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RESUMO

INTRODUCAO: No Novo Mundo, os cdes sdo considerados o principal
reservatorio da leishmaniose visceral (LV). Devido as ineficiéncias nos tratamentos
existentes e a falta de uma vacina eficaz, a eutanasia de caes é uma das principais
estratégias de controle da doenga, tornando obrigatério o desenvolvimento de novas
intervengdes terapéuticas. Anteriormente, nosso grupo mostrou que o 17-AAG, um
inibidor de HSP90, demonstrou potencial para uso no tratamento da leishmaniose.
OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo testar a seguranca do 17-AAG em
caes, avaliando a farmacocinética plasmatica, a proporcionalidade a dose e a
tolerabilidade do 17-AAG em resposta a uma ou varias doses intravenosas (IV) em
cades saudaveis. MATERIAL E METODOS: Dois protocolos de pesquisa foram
usados. Protocolo 1 (P1): caes saudaveis receberam doses variaveis (50, 100, 150,
200 ou 250 mg/m?) de 17-AAG ou placebo (n = 4) endovenoso, usando um desenho
cross-over com periodo de “wash-out” de sete dias entre os tratamentos. O protocolo
2 (P2) envolveu nove caes saudaveis que receberam trés doses de 150 mg/m? de 17-
AAG administradas IV em intervalos de 48 horas. RESULTADOS: Todos os caes
completaram com sucesso ambos os protocolos. Em P1, o 17-AAG foi bem tolerado,
no entanto, foram observados niveis aumentados de enzimas hepaticas e diarreia em
todos os quatro cdes que receberam dosagem de 250 mg/m?. Os paréametros
concentragbes plasmaticas maximas (Cmax) e area sob a curva (AUC) foram
proporcionais a dose administrada entre as doses de 50 e 200 mg/m?. Em relagao ao
P2, o 17-AAG foi considerado bem tolerado em doses multiplas de 150 mg/m?2. Niveis
aumentados de enzimas hepaticas e diarréia foram observados em 3/9 e 1/9 desses
caes, respectivamente. Nossos resultados demonstraram seguranga para realizagao
do teste de eficacia do 17-AAG em caes com LV quando administrado em
concentragdes iguais ou inferiores a 150 mg/m? em intervalos de 48 horas. Mas que a
hepatotoxicidade observada com o esquema de dosagem intervalado apesar de ser
reversivel aponta para esforgcos para redugao da toxicidade como a utilizacao de
nanoformulagdes ou lipossomas.

Palavras-chave: Toxicidade; Farmococinética; Caes; Tanespimicina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In the New World, dogs are considered the main reservoir of visceral
leishmaniasis (VL). Due to inefficiencies in existing treatments and the lack of an
effective vaccine, euthanasia in dogs is one of the main strategies for controlling the
disease, making the development of new therapeutic interventions mandatory.
Previously, our group has shown that 17-AAG, an HSP90 inhibitor, has demonstrated
potential for use in the treatment of leishmaniasis. OBJECTIVE: The present study
aimed to test the safety of 17-AAG in dogs, evaluating the plasma pharmacokinetics,
dose proportionality and tolerability of 17-AAG in response to one or more intravenous
(IV) doses in healthy dogs. MATERIAL AND METHODS: Two research protocols were
used. Protocol 1 (P1): healthy dogs received variable doses (50, 100, 150, 200 or 250
mg / m?) of 17-AAG or placebo (n = 4) intravenously, using a cross-over design with a
wash-out period seven days between treatments. Protocol 2 (P2) involved nine healthy
dogs that received three doses of 150 mg / m? 17-AAG administered IV at 48 hour
intervals. RESULTS: All dogs successfully completed both protocols. At P1, 17-AAG
was well tolerated, however, increased levels of liver enzymes and diarrhea were
observed in all four dogs that received a dosage of 250 mg / m? The parameters
maximum plasma concentrations (Cmax) and area under the curve (AUC) were
proportional to the dose administered between the doses of 50 and 200 mg / m2.
Regarding P2, 17-AAG was considered to be well tolerated at multiple doses of 150
mg / m2. Increased levels of liver enzymes and diarrhea were observed in 3/9 and 1/9
of these dogs, respectively. CONCLUSION: Our results demonstrated safety for
conducting the 17-AAG efficacy test in dogs with VL when administered in
concentrations equal to or less than 150 mg / m? at intervals of 48 hours. However, the
hepatotoxicity observed with the interval dosing scheme, despite being reversible,
points to efforts to reduce toxicity such as the use of nanoformulations or liposomes.
Keywords: Toxicity; pharmacokinetics; dogs; tanespymicin.
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1. INTRODUGCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdao zoonoses de grande importancia para saude publica e
amplamente distribuidas no mundo. Essas doencas afetam principalmente pessoas
pobres na Africa, Asia e América Latina e estdo associadas com desnutricdo,
precariedade na moradia, populagdo desfavorecida e seu deslocamento, sistema
imune deficitario. Cerca de 1 bilhdo de pessoas correm o risco de se infectar com
Leishmania nas areas endémicas. Globalmente, a leishmaniose esta entre as dez
principais doengas tropicais negligenciadas, com mais de 12 milhdes de pessoas
infectadas, 0,9 a 1,6 milhdo de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes a cada ano
(WHO, 2018). As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises ou territorios e ha
relatos de casos em outros 200 paises. Dentre os paises endémicos para
leishmanioses, 68 paises sdo endémicos para leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose cutanea (LC), apenas 9 paises sao endémicos para LV e 21 paises
somente para LC (WHO, 2018).

No Brasil, temos maior incidéncia de casos humanos de leishmaniose cutanea
€ muco cutanea relacionadas com as espécies Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis, em relagao a LV provocada pela Leishmania infantum que apresenta
incidéncia menor de casos. Porém, em pacientes com LV sido observados altos
indices de mortalidade (ALVAR et.al., 2012). A LV é classificada como uma doenca
zoonotica no Brasil, onde é causada pela Leishmania infantum, tendo como seu
principal vetor o flebétomo Lutzomyia longipalpis. O cao (Canis familiaris) é
considerado como o principal reservatério no ambiente doméstico e peridoméstico,
contribuindo para a manutencdo do ciclo da LV (FRANCA-SILVA et al., 2005;
TEIXEIRA-NETO et al., 2014). No céo, a leishmaniose visceral (LVC) é de evolugéo
lenta e de inicio insidioso, sendo esta uma doenga de grande importancia na saude
publica e veterinaria (SHAW; LANGTON; HILLMAN, 2009).

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

A leishmaniose visceral canina foi descoberta em 1908 por Nicole e Comte na
regidao da Tunisia (NICOLE e COMTE, 1908). A partir de entao, diversos estudos
mostram que o0 homem e o cao compartilham o mesmo agente etioldgico, sendo o cao

classificado como o principal reservatorio urbano da LV (ADLER e THEODOR, 1932;
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ALVAR et al.,, 2004). Existem algumas evidéncias de que os caes possam ser
considerados como importantes reservatoérios da L. infantum: a) dos 98 paises com a
presencga de LV, cerca de 50 desses possuem casos de LVC (ALVAR et al., 2012;
BRASIL,2014;), b) elevado parasitismo cutdneo de caes infectados que pode
funcionar como fonte de infecgdo para o vetor (MOLINA et al., 1994); c) o fato da
infeccdo canina geralmente preceder o aparecimento de casos humanos, sendo
ainda, mais prevalente que a doenga humana (BEVILACQUA et al., 2001; ALVAR et
al., 2004, SHERLOCK, 1996, SILVA et al., 2005), e d) principalmente pelo seu convivio
junto ao homem (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006). E possivel que uma
parte da populacdo canina, principalmente em areas endémicas, nao apresente
manifestagdes clinicas classicas da doenca, mas alberguem o parasito na derme,
podendo estes animais desempenhar um papel importante na introducéo, dispersao
e manutengao da doenga em areas urbanas (MOLINA et al., 1994; GUARGA et al.,
2000).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

O agente etiolégico da leishmaniose € o protozoario do género Leishmania
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae (ROSS et al., 1903).
A Leishmania é considerada um parasita heteréxeno, uma vez que completa o seu
ciclo de vida em dois hospedeiros, um vetor invertebrado (flebotomineo) que abriga a
forma infectante promastigota e um mamifero onde a forma amastigota (intracelular)
se desenvolve e replica (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos
como flebotomineos, s&o considerados os vetores da Leishmania (NEVES, 2006). No
Brasil, a espécie de maior importancia epidemioldgica na transmissao de LV é a
Lutzomyia longipalpis (LAINSON, 2010).

A principal forma de transmissao do parasito é através da picada da fémea de
flebotomineo e regurgitacdo de formas promastigotas metaciclicas infectantes no
hospedeiro (KILLICK-KENDRICK, 1981; NEVES, 2006). Durante o repasto sanguineo
pelo inseto vetor em um hospedeiro infectado, sdo adquiridas células do sistema
fagocitico-mononuclear, que estdo presentes na pele no hospedeiro vertebrado e
dentro dessas células, encontram-se as formas amastigotas do parasito (KILLICK-
KENDRICK, 1999). A Leishmania no interior do vetor, diferencia-se em varios estagios

de desenvolvimento conforme migra dentro do intestino do inseto (DESCOTEAUX e
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TURCO, 1999; KAMHAWI, 2006). Apos cerca de 6-9 dias de ocorrido o repasto
sanguineo, os parasitos completam seu desenvolvimento no tubo digestorio dos
insetos, transformando-se da forma amastigota em forma promastigota (RUSSEL e
WRIGHT, 1988). As promastigotas metaciclicas sao consideradas as formas
infectantes e sao regurgitadas na derme do hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo (KILLICK-KENDRICK, 1999; KAMHAW!I, 2006). Apds o repasto sanguineo
das fémeas de flebotomineos, os parasitos sdo fagocitados por macréfagos e no
interior destas células, as formas promastigotas internalizam seu flagelo e se
diferenciam em formas amastigotas (CARDOSO e CABRAL, 1999). Estas se
multiplicam por divisdo binaria até a morte e o rompimento do macroéfago infectado.
As amastigotas liberadas poderdo ser novamente fagocitadas (KILLICK-KENDRICK,
2002).

Fases no inseto vetor

FasEs o mamifatafospadelrs

Figura 1. Ciclo biolégico da Leishmania no interior do inseto vetor e do mamifero hospedeiro.
1: Flebotomineo; 2 e 3: Leishmania na forma amastigota; 4: Leishmania na forma
promastigota prociclica; 5: multiplicacido da forma promastigota; 6: Leishmania na forma
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promastigota metaciclica (forma infectante); 7: fémea de flebotomineo infectada e ingurgitada;
8: repasto sanguineo e infeccdo do mamifero; 9: infeccado de células por Leishmania; 10:
formacgao de vacuolo parasitéforo; 11: diferenciacdo de promastigota para amastigota; 12 e
13: divisdo binaria de amastigotas; 14: ruptura do macréfago; 15: invasdo de novos
macrofagos por amastigotas / sucgdo de formas amastigotas por flebotomineos fémeas.
(Fonte: Teixeira et al., 2013)

1.4 HOSPEDEIROS

As leishmanioses podem ser categorizadas de acordo com a fonte da infecgao
humana como: a) leishmaniose zoondtica, na qual os reservatorios sdo animais
silvestres, comensais ou animais domésticos e b) leishmanioses antroponaticas, nas
quais o reservatorio € o ser humano.

A Leishmania infantum acomete os mamiferos em geral, sendo os reservatorios
mais comuns os caes (Canis familiaris) no Novo Mundo e canideos nédo domésticos
(Cerdocyon thous) e gambas (Didelphis marsupialis) (WHO, 2010).

O principal reservatério doméstico € o cao, e a ocorréncia de LVC esta

relacionada diretamente com a ocorréncia da infecgcdo humana (MOLINA et al. 1994).

