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RESUMO

As leishmanioses estdo entre as doencas mais emghglas no mundo uma vez que a
industria farmacéutica nao tem investido no desemaento de medidas terapéuticas
mais seguras e eficazes. Sendo assim, os antimqueaitavalentes (AP), apesar de
serem antigos, ainda sdo os medicamentos de egmhdodas as formas clinicas da
doenca. Embora sejam usados ha décadas, o conh&erithescasso no que se refere
aos mecanismos de acao, cinética e perfil toxicoddgO objetivo deste estudo €
fornecer informacdes para essas lacunas. NOs igaegis a cinética do antimoniato de
meglumina (AM) em macacos Rhesus; avaliamos afa@xia para o leite materno e
lactentes quando ratas lactantes foram tratadasAddme estudamos a expressdo e
atividade de citocromos P450 (CYP) hepaticos emsratachos tratados com AM.
Macacos Rhesus foram tratados com injecdes didniesnusculares durante 21 dias
consecutivos e 0s niveis de antiménio no sanguantkie apds o tratamento, foram
determinados. Niveis de antiménio residual (24 8uhdras) apos a Ultima injecédo
foram maiores em hemacias que no plasma. Tire@ighgo, baco, vesicula, pulmdes,
pele e rins apresentaram niveis detectaveis den@mt 60 dias apds o fim do
tratamento. Niveis detectaveis de antiménio foranoetrados no leite materno de ratas
Wistar tratadas por via subcutanea com AM. As ndakadas méaes tratadas também
apresentaram niveis detectaveis de Sb, sugerinel@ guntiménio é transferido para o
leite e absorvido pelos filhotes. Ratos machostasldbram tratados com AM (300 mg
Sb’/ kg peso corpéreo/dia por via subcutanea) ou apeam o veiculo, durante 20
dias. As atividades de etoxiresorufi@adesetilase (EROD), benziloxiresorufina-O-
desbenzilase (BROD) erithromicina N-desmetilaseERmarcadores de CYP1A1/2,
CYP2B1/2 e CYP3A, respectivamente) estavam dimasiftbs microssomos hepaticos
de ratos tratados com AM. Uma vez que as atividateedN-nitrosodimeilamina
desmetilase (NDMA) e anilina 4-hidroxilase (A4H)arcadores de CYP2E1, estavam
diminuidas e a dp-nitrofenol-hidroxilase (PNPH) estava aumentadgesmos que a
PNPH no figado de ratos seja catalisada ndo sori&fR2E1, mas outras isoformas de
CYP. As alteracOes encontradas e os resultadammheinoblottinge PCRreal-time
sugerem gue o tratamento com AM altera as ativelddeCYP através de mecanismos

pos-traducionais.

Palavras-chave: antimoniato de meglumina, Rhesusinética, leite, citocromo P450
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ABSTRACT

Leishmaniasis is considered as one of the moseotsgl diseases in the world because
the pharmaceutical industry has made no recenttefto develop safer and more
effective treatments for it. Thus, pentavalent raotials (PA), that are rather old
medicines, still remain as first choice drugs fdir dinical forms of the disease.
Although they have been used for decades, knowlemg®A mechanism of action,
kinetics and toxicological profile are sparse. Hma of this study is to provide data on
these gaps. We investigated the kinetics of meglanaintimoniate (MA) in Rhesus
monkeys; evaluated the transfer of antimony to matemilk and suckling pups when
lactating rats were treated with MA; and studiee ¢éxpression and activity of hepatic
microsomal cytochromes P450 (CYP) in male ratsteceavith MA. Rhesus monkeys
treated with daily intramuscular injections of Mérf21 consecutive days, and levels of
Sb were determined in the blood during treatmedtthareafter until the monkeys were
killed. Levels of residual antimony (24 h or 48fteathe last injection) were higher in
erythrocytes than in the blood plasniayroid, liver, spleen, gall bladder, lungs, skin,
kidney presented detectable levels of antimony &@sdafter the end of treatment.
Detectable levels of antimony were found in milkorfr Wistar rats treated
subcutaneously with MA. The litter of treated mathalso presented detectable levels
of Sb suggesting that antimony is transferred ttk rnd absorbed by suckling pups.
Adult male Wistar rats were treated with MA (300 188’/ kg body weight / day,
subcutaneously) or with the vehicle alone for 2¢sddhe activities of ethoxyresorufin-
O-deethylase (EROD), benzyloxyresorufin-O-debenz/l@ROD) erythromycin N-
demethylase (END) (markers for CYP1A1/2, CYP2B1il &CYP3A, respectively)
were all reduced in liver microsomes of MA-treatats. SinceN-nitrosodimethylamine
demethylase (NDMA) and aniline 4-hydroxylase (Adlharkers for CYP2E1, were
decreased angknitrophenol-hydroxylase (PNPH) activity was inged, we suggested
that PNPH in the rat liver is catalyzed not only ®YP2E1 but also by other CYP
isoforms. The foregoing alterations and data predibly immunoblotting and PCR real-
time techniques suggested that treatment with Migctééd CYP activities by post-

translational mechanisms.

Key words: meglumine antimoniate, Rhesus, kineticsnilk, cytochrome P450
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CAPITULO I. Introduc&o Geral



I.1. Caracteristicas gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por prdaaszodo género
Leishmania que é dividido em dois subgéneros distintos(Leishmania)spp. eL.
(Viannia) spp. Esses protozoarios pertencem a ordem Kirzestiogd, familia
Trypanosomatidae. A forma promastigota do parasit@ansmitida pela picada de
fémeas de flebotomineos (génerBllebotomuse Lutzomya (WHO, 2007). Os
hospedeiros vertebrados incluem o homem, rapodgansa marsupiais e 0 céo
domeéstico. As manifestacfes clinicas da leishmanpsdem ser reunidas em dois
grandes grupos: as formas cutaneas (cutanea, ntaneaue cutanea difusa) e a forma
visceral.

A forma cutanea propriamente dita, que na maioda dasos é curada
espontaneamente (Berman, 1988), é caracterizadéeg@es ulcerativas no local da
picada do mosquito, geralmente em locais exposbosocrosto, pescoco, bracos e
pernas (FUNASA, 2000). A leishmaniose cutanea psele causada por diversas
espécies deeishmaniatais comol. major, L. aethiopical. tropica, L. mexicanal.
braziliensis L. panamensisL. peruvianae L. amazonensisA forma mucocutanea,
geralmente causada pd&r braziliensis € caracterizada por lesées nas membranas
mucosas do nariz, boca e faringe. Esta manifestagde surgir a partir de metastases
de lesGes cutaneas ou ser secundaria a tratanmpatiesjuados de outras formas de
leishmaniose. A forma cutanea difusa, caracterizpda lesbes dérmicas nao
ulcerativas, pode ser causada pelmexicanae, geralmente, esta associada a respostas
imunoldgicas ineficazes. De maneira geral, as es@&éneas ndo levam a morte, mas
podem causar cicatrizes e sérias deformidades d&rmanstornos como a rejeicao
social (Murray, 2004)

A forma mais grave de leishmaniose é a visceraipén conhecida como
calazar, causada pbr donovaniL. infantum(ou L. chagas). Nesse caso, o periodo de
incubacdo pode ser de meses ou até anos e a dpedeaapresentar elevada
mortalidade quando néo tratada adequadamente.

As manifestacfes clinicas da doenca podem ser nhgterogéneas e
relacionadas as regides endémicas e fatores misiiduais do hospedeiro, como:
idade, estado nutricional, imunidade inata, regpastune T-dependente e perfil
imunogenético (Davies, 1999, Davies, 2000, Lou#98; Murrayet al, 2005). As
caracteristicas genéticas dos parasitas inoculddodbém sdo determinantes da
viruléncia, da patogénese, da resisténcia aos amadios leishmanicidas e da
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sobrevivéncia do hospedeiro (Kedzierski, 2006; siyyr2005; Turco, 2001; Barr, 2001;
Perez-Victoria, 2003.

As leishmanioses sdo endémicas em 88 paises, dos @R estdo em
processo de desenvolvimento. Aproximadamente 90% aisos de leishmaniose
cutanea estao distribuidos no Ird, no Afeganistddiria, na Arabia Saudita, no Brasil
e no Peru e mais de 90% dos casos de leishmangts¥al ocorrem em Bangladesh,
Brasil, india e Suddo (WHO-TDR, 2007). Anualmerdie segistrados 1,5 milhdes de
casos de leishmaniose cutanea e 500 mil casosstienkniose visceral e o numero de
Obitos chega a 57 mil. Estima-se que 350 milhdepaksoas estejam sob risco de
infeccdo e o DALY é de 2,36 milhes de anos (WHO-TDR, 2007).

