa situacdo, além da propria alteracdo nas nomenclaturas das doencas nas
atualizacdes da CID nos ultimos anos que pode ser o causador desse Viés no
momento de inserir os dados no DATASUS (NETO, 2007).

Em suas observacdes, Gazzotti e colaboradores (2013) constataram que em
média somente 10% da populacdo asmatica brasileira tém a asma controlada
segundo os critérios da GINA e apenas 6,5% sdo corretamente diagnosticados e
tratados. Nesse estudo, constatou-se que 0Ss grupos com asma nhao controlada e
parcialmente controlada apresentaram maior niumero de visitas as emergéncias,
num total de 57,5% e 62% respectivamente; do que 0 grupo que possuia a asma
controlada (35,1%).

Segundo Santos em consulta ao DATASUS no ano de 2007, ocorreram cerca

de 273.000 internacdes por asma no SUS, gerando um custo médio de US$
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200/paciente. Assim, os custos diretos de pacientes nao controlados podem chegar
a até oito vezes mais ao sistema de saude publica do governo federal do que os
pacientes controlados, conforme seu estudo.

De acordo com Damasceno e colaboradores (2012), analisando os dados do
Sistema de Informac¢des Hospitalares - SIH no periodo de 1992-2006, a asma foi
responsavel por 322.053 hospitalizagbes por ano, totalizando uma média de 822
internacdes por dia, com custo de US$ 52 milhdes de dodlares ao ano, e em alguns
anos estes custos ultrapassam o valor gasto para tratamento de doengas como HIV
e tuberculose (COSTA, 2005; NETO, 2007).

1.2 MECANISMOS E FISIOPATOGENIA DA ASMA

Nos ultimos anos foram observados grandes avan¢gos na compreensao da
fisiopatogenia da asma. Estabeleceu-se a compreensdo de que a patogenia basica
da asma € eminentemente inflamatéria (CAMPANHA, 2008). Este processo
inflamatdrio é complexo e interativo, envolvendo multiplas células e mediadores.
Todas as células do sistema respiratério, até mesmo as constitutivas que
tradicionalmente sédo consideradas como nao tendo potencial inflamatério, como por
exemplo as células epiteliais; participam das alteracbes tipicas da asma e
contribuem para a diversidade clinica da doenca (CAMPQOS, 2007; COSTA, 2005;
MARTINEZ e VENCELLI, 2007; RODRIGUES, 2007).

Acredita-se que os sintomas da doenca dependam tanto da exposi¢cdo aos
fatores ambientais como a predisposicdo genética do individuo (CAMPOS, 2007 e
SBPT, 2012). Genes funcionais tais como: ADAM33, HLA-G, GATA-3 e STAT-6;
estdo relacionados de alguma forma a inflamacdo pulmonar e a hiper-
responsividade brénquica, e na Uultima década tornaram-se alvos na busca de
respostas para o entendimento da asma (MAUAD et al, 2008; GENOV et al, 2006;
HOLTZMAN, 2012; SILVA e DIAS, 2013).

Fatores ambientais alergénicos comuns, tais como: acaro caseiro, polen,
descamacdo de pelo de animais domésticos como céo e gato, particulas de baratas,
fungos, mofos e leveduras, sdo muito citados na literatura sobre asma, devido ao

seu alto nivel de exposicao cotidiana, seu dificil controle no ambiente doméstico do
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paciente asméatico, e muitas vezes a ndo aceitacdo por parte do paciente e sua
familia de que possam realmente ser ponto criticos no controle das exacerbacdes da
doenca. O ambiente laboral do paciente asmatico, também €& um ponto critico de
controle, pois mais de 300 diferentes substancias também ja foram associadas a
asma ocupacional (CAMPANHA, 2008; CAMPOS, 2007; GINA, 2014; MARTINEZ e
VENCELLI, 2007; SBPT, 2012; SILVA e DIAS, 2013; SILVA e HETZEL, 2011.
RODRIGUES, 2007).

Outros fatores agravantes como doenca cardiaca, gestacao, rinossinusopatia,
a doenca do refluxo gastroesofagico, doencas virais e fangicas pulmonares,
episédios desencadeados por atividade fisica e farmacos ndo esterdides, também
sdo citados como fatores indutores da sensibilizacdo aos alérgenos e da hiper-
responsividade brénquica em individuos predispostos(SILVA e HETZEL, 2011).

A obesidade também é um fator agravante intrinseco a asma, visto a grande
incidéncia de individuos asméticos nesta condi¢cdo. Acredita-se que os adipdcitos
sao capazes de liberar mediadores inflamatorios como a leptina, a interleucina 6 (IL-
6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a), responsaveis pela condicdo inflamatoria
sistémica, facilitando o desenvolvimento da asma (SILVA e DIAS, 2013).

A asma pode ser dividida em asma alérgica e ndo alérgica (COSTA, 2005;
MAUAD et al, 2008; SILVA e HETZEL, 2011). Na asma nao alérgica € observada a
intensa presenca de neutréfilos, sem o aumento do numero dos eosinofilos,
demonstrando que havera maior populacédo de células T Helper 1 — TH 1, observado
em pacientes com historico clinico de infec¢des por Clamidia spp. ou virus sincicial
respiratério — VSR (NANZER e MENZIES-GOW, 2014; SILVA e DIAS, 2013).

A forma alérgica distingue-se pela predisposicéo do individuo em montar uma
resposta baseada na producdo de imunoglobulina E (lg-E) contra a maioria dos
alérgenos ambientais comuns (SILVA e DIAS, 2013; SILVA e HETZEL, 2011).

Classicamente, a asma é reconhecida como uma doenca de perfil T Helper 2
— TH 2, caracterizada por intensa infiltragdo de eosinofilos e hiper-reatividade das

vias aéreas (KUDO et al., 2013), conforme ilustra a figura 02.
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Figura 02: Fisiopatologia da asma.
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estimulador de colbnias de granuldcitos-macréfagos; IL = interleucina.

Fonte: Holtzman, 2012.

A sensibilizacao alérgica se inicia quando alérgenos ultrapassam as barreiras
fisicas do sistema respiratorio e penetram nas vias aéreas. Os alérgenos séo
captados e processados, sendo entdo apresentados pelas células apresentadoras
de antigenos — APC’s como as células dendriticas e macrofagos, através do
complexo principal de histocompatibilidade do tipo Il — MHC II, as células TH 0 que
juntamente a sinais co-estimulatérios levam a ativacdo dessas células e passam a
ter caracteristicas de células T Helper 2 (SILVA e DIAS, 2013; SILVA e HETZEL,
2011), produzindo IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 que influenciardo diretamente no

desenvolvimento de hiper-reatividade das vias aéreas, na inflamagdo e no
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remodelamento tecidual (GELLER e SCHEINBERG, 2015; SILVA e DIAS, 2013;
SILVA e HETZEL, 2011).

Segundo Geller e Scheinberg (2015), a resposta asmatica se divide em fase
imediata e tardia, se diferenciando pela ordem temporal e pela qualidade dos
eventos. Na fase imediata, o individuo sensibilizado entra novamente em contato
com o alérgeno, e o antigeno se ligar4 as Ig-E’s associadas aos receptores de alta
afinidade das membranas dos basofilos e mastocitos.

Ocorre a desgranulacédo dessas células e a liberagdo de aminas vasoativas,
histamina principalmente; mediadores lipidicos como prostaglandinas e leucotrienos;
dentre outras citocinas e quimiocinas. A histamina induz a broncoconstricdo atraves
da contracdo das células endoteliais e das células da musculatura lisa, com
extravasamento do plasma para os tecidos. As proteases neutras, abundantes nos
granulos dos mastdcitos, contribuem para o dano tecidual. Citocinas e quimiocinas
quando liberadas, participam do recrutamento, ativacado e proliferacdo de outras
células da imunidade como linfécitos e eosinofilos.

Os mediadores lipidicos como prostaglandinas, leucotrienos e o fator de
ativagdo plaquetaria — PAF, também induzem a vasodilatagdo, broncoconstri¢cao,
secrecdo de muco, aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia e ativacao das
demais células tais como: plaquetas, macréfagos e células NK (CAMPOS, 2007;
SILVA e DIAS, 2013; SILVA e HETZEL, 2011. GELLER e SCHEINBERG, 2015).

Segundo Agrawall e Shao (2010) e Faoud (2011), a fase tardia consiste no
acumulo de infiltrado pulmonar, caracterizado principalmente pela presenca de
células T Helper 2, eosinodfilos, mastécitos, células dendriticas e macréfagos,
atraidos para esse sitio de liberacdo de citocinas e quimiocinas da fase imediata.

Observa-se um aumento de eosinoéfilos sanguineos e seu recrutamento na
medula éssea dos pacientes asmaticos, correlacionando-os com a gravidade da
doenca, sugerindo que seja uma célula efetora central na inflamacéo pulmonar da
asma. ApoOs sua ativagdo, a liberacdo de seus granulos contendo mediadores
inflamatérios e espasmoégenos como leucotrienos LTD4 e PAF, causam
broncoconstricdo e hipersecrecdo de muco. As proteinas toxicas ao epitélio como a
proteina basica principal — MBP (major basic protein) e a peroxidade eosinofilica —
EPO (eosinophil peroxidade) provocam a descamacdo do epitélio e importantes
danos neurogénicos (MAUAD et al, 2008).
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Em estudos realizados com administragéo de anticorpos anti IL-5, demonstrou
que este procedimento reduziu o numero de eosinéfilos na mucosa brénquica e
promoveu a reducdo do remodelamento brénquico através da inibicdo da deposicao
de pro-colageno e do fator de crescimento tumoral — TGF-B, comprovando a
participacdo dessas células na deposicdo de proteinas de matriz extracelular na
membrana basal reticular. Observou-se também que os eosinodfilos sdo capazes de
apresentar antigenos e secretar citocinas que irdo amplificar o processo inflamatoério
(CHOBBY e LEE, 2015. SILVA e HETZEL, 2011).

A continua resposta inflamatéria que envolve o processo patolégico da asma
favorece a cronicidade e impede o desenvolvimento da sua resolugdo. Para tal,
necessita-se da remocédo do estimulo, reducdo dos mediadores proé-inflamatérios
circulantes e “clerance” das células danificadas. Estudos demonstram que
neutréfilos e outros granulécitos conseguem promover a troca de producdo de
estimulos pré-inflamatérios, para estimulos anti-inflamatérios e estimulando a
apoptose das células, a fim de iniciar o processo de resolucdo (CHOBBY e LEE,
2015; KUDO et al, 2013; MAUAD et al, 2008. SILVA e HETZEL, 2011).

Segundo Agrawall e Shao (2010), quando as células TH O recebem o
estimulo de citocinas como o TGF- e a IL-2 ao invés da IL-6, induzira a formacao
de células T Reg, que contribuem para a homeostase das vias aéreas, visto sua
capacidade de supressédo das citocinas IL-10 e TGF-B. A IL-10 inibe a resposta das
células dendriticas. O TGF-[ esta ligado a regulagao das células T e ativacdo dos
macréfagos. As células T Reg também induzem a supresséo dos linfécitos e células
dendriticas, produzindo moléculas inibitérias tais como CTLA-4 e PD-1, importantes
para o controle principalmente para a populacédo de células T (HOTLZMAN, 2012;
SILVA e HETZEL, 2011).

E da mesma forma, quando as células T Helper 0 forem estimuladas na
presenca do TGF- ou IL-6, IL-21 e IL-23, ocorrera a subpopulacdo das células TH
17, caracterizada pela producdo de IL-17 e IL-23, que atuam na determinacdo da
autotolerancia e na regulacédo de respostas imunes (AGRAWALL e SHAO, 2010;
SILVA e DIAS, 2013).

As mudancas estruturais que acontecem durante esse complexo processo na
parede das vias aéreas, conjuntamente denominadas de remodelamento brénquico,
resultam da interacdo dos mediadores inflamatérios com as células epiteliais ou as

células do dano tecidual. Fatores locais, incluindo as células estruturais e a matriz
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extracelular, respondem pela inflamagdo de forma caracteristica e coordenada
reparando o dano causado pela inflamacéao local (CAMPOS, 2007; MAUAD et al,
2008; NANZER e MENZIES-GOW, 2014; RODRIGUES, 2007).

O espessamento da parede das vias aéreas dos pacientes asmaticos pode
ser entre 10 a 300%, quando comparado com individuos higidos, determinando uma
reducdo extrema do lumem. Mesmo as pequenas vias, entre de 2-4 mm, também
estdo envolvidas na patologia, de acordo com MAUAD et al, 2008.

Além das células inflamatorias, a maioria dos elementos das vias aéreas
contribui para o0 espessamento como as células musculares, fibroblastos,
miofibroblastos e midcitos. O desprendimento das células epiteliais, por exemplo, é
uma caracteristica marcante das vias aéreas dos pacientes asmaticos, pois esse
tipo celular apresenta maior taxa de apoptose nos asmaticos do que em individuos
normais (MAUAD et al, 2008; NANZER e MENZIES-GOW, 2014).

Como parte do processo de remodelamento ocorre 0 aumento das glandulas
das submucosas, hipertrofia das células caliciformes secretoras de muco e
metaplasia do epitélio das vias aéreas, que passam a secretar muco também. As
interleucinas 9 e 13 podem induzir a hipersecrecdo de muco, culminando na
obstrucdo das vias aéreas. A camada sub-epitelial também fica mais espessa em
individuos asmaticos devido a ativacdo de fibroblastos pelo TGF- produzido tanto
pelas células estruturais quanto pelas células infamatorias como macréfagos e
células dendriticas (MAUAD et al, 2008 e OLSEN, 2011).

Os fibroblastos ativados aumentam a deposi¢cédo de matriz extracelular, como
o colageno do tipo I, lll e V; fibronectina e tenascina abaixo da membrana basal, na
‘lamina reticularis”. Os miofibroblastos produtores de colageno também se
encontram hiperplasicos, bem como as células musculares, passando a ocupar até
trés vezes a area que ocupa em individuos saudaveis, ocorrendo na presenca de
estimulos inflamatérios ou mitogénicos, como o TGF-B, o leucotrienos D4, e
espécies reativas de oxigénio (SILVA e DIAS, 2013; MAUAD et al, 2008; NANZER e
MENZIES-GOW 2014; RODRIGUES, 2007).

Também ocorre dilatacdo dos vasos sanguineos e angiogénese, aumento da
permeabilidade vascular e edema das paredes das vias aéreas. O aumento da
vascularizacdo nos pulmdes dos asmaticos esta associado ao aumento da
expressao do fator de crescimento endotelial vascular — VEGF, o qual induz edema
(DIAS e SILVA, 2013; MAUAD et al, 2008).
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Essas alteragdes estruturais modificam a arquitetura da via aérea, tornando-a
mais espessa, menos complacente e reduzindo seu lumem. Todas essas
caracteristicas estdo associadas com o aumento de constricdo da via aérea, quando
estimulada. A inflamacé&o também parece estar associada neste momento, porém
ndo sendo mais possivel dissocid-la do remodelamento em “causa e efeito”
(CAMPQOS, 2007; MAUAD et al, 2008; NANZER e MENZIES-GOW 2014; OLSEN,
2011; RODRIGUES, 2007).

Tais alteracdes culminam em um componente de irreversibilidade da limitacédo
ao fluxo de ar, que é visto principalmente em pacientes refratarios aos
medicamentos comumente prescritos pelas diretrizes mundiais (MAUAD et al, 2008)
e a necessidade de renovacdo/aprimoramento do arsenal terapéutico para o
tratamento da asma se faz importante numa InstituicAo como a Fiocruz cuja misséo
é: “Produzir, disseminar e compartilhar conhecimentos e tecnologias voltados para o
fortalecimento e a consolidacéo do Sistema Unico de Satde (SUS) e que contribuam
para a promocao da saude e da qualidade de vida da populacéo brasileira, para a
reducdo das desigualdades sociais e para a dinamica nacional de inovacéo, tendo a
defesa do direito a saude e da cidadania ampla como valores centrais.”

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade — INCQS, é uma das unidades
técnico-cientificas da Fiocruz, e na descricdo de suas atividades institucionais se
compromete em além de executar acBes analitico-laboratoriais previstas na
legislacdo sanitaria ou por demanda de orgaos oficiais; a também auxiliar no
desenvolvimento de metodologias analiticas aplicadas a verificacdo da qualidade de
produtos de saude; bem como promover a continua discussdo, atualizacéo,
aprimoramento e divulgacdo dos conceitos e metodologias em sua area de atuacao.

A contribuicdo no desenvolvimento de novas tecnologias € de suma
importancia no contexto institucional da Fiocruz, permitindo a interagéo das unidades

num processo de mutua ajuda, engrandecendo a pesquisa cientifica.

1.3 TRATAMENTOS PRECONIZADOS PELO SUS

O Ministério da Saude reconhece a asma como um importante problema de

saude publica, e a partir dos anos 90 inicia-se a implantacdo de programas de
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controle da doenga, tanto na esfera municipal atuando na Atengéo Basica, quanto na
esfera estadual com as hospitalizacées nos casos de exacerbacgbdes dos pacientes
graves, com bastante éxito em suas atividades (AMARAL et al, 2012; NETO, 2007).

O SUS passa entdo a adotar em 1996 a partir do | Congresso Brasileiro de
Educacdo em Asma, as Diretrizes para o Manejo da Asma da SBPT elaborada em
consonancia com as recomendacdes da GINA, cujos aspectos principais do
tratamento sdo: controlar os sintomas através da intervencdo farmacoldgica
planejada entre médico e paciente; prevenir a limitacdo do fluxo aéreo e o
remodelamento brénquico; permitir o retorno as atividades cotidianas como o
trabalho, escola e lazer; reduzir idas as emergéncias e hospitalizacdes, reduzir a
necessidade do uso do broncodilatador para alivio evitando os efeitos colaterais da
medicacéo e evitar o 6bito (NETO, 2007).

De acordo com Damasceno e colaboradores (2012) o numero de beneficiarios
que receberam medicamentos contra a asma gratuitamente aumentou no periodo de
junho a setembro de 2012, de 48.495 para cerca de 263 mil pessoas, 0 que
corresponde a um crescimento de 443% na aderéncia ao programa, a partir da
implementacdo do “Programa Saude ndo tem Prec¢o”, acao integrante do “Programa
Farmacia Popular” do Ministério da Saude, com fornecimento gratuito de brometo de
ipratrépio, diproprionato de beclometasona e sulfato de salbutamol.

Assim, segundo Santos e colaboradores (2009), o melhor controle da asma
influencia diretamente o valor dos custos totais reduzindo os gastos com a utilizacéao
de recursos de saude. A distribuicdo gratuita de medicamentos para a asma induz
uma maior adesdo ao tratamento domiciliar e tende a diminuicdo do numero de
exacerbacdes da doenca e, consequentemente, a um nimero menor de visitas ao
pronto-socorro, devido ao melhor controle da doenca.

Nas recomendacdes terapéuticas adotadas pelo SUS, de acordo com as
Normas e Manuais Técnicos Cadernos de Atengdo Basica, n° 25: DOENCAS
RESPIRATORIAS CRONICAS de acordo com a IV Diretrizes para o Manejo da
Asma da SBPT (2012) e GINA (2014), apresentadas na figura 03, o tratamento é
baseado na classificacdo da gravidade e a resposta clinica ao tratamento.



Figura 03: Recomendac8es da SBPT, para o tratamento inicial da asma baseado na gravidade
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Corticosteroide
oral nas
exacerbacGes
graves
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LABA
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Teofilina
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moderada leucotrieno ou raves
associado a LABA | Teofilina g
Cursos de

corticoide oral a
critério médico na
menor dose para
atingir o controle

* especialmente em crian¢as menores de 4-6 anos
Cl: Corticosteroide Inalatorio; LABA: Betabloqueador de longa acéo.

Fonte: SILVA, 2008.

Devido ao seu carater complexo, e diante das diferencas de susceptibilidade
genética e fatores ambientais envolvidos, a monoterapia farmacol6gica nem sempre
é eficiente (OLSEN, 2011 e SBPT, 2012). Por isso a associacao de farmacos tem
sido a melhor e mais utilizada opcdo na prevencdo e reversdo da inflamacéo

brénquica, bem como o relaxamento da musculatura lisa das vias areas.

