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RESUMO

O processo inflamatério € uma complexa resposta biolégica contra a lesédo tecidual (por exemplo,
estresse, irritantes e radiacoes) e infecgdes (microbianas e virais). A inflamagcdo esta associada ao
processo de varias doencgas, incluindo doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas,
diabetes, cancer, obesidade, asma, doencgas autoimunes, aterosclerose e artrite reumatéide. Os
farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais, mais utilizados no processo inflamatério, possuem
inmeros efeitos colaterais, tais como: irritacdo gastrica, ulceragédo, sangramento, insuficiéncia renal,
insuficiéncia hepatica, cefaléia, anemia hemolitica, exacerbacdo de asma, erupcdes cuténeas,
angioedema e prurido; 0 que motiva a constante busca por novos compostos com poder anti-
inflamatoério. Nesse contexto, a modificagdo molecular € uma alternativa com grande perspectiva de
sucesso, ja que estudos que visam o planejamento e desenvolvimento de farmacos tém mostrado
alta aplicabilidade nas mais diversas areas de saude. Os compostos constituidos pelas bases de
Schiff, sdo potenciais candidatos, apresentando uma variada atividade biol6gica. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar a atividade farmacolégica do composto sintético (E)-2-(((para-
tolilimino)metil)fenol (PTMF) in vitro e in vivo. Para atingir o objetivo do trabalho foram utilizados os
seguintes métodos: avaliagdo da atividade citotéxica pelo método de hemolise (100, 50, 25, 12,5 e
6,25 pg / mL), viabilidade celular em células do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) e do bago de murinos
in vitro, pelo método do MTT (100, 50 e 25 pg/mL) em 24 e 48horas. A avaliacao antitumoral in vivo
do PTMF foi conduzida por 14 dias com animais tratados ou ndo com o composto. A atividade anti-
inflamatéria foi avaliada pelo método de migragdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de
camundongos (100, 50 e 25 pg/animal). A atividade antinociceptiva foi avaliada pelo método de
contorgbes abdominais em camundongos (100 pg/animal) e teste da formalina em camundongos (100
pg/animal), e a atividade genotdxica, pelo método de microntcleo. O PTMF nao apresentou atividade
hemolitica em nenhuma das concentragdes testadas. O PTMF foi capaz de reduzir, no tempo de 24
horas, a viabilidade das células do bagco em 12,6%; na concentragdo de 100ug/mL e 17% com as
concentragdes de 50 e 25 pug/mL. Apés 24 horas de incubacédo o PTMF foi capaz de reduzir a
viabilidade das células do TAE em 36%; na concentragdao de 100ug/mL, 7% na concentracdo de 50
ug/mL e 16% na concentracédo de 25 pg/mL. Apds 48horas de incubacéao, nas concentracdes de 100,
50 e 25 pg/mL, foi observada uma redugao da viabilidade das células do bago de 38%, 33% e 31%
respectivamente e um efeito mais expressivo do composto diminuindo a viabilidade das células do
TAE em 61,6% na concentracdo de 100 pg/mL; 57,3% na concentracdo de 50 ug/mL e 58,2% na
concentracao de 25 pug/mL. No ensaio antitumoral in vivo nao foi observada diferenca entre o nimero
de células tumorais e leucdcitos das cavidades peritoneais dos camundongos tratados ou ndo com
PTMF; e na contagem diferencial dos leucécitos, o aumento de células tumorais nao foi
acompanhado pelo aumento do numero de leucécitos. O PTMF foi capaz de inibir a migragao de
neutréfilos nas doses de 100, 50 e 25ug/animal em 35%, 70% e 45%, respectivamente. O PTMF
demonstrou uma atividade antinociceptora reduzindo o ndmero de contorgbes abdominais na dose
administrada (100ug/animal) e no ensaio da formalina, o composto (100ug/animal) foi capaz de
reduzir as lambeduras dos animais na fase 2 do teste, semelhante ao controle de indometacina. No
ensaio de genotoxicidade o composto ndo foi capaz de induzir micronlcleos em hemacias
policromaticas. Novos ensaios serdao realizados para elucidar os mecanismos de acao
desempenhado pelo PTMF.

Palavras-Chave: Bases de Schiff; Inflamacao,Nocicepgao, Migracao de Neutrdéfilos, Antitumoral.
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ABSTRACT

The inflammatory process is a complex biological response against tissue damage (stress, irritants
and radiations), infections (microbial and viral). Inflammation is associated with the onset of various
diseases including cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases, diabetes, cancer, obesity,
asthma, autoimmune diseases, atherosclerosis, and rheumatoid arthritis. The non-steroidal anti-
inflammatory drug, most used in the inflammatory process, has numerous side effects such as: gastric
irritation, ulceration, bleeding, renal failure, hepatic insufficiency, headache, haemolytic anemia,
exacerbation of asthma, rash, angioedema and pruritus; which motivates the constant search for new
compounds with anti-inflammatory power. In this context, molecular modification is an alternative with
a great prospect of success, since studies that aim at the planning and development of drugs have
shown high applicability in the most diverse areas of health. Schiff bases, is a powerful candidate,
presenting a varied biological activity. The objective of this study was to evaluate the pharmacological
activities of the synthetic compound (E)-2-(((para-tolilimino)metil)fenol (PTMF). In order to reach the
objective of the work, the following methods were used: cytotoxic activity was evaluated by the
hemolysis method (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg / mL) and cell viability in Ehrlich Ascitic Tumor (EAT)
cells and of the murine spleen in vitro by the MTT method (100, 50 e 25 pg/mL). In vivo antitumor
evaluation of PTMF was conducted for 14 days with animals treated or not with the PTMF. The anti-
inflammatory activity was evaluated by the neutrophil migration method to the peritoneal cavity of mice
(100, 50 e 25 ug/mice). The antinociceptive activity was evaluated by the abdominal contortion
method in mice (100 ug / mice) and formalin test in mice (100 pg / mice). The genotoxic activity was
evaluated by the micronucleus method. The PTMF did not show hemolytic activity at any of the
concentrations tested. PTMF was able to reduce the viability of spleen cells in 12.6% in 24 hours; at
the concentration of 100 ug / mL and 17% at the concentrations of 50 and 25 ug / mL. After 24 hours
of incubation the PTMF was able to reduce the viability of the EAT cells by 36%; at a concentration of
100 pg / mL, 7% at concentrations of 50 ug / mL and 16% at a concentration of 25 yg / mL. After 48
hours of incubation at concentrations of 100, 50 and 25 pg / mL, a reduction in spleen cell viability of
38%, 33% and 31% respectively was observed, and a more expressive effect of the compound
decreasing the viability of the cells of the spleen. EAT in 61.6% for concentration of 100 ug / mL;
57.3% for 50 ug / mL and 58.2% for 25 pug / mL. In the in vivo antitumor assay no difference was
observed between the number of tumor cells and leukocytes from the peritoneal wells of mice treated
or not with PTMF; and in differential leukocyte counts, the increase in tumor cells was not
accompanied by an increase in the number of leukocytes. PTMF was able to inhibit the migration of
neutrophils at doses of 100, 50 and 25 pg / animal in 35%, 70% and 45% respectively. The PTMF
demonstrated an antinociceptive activity reducing the number of abdominal writhings at the
administered dose (100 ug / mice) and in the formalin test the compound (100 ug / mice) was able to
reduce the licking of the animals in phase 2 of the test, similar to the control of indomethacin. In the
genotoxicity assay the compound was not able to induce micronuclei in polychromatic red cells. New
trials will be conducted to elucidate the mechanisms of action performed by the PTMF.

Key words: Schiff's bases, Inflammation, Nociception, Neutrophil Migration, Antitumor.
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1 INTRODUCAO
1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagéo foi caracterizada clinicamente em 30 a.C. pelo médico romano
Aulus Cornélius Celsus por quatro sinais cardinais: calor, rubor, edema e dor.
Claudio Galeno acrescentou a perda da fungdo do membro afetado, apds algum
tempo (Gilroy et al.,, 2004). O processo inflamatério € caracterizado como uma
reacao microvascular induzida por um agente agressor aos tecidos e,
consequentemente, movimentagdo de elementos intravasculares, como fluidos,
células e moléculas para o espaco extravascular (Siqueira Junior e Dantas, 2000;
Cranshaw e Griffiths, 2003). Todo elemento que possa estimular o organismo pode
ser considerado como eventual agente etioldgico da inflamacéo, dentre eles pode-se
destacar agentes quimicos, fisicos e biologicos (Tracy, 2006).

O processo inflamatério objetiva identificar, neutralizar e eliminar o agente
agressor, assim como induzir a reparacao de células do epitélio (reeptelizacao), do
parénquima (regeneracao), do estroma (cicatrizacao) e de tecidos mortos (Hersh et
al., 1998; Cone, 2001).

A resposta inflamatéria pode ser classificada em reagdo aguda e crénica. A
reacdo aguda é caracterizada em diferentes fases, mediada por mecanismos
diferentes. Na fase aguda, de duracao variavel, predominam fenébmenos vasculares-
exsudativos (vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar). A
vasodilatagdo, o engurgitamento de capilares e arteriolas, promove um aumento do
fluxo sanguineo na area lesada e, este efeito, € responsavel pelo rubor na area
comprometida, podendo ocorrer a elevacao da temperatura no local (Kunnumakkara
et al., 2018).