No Brasil, no periodo de 2001 a 2005, foram regikis 140.999 casos de
leishmaniose cutaneadbela I.1 e Figura 1.1) e 14.662 casos de leishmaniose visceral,
principalmente no Maranhdo, Minas Gerais, Bahiaar&ePiaui, Para e Tocantins
(Tabela I.2 e Figura 1.2 (DATASUS, 2007).

Nas ultimas décadas o perfil de distribuicdo dahl@ianiose vem se
modificando, passando a ocorrer ndo somente e AIgds e silvestres, mas tambéem
nas areas domiciliares ou peri-domiciliares de dgancentros urbanos (FUNASA,
2000; Arias et al, 1996; Wernecket al, 2002). Fatores ambientais, como
desmatamento, construcdo de represas, novos sistéendrrigacdo, urbanizagéo e
migracdo de populacdo nao-imune para areas ende€rséa alguns dos fatores
associados a expansao geografica da doenca (De2{#1.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO-TDR)prncipais
estratégias de controle da leishmaniose envolvedigndstico e registro de casos,
controle de vetores e de reservatorios animais amarsupiais didelfideos, raposas e
cées, principais fontes de infeccdo nas areasssidgee urbanas no Brasil (FUNASA,
2000). No Brasil d.utzomyia longipalpi® o principal vetor da leishmaniose visceral
humana e canina (Grimaldi, 1989), entretanto medé#acontrole de flebotomineos e
de cdes nem sempre sdo eficazes contra surtosrepidé(Dietze, 1997; Werneak
al., 2002). As atividades de educacdo sanitaria tamls@m preconizadas pelo
Ministério da Saude do Brasil, integradas sempetas acdes voltadas para o controle
da doenca (FUNASA, 2000).

1 DALY - (disability-adjusted life-year medida que combina a mortalidade e incapacidezi®cadas
pela doenca e seu impacto na saude da populac&tP{WOR, 2007).



Tabela 1.1: Distribuicdo por diferentes regides do pais dasos confirmados de
leishmaniose cutanea notificados ao Sistema denhaicio de Agravos de Notificacdo
(SINAN).

ANO DE NOTIFICACAO

2001 2002 2003 2004 2005
NORTE Acre 878 958 1394 1502 1303
Amapa 128 325 569 1146 571
Amazonas 2503 1967 3706 2228 1953
Para 2645 3876 4906 5437 4196
Rond6nia 1577 1812 2020 2097 1658
Roraima 471 442 301 159 282
Tocantins 603 606 619 537 486
Total de casos 8805 9986 13515 13106 10449
NORDESTE Alagoas 92 82 104 59 51
Bahia 1709 1949 2030 1703 2011
Ceara 2731 2053 1306 2089 1927
Maranh&o 5706 4474 3839 3034 3340
Paraiba 51 70 53 70 67
Pernambuco 528 583 570 687 325
Piaui 171 156 120 128 240
Rio Grande do Norte 8 8 8 11 9
Sergipe 97 57 10 10 8
Total de casos 11093 9432 8040 7791 7978
CENTRO- o
OESTE Distrito Federal 33 32 67 55 30
Goias 459 441 497 441 524
Mato Grosso 4042 4064 4284 3684 3651
Mato Grosso do Sul 407 295 236 194 133
Total de casos 4941 4832 5084 4374 4338
SUDESTE Espirito Santo 348 213 225 146 202
Minas Gerais 1215 1628 1784 1496 1735
Rio de Janeiro 196 280 235 217 315
Sé&o Paulo 508 816 1021 617 467
Total de casos 2267 2937 3265 2476 2719
SUL Parana 481 922 883 550 432
Rio Grande do Sul 4 21 15 13 10
Santa Catarina 11 15 24 19 88
Total de casos 496 958 922 582 530
REGIAO IGNORADA 44 20 9 10 0

Total de casos no Bras 27646 28165 30835 28339 26014
Fonte: DATASUS, 2007 (acesso em 28/12/2007)




Tabela 1.2 Distribuicdo por diferentes regides do pais dasos confirmados de
leishmaniose visceral notificados ao Sistema derimficdo de Agravos de Notificacao
(SINAN).

ANO DE NOTIFICACAO

2001 2002 2003 2004 2005
NORTE Acre - - - - -
Amapa 1 0 0 0 0

Amazonas 0
Para 139 129 187 358 434
Rondénia 0 0 0 2 0
Roraima 4 8 10 16 12
Tocantins 119 184 236 151 172
Total de casos 263 324 433 527 619
NORDESTE Alagoas 229 116 49 55 58
Bahia 278 242 294 405 449
Ceara 225 224 200 286 384
Maranh&o 487 532 743 606 558
Paraiba 94 22 29 28 29
Pernambuco 222 84 75 82 87
Piaui 123 125 254 349 304
Rio Grande do Norte 153 63 60 53 47
Sergipe 39 29 18 31 43
Total de casos 1850 1437 1722 1895 1959

CENTRO-

OESTE Distrito Federal 0 0 0 10 9
Goias 18 17 20 16 13
Mato Grosso 17 8 14 19 20
Mato Grosso do Sul 89 178 187 229 200
Total de casos 124 203 221 274 242
SUDESTE Espirito Santo 7 0 4 4 4
Minas Gerais 137 290 341 615 491
Rio de Janeiro 4 1 2 2 2
Sé&o Paulo 83 124 179 96 160
Total de casos 231 415 526 717 657
SUL Parana 3 2 1 3 3
Rio Grande do Sul 0 0 1 0 1
Santa Catarina 0 0 0 2 0
Total de casos 3 2 2 5 4
REGIAO IGNORADA 6 0 1 0 0

Total de casos no Brasi 2477 2381 2905 3418 3481
Fonte: DATASUS, 2007 (acesso em 28/12/2007)
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O ciclo bioldgico da leishmania envolve uma fase hospedeiro
invertebrado (flebotomineo), em que ocorre a t@nsicdo da forma amastigota em
promastigota. A outra fase ocorre no hospedeirtelexdo (homem e outros animais),
em gue a forma promastigota se transforma em ago&si§igura 1.3).

O inseto adquire as formas amastigotas, presentesacrofagos, na linfa
intersticial, ou ainda, no sangue circulante emterior de mondcitos dos hospedeiros
vertebrados (homem e outros animais) (Chanh@l, 1985). No tubo digestivo do
flebotomo ocorre a transformacdo em promastigotésltérset al, 1989) - estagio
flagelado e infectante da leishmania — que, no nmdonda picada, sao regurgitados e
introduzidos na derme do hospedeiro. Os promassg®ao fagocitados pelos
macrofagos ocorrendo entdo a transformacéo em igotastA partir deste momento,
multiplicam-se por divisdo binaria dentro de vaogofagolisossomais das células do
hospedeiro (Lewis & Peter, 1977; Chang, 1979). Apéwultiplicacdo os macrofagos se
rompem liberando grande nimero de parasitas quadlém outras células e podem,
dessa maneira, atingir outros locais do organigbutras células do sistema fagocitico
mononuclear, como células reticulares e macréfdgdsaco, medula 6ssea, linfonodos
e células de Kupffer do figado, também podem sexsftadas na leishmaniose visceral.
O local de disseminacdo é determinado por caratite$ do parasita, como
sensibilidade a temperatura (Reithingegl, 2002), tropismo pelo tecido (Zhaegal,
2003) e capacidade de imunoevaséao e persisténcBdMell et al, 2002; Sacks &
Sher, 2002). As espécies donovanie L. infantumsao mais viscerotropicas do que as
outras espécies deishmania

Nas ultimas décadas foram identificadas novas ferde transmissao da
leishmaniose visceral, como, por exemplo, a trassfioi de formas amastigotas
presentes em agulhas, durante a transfusdo deesaraygravidez e a transmissao por
transplante de 6rgdos (Cret al, 2002; Paglianeet al, 2006; Dey & Singh, 2006;
Basseet al, 2005).