1.3.1 Glicocorticéides

Segundo Torres e colaboradores (2012), os glicocorticoides sao os farmacos
mais utilizados e mais eficazes no tratamento de varias doencas inflamatérias e
imunoldgicas, incluindo asma, dermatites, artrite reumatdide e alguns casos de
cancer. Sdo horménios produzidos naturalmente pelas adrenais, onde sua regulagéo
da sintese e, consequentemente, dos niveis circulantes € feita através do eixo
Hipotalamo—Hipofise-Adrenal (HHA).

Ao penetrarem por difusdo nas células-alvo, ligam-se aos chamados

receptores de glicocorticoide-GR no citoplasma (OLSEN, 2011 e TORRES et al,
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2012), sofrendo uma modificagdo conformacional e formando dimeros que migrardo
para o nucleo da célula, e se ligardo em determinadas regides do DNA, a fim de
suprimir a expressao de proteinas pro-inflamatorias, ou ainda aumentar expressao
de proteinas anti-inflamatorias. O controle pode ser obtido através da inibicdo dos
diversos fatores de transcricdo como o AP-1 (activador protein-1) e o fator nuclear
kappa B — NFkB, que estdo normalmente ativos no caso da asma. (OLSEN, 2011).

O uso de glicocorticoides em pacientes com asma diminui acao das células T
CD4 e na sua proliferacédo devido a inibicdo da transcricdo do gene IL-2. A producéo
de prostanoides é reduzida também durante a utilizacdo desse farmaco por causa
da inibicdo da transcricdo do gene da ciclooxigenase-2 (COX-2), diminuindo a
expressao das citocinas do perfil TH 2 e outras quimiocinas permitindo a redu¢éo do
recrutamento, maturacdo e ativacdo de eosinofilos e mastécitos (COSTA, 2005;
OLSEN, 2011; SBPT, 2012).

Muitas vezes utiliza-se a associagdo de glicocorticéides inalados com os de
uso oral, a fim de se reduzir a gravidade e a frequéncia das crises, pois 0sS
glicocorticoides inalatérios iniciam rapidamente sua acdo anti-inflamatéria na
mucosa respiratoria, principalmente nas porcdes iniciais da &rvore brdnquica,
havendo diminuicdo significativa de eosindéfilos e da hiper-responsividade das vias
aéreas. A via inalatéria de administracdo permite atingir niveis plasmaticos que
preocupam quanto ao risco dos efeitos adversos aos que sao usados de forma
sistémica. Os efeitos colaterais estdo associados principalmente ao seu uso em
altas doses e administracédo prolongada. Em linhas gerais, tanto o uso sistémico
quanto o uso inalatério podem causar efeitos adversos sistémicos, visto 0 uso
inalatorio ser absorvido de forma semelhante pela corrente sanguinea (BICHARD e
SHERDING, 1998 e TORRES et al, 2012).

Segundo Torres e colaboradores (2012), Olsen (2011) e Costa (2005), os
principais efeitos colaterais sistémicos dos glicocorticoides decorrentes do uso
cronico sdo: osteoporose e fragilidade Ossea, atrofia muscular e miopatias,
dislipidemia, hipertensdo, resisténcia a insulina e hiperglicemia, atraso no
fechamento das epifises 0sseas em criangas, diminuicdo da libido, hipocalemia,
irritacdo gastrica e Ulcera péptica, glaucoma, catarata, distarbios do sono,
irritabilidade, depresséo e estigmas cushingbides. Embora sejam menos graves, 0S

efeitos adversos locais sdo mais frequentes do que os efeitos sistémicos. Aos
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glicocorticéides inalados também séo atribuidos sintomas como rouquidao, disfonia
e fragilidade na voz.

Outro importante efeito colateral ao uso dos glicocorticoides € a sindrome da
retirada, quando h& a necessidade de retirada ou reducéo desse farmaco, e ocorre a
supressao do eixo HHA levando a insuficiéncia adrenal secundaria devido a atrofia
das adrenais e cuja sintomatologia de acordo com Alves e colaboradores (2008),
cursa com anorexia, nausea, vomito, dor abdominal, fraqueza, cansaco, astenia,
prostracdo, mialgia, artralgia, perda de peso, hipotensdo postural, sonoléncia e
depressao. Desta forma, a tomada de decisdao em se interromper ou diminuir o uso
dos corticéides deve ser avaliada de acordo com o equilibrio entre os beneficios no
controle da asma e a severidade dos seus efeitos adversos (ALVES et al, 2008;
GOODMAN e GILMAN, 2006).

1.3.2 Agonistas dos receptores adrenérgicos

Os B-agonistas adrenérgicos sao agonistas fisiolégicos que atuam na
broncodilatacdo desde a tragueia até os bronquiolos terminais (OLSEN, 2011 e
SBPT, 2012). Previnem e revertem os efeitos de substancias broncoconstritoras
como as prostaglandinas, acetilcolina, bradicinina, histaminas, endotelinas e LTD4;
estimulam a adenilciclase e aumentam a sintese de AMP-ciclico (GOODMAN e
GILMAN, 2006).

Os agentes de curta duracdo (BACA’s) devem ser utilizados apenas como
terapia de manutencdo, devido aos efeitos adversos em outras regibes do
organismo que tenha musculatura estriada, podendo causar taquicardia, taquipnéia
e tremores das extremidades. Deve-se utilizar a via inalatoria a fim de evitar os seus
efeitos sistémicos. Nesta classe estdo incluidos: salbutamol, albutarol e terbutalina
(CAMPOS e CAMARGOS, 2012; GOODMAN e GILMAN, 2006; SBPT, 2012; SILVA,
2009).

Os agentes de longa duracdo (LACA’s), com acao de 12 horas ou mais
devido a sua alta lipossolubilidade, em estudo in vitro sugere-se que ativam o
receptor de glicocorticoides (RG), associando um aumento no efeito anti-

inflamatorio, sendo bastante utilizado em associagédo com glicocorticoides (OLSEN,
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2011). Nesta classe estéo incluidos: salmeterol e formoterol (GOODMAN e GILMAN,
2006; SBPT, 2012; SILVA, 2009).

1.3.3 Anticolinérgicos

Agem nos receptores muscarinicos nas ceélulas musculares lisas das vias
aéreas inibindo a liberacdo da acetilcolina, e segundo Goodman e Gilman (2006)
estas podem ser liberadas pelo estimulo vagal, pelas proprias células epiteliais do
tecido brénquico e pelas células inflamatérias como eosinéfilos e macrofagos. Séo
considerados medicamentos de segunda linha, pois os beta-agonistas sdo mais
efetivos.

Geralmente tem seu uso associado com os BACA'’s, beneficiando pacientes
em broncoconstricdo aguda (CHOBY e LEE, 2015). O atualmente usado € o
brometo de ipratrérpio (GOODMAN e GILMAN, 2006). Tem como efeitos adversos
0s sintomas comuns aos agentes anticolinérgicos conforme a bula do medicamento
comercial no Dicionario de Especialidades Farmacéuticas — DEF (2015) tais como:
cefaleia, tontura, tosse, boca seca, ndusea e disturbios da motilidade gastrintestinal,
estomatite, midriase, aumento da pressao intraocular; taquicardia supraventricular,
broncoespasmo paradoxal, estomatite, rash cutédneo e , prurido, angioedema e
retencdo urinaria (CAMPOS e CAMARGOS, 2012).

1.3.4 Metilxantinas

A teofilina e a aminofilina s@o estruturalmente relacionadas a cafeina,
utilizadas ha pelo menos 70 anos e séo broncodilatadores de baixa poténcia
(COSTA, 2005; OLSEN, 2010). Atuam inibindo a degradacdo de AMP-ciclico
intracelular, cujo acumulo provoca broncodilatacdo, através da inibicdo da familia
das enzimas fosfodiesterase, que reduz a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios
pelos mastdcitos e induzindo a apoptose de neutréfilos e eosindfilos. Segundo

Goodman e Gilman (2006) em comparacdo com o0s BACA’s, possuem menor
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eficacia e maior frequéncia de efeitos adversos. Pode-se administra-la ao paciente
que se mantém sintomético com o0 uso do corticoide inalatério isolado
potencializando seu efeito. O uso deve ser cuidadoso, visto a concentracao
terapéutica ser proxima da toxica, devendo-se monitorar os niveis séricos (CAMPOS
e CAMARGOS, 2012).

Como efeitos adversos sao citados disturbios gastrointestinais (nauseas,
vomitos), arritmias cardiacas, cefaleia e crise convulsiva generalizada (GOODMAN e
GILMAN, 2006; SBPT, 2012; SILVA, 2009).

1.3.5 Cromonas

As cromonas sdo conhecidas como estabilizadores de mastocitos e impedem
a liberacdo de histamina, por mecanismos de acao pouco conhecidos. Porém sabe-
se gue reduzem a inflamacao das vias aéreas quando ha mecanismos neurogénicos
associados a hiper-reatividade. Sdo bastante usadas nos casos de asma leve, em
associacdo a baixas doses de glicocorticoides sistémicos. As cromonas s&o
consideradas pouco eficazes como monoterapia devido o seu curto tempo de acéo,
necessitando ser inaladas por quatro vezes ao dia, tornando inviavel o seu uso. Os
mais conhecidos sdo o cromoglicato de so6dio e o nedocromil sédico. Como efeito
colateral, cita-se a irritagdo das vias aéreas no momento do uso (GOODMAN e
GILMAN, 2006; OLSEN, 2011).

1.3.6 Antagonistas dos receptores de leucotrienos

Sao antagonistas dos receptores de leucotrienos, auxiliando na diminuicao de
broncoconstricdo e na eosinofilia através do bloqueio do receptor CysLtl
(monteleucaste, pranlucaste e zafirlucaste) e inibindo a 5-lipoxigenase (zileuton). Os
mais utilizados atualmente sdo montelucaste e zafirulcaste. Indicados apenas para

adultos, seu custo ainda é elevado e menos eficientes do que os corticdides em
baixas doses (GOODMAN e GILMAN, 2006; SBPT, 2012; SILVA, 2008), porém
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quando utilizados em associacdo aos glicocorticéides, permitem a reducdo da
quantidade do ultimo, havendo melhor proveito da a¢do dos dois medicamentos para
0 controle da asma em casos que mesmo em doses altas o glicocorticéide sozinho
nao é eficiente. Em pacientes com deficiéncias no sistema hepatico da enzima P-
450, seu uso € indicado apenas com monitoracdo constante das transaminases
(CHOBY e LEE, 2015).

1.3.7 Anticorpo monoclonal anti-IgE

Atualmente disponivel € o omalizumabe, anticorpo monoclonal humanizado,
que se liga seletivamente a Ig-E circulante no plasma, impedindo-a de se ligar aos
receptores de alta afinidade na superficie dos mastocitos e basdfilos, prevenindo a
liberacdo de mediadores inflamatdrios tais como IL-2, IL-4, IL-5 e IL-13. Segundo
Goodman e Gilman (2006) ha uma melhora significativa na qualidade de vida dos
pacientes, devido a reducdo dos sintomas causados pela diminui¢cdo sérica de Ig-E,
porém como desvantagem o custo, impedindo a recomendacdo médica em larga
escala e a necessidade de monitoramento e uso por tempo indeterminado (SILVA,
2009).

1.4 NOVAS PROPOSTAS TERAPEUTICAS

A asma é uma doenca de prevaléncia crescente, com dimensdes de um
problema de saude publica e datas especificas acordadas com o GINA-Brasil e
outras entidades brasileiras com o objetivo de transmitir informacé&o sobre a doenca.
Apesar dos avancos cientificos, em média 2.500 pessoas morrem vitimas da asma
por ano no Brasil (RODRIGUES, 2007).

A melhora nos tratamentos para asma exigem esfor¢cos dos pesquisadores,
dos profissionais da saude, familiares e dos sistemas de assisténcia médica publicos
e privados. Mesmo com os conhecimentos disponiveis, permanece a necessidade

critica de desenvolvimento de novos farmacos que visem reduzir sua morbidade,
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seus custos associados e, principalmente, garantir a qualidade de vida para os
pacientes (CAMPOS, 2007).

A terapia atual, recomendada pelas diretrizes mundiais e fornecida pelo SUS,
pela caracteristica complexa da doenca, necessita ser abrangente com uso de
alguns grupos de farmacos, devendo-se ter o cuidado com suas dosagens e
interacdes medicamentosas, 0 que por vezes pode ser de dificil compreensdo do
paciente (COSTA, 2005).

Muito conhecimento ja foi gerado, e € inegavel que a terapia associada atual
€ capaz de controlar a maioria dos pacientes asmaticos. Porém, uma parcela ainda
continua sintomatica, e sem possibilidade de conseguir reverter muitas das
disfuncbes (RODRIGUES, 2007).

1.4.1 Termoplastia

A termoplastia ainda é um procedimento experimental, e segundo Rubim e
Cardoso (2010) estudos indicam que a sua principal utilizacdo ser4 em pacientes
com asma grave e asma de dificil controle, cujos tratamentos baseados nas
diretrizes da SBPT e GINA, ndo alcancam o eficaz controle da doenca.

E um método de ablacdo, que consiste em aplicacdo de calor gerado e
controlado por radiofrequéncia, através do cateter de broncoscopia, que visa reduzir
a quantidade e contratilidade do musculo liso das vias respiratérias. Reduz a hiper-
reatividade brdnquica, melhorando a funcdo pulmonar, a qualidade devida e
necessidades terapéuticas de pacientes com asma (FERNANDEZ, 2010 e SILVA,
2009).

O tratamento experimental consiste em trés sessOes intercaladas por
intervalos de trés semanas, envolvendo o preenchimento de um mapa cumprindo
uma sequéncia pré-determinada: a primeira sessdo no lobo inferior direito, a
segunda no lobo inferior esquerdo e a terceira nos lobos superiores direito e
esquerdo. O lobo médio nunca é tratado. As sessdes consistem em média de 30-45
ativacdes do aparelho com duragédo de 30-60min. Porém, como desvantagem, cita-
se o fato de ser realizado somente sob sedacédo simples utilizando-se midazolan por

exemplo, ou em anestesia geral com o uso de propofol. O procedimento é
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considerado tecnicamente correto quando todas as vias aéreas distais aos
bronquios principais, com calibre entre 3 e 10 mm, tiverem sido tratadas, excetuando
o lobo médio (FERNANDEZ, 2010; RUBIN e CARDOSO, 2010).

Ainda ndo ha dados sobre a aprovacao desse procedimento junto as agéncias
reguladoras nacionais e internacionais, bem como seus custos, ou mesmo que
tenha sido determinado qual subgrupo de asmaticos graves obter4 maior beneficio
como tratamento e em quais pacientes o tratamento devera ser contraindicado
(RUBIN e CARDOSO, 2010).

1.4.2 Anestésicos locais

Ao final da década de 90, pesquisadores demonstraram acidentalmente que a
lidocaina possuia efeito miorrelaxante, devido as observacbes feitas em
broncoscopias de pacientes asmaticos ou com hiper-reatividade brénquica, bem
como observaram que nao havia esse mesmo tipo de resposta terapéutica em outra
classe de anestésicos utilizados para este procedimento. Groeben e colaboradores
(2000), em seus estudos constataram que a broncoconstricdo induzida pela
histamina em modelo experimental humano foi atenuada pela inalacéo de lidocaina,
e mais significativamente atenuada quando em associacéo ao salbutamol.

A partir dessas evidéncias, Serra e colaboradores (2012), observaram em
seus resultados que a lidocaina nebulizada impede a inflamacdo eosinofilica das
vias aéreas, a hiper-reatividade bronquial, e a remodelacéo pulmonar pela deplecéo
simultanea de citocinas TH-2, como as IL-4, IL-5 e IL-13, bem como a eotaxina-1,
por um mecanismo relacionado com a regulacdo negativa da expressdo do gene
GATA-S3.

Os farmacos anestésicos passaram entdo a ser utilizados como proto6tipos
para farmacos que permitam a modulacdo bioldgica e/ou anti-inflamatoria, tentando-
se reduzir a atividade anestésica e aumentar agcdo espasmolitica, além de tentar a

obtencédo de moléculas com menor toxicidade (COSTA, 2005).
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1.4.3 Anéalogo do antiarritimico mexiletina: a molécula JME-173

A mexiletina é um agente antiarritmico da classe IB, similar em estrutura e a
atividade a lidocaina, utilizada para tratamentos de manutengéo de arritmias graves
e supressdo de contragdes ventriculares prematuras. E rapida e quase
completamente absorvida pelo trato gastrintestinal apos administracdo oral, e é
amplamente distribuida pelo organismo, devido as suas propriedades fisico-
quimicas de amina primaria, e por sua alta lipofilia (DEF, 2015; GOODMAN e
GILDMAN, 2006; ROENN et al, 2011).

Tem seu uso bastante difundido em casos de dor crénica e de acordo com
Roenn e colaboradores (2011), a dose recomendada nas situacfes de dor intensa é
de 10 mg/kg/dia, quando nos tratamentos de arritmias ndo se deve exceder 1200
mg/dia dividida em trés tomadas. Possui baixo indice de toxicidade, de acordo com a
bula do medicamento comercial que possui a mexiletina como base farmacolégica, o
Mexitil® (DEF, 2015) os valores da DLso em camundongos, ratos, coelhos, cées e/ou
gatos apo6s administracao oral estdo entre 80 e 646 mg/kg.

Na Fundacgéo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, pesquisadores do Instituto Oswaldo
Cruz — 10C desenvolveram um grupo de moléculas andlogas da mexiletina
denominadas “JME”, cujo pedido de patente encontra-se depositado no IPNI sob
registro n°® P1812, com maior poténcia de relaxamento da musculatura lisa
respiratéria e acentuada acdo anti-inflamatéria, quando comparada a mexiletina
(FIOCRUZ, 2013).

Na molécula denominada JME-173, observou-se uma menor atividade nos
canais de sodio, e possivelmente a mesma seja desprovida de reacdes adversas
presentes em outros farmacos da mesma classe terapéutica, tais como o0s
anestésicos locais e antiarritmicos, sendo uma inovac¢ao no tratamento antiasmatico
(FIOCRUZ, 2013).

Segundo Olsen e Martins (2012), os estudos com esse grupo de moléculas
desenvolvidas demonstraram a clara separacdo entre a acao anestésica e a
atividade anti-inflamatoria/broncodilatadora desse grupo de analogos da mexiletina,
reforcando a perspectiva de que essas novas moléculas possam ganhar

aplicabilidade terapéutica dentro do arsenal antiasmatico, sendo necessarias mais
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pesquisas acerca do seu mecanismo de acédo, bem como a garantia da seguranca

NO Seu uso.

1.5 REGULAMENTACAO PARA NOVOS MEDICAMENTOS

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA é o o6rgao
governamental responsavel pela regulamentacdo de novos farmacos, utilizando-se
de documentos de agéncias reconhecidas pela vigilancia sanitaria de medicamentos
como o Food and Drug Adminstration — FDA e de organizacfes de interesse na area
tais como: Internation Council on Harmonisation - ICH, Organisation for Economic
Co-operationand Development — OECD, World Health Organization — WHO, visando
uma maior harmonizagdo com a regulamentagao internacional (ANVISA, 2013).

A ANVISA, em suas atribuicdes de registro de medicamentos e analise de
pedidos de patentes relacionados a produtos e processos farmacéuticos, em
atribuicdo conjunta com o Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, utiliza-
se da Resolucéo de Diretoria Colegiada — RDC N° 136 de 23 de maio de 2003, que
instrui sobre a obrigatoriedade da apresentacdo de relatério dos seguintes ensaios
nao clinicos para o registro de novos medicamentos: toxicidade aguda, sub-aguda e
cronica, toxicidade reprodutiva, atividade de mutagénica/genotdxica e potencial
oncogeénico.