1.5 MANIFESTACOES CLINICAS

Nos cdes, a LV é uma doencga sistémica de carater crénico e os animais
infectados podem apresentar uma forma subclinica da doenga ou um quadro clinico
severamente debilitante (ALEXANDER, SATOSKAR e RUSSELL, 1999; GONTIJO e
MELO, 2004; MARZOCHI et al., 1985). Os caes que desenvolvem o quadro clinico da
doenca podem manifestar uma alta variabilidade de sinais clinicos que vao desde
sinais discretos até sinais intensos e disseminados, alguns dos quais assemelham-se
aqueles presentes na doenga humana (AGUIAR et al., 2007; AZEVEDO et al., 2008;
CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999). Postula-se que a populagéo
canina em areas endémicas é composta por trés grupos mutualmente exclusivos de
hospedeiros: os caes que sao susceptiveis; os caes que sao resistentes e aqueles
que estdo em fase de laténcia, aparentemente resistentes, mas que tornam-se
susceptiveis (BURATTINI et al., 1995; DYE, 1996; GRIMALDI et al., 2012). A evolugao
da doenca depende de diversos fatores como a viruléncia do parasito, a
susceptibilidade genética do hospedeiro e 0s mecanismos imunologicos
desencadeados ap6s a infecgdo (REINER e LOCKSLEY, 1995).

Os caes com LVC podem apresentar sinais clinicos inespecificos, desde

manifestagbes cutaneas até manifestagbes viscerais, afetando 6rgéos internos,
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tecidos ou fluido corporal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011), (FOGLIA MANZILLO et
al., 2013). Os principais sinais clinicos descritos na literatura como mais frequentes
sdo a onicogrifose, alopecia, ulceras, conjuntivite, além de alteragdes resultantes do
acometimento interno de o&rgdos como o bacgo (esplenomegalia), o figado
(hepatomegalia) e os linfonodos (linfadenomegalia) (GRIMALDI et al., 2012;
METTLER et al., 2005; VERCOSA et al. 2008).

A onicogrifose € uma manifestagdo clinica que ocorre devido ao intenso
processo inflamatério mononuclear na matriz da unha e nao esta associada
necessariamente a ocorréncia de parasitismo intenso (KOUTINAS, et al.2010). A
alopecia e ocorréncia de ulceras na pele dos caes com LVC ocorre devido a
vulnerabilidade de diferentes areas da pele a traumas mecanicos e/ou alteracbes
vasculares. A conjuntivite ocorre devido a resposta exacerbada do sistema imune a
presenca de Leishmania com a formagdo de complexos imunes, inflamacao
granulomatosa das glandulas lacrimais e meibomianas. A hepatomegalia na LVC
ocorre devido ao parasitismo de células de kuppfer e hepatdcitos, com presenca de
infiltrado inflamatério e hipertrofia e hiperplasia de células residentes. A
esplenomegalia e a linfadenomegalia ocorrem na LVC devido a deplec¢éo de linfocitos
T e uma exuberante proliferacdo de linfécitos B com consequente hiperglobulinemia
(KOUTINAS, et al.2014). O agravamento destes sinais clinicos em conjunto pode levar
o animal a ébito (ALVAR et al., 2004; GREENE et al. 2006).

Alguns céaes ap6s a infecgao por Leishmania ndo desenvolvem sinais clinicos,
ficam assintomaticos. Existem controvérsias sobre o potencial transmissor destes
animais, em relagdo a Leishmania infantum para o vetor. Alguns autores mostraram
que os caes assintomaticos, nao tém potencial transmissor do parasito para o vetor
(VERCOSA et al., 17 2008) ou apresentam menor capacidade que os sintomaticos
(da COSTA et al,, 2006; SOARES et al.,, 2011). Finalmente, existem estudos que
demonstraram que nao existe correlagdo entre a quantidade de sinais clinicos
presentes no cao e a capacidade de transmitir o parasita ao vetor (GUARGA et al.,
2000; LAURENTI et al., 2013; BORJA, et al. 2016; MAGALHAES-JUNIOR et al.,
2016).

1.6 DIAGNOSTICO DE LVC
O diagnéstico clinico da LVC ¢é pouco preciso em razao dos sinais clinicos nao

serem patognomoénicos da doenga. Além disso, o diagndstico clinico se torna mais
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complicado devido a ocorréncia de animais que possuem outras infecgdes como
babesiose, erliquiose, tripanossomiase, que tém sinais clinicos muito semelhantes,
assim como caes assintomaticos que estdo infectados e n&o apresentam
sintomatologia. Dessa forma, o diagndstico clinico isoladamente ndo é suficiente para
identificar um cao infectado (CAMARGO; LANGONI, 2006), sendo imprescindivel a
utilizagado de exames laboratoriais para confirmagéo diagnostica (BRASIL, 2006).

Os métodos parasitologicos consistem na visualizagao direta ou indireta do
parasita, fornecendo uma prova definitiva de que o animal esta infectado. A pesquisa
parasitologica direta pode ser feita em esfregacos de medula 6ssea, de linfonodo e de
baco ou ainda por imprint de lesdes na pele (FAYET, 1999; QUEIROZ et al., 2010).
As amastigotas do parasita sdo identificadas por seu formato, que varia de esférico a
ovoide, medindo cerca de 2 a 6 ym de didmetro, contendo nucleo arredondado e
cinetoplasto ligeiramente arredondado (IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006).

A metodologia de diagndstico direto por imprint ou esfregagos apresenta alta
especificidade, porém sua sensibilidade é baixa, com cerca de 50% em esfregagos de
medula éssea, e decaindo para valores de 30% de sensibilidade em esfregacos de
linfonodo. A baixa sensibilidade ocorre, pois os animais na fase inicial da doenca
podem apresentar resultados negativos (FAYET, 1999; PALTRINIERI et al., 2010).

Quando os parasitas n&o s&o visiveis no diagnadstico direto utilizam-se métodos
parasitologicos indiretos, como a cultura realizada a partir de aspirados de baco,
medula 6ssea e de linfonodos, através da utilizacdo de meios especificos, como o
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), o RPMI-1640, o Brain Heart Infusion (BHI) (TROTZ-
WILLIAMS; GRADONI, 2003, BARROUIN-MELO, et al 2004). As culturas sao
incubadas a temperatura de 24 a 26°C, sendo observadas semanalmente quanto a
presenca de promastigotas. O resultado final demora até 4 semanas, retardando o
diagnostico (DIETZE, 2005), apresentando riscos de contaminagdo por
microrganismos e baixa sensibilidade (ALVAR, et al.2004).

A reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR) se baseia na amplificagao de
sequéncias especificas de nucleotideos presentes no parasita, sendo um método
bastante sensivel e especifico para detectar o DNA de Leishmania em uma ampla
variedade de amostras clinicas do homem, cées, reservatorios silvestres e vetores
(SOLANO-GALLEGO et al., 2001; GOMES et al., 2007).

A utilizacdo da PCR para avaliar o DNA extraido de amostras de pele,

conjuntiva, medula 6ssea e aspirados de linfonodos e bago, tem levado a um aumento
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na capacidade de diagnosticar caes infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2001,
NUNES et al., 2007). Isto pode ser comprovado em um estudo que utilizou aspirado
de medula éssea, obtendo 100% de especificidade e 80% a 93% de sensibilidade.
Esta sensibilidade é superior na PCR quando comparada aos métodos diretos e
cultura de parasitas que apresentam sensibilidade entre 50 a 60% (TAVARES, et al.,
2003). Outro estudo, realizado por Rampazzo et al. (2017), avaliou uma PCR duplex,
com o objetivo de detectar DNA de Leishmania infantum e DNA do hospedeiro canino
aprimorando o diagnéstico e confirmando a presenca e qualidade do DNA utilizado
em cada reacao.

Uma das desvantagens do uso de técnicas moleculares é o elevado custo
quando comparada a outras técnicas, dificultando a sua realizacao rotineiramente nos
laboratdrios oficiais e em inquéritos para detec¢ao de LVC, por requerer laboratérios
com equipamentos especializados, habilidade técnica e elevado custo, porém tem
como vantagens as altas taxas de sensibilidade e especificidade, capacidade de
quantificar a carga parasitaria e a rapidez nos resultados (Roura et al., 1999;
MOREIRA et al., 2007).

Alguns métodos sorolégicos vém sendo utilizados por anos na pratica clinica e
em inquéritos epidemioldgicos, a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
ensaio imunoenzimatico (EIA) (GRIMALDI et al., 2012). Os testes sorologicos de
imunodifusdo, imunomigragao rapida e o teste de aglutinagao direta também foram
utilizados com menor frequéncia na rotina clinica (FAYET et al., 1999).

A RIFI € um método diagnostico soroldgico de baixa sensibilidade e
especificidade. No entanto, este método foi por muitos anos indicado pelo Ministério
da Saude como teste diagndstico confirmatoério da leishmaniose visceral canina em
seu protocolo de diagnéstico de LVC (FERROGLIO et al., 2006; MOREIRA et al.,
2007; SILVA et al., 2001). Diante da limitagdo de desempenho da RIFI, o Ministério
da Saude alterou o diagndstico da LVC e acrescentou um teste imunocromatografico
rapido. Desta forma, o protocolo utilizando ELISA (EIE-Leishmaniose Visceral
Canina/Bio-Manguinhos) como teste de triagem e RIFI (IFl-Leishmaniose Visceral
Canina/Bio-Manguinhos) como teste confirmatorio foi substituido pelo teste
imunocromatografico rapido DPP (rK28) como ferramenta de triagem associada ao
ELISA (EIE-Leishmaniose Visceral Canina/Bio-Manguinhos) como teste confirmatorio
(NOTA TECNICA CONJUNTA n° 01/2011- CGDT- CGLAB/ DEVIT/ SVS/MS).
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O teste imunocromatografico rapido preconizado atualmente pelo Ministério da
Saude emprega o antigeno recombinante rK28 tem apresentado vantagens em
relacdo aos meétodos soroldgicos utilizados anteriormente, como maior preciséo,
interpretacdo simplificada dos dados, uso de volumes pequenos de amostra, e
compatibilidade com diferentes tipos de fluidos corporais como sangue, soro, saliva,
plasma e urina em testes para outras infecgdes (BOARINO, et al. 2005; FRAGA, et al
2016)

O ELISA preconizado atualmente pelo Ministério da Saude denominado EIE-
Leishmaniose Visceral Canina utiliza como antigeno o lisado bruto de Leishmania
major. Fraga et al. (2016) demonstraram que o teste EIE-LVC demonstrou
sensibilidade de 79% e especificidade de 84% frente a um painel de 780 amostras de
soro. Em outro estudo, Borja et al. (2018), o teste EIE-LVC apresentou sensibilidade
mais baixa, de 67% e especificidade de 87%.

Algumas pesquisas tém buscado desenvolver ensaios de ELISA utilizando
alguns antigenos recombinantes para melhorar a eficacia do diagnéstico de LVC
(ALVES et al. 2004; BEVILACQUA et al., 2004). Trabalhos avaliando ELISA com a
proteina rK28 com soros caninos, mostraram sensibilidade variando de 91% a 100%
e especificidade de 100% (LAURICELLA et al.,, 2016; VENTURIN et al., 2015).
Adicionalmente, um estudo recente de Borja et al. (2018) traz resultados promissores
com a utilizagdo de uma proteina recombinante do flagelo da Leishmania infantum
(rLci5) no ELISA, que apresentou sensibilidade de 87%, especificidade de 94% e
acuracia de 90% frente a um painel de soros, também testado pelo EIE — LVC que
apresentou sensibilidade de 67%, especificidade de 87% e acuracia de 77%.

1.7 TRATAMENTO DE CAES COM LVC

O tratamento de cées infectados € um grande desafio na rotina clinica
veterinaria, devido a auséncia de medicamentos que levem a cura parasitologica de
caes, o que permite a persisténcia do parasito no organismo do animal apds o
tratamento. Os caes tratados com os medicamentos disponiveis ndo apresentam cura
parasitoldgica, mas sim redug&o ou suspensao dos sinais clinicos, com redug¢ao dos
titulos de anticorpos e redugdo da carga parasitaria em tecidos de predilecdo do
parasito (PINHAO, 2009; PEREIRA JUNIOR, 2014; REGUERA et al., 2016).
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1.7.1 Tratamento de cdes com LVC no Brasil

No Brasil € proibido realizar o tratamento de cdes com drogas utilizadas para
tratar humanos com leishmaniose visceral (Portaria n® 1.426, de 2008). No inicio de
2017, foi liberado o tratamento de caes com Miltefosina, tendo um farmaco veterinario
chamado Milteforan®/Virbac, que esta disponivel comercialmente (Nota Técnica
Conjunta n°001/2016 MAPA/MS). A miltefosina foi introduzida no tratamento da LVC
no Sul da Europa ha uma década (RIBEIRO et al., 2018), apresentando um efeito
terapéutico tempo-dependente com reducao de sinais clinicos. Por se tratar de um
medicamento de uso recente no Brasil, estudos vém sendo desenvolvidos para a
avaliagao de sua eficacia.