Os meétodos de diagnéstico mais utilizados envoleeidentificacdo por
microscopia das formas amastigotas; em amostreecidos (bidpsia) como linfonodos,
medula 0ssea e baco, ou na prépria lesdo (leisbseamiutanea); e o isolamento e
crescimento do parasita em cultura. Por ser maisi\ggl, e pela indisponibilidade de
outras técnicas, o esfregaco do baco € considerddadrdao ouro” para o diagnostico
de leishmaniose visceral (Singhal, 2006). Esses procedimentos apresentam algumas

desvantagens, pois ndo sdo muito sensigdermandam tempo e técnicos bem treinados,



e, no caso da leishmaniose visceral, podem sesiwosg (Piarrowet al, 1994; Reed,
1996). Outras técnicas de diagnostico, como meéttel@aglutinacdo direta, ELISA,
immunoblottinge PCR sdo mais sensiveis (Millesimbal, 1996), mas nem sempre
estdo disponiveis para o uso em larga escala (20047).

O diagnoéstico preciso dos casos € essencial, ndpas® o tratamento
adequado, mas também para obter dados confiavess @adesenvolvimento de
estratégias publicas de controle da doenca e pananatencdo de niveis baixos de
prevaléncia e incidéncia (WHO, 2007).
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Figura 1.3: Ciclo biologico dd_eishmania spp(Modificado de CDC, 2007)



|.2. Tratamento das leishmanioses

As manifestacdes cutaneas de leishmaniose quageesséio auto-curativas.
Contudo, o tratamento pode ser recomendado paexace processo de cura nos casos
de persisténcia das lesfGes ou, ainda, a fim daredisseminacdo e/ou diminuir as
cicatrizes (Blumet al, 2004; Weinaet al, 2004). J& nos casos de leishmaniose
mucocutanea ou visceral, o tratamento deve serrseraplizado, uma vez que essas
formas da doenca possuem alta morbidade e podemdeworte dos pacientes (Collin
et al, 2004; Davidson, 1998).

Os medicamentos com agao leishmanicida mais citaddgeratura sdo: a
anfotericina B e suas formulacg@es lipidicas, agmitina, a sitamaquina, a miltefosina,
a paromomicina e o0s antimoniais pentavalenfesbéla 1.3). Outras substancias
também ja foram estudadas quanto ao potenciahh@isitida, mas ainda encontram-se
na fase de desenvolvimento e de testes clinicos esta indicagdo, tais como: o
cetoconazol (Naviet al, 1992), os bifosfonatos (Rodriguetzal, 2002; Yardleyet al,
2002), o alopurinol (alternativa para tratamentoleishmaniose canina) (Koutinas$
al., 2001), a Licocalcona A (extraido de uma plantmesa) (Zhaiet al, 1999), os
alcaldides de derivados quinolinicextraido da planta bolivian@alipea longiflorg
(Fournetet al, 1996) e os flavondides da plaralanchoe pinnatgDa Silvaet al,
1995; Muzitancet al, 2006; Torres-Santas al, 2003).
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Tabela I.3: Principais medicamentos com acao leishmanicida.

Descricao/formula estrutural

Mecanismo de acao Efeitos adversos

MILTEFOSINA
(hexadecilfosfocolina (uso oral))

= derivado alquilfosfolipidio com

atividade antineoplasica
Q
HaCo N*{CH3
o [CHZJ':\"D"P::U’&V (CHz)y

PAROMOMICINA (aminosidina)
= antibiético aminoglicosideo

¥ 1_\.."‘.\- ':__

.-:l\. o '.""_'__ .

%, iy

=1, -
Er

[
::'-'- .

ol
- [
oo 'u;:'"-.u .

SITAMAQUINA
= derivado da 8-aminoquinolina

-

Hi N

.

LN
ch"r**-‘!Lw-’”'
CH;

PENTAMIDINA
= diamidina aroméatica

OO

NH NH

ANFOTERICINA B

Modulacao de receptores, metaboDistlrbios gastrointesti-
lismo do inositol, ativacdo de nais, nefrotoxicidade, te-
fosfolipase, proteina quinase C eratogenicidade (Sundat
apoptose (Malet al, 1995; Verma al., 1999; 2000; Sotcet
& Dey, 2004; Luxeet al 2000; al., 2007)

Pariset al, 2004).

Inducdo de disfungbes respiratériasEdema, prurido, irritacéo
e despolarizacdo de membranadocal (Sotoet al, 1995;
mitocondriais (Maarouf et al, Armijoset al, 2004)
1995; 1997)

Alteracdo do ciclo redox (Croftt Nefropatia, metahemo-
al., 2006) e cadeia transportadoraglobina (Dietze et al,
de elétrons (Yeates, 2002); aumen2001; Bhattacharyat al,
to producdo de Oxido nitrico 2004).

(Buates & Matlashewski, 199®

Biossintese de poliamina e Cardiotoxicidade,
potencial de membrana mito- diabetes mellitusnsulina
condrial (Brayet al, 2003), ligacdo dependente irreversivel e
ao cinetoplasto de DNA (Fries & morte (Thakur et al,
Fairlamb, 2003) inibicdo da sintese1991).

depoliaminas (Brochet al, 2003)

I?

Afinidade seletiva por ergosterol Febre alta, tromboflebite,

» antibidtico antifiingico isolado de presentes na membrana do parasitmiocardite, disfuncédo re-

Streptomuces nodosu

ANTIMONIAIS
PENTAVALENTES

» Antimoniato den-metil glucami-

na (antimoniato de meglumina ou
Glucantimé))

» Estibogluconato de sddio
(Pentostarm)

(Goad et al, 1984) e as formas nal e morte.
lipidicas apresentam maior

faciidade de chegada em
macrofagos parasitados (Sundr

al., 2000, 2004)

Alteracéo do metabolismo Nefrotoxicidade (Veigat
energético, inibicdo da glicolise eal. 1985), cardiotoxi-
B-oxidacdo de &cidos graxos ecidade hepatotoxicidade,
topoisomerases (Bermart al, embriotoxicidade  (Mi-
1985; Bermaret al, 1987; Lucumi randaet al, 2006)

et al, 1998) fragmentacdo do DNA

(Serenoet al, 2001, Sudhandiran

& Shaha, 2003) e alteracdo do

transporte de purinas pré-formadas

(Carteret al, 2000)

? medicamentos para os quais 0s mecanismos de &g&stdo bem esclarecidos.
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Entre os medicamentos utilizados na clinica, ataritona B € eficaz, mas
muito toxica e tem sido utilizada principalmenteregido de Bihar na india (Sundar &
Rai, 2002; Sundaat al, 2003) onde foram descritos casos de resisténcan@monio
pentavalente (Sundar, 2001; Singthal, 2006; Mukherjeeet al, 2007). Formulacdes
lipidicas (lipossomos) da anfotericina &d. Ambisomé’, Abelcet’, Amphocil’) foram
desenvolvidas a fim de diminuir a toxicidade e lf&gi a captacdo pelos macréfagos
(Sundar & Chatterjee, 2006). Essas formula¢cfesnaligas j4 foram utilizadas com
elevado percentual de cura na Europa, na Améric&8uwp no Quénia e na india
(Bermanet al, 1998; Thakur et a, 1996; Sundeatr al, 2002; Sundaet al, 2003;
Murray, 2004). Entretanto, a longa meia-vida des$asnulacbes aumenta a
probabilidade de aparecimento de resisténcia daspar (Croftet al, 2006). A
formulagéo lipossomal da anfotericina B é utilizagdaa o tratamento da leishmaniose
visceral somente na Europa (Syriopoutual, 2003; Gradonet al, 2004; Cascicet
al., 2004) porgue, apesar da alta eficacia e mendaidaxie, o elevado custo restringe o

seu uso em larga escala nos paises em desenvdiei(®amdar & Chatterjee, 2006).

A pentamidina foi introduzida como leishmanicida 852 e, desde entéo,
foi utilizada para o tratamento das diferentes fmrde leishmaniose. Ela foi proposta
como medicamento de segunda escolha nos casosisténeia que ocorreram na india,
mas a elevada toxicidade e a baixa eficacia @hal,, 1991; Jha, 1983; Sunder al,

2001) levaram a suspensédo do uso naquele paiddtbret al, 2004).

A sitamaquina € um analogo da 8-aminoquinolina riedeido para ser
uma alternativa para o tratamento da leishmanigs®enral como medicamento por via
oral (Chapmaret al, 1979; Whiteet al, 1989). Em estudos clinicos de fase | e Il 0
percentual de cura da leishmaniose visceral foagleximadamente 80% no Quénia
(Sherwoodet al, 1994; Wasunnat al, 2005), enquanto no Brasil (67% de casos de
cura) ndo houve correlacéo entre a dose e a résollg; doenca (Dietzst al, 2001).
Alguns efeitos adversos como nefrotoxicidade e daalnenoglobinemia foram
observados (Dietzet al, 2001; Jhaet al, 2005; Wasunnat al, 2005).