Os ensaios néo clinicos, pré-clinicos ou de Fase 0, sdo os que precedem 0s
testes em humanos, fornecem dados importantes e confiaveis para a continuidade
da pesquisa clinica (ANVISA, 2013), sendo a avaliacdo da toxicidade o primeiro
teste ndo clinico a ser realizado, pois tem o objetivo de determinar o potencial de
novas substancias e produtos de causar danos a saude humana. S&o investigados
parametros para identificar o potencial toxico em 6rgaos especificos, identificar a
toxicocinética e a relacdo dose-resposta (SANTOS, 2012).

A descoberta de um de novo de farmaco e seu desenvolvimento é sempre um
processo complexo e custoso, exigindo trabalho em equipe, especialistas de varias
areas do conhecimento e compromisso continuo com a pesquisa cientifica. (ROCCO
et al, 2012; VIEIRA et al, 2013).
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De forma geral, esse processo dura em média 14,2 anos, conforme ilustra a
figura 04, dividindo-se em trés etapas, distintas entre si, conforme sugere Vieira e
colaboradores (2013): descoberta, desenvolvimento e registro no érgao regulador.

De acordo com Vieira e colaboradores (2013), a fase dos estudos néo clinicos
€ a mais critica, pois € o momento de gerar informacgdes suficientemente importantes
que justifiquem a continuidade das pesquisas, e iniciar a fase de desenvolvimento de

testes em humanos, iniciando a fase clinica.

Figura 04: Fases do desenvolvimento de novos medicamentos.
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Fonte: Vieira e colaboradores, 2013.

Segundo o Guia para a Conducdo de Estudos Nao Clinicos de Seguranca
Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos da ANVISA, o teste de
toxicidade oral de dose Unica (aguda) é definido como aquele utilizado para avaliar a
toxicidade produzida por uma droga quando esta € administrada por via oral em uma
ou mais doses, num periodo ndo superior a 24 horas, com observagdo dos animais
por 14 dias apés a administragdo. Este documento foi elaborado baseado em

documentos de agéncias internacionais reconhecidas pela acgédo de vigilancia
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sanitaria de medicamentos e outras instituicbes de interesse na area como, por
exemplo, a FDA, OECD, ICH, WHO, no intuito de promover harmonizacdo com a
regulamentacao internacional, bem como a utilizacdo desnecessaria de animais afim
de ndo comprometer a obtencdo e a confiabilidade de informacfes referentes a
seguranca da droga a ser testada (VALADARES, 2006; SANTOS, 2012).

De acordo com a orientacdo dos guias da ANVISA e da OECD N°420, a
substancia deve ser administrada por via oral a um grupo de animais em doses
definidas. A auséncia ou presenca de mortalidade dos animais tratados em um
passo ira determinar a realizacdo de uma segunda etapa com outro grupo na
préxima dose mais alta (ou a proxima dose mais baixa, caso o start do teste seja
numa dose que nao seja a inicial preconizada), conforme o anexo 02.

Para a classificacao da toxicidade oral aguda, sao utilizadas cinco categorias
segundo a GHS (do inglés Globally Harmonized System of Classification and
Labeling of Chemicals), conforme descreve a Associacdo Brasileira da Industria
Quimica - ABQI (2005) no quadro 01. Dessa forma, € possivel obter informacoes
iniciais sobre a sua toxicidade permitindo a classificacdo da substancia (OECD,
2001).

Quadro 01: Classificacdo das substancias de acordo com o GHS, para uso oral.

Toxicidade Categorial | Categoria2 | Categoria3 Categoria 4 Categoria 5
Aguda
Oral (mg/kg) <5 >5e <50 >50 e <300 | >300 e <2000 >2000

Fonte: adaptado de ABIQ, 2005.

O GHS é uma abordagem logica e abrangente para a definicdo dos perigos
dos produtos quimicos; e permite a criacdo de processos de classificacdo que usem
os dados disponiveis sobre os produtos quimicos que sdo comparados a critérios de
perigo ja definidos, e a comunicacdo da informacdo de perigo em roétulos e a Ficha
de Informagéo de Seguranca para Produtos Quimicos — FISPQ. Os principios do
GHS estdo detalhados no Livro Puarpura, editado pela United Nations Economic
Commission for Europe (ABIQ, 2005).
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No Brasil, com a publicacdo da norma ABNT — NBR 14725:2009, os produtos
constituidos de substancias puras ja devem ser obrigatoriamente classificados,
rotulados e com FISPQ de acordo com o GHS, a partir de fevereiro de 2011, e os
produtos constituidos por misturas, a partir de junho de 2015. Além disso, a
obrigatoriedade de se classificar e rotular todos os produtos quimicos ja existe desde
1998 (ABIQ, 2005).
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2 OBJETIVO

Avaliar a toxicidade aguda por via oral do analogo da mexiletina JME-173,
com base nos guias da OECD N° 420 e o Guia para a Conducéo de Estudos N&o
Clinicos de Seguranca Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos da
ANVISA.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Observar possivel atividade toxica do analogo da mexiletina JME 173, através
da observacao dos sinais clinicos pré-estabelecidos e certificacdo de o6bito,
em Ratos Wistar e Coelhos Nova Zelandia albino, em machos e fémeas, 14
dias apos a administracao por via oral em dose Unica.

v Avaliar o ganho de peso e ingestdo alimentar em Ratos Wistar e Coelhos
Nova Zelandia albino, em machos e fémeas, 14 dias ap6s a administracdo
por via oral em dose Unica do analogo da mexiletina JME-173.

v' Avaliar a toxicidade aguda oral em Ratos Wistar e Coelhos Nova Zelandia
albino; em machos e fémeas, através das andlises séricas bioquimica e
hematoldgica, 14 dias ap6s a administracdo por via oral em dose Unica do
analogo da mexiletina JIME-173.

v Verificar as alterac6es anatomopatoldgicas através do exame macroscopico e
da mensuracdo do peso dos Orgaos isolados absoluto e relativo, em Ratos
Wistar e Coelhos Nova Zelandia Albino; em machos e fémeas, 14 dias apos a
administracéo por via oral em dose Unica do analogo da mexiletina JME-173.

v Correlacionar os resultados obtidos nas avaliacdes propostas, buscando uma
investigacdo mais completa quanto a seguranca e 0os danos que possam ser

induzidos pelo analogo da mexiletina JME-173.
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3 METODOLOGIA

3.1 SUBSTANCIA TESTE: JME-173

A molécula denomina JME-173, desenvolvida pela equipe do IOC em parceria
com o Instituto de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos da Fiocruz, é um
analogo a mexiletina (figura 05), da classe das ariloxi-alquil-aminas com atividade
biologica associada a propriedades anti-inflamatérias e broncodilatadoras. Possui
peso molecular 294,62 e a esta na forma de cloridrato, por isso € muito sollvel em
agua (FIOCRUZ, 2013).

Figura 05: Férmulas estruturais da molécula JME173 e dos seus congéneres lidocaina e mexiletina.

NH 5 ClI CHy CH, o
H;C 0\}\ = | CHs
NN ' 53
Gl ¢ ) )—OCHCHNH, —NH»C—CHFN\
N ," | 2 =
Br = CH;, C,Hsg
CH; CH,4 CH4
MEXILETINA LIDOCAINA
JME-173

Fonte: Adaptado de FIOCRUZ, 2013; Goodman e Gilman, 2005.

A molécula JME-173 foi entregue para a realizacdo do presente trabalho,
pelos responsaveis por sua concepcédo e sintese, em apresentacao de poé cristalino
em frasco ambar, sendo orientado que fosse diluida em solugdo salina estéril
imediatamente antes do uso (FIOCRUZ, 2013; OLSEN et al, 2011).



47

3.2 OS ANIMAIS UTILIZADOS

Conforme as orientacdes do Guia de Ensaios N&o Clinico da ANVISA e do
Guia da OECD n° 420, que apontam a necessidade dos estudos e reconduzido
utilizando-se uma espécie roedora e uma nao roedora, no presente estudo foram
selecionadas as espécies rato Wistar e coelho Nova Zelandia Albino, por serem
modelos consagrados em toxicologia (LAPCHIK et al, 2009; OECD, 2001).

Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio — CECAL da Fiocruz. Ambas as espécies utilizadas possuem o status
genético conhecido como outbred, e condicdo sanitaria denominada convencional
controlada.

Os ensaios foram realizados no Servigco de Animais de Laboratério - SAL, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude - INCQS. Todos os animais
passaram por um periodo de aclimatacdo de 48 horas antes da administracdo da
molécula JME-173, e foram alojados em gaiolas individuais para a correta avaliagao
dos parametros clinicos e mensuracao da ingestéo alimentar.

Os animais foram mantidos em estantes ventiladas, que possuem
caracteristicas fisicas de um ambiente de fluxo de ar coletivo, com termémetro digital
para a tomada de leitura da temperatura interna e um controlador de uso dos filtros
de ar. Em cada estante ventilada para coelhos, foram mantidas 06 gaiolas de aco
inoxidavel de tamanho 45 x 60 x 40 cm; e em cada estante ventilada para ratos
foram mantidas 24 caixas de polipropileno de tamanho 29 x 12 x 17 cm.

Todos os animais foram mantidos sobre as condicdes ambientais de
temperatura entre 18 a 22° C para os coelhos e entre 20 a 24° C para 0s ratos; com
umidade relativa do ar entre 50 a 90%, e ciclo claro-escuro de 12 horas.

A troca de agua foi feita diariamente, e fornecida ad libitum, exceto nas horas
de jejum que antecederam o momento de administracdo da molécula JME-173, em
bebedouros do tipo mamadeira, de polipropileno autoclavavel, com rolha de
borracha nitrilica com furo vulcanizado e bico em ac¢o inoxidavel. Para os ratos, o
bebedouro possuia a capacidade de 250 ml, e para coelhos a capacidade era de
1000 ml.

A racdo utilizada para ambas as espécies foi da marca Nuvilab®, com as

seguintes especificacbes de suas rotulagens, cujo quadro 02 demonstra
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conjuntamente a formulagédo para a espécie roedora, sem especificar qual género e

para a espécie lagomorfos.

Quadro 2: Informacdes do rétulo da racao peletizada da marca comercial Nuvilab®, formulacédo para
Animais de Laboratoério: Camundongo/Ratos e Coelhos.

Nutrientes Niveis de garantia por quilograma do produto
Camundongo e Ratos Coelho
Vitamina A 13000 UI 8000 Ul/kg
Vitamina D3 2000 Ul 1200 Ul/kg
Vitamina E 34 Ul 20 Ul/kg
Vitamina K3 3 mg/kg 1 mg/kg
Vitamina B1 5mg/kg 2 mg/kg
Vitamina B2 6 mg/kg 6 mg/kg
Vitamina B6 7 mg/kg 2 mg/kg
Vitamina B12 22 mcg/kg 10 mcg/kg
Niacina 60 mg/kg 30 mg/kg
Pantotenato de Célcio 20 mg/kg 17 mg/kg
Acido Félico 1 mg/g 1 mg/kg
Biotina 0,5 mg/kg 0,03 mg/kg
Colina 1900 mg/kg 1400 mg/kg
Sadio 2700 mg/kg 2700 mg/kg
Ferro 50 mg/kg 40 mg/kg
Manganés 60 mg/kg 40 mg/kg
Zinco 60 mg/kg 60 mg/kg
Cobre 10 mg/kg 6 mg/kg
lodo 2 mg/kg 0,3 mg/kg
Selénio 0,5 mg/kg 0,1 mg/kg
Cobalto 1,5 mg/kg 1 mg/kg
Fldor 80 mg/kg 60 mg/kg
Lisina 12 g/kg 8000 mg/kg
Metionina 4000 mg/kg 2700 mg/kg
Aditivo BHT 100 mg/kg 100 mg/kg

Fonte: Adaptado Nuvilab®

A racao utilizada no presente trabalho foi fornecida pelo préprio CECAL, cuja
utilizacdo ja era feita no periodo que 0s animais se encontravam no biotério de
criacdo, e tambéem foi fornecida ad libitum da mesma forma que a agua. Para os
ratos, a racao era disposta na parte da tampa de inox da caixa de propileno
destinada ao alimento, e para os coelhos a racédo era disposta em comedouro de
inox externo a gaiola.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo — CEUA/Fiocruz, sob o numero LW — 010/05, atendendo a lei n®
11.794 de 11 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e aos Principios Eticos na
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Experimentacdo Animal da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de
Laboratorio — SBCAL, conforme anexo 03.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos pesando entre 180 e 250 g e coelhos entre 1800 e
2000 g, divididos em um grupo controle e quatro grupos experimentais, para cada
uma das espécies analisadas, contemplando-se ambos os sexos, totalizando 50
animais (25 machos e 25 fémeas).

Cada grupo era composto por 10 animais, sendo 05 machos e 05 fémeas,
alojados individualmente, onde as concentracdes utilizadas seguiram as doses fixas
pré-determinadas nas orienta¢des do guia da OECD N° 420, e foram distribuidos da
seguinte forma:

v" Grupo 1: Controle, utilizou-se solucéo fisiologica (NaCl 0,9%);
v" Grupo 2: JME-173, 5 mg/kg;

v" Grupo 3: JME-173, 50 mg/kg;

v" Grupo 4: JME-173, 300 mg/kg;

v" Grupo 5: IME-173, 2000 mg/kg.

Os animais foram submetidos ao jejum prévio de alimento na noite anterior a
administrac@o do farmaco JME-173. Para a administracdo por via oral, 0os animais
foram contidos mecanicamente, por ser considerada uma técnica de baixo grau de
invasividade, com nenhum ou pouco desconforto e/ou estresse, conforme
classificacdo contida na Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais
para fins cientificos e didaticos — DBCA do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA (BRASIL, 2016).

Através da sonda de gavage (figura 06), introduzida na boca do animal e

conduzida pelo es6fago, a solucao foi dispensada no estbmago.
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Figura 06: Sonda para gavage. A usada em ratos e

B usada em coelhos.

Foto: o préprio autor. 2015.

Cada animal teve sua dose individualizada, de acordo com o peso corporal,
cuja anotacgdo foi feita no final do dia anterior ao da administracdo e o volume final
foi ajustado para que ndo excedesse aos preconizados. Para ratos, o volume final
preconizado foi de 1 ml e para coelhos o volume final preconizado foi de 3 ml,
respeitando-se assim o limite de 1 ml a cada 100 g de peso do animal, e priorizando

0 seu bem estar conforme as orientacdes da CEUA e DBCA.

3.4 PARAMETROS AVALIADOS:

A escolha dos parametros avaliados e 0s momentos 0s quais tais analises
foram realizadas seguiram as orientacfes dos guias da OECD 420 e ANVISA, e foi

conduzido conforme ilustra a figura 07.



51

Figura 07: Conducéo do Teste de Toxicidade Aguda da molécula JME — 173.
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3.4.1 Avaliagdo do peso corporal e ingestéo alimentar

O peso corporal foi registrado no dia anterior a administracdo da substancia
JME-173 e nos dias 01, 03, 07 e 14 apo6s da administracdo, sendo anotados em
tabela propria. A intencdo de analisar este parametro foi de além de acompanhar o
desenvolvimento do animal frente ao desafio, e dar subsidios reais para a decisdo
de assumir endpoint para o teste.

Para o registro do peso e consumo de racéo, nos ratos foi utilizada a balanca
da marca Acculab® modelo Vicon, com faixa de utilizacédo de 0,01 a 610 g. Ja para o
registro dos coelhos, foi utilizada a balanca da marca Sartorius® modelo U6100, com
faixa de utilizacdo de 5 a 6000 g. Ambas devidamente calibradas pelo Setor de
Metrologia do INCQS.

A ingestdo alimentar foi registrada nos dias 01, 03, 07 e 14 apls da
administracdo substancia JME-173 e também foram anotadas em tabela prépria. A
intencdo de analisar este parametro também foi com o intuito de acompanhar o
desenvolvimento do animal frente ao desafio, e também determinar melhor de

assumir endpoint para o teste.
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3.4.2 Avaliacao dos sinais clinicos

Os animais foram avaliados individualmente apds a administracdo oral, no
primeiro dia nos tempos 15 e 30 minutos, e apds 01, 02, 04 e 08 horas. Nos 13 dias
seguintes foram avaliados uma vez ao dia, totalizando 14 dias de observacao.

As anotacdes a cerca dos sinais clinicos foram realizadas em tabela
elaborada especialmente para este trabalho, visto as diretrizes orientativas nao
serem especificas quanto ao que deveria ser observado. Foi consultada a literatura
recente sobre o tema, e estabelecido uma coletanea de sinais clinicos comuns as
espécies avaliadas, e outros sinais clinicos comuns aos sinais de toxicidade em
geral (CUNNHA, 2009; BICHARD e SHERDING, 1998; MOURA E MATTARAIA,
2009; YUN et al, 2015). Foram anotados na forma binominal SIM e NAO, conforme
demonstra o anexo 04.

A coletanea de parametros utilizados para avaliacdo dos sinais clinicos foi
selecionada na tentativa de contemplar a maior gama possivel de sinais que

pudessem sugerir a condi¢cdo de toxicidade, e ficaram agrupados da seguinte forma:

Exploracdo: observar se os animais estédo explorando toda a area da caixa;

Frémito vocal: verificar se 0s sinais sonoros emitidos pelos animais estédo

aumentados ou diferentes do normal da espécie;

Resposta ao toque: observar se os animais respondem exageradamente ao estimulo

do toque da manipulacéo;

Resposta a pincamento da cauda: como auxilio de uma pinca anatdmica, faz-se uma

pressdo moderada na cauda do animal e observa-se a resposta sensitiva de dor;
Ataxia: verificar se ha irregularidades das a¢des musculares ou falta de coordenacédo
na acao de movimentar-se;

Reflexo de endireitamento: verificar se ha auséncia de propriocepcdo ao se colocar

o animal em decubito dorsal, direito e esquerdo e observar seu reposicionamento;

Reflexo auricular: verificar se 0 animal responde a excitacdo provocada pela ponta

da pinca anatdbmica nas regides peri-auriculares direita e esquerda, através de

movimentag&o do pavilh&o auricular;
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Reflexo palpebral: verificar se o animal responde a excitacdo provocada pela ponta

da pingca anatbmica nas regides peri-orbitais medial e lateral de ambos os olhos,
através do fechamento das pélpebras;

Straub: observar se o animal apresenta cauda ereta, muitas vezes com a ponta
quase tocando a cabeca, devido a espasmo da musculatura proxima a base da
cauda e ao redor do anus, caracteristica dos opiaceos;

Piloerecao: observar se ha ericamento dos pelos;

Dacriorréia: verificar se ha a presenca de secrecdo ocular, que em geral apresentam
tonalidade avermelhada;

Ptoses: observar a ocorréncia de fechamento palpebral uni ou bilateral, quando o
animal est4 em atividade;

Miccao: verificar se houve aumento ou diminuicdo da urina eliminada na maravalha;
Defecacgéo: comparar se as fezes expelidas sdo diferentes em quantidade ou forma,

com as do grupo controle.

3.4.3 Determinacao de Endpoint

Os guias de conducao utilizados no presente estudo também orientam sobre
anotacdo de anormalidades dos sinais clinicos de toxicidade estabelecidos, a sua
duracdo e reversibilidade, bem como a época do aparecimento, a intensidade, a
duracéo e a progressao dos mesmos (OECD, 2001).

Foi determinado entdo como endpoint para o presente trabalho, conforme cita
Frajblat e colaboradores (2008), alguns sinais clinicos que persistissem por mais de
24 horas, tais como: sinais graves de dor cuja postura proprioceptiva esteja
arqueada, diminuicdo do auto-cuidado com acumulo de sujidade no pelo, auséncia
de movimentacdo pelo ambiente, estado respiratorio ofegante, diminuicdo drastica
ou cessacdo da ingestdo alimentar e hidrica, além da perda ou 0 ndo ganho de peso
nas datas de pesagem pré-estabelecidas.

