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Introducao

Em estudos de toxicologia para seres humanos e
animais, a dose letal média (DL50) pode ser uma
maneira de medir o potencial de envenenamento em
curto prazo (toxicidade aguda) de um composto
quimico. Ja a concentracdo letal média (CL50) refere-
se a concentracdo de um produto quimico no ar ou na
agua que leva a morte de 50% dos individuos num
tempo pré-estabelecido (QUEIROZ, 2015).

Por outro lado, estes termos também podem ser
usados em testes de eficacia de drogas. Algumas
drogas, porém, nao apresentam letalidade, mas sim
efeito inibitério de uma determinada acao biolégica.
Nestes casos, o termo CL50 deve ser substituido por
concentracao inibitéria média (CI50) ou, como uma
denominacdo mais ampla, pode-se usar o termo
concentracédo eficaz (Ceb0), que engloba tanto a CL50
quanto a CI50.

Em quase todos os casos, os testes de CE50 sao
realizados usando uma forma pura do produto quimico.
As misturas sdo raramente estudadas. Em avaliagcdes
de prospeccdo de compostos bioativos a situacao se
inverte, pois a maioria dos compostos avaliados sao
extratos complexos com diferentes constituintes que
podem agir de forma sinérgica ou antagbnica durante
a realizacao de testes de eficéacia.
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Na criacdo de animais de producéo, o
estabelecimento e o desenvolvimento da
multirresisténcia parasitaria de endo e ectoparasitos

aos produtos quimicos disponiveis no mercado
mundial acarretou um crescente interesse de

pesquisadores na identificacao e isolamento de
compostos bioativos (MINHO et al., 2008a, 2008b).
Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas na busca de
fitofarmacos com eficacia antiparasitaria.

Vérios principios ativos vegetais, com diferentes
modos de acdo foram identificados, podendo ser
utilizados em conjunto (produtos fitoterdpicos) ou
isolados (desenvolvimento de produtos
semissintéticos ou sintéticos), em programas de
controle parasitario, ou ainda, visando o aumento da
vida util de drogas ja disponiveis no mercado.

Inicialmente, a triagem para a selecdo de compostos
com potencial antiparasitario é realizada utilizando
testes in vitro. Os testes in vitro ndo substituem os
testes in vivo, mas sdo mais praticos e baratos,
tendo, portanto, a funcao de selecionar os compostos
com maior efeito antiparasitario para serem avaliados
em testes com animais. Uma fase primordial dos
ensaios in vitro é a determinacao da CE50.
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Nas avaliacOes in vitro de efeito antiparasitario, a
CL50 consiste na concentracdo de um composto
bioativo em contato com o parasito (formas adultas ou
imaturas) que acarreta a morte de 50% (metade) de
um grupo de individuos em contato com o composto.
A CI50 consiste na concentracdo de um composto
bioativo em contato com o parasito (formas adultas ou
imaturas) capaz de inibir atividade de 50% (metade)
de um grupo de individuos em contato com o
composto. Neste caso, a inibicdo pode ser da eclosao,
alimentacdo, migracdo, motilidade ou desenvolvimento
de algum estégio do parasito. Dentro da mesma linha
de pensamento, podem ser calculadas as contracoes
eficazes, letais ou inibitérias, sobre 90%, 95% e 99%
dos estagios parasitarios avaliados (CEQO, CE95 e
CE99, respectivamente).

A determinacdo das CE50 de compostos bioativos em
testes in vitro de eficacia antiparasitaria depende do
tipo de extrato vegetal utilizado, suas fracoes
(utilizacao de solventes de diferentes polaridades) e da
solubilizacdo desses compostos nos diferentes
solventes, o que ir4 afetar seu efeito sobre os
diferentes estagios parasitarios a serem avaliados. As
concentracoes (CE, CL e CI) devem ser descritas em
unidades massa/volume (mg.mL", ug.mL"), sendo
especificado o tipo de teste e duracao da exposicao
do composto avaliado em contato com o individuo