Entre os candidatos a medicamentos leishmaniciégaengolvidos mais
recentemente, a miltefosina se mostrou o mais ggoni(Croftet al, 2006; Sundaet
al., 2006; Bhattacharyat al, 2007). O medicamento foi registrado para o usiraca
leishmaniose visceral na india (2002) (Sunelaal, 2003; Bhattacharyat al, 2004),
na Alemanha (2004) e na Colédmbia (2005), mas né®ffoaz contra a espécie
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braziliensis(Sotoet al, 2004) e houve alguns registros de reaparecintmntesées em
casos de leishmaniose cutanea difusa na Venezudelgpa(et al, 2007). Esse
medicamento possui alguns efeitos adversos reeggsi(Sundaret al, 2002;
Bhattacharyaet al, 2004), mas a maior preocupacao refere-se a gatlanmeia-vida
que pode levar ao aparecimento de resisténcia €Boy; 2001; Sundar & Chatterjee,
2006), como ja demonstrado em um estudo de fasealVhdia (Sundar & Murray,
2005). Em estudas vitro ein vivo foram observadas mutacdes que levam a facilitagdo
da extrusdo do medicamento e, conseqientemensesténeia ao medicamento (Perez-
Victoria et al, 2003; Moreet al, 2003; Dodgeet al, 2004; Seiferet al, 2007), e a
diminuicdo do acimulo nas formas promastigotase@P¥ictoria et al, 2003). A
combinacdo da miltefosina com outro leishmanic@além pode ser recomendada

para o tratamento da leishmaniose visceral (G@rah, 2002; Ouellettet al, 2004).

A paromomicina pode ser indicada para administra@aea nos casos de
leishmaniose cutanea (Araret al, 2001), mas em algumas situacbes se mostrou
ineficaz (el-On & Hamburguer, 1987; Sabal, 1998; Asilian & Davami, 2006). Além
disso, foi observado também o aparecimento detéesia a esse medicamento
(Teklemariam et al, 1994). Durante o tratamento da leishmaniose ratcea
paromomicina pode ser utilizada em combinagéo castibogluconato de sodio (ES)
(Jhaet al, 1995; Thakuet al, 2000).

Os medicamentos mais usados para o tratamenteidamhnioses sédo os
antimoniais pentavalentes, como o ES (PentdStano antimoniato de meglumina
(AM) (Glucantim&) (Figura 1.4), embora casos de resisténcia sejam comuns em
algumas regides da india, como o estado de BiHaak{ret al, 2001; Olliaroet al,
2005). No Brasil, o medicamento de primeira esc@laAM (ou antimoniato d&l-
metilglucamina). Nos casos de leishmaniose viscermimenda-se a dose de 20 mg de
Sb’/kg/dia, com aplicacdo intravenosa ou intramuscutar no minimo 20 e no
maximo 40 dias (FUNASA, 2000).
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Figura 1.4: Estruturas quimicas dos antimoniais pentavalentes.
(a) Antimoniato de meglumina (Demicheli al, 1999);(b) Estibogluconato de

sodio.

[.3. Antimoniais pentavalentes utilizados no trat@amto das leishmanioses
|.3.1 Histoérico do uso do antimbnio na medicina

Os registros mais antigos do uso do antimonio réamorao seu uso pelos
assirios (4000 a.c.) e egipicios (2500 a.c.), sarithdo em passagens do Antigo
Testamento (McCallum, 1977). O antiménio era usadlocipalmente sob a forma de
trisulfito - denominado stibinito (do Gregtimmi do Latimstibium) - como cosmético
e na fabricacdo de unglentos (Thorwald, 186Rd McCallum, 1977). Na Grécia
antiga, o conceito de doenca e saude era basea®oramdos quatro humofe€Esta

2 Teoria dos quatro humores (inicialmente inspirada fdéias de Pitdgoras e descrita no Corpo
Hipocratico) — as doencas seriam causadas pelomqdepncia de um dos quatro humores sobre os
outros. Cada humor era atribuido a uma estacamalouan elemento, um estado de espirito e sintomas
fisicos: - Bile amarele verao, fogo, colera, calor e secura; - Bile negrautono, terra, melancaolia, frio

e secura; Fleum& inverno, agua, fleumatico, frio e umidade; - Sangu primavera, ar, sangrento,
quente e umido (Sigerist, 1960).
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teoria preconizava que o processo de cura envoluwaequilibrio dos quatro humores,

através, principalmente, da remocdo de substamiiasorpo que representassem o
humor em desequilibrio, com a inducéo de diarr@@siitos e a realizacado de sangrias.
Nesse contexto, as propriedades eméticas, sudsrgipurgativas do antimonio foram
muito exploradas (McCallum, 1977), o que acabopiiaado, séculos depois, a sua
utilizagdo em base puramente empirica e, postesimen cientifica. O interesse

especial dos alquimistas pela propriedade dessal metpurificar ouro, também fez

com que suas propriedades médicas fossem basxaiteaelas.

No século XVI, o médico austriaco Paracelsus teatas doencas com
substéancias especificas, principalmente mineraison enxofre, o arsénio, o chumbo,
0 cobre, a prata, 0 ouro e, o seu favorito, or@ranético a base de antimonio, que foi
muito utilizado também por seus discipulos (Deichmet al, 1986). Estima-se que até
0 ano de 1678 cerca de 106 remédios contivessamdaamd (McCallum, 1999). No
século XVII o médico francés Théophraste Renauddtiou a distribuicdo de
antimonio para a populacéo pobre de Paris aos eglead sucesso de tal pratica levou
ao aparecimento da primeira grande policlinica idade (Reiling, 1906). No século
XVIII, membros da Igreja Catolica utilizaram o anéinio para o tratamento da variola,
da febre e da sifilis (McCallum, 1977). No inicio déculo XX, o antiménio, sob a
forma de sais trivalentes (tartaro emético), torsewm importante medicamento para o
tratamento da esquistossomose, doenca causadanpadrematodeo (Bueding &
Mansour, 1957). Anos depois, outros compostos léntas também passaram a ser
utilizados para tratar essa doenca: o estibocap(astiban), o estibofen, o
antimonilgluconato de sédio (Triostam) e o tiomal#io de antiménio (Antiomalina).

Entretanto, somente em 1912, as propriedades laishidas do tartaro
emeético foram utilizadas por Gaspar Vianna partarra leishmaniose mucocutanea
(Vianna, 1912). Em 1915, o tartaro emético foiizatlo para o tratamento de
leishmanioses viscerais na lItalia e na india ($h@845). Diversos efeitos toxicos
comecaram a ser notados, principalmente cardiagespqgdiam levar o paciente a
morte.

Na década de 20 foram introduzidos os antimoniarggvalentes, mas sé
entre 1935 e 1945, foram realizados os primeiragdes clinicos com esses farmacos
(Kirk & Sati, 1940; Sati, 1942). O ES foi utilizadem pacientes de leishmaniose
visceral na década de 40 no Sudéo (Kirk & Sati,7)®nha China (Tuckaman, 1949).
Em ambos os estudos, ele foi administrado porntravenosa, com maior percentual

de cura e diminuicéo dos efeitos adversos dos gubservados em estudos anteriores,

15



com outros antimoniais pentavalentes (Napier, 28&1 Tuckman, 1949; Kirk & Sati,
1940). A comprovagdo da maior eficacia e seguralosantimoniais pentavalentes
levou ao abandono do uso dos antimoniais trivadembetratamento das leishmanioses.

Diversos estudos contribuiram para estabelecergonee de doses e a
duracdo do tratamento, tendo em vista ndo somenpercentual de cura, mas o
aparecimento de efeitos adversos. As recomenda¢desn publicadas pela
Organizacdo Mundial de Saude em 1984 (WHO, 19§Hdem ser aplicadas tanto ao
Pentostam quanto ao Glucantimie uma vez que ambos possuem o mesmo fndice
terapéutico (Reest al, 1980; Chulayet al, 1988).

[.3.2 Mecanismo de acdo dos antimoniais

Ainda hoje os antimoniais pentavalentes sdo os gasdintos de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses emsa#/eegibes do mund&mbora
sejam utilizados h&a quase seis décadas, 0 comgobi@hdgicamente ativo, a estrutura,
a toxicidade seletiva e 0 mecanismo de acao das@mtis pentavalentes ainda nao
séo bem conhecidos.