Caso algum animal se encontrasse em qualquer uma dessas circunstancias,
seria encaminhado para a finalizacdo humanitaria, que seria feito com a
administracdo da substancia anestésica tiopental na dose de trés a quatro vezes a

utilizada com o intuito de inducdo de plano anestésico, a fim de se provocar a
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overdose barbiturica e consequente oObito. Seria utilizada via intraperitoneal — IP em
ratos e pela via intravenosa — IV em coelhos, cujo volume utilizado para tal
procedimento seria calculado levando-se em consideracdo o seu peso corporal no
momento da execucdo, e entdo seria considerado como Obito no grupo onde

estivesse inserido.

3.4.4 Avaliacdo Hematoldgica e Bioquimica

Finalizados os 14 dias de observacfes apds a administracdo da molécula
JME-173, foi realizada a coleta sanguinea para avaliacdo hematologica e
bioguimica, a qual foi utilizado o protocolo anestésico com cetamina 100 mg/kg e
xilazina 5 mg/kg, para ambas as espeécies. O volume final utilizado para este
procedimento foi calculado apds a ultima avaliacdo do peso corporal de cada animal,
a fim de se garantir a seguranca e eficacia do ato anestésico, bem como priorizar o
bem-estar dos animais. Os ratos receberam o protocolo anestésico pela via IP e os
coelhos pela via IM.

Apbs a certificacdo de que o animal se encontrava no estagio desejavel do
plano anestésico, apds perda dos reflexos interdigitais e auséncia da movimentagao
caudal apdés pincamento, a coleta sanguinea realizou-se através de puncédo
cardiaca, com o animal em decubito lateral esquerdo, guiando-se pelos espacos
intercostais, entre 0 5° e 6° e palpando-se a regido do pré-cordio, conforme

exemplifica a figura 08.
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Figura 08: Punc¢do cardiaca em Ratos Wistar.

Foto: Miguel Briick, 2015.

Nos ratos, foi realizada a puncéao utilizando-se seringa de 5 ml e agulha 25 x
0,7; e nos coelhos utilizou-se seringa de 20 ml e agulha 25 x 0,8. Para a avaliagéo
hematoldgica o sangue coletado foi acondicionado em tubos com o anticoagulante
EDTA, e para a avaliacao bioguimica o sangue coletado foi acondicionado em tubos
contendo ativador de coagulo.

As analises séricas foram realizadas através da utilizagdo da Plataforma
Tecnolégica de Analises Clinicas do CECAL do Programa de Desenvolvimento e
Insumos para a Saude — PDTIS da Fiocruz, e pelo laboratério de analises clinicas
veterinarias Laborlife LTDA®.

Os seguintes parametros foram analisados:

- Avaliacdo hematolégica: hematdcrito, concentragcdo de hemoglobina, volume
corpuscular médico, concentragcdo de hemoglobina corpuscular média, contagem
eritrécitos, contagem de plaguetas, contagem total de leucdcitos;

- Avaliagdo bioquimica: &cido drico, enzima aspartato aminotransferase, enzima
alanino aminotransferase, creatinina, proteinas totais colesterol total, fosfatase
alcalina, fésforo, albumina, glicose, potassio, sodio e uréia,
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3.4.5 Finalizacdo Humanitéaria

Foi realizada logo apos a coleta sanguinea, a finalizacdo humanitaria de cada
animal, através da puncao cardiaca total, e a certificacdo do ébito por hipovolemia
em plano anestésico, certificando-se a cessagdo dos batimentos cardiacos com o
auxilio de um estetoscopio cardiaco pediatrico. Assim evitou-se a adicdo de novas
drogas que pudessem interferir na avaliacdo final do ensaio, bem como o uso de
atmosfera enriquecida com gas anestésico, preservando as estruturas pulmonares,
0 que poderia acarretar em alteracbes dos parametros visuais do exame de

anatomopatologia macroscopica.

3.4.6 Avaliacdo anatomopatoldgica e avaliacdo do peso dos 6rgaos

Foi realizado o exame anatomopatolégico macroscépico de todos os animais
dos grupos experimentais e controle, a fim de se coletar o maior nimero de
informacdes sobre possiveis alteracées funcionais dos érgaos, bem como sinais
sistémicos de toxicidade.

Apos a certificacdo do 6bito, o animal foi colocado em decubito dorso-ventral,
e feito o exame externo, a fim de se observar linfonodos subcutaneos externos, pele
e pelos, cavidades e orificios naturais, bem como a qualidade das mucosas.

Foi realizado o exame anatomopatolégico macroscoépico de todos 0s animais
(grupos experimentais e controle), a fim de se coletar o maior numero de
informacdes sobre possiveis alteracées funcionais dos érgaos, bem como sinais
sistémicos de toxicidade.

Cada animal foi posicionado em decubito dorso-ventral, e feito incisao
mentopubiana superficial. Seguiu-se dissecando a pele e subcutaneo de todo torax,
regido cervical ventral e abdome com o auxilio de um bisturi com lamina N° 21, a fim
de expor os linfonodos dessas regiées. Com o auxilio de uma tesoura cirargica curva
ponta romba fez-se a desarticulagdo dos membros anteriores e posteriores de

maneira que ocorra a exposi¢cado completa da pelve e térax para melhor visualizagéo.
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Com o auxilio de um bisturi com lamina N° 21, fez-se pequena incisdo
abdominal junto a cartilagem xiféide, seguindo pela linha alba até o pubis. Com
auxilio de um costétomo, desarticulou-se a regido costocondral em todos os pontos
de fixacdo das costelas, bem como seccionou-se os ramos cranial e caudal do
pubis, permitindo a visualizagdo dos 6rgaos “in situ” nas cavidades toracica,
abdominal e pélvica; e em seguida os érgaos foram deslocados com o auxilio de
uma pinca anatémica, a fim de melhor visualizacdo de acordo com suas posi¢cdes
topograficas. Em sequéncia, cada orgao, viscera e linfonodo foram retirados para
melhor avaliacdo, e posterior pesagem e resseccao quando necessario.

Foram selecionados para pesagem isolada, os seguintes 6rgaos e registrados
em tabela para avaliacdo do peso absoluto e relativo: baco, figado, pancreas, rim
direito, rim esquerdo, linfonodo mesentérico, pulméao, coracao e timo.

O peso absoluto foi registrado a partir da pesagem direta de cada 6rgdo
selecionado, e o peso relativo foi obtido através do calculo do peso absoluto do
orgao dividido pelo peso vivo do animal dividido por cem, de acordo com a férmula:

Peso relativo do 6rgéao = (peso absoluto do 6rgao/peso vivo do animal) x 100.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Y

Os resultados foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov; e para essa avaliagdo, um p valor maior que 0,1 indica que os
dados se distribuem normalmente.

Caso as distribuicbes ndo possuam caracteristicas de normalidade, utilizou-se
o teste de Kruskal-Wallis (para trés ou mais amostras). Quando os dados analisados
se distribuiam normalmente, utilizou-se entdo o teste de Levene para a
homocedasticidade, onde as variancias foram consideradas normais quando o p
valor foi maior que 0,05.

Sendo as variancias iguais, utilizou-se uma ANOVA global para verificar se
haviam diferencas entre os grupos. Onde estas foram observadas, procedeu-se com
uma ANOVA de menor ordem juntamente com o teste de Bonferroni para

comparacdes multiplas, ou o teste de Tamhane quando as variancias foram
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diferentes. Foram considerados como tendo significancia estatistica quando valores
de p se apresentavam menores que 0,05
As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS 20.0

para Mac.



4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS SINAIS CLINICOS
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Na avaliagdo dos sinais clinicos em ratos Wistar, ndo houve nenhuma

anotacdo de alteracbes nos padrbes estabelecidos para esta avaliacdo, e nao foi

necessaria a realizagdo da finalizagdo humanitaria, cujo animal seria considerado

Obito, conforme os critérios estabelecidos no item 3.4.3. O resultado encontra-se

apresentado na Tabela 01, e ndo houve a ocorréncia de 6bitos durante os 14 dias de

observacéao.

Tabela 01: Resultado da Avalia¢éo dos Sinais Clinicos, em ratos Wistar 14 dias ap6s a administragdo oral com

dose Unica de JME-173.

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg

300 mg/kg

2000 mg/kg

Sem alteragbes. Sem alteracdes. Sem alteracdes.

Machos ) ) ]
Sem 6bitos. Sem 6bitos. Sem Obitos.

Sem alteracdes.
Sem 6bitos.

Sem alteracdes.
Sem ébitos.

Sem alteragbes. Sem alteragbes. Sem alteragdes.

Fémeas . . .
Sem 6bitos. Sem 6bitos. Sem Obitos.

Sem alteracdes.

Sem 6bitos.

Sem alteragoes.

Sem 0bitos.

A avaliacdo dos sinais clinicos na espécie de coelhos Nova Zelandia albino,

comportou-se da mesma forma que a espécie rato Wistar, ou seja, ndo houve

nenhuma anotacdo de alteracbes nos padroes estabelecidos para esta avaliacao e

ndo foi necesséaria a realizacdo da finalizagdo humanitaria, conforme os critérios

estabelecidos no item 3.4.3. O resultado encontra-se na Tabela 02, e da mesma

forma que a avaliacdo da espécie de rato Wistar ndo houve a ocorréncia de Obitos

durante os 14 dias de observacéo.



Tabela 02: Resultado da Avaliagdo dos Sinais Clinicos, em coelhos Nova Zelandia albino, 14 dias

apos a administracdo oral com dose Unica de JME-173.
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JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Sem Sem Sem Sem Sem
Machos  alteragdes. alteragoes. alteragoes. alteragoes. alteragoes.
Sem 6bitos. Sem obitos. Sem obitos. Sem obitos. Sem obitos.
Sem Sem Sem Sem Sem
Fémeas alteracoes. alteracoes. alteracoes. alteracoes. alteracoes.
Sem o6bitos. Sem o6bitos. Sem o6bitos. Sem o6bitos. Sem obitos.

4.2 AVALIACAO DO GANHO DE PESO FINAL

O calculo do ganho de peso final foi obtido através do somatério das

diferencas entre o peso inicial e os dias 01, 03, 07 e 14, da seguinte forma:

Ganho de Peso Final (g) = Y (Peso p1 — Peso inicial) + (Peso ps — Peso p1) + (Peso b7
— Peso p3) + (Peso pi4 — Peso o).

Esses valores foram expressos em média e desvio padrdo da média de cada
grupo experimental e o grupo controle.

Na avaliacdo do ganho de peso final da espécie rato Wistar, todos os animais
dos grupos experimentais e do grupo controle ganharam peso conforme os padrbes
fisiolégicos para a espécie, e estdo apresentados na tabela 03. Ndo foi observada
diferenca significativa (p < 0,05) no ganho de peso dos animais dos grupos

experimentais e em relagcdo aos dos grupos controle
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Tabela 03: Avaliagdo do Ganho de Peso Final (g) em ratos Wistar, 14 dias apds a administracao oral em dose
Gnica de JME 173.

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Machos 73 02 + 10,43 74,82 +8,83 729821 71,4+7,78 7344 £3,58
Peso (g)
Femeas 23+4,4 27,25+7,3 26,532 21,6£26 21,6+3,3
Peso (g)

Os dados foram expressos em Média + Erro padrao da média (n=5 por grupos).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Também ndo foi observada diferenca significativa (p < 0,05) no ganho de

peso dos animais dos grupos experimentais e em relagdo aos dos grupos controle,

na avaliacdo dos dias 01, 03, 07 e 14, em ambas as espécies avaliadas, conforme

ilustra o gréfico 01.

Gréfico 01: Média de Peso (g) nos dias 0, 1, 3, 7 e 14, ap6s a administra¢céo oral em dose Unica de
JME-173, em ratos Wistar. Machos (A) e Fémeas (B).
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O calculo para o ganho de peso final da espécie coelhos Nova Zelandia albino

foi obtido da mesma forma que para a espécie rato Wistar, através do somatério das

diferencas entre o peso inicial e os dias 01, 03, 07 e 14, conforme exemplificado

anteriormente.
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E da mesma forma, no ganho de peso final da espécie coelhos Nova Zelandia
albino, os animais dos grupos experimentais e do grupo controle ganharam peso
conforme os padrdes fisiologicos da sua espécie. Os valores sdo apresentados na
tabela 04 e também foram expressos em média e desvio padrao da média. Também
nao foi observada diferenca significativa (p < 0,05) no ganho de peso dos animais
dos grupos experimentais e em relagdo aos dos grupos controle

Tabela 04: Avaliagdo do Ganho de Peso Final (g) em coelhos Nova Zelandia albino, 14 dias apds a
administragdo oral em dose Unica de JME 173.

JME 173(n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
Machos
Peso (g) 550,78 £ 71,58 513,12 £ 121,77 518,88 + 123,04 420,12 £ 74,04 451,12 + 119,84
Fémeas
Peso (g) 394,92 + 76,32 381,76 + 43,224 413,94 + 35,05 330,84 + 75,11 487,18+ 90,55

Os dados foram expressos em Média + Erro padrdo da média (n=5 por grupos).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Da mesma forma, ndo foi observada diferenca significativa (p < 0,05) no
ganho de peso dos animais dos grupos experimentais e em relagdo aos dos grupos
controle, na avaliagdo dos dias 01, 03, 07 e 14, ilustra o gréfico 02.

Gréfico 02: Média de Peso (g) nos dias 0, 1, 3, 7 e 14, apds a administragdo oral em dose Unica de

JME-173, em coelhos Nova Zelandia albino. Machos (A) e Fémeas (B).

A
B
2500 2500
2400 2400
2300 2300
2200
@2200 2100 «=@== Controle
52100 ! 2000 5 mg
22000 T 1900 50 mg
- 1800
1900
1700 s : 300 mg
1800 1600 —&— 2000 mg
1700 1500
0 1 3 7 14 0 1 3 7 14

Dia Dia
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4.3 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR

Para a avaliacdo da ingestdo alimentar, os valores foram obtidos a partir do
somatoério das pesagens individuais da racdo consumida por cada animal no

periodo, e foram expressos em média e desvio padrdo da média, da seguinte forma:

Soma da Ingestao Alimentar (g) = > Consumo p1 + Consumo ps + Consumo p7 +

Consumo p 14

Na avaliacdo da ingestéo alimentar da espécie ratos Wistar, todos os animais
dos grupos experimentais e do grupo controle ingeriram o alimento ofertado
conforme os padrdes fisiologicos de cada espécie avaliada e estdo apresentados na
tabela 05.

N&o foi observada diferenca significativa (p < 0,05) entre os animais dos

grupos experimentais e em relacdo aos dos grupos controle.

Tabela 05: Avaliacao da Soma da Ingestao Alimentar (g) por individuo, em ratos Wistar, durante 14
dias apés a administracdo oral em dose Unica de JME 173.

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
'\F’,'sscohéf 20,99 + 0,22 20,02 + 0,50 19,95 + 0,19 19,07 + 0,13 19,06 + 1,17
ii?oéé? 16,60 + 0,78 18,11 + 1,86 18,08 + 0,95 17,34 + 0,74 16,23 +0,91

Os dados foram expressos em Média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Os valores da soma da ingestdo alimentar por individuo da espécie coelho
Nova Zelandia albino sdo apresentados na tabela 06 e estdo expressos em meédia e
desvio padrédo da média. Nao foi observada diferenca significativa (p < 0,05) entre os

animais dos grupos experimentais e em relagdo aos dos grupos controle.
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Tabela 06: Avaliacdo da Soma da Ingestao Alimentar (g) por individuo, em coelhos Nova Zelandia
albino, durante 14 dias apds a administracao oral em dose Unica de JME 173.

JME 173 (n=5)
Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
ngrzg) 1238,24 + 18,20 1219,56 + 27,97 1220,38 +27,55 1207,66 +13,02 1208,7 + 25,40

ESST?; 1137,64 £ 8,36  1086,86 + 15,68 1112,54+42,73 1111,42+19,61 1109,44 18,96

Os dados foram expressos em Média + Erro padréo da média (n=5 por grupo).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Na avaliacdo dos parametros hematologicos na espécie ratos Wistar, foram
observadas diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle,
no parametro hematocrito no grupo de fémeas, de acordo com o teste de Bonferroni
cujos valores foram de 43,34% + 0,33 para a dose 5 mg/kg (p = 0,046); 42,04% *
0,33 para a dose de 50 mg/kg (p = 0,011) e 42,46% + 0,94 para a dose de 2000
mg/kg (p = 0,005), quando o grupo controle apresentou valore de 46,18% * 0,52,
havendo entdo uma diminui¢do estatisticamente significante, porém dentro da faixa
de variacdo informada pelos valores de referéncia fornecido pelo laborat6rio onde o
material foi avaliado, cujo valor foi de 40,2 a 54,6%.

Nos demais parametros, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo controle e os grupos experimentais, de acordo com a
tabela 07.



Tabela 07: Avaliacao hematolégica de ratos Wistar, 14 dias apds a administragcao oral com dose Unica de JME-173.

Machos

Hemacias (milhdes/mm3)
HGB (g/dL)

Hct (%)

VCM (fm3)

HCM (pg)

HCMC (g/dL)

Leuco (mil/mm3)

Plag (mil/mm3)

Fémeas

Hemécias (milh6es/mm3)
HGB (g/dL)

Hct (%)

VCM (fm3)

HCM (pg)

HCMC (g/dL)

Leuco (mil/mm3)

Plag (mil/mm3)

JME 173 (n=5)

Valores
Referenciais

8,2a8,8

8,0a9,0
40,2 a 54,6
55,6 a 59,4
18,1a 19,9
32,7a33,9

4,1a9,3

409,6 a 793,6

8,2a8,8

8,0a9,0
40,2 a 54,6
55,6 a 59,4
18,1a 19,9
32,7a33,9

4,1a9,3

409,6 a 793,6

Controle

7,51 +0,09
15,46 + 0,28
47,00 £ 0,65
62,52 + 0,53
20,68 + 0,36
32,86 + 0,35
5,98 +£ 0,89

909,40 + 55,77

7,91 +0,50
15,78 £ 0,29
46,18 + 0,52
57,62 + 0,37
19,92 + 0,49
35,06 + 0,22
4,04 £0,43

890,80 + 58,31

5 mg/Kg

7,83 +£0,07
16,10 + 0,34
48,42 £ 0,79
49,86 + 12,08
20,58 £ 0,32
33,26 + 0,25
7,52 £ 0,50
980,60 + 71,60

7,59 £ 0,05
14,84 + 0,09
43,34 £ 0,33*
57,34 + 0,32
19,48 £ 0,11
34,14 + 0,53

5,16 £ 0,50

927,40 + 21,54

50 mg/Kg

7,83 +0,15
16,02 + 0,18
48,38 £ 0,51
61,82 +0,73
20,48 £ 0,17
33,10+ 0,17
7,20 £ 0,66

961,80 + 57,06

7,33 +0,08
14,52 + 0,35
42,04 £ 0,33*
57,24 + 0,56
20,00+ 0,51
34,78 + 0,41

6,07+0,71

881,00 + 57,04

300 mg/Kg

7,71+0,24
15,86 + 0,61
47,42 £ 0,95
63,50 + 0,44
20,66 + 0,22
32,64 + 0,37
7,96 £ 0,62

816,00 + 36,37

7,77 £ 0,06
15,18 +0,07
44,68 + 0,54
58,30 + 0,45
19,86 + 0,37
34,32 + 0,58
5,50 £ 0,55

838,60 + 117,97

2000 mg/Kg

7,36 £0,12
15,18 + 0,33
46,98 + 0,98
63,84 + 0,62
20,62+ 0,14
32,34 + 0,36
5,94 +0,59

987,20 + 40,97

7,33+0,13

14,68 £ 0,21
42,46 = 0,94*
58,20 + 0,45
20,22 + 0,55
34,48 + 0,38
522+1,61

454,40 + 128,43

HGB, Hemoglobina; Hct, Hematécrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; HCMC, concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; Leuco, Leucdcitos Totais; Plag, Plaquetas.