alvo.
Para determinacdo de CE50 de um composto bioativo,

é necessario definir a curva dose-resposta do mesmo.
Segundo De Lean et al. (1978), a curva dose-resposta
é a representacao grafica da expressao matematica da
relacdo entre a dose de um principio
farmacologicamente ativo e o seu efeito desejado.
Geralmente, a curva dose-resposta segue um padrao
sigmoide, ou em forma de S (Figura 1). Da anélise
dessa curva é possivel inferir indicadores
farmacodindmicos, como CE50 e efeito maximo, e
entender a relacdo entre a resposta de um composto
bioativo e a dose utilizada. Para que uma curva dose-
resposta siga o padrdo sigmoide é necessario que o
eixo X (concentracdo da droga) esteja em escala
logaritmica. Desta forma, muitos dos estudos ja
realizam os testes laboratoriais utilizando
concentracdes que sejam igualmente espacadas numa
escala logaritmica. Entretanto, também é possivel
fazer o teste com concentracdes espacadas em uma
escala linear. Em qualquer um dos casos, antes de
definir a curva, é necessario transformar cada um dos
valores de concentracdo para seu valor em logaritmico
(X = Log (X)).

Vérios softwares estatisticos podem ser utilizados
para o calculo da CE50. Neste documento, sera
abordada a utilizacdo do GraphPad Prism 6.0
(GRAPHPAD..., 2015) por se tratar de uma
ferramenta pratica e eficaz, a qual pode ser
utilizada de diferentes formas na adequacao da
melhor maneira de se determinar a concentracéao
letal/inibitéria em um teste in vitro, seja ele
utilizando compostos quimicos puros ou extratos
vegetais compostos. Nos extratos biolégicos
complexos podem existir varios principios ativos
que, por sua vez, podem interagir entre si de forma
sinérgica ou antagobnica, o que faz com que
suaandlise seja diferenciada da andlise de um
composto quimico isolado, como, por exemplo,um
produto anti-helmintico comercial, de molécula
Unica.

Depois da determinacdo da curva dose-resposta e
do valor da CE50 (CL50 ou CI50) de um extrato
vegetal frente a um determinado parasito, este
pode ser comparado com as concentracdes
obtidas na avaliacdo de outras fontes
vegetais/drogas com efeito antiparasitario similar.
Esses compostos, entdo, devem ter sua toxicidade
em in vitro e in vivo avaliada e seguem para testes

de avaliacdo in vivo com animais
para confirmacdo de seu efeito antiparasitario na

espécie alvo. O desenvolvimento de medicamentos
envolve, ainda, a acao terapéutica de farmacos, a
qual resulta de interacOes destes com sistemas
biolégicos e é dependente de fatores relacionados
com sua estrutura quimica e, consequentemente,
de suas propriedades fisico-quimicas (TAVARES,
2004). Assim, com base neste conceito, foi
possivel desenvolver nova drea do conhecimento,
gue se preocupa com o estudo das relagcbes entre
a estrutura quimica e a atividade bioldgica
(HANSCH et al., 1990).

Parametros da curva dose-resposta
para estudos de compostos vegetais

Segundo Motulsky e Christopoulos (2004), as
curvas de dose-resposta podem ser utilizadas para
representar graficamente os resultados de muitos
tipos de experimentos, em que no eixo X (abcissa) é
plotada a concentracdo da substancia teste
(farmaco, extrato vegetal, extrato microbiano) e o
eixo Y de resposta pode ser utilizado para
demonstrar qualquer medida da funcao biolégica.



Guia Pratico Para Determinacdo de Curva Dose-Resposta eConcentracdo Letal em Bioensaios com Extratos Vegetais

A resposta da atividade da substancia teste pode
ser, por exemplo, alteracdo da frequéncia cardiaca
de um individuo, potencial de inibicdo de um estéagio

larvar, um efeito antiparasitério etc.
Deste modo, a curva dose-resposta pode assumir

dois formatos (Figura 1):
- Curva dose-resposta de estimulacao: quanto maior

a concentracdo do composto quimico testado, maior
é a ocorréncia do processo biolégico analisado (por
exemplo, efeito de um composto larvicida na

ocorréncia de morte de larvas) (Figura 1A).
- Curva dose-resposta de inibicdo: quanto maior a

concentracdao do composto quimico testado, menor
é a ocorréncia do processo biolégico analisado (por
exemplo, efeito de um composto ovicida na
ocorréncia de eclosdo de ovos) (Figura 1B).
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Figura 1. Padrées mais comuns de curva dose-resposta de
estimulacdo (A) e de inibicdo (B).