A hipétese que o antimdnio pentavalente"jShtua como pré-droga foi
primeiramente formulada por Goodwin & Page em 1®4&teriormente, outros autores
também sugeriram que, para exercer a funcao leigbida, o antimonial deveria ser
convertido na forma trivalente (8 a mais téxica para os estagios amastigota e
promastigota do parasita (Mottram & Coombs, 1988bdrtset al, 1995; Sereno &
Lemesre, 1997; Seremd al, 1998).

Os antimoniais alteram importantes fungfes biokxyidalL eishmania Nas
formas amastigotas, o ES provavelmente age atrdaéalteracdo do metabolismo
energeético, da inibicdo da glicélise e da [3-oxidagé acidos graxos (Berma al,
1985; Bermaret al, 1987). A acao leishmanicida da espécie pentatgiervivo esta
vinculada a respostas do hospedeiro, liberacdcélldas T e citocinas enquanto sua
atividadein vitro é limitada (Roberts & Rainey, 1993; Sereno & Lerme$997). Ja foi
demonstrado que o 8bpode induzir a apoptose de formas amastigotasyéatrda
fragmentacao do seu DNA e exposicéo de fosfatritigena parte externa da membrana
plasmatica (Serenet al, 2001, Sudhandiran & Shah)03). Os antimoniais também
parecem inibir topoisomerases da Leishmania (Lu@iral, 1998), formar complexos

com biomoléculas de ribose (Demichadti al, 2002) e interferir com o processo de
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translocacao de purinas pré-formadas (Catied, 2000). A tripanotiona € importante
para acdo dos antimoniais, uma vez que, junto cdripanotiona redutase, é crucial
para a sobrevivéncia do parasita, mantendo o atebredutor (Duma®t al, 1997;
Tovar et al, 1998). Além disso, esse tiol esta envolvido nsindexicacdo de ions
metalicos através da extrusdo dos complexos forsndhetal-(T)) pela proteina
transportadora, glicoproteina-P (PGPA) (FairlamiCé&ami, 1992; Mukhopadhyast
al., 1996). A producéo de tripanotiona em elevadasitgledes ocorre em parasitas
resistentes ao medicamento (Mukhopadhstagl, 1996).

Casos de resisténcia ao tratamento com antimoréaissendo relatados nos
altimos anos (Carrio & Portus, 2002; Roftsal, 2006; Hadighiet al, 2006; Singhet
al.,, 2006; Mukherjeeet al, 2007), principalmente em pacientes infectados pel
Leishmania donovaniespécie responsavel pela forma visceral em algus@des da
Africa e Asia (Sundar, 2000; Sundat al, 2001; Thakuret al, 2004; Sundar &
Chatterjee, 2006). O desenvolvimento de resistépoe ser causado por diversos
fatores, tais como: a resposta imune do hospe@eaaut-Gambarellet al, 1997), a
susceptibilidade ao medicamento e a biologia dpécess dd_eishmania(Romeroet
al, 2001; Naviret al, 1992), a expressao de proteinas transportaddrdderjeeet al,
2007) e aspectos farmacolédgicos (al Jasteral, 1995), tais como, metabolismo,

excrecgéo e enzimas de detoxificagao.

1.3.3 Farmacocinética e toxicidade dos antimonigientavalentes

As estruturas quimicas do AM e do ES ainda nadsé&oconhecidas, o que
dificulta o entendimento dos mecanismos de acdooxcidade e também o
desenvolvimento de formulagbes mais seguras ezeica

Esses medicamentos sao preparados a partir daoresgdantimonio
pentavalente com &cido gluconico (ES) ou com o aidrbto meglumina (AM)
(Robertset al, 1998).0 ES é uma mistura complexa de componentes comamass
molecular de 100 a 4000 Da cuja composi¢do ineenfier eficicia clinica (Berman &
Grogl, 1988). Uma estrutura proposta para o AM aexponde a duas moléculas de
meglumina ligadas por um atomo de antiménio (Headteal, 1995). Entretanto, ja
foram encontrados varios atomos de antiménio ligadoaté cinco moléculas do
carboidrato, formando aglomerados (Robettsal, 1998). O grau de polimerizacéo
desses complexos pode influenciar fatores crupaia a atividade leishmanicida, tais
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como a farmacocinética do medicamento, a captag@osstema reticuloendotelial e a
distribuicdo do antimonial (Robers al, 1998).

Os efeitos desejados e toxicos de um medicamentfio,eem geral,
associados a concentracdo no local de acdo ou-algé@ esta, por sua vez, depende
de aspectos farmacocinéticos, ou seja, absorc¢@tribdicdo, biotransformacédo e
excrecao. A cinética e a distribuicdo de um medeaamleishmanicida é crucial para a
sua eficacia, uma vez que o parasita pode atingirsbs 6rgdos, como a medula éssea,
figado, baco, pele ou mucosas.

A absorcéo dos antimoniais pentavalentes pelo ¢radtrintestinal € limitada
e as principais vias de administracdo em humarms $8tramuscular e a intravenosa.
Ap6s a entrada no organismo, 0'Sée dissocia do carboidrato, pela acdo da via
endocitica dos lisossomos dos macrofagos (Frézrdal, 1998). Frézard e
colaboradores (2001) comprovaram que o Pbde ser convertido na sua forma
trivalente, pela acdo da GSH (glutationa reduziae) fagolisossomos de macrofagos,
dependente da dose, pH e temperatura. Outrosptiésentes nos lisossomos também
sdo capazes de fazer a reducdo, como a cisteingséena-glicina (Santos-Ferreira,
2003). O local exato da reducédo da forma pentat@lpara a trivalente ainda nao é
bem conhecido. Ela poderia ocorrer na presencai®®naia dos macrofagos (Sereto
al.,, 1998) uma vez que amastigotas axénicas sao siveiepao antimonio
pentavalente, sugerindo que a reducdo ocorreuaddotpréprio parasita (Callahat
al., 1996; Ephroset al, 1999; Goyardet al, 2003). Ja foi comprovado que a
tripanotiona (T(SH), um tiol especifico do parasita, também é cagazduzir SH em
sH" (Santos-Ferreirat al, 2003; Yaret al, 2003).

Outro ponto de controvérsia € o envolvimento deneag nesse processo de
reducdo. Ela pode ocorrer de maneira ndo-enzimgélzaglutationa reduzida (Frézard
et al, 2001) ou tripanotiona e outros tidis tanto nocndfagos quanto nos parasitas
(Santos-Ferreiraet al, 2003). Por outro lado, a reducdo enzimética podarer
também pela acdo de redutases dependentes dprééentes nas formas amastigotas,
que se utilizam da prépria glutationa como agesdetor (Dentoret al, 2004).

Apé6s a absorcao, a distribuicdo do antimonio éiakymra a sua eficacia,
mas também deve ser abordada sob o ponto de \astseguranca toxicoldgica,
principalmente em filhos de maes tratadas com @sedicamento. A passagem
transplacentaria do antiménio foi estudada em ratosfoi demonstrado que
aproximadamente 1/3 do antiménio presente no sanwterno é transferido para a
ninhada durante a vida intrauterina (Miraretaal, 2006). Ja a passagem para o leite
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materno foi evidenciada em um estudo de caso eawdtv uma paciente tratada com
ES, mas nao foi comprovada por estudos experinse@taihamsters tratados com doses
mais elevadas (Bermant al, 1989).

Depois da distribuicAo pode ocorrer acumulo donamio em alguns
tecidos como pele, baco e figado, como observadodas e coelhos (Otto & Maren,
1950apudValladareset al.,1996; Bermaret al, 1988) e em hamsters (Berman al,
1988") tratados com ES. Em cées infectados com leistosaniisceral e tratados com
AM por via intravenosa foi constatado o acumuladegmaoénio no figado, no baco e na
medula 6ssea (Schettiet al, 2006). Hamsters infectados camgarnhamie tratados
com AM, por via intramuscular ou intralesional tamb apresentaram niveis
detectaveis de antimdnio no baco, em lesfes, nfmbdos, na bexiga, no coracao, no
figado, nos rins e no cérebro (Lugo de Yarlmthal, 1994). Poon e colaboradores
(1998) mostraram que ratos expostos ao antimowiadnte na agua de beber durante
90 dias apresentaram niveis detectaveis de antinminbaco, no figado, nos rins, no
cérebro e na gordura abdominal.