O aumento da permeabilidade vascular consiste na saida de um fluido rico em
proteinas (exsudato) para o meio extravascular resultando em acumulo deste, no
local da lesdo (edema) (Patterson e Lum, 2001; Amulic et al, 2012). O edema
tecidual comprime as terminacdes nervosas causando dor e os tecidos afetados
perdem suas fungbes normais (Kunnumakkara et al, 2018) (figura 1). Em
decorréncia do aumento da permeabilidade vascular, a velocidade da circulagédo
diminui (estase sanguinea) contribuindo para a marginagao dos leucocitos (Rosales,
2018).
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Figura 1: Eventos envolvidos no Processo Inflamatério agudo. Fonte: New Links Between
Inflammation and Thrombosis, Volume: 25, Issue: 7, Pages: 1321-1324, DOI:
(10.1161/01.ATV.0000166521.90532.44)

Posteriormente, ocorre uma fase subaguda, caracterizada por infiltracao de
leucocitos e de células fagociticas para o sitio da lesdo. No local da lesdo, os
neutréfilos e macroéfagos reconhecem o agente agressor, englobam e fagocitam
(Rodrigues et al., 2002).

Uma variedade de mediadores quimicos do sistema circulatério, das células
inflamatérias e do tecido lesionado contribuem ativamente e ajustam a resposta
inflamatéria (Halliwell e Gutteridge, 2015). Os mediadores quimicos liberados
incluem aminas vasoativas, como histamina, serotonina, bradicinina e eicosandides
como os tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas). A histamina € liberada em
pouca quantidade pelos baséfilos para manter a resposta de fase aguda durante
eventos de inflamacéo (Gilfillan e Metcalfe, 2011). A serotonina € produzida via
descarboxilagcao do triptofano e € armazenada em gréanulos (Platko, 2015).

A bradicinina € um nanopeptideo formado a partir de proteinas precursoras do
sistema calicreina-cinina (Baumann et al., 2011). Dois ou mais receptores distintos
estdo presentes para as bradicininas e sdo denominados B1 e B2 (Raskin e Meyer,
2015).



O &acido araquidénico, que representa o principal componente dos fosfolipidios
da membrana em todas as células, € um dos substratos mais importantes na sintese
de mediadores biologicamente ativos da inflamagédo chamados eicosanéides (Mak et
al., 2013). Os eicosandides incluem os produtos da 5-lipoxigenase (leucotrieno e
acido 5-hidroxieicosatetraendico), ciclooxigenases (prostaglandinas e tromboxanos)

e 12-lipoxigenase (acido 12-hidroxieicosatetraendico) (figura 2) (Piomelli, 2013).
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Figura 2 Cascata do acido araquidénico.
Fonte: (Kumar et al., 2013)

A ciclooxigenase (COX) é uma enzima envolvida na sintese de proteindides,
incluindo prostaglandinas pro-inflamatérias potentes e metabolismo do &cido
araquiddnico, que existe em pelo menos duas isoformas: COX -1 e COX -2 (Bailey,
2013). A COX-1 é produzida constitutivamente na maioria dos tipos de células de
mamiferos e plaguetas. Também é secretado no endotélio vascular, estbmago,

epitélio uterino e rim. Por outro lado, a COX -1 (n&o apenas a COX-2) tem um papel



patolégico no corpo do animal, e também pode ser estimulada no local da
inflamagé&o (Zhong et al., 2012).

As prostaglandinas (prostaglandina E2 e prostaglandina b) estdo envolvidas
no processo inflamatério, aumentando a permeabilidade vascular e fortalecendo o
resultado de outros mediadores inflamatérios como serotonina e histamina,
contribuindo para a vermelhiddo, aumento do fluxo sanguineo, e exsudagédo do
plasma na area da inflamagédo aguda que leva ao edema. Estas prostaglandinas
produzem hiperalgesia, afetando as fibras C aferentes. Além disso, a prostaglandina
E2 age sobre os neurbnios na rede termorreguladora do hipotadlamo, causando
aumento na temperatura corporal (Newton e Roberts, 2016).

As prostaglandinas também desempenham fungéo importante na patogénese

de varios tipos de cancer, como mama, figado e pulmao, com superexpressao de
COX -2 e superproducao de prostaglandina (Jordan, 2008).
Além de muitas células estromais, fibroblastos e células endoteliais, cada citocina
pode ser liberada de muitos tipos de células (Seta e Bachschmid, 2012). As citocinas
tém efeitos importantes na atividade de muitas células. No entanto, sdo de particular
importancia devido a regulacdo do sistema imunoldgico (Guo et al., 2013).

A produgcdo de citocinas induz a liberacdo de resposta de fase aguda.
Interleucina (IL) -1pB, IL-8, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-12 s&do as
citocinas incluidas na resposta da fase aguda do processo inflamatério (Rubin e
Reisner, 2009). Nesse caso, essa resposta é limitada a area onde ocorre dano
tecidual. Isso levara a um aumento na densidade de citocinas derivadas de
macroéfagos no plasma (Opriessnig et al., 2011).

Os mediadores inflamatérios também induzem a ativacdo ou a sensibilizacao
de neurdnios sensoriais, o que pode resultar em dor, alodinia ou hiperalgesia
(Collins et al., 1999).

1.2 NOCICEPCAO

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu dor como
‘uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual
real ou potencial, ou descrita em termos de tal les&o"; ainda, a dor é a
conscientizacao de um desconforto agudo ou crdnico que ocorrem em varios niveis

de gravidade resultante de uma lesdo, doenga ou estresse emocional, como é



evidenciado por mudangas biolégicas e comportamentais. A dor € um dos sinais
classicos do processo inflamatério e decorre da sensibilizacdo dos nociceptores
(Lorenz e Casey, 2005).

A dor é um complexo mecanismo neuroldgico de percepcao de estimulos
potencialmente nocivos capazes de produzir alteracbes na homeostase do
organismo animal. Além dos mecanismos neuroldgicos, ha o estresse gerado pela
dor que atrapalha e retarda a recuperagdo do organismo, portanto, seu controle é
um dos tratamentos mais importante para o paciente clinico e muitas vezes é a
Unica opgao para pacientes oncolégicos (terapia paliativa) (Leite Pereira et al.,
2011).

A dor inflamatéria aguda € caracterizada por hipernocicepgdo devido a
sensibilizagdo de neurdnios nociceptivos sensoriais primarios, referida também como
hiperalgesia ou alodinia (Millan, 1999). Apéds injaria tecidual, mediadores especificos
séo liberados e agem em receptores metabotropicos na membrana neuronal,
disparando a ativagdo dos segundos mensageiros. As aminas simpaticas e os
eicosanodides sdo os mais importantes mediadores primarios responsaveis pela
hipernocicepcdo mecanica em ratos (Khasar et al., 1999).

Na ultima década, foi demonstrado que o estimulo inflamatério ndo estimula
diretamente a liberacdo de mediadores hipernociceptivos primarios, mas que sua
liberagao € precedida de uma cascata de citocinas. Experimentos ja realizados em
ratos sugerem que, ha uma cascata de liberacao de citocinas que constitui uma
ligacdo entre a injuria e a liberacdo de mediadores hipernociceptivos primarios.
Roedores que receberam carragenina tiveram hipernocicepgdo mecéanica induzida
através de uma cascata de citocinas, liberadas por células locais ou migratérias,
iniciadas pela liberagao de bradicinina (Ferreira, 1993).

Células dendriticas, macréfagos, linfécitos e mastocitos sdo componentes
teciduais que, apos o reconhecimento do estimulo inflamatorio, liberam uma cascata
de citocinas, as quais exercem funcdo essencial no desenvolvimento da dor
inflamatéria, bem como em outros eventos inflamatérios. As primeiras citocinas
descritas como participantes no desenvolvimento da dor inflamatéria e/ou
neuropatica foram a IL-1B3, TNF-aq, IL-6, e as quimiocinas IL-8, CINC-1 e quimiocina
derivada de queratinécitos (KC). Recentemente, foi demonstrado que IL-18 e IL-12
também induzem hipernocicepcéo (Verri Jr et al., 2006).



Inflamacéo e dor sdo eventos intimamente relacionados ao cancer. Em 1863,
Rudolf Virchow propds pela primeira vez a fung&o da inflamagé&o no cancer, depois
de observar a presenca de leucdcitos no tecido neoplasico (Balkwill e Mantovani,
2001). Uma vez que a observacao inicial de Virchow sugeriu que a inflamacao e o
cancer estao ligados, evidéncia empirica sublinhou inflamagédo tanto como a causa
como consequéncia de cancer (Kundu e Surh, 2008; Grivennikov et al., 2010). O
meio inflamatério promove um microambiente celular que favorece a expansao das
aberrac6es gendmicas e o inicio da carcinogénese (Mantovani, 2009). Enquanto a
inflamagé@o aguda € predominantemente considerada um processo autolimitante e
um importante componente do sistema imunolégico com significado terapéutico, a
resolucdo inadequada ou incompleta das respostas inflamatérias frequentemente
leva a varias doencas crOnicas, incluindo o cancer (Aggarwal et al, 2009;
Grivennikov e Karin, 2010). De fato, numerosos estudos epidemioldgicos e clinicos
indicaram que a inflamagdo crbénica nao resolvida promove e exacerba a

malignidade de um tumor (Demaria et al., 2010).

1.3 CANCER

O céncer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo e
representou 8,8 milhdes de mortes em 2015. O cancer de pulmao, proéstata,
colorretal, estomacal e hepatico sdo os tipos mais comuns de cancer nos homens,
enquanto os canceres mamarios, colorretais, pulmonares, cervix e estomacais sao o
mais comum entre as mulheres (WHO,2018).