Os dados foram expressos em média + Erro padrao da média (n=5 por grupo experimental)

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

S9
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Na avaliagdo dos parametros hematoldgicos na espécie coelhos Nova
Zelandia, foram observadas diferengas estatisticamente significantes em relacdo ao
grupo controle, nos seguintes parametros:

—Hematocrito: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 39,44%
+ 1,44 e de acordo com o teste Bonferroni, houve aumento estatisticamente
significativo nas doses de 5 mg/kg (p = 0,001) com valores de 42,24% + 2,97 e na
dose de 50 mg/kg (p = 0,007); com valores de 40,62% =* 1,25. Esses valores foram
maiores do que os informados nos valores de referéncia fornecidos pelo laboratério
onde foi analisado, que variou entre 26,4 e 37,2%. J& no grupo de machos, o grupo
controle apresentou valores de 32,80% = 0,83 e houve aumento estatisticamente
significativo na dose 5 mg/kg (p = 0,014) com valores de 33,02% + 0,74; na dose de
300 mg/kg (p = 0,037) com valores de 36,66% + 0,32 e nas doses de 2000 mg/kg (p
= 0,006) com valores de 37,06% + 0,65. O valor de referéncia fornecido pelo
laboratério onde o material foi analisado que variou entre 31,1 e 36,1%; e todos os
valores dos grupos experimentais e controle se encontravam dentro dessa faixa de
variacdo informada pelos valores de referéncia fornecidos pelo laboratério onde o
material foi avaliado.

—VCM: no grupo de fémeas, o grupo controle apresentou valores de 71,46 + 0,38
fm3 estando acima dos valores de referéncia fornecido pelo laboratério onde o
material foi analisado que variou entre 58,5 a 62,7 fm3; e de acordo com o teste de
Tamhane houve diminuicdo estatisticamente significativa na dose de 5 mg/kg (p =
0,007) com valores de 71,06 fm® + 0,63, na dose de 50 mg/kg (p = 0,022) com
valores de 71,88 fm3 + 1,23 , na dose de 300 mg /kg (p= 0,001) com valores 68,84
fm3 + 0,92; e na dose de 2000 mg/kg (p= 0,002) com valores de 69,56 fm3 + 0,58.
Todos os valores dos grupos experimentais e controle se encontravam acima da
faixa de variacdo informada pelos valores de referéncia fornecido pelo laboratério
onde o material foi avaliado. Ja no grupo dos machos, o grupo controle apresentou
valores de 60,26 fm® + 0,70 e houve diminuicdo estatisticamente significativa na
dose de 5 mg/kg (p = 0) com valores de 57,42 fm3 + 1,65; ja na dose 50 mg/kg (p =
0) houve aumento estatisticamente significativo com valores de 61,96 fm® + 1,48,
bem como na dose de 300 mg/kg (p = 0) com valores de 62,07 fm® + 0,88 e também
na dose de 2000 mg/kg (p = 0) com valores de 63,36 fm3+ 0,85. O valor de
referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi analisado variou entre 53,2 e

66,4 fm® e todos os valores dos grupos experimentais e controle se encontravam
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dentro dessa faixa de variacdo fornecida pelo laboratério onde o material foi
avaliado.

—HCM: no grupo de fémeas o grupo controle variou em 20,78 pg + 0,31, e de
acordo com o teste de Tamhane, houve diminuicdo estatisticamente significativa na
dose de 5 mg/kg (p=0,005) cujo valor foi de 20,54 pg + 0,23; porém 0 mesmo estava
dentro da faixa de variacdo informada pelos valores de referéncia fornecido pelo
laboratorio onde o material foi avaliado, que variou entre 17,7 a 21,9 pg. J4 no grupo
de machos o grupo controle apresentou valores de 19,18 pg + 0,25; e de acordo com
o teste de Bonferroni houve aumento estatisticamente significativo na dose de 50
mg/kg (p = 0,002) cujo valor foi de 19,70 pg + 0,58, e na dose de 300 mg/kg (p =
0,017) com valor de 19,39 pg + 0,28; porém estes valores estavam dentro da faixa
de variacdo informada pelos valores de referéncia fornecido pelo laboratério onde o
material foi avaliado, que variou entre 17,9 a 21,9 pg.

—HCMC: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valor de 29,22 g/dL *
0,30 e de acordo com o teste de Bonferroni houve aumento estatisticamente
significativo na dose de 5 mg/kg (p = 0) cujo valor foi de 28,94 g/dL £ 0,24. Ja na
dose de 50 mg/kg (p = 0) com valores de 29,54 g/dL = 0,47, na dose de 300 mg/kg
(p = 0,001) com valores de 30,34 g/dL + 0,19 e na dose de 2000 mg/kg (p = 0, 001)
com valores de 29,28 g/dL + 0,24 houve aumento estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle; porém esses valores estavam dentro da faixa de variacéao
informada pelos valores de referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi
avaliado cujo valor variou entre 30,1 a 33,6 g/dL. No grupo de machos o grupo
controle apresentou valores de 31,82 g/dL + 0,23 e de acordo com o teste de
Bonferroni, houve diminuicdo estatisticamente significativa na dose de 5 mg/kg (p =
0) com valores de 32,03 g/dL + 044; na dose de 50 mg/kg (p = 0) com valores de
31,77 g/dL £ 0,21; na dose de 300 mg/kg (p = 0,019) com valores de 31,09 g/dL +
0,16 e 2000 mg/kg (p = 0) com valores de 31,25 g/dL * 0,18; porém estes valores
estavam dentro da faixa de variacdo informada pelos valores de referéncia fornecido
pelo laboratério onde o material foi avaliado, que variou entre 30,2 a 33,8 g/dL.
—Leucacitos: no grupo de fémeas o grupo controle variou em 3,50 mil/mm?2 + 0,27, e
de acordo com o teste de Bonferroni, houve aumento estatisticamente significativo
na dose de 5 mg/kg (p = 0, 013) com valores de 5,10 mil/mm?3 + 0,05, sendo que
este valor se encontrava acima da faixa de variagdo informada pelos valores de

referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi avaliado, e cujo valor foi de
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2,4 a 4,6 mi/mmé. Ja no grupo de machos ndo foi observado diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo controle e 0s grupos experimentais, de
acordo com o teste de Tamhane, porém a dose de 2000 mg/kg encontrava-se
abaixo dos valores de referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi
avaliado, cujo valor foi de 2,79 + 0,21 mil/mm?3.
—Plaquetas: no grupo de machos o grupo controle apresentou valores de 330,60
mil/mm3 + 24,35, e de acordo com o teste de Bonferroni houve diminuicédo
estatisticamente significativa na dose de 300 mg/kg (p = 0,006) com valores de
244,00 mil/mm?3 + 39,45 e na dose de 2000 mg/kg (p = 0, 026) com valores de
180,20 mil/mm? + 22,85. Porém todos 0s grupos experimentais e o grupo controle se
encontravam dentro da faixa de variacdo dos valores de referéncia fornecido pelo
laboratério onde o material foi avaliado, com valores de 107 a 591 mil/mm3. No
grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 463,40 mil/mm?3 + 34,60, e
houve aumento estatisticamente significativo, de acordo com o teste de Bonferroni,
na dose de 5 mg/kg (p = 0,003) com valores de 507,20 mil/mm? + 87,39; na dose de
300 mg/kg (p = 0,001) com valores de 612,40 mil/mm? + 39,48; e na dose de 2000
mg/kg (p = 0) com valores de 464,80 mil/mm? £13,32; ja4 na dose de 50 mg/kg (p = 0)
houve diminuicdo estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
apresentando valores de 415,00 mil/mm?3 + 31,83, e apenas a dose de 300 mg/kg se
encontrava acima da faixa de variacdo informada pelos valores de referéncia
fornecido pelo laboratério onde o material foi avaliado, que apresentou valores 157 a
631 mil/mm3

Nos demais parametros, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo controle e 0s grupos experimentais, de acordo com a
tabela 08.



Tabela 08: Avaliacdo hematolégica de coelhos Nova Zelandia albino, 14 dias apds a administracéo oral com dose Unica de JME-173.

Machos

Hemacias (milhdes/mm§)
HGB (g/dL)

Hct (%)

VCM (fm3)

HCM (pg)

HCMC (g/dL)

Leuco (mil/mms3)

Plag (mil/mms3)

Fémeas

Hemacias (milhdes/mm§)
HGB (g/dL)

Hct (%)

VCM (fm3)

HCM (pg)

HCMC (g/dL)

Leuco (mil/mms3)

Plag (mil/mm§)

JME 173 (n=5)

Valores

Referenciais

34a7.2

8,8a9,8
31,1a36,1
53,2 a 66,4
179a21,9
30,2 a 33,8
3,2a7.2

107 a 591

24a4,6

9,8a11,8
26,4 a37,2
58,5 a62,7
17,7a21,9
30,1 a33,6
24a4,6

157 a 631

Controle

5,45+0,19
10,44 + 0,27
32,80+ 0,83
60,26 + 0,70
19,18 £ 0,25
31,82 +0,23
4,72 + 0,24

330,60 + 24,35

5,04 £0,40
11,54+ 0,33
39,44+ 1,44
71,46 + 0,38
20,78 + 0,31
29,22 + 0,30
3,50 £ 0,27

463,40 + 34,60

5 mg/Kg

5,58+0,21

10,58 +0,36
33,02 +0,74*
57,42 + 1,65*
18,35+ 0,31
32,03 £ 044~
5,58 £ 0,55

271,40 + 34,66

5,94 £ 0,40
12,20 £ 0,75
42,24 £ 2,97
71,06 £ 0,63*
20,54 £ 0,23*
28,94 + 0,24*
5,10 + 0,05*

507,20 = 87,39*

50 mg/Kg

5,52 £ 0,27
10,82 + 0,36
34,06 £ 1,16
61,96 +1,48*
19,70 + 0,58*
31,77 £0,21*

4,90 + 0,38

232,80 +19,31

5,63+0,24

11,90+ 0,24
40,62 + 1,25*
71,88 +1,23*
21,30 + 0,47
29,54 + 0,47

4,32 + 027

415,00 + 31,83*

300 mg/Kg

5,91 +0,04
11,40+0,11
36,66 + 0,32*
62,07 £ 0,88*
19,39 + 0,28*
31,09 £ 0,16*

3,83+0,46

244,00 + 39,45*

5,99 +0,24
12,50 + 0,54
41,18 £ 1,63
68,84 + 0,92*
20,90 + 0,39
30,34 £ 0,19*

5,58 £ 0,48

612,40 + 39,48*

2000 mg/Kg

5,87 +0,18
11,58 £ 0,17
37,06 + 0,65*
63,36 +0,85*
19,76 £ 0,41
31,25+ 0,18*

2,79+£0,21

180,20 + 22,85*

6,15+ 0,20
12,62 + 0,47
43,12+ 1,61
69,56 + 0,58*
20,38 + 0,09
29,28 +0,24*

3,96 +0,39

464,80 +13,32*

HGB, Hemoglobina; Hct, Hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; HCMC, concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; Leuco, Leucdcitos Totais; Plag, Plaguetas.

Os dados foram expressos em média + Erro padrao da média (n=5 por grupo experimental)

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).
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4.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS:

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos na espécie ratos Wistar, foram
observadas diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle,
nos seguintes parametros, apresentados nas tabelas 09 e 10:

—Sdbdio: no grupo de fémeas, o grupo controle apresentou valores de 138,60 mEq/L
+ 0,81; e de acordo com o teste de Bonferroni houve aumento estatisticamente
significativo na dose de 300 mg/kg (p = 0,02) com valores de 143,00 mEg/L + 0,77 e
na dose de 2000 mg/kg (p = 0,047) com valores de 142,60 mEqg/L + 0,98., porém
estes valores se encontravam dentro da faixa de variacdo informada pelos valores
de referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi avaliado, cujo valor foi
entre 135 e 146 mEg/L. JA no grupo dos machos o grupo controle apresentou
valores de 146,60 mEQg/L + 1,63 e segundo o teste de Bonferroni, somente a dose de
grupo 300 mg/kg teve aumento estatisticamente significativo, com p = 0,002; e
valores de 155 mEg/L + 1,41, que se encontra acima da faixa de variacao informada
pelos valores de referéncia fornecido pelo laboratério onde o material foi avaliado,
cujo valor variou entre 135 a 146 mEqg/L.

—Glicose: no grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de 183,40
mg/dL + 17,36 e acordo como teste de Bonferroni, na dose de 300 mg/kg, houve
aumento estatisticamente significativo, com p = 0,031 e valores de 255,00 mg/dL *
14,20; estando acima da faixa de variacdo dos valores de referéncia informada pelo
laboratorio onde o material foi avaliado, cujo valores variou entre 50 a 135 mg/dL.
Contudo todos os grupos se encontravam acima da faixa de variacao dos valores de
referéncia informada pelo laboratério onde o material foi avaliado, com valores de
190,20 mg/dL + 16,26; 194,40 mg/dL + 14,01 e 242,20 mg/dL + 13,08 para as doses
de 5, 50 e 2000 mg/kg respectivamente.

—Colesterol: no grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de 70,40
mg/dL = 2,18; e de acordo com o teste de Tamhane, somente no grupo de machos,
na dose de 2000 mg/kg houve aumento estatisticamente significativo, com p = 0,007
e valores de 87,40 mg/dL = 2,34, estando este valor dentro da faixa de variacao
informada pelo laboratério onde o material foi avaliado, cujo valor foi entre 20 a 92

mg/dL; assim como as demais. Nos demais parametros, ndo foram observadas
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diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e 0s grupos

experimentais.



Tabela 09: Avaliacao bioquimica sérica de ratos Wistar machos, 14 dias apés a administracédo oral com dose Unica de JME-173.

JME 173 (n=5)

Valores

Referenciais Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
Machos
Na (mEq/L) 135 a 146 146,60 £ 1,63 149,80 + 0,49 149,40 £ 0,81 155,00 + 1,41~ 150,00 + 1,70
K (mEg/L) 4a5,9 5,38 +£0,24 4,64 £ 0,16 5,14 £ 0,13 6,28 £ 0,44 6,22 £ 0,45
Glicose (mg/dL) 50a 135 183,40 £ 17,36 190,20 + 16,26 194,40 £ 14,01 255,00 £ 14,20* 242,20 £ 13,08
Uréia (mg/dL) 9a3l 47,70 £ 4,05 49,46 + 1,28 49,92 + 3,33 50,46 £ 2,42 55,50 £ 1,03
Creatinina (mg/dL) 0,05 a 0,65 0,22 + 0,02 0,22 + 0,02 0,20 + 0,00 0,20 + 0,00 0,20 + 0,00
Acido Urico (mg/dL) 0,8a4,4 1,62 + 0,52 1,34 + 0,44 0,82 +0,19 1,08 + 0,10 0,96 + 0,11
Albumina (g/dL) 3,8a4,8 3,02+0,14 3,06 + 0,05 3,10+ 0,05 2,94 +0, 05 3,20+ 0,04
P (mg/dL) 58a11,2 8,98 £ 0,51 8,30 £ 0,15 8,92 £0,24 11,70 £ 0,62 10,26 £ 0,71
AST (U/L) 39al1l1l1 72,00 £ 6,39 66,20 £ 0,80 75,20 £ 0,05 115,00 £ 12,08 101,20 £ 13,29
ALT (U/L) 20a 6l 45,20 £ 2,40 50,20 £ 0,37 46,20 = 3,76 58,20 £ 4,50 60,00 £ 5,20
FA (U/L) 16 a 302 223,40+ 3,71 268,00 = 15,44 220,20 + 15,16 219,40 +£11,19 209,00 + 3,03
Colesterol (mg/dL) 20a92 70,40 £ 2,18 71,80+ 2,82 77,20 £ 0,86 78,40 £ 5,01 87,40 £ 2,34*
PTN total (g/dL) 53a6,9 4,86 + 0,20 5,00 + 0,05 5,10+ 0,10 4,86 + 0,07 5,20+ 0,11

Na, Sadio; K, Potassio; P, Fésforo; AST, Aspartato Aminotransferase; ALT, Alanina Aminotransferase; FA, Fosfatase Alcalina; PTN tot, Proteinas totais.

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo experimental).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).
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Tabela 10: Avaliacdo bioquimica sérica de ratos Wistar fémeas, 14 dias apés a administracdo oral com dose Unica de JME-173.

Fémeas

Na (mEq/L)

K (mEg/L)

Glicose (mg/dL)
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Albumina (g/dL)

P (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

FA (U/L)
Colesterol (mg/dL)
PTN total (g/dL)

JME 173 (n=5)

Valores

Referénciais Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
135 a 146 138,60 + 0,81 142,00 + 0,95 142,4 £ 0,40 143,00 + 0,77* 142,60 + 0,98*
4a5)9 4,46 + 0,35 4,16 + 0,27 4,76 £ 0,19 4,47 + 0,36 5,7+0,28
50 a 135 188,00 + 29,29 201,40 + 11,40 172,40 + 12,57 170,20 + 7,86 150,80 £ 9,19
9a3l 47,68 + 2,86 49,58 + 1,06 55,14 + 1,80 47,14 £ 3,79 53,82 +4,58

0,05 a 0,65 0,30 + 0,00 0,28 + 0,02 0,26 + 0,02 0,24 £ 0,02 0,24 +0,02

0,8a4,4 1,54 +0,62 1,32+0,42 1,26 £ 0,27 1,28 £ 0,27 1,32 +£0,15
3,8a4,8 2,72+ 0,20 2,82 +0,16 2,42 +0,22 2,92 +0,13 2,90+0,11
58a11,2 6,64 + 0,62 6,42 + 0,73 8,08 + 0,51 7,58 +0,42 7,82 +0,23
39a 111 97,80+ 0,73 126,40 £ 41,11 113,80 + 20,51 123,80 + 15,18 177,00 £ 41,49
20a 61 59,20 + 18,33 38,80 + 6,86 34,00 £ 5,78 33,00 £ 2,90 27,20 £ 5,60
16 a 302 116,80 + 30,55 80,00 + 23,77 100,60 + 30,45 105,00 + 8,50 86,00 + 11,21
20a92 64,40 + 3,88 66,60 + 2,29 56,60 * 5,28 72,00 £ 2,70 63,20 £ 5,77
53a6,9 5,42 + 0,24 6,14 + 0,16 5,20+ 0,51 6,00 + 0,22 6,06 + 0,33

Na, Sdadio; K, Potassio; P, Fésforo; AST, Aspartato Aminotransferase; ALT, Alanina Aminotransferase; FA, Fosfatase Alcalina; PTN tot, Proteinas totais.

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo experimental).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

€L
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Na avaliacdo dos parametros bioquimicos na espécie coelhos Nova Zelandia
albino, foram observadas diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao
grupo controle, nos seguintes parametros apresentados nas tabelas 11 e 12:
—Potéassio: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 5,02 + 0,33
mMEQ/L, e de acordo como teste de Bonferroni, houve diminuicdo estatisticamente
significante na dose de 5 mg/kg (p = 0,031) com valores de 4,86 mEqg/L = 0,18; e na
dose de 50 mg/kg (p = 0,027) com valores de 4,72 mEqg/L £ 0,17; e esses valores se
encontravam dentro da faixa de variacdo dos valores de referéncia informada pelo
laboratério onde o material foi avaliado, que apresentou variagcdo de 3,3 a 6,9
mEg/L. No grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de 3,68 mEg/L
10,12; e de acordo com o teste de Tamhane, houve aumento estatisticamente
significante na dose 5 mg/kg (p = 0,01) com valores de 3,94 mEqg/L + 0,07; e na dose
de 50 mg/kg (p = 0,015) com valores de 3,92 mEqg/L £ 0,16; contudo esses valores
também se encontram dentro da faixa de variagdo dos valores de referéncia
informada pelo laboratério onde o material foi avaliado cuja variacao foi de 3,3 a 6,9
mEq/L.

—Glicose: no grupo de machos o grupo controle apresentou valores de 172,90
mg/dL £ 7,03, e de acordo com o teste de Bonferroni, foram encontrados aumentos
estatisticamente significantes na dose 50 mg/kg (p = 0,015) com valores de 189,76
mg/dL £ 20,26; e na dose de 2000 mg/kg (p = 0,022) com valores de 177,98 mg/dL *
10,06, sendo esses que valores e o proprio valor do grupo controle ja se
encontravam acima da faixa de variagdo dos valores de referéncia informada pelo
laboratério onde o material foi avaliado, cuja variacdo foi de 75 a 145 mg/dL.