Mesmo que o efeito da droga seja inibitério, podem-se
analisar os dados em questao da eficacia do
composto, deste modo a curva terd a forma de dose-
resposta de estimulacao (Figura 1A), uma vez que
guanto maior a concentracdo deste, maior sua
eficacia. Ainda, os valores plotados no eixo Y podem
ser percentuais (normalmente variando de O a 100%)
ou absolutos (nimero de individuos com certa
caracteristica), sendo que, neste ultimo caso, o
numero de individuos utilizados em cada teste deve
ser o mesmo.

Geralmente, as curvas de resposta biolégica assumem
uma forma sigmoide que pode ser bem aproximada
por meio da equacao logistica nao linear de quatro
parametros, também chamada equacao de Hill
(GADAGKAR; CALL, 2015). Uma curva de dose-
resposta padrdo é definida por quatro parametros: a
linha de resposta base (bottom), a resposta maxima
(top), a inclinacao (Hill slope), e a concentracdao média
(CEB0), onde:

Linha de resposta base: E o valor obtido no controle
negativo. E indicado realizar os testes com diluicdes
seriadas até que se atinja o platé basal da curva dose-

resposta e o efeito seja proximo ao do controle
negativo. Caso mesmo no controle negativo seja
observado efeito, podem-se corrigir os valores obtidos
nas diluicoes da droga pelo efeito observado neste

controle. Duas das correc6es mais utilizadas séo:

i) Subtracdo do valor obtido no teste pelo valor
obtido no controle negativo;

ii) Correcdao de mortalidade descrita por Abbot
(1925):

. % Mortalidade Grupo teste - % Mortalidade Grupo Controle negativo
(100 - % Mortalidade Grupo gativo) *100

Resposta méxima: E o maior efeito observado dentre

as diluicoes testadas. Novamente é indicado realizar
os testes com diluicbes seriadas até que se atinja o
platé superior da curva dose-resposta. Porém,
diferente da linha de resposta base, a resposta
maxima pode ser diferente do controle positivo.

Inclinacdo: Muitas das curvas dose-resposta possuem

uma inclinacao padrdo, que segue a forma de uma
curva de ligacdo de receptor (receptor binding curve),
cujo valor de inclinacéo é de 1,0 para estimulacao
(Figura 1A) ou -1,0 para inibicao (Figura 1B). Esta
inclinacdo habitual se da devido a exclusividade de
ligacdo da molécula/droga a um Unico sitio de ligacéo
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e é independente da quantidade de passos e vias
metabdlicas envolvidas entre esta ligacao e o efeito
final da droga. Porém, como os compostos bioativos

sdo uma mistura de varias moléculas, e algumas delas

podem ter atividade sinérgica ou antagbnica, ndo se
pode inferir que ha apenas um sitio de ligacao e,
portanto, a curva poderd nao ter inclinagédo padrao.
Em anélise de experimentos com estes tipos de
compostos é indicado que se permita inclinacao
variavel (Figura 2), para que a curva dose-resposta se
ajuste melhor aos dados obtidos. Vale ressaltar que,
para que esse ajuste seja o mais préximo do real, é
necessario fazer o teste em varias concentracdes da
amostra teste para que se tenham varios pontos na
abcissa (x).
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Figura 2. Padrbes de curva dose-resposta com diferentes
coeficientes de inclinacéo (Hill slope)

Passo-a-passo da determinacdao da
curva dose-resposta e CE software
GraphPad Prism 6.0

Tabular, corrigir e transformar os dados:
Quando indicado, deve-se transformar os resultados

obtidos em porcentagem de acéo da droga;
* Em planilha tipo Excel, tabular os resultados

obtidos de forma que cada linha corresponda a uma
diluicdo testada da droga, seguindo exemplo da
tabela mostrada na Figura 3;

* Ceb0: concentracdo da droga que provoca uma
resposta eficaz em metade dos individuos
submetidos ao teste. Normalmente é calculada a
partir dos dados obtidos, sendo o ponto médio entre
a linha de resposta base e a resposta maxima.