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi
utilizada pela primeira vez por Hipdcrates; 460 e 377 a.C. O fato de ter sido
detectado em mumias egipcias comprova que ele ja comprometia 0 homem ha mais
de 3 mil anos antes de Cristo (INCA,2012).

E uma doenca caracterizada pelo crescimento e multiplicagdo descontrolados
de células com a capacidade de invadir diversos tecidos. Envolve varias etapas que
modificam células sadias em células cancerigenas, evoluindo para hiperproliferacao
com capacidade angiogénicas, potencial invasivo e metastases. Atualmente, € um
importante problema de saude publica em todo o mundo, j& que é uma das

principais causas de mortalidade e morbidade nos paises ocidentais e a segunda



maior causa de morte nos paises do terceiro mundo, gerando uma carga social
significativa (Ferlay et al., 2015; Rolim et al., 2017).

E uma doenca complexa que envolve fatores moleculares, celulares e
teciduais (Carrassa e Damia, 2011). Para que a doenca se desenvolva, varias
alteracdes sao necessarias, entre elas: perda da sinalizacdo da proliferagéao celular;
insensibilidade a sinais supressores de crescimento; habilidade de invasédo e
metastase; resisténcia celular; indugdo da angiogénese; potencial replicativo
ilimitado; instabilidade gen6mica e mutacdo; inflamacao; e mais recentemente: o
papel do sistema imune na progressao do tumor; e a reprogramacao da energia

celular (Figura 3) (Hanahan e Weinberg, 2011).
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Figura 3. Caracteristicas moleculares para o desenvolvimento do cancer. Fonte:
Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011.

A carcinogénese envolve trés fases sendo elas: iniciacdo, promogao e
progressao tumoral (Pitot, 1993). No desenvolvimento tumoral a primeira fase € o
processo de iniciacao, podendo ser desencadeado por agentes bioldgicos, fisicos ou
quimicos, e fatores genéticos. Apds a primeira fase o cancer se torna irreversivel,

devido a mutacao ser passada para células filhas, evoluindo assim para a segunda



fase do desenvolvimento tumoral. No processo de promogédo pode haver acdo de
promotores (especificos ou inespecificos) que podem levar a proliferagdo das
células mutantes. Nessa fase, o tumor ainda ndo se encontra em estado de
malignidade, mas para que alcance a segunda fase de progressdo tumoral, vai
depender do efeito dos promotores na expansao clonal das células iniciadas, que
podem levar a segunda fase de progressao tumoral (Klaunig et al., 2000; Hanahan e
Weinberg, 2011; Liu et al., 2015). A terceira fase de progressao do tumor tem varias
modificacdes e caracteriza-se pela malignidade das células, juntamente a

proliferacdo e angiogénese (Ziyad e Iruela-Arispe, 2011).

1.3.1 TRATAMENTO DO CANCER

As abordagens terapéuticas contra o céancer podem incluir a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia ou ainda a associacdo desses recursos. O tipo de
tratamento adotado dependera do estadiamento clinico e do tipo histolégico do

tumor, sendo 0 mais comum a quimioterapia.

1.3.2 Quimioterapia

A quimioterapia € o método que utiliza compostos quimicos, chamados
quimioterapicos, no tratamento de doengas causadas por agentes bioldgicos.
Quando aplicada ao cancer, a quimioterapia é chamada de quimioterapia
antineopléasica (Apetoh et al., 2007).

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir do gas
mostarda, usado nas duas Guerras Mundiais como arma quimica. Apos a exposicao
de soldados a este agente, observou-se que eles desenvolveram hipoplasia medular
e linfoide, o que levou ao seu uso no tratamento dos linfomas malignos. A partir da
publicacdo, em 1946, dos estudos clinicos feitos com o gas mostarda e das
observacgdes sobre os efeitos do acido folico em criangcas com leucemias, verificou-
se avango crescente da quimioterapia antineoplasica. Atualmente, quimioterapicos
mais ativos e menos téxicos encontram-se disponiveis para uso na pratica clinica.
Os avancos verificados nas Ultimas décadas, na &rea da quimioterapia
antineoplasica, tém facilitado consideravelmente a aplicagcdo de outros tipos de
tratamento de cancer e permitido maior nimero de curas (Clements et al., 2002).

Os agentes utilizados no tratamento do céncer afetam tanto as células

normais como as neoplasicas, porém eles acarretam maior dano as células malignas



do que as dos tecidos normais, devido as diferencas quantitativas entre os
processos metabolicos dessas duas populagdes celulares. Os citotdéxicos ndo séo
letais as células neoplasicas de modo seletivo. As diferencas existentes entre o
crescimento das células malignas e os das células normais e as pequenas
diferengcas bioquimicas verificadas entre elas provavelmente se combinam para
produzir seus efeitos especificos (Love, 1994).

O DNA, material genético de todas as células, age como modelador na
producao de formas especificas de RNA transportador, RNA ribossémico e RNA
mensageiro e, deste modo, determina qual enzima sera sintetizada pela célula. As
enzimas sao responsaveis pela maioria das fungdes celulares, e a interferéncia
nesses processos ira afetar a funcdo e a proliferagdo tanto das células normais
como das neopldsicas. A maioria das drogas utilizadas na quimioterapia
antineoplasica interfere de algum modo nesse mecanismo celular, e a melhor
compreensao do ciclo celular normal levou a definigdo clara dos mecanismos de
acdo da maioria das drogas. A partir dessa definicdo, as drogas podem ser
classificadas conforme a sua atuagao sobre o ciclo celular em (Love, 1994; Rang et
al., 2015):

a) Ciclo-inespecificos - Aqueles que atuam nas células que estdo ou ndo no
ciclo proliferativo, como, por exemplo, a mostarda nitrogenada;

b) Ciclo-especificos - Os quimioterapicos que atuam somente nas células que
se encontram em proliferacdo, como é o caso da ciclofosfamida;

c) Fase-especificos - Aqueles que atuam em determinadas fases do ciclo
celular, como, por exemplo, o metotrexato (fase S), o etoposido (fase G2) e a
vincristina (fase M).

A quimioterapia pode ser feita com a aplicagdo de um ou mais
quimioterapicos. O uso de drogas isoladas (monoquimioterapia) mostrou-se ineficaz
em induzir respostas completas ou parciais significativas, na maioria dos tumores,
sendo atualmente de uso muito restrito (BRASIL,2007).

A poliguimioterapia é de eficacia comprovada e tem como objetivos atingir
populacdes celulares em diferentes fases do ciclo celular, utilizar a acao sinérgica
das drogas, diminuir o desenvolvimento de resisténcia as drogas e promover maior
resposta por dose administrada.

Os quimioterapicos nao atuam exclusivamente sobre as células tumorais. As

estruturas normais que se renovam constantemente, como a medula 6ssea, os pélos
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e a mucosa do tubo digestivo, sdo também atingidas pela acao dos quimioterapicos.
No entanto, como as células normais apresentam um tempo de recuperacéo
previsivel, ao contrario das células anaplasicas, é possivel que a quimioterapia seja
aplicada repetidamente, desde que observado o intervalo de tempo necessario para
a recuperacao da medula 6ssea e da mucosa do tubo digestivo. Por esse motivo, a
quimioterapia é aplicada em ciclos periodicos. Os efeitos terapéuticos e toxicos dos
quimioterapicos dependem do tempo de exposi¢céo e da concentragao plasmatica da
droga. A toxicidade é variavel para os diversos tecidos e depende da droga utilizada.
Nem todos os quimioterapicos ocasionam efeitos indesejaveis, tais como mielo-
depressao, alopecia e alteragdes gastrintestinais (nauseas, vomitos e diarréia)
(Love, 1994; Rang et al., 2015).

A cada dia, medicamentos novos sao postos a disposicdo dos oncologistas
visando a reducdo da toxicidade dos quimioterapicos a manutencdo da
quimioterapia (fatores de crescimento hematopoiético e antieméticos, por exemplo),
e a intensificacao dos quimioterapicos (acido folinico, por exemplo). O transplante de
medula Ossea também tem permitido superar o problema da toxicidade
hematoldgica da quimioterapia como fator limitante do tratamento, a par de
constituir-se ele préprio em um método terapéutico de doencas hematolégicas. E
preciso salientar, porém, que a maioria desses medicamentos e métodos tem se
mostrado inacessivel a maioria dos pacientes, mais por seus custos do que por sua
disponibilidade (comercial, institucional ou de doadores de érgaos); além do que eles
também se acompanham de efeitos tardios ainda nao totalmente conhecidos nem
bem controlados (Gotwals et al., 2017).

Segundo Gotwals et al., 2017; a maior falha da quimioterapia antineoplasica &
devida a resisténcia as drogas. Essa resisténcia ocorre ou porque as populacoes
celulares desenvolvem nova codificacdo genética (mutacdo) ou porque sao
estimuladas a desenvolver tipos celulares resistentes ao ser expostas as drogas, 0
que Ihes permite enveredar por vias metabolicas alternativas, através da sintese de
novas enzimas. E também observada resisténcia nos casos em que o tratamento é
descontinuado, quando a populagao tumoral é ainda sensivel as drogas, em que a
quimioterapia € aplicada a intervalos irregulares e em que doses inadequadas sdo
administradas. A partir dos anos setenta, tem se detectado, em laboratério, um tipo
de resisténcia cruzada apresentada por linhagens celulares, entre quimioterapicos
diversos, cuja caracteristica comum é serem derivados de produtos naturais. Esse
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tipo de fenbmeno passou a ser denominado "resisténcia a multiplas drogas" e esta
relacionado a diminuigdo da concentragdo intracelular do quimioterapico e a
presenca de uma glicoproteina, ligada a membrana plasmatica, a glicoproteina 170-
P (Gotwals et al, 2017). Desse modo, € possivel reverter o mecanismo de
resisténcia a partir do uso de compostos que inativem a glicoproteina 170-P.