A miltefosina atua no metabolismo de lipideos, com atividade sobre a
membrana da Leishmania, acumula-se em macrofagos, sendo diretamente tdxica
para o parasito. Este composto induz a ativagdo de macrofagos e células T, que
produzem interferon gama, estimulando a produgdo de NO e radicais reativos de
oxigénio dentro dos vacuolos dos macréfagos, eliminando os parasitos (BANETH &
SHAW, 2002; MANNA et al., 2009; REGUERA, et al., 2016; NIETO et al., 2005).

Em estudos feitos por Manna et al. (2009) foi demonstrado que o tratamento
com miltefosina reduziu a replicagdo do parasito, contudo, ele nao foi completamente
removido dos génglios linfaticos, indicando que a agdo da miltefosina para o
tratamento da LVC parece ser ineficaz. Desta forma, sugeriram a utilizagdo de uma
combinacao de miltefosina com outras drogas anti-leishmania na pratica veterinaria.
Manna e colaboradores (2015), acompanharam durante seis anos, dois grupos de
animais: um grupo (G1) tratado com antimonial pentavalente + alopurinol, e outro
grupo (G2) tratado com miltefosina + alopurinol. Os achados clinicos e laboratoriais
indicaram que o antimoniato de meglumina associado ao alopurinol tiveram melhor
eficacia clinica do que a miltefosina associada ao alopurinol em cées com LV, tendo
uma menor taxa de reincidéncias. Além disso, durante o tratamento com a miltefosina,
varios efeitos colaterais foram relatados em cées, incluindo dor abdominal, vémitos,
diarreia, anorexia (WOERLY et al., 2009) e potencial efeito teratogénico (DORLO et
al., 2008).

Em um estudo publicado em 2019 realizado no Brasil, Dos Santos Nogueira e
colaboradores, avaliaram a eficacia da miltefosina no tratamento da LVC em 35 caes
realizando a quantificagcdo da carga parasitaria da pele e xenodiagndstico. Foi

demonstrada reducdo do score clinico em 94,2% dos animais tratados, redugao
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significativa da carga parasitaria na pele em 98,75% dos animais e,
consequentemente, diminuigdo da infectividade. Em diversos trabalhos utilizando o
protocolo terapéutico com miltefosina € possivel perceber que nao ha cura
parasitoldgica, sendo o grande entrave de sua utilizagao na terapia da LVC (MANNA
et al. 2009; MIRO et al. 2009; ANDRADE et al. 2011; MANNA et al. 2015). Por esse
motivo, animais tratados devem ser acompanhados periodicamente pelo médico
veterinario e fazer uso constante de métodos repelentes para o flebotomineo, pois
como nao ha cura parasitolégica esses animais podem favorecer a manutencao do
ciclo do parasito em areas endémicas (ANDRADE et al., 2011).

Apesar da liberagédo do tratamento de cédes no Brasil com a miltefosina, este
nao apresenta uma eficacia excelente e ainda envolve um alto custo, selecionando
somente tutores que tem alto poder aquisitivo que podem tratar e monitorar a doenca
durante o tratamento (DIAS et al., 2020).

1.7.2 Tratamento de cdes com LVC no mundo

Em outros paises, as mesmas drogas aplicadas no tratamento da LV séo
utilizadas no tratamento da LVC desde a primeira metade do século 20, variando sua
posologia e via de administracdo (ALVAR et al., 2004). Dentre as drogas indicadas
para o tratamento da LVC, destacam-se os antimoniais pentavalentes, a anfotericina
B convencional ou encapsulada em lipossomas, o alopurinol, a pentamidina e a
miltefosina (ALVAR et al., 2004; MIRO, 2005; NIETO et al., 2005; REGUERA, et al.
2016).

Os antimoniais pentavalentes (SbV) sdo os medicamentos de primeira escolha
prescritos por médicos veterinarios, sendo largamente utilizados para o tratamento da
LVC na Europa e em outras partes do mundo, exceto no Brasil (REGUERA et al.,
2016). Eles agem inibindo enzimas de processos metabolicos essenciais do
protozoario (BANETH e SHAW, 2002; MIRO, 2005), alteram o balango redox do
enxofre, que é responsavel pela prevencao dos efeitos de espécies reativas de
oxigénio (ROS) no parasita (WYLLIE et al., 2004). Apesar de ser amplamente utilizada
na Europa, os cédes ndo apresentam cura parasitoldgica, porém tem resultados
superiores em relagdo a redugdo da carga parasitaria e melhora clinica dos caes
infectados quando comparada com outras drogas (MANNA, et al. 2015). Entretanto,
os medicamentos a base de SbV nao sao isentos de limitagdes, como a via de

administragao parenteral e a ocorréncia de efeitos colaterais como dor severa no local
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da injecdo (SLAPPENDEL e TESKE, 1997), ocorréncia de fibrose muscular e
abcessos (BANETH e SHAW, 2002), além de disturbios gastrintestinais,
nefrotoxicidade, irritagao da pele e hiperproteinemia esporadica (VALLADARES et al.,
1998), o que justifica a substituicdo desses compostos por outros mais seguros
(BANETH e SHAW, 2002). Os antimoniais pentavalentes podem ser usados sozinhos
(monoterapia), ou em combinagdo com outros medicamentos, como o alopurinol,
enrofloxacina, metronidazol e miltefosina, para melhorar seu efeito leishmanicida,
reduzir os efeitos colaterais e prevenir a ocorréncia de recidiva (OLIVA et al., 2004).
Vale ressaltar que a monoterapia com SbV n&o garante a remogéo completa dos
parasitos, sendo comum recidiva, especialmente se o tratamento for muito curto
(CHAKRAVARTY e SUNDAR, 2010).

A anfotericina B (Fungizone®, Bristol-Myers Squibb, EUA) € considerada um
medicamento de segunda linha para o tratamento da LVC no mundo. Esta droga € um
antibidtico da classe dos poliénios produzido a partir do Streptomyces nodosus. E
primariamente uma droga fungicida, que possui atividade contra algumas espécies de
parasitos como a Leishmania (BANETH, 2006; LEMKE et al., 2005). O mecanismo de
acao da Anfotericina B esta baseado na ligacdo do farmaco ao ergosterol da
membrana celular da Leishmania. Nos mamiferos, a Anfotericina B se liga ao
colesterol da membrana celular, o que parece estar relacionado aos efeitos adversos
do farmaco nestes. A ligagao ao ergosterol provoca uma desorganizagao estrutural na
membrana, formando poros que alteram sua permeabilidade ao potassio intracelular,
acarretando a morte do parasito por lise osmotica (BANETH, 2006; LEMKE et al.,
2005; NIETO et al., 2005). Os principais efeitos colaterais associados ao uso da
anfotericina B, em pacientes caninos, estio relacionados com a velocidade de infusao
do medicamento, a dose e a forma de administragcdo. Geralmente ocorrem tremores,
febre, nauseas, vémitos, anorexia, mialgias, artralgias, e perda de peso (NIETO et al.,
2005). Aléem disso, o farmaco apresenta potencial efeito nefrotéxico. Durante o
tratamento, pode ocorrer diminuicdo da taxa de filtragcdo glomerular, aumento dos
niveis séricos de ureia e creatinina, e diminui¢ado do clearance (NIETO et al., 2005). O
uso de formulagdes lipossomais, tem conseguido diminuir essa toxicidade da droga
(ALVAR et al., 2004; BANETH, 2006; BANETH & SHAW, 2002; NIETO et al., 2005).

O alopurinol € uma droga da classe das hipoxantinas, que metabolizada pela
Leishmania produz um analogo inativo da inosina. Este analogo € incorporado ao RNA

do parasito, causando sintese proteica errénea. O alopurinol é largamente usado na
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terapia de LVC, sozinho ou em combinagdo com outras drogas, devido a sua baixa
toxicidade, sua eficiéncia em proporcionar significativa remissado dos sinais clinicos,
baixo custo e conveniéncia de ser administrado por via oral (BANETH e SHAW, 2002).
Quando utilizado isoladamente, o alopurinol é incapaz de eliminar completamente a
Leishmania de céaes infectados (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; KUOTINAS et al.,
2001), por isso representa o composto mais utilizado na Europa em protocolos de
terapia combinada com uma droga leishmanicida (MATTIN et al., 2014). O alopurinol
nao danifica os glomérulos renais, entretanto, induz a formagéao de cristais de xantina
em quase todos os caes tratados e, ocasionalmente urdlitos (TORRES et al., 2011)
que podem induzir secundariamente azotemia pds-renal e, ocasionalmente, disfungcao
renal (REGUERA et al., 2016).

Como descrito anteriormente, a atual tendéncia na terapéutica da LVC é a
combinagdo de mais de um farmaco. Por outro lado, ha uma busca constante por
novas moléculas que sejam eficazes no tratamento da LVC (NIETO et al., 2005),
levando a cura clinica e parasitolégica a fim de evitar que o cdo continue atuando

como potencial reservatorio da doenca

1.8 ALTERNATIVAS PARA TRATAMENTO

Diante das falhas terapéuticas no tratamento da LVC, alta toxicidade,
resisténcia do parasita as drogas, 6Obito pela doenga e o alto custo existe a
necessidade da descoberta de novos agentes quimioterapicos para maximizar os
efeitos terapéuticos e reducao dos efeitos colaterais. Esta crescente necessidade de
novos tratamentos para leishmaniose, levou ao estudo de varios possiveis alvos,
como os inibidores da proteina do choque térmico 90 (HSP90), que vém sendo
amplamente estudados no controle de infeccbes parasitarias, devido ao seu
importante papel no controle do ciclo celular, adaptagdes a situagbes de estresse e
viruléncia do parasito (HOMBACH e CLOS, 2014).

1.9 INIBIDORES DA HSP90

Atualmente, um dos possiveis alvos terapéuticos identificados tem direcionado
as pesquisas para os inibidores da Proteina de Choque Térmico 90 (HSP90), que é
uma proteina altamente abundante em protozoarios, células de mamiferos e
conhecida por ser induzida durante as respostas de stress. Estes inibidores podem ter

potencial terapéutico e eles tem sido avaliados como possiveis drogas para compor o



24

esquema terapéutico da leishmaniose (PETERSEN et al.,, 2012). Os protozoarios
também expressam HSP90 assim como os mamiferos (FOLGUEIRA et al., 2007). A
modulagao de HSP90 por inibidores especificos ou pelo stress de choque térmico
provoca profundas modificacbes nos processos de diferenciacdo do parasita
(NATHAN et al., 1997). Dessa forma, por se mostrar essencial para a viabilidade do
parasita, esta proteina vem sendo alvo para desenvolvimento de novos farmacos.

A HSP90 é uma chaperona termolabil, altamente conservada, que auxilia no
dobramento correto e montagem de outras proteinas, evitando a formacgédo de
agregados proteicos por um possivel dobramento incorreto (PRODROMOU et al.,
1997). A Leishmania expressa a HSP90 que participa no processo de diferenciagao
da forma promastigota em amastigota (FOLGUEIRA e REQUENA, 2007). Estudos
mostraram que o sitio de ligacdo de ATP desta chaperona pode ser inibido por
antibioticos da familia das ansamicinas benzoquinonas, como a Geldanamicina (GA),
o 17- (allylamino)-17- demethoxygeldanamycin  (17-AAG) e o 17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-DMAG) (PRODROMOU et al.,
1997; WHITESELL et al., 1994).

1.10 ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO COM 17-AAG CONTRA LEISHMANIA

A modulacdo de HSP90 por inibidores especificos ou pelo stress de choque
térmico induz a parada no ciclo celular da Leishmania. A Geldanamicina (GA) foi um
dos primeiros compostos naturais identificados como sendo capazes de inibir a
atividade da HSP90 (Sharma et al., 1998; Neckers et al., 1999). Esta droga € um
antibiético natural derivado do fungo Streptomyces hygroscopicus. Estudos realizados
por Li et al. (2009), mostraram que a inibigdo da HSP90 por GA foi capaz de induzir
morte por apoptose de L. donovani. Contudo, a GA tem estabilidade in vivo limitada e
ainda € um composto hepatotdxico, o que limita as chances dele se tornar uma droga
comercial (SCHULTE e NECKERS, 1998).