A estimativa dos parametros da equacao de Hill
requer o acesso ao software comercial ou a
capacidade de desenvolver um algoritmo em algum
software (java, R, Fortran, C+ +, jupyter e etc).
Neste documento sera utilizado como exemplo o
software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD...,
2015). Este software utiliza o método interativo
para estimar dois dos parametros da equacao de Hill
(EC50 e o Hill slope), ao mesmo tempo em que
permite limitar os valores dos outros dois
parametros (o bottom e o top), a fim de ajustar os
dados de testes in vitro (eficacia x concentracao) a
equacédo de Hill.

(A primeira coluna deve
concentracdes e as demais colunas representam as
repeticoes).

* Calcular a média aritmética do controle negativo.
Caso a média deste seja diferente de O (ou de 100,
para testes de inibicdo), sugere-se que seja feita

representar as

correcao dos dados em relacdo ao controle negativo.

A B C D E F
1  Concentracdo (mg.ml ) | Replicata 1| Replicata 2| Replicata 3| Replicata 4| Replicata 5
2 1000,0000 100 100 100 100 100
3 100,0000 99 98 99 100 99
4 10,0000 87 88 90 93 92
5 1,0000 71 74 77 77 76
6 0,1000 19 23 19 21 18
7 0,0100 5 8 9 4 9
8 0,0010 1 2 2 3 2
9 0,0001 0) 0] 0] 0 0
Figura 3. Esquema de como os dados devem ser tabulados em planilha para facilitar a entrada destes no software GraphPad Prism 6.0

(GRAPHPAD..., 2015).
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2. Importar a tabela para o software GraphPad Prism 6.0
(GRAPHPAD..., 2015):
* Ao abrir o software, selecionar tipo de nova tabela

como “XY"”, na aba lateral esquerda. Na parte central,
selecionar no campo “Y”, a entrada com repeticoes,
colocando a quantidade de repeticdes utilizadas para

cada concentracao da droga no campo correspondente;
* Clicar no icone “Create” para gerar a planilha vazia;
Na coluna X da planilha ainda vazia inserir o valor das

concentracoes utilizadas no ensaio experimental;

* Nas colunas A:Y1 a A:YN (onde N é o nUmero de
repeticdes) inserir os valores tabulados no passo 1,

com correcao do controle negativo, caso necessario;
* Renomear a tabela de dados de acordo com o

nome do ensaio, clicando com o botao direto do
mouse sobre o nome “Data 1” que estd na aba
esquerda da tela. Exemplo: “Ensaio 1”.
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Figura 4. Tela do software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD..., 2015), com indicag¢éo do icone “Analyze”.

* Selecionar “Transform”, subitem de “Transform,
Normalize...” e, em seguida clicar em <OK> (Figura
5);
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Figura 5. Tela do software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD..., 2015),
com indicagédo da analise a ser selecionada para realizar transformagao
dos dados.

* Na préxima janela, na parte superior selecionar
“Standard functions” e, entdo, selecionar na parte
intermediaria “Transform X values using”, “X = log

(X)”. Clicarem <OK> (Figura 6).
Sera criada uma nova tabela, na aba esquerda, dentro do
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Figura 6.Tela do software GraphPad Prism 6.0
(GRAPHPAD..., 2015), com indicacao do campo
a ser selecionado para realizar transformacéao do eixo X.

*Determinar a curva dose-resposta:
* Com a tabela dos dados transformados aberta

(linhas verdes), no icone “Analysis”, clicar no icone de
“fit a curve with nonlinear regression” (icone no formato
de grafico com curva) (Figura 7);
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Figura 7. Tela do software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD...,
2015), com indicacdo do icone “Fit a curve with nonlinear
regression”.