E importante enfatizar a vantagem de iniciar-se a quimioterapia quando a
populagcado tumoral € pequena, a fracdo de crescimento € grande e a probabilidade
de resisténcia por parte das células com potencial mutagénico é minima. Essas séo
as condicdes ideais para se proceder a quimioterapia adjuvante (E Silva et al.,
2017).

1.3.2 MODELOS DE TUMORES EXPERIMENTAIS

Os avangos na ciéncia tém contribuido para a melhoria no diagnéstico,
pesquisa e nas estratégias terapéuticas dos tumores. O desenvolvimento de
modelos experimentais de tumores, muito tem contribuido para o estudo de seu
desenvolvimento, mecanismos envolvidos nas metastases e no teste de substancia
com agdo antineoplasica. Na area da oncologia, diversos modelos experimentais
sdo propostos buscando atender a esses objetivos. De modo geral, quer para os
estudos basicos de biologia tumoral, quer para a investigacdo de novas modalidades
terapéuticas (cirurgica, medicamentosa, radioterapica) dispéem-se hoje de uma
variedade de tumores experimentais ja catalogados. Dentre eles alguns exemplos
sao os tumores ascitico e solido de Ehrlich (Arcangeli et al., 1983), melanoma (B16 e
F10) (Altmann et al., 1985), tumor hepatico experimental (VX-2) (Hossne, 2002),
tumor de célon (MC38, MC32a e CT 26) (Horig et al., 2001).

Os tumores experimentais podem ser mantidos em laboratério, por meio de
cultura de células (tumor de Walker, melanoma, célon), de transplantes em
hospedeiros susceptiveis (tumor de Ehrlich) e/ou induzidos por substancias quimicas
(tumor de tiredide) (Kavarana et al., 1999).

1.3.2.1 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich foi primeiramente descrito por Paul Ehrlich em 1906. E
uma neoplasia de camundongos, transplantavel constituida de células de origem
epitelial, um adenocarcinoma de mama (Ehrlich e Apolant, 1906). O tumor de Erlich
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desenvolve-se em cavidades serosas como a abdominal e pleural, bem como em
musculos; ndo se observa, porém, crescimento em visceras parenquimatosas, como
figado. As formas ascitica ou sdélida de seu crescimento ocorre conforme o local de
sua inoculacdo (WAINSTEIN, 1999). Quando inoculado na cavidade abdominal, as
células tumorais crescem na sua forma ascitica desenvolvendo uma carcinomatose
peritoneal. Essa forma tem como caracteristica o grande acumulo de fluidos no
abdémen (ascite) e uma baixa resposta inflamatéria, com pequena infiltracdo de
macréfagos e um influxo tardio de células polimorfonucleares para a cavidade (a
partir de sexto dia apds a inoculacao) (Hossne, 2002).

O tumor de Ehrlich sélido pode ser descrito morfologicamente com células
com alto grau de atipias (anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e
numerosos, cromatina condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relagao nucleo
- citoplasma maior que a das células normais. O estroma € constituido por fibras
colagenas e delicados capilares (Ehrlich e Apolant, 1905; Ozaslan et al., 2011).

O carcinoma de Ehrlich pode ser caracterizado como um tumor
indiferenciado, que pode ter alta capacidade de transplante sem regressao, rapida
proliferacdo podendo chegar a 100% de malignidade e pode apresentar uma
caracteristica similar aos tumores humanos sensiveis a quimioterapia (Kaleoglu e
isli, 1977).

O tumor de Ehrlich possui capacidade de crescimento em quase todas as
linhagens de camundongos, provavelmente porque durante o processo de
transformagédo maligna suas células perderam os antigenos de histocompatibilidade
H-2 (Carry et al., 1979).

Devido a sua baixa imunidade, esta neoplasia apresenta crescimento
bastante agressivo, com proliferacdo celular acelerada e invasdo de tecidos
adjacentes. A viruléncia do tumor de Ehrlich ndo é alterada pela linhagem do
camundongo utilizada, porém cada linhagem apresenta uma reagdao imunoldgica
especifica a presenca do tumor, fato que altera a sobrevida de acordo com a
linhagem utilizada (Kodama e Kodama, 1975). O tumor de Ehrlich € um bom modelo
para estudos envolvendo citologia, por crescer na forma ascitica, como mostra na
figura 4A, o que permite a obtengéo de células tumorais isoladas, o que pode-se ver
conforme a figura 4B (Hossne, 2002).
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Figura 4: (A) Camundongo Balb-C 14 dias apés injecao de células do Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE). (B) Células TAE, aumento de 1000X. Fonte: Autor

A descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é um processo
complexo, e de alto custo, embasado principalmente em inovacbes cientificas e
tecnolégicas. A quimica medicinal, de reconhecido papel central no processo de
producdo e desenvolvimento de farmacos, caracteriza-se por seu relevante carater
multidisciplinar, abrangendo diversas especialidades, tais como quimica organica,
bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural, entre outras.
De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (da sigla inglesa
IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry), a quimica medicinal
envolve a invencado, a descoberta, o planejamento, a identificagdo, a preparacao e a
interpretacdo do mecanismo de agcdo molecular de compostos biologicamente ativos.
Além da descoberta de moléculas bioativas, a quimica medicinal também incorpora
os estudos do metabolismo e das relagdes entre a estrutura quimica e atividade
(Wermuth, 2011). As bases de Schiff representam um importante grupo de
compostos na quimica organica, pois sdao materiais de partida na sintese de
produtos industriais onde as ligagdes carbono-nitrogénio estdo presentes sendo um
importante composto a ser estudado (Garza-Ortiz et al., 2008).

1.4 BASES DE SCHIF

Bases de Schiff sdo compostos provenientes da condensagdo de aminas
primarias com composto carbonilicos primeiramente sintetizadas por Hugo Schiff
(Tofazzal et al., 2001). As bases de Schiff possuem grupos imina (C=N) com um
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grupo R diferente de hidrogénio ligado ao nitrogénio, com formula minima R2C=NR’.
Representam uma classe importante de ligantes em quimica de coordenacéo e
apresentam aplicacdo em diferentes campos (Tofazzal et al.,, 2001; Shaker et al.,
2009). As bases de Schiff possuem alta afinidade por ions de metais de transicao e
seus complexos podem apresentar diferentes geometrias (Omar et al., 2006), com
variadas propriedades bioldgicas tais como potencial antitumoral e antimicrobiana
(Hickey et al., 2011).

Estes compostos sdo sintetizados a partir de uma amina aromatica e um
composto carbonilico (por exemplo, aldeidos, cetonas) (Figura 05) através de uma
adicao nucleofilica, o que leva a formacdo de um hemimalinal, e a consequente
desidratacdo para gerar uma imina. A reagéo do éter 4,4'-diaminodifenilico com o-

vanilina pode ser considerada uma reacao tipica (Faridbod et al., 2007)

N N

L=0 + H,—N— ——— ©T=N— +H0
Aldeido ou Amina Base de Schiff ou
Cetona Imina

Figura 05: Formacéao de base de Schiff a partir de aldeido ou cetona

A aplicacdo de aldeidos leva a formacdo de iminas do tipo R1HC =
NR 2. Isto é, enquanto o resultado da mesma reacdo com cetonas sdfo de R1 R2C
= NR 3 aminas do tipo (reacdo de cetonas ocorre mais lentamente do que a de
aldeidos). O mecanismo geral de formacao de bases de Schiff € de acordo com a
reacao em varias etapas.

Uma imina (base de Schiff), como a formada a partir de o- vanilina, forma
complexos com ions metalicos via &tomos doadores de N e O. Os efeitos estéreos e
eletrénicos em torno do nucleo de metal podem ser afinados por meio da selegao
apropriada de substituintes de elétrons ou de doagdo de elétrons nas bases de
Schiff. Esses atomos de N e O induzem dois efeitos eletronicos opostos: o oxigénio
fenolado é considerado um doador resistente, que estabiliza os estados de oxidagao
mais elevados, enquanto o nitrogénio imino € um doador mais flexivel e estabiliza os

estados de oxidagdao mais baixos do ion metélico (Gupta et al., 2006).
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As bases de Schiff sdo consideradas “ligandos privilegiados” que séo ativos e
bem projetados. Esses ligantes foram extensivamente estudados em quimica de
coordenacao, e sdao encontrados para ser estavel sob uma variedade de condi¢des
oxidativas e redutoras (Singh et al., 2007). Bases de Schiff sdo realmente capazes
de estabilizar muitos metais diferentes em varios estados de oxidagéo, controlando o
desempenho de metais em uma grande variedade de transformacgbes cataliticas
Uteis (Cozzi, 2004).

Complexos metalicos de transicdo destes compostos tém sido utilizados na
catdlise de diversos processos, como transferéncia de oxigénio e &atomos,
epoxidacao enantiosseletiva e aziridagdo, mediando reacdes redox organicas e
como mediadores em outros processos de oxidacdao. No entanto, muito pouco se
sabe sobre seus complexos equilibrios de formacao na solucdo e também sobre o
uso de salens e seus complexos como portadores nos eletrodos ion-seletivos
(Shamsipur et al., 2001).