A velocidade de eliminacdo é um dos fatores que pexehr ao aumento da
dose e da frequéncia de administracdo de antinsopéitavalentes que podem, por sua
vez, aumentar o risco de aparecimento de efeitosrsals decorrentes do tratamento. A
eliminacdo do antiménio ocorre por via renal (Rekal, 1980; Hantsort al, 2000),
principalmente por filtracdo glomerular, sendo quas de 80% podem ser excretados
em até 9 horas, ap0s a administracao (Valladatres, 1996). Em seres humanos foi
observada uma fase de excrecdo ripida e outra lemg meia-vida pode ser de
aproximadamente 50 dias (Miekeletyal, 2002).

A cinética do antimoniato de meglumipade sofrer alteracbes de acordo
com a faixa etaria do individuo, o que significaeqa exposicdo sistémica ao
medicamento pode variar com a idade. No estudo rde € colaboradores (2007),
pacientes de diferentes faixas etarias receberanv,ig intramuscular, a dose de 20 mg
Sb’/kg, durante 20 dias. Nas criancas (3 a 6 anodatke) oclearancedo antimonio foi
maior do que em adultos (20 a 36 anos), resultamoo primeiros, em uma area sob a
curva (AUC) correspondente a 58% da de adultos @3 doras). Essas diferentes
cinéticas podem explicar a baixa resposta de agae doses de antimoniais eficazes
em adultos (Palacias al, 2001; Anabwanet al, 1983; Brycesoet al, 1985).

A segunda fase de excrecdo dos antimoniais € nhentia e esse fator
explica a toxicidade cumulativa (Reest al, 1980; Chulayet al, 1988). Os efeitos
adversos decorrentes da administracao de antirsqmeaitavalentes, quando usados no
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tratamento da leishmaniose visceral, muitas verédem ser confundidos com alguns
sintomas da propria doenca. A alteracdo de pegdiEw, seja por letargia, anorexia ou
vomitos, pode ocorrer em conseqiéncia da leishre@nimas também ja foi associado
ao proprio tratamento com antimoniais (Brycesbal, 1985; Chulaet al, 1983).

O aumento da concentracdo residual sanguinea nseja pela duracdo do
tratamento ou pela dose diaria administrada, pedarlao aparecimento de efeitos
cardiotoxicos (Chulat al, 1988; Sampai@t al, 1997). Efeitos nefrotdxicos foram
observados em doses de 20 my/Biydia, durante 30 dias (Veiga al, 1983) e efeitos
hepatotéxicos foram relatados com a dose de 40bfxgem pacientes tratados com
AM (Sampaioet al, 1997).

Efeitos genotoxicos foram observados com os anig®nA inducdo de
micronucleo, em linfocitos de sangue periféricopdeientes, foi observada durante o
tratamento com antimoniato de meglumina por 7 eliaS (Hantsoret al, 1996). O
aumento do estresse oxidativo, resultando em moetalar, foi observado em
cardiomidcitos primarios expostas vitro ao antiménio trivalente (Tirmensteat al,
1995).

Efeitos nefrotdxicos, hepatotoxicos e alteracoesnateldgicas foram
observados em ratos tratados com AM e ES (AlKhdwatjal, 1992).

O AM foi embriotdxico para ratos a partir da dose 150 mg Shkg,
administrada por via subcutanea do dia 1 ao dide2Qestacdo e o NOAEL (nivel de
dose em que ndo foram observados efeitos advedsos¥tudo foi fixado em 75 mg
Sh’/kg (Mirandaet al, 2006). O AM também foi embriotoxico para ratos eutro
estudo, apés administracédo de 300 my/i@pdo dia 6 ao 15 de gestacdo ou de trés
doses de 300 mg $tkg apenas no dia 15 de gestacdo (Paumgartten &a0Ha2001).
No estudo de Alkhawajah e colaboradores (1996) éamforam encontrados alguns
efeitos embriofetotdxicos apds tratamento via mtracular do dia 6 ao dia 15 de
gestacdo, com ES ou AM (30, 100 ou 300 mY/&y).
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I.4. Justificativa do estudo

As leishmanioses sdo endémicas em diversas regpoesindo e, no Brasil,
mais de 20.000 casos, sédo confirmados anualmestmedlidas de controle da doenca
envolvem o controle de vetores e reservatérios cosncdes. Entretanto, o diagnéstico
e o tratamento dos casos ainda é a principal égtaapublica de controle da doenca
(FUNASA, 2000). As leishmanioses sao classificadasio doencas extremamentes
negligenciadas que, atingindo principalmente paseslesenvolvimento, atraem pouco
investimento em pesquisa e desenvolvimento do mer@macéutico mundial (DNDi,
2007). Assim sendo, os medicamentos disponives @aratamento das leishmanioses
sao insuficientes e podem apresentar baixa efiedaiaelevada toxicidade.

O tratamento com alguns dos medicamentos que possagao
leishmanicida, como a anfotericina B e a miltefasipodem ter elevado custo, ou
ainda, levar ao aparecimento de casos de resigtdongparasita (Sundar & Chatterjee,
2006; Zerpeet al, 2007)). Dentre as alternativas disponiveis, dicanento de escolha
em diversos paises, incluindo o Brasil, sdo osremtiais pentavalentes.

A literatura sobre os mecanismos das acOes tere@éat toxica dos
antimoniais pentavalentes é escassa. Varios aspe@tocinética dos antimoniais
também sdo obscuros e mais estudos sdo necegsAGsclarecé-los.

A falta de informacGes sobre as caracteristicasticas associadas aos
regimes posologicos utilizados, pode ser um fateterchinante da resisténcia do
parasita e do aparecimento de efeitos adversosinélgstudos propdem a mudanca do
regime de doses empregadas na clinica com basenstatacdo que doses menores de
antimoniais também podem ser eficazes (Oliveiraseal, 1997).

A passagem do antimdnio para o leite materno peplesentar risco para o
bebé. O Unico estudo disponivel na literatura emoonquantidades detectaveis de
antimonio no leite materno de uma paciente tratada ES. Entretanto, uma vez que a
mae interrompeu a amamentacdo quando iniciou @nteaito, ndo foi possivel
comprovar até que ponto o antiménio no leite pedser transferido para o bebé
(Bermanet al, 1989).

Os estudos cinéticos fornecem informacdes imparsatais como o perfil de
distribuicdo tecidual, a ligacédo a proteinas pldsas, e a velocidade de eliminacéo.
Além de conhecer melhor a cinética do antiménimnpartante também investigar os

seus efeitos sobre enzimas envolvidas no metabmlifnxenobidticos.
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Outro aspecto importante para a avaliacdo da segmrdo AM € 0 seu
efeito na expressao e atividade das enzimas dolermpitocromo P450 (CYP). Essa
superfamilia de enzimas que catalisam a monooxidaei substratos é a principal
responsavel pelas reacdes de fase | de biotrarsféorde xenobidticos. Assim sendo a
alteracédo da atividade das enzimas citocromo P486 [gevar a modulacdo da cinética

de diversos medicamentos, poluentes ambientaig@sotenobioticos.
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1.5. Objetivos do estudo

O objetivo maior deste trabalho foi contribuir pavaconhecimento da
cinética dos antimoniais pentavalentes em prima@iashumanos e roedores e investigar
se o tratamento com esses farmacos leishmanicitia a atividade e expresséo de
isoformas de citocromo P450 hepaticas em ratogalalho compreende trés estudos
cujos objetivos especificos foram:

= Capitulo II: Avaliar o comportamento farmacocinétido AM em macacos
Rhesus infectados cohleishmania braziliensis tratados com 5 mg $kg ou
20 mg SB/kg durante 21 dias consecutivos por via intramiascu

= Capitulo Ill: Verificar a passagem do antimdniogoarleite materno e para 0s

filhotes de ratas tratadas durante o periodo dagac com AM.
= Capitulo IV: Investigar as alteracbes de atividadexpressao das principais

enzimas da fase | de biotransformacéo de xenobggm ratos tratados durante

21 dias com diferentes doses de AM.
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CAPITULO Il — Estudo da cinética do antimoniato demeglumina (AM) em

macacos Rhesugdacaca mulattg
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[1.1 Introducéo

Nas primeiras décadas da utilizagdo dos antimopigavalentes para o
tratamento das leishmanioses, 0s regimes terap8utieram determinados
empiricamente sem fundamentacdo em estudos farmatoos. Em estudos clinicos
realizados entre 1935 e 1945 (Kirk & Sati, 1947) Ublizada, para o tratamento de
leishmaniose visceral, a dose de 10 mg Sb/kg/dimantde 6 dias. Esta dose foi
escolhida a partir das doses de compostos triedeasadas na pratica clinica. Na
década de 1960, a mesma dose passou a ser adadeiptsr um periodo de 30 dias
(Wijers, 1971) e, a partir da década de 1980, egaprse a dose de 20 mg Sb/kg,
durante 20 a 28 dias, respeitando o limite maxim8%D mg S¥Wdia (Anabwankt al.,
1983; WHO, 1984). As doses de antimoniais pentat@deforam sendo ajustadas de
acordo com o percentual de cura, as manifestaciieisas e os efeitos toxicos.
Recentemente, apls a identificacdo de casos deéresa, constatou-se que a regido
em que a doenca € endémica e as caracteristidégités do parasita, e do hospedeiro,
também sdo importantes na selecdo de regimes i mais eficazes e seguros
(Romeroet al, 2001; Mukherjeet al.,2007).