O 17-AAG é um analogo da GA e foi o primeiro inibidor da HSP90 a ser utilizado
em ensaios clinicos por apresentar menos toxicidade que a GA e possuir maior
afinidade com o sitio de ligacdo do ATP e, consequentemente, ter maior poder
inibitorio sobre a HSP90 (SCHULTE E NECKERS, 1998). Petersen et al. (2012) e
Santos et al. (2014), demonstraram o potencial efeito leishmanicida do 17-AAG em
estudos in vitro. Esse efeito foi independente da produgédo de 6xido nitrico (NO) e

superoxido (O2), e reduziu as concentragdes de mediadores pré-inflamatérios,
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incluindo TNF-a, IL-6 e MCP-1. Este achado é uma vantagem, uma vez que é
claramente evidenciada a produgdo de mediadores pré-inflamatérios associado ao
controle da infecgéo por Leishmania (LIESE, SCHLEICHER e BOGDAN 2008; MOLL,
1997). Isto demonstra que o 17-AAG afeta diretamente o parasita, sem estimular a
resposta inflamatdria dos macrofagos (PETERSEN et al.,, 2012). Além disso, em
modelos in vivo utilizando camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, o uso
do 17-AAG contribuiu para uma significativa reducéo da presenga de parasitos na
pele, mostrando um efeito similar ao da anfotericina B, que foi utilizada como controle
positivo (SANTOS et al., 2014).

1.11 ESTUDOS DE FARMACOCINETICA E TOLERANCIA

A farmacocinética clinica tem como foco principal a otimizagao de tratamentos
farmacologicos, a fim de alcangar a maxima eficacia terapéutica com o minimo de
efeitos adversos (CALVO et al., 2002). Afinal, at¢é mesmo a mais promissora das
terapias farmacoldgicas ira fracassar em estudos clinicos se o farmaco for incapaz de
alcangar uma concentragcao suficiente no seu o6rgao-alvo para exercer um efeito
terapéutico (BACA e GOLAN, 2014).

A farmacocinética € definida como o estudo das concentra¢des de farmacos e
seus metabdlitos no corpo em fungao do tempo. Esta é composta pelos processos de
absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e excregcdo (KRISHNAN e WHITE, 2013). Esses
processos influenciam, cada um deles, o planejamento de um esquema posoldgico de
um farmaco. A absorgéo € a transferéncia do farmaco do seu local de administragao
para o compartimento central (BUXTON e BENET, 2012), sendo uma etapa
fundamental para determinar a via ou vias potenciais de administragao, assim como,
auxiliar na definicdo da dose ideal do farmaco. Comumente, um farmaco que é
caracterizado por uma acentuada absorcao evidenciada pela sua alta disponibilidade,
necessita de uma dose mais baixa do que um farmaco pouco absorvido (BACA e
GOLAN, 2014).

Depois da absorcdo, o farmaco se distribui para os liquidos intersticiais e
intracelulares. Esse processo depende de fatores fisiolégicos e das propriedades
fisico-quimicas especificas de cada farmaco (BUXTON e BENET, 2012). Um farmaco
de alta distribuicdo necessita de uma dose mais alta (BACA e GOLAN, 2014). Por
outro lado, a taxa de eliminacdo de um farmaco influencia a sua meia-vida e, portanto,

determina a frequéncia de doses necessaria para manter os niveis plasmaticos
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terapéuticos do farmaco (BACA e GOLAN, 2014). A compreens&o dos fatores que
determinam a capacidade de um farmaco de atuar em um determinado paciente e a
compreensao da natureza mutavel desses fatores com o decorrer do tempo, sao de
suma importancia para o uso seguro e eficaz da terapia (BACA e GOLAN, 2014).

Os paréametros farmacocinéticos sao classificados em duas categorias:
qualitativa e quantitativa. A primeira sdo os parametros observacionais como por
exemplo, a concentragcédo plasmatica maxima (Cmax) e a segunda requer calculos,
como por exemplo, o Clearance (CL) (FOSTER e VICINI, 2012). Dentre os diversos
parametros, os mais utilizados nos estudos in vivo sdo: CL (mL/h/ kg), uma medida da
habilidade do corpo eliminar a droga; Volume de distribuigao (L/kg), volume do corpo
que contém o composto; tempo de meia-vida (T 2, min), tempo necessario para
reduzir a concentragado da droga a metade no tecido em que esta sendo avaliado, por
exemplo o sangue; biodisponibilidade (F, %) que é a fragdo da droga que alcanga a
circulagao sistémica apds a administragédo; concentragao plasmatica maxima (Cmax);
tempo levado para alcangar a Cmax (Tmax); e a area sob curva em fungao do tempo
(AUC) (FAN e DE LANNOQY, 2014).

Para estimar os parametros farmacocinéticos podem ser utilizados dois
modelos: ndo compartimentado ou compartimentado (EVANS, 2004). Na analise nao
compartimentada € possivel fazer uma analise direta das concentragdes, baseando-
se nos momentos das observacdes e concentracdes no tempo, isto €, na area sob a
curva (AUC), podendo ser aplicado a qualquer conjunto de dados farmacocinéticos
(DANSIRIKUL, CHOI e B. DUFFULL, 2005). Por outro lado, o modelo
compartimentado visualiza o organismo como uma série de compartimentos
farmacocineticamente distintos, cada um dos quais representando uma combinacao
de varios tecidos e 6rgaos que estdao em equilibrio quimico (FAN e DE LANNOY,
2014). Geralmente, o modelo ndo-compartimentado € mais do que suficiente para
descrever a evolugédo no tempo de novos compostos em animais e € o método mais

frequentemente usado nas pesquisas pré-clinicas (EVANS, 2004).

1.12 FARMACOCINETICA E SEGURANCA COM O USO DO 17-AAG EM
HUMANOS

Os estudos de terapias anti-cancer com o 17-AAG iniciaram-se com o intuito
de frear os estagios de carcinogénese com a inibicao da Hsp90, afetando diretamente

0s processos envolvidos durante o inicio do cancer (Miyata, Nakamoto, & Neckers,
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2013; Usmani, Bona, & Li, 2009). Foi demonstrado que apesar das células normais
também possuirem HSP90, o 17-AAG tem uma maior seletividade para células
cancerigenas resultando assim na inibicdo de tumores (Xu et al., 2015). O 17-AAG foi
amplamente investigado nos estudos pré-clinicos e pesquisa clinica como agente
unico ou em combinagdo/ nanocombinagdo com outros agentes anticancerigenos
para diversos tipos de cancer (SCHULTE et al.1998; RAMANATHAN et al. 2007,
BURRIS et al. 2011). Neste contexto, o 17-AAG exerce efeito anticancerigeno com as
proteinas presentes nas vias de sinalizagcdo do tumor, essas proteinas clientes
apresentam problemas de conformacéo devido a inibicdo da HSP9O0.

Em humanos foi avaliada a farmacocinética do 17-AAG, e foi demonstrado que
o farmaco é metabolizado pelo citocromo P450 3A4/5 e NQO1 em 17- amino-
geldanamicina (17-AG). O 17-AG é o metabdlito ativo do 17-AAG e pode atuar inibindo
a HSP90 (ERLICHMAN, 2009). A meia-vida do 17-AAG é de 3 a 6 horas e com 0 17-
AG foi observado uma meia vida de 6,2 a 7,6 horas. A excregao urinaria do 17-AAG
em humanos foi estimada para menos que 10% de uma dose, sendo esta rapidamente
eliminada pelo sistema hepatobiliar (IYER et al., 2012; RICHARDSON et al., 2010).
Estudos demonstraram que em humanos os efeitos adversos apresentados com a
dose-limitante toxica foram hepatotoxicidade com elevacdo de transaminases
hepaticas e bilirrubina sérica (SAUSVILLE et al., 2003). Também foi possivel observar
sinais clinicos como nausea, diarréia e vomitos em pacientes tratados com o 17-AAG
diluido em DMSO (SANTOS et al., 2003) e reagdes de hipersensibilidade com as
formulagdes diluidas em cremophor, porém neste caso foram utilizadas medicagdes

anti-histaminicas e corticoide antes da administracdo do 17-AAG (MODI et al.,2007).

1.13 SEGUIMENTO DE ESTUDOS DE FARMACOCINETICA E TOLERANCIA EM
ANIMAIS

Durante o processo de elaboragdo de um farmaco realizamos estudos pré-
clinicos, no qual sao avaliados importantes parametros farmacocinéticos e um deles
€ a proporcionalidade de doses em diferentes espécies animais, este processo tem o
intuito de validar o farmaco para a utilizagdo em ensaios clinicos humanos. A
proporcionalidade de doses ocorre quando o aumento da dose € acompanhado por
aumento em uma medida de exposi¢cao como o AUC ou Cmax, podemos utilizar como
exemplo a administragado de um farmaco em diferentes doses e a observagao de uma

proporcionalidade na medicdo desse farmaco na concentracdo plasmatica. Nos
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estudos com proporcionalidade de doses podemos obter trés resultados: |- a
exposigao € proporcional a dose; ll- a exposicdo é menor que a dose proporcional; IlI-
a exposicdo € maior que a dose proporcional. Quando temos um resultado
proporcional de exposig¢ao e dose, significa que o farmaco esta sendo depurado no
mesmo intervalo da dose (GOUGH et al., 1995; SMITH et al.; 2000).

Outro parametro farmacocinético importante em estudos pré-clinicos sao as
medicoes de toxicidade do farmaco. Estes estudos sdo importantes para recolher
informacdes sobre qual dose inicial administrar, o intervalo terapéutico a utilizar
durante os ensaios clinicos e os potenciais efeitos adversos que poderdo surgir
(NUGENT et al., 2013). As doses para os ensaios toxicologicos pré-clinicos sao
determinadas a partir dos dados obtidos nos testes in vitro mediante as curvas dose-
resposta, onde se determinam os parametros para estudos in vivo a dose maxima
tolerada (MTD), a dose maxima possivel (DMP), a dose letal 50 (LD50), a dose
responsavel pela saturagdo do 6rgao alvo e a dose limiar (DENNY e STEWART,
2013).

Nos estudos in vivo normalmente os dados farmacocinéticos sdo avaliados no
plasma dos animais para explicar a eficacia clinica dos farmacos, porém nem sempre
dados plasmaticos irao refletir os parametros de biodisponibilidade nos tecidos. Para
suplantar essa limitacdo, na medicina veterinaria existe um modelo experimental no
qual é implantada uma caixa tissular no subcutaneo dos animais (CLARKE, 1989).
Dentro das caixas tissulares implantadas fica o liquido intersticial subcutaneo que
possui aproximadamente metade do percentual proteico do soro (BENGTSSON et al.,
1984). Muitos estudos de farmacocinética na medicina veterinaria utilizam o modelo
experimental com a caixa tissular para avaliagao da eficacia de antimicrobianos, pois
este dispositivo permite quantificar a concentracdo do farmaco no liquido intersticial
subcutaneo e inferir o quanto do farmaco esta presente nos tecidos. Alguns farmacos
podem se apresentar com baixa ou indetectavel concentracdo plasmatica apos sua
administracao, porém o mesmo pode estar presente em 6timas concentracées por um
determinado tempo nos tecidos, tendo um resultado promissor para o tratamento
(GREKO, et al., 2003; STEGEMANN et al., 2006).
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1.14 EXAMES LABORATORIAIS COMO MARCADORES DA EFICACIA DO
TRATAMENTO

Com o surgimento de estudos avaliando novos medicamentos para o
tratamento da leishmaniose visceral ha necessidade da avaliacdo de possiveis
marcadores farmacodinamicos para monitorar e comparar a eficacia das terapias
utilizadas.

De acordo com as orientagbes do LeishVet (2018), caes diagnosticados com
leishmaniose visceral devem possuir sinais clinicos e/ou alteragdes laboratoriais
compativeis com a doencga. A partir do diagnodstico de LVC confirmado, esses caes
devem ser estadiados (I, I, Ill ou IV) tendo como base a titulagdo soroldgica, sinais
clinicos, resultados laboratoriais de hemograma, ureia, creatinina, eletroforese de
proteinas, urianalise e UPC (relagao proteina por creatinina urinaria), e PCR em tempo
real utilizando amostras de medula 6ssea, linfonodo, bacgo, pele e/ou swabs
conjuntivais (tecidos de primeira opg&o). Para monitoramento do tratamento, os
animais devem ser acompanhados com periodicidade para avaliagcdo de alguns
parametros importantes como: anamnese e exame fisico, hemograma, perfil
bioquimico (dosagem de ALT-alanina aminotransferase, FA-fosfatase alcalina, ureia,
creatinina, urianalise e UPC) e eletroforese de proteinas séricas, sorologia e PCR em
tempo real (a cada 6 meses). Esses parédmetros devem ser analisados
cuidadosamente em conjunto para que se possa avaliar a eficacia no tratamento e o
prognéstico do individuo (LEISHVET, 2018).