As bases de Schiff tém potencial para serem utilizadas em diferentes areas
como eletroquimica, bio-inorganica, catalise, desativadores metalicos, processos de
separacao e quimica ambiental e estdo se tornando cada vez mais importantes nas
industrias farmacéutica (Gupta et al.,, 2006). Podem apresentar uma ampla faixa de
aplicacées farmacologicas (Beraldo e Gambino, 2004); dentre elas, pode-se
destacar atividades como agentes antitumorais, antivirais, antibacterianos,
antimalaricos, antituberculose, fungicidas, antiparasitarios e anticonvulsivantes
(West, 1993; Beraldo e Gambino, 2004) sendo um importante composto a ser

estudado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinacao das propriedades farmacoldgicas do composto sintético (e)-
2-(((para-tolilimino)metil)fenol (PTMF) in vitro e in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar toxicidade do PTMF por meio de ensaio de hemdlise;

e Avaliar o efeito do PTMF sobre a viabilidade das células do baco de
camundongos e sobre células do TAE por meio do ensaio de MTT ;

e Avaliar o perfil do infiltrado leucocitario no liquido ascitico de
camundongos inoculados com as células do TAE e tratados com
PTMF;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do PTMF por meio do modelo de
migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do PTMF por meio de dosagem da
enzima mieloperoxidase no lavado peritoneal dos animais desafiados
com carragenina;

e Avaliar o efeito anti-nociceptivo do PTMF por meio do ensaio de
contorgdes abdominais e teste da formalina em camundongos;

e Avaliar o efeito do PTMF sobre a frequéncia de micronucleos em

eritrécitos do sangue de animais tratados com PTMF.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMPOSTO (e)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol

O PTMF utilizado nos experimentos, foi sintetizado e gentilmente cedido pelo
professor Dr. Nelson Luis de Campos Domingues da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) (Figura 06).

Figura 06: Composto (E)-2-(((p-tolilmino)metil)fenol - PTMF

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para os experimentos foram utilizados camundongos swiss, machos e
fémeas, com 22-24g, de 6 a 8 semanas de idade; provenientes do biotério da
Universidade Cato6lica Dom Bosco, Campo Grande/MS. Os camundongos foram
acondicionados em sala climatizada sob temperatura constante de 25 + 2°C, com
ciclo de claro-escuro de 12 h, com agua e ragao “ad libitum’. O projeto foi
previamente enviado ao Comité de Etica da Universidade Catélica Dom Bosco e
aprovado com numero de protocolo 031/2017.

3.3 ENSAIOS in vitro
3.3.1 AVALIAQ/:\O DE CITOTOXICIDADE
3.3.1.1 ATIVIDADE HEMOLITICA

O ensaio para determinar a atividade hemolitica foi realizado de acordo com
(Park et al., 2004) com pequenas modificacées. Os eritrocitos foram coletados a
partir de camundongos Swiss, lavados com soluc¢do salina a 0,9% e centrifugados a
1200rpm; 4 °C; 2 min. Para o experimento, foi utilizado sangue a 8%, distribuido em
placa de 96 pocos, adicionando diferentes concentragbes do PTMF (100, 50, 25,
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12,5 e 6,25 pg/mL). O controle recebeu Triton X-100 (Vetec) (5uL diluido em 95uL
de agua Mili-Q) e Salina 0,9%. Todos os grupos foram realizados em triplicata. A
leitura foi realizada a 550nm em leitor de microplacas.

3.3.1.2 OBTENGCAO DAS CELULAS DO BACO DE CAMUNDONGOS

As células utilizadas para avaliar a citotoxicidade do PTMF foram retiradas a
partir do bago de camundongos. Um animal foi eutanasiado por aprofundamento
anestésico (Cetamina 150mg/Kg/ Xilazina 20mg/Kg), retirado o baco, lavado em
alcool 70% e emergido em meio de cultura RPMI 1640. O baco foi macerado em
falcon 15mL, centrifugados a 1200rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado, adicionado tampédo de lise de hemécias (EDTA;
NaHCO3; NH4CI); apbés 2 minutos foi adicionado 5mL de meio RPMI para parar a
reacao de lise e centrifugado a 1300 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado celular ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo.
Posteriormente foi realizada a contagem das células em camara de Neubauer
(diluicao de 1:20 em liquido de Turk).

3.3.1.3 OBTENCAO DE CELULAS DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH
(TAE)

As células do TAE foram gentilmente cedidas pelo Departamento de Patologia
da UNESP de Botucatu e estocadas em freezer -80°C na concentracdo de 2X10%ml.
Para os ensaios, as células foram descongeladas, centrifugadas por 5 minutos a
2000rpm, e o sobrenadante desprezado. As células foram ressuspendidas em meio
de cultura RPMI 1640. A partir dessa suspensao celular, foram injetados 200ul de
células TAE intraperitonealmente em dois camundongos a cada sete dias, para
obtencdo de células para os estudos de atividade citotoxica. Apds cinco dias da
injecdo das células do TAE, o crescimento tumoral tornou-se evidente devido a
expansdo abdominal do animal. Para condugé&o dos ensaios, in vitro e in vivo, as
células foram obtidas a partir do lavado peritoneal, apds as células foram lavadas
por duas vezes em meio de cultura RPMI 1640 e centrifugadas por 5 minutos a
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2000rpm em temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a contagem das

células em camara de Neubauer (diluicdo de 1:20 em liquido de Turk).

3.3.1.4 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de Tripan
(Evans e Starling, 1913). Resumidamente, 20 ul de uma suspensao de células/ml
(células do bago) foram colocados em 20 ul de azul de Tripan (1:1) e avaliado sua
viabilidade. Foi realizada a contagem de 100 células e diferenciadas em viavel ou
inviavel. As células foram consideradas adequadas ao experimento, in vitro se

apresentasse, no minimo, 90% de viabilidade.

3.3.1.5 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE PELO ENSAIO COLORIMETRICO
COM SAL DE TETRAZOLIUM (MTT)

A citotoxicidade também foi determinada por meio do ensaio colorimétrico do
MTT, (Takeuchi M, 1991; Sieuwerts et al.,, 1995). A citotoxidade foi avaliada pela
analise baseada na reducdo do sal 3-[(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] (MTT) soluvel em agua para um formazan insoluvel de
cor roxa, produto das desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas (vivas). Para o ensaio, uma suspensao de células, contendo
2x10° células/mL (TAE ou células do bago) foram colocados em placa de 96 pogos e
incubadas com meio RPMI contendo 100, 50 e 25 ug/mL do composto (E)-2-(((p-
tolilimino)metil)fenol, perfazendo um volume final de 200ul e mantidas em estufa de
CO2 5%, a 37°C. A viabilidade celular foi avaliada apds 24 e 48h da incubacdo. Em
seqguida, foi aspirado todo o meio e adicionados 10ul da solugdo de MTT, em todas
as cavidades da placa, e incubada por 4 h, com abrigo da luz. Apds o periodo de
incubacédo, foi adicionado a solugdo solubilizadora para solubilizar os cristais de
formazan. Posteriormente, as placas foram agitadas, levemente, a temperatura
ambiente, por 5-10 min, para que todo o formazan seja solubilizado e realizada a
leitura a 570nm em leitor tipo ELISA (SpectraMax). As porcentagens de viabilidade

celular foram calculadas em relagdo aos controles celulares nao tratados.



20

3.4 ENSAIOS in vivo
3.4.1 AVALIA(}AO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO PTMF

Inicialmente os camundongos foram inoculados intraperitonealmente (i.p.)
com 1 x 103 células TAE. Apds 24 horas da implantagcdo do tumor, o tratamento dos
animais foi iniciado com o PTMF (25, 50 e 100ug/animal i.p) ou salina (0.2ml i.p.) e
mantido por 14 dias, com intervalo de 24 horas entre as administragcoes. Apos 14
dias da inoculacédo das células TAE, os animais foram eutanasiados e as células
peritoneais analisadas em relagdo entre o numero de células tumorais e leucécitos
emigrados. Todos os animais foram pesados diariamente para avaliacdo do
crescimento tumoral, determinado pelo ganho de peso dos animais tratados ou néo
com PTMF.

3.4.2 AVALIACAO DA MIGRACAO DE LEUCOCITOS PARA A CAVIDADE
PERITONEAL DE CAMUNDONGOS

Os animais foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia (Cetamina
150mg/Kg/ Xilazina 20mg/Kg) para avaliagdo da migracdo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal dos camundongos. A cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de
PBS/ EDTA. A partir do exsudato foi feita a contagem total e diferencial das células
presentes. A contagem total foi realizada em cdmara de Neubauer e expressa como
nimero de células x 10%ml. A contagem diferencial foi realizada em laminas do
esfregaco de células do exsudato, devidamente coradas (panético rapido), e foram
examinadas em microscopio 6ptico através da objetiva de imersdo em éleo (aumento
de 1000 vezes), sendo contadas 100 células por lamina, diferenciando-se quatro
tipos celulares: neutrdfilos, eosinofilos, basoéfilos e mononucleares. A quantidade de
cada tipo celular presente na cavidade peritoneal foi calculada pela porcentagem
dessas células contadas nos esfregacos e pela quantidade de células totais obtida na
contagem total. Os resultados foram expressos como nimero de célula x 10%/ ml.