Embora o regime de doses pelo antiménio recomengatto OMS (20
mg/kg/dia durante 3 a 4 semanas), seja eficaz amadgrmaioria dos casos, existe 0
risco de efeitos adversos. O tratamento com dasgadde antimoniato de meglumina,
que ja se mostrou eficaz em alguns casos, podarsemlternativa Gtil para diminuir a
ocorréncia de efeitos adversos.

Pacientes infectados cobeishmania (Viannia) braziliensiatendidos em
um hospital de referéncia, na cidade do Rio deikgrigrasil, foram tratados com doses
entre 3,8 e 22 mg $kg, durante 30 dias e apresentaram elevado peatem cura
sem recidivas, mesmo apos 5 anos de acompanhaif@iteira-Netoet al., 1996).
Outros pacientes provenientes do mesmo hospiédhdios com doses de 5 ou 20 mg
Sb’/kg durante 30 dias, também apresentaram elevadergeal de cura com ambas as
doses quando acompanhados por 7 anos (Oliveiraétetb, 1997). O tratamento de
pacientes em estagios mais avancados da doend#nafoi eficaz e, como esperado,
causou menos efeitos adversos (Oliveira-Neto, 2000¢studo de caso de Oliveira-
Neto & Mattos (2006) sugeriu que o tratamento c@ixds doses de antimonial pode
ser eficaz mesmo em pacientes que nao responderaimatamento com o regime

padrdo com doses altas.
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Em estudos experimentais com macacos Rheddacaca mulatta
infectados conl. (V.) braziliensise tratados com a dose baixa ou a dose padrao de
antimoniato de meglumina (5 ou 20 mg’8y durante 28 dias) apresentaram respostas
semelhantes (Tevat al., 2005) as que haviam sido relatadas para paci¢mtesios
com as mesmas doses (Oliveira-Netal., 1997).

Os estudos de Teva e colaboradores (2003 e 200&),acleishmaniose
cutanea, e o de Porrozzi e colaboradores (2006} aoleishmaniose visceral,
demonstraram que as manifestacdes clinicas obserna&m macacos Rhesus foram
muito similares as observadas em seres humanosn Assse primata parece ser um
modelo experimental promissor para a pesquisa endelvimento de intervencdes
preventivas e terapéuticas para as leishmanioses.

O estudo comparativo do comportamento cinéticos apératamento com
doses baixas e altas de antimoniais pentavalgpbe® fornecer informacgdes cruciais
para a implementagao de regimes terapéuticos rieazes e seguros. Nas principais
bases de dados nacionais e internacionais conasiltéib foram encontrados estudos

em primatas nao-humanos focalizando a cinéticantimaniais pentavalentes.
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[1.2 Objetivos

[1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a eliminagédo e a distribuicdo do antimomiate meglumina em
macacos Rhesus infectados cbn{V.) braziliensise tratados com 5 mg $kg/dia ou

20 mg SB/kg/dia durante 21 dias consecutivos por via intrsenlar.

[1.2.2 Objetivos especificos

e Quantificar antiménio total em sangue durante esapératamento dos
macacos com 5 mg $tkg/dia ou 20 mg Sfikg/dia de AM durante 21 dias.

» Determinar a concentracdo residual de antimoOnioulteege do
tratamento em tecidos incluindo: adrenais, baggighebulbo, cerebelo, cérebro, colon,
coracao, estbmago, figado, ganglios axilares enag) pancreas, pulmdes, rins, timo,

tiredide e vesicula, musculo, 0sso, dente, unt&@asp
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I1.3 Materiais e métodos

11.3.1 Animais

Foram utilizados 12 macacos Rhesiag¢aca mulattq adultos fémeas
(n=11) e macho (n=1) do Servico de Primatologi& ¥ CRUZ, pesando de 4,95 a 8,62
kg (Tabela 11.1). Os macacos foram alojados indiglthente em gaiolas deslizantes
(squeeze-bagk alimentados diariamente com racdo comercial paraatas, frutas,
vegetais e agua fornecida libitum Os procedimentos experimentais foram revistos e
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de AnimaBUEFIOCRUZ). Os animais
foram monitorados diariamente por especialistapematas ndo-humanos e avaliados

por um veterinario.
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Tabela 11.1: Peso corporal e sexo dos macacos (Rhesus) dtbzano estudo

farmacocinético do AM e infectados cam(V.) braziliensis

Peso inicio Peso fim
Identificacéo Sexo tratamento tratamento Dose AM
(kg) (kg)
S62 Fémea 7,30 6,95 5 mg SH/kg/dia
140 Fémea 8,40 8,62 5 mg Skg/dia
142 Fémea 7,55 6,60 5 mg Skg/dia
06 Fémea 6,40 5,40 5 mg Skg/dia
T32 Fémea 5,15 4,95 5 mg Skg/dia
u48 Fémea 5,45 5,45 5 mg Skg/dia
M2 Fémea 7,60 7,20 20 mg Ykg/dia
u12 Fémea 5,25 5,50 20 mg Ykg/dia
L30 Fémea 5,95 6,25 20 mg Ykg/dia
034 Fémea 6,15 5,77 20 mg kg/dia
X53 Macho 4,25 5,00 20 mg Stxg/dia
u46 Fémea 5,45 5,30 20 mg kg/dia
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[1.3.2 Infeccdo comLeishmania braziliensis

Os animais foram infectados com formas amastiggfasx 10) de
Leishmania (V.) braziliensiA inoculacéo foi realizada por via intradérmicanegido

supraocular. As lesdes foram identificadas visuatme

[1.3.3 Tratamento com antimoniato de meglumina (AM)

Os macacos foram anestesiados com 10 a 20 mg/kgsie corporeo de
cloridrato de quetamina (Vetaldy e tratados com 5 (n=6) ou 20 mg" Sy (n=6)
(Glucantime®) durante 21 dias consecutivos. A ®@s&s e 0 tratamento foram

realizados por via intramuscular.

[1.3.4 Coleta das amostras para quantificacdo detiambnio

As amostras de pélo para dosagem de antiménio food@tadas do dorso
do animal um dia antes do tratamento e a partend@o, a cada 14 dias até o fim do
estudo. Os pélos foram coletados de regido cuidateste escolhida a fim de evitar
possiveis contaminacdes externas provenientesi@orento.

Durante os 21 dias de tratamento, a coleta de saftguealizada apos a
anestesia do animal, mas sempre antes da adngastd® medicamento. O sangue foi
coletado em tubogaccutainer®heparinizados. A primeira amostra foi coletadadian
antes do inicio do tratamento, designado como di@ebdo). No primeiro dia de
tratamento (dia 1) foram coletadas amostras deusag 6, 12 e 24 horas apos a
primeira dose. As demais coletas foram realizadéssala inje¢céo nos dias 2, 5, 9, 12,
16, 19, 22, 23, 26, 30, 33, 37, 40, 44, 47, 5158461, 68 e 75. Os intervalos entre as
coletas (sempre as segundas e sextas-feiras) fisrminados obedecendo ao tempo
minimo para recuperacao e respeitando os diasagid®ida manutencdo das gaiolas, a
fim de minimizar o estresse imposto aos animais.

Imediatamente apés a coleta, os tubos foram cegédfos a 3000 rpm por
15 minutos e o sedimento (papa de hemacias) e rersdante (plasma) aliquotados
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separadamente em tubos de polipropileno devidandemtificados e armazenados a -
20°C até o momento da analise. As massas do plastd@apapa de heméacias foram
determinadas.