Estes biomarcadores tém sido amplamente avaliados principalmente para o
diagnodstico, porém ainda nao foram validados para monitoramento clinico apds o
tratamento. Nas avaliagdes de farmacodindmica, os biomarcadores diretos
(DNA/RNA) sao altamente especificos e parecem apresentar uma boa correlagédo com
o desfecho clinico (OSMAN et al., 1997; DE VRIES et al., 2006; SUDARSHAN et al.,
2011). Os marcadores indiretos mais promissores sdo os relacionados a macrofagos,
sendo a ADA (RAl et al., 2011) e Neopterina (HAMERLINK et al., 2000), aqueles que
apresentam maior sensibilidade e aplicabilidade geografica, porém mais estudos séo
necessarios para confirmagdo do potencial de prever o prognostico clinico. As
citocinas IL-10 e TNF-a se mostraram altamente sensiveis e parecem indicar o
desfecho clinico, porém a sua baixa especificidade faz com que sejam necessarios
outros biomarcadores para o monitoramento da resposta terapéutica do paciente
(GAMA et al., 2004; ANSARI et al., 2006).
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Em uma revisdo sistematica realizada por Kip e colaboradores em 2015,
objetivou-se identificar possiveis marcadores para monitorar a resposta terapéutica
em casos de leishmaniose visceral humana, leishmaniose cutdnea humana e
leishmaniose dérmica pos-kalazar. Os marcadores para leishmaniose visceral
identificados foram: marcadores diretos para detecgao de parasitos no sangue através
de gPCR ou deteccdo de antigenos; marcadores indiretos relacionados com a
infeccdo de macroéfagos; citocinas; moléculas de superficie da célula e receptores
circulantes; proteinas de fase aguda e outras proteinas

E de extrema importancia que se avalie o potencial farmacodindmico dos
biomarcadores em humanos e animais, fazendo avaliagées quantitativas relacionadas

a parametros clinicos dos individuos em tratamento.

2, JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A leishmaniose visceral (LV) é um grave problema de saude publica, sendo
considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) uma prioridade de
investigacdo. E uma doenca classificada como zoonose e tem o cdo como principal
reservatério urbano (COSTA, 2011). E uma doenga classificada como negligenciada
por pesquisadores e agéncias de financiamento e as estratégias de controle da
leishmaniose variaram pouco ao longo das ultimas décadas, contudo, nos ultimos
anos houve avangos importantes em diagnéstico, tratamento e prevencéao que podem
alterar esse panorama.

No Brasil, é proibido realizar o tratamento de caes com drogas utilizadas em
humanos com LV (Portaria n° 1.426, de 2008). Em 2016, foi liberado, pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Saude (MS), o
tratamento de caes com uma droga veterinaria chamada Milteforan, que tem a
miltefosina como principio ativo (Nota técnica conjunta n° 001/2016 MAPA/MS).
Woerly et al. (2009), demonstraram que o tratamento com a miltefosina teve efeito
terapéutico tempo-dependente, com 61,2% de reducgéo de sinais clinicos no dia 56.
Contudo, os animais nao apresentaram cura parasitolégica, indicando que a agao
da miltefosina para o tratamento da leishmaniose visceral canina (LVC) é limitada
(MANNA et al., 2009).

Os tratamentos em uso atualmente para caes infectados com Leishmania
infantum apresentam alta toxicidade, alto custo e ineficiéncia dos protocolos
(SOLANO-GALLEGO et al, 2009; PENNISI et al, 2005b; MANNA et al, 2008a). Com
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essa problematica, nota-se a necessidade de identificagdo de novos agentes
quimioterapicos que maximizem os efeitos terapéuticos e reduzam os efeitos
colaterais.

Atualmente, as pesquisas tém sido direcionadas na busca de novos alvos,
como os inibidores da Proteina de Choque Térmico 90 (HSP90), que € uma proteina
altamente abundante em protozoarios e células de mamiferos, conhecida por ser
induzida durante as respostas de stress (PRODOMOU et al., 1997; FOLGUEIRA e
REQUENA, 2007). A modulagdo de HSP90 por inibidores especificos ou pelo stress
de choque térmico provoca profundas modificacdes nos processos de diferenciagao
do parasito (NATHAN et al., 1997). Dessa forma, por se mostrar essencial para a
viabilidade do parasito, esta proteina vem sendo alvo para o desenvolvimento de
novos farmacos.

Estudos mostraram que o sitio de ligacdo do ATP desta chaperona pode ser
inibido por antibidticos da familia das ansamicinas benzoquinonas, como a
Geldanamicina, o 17-(allylamino)-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) e o 17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-DMAG) (PRODROMOU et al.,
1997; WHITESELL et al., 1994).

Um estudo in vitro feito por Petersen e colaboradores (2012), utilizando 17-AAG
contra L. amazonensis, demonstrou seu alto potencial leishmanicida em
concentracdes de 125 a 500 nM. Os resultados mostraram ainda que a morte
intracelular dos parasitos ocorreu independentemente da producdo de 6xido nitrico
(NO) e superoxido (O?), bem como mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, IL-6 e
MCP-1. Além disso, Santos e colaboradores (2014) demonstraram em pesquisas in
vivo em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, que o uso do 17-AAG
contribuiu para significativa redugéo da presenca de parasitos na pele.

Diante do exposto, o presente trabalho propds avaliar o 17-AAG como
quimioterapico para o tratamento da leishmaniose visceral canina, desenvolvendo
uma formulacdo para administracdo endovenosa para o tratamento sistémico em

caes.

2.1 HIPOTESE DO TRABALHO
O tratamento com o farmaco 17-AAG em cées infectados com Leishmania
infantum é capaz de reduzir a carga parasitaria, a ocorréncia de sinais clinicos e as

alteracdes laboratoriais provocadas pela LVC.
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3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

3.1  OBJETIVO GERAL
Avaliar a segurancga de uso do 17-AAG como quimioterapico para o

tratamento da leishmaniose visceral canina sob uso sistémico endovenoso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar o perfil farmacocinético do 17-AAG, utilizando a via intravenosa com
escalonamento de doses em uma unica administracdo em caes saudaveis.

b. Avaliar a seguranca e tolerancia do 17-AAG utilizando a via intravenosa com
escalonamento de doses em uma unica administracdo em caes saudaveis.

c. Determinar a maxima dose tolerada com menos efeitos adversos em animais
saudaveis.

d. Avaliar o perfil farmacocinético do 17-AAG no plasma e no liquido intersticial
subcutaneo apds multiplas administragdes por via intravenosa em caes saudaveis.

e. Avaliar a segurancga e tolerancia do 17-AAG apd6s multiplas administragdes

por via intravenosa em caes saudaveis.

4 MATERIAIS E METODOS

41 ELABORACAO DA FORMULACAO DE 17-AAG PARA TRATAMENTO
SISTEMICO

A formulagdo para tratamento sistémico com administragdo endovenosa, a
base de Cremophor foi preparada de acordo com formulagao descrita por Burris et al.
(2011), que foi escolhida dentre outras na literatura, por apresentar simplicidade no
preparo e baixo custo. Os reagentes utilizados no preparo da formulagdo de
administracdo endovenosa estao descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes utilizados no preparo da formulagao de 17-AAG para tratamento
sistémico de administragdo endovenosa

Numero de
Nome comercial Sinénimo Lote Marca
CAS
17-AAG Tanespimycin  75747-14-7 BAE-107 LC Laboratories

Kolliphor Cremophor 61791-12-6  99218275L0 BASF



33

Propilenoglicol Vaselina 57-55-6 30842 Palmar
Metilparabeno Nipagin 99-76-3 70360 Dinadmica

Propilparabeno Nipazol 94-13-3 65398 Dindmica
Alcool Etilico Etanol 64-17-5 SHBI\3/6365 Sigma-Alderich

Uma formulacao para administracao sistémica foi preparada e a partir disso, foi
realizada diluicdo da formulagdo na proporgédo de 1:10 em solucgéao fisioldégica de
cloreto sddio a 0,9% no momento da aplicagao no animal. A formulagao pronta para
uso foi armazenada em frasco estéril na geladeira até sua utilizagao.

A féormula utilizada para preparacao da formulacdo de 17-AAG para tratamento

sistémico esta descrita na tabela 2.

Tabela 2 - Férmula utilizada na producao da formulacao de 17-AAG para tratamento
sistémico

Reagente Quantidade utilizada
17-AAG 0,1g
Kolliphor EL (Cremophor) 2149
Propilenoglicol 3,09
Metilparabeno 0,002 g
Propilparabeno 0,0002 g
Alcool Etilico q.s.p 4,9 ml

A formulacao foi produzida em duas fases, uma oleosa e outra aquosa.
Incialmente a fase oleosa foi preparada com propilparabeno, etanol e Cremophor e
17-AAG, e a fase aquosa com metilparabeno e propilenoglicol. Essas fases foram
misturadas sob agitagao constante (Figura 2). Em seguida, o pH foi medido e corrigido
para 7,4+0,1, quando necessario. A formulacéo foi filtrada em filtro de seringa de 0,22
pm, e foi estocada em frasco estéril armazenado a 4°C até sua utilizacdo. Uma
formulacdo placebo foi preparada da mesma forma (Figura 2), porém sem adi¢cao do
17-AAG.
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Preparagéo da fase oleosa:
Propilparabeno

Etanol
ane Preparagdo da fase aquosa:

Cremophor Metilparabeno

Propilenoglicol

Em agitador magnético a 300 rpm
‘ Adicionar |

17-AAG

fase aquosa

Manter em agitagio por 3 minutos
Medir pH, e ajustar para 7,4+0,1
Filtrar com filtro de 0,22um e
armazenar em frasco estéril

Figura 2 - Preparo da formulagao de 17-AAG para administragao sistémica

4.2 ESTUDOS FARMACOLOGICOS

4.2.1 Desenho Experimental

O projeto foi executado em dois experimentos realizados em caes saudaveis:

. Estudo | - Unica administragdo com escalonamento de doses

. Estudo Il - Multiplas administragdes na dose de 150 mg/m?

No estudo | foi realizado o tratamento com 17-AAG em quatro caes saudaveis
para avaliagao de toxicidade. Foi realizado um desenho de escalonamento de doses
em 6 etapas, onde cada animal recebeu uma unica dose de um dos tratamentos:
Placebo, 50mg/m?, 100mg/m?, 150mg/m?, 200mg/m? e 250mg/m?, em cada etapa e
na etapa seguinte recebeu outra dose (Figura 3). Foi utilizada a tabela de relagao entre
0 peso corpéreo (Kg) e superficie corpdérea em caes para o calculo da administragéao
do 17-AAG (Rodaski, Nardi 2008) (Figura 4). Foram realizados periodos de “wash-
out” para cada animal, entre cada um dos tratamentos com cada dose, sendo cada
periodo de 7 a 10 dias. Avaliagdes da toxicidade foram realizadas com exame clinico
e coletas de sangue para avaliagao laboratorial depois de cada tratamento por um

periodo de 10 dias apds o tratamento. Antes da aplicagdo do 17-AAG o animal foi



35

avaliado clinicamente e foi colhida amostra sanguinea para avaliagdo hematoldgica e
bioquimica sérica. Apos a finalizagdo da administragdo do 17-AAG foram coletadas
amostras sanguineas para quantificacdo plasmatica do farmaco nos tempos de 5Smin,
10min, 15min, 30min, 45min, 1h, 1,5h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h, 32h. Nos dias 2,
4, 7 e 10 apdés a administragdo do 17-AAG foram feitas coletas sanguineas para
avaliagées hematoldgicas e bioquimicas séricas.
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Figura 3 — Esquema de administragédo de doses de 17-AAG com escalonamento em caes
saudaveis e avaliagdes realizadas nestes animais em cada etapa (Estudo I).
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Figura 4 — Relagao entre o peso e superficie em caes. Fonte: RODASKI, NARDI, 2008.
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No estudo Il foram utilizados nove animais saudaveis e em cada animal foram
implantadas trés caixas tissulares no subcutdneo entre as escapulas para avaliagcao
da concentracao de 17-AAG no liquido intersticial subcutaneo. Os 4 animais que
participaram do estudo |, participaram do estudo Il, sendo incluidos no estudo Il apds
decorrido o tempo de “wash-out” e quando apresentaram os exames laboratoriais
normais novamente. A insergao cirurgica para implantacdo da caixa tissular foi
realizada sob sedagdo (xilazina e quetamina) e anestesia de infiltracdo local
(lidocaina). Apds 12 dias do implante, cada animal recebeu trés doses de 150mg/m?
de 17-AAG com intervalo de 48h entre as doses (Figura 5). Avaliagdes da toxicidade
foram realizadas com exame clinico e coletas de sangue para avaliagao laboratorial
apos cada tratamento. Estas coletas e avaliagoes foram realizadas diariamente até
um periodo de 04 dias apdés a primeira dose. Em seguida, os animais foram

eutanasiados com coleta de amostras de tecidos para avaliagao histopatolégica.