3.4.3 AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE
PERITONEAL DE CAMUNDONGOS
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Apoés 6 horas da administragdo do estimulo inflamatorio, os grupos de animais
pré-tratados ou ndo com PTMF foram eutanasiados por aprofundamento de
anestesia (Cetamina 150mg/Kg/ Xilazina 20mg/Kg) para avaliacdo da migracao de
neutréfilos para a cavidade peritoneal dos camundongos. A cavidade peritoneal foi
lavada com 3 ml de PBS/EDTA (5%) e, a partir do exsudato foram feitas as
contagens total e diferencial das células presentes. A contagem total foi realizada
em camara de Neubauer e expressa como n? de células x 108/ml. Uma aliquota do
lavado peritoneal foi armazenada em tampao Il de enzima mieloperoxidase para
posterior dosagem da enzima MPO. A contagem diferencial foi realizada em laminas
do esfregaco de células do exsudato, devidamente coradas (panético rapido), e
foram examinadas em microscépio Optico por meio da objetiva de imersédo em 6leo
(aumento de 1000 vezes), sendo contadas 100 células por lamina, diferenciando-se
quatro tipos celulares: neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos e mononucleares. A
guantidade de cada tipo celular presente na cavidade peritoneal foi calculada pela
percentagem dessas células contadas nos esfregacos e pela quantidade de células
totais obtida na contagem total. Os resultados foram expressos como n° de
neutréfilos x 108/ mL.

3.4.4 DOSAGEM DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Para confirmar os resultados obtidos no ensaio de migracdo de neutrofilos,
a atividade da enzima MPO dos neutrofilos foi mensurada (Alves-Filho et al., 2006).
A lavagem peritoneal dos animais tratados com salina, carragenina ou PTMF nas
concentracbes de 25, 50 e 100 pg/animal; foi submetida a mensuracdo de MPO.
Para isto, uma solugcdo usando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H202 (0,5 mM) foi
adicionada a 25 pL da suspensao de lavagem peritoneal de cada grupo animal, e a
mudanga na absorbancia a 450 nm foi medida. Primeiro, os resultados foram
relatados como o numero total de neutréfilos, comparando a absorbancia de
neutréfilos peritoneais de camundongos processados da mesma maneira. Para este
fim, a migracdo de neutrofilos foi induzida no peritbnio de camundongos por injecao
de carragenina (500 pg/animal). Uma curva padrdo relacionando o numero de
neutréfilos (> 95% de pureza) e absorbancia foi obtida processando neutréfilos
purificados e testando a atividade da MPO. Os resultados foram expressos como o

numero de neutréfilos/mL.
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3.4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO PTMF
3.4.5.1 Teste de contorcbes abdominais induzida por acido acético
Consiste em um teste de método bem sensivel com aplicacdo de estimulo
nociceptivo por via intraperitoneal (Koster R, 1959). Os animais foram pré-tratados
ou ndo com PTMF (100 pg/animal) e apos 15 minutos do pré-tratamento (s.c.) foi
injetado como estimulo nocivo 100 pL de &cido acético 0,8% por via intraperitoneal.
Os controles receberam Indometacina 5mg/Kg. A avaliacdo das contorcdes
abdominais iniciou-se apds 5 minutos da administracdo do acido acético, totalizando

30 minutos de observacgao.

3.4.5.2 Teste da Formalina

O teste da formalina avalia a atividade analgésica de acordo com o nimero de
lambidas/ou mordidas na pata. Os camundongos Swiss (n=5) foram pré-tratados ou
nao com PTMF (100 pg/animal), 15 minutos antes do estimulo com Formalina 2,5%
(30uL s.p.). Os controles receberam Indometacina 5mg/Kg. Os animais foram
avaliados em duas fases: 1°fase nos primeiros 5 minutos, fazendo uma pausa de 10
minutos e a 2° fase os 15 minutos restante observando o numero de lambidas e/ou
mordidas na pata injetada (HUNSKAAR e HOLE 1987).

3.4.6 AVALIACAO PO POTENCIAL GENOTOXICO DO PTMF
3.4.6.1 Avaliacao de microntcleo do PTMF

O teste de micronucleos foi realizado em trés grupos de animais (n=5/grupo)
os quais foram tratados com: salina+DMSO (controle negativo); colchicina 5mg/Kg
(controle positivo); 100ug/animal do PTMF. Os animais receberam o tratamento (i.p.)
e apos 24horas foi colhido sangue periférico da calda produzindo duas laminas de
esfregacos. As laminas foram fixadas e coradas com May Grunwald e Giemsa 10%.
Foram contadas dois mil eritrécitos por lamina, diferenciando em normocromaticos;
com ou sem micronucleos e policromaticos; com ou sem micronucleos. As laminas
foram analisadas em aumento de 1.000 X com 0leo de imersdo em microscopio
otico. Os dados foram expressos como frequéncia de micronucleos por 2.000

células.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste de anadlise de variancia (ANOVA) foi utilizado para comparar as
diferencas entre as analises. Em todos os casos, comparagdes individuais foram
realizadas por meio do poés-teste de Bonferroni (comparagdes multiplas). Foi
utilizado o programa GrafhPad Prim 5. Os resultados foram expressos como média +
EPM e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As bases de Schiff representam um importante grupo de compostos na
guimica organica, pois sao materiais de partida na sintese de produtos industriais
com a presenca de ligacbes carbono-nitrogénio (Garza-Ortiz et al., 2008). Em
particular, esta ligagdo N-C esté envolvida em varias fungdes bioldgicas, permitindo
que as bases de Schiff se comportem, por exemplo, como agentes antimicrobianos,
anti-inflamatorios e/ou antitumorais (Parvez et al., 2012).

As bases de Schiff sdo uma classe notavel de compostos com amplo
potencial farmacoldgico, tais como: acao anti-ulcerogénica (Hajrezaie et al., 2012),
antibacteriana, antifingica (Saeednia, 2010; Datta e Ramya, 2012), anti-diabético
(Vanco et al., 2008), antitumoral (Adsule et al., 2006; Da Silveira et al., 2008),
antiproliferativa (lllan-Cabeza et al., 2008; Sujarania et al., 2012) e atividades anti-
inflamatdrias (Sondhi et al., 2006; Bawa e Kumar, 2009).

Apesar da importancia desses compostos na quimica medicinal, a maioria dos
estudos envolvendo as bases de Schiff estda focada no potencial antibacteriano e
antifungico, demonstrando que ainda ha um vasto campo de estudo para a
elucidacéo das atividades farmacoldgicas desses compostos.

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades farmacolégicas do PTMF,
para tanto, inicialmente foi avaliado sua toxicidade em eritrcitos murinos. A Figura 7
demonstra que o PTMF nao apresentou atividade hemolitica em nenhuma das

concentragdes testadas quando comparada ao controle positivo (Triton-X 100).
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Figura 07: Avaliacao da atividade hemolitica do composto (E)-2-(((p-
tolilimino)metil)fenol em eritrécitos murinos. Em uma placa de 96 pocgos, 50uL
do composto (E)-2-(((p-tollimino)metil)fenol foram adicionados em diferentes
concentracdes ( 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug/mL). O controle negativo foi PBS (100
mL) e o controle positivo foi Triton X-100. A analise foi realizada em espectrometria
na absorbancia de 550nm. Os resultados sao expressos como porcentagem de
hemdlise (média + DPM) *** p <0,05 quando comparados aos grupos controle
positivo Triton X-100.

Visando avaliar a atividade citotoxica do PTMF, células do TAE e do baco
(Figura 8) foram incubadas por 24 horas (Figura 8 A) e 48 horas (Figura 8 B) com
diferentes concentragées do PTMF (100, 50 e 25 ug/mL) e realizado ensaio de MTT.
O PTMF reduziu no tempo de 24 horas, a viabilidade das células do bago em 12,6%;
na concentracao de 100pug/mL e 17% com as concentragcées de 50 e 25 pg/mL
guando comparado ao controle ndo tratado de células do bacgo (Figura 8A).

ApOs 24 horas de incubacao o PTMF reduziu a viabilidade das células do TAE
em 36%; na concentracdo de 100ug/mL, 7% na concentragdo de 50 ug/mL e 16% na
concentracéo de 25 ug/mL quando comparado ao controle nao tratado de células do
TAE (Figura 8A). Com esses dados pode-se observar que o PTMF apresentou uma
acao citotdéxica maior na concentragao de 100ug/mL nas células do TAE (Figura 8A).

Ap6s 48horas, observa-se que a diminuicdo da viabilidade celular se
apresentou mais evidente para as células do bagco bem como células do TAE (Figura
8B). Nas concentracbes de 100, 50 e 25 ug/mL, foi observada uma reducédo da
viabilidade das células do baco de 38%, 33% e 31% respectivamente quando
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comparado ao controle de células do bagco sem tratamento, sugerindo uma acao
tempo dependente do PTMF (Figura 8B).

Apoés 48h, foi observado um efeito mais expressivo do PTMF, diminuindo a
viabilidade das células do TAE em 61,6% para concentracdo de 100 pug/mL; 57,3%
para concentracao de 50 pg/mL e 58,2% para concentragcdo de 25 pg/mL (Figura
8B). Esses dados sugerem que o PTMF possui uma agéo citotdxica para células do
TAE, tempo dependente.

Comparando os resultados de células do bagco e TAE, apbés 48h de
incubagéo, foi possivel observar que o efeito do PTMF se apresentou mais

acentuado em células do TAE.



27

1 Células Controle Células TAE
120+
90+
S
5 . +
>
S T
> 604
kS #
©
= **
e 1.
iR
RPMI 100 50 25
(E)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol
(ng/mL)
120+
90
9
5 ) d *
3 T -
> 00
°
S #
= *%
> T
i
T
0 e
RPMI 100 50 25
(E)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol
(ng/mL)

Figura 08. Determinacédo da viabilidade de células do bago e TAE tratada ou néo
com o PTMF. 1X10° de células foram incubados com diferentes concentragdes (100,
50 e 25ug/mL) do PTMF por 24h (A) e 48h (B). ApGs esses periodo, a viabilidade foi
determinada pelo MTT. Os resultados estdo expressos como porcentagem de
células viaveis (média £ DPM). * p <0,05 quando comparado ao grupo controle nao
tratado (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Dongfang et al (2008), avaliando o efeito antitumoral de cinco complexos de
bases de Schiff demonstraram que estes foram capazes de inibir o crescimento de
células de leucemia mieldéide humanas (K562) de modo dose dependente e que a
regressao do tumor estava associada a inducdo de apoptose induzida pelos
compostos de interesse.