—Uréia: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 30,70 mg/dL +
3,38, e de acordo como teste de Bonferroni, houve aumento estatisticamente
significante na dose de 300 mg/kg (p = 0,024) com valores de 32,58 mg/dL + 2,14; e
na dose de 2000 mg/kg (p = 0,015) com valores de 35,20 mg/dL + 0,95, estando
apenas a dose de 2000 mg/kg acima da faixa de variacdo dos valores de referéncia
informada pelo laborat6rio onde o material foi avaliado, que variou entre 10 e 34
mg/dL. No grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de 31,50 mg/dL *
3,53; e segundo o teste de Bonferroni, houve aumento estatisticamente significante
na dose de 300 mg/kg (p = 0,04) com valores de 46,06 mg/dL = 3,17; e na dose de
2000 mg/kg (p = 0,015) com valores de 46,96 mg/dL + 3,09, porém esses valores se
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encontravam acima da faixa de variagdo dos valores de referéncia informada pelo
laboratorio onde o material foi avaliado, que variou entre 10 e 34 mg/dL.
—Creatinina: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 0,64
mg/dL = 0,02, e de acordo como teste de Tamhane, houve aumento estatisticamente
significante na dose de 200 mg/kg (p = 0,023) com valores de 0,96 mg/dL 0,04;
porém este valor se encontrava dentro da faixa de variagdo dos valores de
referéncia informada pelo laboratorio onde o material foi avaliado, cujo valor variou
entre 0,8 e 1,8. Contudo o grupo controle e as doses de 5, 50 e 300 mg/kg, com
valores de 0,66 mg/dL = 0,06; 0,56 mg/dL = 0,02 e 0,78 mg/dL + 0,05
respectivamente, se apresentaram abaixo dos valores de reférencia.

—Acido urico: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 0,40
mg/dL + 0,04, e de acordo como teste de Bonferroni, houve diminuicdo
estatisticamente significativa na dose de 5 mg/kg (p = 0,002) com valores de 0,38
mg/dL + 0,04; e na dose de 50 mg/kg (p = 0,002) com valores de 0,38 mg/dL + 0,04,
contudo tanto o grupo controle e os experimentais 5 e 50 mg/kg bem como as doses
de 300 e 2000 mg/kg com valores de 0,36 mg/dL + 0,04 e 0,36 mg/dL = 0,04
respectivamente se encontram abaixo da faixa de variagao dos valores de referéncia
informada pelo laboratério onde o material foi avaliado, cujo valor variou de 0,8 a 4,4
mg/dL. Ja no grupo de machos o grupo controle apresentou valores de 0,15 mg/dL +
0,01, e de acordo com o teste de Bonferroni, houve diminuicdo estatisticamente
significativa na dose de 5 mg/kg (p = 0,002) com valores de 0,12 mg/dL + 0,02; e
aumento estatisticamente significativo ne 300 mg/kg (p = 0,004) com valores de 0,31
mg/dL + 0,04; e a dose de 2000 mg/kg (p = 0,004) com valores de 0,36 mg/dL *
0,06; cujos valores tanto do grupo controle e dos experimentais estavam abaixo da
faixa de variacdo dos valores de referéncia informada pelo laboratério onde o
material foi avaliado, que variou de 0,8 a 4,4 mg/dL.

—Fdsforo: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de 6,88 mg/dL +
0,22, e de acordo como teste de Tamhane, houve diminuicdo estatisticamente
significante na dose de 5 mg/kg (p = 0,007) com valores de 5,74 mg/dL = 0,30; e
aumento estatisticamente significante na dose de 50 mg/kg (p = 0,002) com valores
de 6,76 mg/dL £ 0,18, na dose de 300 mg/kg (p= 0) com valores de 7,64 mg/dL
+0,27; e na dose de 2000 mg/kg (p = 0,001) com valores de 7,54 mg/dL +0,16. Tanto

0 grupo controle quanto os grupos experimentais apresentaram valores acima da
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faixa de variacdo dos valores de referéncia informada pelo laboratério onde o
material foi avaliado, que variou entre 1,2 e 4,9 mg/dL.

—Fosfatase alcalina: no grupo de fémeas o grupo controle apresentou valores de
137,00 U/L = 12,39, e de acordo como teste de Bonferroni, houve diminuicao
estatisticamente significante na dose de 5 mg/kg (p = 0,006) com valores de 135,40
U/L = 14,54, na dose de 50 mg/kg (p = 0,011) com valores de 108,60 U/L £10,47; e
houve aumento estatisticamente significante na dose de 2000 mg/kg (p = 0,023) com
valores de 155,00 U/L + 8,98. O grupo controle e as doses de 5 e 50 mg/kg se
encontravam na dentro da faixa de variagdo do valor de referéncia informada pelo
laboratério onde o material foi avaliado cuja variacédo foi de 90 a 145 U/L; porém a
dose de 2000 mg/kg estava um pouco acima desta variacdo. Ja no grupo de machos
0 grupo controle variou em 243,50 U/L + 25,35, e de acordo como teste de
Tamhane, somente a dose de 300 mg/kg (p = 0,036) com valores de 208,00 U/L +
11,92 apresentou aumento estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle, contudo porém as doses experimentais de 5, 50 e 2000 mg/kg, com valores
de 213,12 U/L + 12,94; 192,20 + 14,90 U/L e 202,26 + 13,82 U/L respectivamente
também apresentaram valores acima da faixa de variacao dos valores de referéncia
informada pelo laboratdrio onde o material foi avaliado, cujo valor foi de 90 a 145
U/L.

—Colesterol: no grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de 49,22
mg/dL + 8,23, e de acordo com o teste de Bonferroni, houve diminuicdo
estatisticamente significativa na dose 5 mg/kg (p = 0,007) com valores de 36,46
mg/dL *+ 4,44. Contudo todos os valores do grupo controle e grupos experimentais
apresentaram valores dentro da faixa de variacdo dos valores de referéncia
informada pelo laboratério onde o material foi avaliado, que foi de 35 a 53 mg/dL.
—Proteinas totais: no grupo dos machos o grupo controle apresentou valores de
546 g/dL + 0,14, e de acordo com o teste de Bonferroni, todas as doses
apresentaram aumentos estatisticamente significantes, onde a dose 5 mg/kg
apresentou p = 0,005 e valores de 5,88 g/dL + 0,32; a dose 50 mg/ kg apresentou p
= 0,005 e valores de 5,42 g/dL £ 0,06; a dose 300 mg/kg apresentou p = 0 e valores
de 5,18 g/dL £ 0,03 e a dose 2000 mg/kg apresentou p = 0 e valores de 5,38 g/dL *
0,12; porém também esses valores se encontravam dentro da faixa de variacdo dos
valores de referéncia informada pelo laboratério onde o material foi avaliado, cujo
valor foi de 5,5 a 7,2 g/dL.
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Nos demais parametros, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre o grupo controle e 0s grupos experimentais.



Tabela 11: Avaliacdo bioquimica sérica de coelhos Nova Zeléandia albino machos, 14 dias apds a administracéo oral com dose Unica de JME-173.

Machos

Na (mEqg/L)

K (mEg/L)

Glicose (mg/dL)
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Albumina (g/dL)

P (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

FA (U/L)
Colesterol (mg/dL)
PTN total (g/dL)

JME 173 (n=5)

Re\f/earlgrziisais Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
138 a 148 142,60 + 2,93 149,00 £ 0,71 144,80 + 0,86 155,40+ 1,94 152,60 + 1,50
3,3a6,9 3,68 0,12 3,94 +0,07* 3,92 +0,16* 4,46 +0,29 4,90 +0,18
75 a 145 172,90 +7,03 174,52 + 7,36 189,76 + 20,26* 183,18 +12,24 177,98 + 10,06*

10a 34 31,50 3,53 33,52 + 3,58 37,82+2,24 46,06 + 3,17 46,96 +3,09
0,8a1,8 0,75 +0,06 0,67 + 0,02 0,72+ 0,05 0,54 + 0,03 0,49 + 0,03
0,8a44 0,15 0,01 0,12 £ 0,04 0,12 + 0,02* 0,31 + 0,04* 0,36 + 0,06*
2a4,6 3,58 +0,22 3,58+ 0,21 3,70 £0,25 3,54+0,21 3,48+ 0,19
1,2a4,9 4,82 £0,12 5,02 + 0,06 4,98 + 0,15 4,48 + 0,21 4,66 + 0,22
3l1a53 58,16 +14,98 39,06 + 11,81 51,00 * 8,03 51,42 + 8,82 39,06 + 9,05
28 a 153 74,90 £10,93 78,38 £ 10,17 56,94 + 17,09 58,78 + 19,61 84,94 + 2,37
90 a 145 243,50 +25,35 213,12+ 12,94 192,20 + 14,90 208,00 + 11,92* 202,26 + 13,82
35a53 49,22 +8,23 36,46 + 4,44* 35,79 £ 2,05 41,22 £3,14 52,71 + 7,58
55a7,2 5,46 +0,14 5,88 + 0,32* 5,42 +0,06* 5,18 + 0,03* 5,38 + 0,12*

Na, Sdadio; K, Potassio; P, Fésforo; AST, Aspartato Aminotransferase; ALT, Alanina Aminotransferase; FA, Fosfatase Alcalina; PTN tot, Proteinas totais.

Os dados foram expressos em média + Erro padrao da média (n=5 por grupo experimental).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).
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Tabela 12: Avaliagdo bioquimica sérica de coelhos Nova Zelandia albino fémeas, 14 dias ap6s a administragdo oral com dose Unica de JME-173.

Fémeas

Na (mEqg/L)

K (mEg/L)

Glicose (mg/dL)
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Albumina (g/dL)

P (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

FA (U/L)
Colesterol (mg/dL)
PTN total (g/dL)

JME 173 (n=5)

Valores

Referenciais Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
138 a 148 146,20 + 2,65 145,20 £ 2,54 142,60 +1,44 129,80 + 1,77 132,60 + 0,60
3,3a6,9 5,02+ 0,33 4,86 + 0,18* 4,72 £ 0,17* 4,52 + 0,30 4,32 +0,29
75 a 145 137,40 £ 5,64 133,40 6,43 132,00 + 4,20 133,80 + 9,33 143,00 +10,65

10a 34 30,70 £ 3,38 32,86 + 4,69 26,32 +1,87 32,58 + 2,14* 35,20 + 0,95*
0,8a1,8 0,64 + 0,02 0,66 + 0,06 0,56 + 0,02 0,78 £ 0,05 0,96 +0,04*
0,8a44 0,40 £ 0,04 0,38 + 0,04* 0,38 + 0,04* 0,36 +0,04 0,36 +0,04

2a4,6 2,96 +0,10 3,60+ 0,47 3,06 + 0,10 3,32 0,37 3,14 +0,12
1,2a4,9 6,88 +0,22 5,74 + 0,30* 6,76 +0,18* 7,64 £0,27* 7,54 £0,16*
3l1a53 38,80 6,79 72,00 £ 16,54 61,40 £12,92 72,18 £3,42 202,60 +65,68

28 a 153 56,40 * 3,26 109,80 + 17,44 99,80 +21,78 98,56 18,92 87,60 8,51
90 a 145 137,00 + 12,39 135,40 + 14,54* 129,40 +10,25 108,60 +10,47* 155,00 +8,98*

35a53 93,80 + 15,23 132,60 + 18,41* 112,80 + 13,55 79,00 £13,99 101,80 17,62
55a7,2 4,68 + 0,16 4,66 + 0,17 4,66 +0,16 3,72 0,10 3,94 +0,10

Na, Sadio; K, Potassio; P, Fésforo; AST, Aspartato Aminotransferase; ALT, Alanina Aminotransferase; FA, Fosfatase Alcalina; PTN tot, Proteinas totais.

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo experimental).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

6L
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4.6 AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA

Durante o exame, ndao foram encontradas alteracdes anatomopatologicas
macroscopicas em nenhum dos Orgdos descritos no item 4.4.4, conforme

apresentado na tabela 13 para a espécie rato Wistar:

Tabela 13: Resultados Anatomopatolégicos do exame macroscopico em ratos Wistar
JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000mg/kg
Machos Sem Sem Sem Sem Sem
alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes
Fémeas Sem Sem Sem Sem Sem
alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes

E na espécie coelhos Nova Zelandia albino, também néo foram encontradas
alteracdes anatomopatologicas macroscopicas em nenhum dos 6rgaos descritos no

item 4.4.4, conforme apresentado na tabela 14:

Tabela 14: Resultados Anatomopatolégicos do exame macroscopico em coelhos Nova
Zelandia albino.

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000mg/kg
Machos Sem Sem Sem Sem Sem
alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes
Fémeas Sem Sem Sem Sem Sem
alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes alteracdes

Todos os oOrgdos, visceras e linfonodos analisados estavam em posigcéo
topicas, com aspecto e coloracdo normais. Foram observados também os demais
orgaos, visceras e linfonodos nao listados no presente trabalho, e nenhuma

alteracdo anatomopatoldgica macroscopica digna de anotagéo foi encontrada.
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4.7 AVALIACAO DO PESO DOS ORGAOS

Apoés a avaliacdo macroscopica, os 6rgaos selecionados no item 4.4.4, foram
retirados e dissecados, a fim de se realizar a pesagem, para a anotacdo do peso
absoluto.

N&o foram observadas em nenhum dos Orgdos avaliados, alteracdes que
fossem dignas de anotacéo.

Na avaliacdo do peso absoluto e relativo dos 6rgdos dos ratos Wistar,
apresentados nas tabelas 15 e 16. No grupo de fémeas, de acordo com o teste de
Bonferroni, o coracdo foi o Unico 6rgdo que apresentou aumento estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo controle que apresentou valores de 0,60 g = 0,06
para o peso absoluto e 2,90 mg/g + 0,31 para o peso relativo; na dose 5 mg/kg (p =
0,018) valores de 0,84 g £ 0,02 para o peso absoluto e 3,74 mg/g + 0,11 para o0 peso
relativo; bem como na dose 300 mg/kg (p = 0,004) valores de 0,88 g £ 0,05 para o
peso absoluto e 3,90 mg/g £ 0,25 para o peso relativo. Ja no grupo dos machos,
também de acordo com o teste de Bonferroni, o baco foi o Unico 6rgdo que
apresentou diminuicdo estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
gue apresentou valores de 0,88 g £ 0,01 para o peso absoluto e 3,47 mg/g = 0,07
para o peso relativo; a dose 50 mg/kg (p = 0,001) apresentou valores de 0,66 g +
0,02 para o peso absoluto e 2,66 mg/g = 0,12 para o peso relativo; e a dose 300
mg/kg (p = 0,003) apresentou valores de 0,68 g + 0,04 para 0 peso absoluto e 2,82
mg/g £ 0,15 para o peso relativo.

Ja na avaliacdo do peso absoluto e relativo dos 6rgéos dos coelhos, conforme
apresentados nas tabelas 17 e 18, somente no grupo de coelhos fémea, segundo o
teste de Bonferroni, o timo foi o 6rgdo que apresentou diminuicdo estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle e apresentou valores de 4,70 g + 0,13
para o peso absoluto e 2,06 mg/g = 0,15 para o peso relativo; e na dose 50 mg/kg (p
= 0,148) valores de 4,46 g £ 0,07 para o peso absoluto e 1,96 mg/g + 0,07 para o

peso relativo.



Tabela 15: Avaliacdo do peso absoluto e relativo dos 6rgéos de ratos Wistar machos, 14 dias ap6s a administracédo oral com dose Unica de JME-173.

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg

Machos
Baco (9) 0,88 £ 0,01 0,82 £ 0,05 0,66 + 0,02* 0,68 + 0,04* 0,85+ 0,03
& mg/g PC 3,47 £ 0,07 3,17+0,18 2,66 +0,12* 2,82 +0,15* 3,50+0,12
Figado (9) 13,44 £ 0,70 14,28 +1,21 13,57 + 0,83 13,45+ 0,44 16,26 + 0,99
9 mg/g PC 52,91 + 2,42 55,19 + 4,17 54,62 + 3,68 55,97 + 2,03 66,91 + 4,01
PAncreas (9) 1,18 + 0,04 1,25 + 0,05 1,14 + 0,05 1,42 +0,11 1,45 +0,13
mg/g PC 4,67 £ 0,17 4,84 +£0,19 4,59 + 0,26 5,89 + 0,46 5,94 + 0,47
Rim E (9) 1,27 £ 0,04 1,14 + 0,05 1,09+ 0,04 1,17 + 0,04 1,34+ 0,05
mg/g PC 5,01+0,17 4,43 £ 0,24 4,38 £ 0,16 4,87 £ 0,22 5,50 £ 0,19
Rim D (9) 1,23+0,02 1,18 £ 0,03 1,09 £ 0,02 1,18 £ 0,03 1,36 £ 0,05
mg/g PC 4,87 +0,11 4,58 + 0,16 4,37 £0,13 4,90 +0,18 5,60 + 0,20
Linfo M (9) 0,22 + 0,02 0,19+ 0,03 0,22 + 0,02 0,22 + 0,01 0,30+ 0,01
mg/g PC 0,85 + 0,09 0,73+0,10 0,90 + 0,09 0,90 + 0,04 1,23+0,03
PuIm&o (9) 1,72 +£0,08 1,92 £ 0,03 1,88 £ 0,04 1,76 £ 0,06 1,72 £ 0,02
mg/g PC 6,79 + 0,30 7,43 +0,13 7,56 + 0,24 7,33+0,23 7,09 +0,13
Coracio (9) 1,08 £ 0,03 1,10 £ 0,07 1,15+ 0,04 1,13+ 0,04 1,15+ 0,02
& mg/g PC 4,27 + 0,10 4,24 + 0,27 4,61 +0,19 4,72+ 0,19 4,74+ 0,12
Timo (9) 0,67 + 0,06 0,77 + 0,05 0,68 + 0,03 0,64 + 0,04 0,58 + 0,02
mg/g PC 2,63+ 0,26 2,98 + 0,20 2,72 +0,15 2,67 +0,16 2,39+0,10

Rim E, Rim esquerdo; Rim D, Rim direito; Linfo M, Linfonodo mesentérico; PC, Peso Corporal.

Os dados foram expressos em média + Erro padrédo da média (n=5 por grupo experimental) da relagédo do peso do 6rgdo (mg) / peso do animal (g).
*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05)
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Tabela 16: Avaliacdo do peso absoluto e relativo dos 6rgéos de ratos Wistar fémeas, 14 dias apds a administracdo oral com dose Unica de JME-173.