* Surgird uma nova janela, na qual, na aba fit deve-se
selecionar “Dose-response Special” > “log(agonist) vs.
Response — Find E Canything”;

* Ainda na mesma janela, clicar na aba “Constrain”, e
alterar apenas os parametros HillSlope, F e Bottom:

* HillSlope:

* Se o experimento foi realizado com compostos
bioativos ou mistura de principios ativos, deixar como
“No constraint”;

* Se o experimento foi realizado com principio ativo

isolado (como, por exemplo, ivermectina), deve-se
selecionar “Constant equal to” em Constraint type e
atribuir Value = 1.0 (figura 8);
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Figura 8.Tela do software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD...,
2015), com indicacdo de configuracdo de inclinacdo (Hill slope)
constante.

* F: Inserir o valor da EC requerida, exemplo: 50, 95

e 99;
Bottom:

* Se os dados amostrais inseridos no software foram
previamente corrigidos pelo controle negativo,
selecionar “Constant equal to” em Constraint type e
atribuir Value = O (figura 9);

* Se ndo foi realizada correcdo, selecionar “No
constraint” em Constraint type.
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Figura 9. Tela do software GraphPad Prism 6.0 (GRAPHPAD..., 2015),
com indicagdo de configuragdo de linha de resposta base (bottom)
constante igual a 0.

* Clicarem <OK>.

5. Andlise dos dados obtidos:
* Na aba esquerda da tela, serd gerada nova tabela com

os resultados (tabela com linhas vermelhas). Exemplo
(Nonlin fit of Transform of Ensaio 7); (Figura 10);
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Figura 10. Tela do software GraphPad Prism 6.0(GRAPHPAD...,
2015) com indicagao dos resultados obtidos ap6s analise de

* A partir desta nova tabela, devem-se observar, pelo
menos, 0s seguintes resultados:

*Dentro de Best-fit values, ECF: concentracdo do
produto teste, em valores reais (nao transformados), na
qual é atingido a EC requerida (depende do valor de F);

* Dentro de 95% Confidence Intervals, ECF: Intervalo
de confianca onde se pode encontrar a EC requerida;

* Dentro de Goodness of Fit, R square: Coeficiente de
determinacado, que afere o ajuste dos pontos a curva

determinada;
A poténcia de um principio ativo ou extrato vegetal é

normalmente apresentada como a CE50 ou o logaritmo
da CE50. Mas em alguns casos, como na
bioprospeccdo de produtos antiparasitarios, o
pesquisador pode estar mais interessado na CE95 ou
algum outro valor. Pode-se calcular a CE95 ou CE99
utilizando o mesmo software. Depois da determinacao
do valor da CE50/CL50/CI50 de um extrato vegetal
frente a um determinado parasito, este pode ser
comparado com as concentracoes obtidas na avaliacao
de outras fontes vegetais com efeito antiparasitario
similar. Esses compostos entdo devem ter sua
toxicidade in vitro e in vivo avaliada e seguem para
testes de avaliacdo /n vivo com animais para
confirmacado de seu efeito antiparasitario na espécie
alvo. O desenvolvimento de medicamentos envolve,
ainda, a acao terapéutica de farmacos, a qual resulta de
interacdes destes com sistemas biolégicos e é
dependente de fatores relacionados com sua estrutura
quimica e, consequentemente, de suas propriedades
fisico-quimicas (TAVARES, 2004).

Assim, com base neste conceito, foi possivel
desenvolver nova area do conhecimento, que se
preocupa com o estudo das relacOes entre a estrutura
guimica e a atividade biolégica (HANSCH et al., 1990).

Consideracodes finais

A construcao de graficos de dose-resposta e de
determinacao da CE50 (ou CE90; CE95...) sdo etapas
fundamentais nos testes de triagem in vitro para
efeitos biolégicos de farmacos ou outros compostos,
tais como para a determinacdo do efeito anti-
helmintico de extratos de plantas. Estas informacdes
sao importantes para o delineamento dos ensaios in
vivo subsequentes. Neste documento foi apresentada
uma metodologia bastante pratica e rapida de
construcdo destes graficos e determinacédo das CE
usando um software com plataforma de facil
utilizacdo (GRAPHPAD..., 2015).
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