ADMINISTRAGAO ADMINISTRACAD ADMINISTRAGAQ
17-AAG 17-AAG 17-AAG
o v X o .
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Figura 5 — Esquema de administragdo de multiplas doses de 17-AAG em caes saudaveis e
avaliagOes posteriores ao tratamento (Estudo I1).

4.2.2 Bem-Estar Animal
Todos os procedimentos com os animais foram realizados de modo a

maximizar o conforto e minimizar a tensao, panico, desconforto e dor dos mesmos.
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Para realizar as observagdes e medi¢des, ou para a coleta de amostras de
sangue, foi feita a manipulacdo dos animais com a maior tranquilidade possivel,
evitando reagdes bruscas desnecessarias. Este projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais — CEUA do IGM - FIOCRUZ (Certificado 011-2015/024-
2017).

4.2.3 Animais incluidos no estudo

Para os estudos | e Il foram selecionados 09 caes de ambos 0s sexos, sem
raca definida, oriundos do canil do Instituto Gongalo Moniz — Fiocruz/BA. Todos os
animais foram identificados pelo nome e registro fotografico que ficaram disponiveis

na porta de cada baia durante o estudo experimental.

4.2.3.1 Critérios de inclusdo e exclusdo dos caes no estudo

Uma selecdo de animais candidatos a participar do estudo foi realizada dentre
os caes no canil do IGM. Os critérios de inclusdo foram: idade acima de 7 meses,
animal clinicamente saudavel e sem histérico de tratamentos farmacologicos nos
ultimos 15 dias. Foram considerados como critérios de exclusao: animais ndo aptos
na avaliagao clinica individual e/ou nos exames laboratoriais e animal agressivo.

Para realizar a selegdo dos animais a serem incluidos no projeto, todos os
animais elegiveis foram submetidos a avaliagao clinica individual, coleta de amostras
para analises hematologicas e bioquimicas e pungao esplénica para avaliagdo de
carga parasitaria da infecgao por L. infantum pela técnica da gqPCR. Apds a obtengéao
dos resultados da avaliacdo clinica e analises laboratoriais, todos os animais foram
incluidos no estudo, sendo utilizados quatro dos nove no Estudo | e os nove no Estudo
Il.

4.2.4 Manejo

Os animais que participaram do estudo | e Il por serem provenientes do canil ja
estavam adaptados ao local, as instalagdes e condigdes ambientais. Todas as tarefas
relacionadas com os experimentos, que envolveram os animais, foram realizadas
dentro do canil de experimentacdo, a fim de reduzir o estresse consequente da
transferéncia dos animais experimentais. A lotacao foi de 01 animal/baia. O canil € do

tipo aberto com renovacgéo de ar natural, sendo as baias teladas, os animais tinham
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rotina de recreagcdo em determinados horarios do dia. Os animais foram alimentados

com ragao super Premium e agua livre.

4.2.5 Administragao do 17- AAG

A formulagdo administrada foi elaborada segundo a formula descrita por Burris
et al. (2011), utilizando os reagentes descritos na Tabela 2. A administragdo foi
realizada pela via intravenosa e o farmaco foi diluido em solugcdo de dextrose, sendo
o 17-AAG administrado nos caes pela via intravenosa em diferentes concentracoes
dependendo do estudo, com auxilio de bomba de infusdo e seringa de 60 ml na
velocidade de 60 ml/h.

O protocolo de administragdao do 17-AAG no estudo | foi baseado em um
escalonamento de doses, onde cada animal foi submetido a 6 etapas. Estas etapas
foram intervaladas com um periodo de “wash out” (descanso) de 7 a 10 dias. Nesse
periodo de descanso o animal foi submetido a exames laboratoriais e observagdes
clinicas diarias para avaliar a tolerabilidade, toxicidade e farmacocinética (Figura 3).

O protocolo de administragao do 17-AAG no estudo Il foi baseado em multiplas
administragdes na dose de 150 mg/m?, com intervalo de 48 horas entre elas, sendo
um total de 3 administragdes por animal. Os animais foram monitorados durante todo
protocolo através de exames laboratoriais e observagdes clinicas diarias para avaliar

a tolerabilidade, toxicidade e farmacocinética (Figura 5).

4.2.6 Avaliagado da Seguranca e Toxicidade nos Estudos | e Il

As avaliagdes de toxicidade foram conduzidas no inicio, durante e apos os
estudos | e Il. A avaliagao da toxicidade foi realizada mediante avaliagdes clinicas,
hematoldgicas, bioquimicas e histopatolégicas. Os animais foram acompanhados
diariamente, através de avaliagao clinica individual, até um periodo de 10 dias (estudo
I) e 04 dias (estudo Il) apds o fim do protocolo de administragdo do medicamento. A
avaliacgao clinica individual consistiu em dois tipos: avaliagao clinica geral e avaliagéao
clinica detalhada. Na avaliagao clinica geral realizada diariamente, foi observada a
atitude do animal (se estava alerta, prostrado, deprimido, apatico, agressivo), a
ingestao de agua e alimentos, avaliagdo das fezes e urina e a presenga de vomito. Na
avaliagao clinica detalhada realizada a cada 2 dias, os parametros avaliados foram
temperatura corporal (°C - com termbmetro retal), frequéncia cardiaca

(batimentos/minuto), frequéncia respiratoria (ciclos/minuto), mucosas externas
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(conjuntiva e/ou oral), hidratacdo (elasticidade da pele), linfonodos superficiais
(submandibular e popliteo), consisténcia das fezes, presenca de lesdes ou secregdes
nos olhos, presenca de secreg¢do nasal (quantidade e tipo), estado da pelagem,
presenca de lesdes e ectoparasitas na pele, atitude, presenca de claudicacao,
coordenacao e equilibrio do animal.

No estudo |, foram realizadas coletas de sangue para analises hematoldgicas
e bioquimicas antes do tratamento e 2, 4, 7 e 10 dias apds o tratamento. No estudo |l
as coletas foram feitas antes, e com 2 e 4 dias apds a primeira dose de 17-AAG. Os
parametros hematoldgicos avaliados foram eritrograma e leucograma. Os dados
bioquimicos avaliados foram dosagem de proteinas totais, albuminas, globulinas,
relacdo A/G, colesterol total, bilirrubina, perfil renal (ureia e creatinina) e perfil
enzimatico hepatico (ALT, AST, FA, GGT). Apds a ultima aplicagdo do 17-AAG no dia
4, os animais foram eutanasiados e foram coletadas amostras de tecidos (pulméo,
coragao, rim, figado, baco, intestino delgado e grosso) para analise histopatoldgica.

4.2.7 Avaliagao da Farmacocinética nos estudos |, I

4.2.7.1 Coleta de amostras de sangue

Nos estudos | e Il, um cateter intravenoso foi implantado na veia cefalica do
membro anterior direito e esquerdo de cada animal. As coletas de amostras de sangue
em tubos com EDTA foram feitas a cada 5 minutos antes da administragao do 17-AAG
e em diferentes tempos apds a administracdo do 17-AAG:

Estudo I: 5min, 10min, 15min, 30min, 45min, 1h, 1,5h, 2h, 3h, 4h, 6h, 8h, 12h,
24h, 32h apds a administragao do 17-AAG

Estudo II: 5m, 30m, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 24h, 48h apds a administracao do
17-AAG. Apos a terceira aplicagdo do 17-AAG os animais foram eutanasiados apos
6h, 8h e 12h.

Em ambos os estudos as amostras de sangue foram centrifugadas a 6000 rpm
a 4°C durante 10 minutos. A fracdo que contém o plasma foi estocada a -20° C até o

momento em que as concentracdes plasmaticas de 17-AAG foram determinadas.

4.2.7.2 Coleta de liquido intersticial subcutaneo
Para coleta de liquido intersticial subcutaneo foram implantadas caixas

tissulares nos animais que participaram do estudo Il. As caixas tissulares foram
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preparadas a partir de tubos PVC atoxico, siliconizado, flexivel, ndo irritante. As
dimensdes da caixa foram de 3,5 cm de comprimento, 3 mm de diametro interno e 5
mm de didmetro externo. A técnica foi baseada em STEGEMANN et al. (2006).

Trés caixas autoclavadas foram implantadas subcutaneamente entre as
escapulas de cada animal. A insergao cirurgica foi realizada sob sedacéo (xilazina) e
anestesia de infiltragdo local (lidocaina 2% e epinefrina 0,002%). Antes e apos o
procedimento cirurgico foi administrado antibiético (enrofloxacina — 5mg/kg) e anti-
inflamatorio (cetoprofeno 1% — 1mL/kg). A recuperacao da cirurgia foi de 10 dias para
permitir a cicatrizagdo e o crescimento do tecido de granulagdo nas caixas. A coleta
das amostras das caixas tissulares foi feita através de pungéo percutanea com agulha
21G e seringa de 20mL.

As amostras de liquido intersticial subcutaneo coletadas das caixas tissulares
foram centrifugadas em uma microcentrifuga a 13.500 rpm por 10min e foram
estocadas a -20°c até o momento em que as concentragdes de 17-AAG foram

determinadas.

4.2.7.3 Determinacéo de 17-AAG por HPLC

As amostras de plasma coletadas nos estudos | e Il e de liquido intersticial
subcutaneo obtido das caixas tissulares no estudo Il foram analisadas, para
determinacao das concentragcdes de 17-AAG, no laboratdrio do Senai-Cimatec em
Salvador/BA. Foi utilizado um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE - DAD) da marca Shimadzu com uma coluna
de C18 de 3 ym, 15cm x 4.6 mm da marca Supelco.

A fase movel utilizada foi de acetonitrila e agua com 1% de acido acético. Os
volumes de injec&o foram de 10ul e 50ul. A aquisigao e o processamento dos dados
foram realizados utilizando o software LabSolutions fornecido com o instrumento.

A técnica foi baseada nos métodos descritos por Agnew et al. (2001) e Johnston
et al. (2008). Apds descongelar aliquotas de 200ul de plasma ou 100ul de liquido
intersticial subcutadneo das caixas tissulares a temperatura ambiente, estas amostras
foram colocadas em um tubo de microcentrifuga de 1,5mL. Subsequentemente, 600yl
e 350ul de acetonitrila (ACN) foram adicionados a todas as amostras de plasma e de
liquido intersticial subcutaneo, respectivamente. A mistura foi agitada em vortex

durante 30 segundos e as amostras foram centrifugadas por 13.500 rpm por 10
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minutos. Apos a centrifugagao, 550ul do sobrenadante referente ao plasma e 350ul
referente ao liquido intersticial subcutaneo foram pipetados em um novo frasco. Para
validagao da técnica, o 17-AAG diluido em série foi adicionado em plasma de animal
nao incluido no estudo (branco), que funcionou como a solugdo padrdo. As
concentragdes do padrao de 17-AAG foram de 0,012ug a 10ug/ml. Foram validadas
duas curvas calibradas com diferentes métodos, uma curva de 12ng a0,125ug a
10pg/ml com injecdo de 10ul. Os parémetros de validacdo determinados foram
linearidade, repetibilidade, precisao intermediaria, limite de quantificacao e limite de

deteccéo.

4.3.8 Analise de dados

Os parametros farmacocinéticos do 17-AAG foram obtidos a partir de
concentracdes plasmaticas individuais e foram avaliados a area embaixo da curva da
concentragao plasmatica em fungédo do tempo (AUC), concentragdo maxima (Cmax),
tempo de meia vida (t ’2), volume de distribui¢do e depuracgao (“clearance”). Os dados
foram analisados no programa do Excel e WinNonlin em um modelo mono-

compartimental.