Recentemente, Shabbir et al, (2017) sintetizaram dois compostos (N-(2-
oxidophenyl) salicylideneiminatotriphenylphosphinenickel(ll)( Ni(L1)PPh3) e N-(2-
sulfidophenyl)salicylideneiminatotriphenylphosphine nickel(ll)( Ni(L2)PPh3)) os quais
apresentaram um potente efeito antitumoral. Os compostos apresentaram inibicao
de proliferacao tumoral de aproximadamente 70% na concentracao de 100ug/mL, se

apresentando mais eficaz que PTMF.

Andlise in vivo......

Objetivando avaliar o efeito do PTMF sobre a proliferagao das células do TAE,
camundongos foram tratados com PTMF (25, 50 e 100ug/animal i.p) por 14 dias. No
142 dia, do inicio do tratamento, foi conduzida a contagem total das células da
cavidade peritoneal (Figura 09), bem como a relacdo entre o numero de células
tumorais e leucécitos (Figura 10).

Na Figura 09 esta representado o numero de células totais da cavidade
peritoneal de animais inoculados com TAE, tratados ou ndo com o PTMF. Ao
comparar o grupo salina com o grupo TAE sem tratamento, observamos um
aumento de mais de 100% no numero de células, confirmando o sucesso do
modelo, visto que uma das caracteristicas de células tumorais é a proliferacéo
acelerada. Entretanto, diferente do observado nos ensaios in vitro, os resultados
demonstram que o PTMF, nas doses de 25, 50, 100ug/animal n&o foi capaz de inibir

a proliferacao das células TAE quando comparado ao grupo sem tratamento.
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Figura 09: Determinacdo do numero de células totais de animais inoculados com
TAE, tratados ou ndo com PTMF. Apés 14 dias do inicio do tratamento, foi
conduzida a contagem total das células da cavidade peritoneal em camara de
neubauer. Os resultados foram expressos em 106 /ml *p<0,05 quando comparada ao
grupo controle ndo tratado (ANOVA seguida do teste Bonferroni).

Com intuito de determinar os tipos células encontrados na cavidade peritoneal
dos camundongos inoculados com TAE, tratados ou ndo com o PTMF foi realizada a
contagem diferencial para identificacao entre a relagcdo do numero de leucécitos e
células TAE. Na Figura 10 esta representada a relagao entre o0 niumero de leucécitos
e células TAE da cavidade peritoneal de camundongos. Os resultados demonstram
que o aumento na proliferagdo das células tumorais nao foi acompanhado pelo
aumento no numero de leucécitos peritoneais nos animais nao-tratados com o
PTMF. Os animais do grupo salina, os quais ndo receberam células TAE, estao

representados na figura 10, apenas com os leucdécitos.
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Figura 10: Determinagcao da contagem diferencial das células (Leucécitos X TAE) da
cavidade peritoneal dos camundongos inoculados com TAE, tratados ou ndao com
PTMF. Na contagem diferencial foram identificados os leucdcitos totais e as células
TAE. As laminas foram submetidas a coloracdo com pandtico rapido e avaliadas 100
células por lamina. Os resultados foram expressos em 108 /ml *p<0,05 quando
comparada ao grupo controle ndo tratado (ANOVA seguida do teste Bonferroni).

Com o objetivo de investigar quais leucocitos estavam presentes no lavado
peritoneal foi realizada a contagem diferencial identificando quatro tipos celulares
(eosindfilos, basdfilos, neutréfilos e mondcitos) (Figura 11, A,B). Foram identificados
apenas dois tipos de leucdcitos; neutréfilos (Figura 11, A) e mondcitos (figura 11, B).
Os resultados demonstram que o PTMF aumentou o numero de neutréfilos na
concentracdo de 100upg/animal; quando comparado ao grupo com TAE sem
tratamento (Figura 11, A). A figura 11B demonstra o nimero de mondcitos presentes
no lavado peritoneal dos camundongos, tratados ou ndo com PTMF (25, 50,
100pg/animal). Pode-se observar aumento no numero de mondcitos no grupo
tratado com 100ug/animal do PTMF quando comparado com o grupo com TAE sem

tratamento.
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Figura 11: Determinacdo da contagem diferencial das células da cavidade peritoneal
dos camundongos inoculados com TAE, tratados ou ndo com PTMF. Na contagem
diferencial foram identificados quatro tipos celulares: neutréfilos, eosindfilos basofilos
e mononucleares. As laminas foram submetidas a coloracdo com pandtico rapido e
avaliadas 100 células por lamina Em A estdo demonstrados neutréfilos e B estao
demonstrado mondcitos. Os resultados foram expressos em 108 /ml *p<0,05 quando
comparada ao grupo controle ndo tratado (ANOVA seguida do teste Bonferroni).
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Um método eficaz utilizado na busca de novas substancias com
potencial anti-inflamatorio € o modelo de peritonite induzida por agentes flogisticos
com as carragenina. As carrageninas sao polissacarideos sulfatados provenientes
de algas marinhas consideradas potentes aditivos alimentares. Além disso, sao
utiizadas no modelo de migracdo de leucécitos para cavidades peritoneais de
camundongos para investigacao da fisiopatologia da inflamag&o aguda para triagem
de substancias com potencial anti-inflamatoério (Winter et al.,, 1962; Di Rosa, 1972;
Vinegar et al., 1982; Bhattacharyya et al., 2008).

Com intuito de determinar a atividade anti-inflamatéria do PTMF, foi realizado
0 ensaio de migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal de camundongos. Na
contagem de leucécitos totais, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
tratados com PTMF nas concentragdes 100, 50 e 25ug quando comparado ao grupo
controle (carragenina) (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo do efeito do PTMF sobre a migracao de leucdcitos totais para
cavidade peritoneal de camundongos. O efeito anti-inflamatério do PTMF foi
avaliado em camundongos Swiss (n=6) submetidos ao pré-tratamento com
diferentes doses do composto (25, 50 e 100ug/ animal/s.c.) 15 minutos antes do
estimulo inflamat6rio (carragenina 1mg/animal ip). Os controles negativos
receberam salina 0,9% (200uL i.p). Apds 6 horas os animais foram eutanasiados e
realizada a contagem total das células. Os resultados estdo expressos em namero
de leucécitos X 10° (media tEPM) Foi utilizado o programa Graphpad prism 5.
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Quando avaliou-se a migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos, 0 composto inibiu a migracao de neutrdéfilos nas doses de 25 (45%) ,
50 (70%) e 100ug (85%) quando comparada com o grupo que recebeu apenas

carragenina, sem tratamento (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo do efeito do PTMF sobre a migracao de neutréfilos para
cavidade peritoneal de camundongos. O efeito anti-inflamatério do PTMF foi
avaliado em camundongos Swiss (n=6) submetidos ao pré-tratamento com
diferentes doses do PTMF (25, 50 e 100ug/ animal/s.c.) 15 minutos antes do
estimulo inflamatério (carragenina 1mg/animal ip). Os controles negativos
receberam salina 0,9% (200uL i.p). Apds 6 horas os animais foram eutanasiados e
realizada a contagem diferencial das células. Os resultados estdo expressos em
nimero de neutréfilos X 10° (media tEPM) e # p<0,05 quando comparado ao grupo
controle nao tratado (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).

Os neutrdfilos respondem a mudltiplos sinais no organismo podendo produzir
vérias citocinas e outros fatores inflamatérios que influenciam e regulam a

inflamacéao e também o sistema imunologico (Nauseef e Borregaard, 2014; Scapini e
Cassatella, 2014). Atualmente, reconhece-se que o0s neutréfilos sao células
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complexas transcricionalmente ativas (Ericson et al.,, 2014) que produzem citocinas
(Tecchio e Cassatella, 2016), modulam as atividades das células vizinhas e
contribuem para a resolucéo da inflamacéao (Greenlee-Wacker, 2016).

Por outro lado, Glennon-Alty et al, 2018 demonstraram que os neutréfilos
liberaram niveis mais elevados de ROS em doengas auto-imunes, € 0s danos
oxidativos derivados dos neutréfilos sdo mediados ao tecido hospedeiro (primarios e
secundarios) contribuindo assim para a evolugdo da doenga (Glennon-Alty et al.,
2018).

Tagreed e Omar em 2007 desenharam e sintetizaram dois compostos de
bases de Schiff derivados de salicilideno e avaliaram o potencial anti-inflamatério por
meio do ensaio de edema de pata. Um dos compostos apresentou efeito semelhante
ao da indometacina, na concentracdo de 100mg/Kg. Os autores atribuem o resultado
promissor do composto aos constituintes da sulfonamida no anel aromatico
contribuindo para a dupla ligagdo secundaria da azometina (Omar, 2017).

Nos microambientes inflamatoérios, os neutréfilos ativados podem produzir
intermediérios reativos de oxigénio ou desgranular liberando enzimas liticas tais
como proteases (por exemplo, elastase, gelatinase, etc.), ou mieloperoxidase (MPO)
(Papayannopoulos et al., 2010). A MPO é uma enzima imunologicamente ativa que
catalisa a oxidacdo e cloracdo de macromoléculas utilizando o peroxido de
hidrogénio como substrato para formar adutos de acido hipocloroso (Hazen, Hsu,
Duffin, et al., 1996; Hazen, Hsu, Mueller, et al., 1996; Eiserich et al., 1998; Nauseef,
2007), sendo um indicativo de presenca de neutrofilos.