JME 173 (N=5)

Controle 5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

Fémeas
Baco (9) 0,69 £ 0,04 0,71+ 0,04 0,72 £ 0,02 0,72 £ 0,04 0,72 £ 0,07
¢ mg/g PC 3,28 £0,10 3,16 £ 0,16 3,38+0,12 3,18 £ 0,19 3,34 £ 0,30
Figado (9) 8,71+ 0,59 11,27 £ 0,88 10,57 £ 0,61 10,32 £ 0,62 8,64 +0,72
9 mg/g PC 41,82 + 2,63 49,82 + 2,29 49,47 + 3,14 45,71 + 2,89 40,06 + 2,91
Pancreas (9) 1,13 +0,08 1,34+ 0,08 1,21 +0,06 1,07 £ 0,06 1,17 £ 0,10
mg/g PC 5,40 £ 0,29 5,94 £ 0,33 5,67 £ 0,24 4,73 £ 0,26 5,42 £ 0,37
Rim E (9) 0,86 + 0,05 1,08 + 0,10 0,96 + 0,05 1,03 + 0,05 0,96 + 0,02
mg/g PC 4,11+ 0,17 4,81+0,43 4,45 + 0,15 4,57 £ 0,20 4,48 + 0,09
Rim D 9) 0,89 £ 0,06 1,04 + 0,06 1,02 + 0,04 1,04 £ 0,04 0,99 + 0,02
mg/g PC 4,25 + 0,26 4,63 +0,16 4,76 + 0,18 4,61+0,16 4,59 + 0,15
Linfo M (9) 0,18 + 0,04 0,17 + 0,01 0,23 + 0,06 0,23 +0,01 0,21 + 0,02
mg/g PC 0,87 £ 0,17 0,78 £ 0,06 1,10+ 0,29 1,03 + 0,05 0,99 £ 0,09
PuIm&o (9) 1,07 £ 0,04 1,24 + 0,07 1,00 + 0,06 1,19 + 0,07 1,12 + 0,07
mg/g PC 5,12 £ 0,13 5,50 £ 0,25 4,69 + 0,31 5,28 £ 0,34 5,19 + 0,28
Coracio (9) 0,60 + 0,06 0,84 + 0,02* 0,81 + 0,02 0,88 + 0,05* 0,76 + 0,06
& mg/g PC 2,90+0,31 3,74 +0,11* 3,78+0,17 3,90 + 0,25* 3,54+0,22
Timo Eﬁ)/ PC 0,38 £ 0,05 0,45 + 0,06 0,78 £ 0,01 0,41 + 0,02 0,38 £ 0,05
9’9 1,81+0,22 1,99 + 0,27 3,63 £ 0,09 1,80 + 0,08 1,77 + 0,18

Rim E, Rim esquerdo; Rim D, Rim direito; Linfo M, Linfonodo mesentérico; PC, Peso Corporal.

Os dados foram expressos em média + Erro padrao da média (n=5 por grupo experimental) da relagéo do peso do 6rgdo (mg) / peso do animal (g).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05)
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Tabela 17: Peso absoluto e relativo dos 6rgéaos de coelhos Nova Zelandia machos, 14 dias apds a administracéo oral com dose Unica de JME-173.

Machos
Baco

Figado

Pancreas

Rim E

Rim D

Linfo M

Pulmao

Coracédo

Timo

9)
mg/g PC

)
mg/g PC

)
mg/g PC

9)
mg/g PC

@
mg/g PC

@
mg/g PC

@)
mg/g PC

@
mg/g PC

@
mg/g PC

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
0,94 + 0,05 1,08 £ 0,09 0,76 £ 0,22 1,04 £ 0,09 1,12 +0,08
0,39 + 0,02 0,46 + 0,05 0,33+0,10 0,45+ 0,03 0,49 + 0,03
74,56 + 2,11 82,06 £ 4,95 81,28 £+ 4,41 73,82 £2,59 80,14 + 3,01
30,75+0,81 35,17 +£2,91 34,61 +£1,72 31,79+ 1,44 35,15+ 1,55
7,28 £0,22 7,24 £ 0,27 7,12 £ 0,10 7,02 £0,17 7,06 + 0,05
3,00 + 0,08 3,09 + 0,15 3,04+0,11 3,02+ 0,08 3,10 + 0,07
7,86 +0,21 8,06 + 0,14 7,92 + 0,08 7,86 + 0,20 8,02+0,12
3,24 + 0,07 3,44 +0,13 3,38+0,10 3,38+0,10 3,562+0,11
7,88 +0,19 8,08 + 0,06 8,00 + 0,06 8,00 + 0,21 7,86 +0,17
3,25+ 0,07 3,45+ 0,10 3,41+0,10 3,44+ 0,10 3,44 £ 0,09
2,24 £ 0,15 2,04 £ 0,05 1,92 + 0,09 2,20+ 0,08 2,12 + 0,06
0,93 + 0,07 0,87 + 0,02 0,82 + 0,03 0,95 +0,04 0,93 + 0,04
8,72+ 0,34 8,90+ 0,13 8,80 + 0,23 9,10+ 0,27 8,92+0,12
3,60+ 0,14 3,80+ 0,15 3,75+0,12 3,93+0,21 3,91 +0,08
5,84 + 0,10 6,20 + 0,32 6,06 + 0,10 5,68 + 0,16 5,72 £ 0,27
2,41 £ 0,04 2,66 £ 0,20 2,59 £ 0,08 2,45+ 0,10 2,51+£0,12
4,86 £ 0,11 4,66 £ 0,13 4,92 +0,13 4,88 + 0,23 4,50 + 0,23
2,00 + 0,04 1,99+ 0,10 2,10+ 0,08 2,09 £ 0,07 1,97 +0,11

Rim E, Rim esquerdo; Rim D, Rim direito; Linfo M, Linfonodo mesentérico; PC, Peso Corporal.

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo experimental) da relacao do peso do 6rgdo (mg) / peso do animal (g).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05)
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Tabela 18: Peso absoluto e relativo dos 6rgédos de coelhos Nova Zelandia albino fémeas, 14 dias apds a administracéo oral com dose Unica de JME-173.

Fémeas

Baco

Figado

Pancreas

Rim E

Rim D

Linfo M

Pulmao

Coracéo

Timo

)
mg/g PC

9)
mg/g PC

9)
mg/g PC

@
mg/g PC

9)
mg/g PC

9)
mg/g PC

@
mg/g PC

9)
mg/g PC

@)
mg/g PC

JME 173 (n=5)

Controle 5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
1,12 + 0,08 1,04 £ 0,17 0,98+0,12 1,13+ 0,08 1,12 £ 0,06
0,49 + 0,04 0,46 + 0,07 0,45 + 0,05 0,56 + 0,03 0,52+ 0,03

81,84 + 4,02 80,66 + 7,05 94,54 + 3,04 87,28 +2,52 82,38 + 3,10
3551+1,14 36,13+2,91 43,40 £ 1,93 43,00 + 1,39 38,05 + 2,00
6,48 + 0,20 6,20 + 0,60 6,46 + 0,32 6,64 + 0,32 6,62 + 0,20
2,84 +0,21 2,78 £ 0,27 2,96 + 0,14 3,27+ 0,17 3,05+ 0,08

7,94 £,07 8,34+ 0,29 8,06 + 0,15 8,06 + 0,07 8,04 + 0,05
3,47 £ 0,17 3,74+0,12 3,70+0,13 3,97 + 0,08 3,71+0,08
8,08 + 0,10 8,30+ 0,13 8,16 + 0,05 7,94 + 0,08 8,10 + 0,05
3,53+0,19 3,73+£0,12 3,74 £ 0,08 3,91+ 0,07 3,73+0,09
2,16 0,11 2,32+ 0,04 2,12+0,11 2,08 + 0,09 2,00 £ 0,07
0,94 + 0,05 1,04 £ 0,03 0,97 + 0,06 1,02 £ 0,04 0,92 + 0,03
9,06 + 0,31 8,88 + 0,07 8,86 + 0,30 8,84 + 0,11 9,08 + 0,44
3,95+0,18 3,99 + 0,09 4,05 + 0,09 4,35+ 0,07 4,17 +0,15
5,84 + 0,09 5,90 + 0,31 6,02 + 0,09 5,90 + 0,03 6,00 + 0,04
2,565+ 0,09 2,65+ 0,16 2,76 + 0,06 2,91+ 0,04 2,76 £ 0,03
4,70+ 0,13 4,68 + 0,15 4,26 £ 0,07* 4,58 + 0,06 4,64+0,14
2,06 + 0,15 2,10 + 0,06 1,96 £ 0,07* 2,26 + 0,03 2,14 +0,10

Rim E, Rim esquerdo; Rim D, Rim direito; Linfo M, Linfonodo mesentérico; PC, Peso Corporal.
Os dados foram expressos em média + Erro padrao da média (n=5 por grupo experimental) da relacao do peso do 6rgéo (mg) / peso do animal (g).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05)

S8
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5 DISCUSSAO

O estudo de toxicidade oral aguda é o primeiro dos testes toxicoldgicos a ser
realizado no desenvolvimento de novos farmacos, e tem como objetivo caracterizar
o perfil toxicoloégico da substancia pela administracdo Unica ou dividida ao longo de
24 horas. A partir dele é possivel a obtencdo de informacGes sobre os efeitos
toxicos, identificacdo de érgdos alvo, efeitos nas funcgdes fisioldgicas, hematologicas,
bioguimicas, andtomo e histopatoldgicas (BRASIL, 2010 e OECD, 2001).

Este trabalho propds um estudo ndo clinico de toxicidade oral aguda de um
analogo da mexiletina, a molécula JME-173, candidato a farmaco antiasmatico,
adotando o protocolo da OECD n° 420 e o Guia para a conducdo de estudos néo
clinicos de seguranca, necessérios ao desenvolvimento de medicamentos da
ANVISA.

Apesar de alguma disparidade em alguns aspectos entre os guias, o fato de
essa inédita molécula ser de uma linha de pesquisa do IOC/FIOCRUZ na busca por
inovacado terapéutica contra a asma, e ter tido bons resultados nos testes in vitro
(COSTA, 2005; OLSEN, 2011; OLSEN e MARTINS, 2013; SERRA et al, 2012),
achou-se mais prudente aplicar o principio da “precaucdo” na conducao do presente
trabalho, contemplando-se o maior niumero possivel de aspectos de ambos os guias,
na esperanca de que a molécula JME-173 dé continuidade aos ensaios clinicos
necessarios até seu registro e posterior comercializacao.

Em relacdo & ocorréncia de 6bito de um ou mais animais, considerando que
este seria o principal desfecho para o final do teste de toxicidade aguda oral,
segundo os guias utilizados para a conducédo do presente estudo, a molécula JME-
173 néo foi capaz de causar 6bito em nenhuma das duas espécies, roedora e ndo
roedora como recomenda os guias utilizados, mesmo utilizando-se a dose de 2000
mg/kg, que seria quase quatro vezes a dose pré-estabelecida para DLso em animais
de experimentacdo segundo a bula do medicamento Mexitil® (DEF, 2015) e cuja
dose terapéutica da JME-173 proposta pra seu uso como tratamento antiasmatico &
de 1 a 5 mg/kg (FIOCRUZ, 2013).

Santos (2012) cita em seu estudo, a perda de peso como um importante
indicativo de efeitos toxicos, de acordo com o Programa Nacional de Toxicologia —

NTP dos Estados Unidos, frisando que a perda de peso em ensaios toxicoldgicos



87

nao deve ser mais do que 10 % do seu peso corporal inicial (GONCALVES, 2001 e
YUN et al, 2015). Os resultados apresentados neste estudo para a avaliagdo do
ganho de peso corporal de ratos e coelhos demonstraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos experimentais e o grupo controle, e
todos os resultados encontrados estdo de acordo com os valores fisiolégicos para a
faixa etaria utilizada, segundo Couto (2006), encontrados no biotério de criacdo de
origem de ambas as espécies utilizadas (MOURA e MATARAIA, 2009; EBSUI,
FONTES e LAPCHIK, 2009).

Em relacdo ao consumo de ragédo, nao foi verificada nenhuma alteracéo
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais do presente estudo, pois
apresentaram o0 mesmo padrdo para ingestao de racdo em relagdo ao grupo controle
e também em relacdo as referéncias cientificas do biotério de criacdo de origem
cujos valores sdo de 10 a 20 g para a espécie rato Wistar e de 75 a 130 g para a
espécie de coelho Nova Zelandia albino (COUTO, 2006).

A determinacdo do consumo de racdo é muito importante nos estudos de
seguranca de produtos com finalidade terapéutica, uma vez que a ingestao
adequada € essencial para a manutencéo fisiolégica do animal e para se obter
resposta adequada ao experimento realizado (KO, MATTARAIA, 2009 e SANTOS,
2012). Os resultados da avaliacdo de peso corporal e de ingestdo alimentar,
conjuntamente, sugerem que a molécula JME-173 nao afeta a apeténcia e nem o
ganho de peso corporal em ambas as espécies utilizadas no presente estudo, sendo
assim um indicativo de seguranga da mesma (SANTOS, 2012).

A observacdo diaria dos sinais clinicos foi considerada de fundamental
importancia, por ser a JME-173 uma molécula nova, congénere uma droga
antiarritmica, muito susceptivel de sinais de intoxicacdo cardiolégica (FIOCRUZ,
2013; GOODMAN e GILDMAN, 2006; ROENN et al, 2011). Alguns autores citam
sintomas como nauseas € €njoos, que ndo sao passiveis de mensuracdo na
experimentacdo animal (DEF, 2015; GOODMAN e GILDMAN, 2006), sendo esses
sinais melhor elucidados pela observacéo de ingestao alimentar e ganho de peso.

Porém outros sinais bastante citados pelas referéncias cientificas sobre a
mexiletina incluem sintomas como confusdo mental, tremores, ataxia ou mesmo
sincope, que foram contemplados na coletdnea pré-estabelecida para o presente
estudo. Na observacdo dos sinais clinicos diarios néo foi observado alteragbes que

pudessem sugerir caracteristicas toxicas ao uso da molécula JIME-173.
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As avaliacdes hematoldgicas e bioquimicas séricas sdo de extrema valia nos
testes toxicoldgicos, pois fornece dados sobre a homeostase do animal frente o
desafio imposto. Varios autores (ANDRADE et al, 2006. RIVERA, 2009 e MELO et
al, 2012) apontam que 0S animais experimentais ndo se comportam do mesmo
modo nas condi¢cbes a que estdo submetidos nos diferentes paises onde séo
mantidos em cativeiro, e de forma geral os valores dos parametros fisiolégicos dos
animais de experimentacdo sdo determinados por outros paises com longa tradicédo
de manutencdo de biotérios e permanecem como constantes para os animais de
uma mesma linhagem no mundo. Dessa forma, a inclusdo do grupo controle fornece
dados de grande valor como ponto de partida para diversos estudos, possibilitando a
obtencéo de resultados confidveis sobre estes parametros (MELO et al, 2012).

O hemograma avalia quantitativa e qualitativamente as células sanguineas do
individuo, ajuda identificar distarbios tais como: anemias, leucemias, alergias,
infeccdes bacterianas e virais, processos inflamatorios, entre outros (MOURA e
MATTARAIA, 2009; EBSUI, FONTES e LAPICK et al, 2009; STOCKHAM e SCOTT,
2012; MELO et al, 2012).

O parametro hematocrito indica a percentagem de hemaéacias no sangue
sendo um dos indicativos de anemia ou policitemia, a fim de classifica-las levando-
se em consideracdo o tamanho e a morfologia das hemécias (STOCKHAM e
SCOTT, 2012). Na avaliacdo do hematdcrito da espécie coelho, houve aumento
estatisticamente significativo no grupo de fémeas nas doses de 5 e 50 mg/kg; bem
como aumento estatisticamente significativo do VCM nas doses de 5, 50, 300 e 2000
mg/kg; e aumento estatisticamente significativo do HCMC na dose de 5 mg/kg.

No grupo dos coelhos machos, houve aumento estatisticamente significativo
do hematdcrito nas doses 5, 300 e 2000 mg/kg, acompanhados de aumento do VCM
também nas doses 5, 300 e 2000 mg/kg; e aumento estatisticamente significativo do
HCM nas doses 50 e 300 mg/kg; e aumento estatisticamente significativo do HCMC
nas doses de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Contudo, todos esses valores se
encontravam dentro da faixa de normalidade dos valores referenciais do laboratério
onde foi analisado o material.

Ja no grupo dos ratos houve diminuicdo estatisticamente significativa no
hematocrito nas fémeas, na dose de 300 mg/kg, porém dentro da faixa de

normalidade dos valores referenciais do laboratdrio onde foi analisado o material.
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Esta condicdo clinica poderia ser observada como alteracdo, porém o0s
resultados obtidos neste estudo encontravam-se na faixa de normalidade
estabelecida pelos laboratérios que realizaram as analises e com a literatura de
biotérios brasileiros (EBSUI, FONTES e LAPICHIK et al, 2009; MELO et al, 2012),
bem como a faixa etéria utilizada.

Alguns fatores podem ser causadores deste aumento dentro da faixa de
normalidade fisioldgica, como por exemplo, a mobilizacdo esplénica, comum ao uso
da droga anestésica cetamina, que ira produzir valores altos e é especialmente
comum em animais excitados/estressados, sem necessariamente haver
esplenomegalia (STOCKHAM e SCOTT, 2011), como muitos valores dos grupos
controle também se encontravam acima da faixa de normalidade dos valores
referenciais do laboratorio onde foi analisado o material, sugere-se que essas
alteracdes ndo sejam atribuidas uso da JME-173.

Os leucdcitos sdo um grupo de células originarias das células pluripotenciais
oriundas da medula 6ssea, presentes no sangue, linfa, 6rgdos linfoides e varios
outros tecidos. Tem por objetivo combater e a eliminar microrganismos e estruturas
quimicas estranhas ao organismo (STOCKHAM e SCOTT, 2011). Na espécie de
coelhos no grupo de fémeas, observou-se aumento estatisticamente significativo na
dose de 5 mg/kg em relacdo ao grupo controle, bem como em relacdo aos valores
de referéncias do laboratorio onde a analise foi realizada.

Stockham e Scott (2011) cita que a contagem total dos leucdcitos pode variar
com a espécie animal e também é influenciada pela idade, demonstrando ser maior
em individuos juvenis e diminuir gradualmente para atingir valores de adulto. A
leucocitose neste caso pode ser considerada “fisioldgica”, comum em animais jovens
e geralmente é desencadeada por disturbios emocionais e fisicos, em resposta a
adrenalina liberada e o compartimento marginal dos leucécitos sdo mobilizados para
a circulagdo geral, aumentando a contagem total, visto ndo ter sido observado
aumento deste parametro nas demais doses, além da provavel acdo anti-
inflamatoria do grupo de moléculas analogas a mexiletina observado nos testes in
vitro citados por Olsen e Martins (2012).

Na avaliacdo das plaquetas, no grupo de coelhos, houve aumento
estatisticamente significativo em todas as doses testadas nas fémeas, e no grupo de

machos, houve diminuicao estatisticamente significativa nas doses de 300 mg/kg e
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2000 mg/kg, contudo, esses valores se encontraram dentro da faixa de variagdo dos
valores de referéncia informada pelo laboratorio onde o material foi avaliado.

As plagquetas sdo produzidas na medula o6ssea, a partir da célula
pluripotencial, sua funcédo € a hemostasia primaria, ou seja, logo que ocorre a lesao
formando plug provisorio, a fim de evitar o agravamento da hemorragia, enquanto a
fibrina se forma. Assim como ocorre nas anemias, diversas sao as causas dos
distarbios plaquetarios, sendo as principais na reducédo: a medula éssea néo produz
plaquetas suficientes (doencas mieloproliferativas, acéo anti-inflamatoria inespecifica
da mexiletina); as plaquetas sdo sequestradas pelo bagco aumentado de volume
(anestesia injetdvel com cetamina); um aumento da utilizacdo ou da destruicdo das
plaquetas (utilizacdo de farmacos com essa carateristica).

Na bula do medicamento comercial Mexitil® (DEF, 2015) ha relato a
observacédo de leucopenia e trombocitopenia em casos raros de humanos. Segundo
Gahart (2011), é bastante comum observar disturbio plaquetarios associada com
neutropenia em drogas antiarritmicas que alterem o tracado eletrocardiografico no
intervalo QT. Por se tratar de uma molécula analoga a mexiletina, entende-se esse
ser um evento comum nessa classe de farmacos, sendo os pacientes com distirbios
de coagulacdo uma categoria restrita para seu futuro uso, assim sendo esta
avaliacdo levou em consideracdo a ampla faixa de normalidade atribuida para as
plaquetas (157-631 mil/mm3) e neste caso todas as doses testadas de JME-173
encontram-se dentro da faixa de variacao.

Na avaliacdo bioquimica, semelhantemente a avaliacdo hematoldgica, a
maioria dos parametros analisados variou dentro da faixa de normalidade
estabelecida pelos laboratérios onde foi realizada a andalise do material, mesmo
guando havia diferenca estatistica, bem como alteracGes fora dessa faixa para os
grupos controle.