5. RESULTADOS
A formulacao sistémica com 17-AAG produzida apresentou coloracido roxa,
opaca e sem presenca de corpos particulados em suspensao ou precipitados. A

formulacéo placebo era transparente e translucida, e da mesma forma n&o apresentou

particulas em suspensdo ou precipitadas, e ndo possuia o farmaco 17-AAG (Figura
6).

FIGURA 6- Formulagdes sistémicas preparadas para uso intravenoso: A) 17-AAG a 1% e B)
Placebo
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5.1 RESULTADOS OBTIDOS NO ESTUDO | COM ADMINISTRACAO UNICA DE
17-AAG INTRAVENOSA EM ESCALONAMENTO DE DOSES

5.1.1 Analise farmacocinética de 17-AAG no plasma

A curva de farmacocinética foi determinada para todos os animais. Os
parametros farmacocinéticos apos a administracdo das doses unicas de 50, 100, 150,
200 e 250mg/m? estao resumidos na tabela 3. A concentragdo maxima (Cmax) e a
area sob a curva em fungao do tempo (AUCs) aumentaram proporcionalmente com o
aumento da concentragdo de 17-AAG administrado (Figura 6). As AUCs da
concentracdo plasmatica em funcdo do tempo apresentaram correlagdo linear
somente entre as doses de 50 a 200mg/m? (R? = 0,9384), o que pode indicar a
saturacao do sistema metabdlico ou da unido do 17-AAG com proteinas plasmaticas
nas doses maiores que 200mg/m? (Figura 6A). Nao foi observada correlagéo entre o
aumento da dose e o tempo de meia vida (t2), permanecendo estes valores
constantes (variando de 0,536 a 0,67 h), sugerindo um t%z curto. A média do t% foi de
0,59 + 0,05 com um coeficiente de variagao (CV) de 8%. A depuragao de 17-AAG foi
em média de 0,026 + 0,010 L/h/m? com um CV de 36%, porém os valores de

coeficiente de variacao entre os animais foram de 1% a 20%.

Tabela 3 - Parametros farmacocinéticos de 17-AAG em caes apos administragao
endovenosa de diferentes concentracdes deste em caes

AUC Cmax T% Depuragéao VD
DOSE (ng*h/mL) (ng/mL) (h) (L/m?/h) (L/m?)

Média £ DP Média + DP Média+ DP Média+*DP Média+DP
50 mg/m? 1483,26 * 694,52 1405,97 £ 686,71 0,54*0,03 0,04%£0,02 0,03%0,02
100 mg/m?  4380,35 % 1626,22 3756,41 * 1422,52 0,61*0,08 0,03%0,01 0,02 % 0,01
150 mg/m?  7927,84 £ 1548,51 6938,99 * 1342,39 0,59*0,04 0,02%£0,00 0,02+ 0,00
200 mg/m# 11902,75%1962,12 9439,70%+991,11 0,67%*0,05 0,02%£0,00 0,02%0,00
250 mg/m*  9632,29 £ 2667,12 8611,51 £1062,88 0,57+0,21 0,03%0,01 0,02%0,00

AUC= area sob a curva em funcdo do tempo; Cmax= Concentragdo maxima; T1/2= Tempo de

meia vida; VD= volume de distribuigao

A concentracao da dose de 17-AAG administrada aos animais demostrou ser

proporcional a area embaixo da curva da concentragcdo plasmatica de 17-AAG em
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funcdo do tempo entre as doses de 50mg/m2 e 200mg/m2 (Figura 7A). A perda da
linearidade ap6s a dose de 200mg/m2 (Figura 7B) pode estar indicando a saturagao
dos sistemas metabdlicos, os processos distributivos e/ou processos de excre¢ao do
farmaco. Para a determinagcao de esquemas de multiplas administracées € necessario

avaliar o possivel acumulo do farmaco.
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Figura 7 - Proporcionalidade entre a doses de 17-AAG e a AUC plasmatica apdés a
administragdo endovenosa em caes. A - Doses de 50 a 200mg/m?, B — de Doses 50 a
250mg/m?

No presente estudo, foi constatado um rapido declinio do 17-AAG plasmatico
(FIGURA 8), sendo possivel observar que a concentragédo plasmatica foi diretamente

proporcional a dose aplicada.
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Figura 8 — Distribuicao da concentracédo plasmatica de 17-AAG avaliada até 12 horas apds
administracdo endovenosa, por infusdo continua em caes durante 30 minutos

5.1.2 Avaliagao da toxicidade de 17-AAG por via intravenosa em unica dose
utilizando escalonamento de doses

Nao foram observados efeitos adversos durante e apds a administracéo
intravenosa do placebo. O aparecimento dos efeitos adversos relacionados com o
farmaco foi dependente da dose, e foi observado com maior frequéncia nas doses de
200 e 250mg/m? quando comparado com as doses mais baixas (Tabela 4). A
administracdo de 17-AAG entre as doses de 50 a 150mg/m? foram consideradas
seguras e associadas a minima toxicidade.

No estudo | em 100% (4/4) dos animais foi observado nauseas durante a
administracdo das doses de 200mg/m? e 250mg/m? de 17-AAG (Tabela 4). Apds a
administracao foi notada diarreia com fezes pastosas em 25% dos animais nas doses
de 150, 200 e 250mg/m?; diarreia sanguinolenta em 75% dos cades nas doses de
200mg/m? e 100% na dose de 250mg/m?; e vbmito em 25% nas doses de 200 e
250mg/m?. Outros efeitos secundarios observados nos caes durante a administragéao
do 17-AAG, no estudo |, foram pruridos, eritema e hipertermia.

Os resultados dos parametros hematolégicos ndo revelaram nenhuma
alteracdo associada ao tratamento intravenoso com o placebo e o 17-AAG. Em
contrapartida, quando foi avaliada a bioquimica sérica foi constatada uma elevacgao
reversivel da enzima alanina aminotransferase (ALT) ap6s a administragao das doses
de 100 (50%), 150 (75%), 200 (75%) e 250mg/m? (100%). A dosagem da enzima
aspartato aminotransferase (AST) estava alterada nas doses de 100 (50%), 150
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(50%), 200 (100%) e 250mg/m? (100%). Durante o periodo de wash-out, as
concentragbes de transaminases retornaram para os valores de normalidade
presentes antes da administracdo da nova dose, ndo sendo observado potencial de
hepatotoxicidade acumulativa. Em um dos animais apds a administracdo da dose de
250mg/m?, foi necessario o tratamento de suporte com fluidoterapia e
antibioticoterapia preventiva, pois o0s animais apresentaram um quadro de

gastroenterite intensa.

Tabela 4 - Efeitos adversos observados em caes saudaveis apds administracdo de
17-AAG por via intravenosa em diferentes concentragdes

Numero de animais avaliados (n=4)

Efeitos adversos N (%)

Placebo 50mg/m? 100mg/m? 150mg/m? 200mg/m?  250mg/m?

Bioquimica
ALT 0 1 (25%) 2 (50%) 3 (75%) 3 (75%) 4 (100%)
AST 0 0 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%) 4 (100%)
Gastrointestinal
Diarreia
sanguinolenta 0 0 0 0 3 (75%) 4 (100%)
Diarreia (fezes
pastosas) 0 0 1(25%) 1(25%) 1(25%) 1(25%)
Nausea 0 0 0 0 4 (100%) 4 (100%)
Voémito 0 0 0 0 1 (25%) 1 (25%)
Outros
Hipertemia 0 0 0 1(25%) 0 1(25%)
Prurido 0 0 0 1 (25%) 3 (75%) 4 (100%)
Eritema 0 0 0 1(25%) 2 (50%) 4 (100%)

A avaliacao da toxicidade possibilitou determinar que a administracdo de doses
até 150mg/m? de 17-AAG por via intravenosa apresentou seguranga toxicoldgica
aceitavel, podendo ser utilizada em estudos de multiplas administragbes a fim de

avaliar a eficacia para o tratamento da LVC.
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52 ESTUDO II- AVALIACAO DA FARMACOCINETICA E TOXICIDADE DO 17-
AAG EM CAES SAUDAVEIS APOS ADMINISTRACOES DE MULTIPLAS DOSES

5.2.1 Analise farmacocinética de 17-AAG no plasma e no liquido intersticial
subcutaneo

As curvas de concentracido do 17-AAG no plasma mostram que a concentracao
do farmaco caiu no plasma rapidamente e que o farmaco alcangou concentracoes
proximas a 100ng/ml no liquido subcuténeo durante todo o periodo do estudo (Figura
9 e Tabela 5). A rapida redugédo da concentragao plasmatica observada (Tabela 6),
conjuntamente com a diminui¢ao lenta da concentragao no tecido subcutaneo indicam
o alto grau de distribui¢ao tecidual do 17-AAG.
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Figura 9 - Concentracao de 17-AAG no plasma e no liquido subcutdneo em caes avaliada até
105 horas ap6s administragao endovenosa de multiplas doses.

Os resultados descritos nas tabelas 5 e 6 mostram que ndo houve acumulo de
17-AAG apds multiplas administragées de 150mg/m? com intervalos de 48 horas. Nao
ocorrendo alteragdo no tempo de meia vida, na concentracdo maxima e na area sob
a curva em diferentes tempos no plasma ou no liquido intersticial apds as trés
administragdes de 150mg/m?.

Tabela 5 - Parametros farmacocinéticos de 17-AAG no liquido intersticial subcutaneo

apos 3 administragbes endovenosas em cdes de 150mg/m? com intervalos de 48
horas.
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Cmax AUC (pg/ml*h)
T % (h)
. ~ (ng/mi) 0-4h 0-6h 0-8h 0-24h 0-47,5h

Administracao

Média * Média =

Média £ DP Média * DP Média £ DP Média * DP Média £ DP

DP DP
Primeira 38+16 704 £332 1820 £430 2301 + 409 2659 + 437 4765 + 333 7382 + 1357
Segunda 28+9 736+294 1943 + 618 2553 + 638 2913 + 686 4070+700 7054 +2189
Terceira N/A 726 £ 401 895 + 408 2040 £ 1097 2734 £ 1442 3505 + 2417 N/A

AUC-= area sob a curva em fungéo do tempo; Cmax= Concentragdo maxima; T1/2= Tempo de meia vida

Tabela 6- Parametros farmacocinéticos de 17-AAG no plasma apds 3
administracdes endovenosas em cies de 150mg/m? com intervalos de 48 horas.

Cmax Depuracgao AUC (pg/ml*h) 0-
T % (h) VD (L/m?)
(ug/ml) (L/m?/h) 8h
Administracao Média * DP Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP
Primeira 0,69 + 0,22 6309 + 2204 0,023 + 0,002 0,029 + 0,003 6353 + 432
Segunda 0,69 + 0,24 5912 + 1127 0,021 + 0,001 0,030 + 0,002 7054 + 382
Terceira 0,810, 35 5254 + 2784 0,022 + 0,002 0,033 + 0,003 6850 69

AUC-= area sob a curva em funcéo do tempo; Cmax= Concentragdo maxima; T1/2= Tempo de meia vida; VD= volume

de distribuigao

5.2.2 Avaliagao da toxicidade de 17-AAG apds administragoes de doses
multiplas

Durante a administragdo da primeira e da terceira dose de 150mg/m? de 17-
AAG, apenas 1 animal manifestou reacdo cutdnea com pelos temporariamente
ericados (Tabela 7). No segundo dia, apdés a administragcdo da segunda dose, 2
animais apresentaram fezes pastosas. No terceiro dia, 3 caes tiveram diarreia com
fezes liquidas, 1 diarreia sanguinolenta e 2 apresentaram fezes pastosas. No quarto
dia, 7 animais apresentaram fezes pastosas e 1 animal diarreia sanguinolenta.

Nao foi encontrada nenhuma alteragao laboratorial no hemograma dos animais
apoés a administragcao do 17-AAG. Nas analises de bioquimica sérica foi notada
elevagao das enzimas ALT e AST em 33% dos caes (3/9) (Tabela 7). No quarto dia,
apenas em 1 animal as transaminases permaneceram fora dos valores de
normalidade. Em relagdo aos sinais clinicos concluimos que 1 animal apresentou
reacao cutanea, os 9 apresentaram fezes pastosas, com 4 apresentando diarreia e 3

apresentaram aumento de AST e ALT.
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Tabela 7- Efeitos adversos apresentados apds multiplas administragdes na dose de
150mg/m?