Objetivando confirmar os dados encontrados na migracao de neutrdfilos, foi
realizada a dosagem da enzima MPO dos lavados peritoniais dos animais. Os dados
da dosagem da enzima MPQO ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos tratados com PTMF quando comparado ao grupo ndo tratado (carragenina)
(Figura 14).
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Figura 14. Avaliagdo do efeito do PTMF sobre a migragcdo de neutréfilos para
cavidade peritoneal de camundongos. O efeito anti-inflamatério do PTMF (25, 50 e
100ug/ animal/s.c.) foi avaliado pela dosagem da enzima MPO dos exudatos do
lavado peritoneal dos camundongos. Os resultados estdo expressos em numero de
neutréfilos X 10° (media +EPM) (ANOVA seguido do teste de Bonferroni). Foi
utilizado o programa Graphpad prism 5.

Substancias quimicas injetadas por via intraperitoneal podem induzir
contorgbes abdominais em camundongos devido a sensibilizagdo de nociceptores
por prostaglandinas. Este teste é util para avaliar a analgesia moderada produzida
por compostos anti-inflamatérios (Ferreira e Vane, 1974). O teste de contorcoes
abdominais demonstrou que o PTMF foi capaz de reduzir aproximadamente 25% o

numero de contor¢cées abdominais na dose administrada (100ug/animal) (Figura 15).
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Figura 15: Avaliagdo do efeito antinociceptivo do PTMF por meio do teste de
contorcbes abdominais em camundongos. O efeito antinociceptivo do PTMF foi
avaliado em camundongos Swiss (n=5) submetidos ao pré-tratamento com o
composto 100pg/animal por via subcutédnea 15 minutos antes do estimulo da dor
(acido acético 0,8%, i.p.). O controle negativo recebeu indometacina 5mg/Kg. Os
animais foram avaliados pelo nimero de contor¢des realizado durante 30 minutos
apdés estimulo. Os resultados estdo expressos em numero de contorcdes
abdominais (media tEPM) # p<0,05 quando comparados ao grupo nao tratado.
*p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com indometacina.

O teste de formalina € um modelo validado para avaliagdo de nocicepgao e é
sensivel para diversas classes de drogas analgésicas. Dois periodos distintos da
atividade de lamber podem ser identificados, uma fase precoce durando os primeiros
5 minutos e uma fase tardia com duracao de 30 minutos apéds a inje¢ao de formalina.
Foi demonstrado que as duas fases no teste de formalina podem ter diferentes
mecanismos nociceptivos. Sugere-se que a fase inicial é devido a um efeito direto
sobre nociceptores e que as prostaglandinas ndao desempenham um papel
importante durante esta fase. A fase tardia parece ser uma resposta inflamatéria,
com dor inflamatéria que pode ser inibida por drogas anti-inflamatérias. Apenas
drogas analgésicas de acao central sdo efetivas na inibicdo da fase da nocicepgéao
(HUNSKAAR 1987).

A figura 16 representa a avaliacdo do efeito analgésico do PTMF. Os

resultados demonstram que o PTMF nao apresentou capacidade de reduzir a
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nocicepcao na fase 1, sugerindo a auséncia de efeitos analgésicos centrais do
extrato. Entretanto na fase 2, o PTMF foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva

deflagrada pela formalina, quando comparado ao grupo tratado com Indometacina.
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Figura 16: Avaliacdo do efeito antinociceptivo do PTMF por meio do teste da
formalina em camundongos. O efeito antinociceptivo do PTMF foi avaliado em
camundongos Swiss (n=5) submetidos ao pré-tratamento com o composto
100ug/animal por via subcutdnea 15 minutos antes do estimulo da dor (formol 2,5%,
s.p.). O controle negativo recebeu indometacina 5mg/Kg. Os animais foram
avaliados pelo niumero de lambeduras na pata por 5 minutos (Fase 1); houve um
intervalo de 10 minutos e contados mais 15 minutos ininterruptos (Fase 2) ap6s
estimulo. Os resultados estdo expressos em numero de lambeduras (media tEPM) #
p<0,05 quando comparados ao grupo nao tratado

Na avaliacdo quanto a genotoxidade do PTMF foi administrado, nos animais,
100pg/animal do composto e para grupo controle positivo, colchicina (0,5mg/kg).
ApGs 24 horas, foi possivel observar que o tratamento com o PTMF nao foi capaz de
induzir micronucleos em hemacias policrométicas (Figura 17), quando comparado ao

grupo tratado com colchicina.
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Figura 17 Determinagcdo do numero de micronucleo em eritrécitos do sangue dos
camundongos tratados ou ndo com PTMF. Foram avaliadas 2000 células e
diferenciadas em Policromaticas com micronucleo. #p<0,05 quando comparada ao
grupo controle desafiado com colchicina (ANOVA seguida do teste Bonferroni).

O ensaio do micronucleo (MN) é um dos biomarcadores de genotoxicidade
mais amplamente utilizados fornecendo uma medida eficiente dos danos no DNA
cromossémico que ocorrem como resultado da quebra do cromossomo ou da ma
segregacao do cromossomo durante a mitose (Bolognesi e Fenech, 2012). O
rastreio do impacto genotéxico € de grande importancia durante a avaliacdo da
citotoxicidade, uma vez que o potencial genotéxico esta normalmente implicado nas
toxicidades e reprodutivas como um fator de risco primario (Farag e Alagawany,
2017).

Andrezalova et al, 2017 testou a atividade de dois compostos
([Cu(salglu)Meim] e [Cu(et)2(im)4][Cu2(salglu)2(im)2]) quanto a capacidade de
degradacéao do DNA pelo ensaio do cometa. A linha de células saudaveis HEK-293T
foi mais sensivel do que a linhagem de células cancerigenas MCF-7 aos compostos,

somente na concentragdo mais alta usada (100 umol.L) (Andrezalova et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cytotoxicity
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O composto (E)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol foi sintetizado por Al-Kahraman et.
al. em 2010 e testado quanto a atividade contra os fungos das espécies C. albicans;
A. flavus; M. canis; F. solani; C. glabrata e as bactérias Escherchia coli, Bacillus
subtilis, Shigella flexenari, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhi. Nos testes, o composto nao apresentou nenhuma atividade, por
outro lado também foi testado atividade antileishmanicida o qual o composto
apresentou uma atividade moderada contra a espécie Leishmania major (Al-
Kahraman et al., 2010).

Sao muitos trabalhos realizados com bases de Schiff porém, cada base ligada
a um metal especifico apresenta uma atividade biolégica caracteristica o que
impossibilita a comparacdo do presente trabalho com a escassez de materiais
disponiveis. Apenas um trabalho foi encontrado na literatura utilizando o composto
(E)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol (Al-Kahraman et al., 2010).

Com base nos ensaios do presente trabalho, pode-se considerar que o
composto (E)-2-(((p-tolilimino)metil)fenol possui atividade antitumoral in vitro, efeito
anti-inflamatério, antinociceptor e nao apresenta potencial genotdxico. Novos

ensaios serao realizados para elucidar os mecanismos envolvidos nessa acao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se considerar que:
. O PTMF néao apresentou atividade hemolitica;

o O PTMF na concentragdo de 100ug/mL foi capaz de reduzir em 24horas, a
viabilidade das células do TAE em 36%, na concentracdo de 25 e 50 ug/mL

reduziram a viabilidade celular em 7 e 16%;

. O PTMF foi capaz de reduzir a viabilidade celular de TAE, em 48horas, na
concentracado de 100ug/mL 61,6% ; 57,3% para concentragdo de 50 pg/mL e 58,2%
para concentracdo de 25 pg/mL sugerindo acao citotéxica dose tempo dependente;

o Nao houve diferengca no numero de células totais da cavidade peritoneal de
animais inoculados com TAE, tratados ou ndo com o PTMF;

o O PTMF nao foi capaz de alterar o numero de leucécitos peritoneais;

. O PTMF foi capaz de aumentar o numero de neutréfilos na concentragéo de
100ug/animal; e aumentar o numero de mononucleares no grupo tratado com

100pg/animal.

. O teste de contor¢cées abdominais demonstrou que o PTMF foi capaz de
reduzir o numero de contor¢des abdominais na dose administrada (100pg/animal)

o O PTMF (100ug/animal) foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva no ensaio

de formalina somente na fase 2;

o O PTMF nao foi capaz de induzir micronucleos em hemacias policromaticas

na concentragao de 100ug/animal.
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7 ANEXOS

@ UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
U C D B COMISSAO PARA USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Sintese e Avaliagdo das Propriedades Anti-tumoral, Anti-
inflamatéria e Analgésica de Compostos derivados de (E)-2-(((fenil)imino)metil)fenol”, registrada
com o n® 031/2017, sob a responsabilidade de Susana Elisa Moreno, que envolve a produgéo,
manuten¢do ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) : encontra-se de acordo com o0s
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da

Universidade Catdlica Dom Bosco em reunido de 09/03/2018.

Finalidade Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo 09/03/2018 - 09/03/2020
Espécie/linhagem/raca Camundongo:isogénico / Balb/C
N@ de animais 750

Peso/Idade 20g / 6 sem

Sexo Macho / Fémea
Origem Biotério da UCDB

Campo Grande, 9 de maio de 2018.