Na avaliacdo do soédio, no grupo de coelhos, ndo houve diferencas
estatisticas para ambos os sexos. Ja no grupo dos ratos fémea, ocorreu aumentos
estatisticamente significativos nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg; porém 0s
valores se encontravam dentro da faixa de variacdo da referéncia atribuida pelo
laboratorio onde foi processado o material. Ja no grupo de machos a dose que
apresentou aumento estatisticamente significativo foi a de 300 mg/kg, e esses
valores se encontravam acima da faixa de variacdo da referéncia atribuida pelo

laboratério onde foi processado o material, inclusive o préprio grupo controle.



91

Uma das provaveis causas para esse valores estarem tdo proximo do limite
dos valores referéncias na maioria dos animais testados é a ingestdo de elevados
teores de sodio na racdo, cujos valores preconizados pelo National Research
Council (1977) desse mineral na dieta dos animais de laboratorio é de 500 mg/kg de
dieta para ratos e a rotulagem da racdo comercial utilizada durante o estudo, que foi
a mesma ingerida em periodo em que se encontravam no biotério de criagdo, o valor
de niveis minimos desse item foi de 2700 mg/kg por kg do produto (COUTO, 2009;
MOURA e MATTARAIA, 2009; MELO et al, 2012). Como alguns grupos controle
também se encontravam proximo ao limite maximo tolerado, ndo se pode atribuir as
alteracOes observadas ao uso da JME-173.

Na avaliacdo do potassio, no grupo de coelhos fémea, houve diminuicdo
estatisticamente significativa, nas doses de 5 e 50 mg/kg; e no grupo dos machos,
houve aumento estatisticamente significativo, porém, esses valores se encontravam
dentro da faixa de variacdo dos valores referéncias do laboratério onde foi
processado o material. J& no grupo dos ratos, ndo houve nenhuma diferenca
estatistica das doses experimentais para 0 grupo controle.

O potassio é filtrado nos glomérulos, reabsorvido nos tubulos contorcidos
proximais e excretado pelos tubulos distais. Sua concentracdo sérica varia
enormemente com a dieta (COUTO, 2006; MOURA e MATTARAIA, 2009). Segundo
Couto (2006) e Moura e Mattaraia (2009), o recomendado pelo National Research
Council (1977), para a concentracdo desse mineral na dieta de coelhos em 0,6%
para a espécie dos coelhos e de 3,6% para a espécie de ratos.

Na rotulagem da racdo comercial utilizada durante o estudo, que foi a mesma
ingerida em periodo em que se encontravam no biotério de criacéo, o valor de niveis
minimos desse item nao foi especificado, ndo podendo ser realizada uma analise
mais conclusiva sobre o assunto.

Na avaliagcdo de fosforo, encontraram-se alteracdes no grupo de coelhos
fémeas, onde houve diminuicdo estatisticamente significativa na dose de 5 mg/kg e
aumento estatisticamente significativo nas doses de 50, 300 e 2000 mg/kg em
relacdo ao grupo controle; contudo o grupo controle também se encontrava acima da
faixa de variacdo dos valores referéncias do laboratério onde foi processado o
material.

Segundo Stockham e Scott (2012) dietas cuja proteina de origem animal seja

visceras também podem causar hiperfosfatemia. Na rotulagem da racdo comercial
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utilizada no presente estudo, ndo havia informacfes sobre a origem da proteina,
reforcando essa hipétese visto o aumento ser observado também nos grupos
controle.

Na avaliagcdo da glicose, no grupo de coelhos machos, houve aumentos
estatisticamente significativos nas doses de 50 mg/kg; 300 mg/kg e 2000 mg/kg. No
grupo de ratos machos, houve aumento estatisticamente significativo na dose de
300 mg/kg. Os tecidos em crescimento demandam energia para sua expansao, e é
comum correlacdes positivas entre a concentracao de glicose sanguinea e a taxa de
crescimento (STOCKHAM e SCOTT, 2012), hipétese essa reforcada pelo fato
desses animais estarem todos na faixa etaria juvenil, ou seja, de 6 a 8 semanas.

Ressalta-se ainda, que néao foi realizado jejum prévio para a coleta sanguinea,
obedecendo as orientagdes dos guias quanto a finalizacdo do teste, o que pode ter
gerado resultados diferentes do esperado, contudo alguns valores apresentaram-se
fora da faixa de normalidade dos valores referéncias do laboratorio onde foi
processado o material, e estatisticamente diferentes do controle; dessa forma nestes
casos onde o grupo controle também se encontra fora da faixa de variacdo dos
valores referencias, ndo podemos atribuir essas alteracées ao uso da JME-173.

Na avaliacdo da uréia, no grupo de coelhos fémea, houve aumento
estatisticamente significante nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg. Dieta com altos
teores de proteina podem induzir o aumento da uréia plasmatica por causa do
aumento do catabolismo protéico. A deficiéncia energética dietética também
aumenta o catabolismo protéico e eleva o nivel de uréia no plasma, sugerindo o
animal encontrar-se em hipoglicemia; o que nao foi o caso pois todos 0s animais
apresentaram hiperglicemia, mesmo os grupos controle, estando todos fora da faixa
de variacao informados pelo laboratério onde o material foi analisado. Como a dose
de 300 mg/kg estava dentro desta faixa de variacdo ja citada e houve aumento na
dose de 2000 mg/kg; sugere-se que este aumento possa ser atribuido ao uso da
JME-173.

Na avaliacdo da creatinina, no grupo de coelhos fémeas, houve aumento
estatisticamente significativo na dose de 2000 mg/kg. A excrecdo de creatinina é
feita exclusivamente pela via renal, uma vez que ela ndo é reabsorvida nem
reaproveitada e assim refletem a taxa de filtragcdo renal (STOCKHAM e SCOTT,
2011). Altos niveis indicam uma deficiéncia na funcionalidade renal. Dentre as

causas de aumento devem ser consideradas uma azotemia pré-renal por diminui¢cao



93

da perfusdo renal, como por exemplo, na desidratacdo, azotemia renal devido a
insuficiéncia renal real, ou ainda azotemia pos-renal por obstrugdo. A atividade
muscular intensa ou prolongada também estdo listadas dentre as causas
consideradas fisioldgicas, considerando que ndo houve sinais que indicasse
disfuncao renal no presente trabalho, e o grupo controle dos coelhos fémea estavam
abaixo da faixa de variagdo utilizada pelo laboratério onde o material foi analisado; e
da mesma forma a dose de 2000 mg/kg se encontrava dentro desta faixa, apesar de
diferente estatisticamente do controle.

Na avaliacdo do colesterol, no grupo de coelhos machos houve diminuicdo
estatisticamente significativa na dose de 5 mg/kg, contudo o grupo controle e demais
grupos experimentais se encontravam dentro da faixa de normalidade dos valores
referéncias do laboratério onde foi processado o material. No grupo de coelhos
fémea houve aumento estatisticamente significativo na dose de 5 mg/kg, contudo o
grupo controle e demais grupos experimentais se encontravam acima da faixa de
normalidade dos valores referéncias do laboratério onde foi processado o material,
Ja no grupo ratos machos houve aumento estatisticamente significativo na dose de
2000 mg/kg e da mesma forma o grupo controle e demais grupos experimentais se
encontravam acima da faixa de normalidade dos valores referéncias do laboratério
onde foi processado o material.

Segundo Stockham e Scott (2012) o colesterol pode ser encontrado
aumentado apos uma refeicdo (hiperlipidemia pos-prandial). Assim como as dietas
com alto teor de gordura resultam em hipercolesterolemia, o jejum também pode
causar aumento de colesterol no plasma devido a mobilizacdo de gorduras de
reserva, ressaltando novamente que para este estudo nao foi realizado jejum prévio
para a coleta sanguinea, o que pode ter gerado resultados diferentes do esperado, e
ser atribuido a dieta.

Na avaliacdo das proteinas totais, no grupo de coelhos machos houve
aumento estatisticamente significativo na dose de 5 mg/kg; e diminui¢ao
estatisticamente significativa nas doses de 50 mg/kg, 300 mg/kg e 2000 mg/kg;
sendo que o grupo controle e demais grupos experimentais se encontravam dentro
da faixa de normalidade dos valores referenciais do laboratorio onde foi processado
0 material.

As proteinas plasmaticas tém um papel fundamental na distribuicdo das

substéancias exégenas no organismo, as principais sao a albumina e outras proteinas
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incluem as lipoproteinas circulantes; e as proteinas de membranas dos eritrocitos,
leucécitos e plaquetas. Ligando-se reversivelmente a estas, sdo capazes de liberar
qguantidades na corrente circulatéria conforme a reducdo de substancia livre ou
competicdo por outra substancia que tenha afinidade pelo mesmo tipo de proteina
(STOCKHAM e SCOTT, 2011). A hipoproteinemia pode ser uma das causas de
aumento de toxicidade de farmacos que tem alta taxa de ligacdo a proteinas
plasmaticas, sendo um ponto de observacdo importante no uso de analogos de
farmacos antiarritmicos 1B, como a mexiletina.

Na avaliacdo do acido urico, no grupo de coelhos fémea, os resultados
indicaram diminuicdo estatisticamente significativa nas doses de 5 mg/kg e 50
mg/kg; e no grupo de machos, os resultados indicaram diminuicdo estatisticamente
significativa nas doses de 5 mg/kg e 50 mg/kg e aumento estatisticamente
significativo nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg; sendo que todos os valores dos
grupos experimentais, inclusive os grupos controle machos e fémeas da espécie
coelho se encontravam abaixo da faixa de normalidade dos valores referenciais do
laboratorio onde foi processado o material.

O acido udrico é produto do metabolismo das purinas nos primatas e em
alguns canideos, representando o fim do metabolismo de compostos nitrogenados
do organismo (STOCKHAM e SCOTT, 2011), e devido ao fato de todos os animais
da espécie coelho apresentarem esses valores abaixo da faixa de normalidade dos
valores referenciais do laboratério, ndo podemos com isso atribuir essa diminuicao a
um efeito ao uso da JME-173.

Na avaliacdo da fosfatase alcalina no grupo de coelhos fémea, os resultados
indicaram diminuicdo estatisticamente significativa nas doses de 5 mg/kg e 300
mg/kg; e de aumento estatisticamente significativo na dose de 2000 mg/kg; contudo
0 grupo controle e as doses 5 e 300 mg/kg se apresentaram dentro da faixa de
variacao utilizada pelo laboratorio onde o material foi analisado; e no grupo dos
coelhos macho, houve aumento estatisticamente significativo apenas na dose de
300 mg/kg.

O aumento da atividade osteoblastica causa elevacbes na atividade
plasmatica da enzima, além de patologias como hiperparatireoidismo e
osteossarcoma, além dos processos de cicatrizacdo 0ssea e de crescimento, que
podem elevar a atividade da enzima em até 3 vezes (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Também é relatado na bula do medicamento Mexitil® (DEF, 2015), como efeito
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observado na espécie de animais experimental o rato, o aumento da fosfatase
alcalina.

Segundo Melo e colaboradores (2012), o fato de alguns parametros
bioquimicos encontram-se alterados, possivelmente seja pela influéncia do tipo de
anestesia utilizada (injetavel versus inalatéria) e pelo estresse muscular os quais 0s
animais de laboratorio sdo submetidos no momento da coleta sanguinea

A ingestdo adequada de alimentos constitui um dos fatores mais importantes
para o animal de laboratério, uma vez que oferece condi¢cBes de atingir seu potencial
genético, de crescimento, de reproducédo, de longevidade e de resposta a estimulos
experimentais (ANDRADE, 2006).

A maioria das racdes comerciais para animais de laboratorio ndo tem o
balanceamento correto, com a quantidade de diversos nutrientes em excesso ou
abaixo do preconizado para nutricdo dessas espécies (COUTO, 2006; MOURA e
MATTARAIA, 2009).

Dessa forma, os valores encontrados em alguns dos parametros analisados,
NOS grupos experimentais e nos grupos controle, encontraram-se dentro da faixa de
normalidade entre as diretrizes e literatura nacional e internacional, reforga assim
que a conclusdo encontra-se embasada nas referéncias cientificas sobre animas de
laboratério, 0 que nos sugere que a JME-173 em seu estado puro de sintese, ndo
possui acao toxica que pudesse afetar a integridade dos animais testados.

Este resultado é importante, uma vez que a Organizacdo Mundial da Saude
recomenda que para um medicamento chegar ao mercado € necessaria uma
relacdo maior que 30 entre a dose estimada e a dose letal. Um dos pontos
importantes € que as alteragdes observadas em resposta a dose de 2000 mg/kg, por
via oral, podem ser provavelmente devidas a grande quantidade de composto
administrado.

Na avaliacdo do peso dos oOrgdos, alguns Orgdos tiveram seus pesos
absolutos e relativos com diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo controle, porem tais alteracdbes ndo indicaram implicagdes clinicas,
considerados eventos pontuais.

No grupo de coelhos machos ndo houve alteragdo estatisticamente
significativas nos o6rgdos analisados, entre o grupo controle e 0S grupos
experimentais. No grupo das fémeas, o timo apresentou diminuicdo estatisticamente

significante na dose de 50 mg/kg em relagéo ao controle.
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No grupo de ratos fémea, 0 coracdo apresentou aumento estatisticamente
significante nas doses de 5 mg/kg e 300 mg/kg em relacdo ao controle. O baco
também apresentou alteracdo, e neste 0Orgdo houve aumento estatisticamente
significante nas doses de 50 mg/kg e 300 mg/kg em relacdo ao controle. Porém no
exame anatomopatolégico macroscopico, ndo foi feita qualquer anotacdo sobre
forma, cor, tamanho ou presenca de les6es que pudesse evidenciar alteracbes de
carater toxicologico ou mesmo patologias.

Como os animais utilizados eram provenientes de colonias outbred, atribui-se
os valores encontrados a este fato, ja que ndo foram evidenciadas alteracdes
associadas ao uso da molécula JME-173, que representasse significado
toxicoldgico.

Durante o encaminhamento do presente trabalho, muitos debates acerca do
uso do grupo controle ocorrem, de forma a dar mais credibilidade aos resultados
obtidos, ainda que o CONCEA em sua RN N° 18 de 24 de setembro de 2014, em
seu Art.1° reconheca o uso de métodos alternativos validados, que tenham por
finalidade a reducdo, a substituicdo ou o refinamento do uso de animais em
atividades de pesquisa, nos termos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008; cita
0 guia da OECD N° 420 como um método alternativo, por reduzir o nimero de
animais nos testes.

Tanto o guia da ANVISA como o da OECD nédo sugerem o uso de grupo
controle. Novamente, foi aplicado o principio da precaucédo e introduzido o grupo
controle, fazendo assim uma comparacao pontual sobre a toxicologia da molécula
testada, fornecendo subsidios para sua classificacdo segundo GHS e indicando
novos rumos para conclusdo das pesquisas a cerca de candidatos a farmacos
antiasmaticos. Foi de suma importancia o uso do grupo controle, permitindo que
fossem observadas algumas alteragbes de parametros que seriam tidos como fora
do esperado, mas que no presente trabalho ndo foram considerados

estatisticamente relevantes.
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6 CONCLUSAO

Na avaliacdo dos sinais clinicos, ndo foram observadas alteracdes
relacionadas ao uso da molécula JME-173 durante o periodo do teste de toxicidade
aguda oral.

Em nenhuma das concentracdes avaliadas, houve inducdo de 6bitos no
periodo do teste, sugerindo ndo haver caracteristicas toxicas para a molécula JME-
173.

Todos os animais ganharam peso e tiveram a ingestdo alimentar de acordo
com os dados fisiologicos esperados para as duas espécies animais estudadas,
durante o periodo do teste de toxicidade aguda.

Na avaliacdo bioquimica e hematoldgica, alguns parametros se encontravam
diferentes estatisticamente do controle, contudo apresentavam-se dentro da faixa de
normalidade dos valores de referéncia dos laboratérios que fizeram a analise do
material coletado. Os valores de hematdcrito em coelhos machos nas doses de 300
e 2000 mg/kg estavam acima da faixa de variacdo laboratorial. Os leucocitos em
coelhos fémeas na dose de 5 mg/kg se encontrava acima da faixa de variacao
laboratorial. A proteina total em coelhos machos estava abaixo da faixa de variacéo
laboratorial. O sodio em ratos machos na dose de 300 mg/kg estava acima da faixa
de variacédo laboratorial porém o préprio grupo controle também o estava. A uréia em
coelhos fémea na dose de 2000 mg/kg estava acima da faixa de variacdo
laboratorial. Alguns outros parametros também se apresentavam além de fora da
faixa de normalidade dos valores de referéncia dos laboratérios, contudo nestes
casos 0s controles também ja se encontravam alterados, e dessa forma nao é
possivel atribuir essas altera¢cdes somente ao uso da JME-173.

O exame anatomopatologico macroscopico nédo evidenciou alteracdes nos
orgaos analisados, em nenhuma das doses testadas.

Os resultados encontrados no presente estudo indicam, até o momento, que a
molécula JME-173 ndo causou Obito e ndo apresentou sinais de toxicidade oral
aguda, sugerindo que possa ser classificada de acordo com a orientagdo GHS como
categoria 5.

Para o suporte necessario a seguranca do medicamento na etapa de ensaios

clinicos, € de suma importancia a continuidade da participacdo do INCQS na
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complementacgdo do teste de toxicidade aguda, através da analise histopatoldgica, e
a continuidade dos demais testes ndo clinicos contemplados no Guia da ANVISA
como o teste de genotoxicidade através do Ensaio Cometa; de acordo com a RDC
N° 123 da ANVISA para o cumprimento regulatério necessario até a etapa de ensaio
clinico e sua futura comercializagdo, bem como auxiliar no controle de qualidade pés

mercado de medicamentos com esse mesmo proposito.
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ANEXO 01: Classificacdo da gravidade da asma, de acordo com a Sociedade

Brasileira de Pneumologia e Tisiologia.

Intermitente® Persistente
leve moderada grave
Sintomas Raros Semanais Diarios Diarios ou continuos
Despertares noturnos Raros Mensais Semanais Quase diarios
Necessidade de beta-2 para alivio Rara Eventual Diaria Diaria
Limitacdo de atividades Nenhuma Presente nas Presente nas Continua
exacerbacoes exacerbacoes
Exacerbacoes Raras Afeta atividades Afeta atividades Frequientes
€ 0 sono € 0 sono
VEF, ou PFE = 809% predito = 80% predito 60-809% predito < 60% predito
Variacdo VEF, ou PFE < 20% < 20-30% > 30% > 30%

Classificar o paciente sempre pela manifestacdo de maior gravidade.
*Pacientes com asma intermitente, mas com exacerbacbes graves, devem ser classificados como tendo asma persistente

moderada.

VEF : volume expiratorio for¢ado no primeiro segundo; PFE: pico de fluxo expiratério.

Fonte: Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, IV Diretrizes para o0 Manejo da Asma

(2012).



107

ANEXO 02: FLUXOGRAMA PARA A CONDUGAO DO TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA,

DE ACORDO COM O GUIA DA OECD N° 420.
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Fonte: OECD N° 420.



108

ANEXO 03: CERTIFICADO LICENCA CEUA - FIOCRUZ

MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo intitulado :

" Controle toxico-farmacolégico de produtos sob a a¢ao da vigilancia sanitaria.

numero P-137/02, proposto por Fernando Faria Fingola, foi licenciado pelo
N° L-010/05.

Sua licenga de N° L-010/05 autoriza o uso anual de :

- 1578 Oryctolagus cuniculus - 10550 Mus musculus
- 2680 Cavia porcellus - 145 Rattus norvegicus
- 40 Mesocricetus auratus

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal ( COBEA )
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ( CEUA -
FIOCRUZ). Na presente formatagao, este projeto esta licenciado e tem
validade até 26 de abril de 2016 .

; Rio de Janeiro, 25/09/2008
A7
Dra. Norma Vollmer Labarthe

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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ANEXO 04: TABELA ELABORADA PARA AVALIACAO DOS SINAIS CLINICOS.

AVALIACAO DOS SINAIS CLINICOS — JME 173

Espécie: Grupo:
Data: Dia OBS:
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T‘ ©
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Legenda: S — Sim; N — Nao.
0OBS:

Fonte: o préprio autor (em escala reduzida).2014.