Efeitos adversos Animais apresentando reagdes adversas
n (%)
Bioquimica
ALT 3 (33%)
AST 3 (33%)
Gastrointestinal
Diarreia (fezes liquidas) 3 (33%)
Fezes pastosas 9 (100%)
Diarreia sanguinolenta 1 (11%)
Nausea 0
Vémito 0
Outros
Hipertermia 0
Reacéo cutanea 1(11%)
Eritema 0
Prurido 0

5.2.3 Histopatologia dos Tecidos dos Animais apods o estudo I

Para avaliagdo histopatologica foram coletados os seguintes tecidos: rim,
pulméo, figado, bago, coragao, intestino delgado e intestino grosso. Os nove animais
que passaram pelo estudo | e I, apds a finalizacdo do estudo Il foram eutanasiados,
para avaliagao dos tecidos e tentar correlacionar possiveis alteragées nos érgaos com
o efeito da farmacodinamica do 17- AAG.

Foram encontradas alteragdes histopatolégicas no rim, figado, bacgo, intestino
delgado e grosso. No pulmdo e coragdo nao foram observadas alteragdes
histopatolégicas em nenhum dos animais.

No rim, em 100% (9/9) dos animais foi observada degeneragédo vacuolar do
epitélio tubular renal (Figura 10); no figado, em 100% (9/9) dos animais foi observada
mobilizagédo de células de Kupffer (Figura 11); no bago, em 100% (9/9) dos animais
foi observada congestao, hiperplasia imunoblastica e desorganizagao do bago do tipo
e lll (LIMA, et al. 2014) (Figura 12). No intestino delgado, em 22% (2/9) dos animais
foram observados focos de calcificagdo da mucosa; no intestino grosso em 55% (5/9)
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foi observada colite e em 11% (1/9) a presenga de focos de calcificagdo da mucosa
(Figura 13).

Tabela 8- Alteracdes histopatolégicas em tecidos dos cées eutanasiados apos
multiplas administracdes do 17-AAG
Alteragoes histopatolégicas mais frequentes Animais apresentando

alteracoes n (%)

Rim

Degeneragéao vacuolar do epitélio tubular renal 9 (100%)
Figado

Mobilizagdo de células de kupffer 9 (100%)
Baco

Congestéao 9 (100%)
Hiperplasia imunoblastica 9 (100%)
Desorganizacao do bago em tipo Il/1lI 9 (100%)

Intestino Delgado

Focos de calcificagdo da mucosa 2 (22%)
Intestino Grosso

Focos de calcificagdo da mucosa 1(11%)
Colite 5 (55%)
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Figura 11 - Corte histolégico do figado demostrando mobilizacdo de célula de Kupffer em
animal tratado com 17-AAG (aumento de 40x).
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Figua 12 - o histolégco do go emotando hpplasiaplsmcitéria e
desorganizacao do baco tipo Il/lll em animal tratado com 17-AAG (aumento de 40x).

A B

Figura 13 A e B- Cortes histoldgicos do intestino grosso demostrando colite em animal tratado
com 17-AAG (A- aumento de 4x/ B- aumento de 40x).

6. DISCUSSAO

O 17-AAG para ser usado no tratamento da LVC precisa passar por fases de
avaliagdo de farmacocinética e seguranga, como foi realizado nesse estudo, para
depois ser realizada avaliagdo de sua eficacia no tratamento de caes doentes.

Em relacdo a farmacocinética do 17-AAG administrado em cées, foi observado

um pico plasmatico nos primeiros minutos apdés a administracdo, com queda rapida
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da concentragc&o em até 10 horas, assim como foi descrito por Egorin et al. (2001) em
roedores. Além do declinio rapido do 17-AAG plasmatico, houve diminui¢do lenta da
concentragdo do composto no tecido subcutaneo, indicando um alto grau de
distribuicdo tecidual do 17-AAG. Corroborando os nossos achados, Egorin et al.
(2001) observaram uma ampla distribuigdo do 17-AAG pelos tecidos com rapido
decaimento da concentragdo plasmatica, além da sua presenga em todos os tecidos
por até 6 a 8 horas apds sua administracdo, com maior persisténcia nos pulmdes,
baco e figado. Esses dados demonstram que a maioria dos tecidos em camundongos
€ exposta ao 17-AAG por um tempo mais prolongado do que no plasma, em
decorréncia de sua baixa hidrosolubilidade.

Houve proporcionalidade entre a concentragao plasmatica e a dose aplicada
de 17-AAG até 200mg/m?, porém nas doses maiores houve perda da linearidade, o
que pode estar relacionado a saturagdo dos sistemas metabdlicos, os processos
distributivos e/ou processos de excrecdao do farmaco. A correlagao positiva entre a
concentragao plasmatica maxima (Cmax), a area sob a curva (AUC) e a dosagem de
17-AAG foi observada em diversos estudos realizados em roedores, cédes e humanos
(EGORIN et al., 2001, RAMANATHAN et al., 2005, RICHARDSON et al., 2010, IYER
et al.,, 2012, TALAEI et al., 2018).

A ocorréncia de efeitos adversos relacionados com a administragdo do 17-AAG
foi dependente da dose, havendo minima toxicidade quando aplicamos nos caes
doses de 50 a 150mg/m?, que, portanto, consideramos como seguras para uso nesses
animais. Os efeitos adversos observados foram nauseas, diarreia, vomito, prurido,
eritema e hipertermia nas doses a partir de 100mg/m?. Também foi observada
elevagdo reversivel das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) apds a administracéao das doses acima de 100 mg/m?, n&o
sendo observado potencial de hepatotoxicidade acumulativa. A elevacéo das enzimas
ALT e AST nos caes teve carater transitério e estas voltaram a normalidade nos
intervalos de washout. Em estudos anteriores, a hepatotoxicidade foi o principal efeito
da administragcao de 17-AAG em humanos e caes com elevacao das transaminases
hepaticas e bilirrubina sérica (SAUSVILLE et al., 2003, GLAZE et al., 2005). Nausea
e diarreia, além da elevagao das enzimas ALT e AST também foram efeitos colaterais
relatados em pacientes tratados com 17-AAG com doses variando de 150 a 340
mg/m2 com diferentes esquemas de tratamento que variaram entre administragao

diaria ou com intervalos de até 72 horas por Ramanathan et al. (2005), Gordon et al.
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(2008), Richardson et al. (2010) e Saif et al (2013). Solit et al. (2007) também
observaram os sinais relatados e hepatotoxicidade com diferentes doses e esquemas
terapéuticos com 17-AAG em pacientes e sugeriram que o esquema de tratamento
duas vezes na semana com intervalo entre os ciclos de tratamento poderia reduzir a
hepatotoxicidade.

A partir desses achados que indicaram que a maxima dose toleravel em caes
€ de 150 mg/m?, realizamos um segundo ensaio com multiplas doses utilizando
intervalo de 48 horas apds o periodo de wash-out. As manifestagdes adversas (reagao
cutanea de hipersensibilidade e diarreia) observadas em caes que receberam dose
unica de 150 mg/m? de 17-AAG no primeiro ensaio, também foram observadas no
segundo ensaio em caes. Alguns caes, também apresentaram elevagao das enzimas
ALT e AST. Nao foi encontrada alteragdo no hemograma dos animais, diferentemente
do observado em estudos realizados com humanos em que foram observadas
alteracbes hematologicas como anemia e trombocitopenia em tratamento de
pacientes com doses de 17-AAG e esquemas de tratamento variados (RAMANATHAN
et al., 2005, GORDON et al., 2008, RICHARDSON et al., 2010, SAIF et al, 2013),

As alteragbdes de hipersensibilidade cutanea observadas em alguns animais
podem ser em decorréncia do uso do Cremophor, que foi utilizado como diluente do
17-AAG, apesar de que os animais do grupo placebo que receberam somente
Cremophor nao apresentaram reacido cutanea, esta pode ser em decorréncia da
administragcao dos dois compostos em conjunto. Existem relatos de que este veiculo
foi capaz de induzir reagdes de hipersensibilidade e anafilaxia (HO et al, 2013). O 17-
AAG né&o € um composto hidrossoluvel havendo necessidade de uso de veiculos para
compostos com baixa solubilidade em agua para viabilizar sua utilizagdo. Em muitos
estudos foi utilizado o DMSO, porém este composto nao foi utilizado neste estudo,
devido a sua toxicidade com risco de causar irritagcao, inflamagao e trombose vascular
(HO et al, 2013). Para contornar o risco de hipersensibilidade ao Cremophor, &
sugerida a administragcao de anti-histaminicos antes de sua utilizagédo (MODI et al.,
2007).

A avaliagdo da toxicidade possibilitou determinar que a administracdo de
multiplas doses de 150mg/m? de 17-AAG por via intravenosa apresentou seguranga
toxicologica aceitavel. As alteragdes histopatoldgicas resultantes dessa administragéao
foram detectadas principalmente no rim, figado, baco, intestino delgado e grosso dos

animais tratados, corroborando achados anteriores descritos em caes e roedores que
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receberam 17-AAG por via intraperitoneal ou intravenosa (PAGE et al., 1997, NOKER
et al, 1999, GLAZE et al., 2005)

Ramanathan et al. (2005) evidenciaram que a toxicidade hepatica é dose
limitante. No figado foi observado em todos animais desse estudo a mobilizagao de
células de Kupffer, que pode ocorrer em decorréncia de que o 17-AAG requer extenso
metabolismo hepatico pelo citocromo P450 como relatado por Egorin et al. (2001).
Dessa forma, o figado torna-se um érgao alvo para lesdes leves a moderadas, como
descrito em modelo de ratos e caes tratados, concomitante ao aumento de AST, ALT,
fosfatase alcalina e GGT no modelo canino (PAGE et al., 1997, NOKER et al, 1999).
Amin et al. (2005) avaliaram a toxicidade do 17-AAG em fragmentos de tecido hepatico
de caes incubados em meio contendo concentragdes que variaram entre 0.5 a 5 um
de 17-AAG, e observaram inibicdo da resposta proliferativa das células epiteliais
biliares dependentes da concentracdo e do tempo, assim como alteragdo dos
marcadores AST, ALT, ALP e GGT no tecido hepatico de caes tratados com 17-AAG

Semelhante ao observado por Glaze et al. (2005), em todos animais desse do
nosso estudo foi observada congestao e atrofia do tecido linfoide no bago, além da
presenca de lesdes inflamatdrias no intestino delgado e no intestino grosso dos caes.
Apesar de ter sido relatado toxicidade renal em camundongos (PAGE et al., 1997), o
nosso estudo foi o primeiro a observar a presencga de degeneragao vacuolar do epitélio
tubular no rim de todos os animais tratados com 17-AAG na dose de 150 mg/m?.

Em resumo, nossos resultados mostram que o 17-AAG na dose de 150 mg/m?
leva a toxicidade hepatica moderada, dose-dependente e reversivel, corroborando
dados de ensaios clinicos realizados em humanos que mostram que o composto pode
ser administrado com seguranca (RICHARDSON et al., 2010, TALAEI et al., 2019).
Para reducido da toxicidade tem se avaliado a utilizacdo do derivado do 17-AAG
hidrossoluvel, o 17-DMAG. No entanto, em cédes na dose de 16 mg/m2 pela via
intravenosa por dia sua utilizagéo foi fatal. A utilizagdo do 17-DMAG em uso diario na
dose de 8 mg/m2 por via intravenosa ou 16 mg/m2 por via oral, esse analogo
apresentou toxicidade em caes (GLAZE et al., 2005). Outra alternativa ao uso do 17-
AAG livre, é carrea-lo em nanoformulacdes ou lipossomas que podem transportar o
composto e libera-lo de forma controlada, sobrepondo a limitacdo de sua baixa
solubilidade, reduzindo sua toxicidade (TALAEI et al. 2018). Petersen et al. (2018)
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produziram lipossomas contendo 17-AAG que apresentaram um aumento de 33 vezes
na solubilidade da droga.

Em conclusdo, nosso estudo mostrou que o 17-AAG e seus analogos
apresentam potencial para o tratamento da LVC, pois este causou baixa toxicidade na
dose de 150 mg/m?, mas que a hepatotoxicidade observada com o esquema de
dosagem intervalado por 48 horas apesar de ser reversivel aponta para esforgos para

reducao da toxicidade como a utilizagdo de nanoformulagdes ou lipossomas.
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