[1.3.5 Necrdpsia

As necropsias ocorreram nos dias: 74, 75, 78 e p&& @ inicio do
tratamento. Os animais foram primeiramente anestesicom cloridrato de quetamina
10% e eutanaziados com tiopental sédico. Os ongdnevidos foram: adrenais, baco,
bexiga, bulbo, cerebelo, cérebro, colon, coracdineago, figado, ganglios axilares e
inguinais, pancreas, pulmdes, rins, timo, tire@deesicula. O cerebelo foi dividido em
cerebelo, ponte e mesencéfalo, e o cérebro em Ifoosal, occipital, parietal,
temporal. Foram retiradas amostras de dente, médaka, musculo (quadriceps), 0sso
(costela), pele, pelo e unhas. ApGs a pesagem rgd®s) foram retirados, pesados e
identificados fragmentos, que foram posteriormeatmazenados a -20°C até o

momento da quantificacdo de antiménio.

[1.3.6 Lavagem e digestao das amostras de pélos

Essa etapa do estudo foi realizada no Laborat@itC&-MS da PUC-RIo,
coordenado pelo Prof. Dr. Norbert Miekeley. A metodia de lavagem e abertura de
pélos € a mesma que o laboratorio de ICP-MS da RIACvem empregando
rotineiramente.

As amostras de pelo foram submetidas a lavagersssuas em banho
ultrassénico com solucdo de acetona em agua datmiAs amostras foram colocadas
em estufa a 60°C para secagem. A amostra (250andigerida com 2,5 mL de HNO
subdestilado (4cido nitrico) durante 12 horas ap&atura ambiente. As amostras
foram entdo colocadas em bloco digestor a 80°C 2ptworas. Posteriormente, foi
adicionado 1,0 ml de peréxido de hidrogénio supreo fHO,) e os tubos foram
colocados em bloco de digestdo &CQor 15 minutos. Apds resfriamento, as amostras

foram entéo diluidas com agua deionizada até caarplesolume de 25 mL.
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11.3.7 Processo de abertura (digestao acida) de atrende bioldgicas

O volume de 2,0 mL de HNOconcentrado foi adicionado aos tubos
contendo massa conhecida da amostra (cerca deD&gjubos foram colocados em
chapa de aquecimento a aproximadamente 95°C pbore&. Apds a visualizacdo da
digestao e resfriamento das amostras a temperatupgente, diluindo a amostra para
volume final de 10 mL.

As amostras coletadas antes do inicio da aplicdgamedicamento foram
diluidas 10 vezes. Neste caso também foi adiciongoladréo interno na diluicao final,
para posterior determinacdo de Sb total por ICPP&® modo quantitativo com
calibracdo externa. Para todas as outras amostidgibas, as diluicdes foram feitas
conforme a concentracdo esperada do anaitg.(:100, 1:1000). O fator de diluicéo
empregado no modo quantitativo do ICP-MS foi cadogpela massa da amostra
biolégica.

Os 6rgéos foram liofilizados em liofilizador (Ligly L101 e bomba de
vacuo Dosivac DVR140) e distribuidos em aliquotasagroximadamente 250 mg.
Apo6s a adicdo de 5 mL de HN(as amostras foram mantidas a temperatura ambiente
por 12 horas. Os tubos foram colocados em blocestlig a 80°C por 3 horas. Apés
resfriamento, adicionou-se 2 mL de,®4 e, posteriormente, as amostras foram
submetidas a novo aquecimento por 10 minutos. Afgienizada foi adicionada até

completar o volume de 20 mL.

11.3.8 Quantificacédo de antimonio total

As amostras de plasmapeol de hemacias foram diluidas 10, 100 ou 1000
vezes e as de 6rgdos, 400 ou 800 vezes. Ap6sigadilo padrdo interncfin) foi
adicionado.

A guantificacdo de antimonio total (8be SB?3) foi realizada por ICP-MS
em aparelho ELAN 5000 A (Perkin-Elmer, Sciex, US#guipado com nebulizador
Meinhard e uma camara de nebulizacao ciclonica ¢ardh Glass Expansion, AU).

Os valores foram corrigidos pelo fator de diluigApela massa da amostra
biologica determinada no momento da coleta ou s B®co, apds 0 processo de

liofilizag&o, no caso dos 6rgaos.
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1.4 Resultados

O tratamento com a menor dose de AM, 5 my/I&fidia durante 20 dias, ndo
foi eficaz em trés animais: S62, T32 e U48. No mumela necropsia.e., cerca de 60
dias apos o fim do tratamento, foi identificadouaiknente o reaparecimento das lesdes

supraoculares.

[1.4.1 Concentracdo de antiménio em pélos

A Figura II.1 mostra os resultados da concentragcdo de antimorab
(médiaxDP) em pélos de Rhesus tratados com 5 ang28H/kg/ dia durante 20 dias.
Os valores médios mostram um aumento das concéegale antiménio total mesmo
apos o fim do tratamento. Os elevados desvios-paddghcontrados devem-se a

limitacdo da quantidade de pélos durante a coleta.
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Figura Il.1: Concentragao de antimonio total nos pélos de eaddos macact

Rhesus tratados com(&) ou 20(b) mg SH/kg/dia durante 21 dias por via

intramuscular. MédiaszDP dos dois grupos de tramdor(e). A seta indica o

término do tratamento.
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[1.4.2 Concentracédo de antiménio em plasma e poelftemacias

A partir da comparacdo dos niveis de antimdniol teta plasma com 0s
niveis empool de hemacias observou-se que a concentracdo tedardi € maior no
plasma nas primeiras horas apés a primeira injdedM (Figura 1.2 e Figura 11.3).

Os valores brutos dessas andlises sdo mostradésexss lell.

Nas amostras coletadas durante e apds o periottatamento, niveis mais
elevados de antiménio residual total foram detexdah papa de hemacias em ambas as
doses estudadabifuras 11.4 e Figura I1.5). NaFigura 1.6 € possivel observar que,
ao contrario dos valores encontrados logo aposreepa injecdo com AM, 0s maiores
niveis de antiménio foram encontados nas hemad&asyvalores brutos dessas analises

sdo mostrados n@mexos Il aVI.
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Figura 11.2: Niveis de antimonio totalig/g) (médiatDP) em plasn{a) e papa de
hemaciagb) em macacos Rhesus tratados com AM nas doseswl@®mg Shkg

horas ap0s a primeira injecao por via intramuscular
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Figura 11.3: Concentracdo de antimoénio totaf(g) (média) em plasma (azul) e
papa de heméacias (vermelho) de macacos Rheswosatam AM nas doses de 5
(a) e 20(b) mg SB/kg, 2, 6, 12 e 24 horas apds a primeira injec&wjao

intramuscular.
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do tratamento.
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[1.4.3 Concentracédo de antiménio em 6rgaos de mamsic

Nas amostras de todos os 6rgéaos (liofilizados) deasbs Rhesus, tratados
com AM, foram encontrados niveis quantificaveisadé@moénio. Os limites de detecc¢éo
e quantificacéo foram de 0,005 e 0,Qdlg, respectivamente. Os niveis mais elevados
de antimbnio foram encontrados na tiredide, nodibgao bago e na vesicula, em niveis
aproximadamente 500, 300 e 270 vezes maiores gaé/eis encontrados no sangue
seis dias antes da coleta de orgadaguras 1.7 e 11.8). A analise de antimdnio no
figado de animais nado tratados mostrou niveis @eneente baixos de antiménio:

0,0032+0,00051g/g (médiatDP).
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Figura Il. 7 Concentracdo de antimonio total nos 6rgaos rermewié macacos Rhesus

tratados (n=3) com AM na dose de 5 md/8b/dia, 60 dias ap6s o fim do tratamento.

destaque os 6rgdos que apresentaram niveis melgoaesimonio. Valores: MédiazDP.
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I1.5 Discussao

A proximidade filogenética com seres humanos (Kdyreg al., 1997) e a
similaridade de reposta imunoldgica levaram a éscolo macaco Rhesubldcaca
mulattg (Giavedoni, 2005; Pahaat al., 2003) como um modelo para a pesquisa e
desenvolvimento de vacinas e medicamentos parashnlaniose humana. Alguns
estudos demonstraram que a evolucdo clinica dameisiose cutanea (Tew al.,
2005) e visceral (Porrozat al., 2006) em macacos Rhesus € muito semelhante a
descrita em seres humanos. Macacos Rhesus tambponderam ao tratamento com
antimoniato de meglumina tal como os seres hum@reset al.,2005).

Neste estudo dois grupos de macacos Rhesus (nxfypm) foram tratados
por via intramuscular com duas doses de antimomiatonegluminaij.e. 5 ou 20 mg
Sh’/kg de peso corpéreo/ durante 21 dias. A maior doaepreconizada pela OMS e
utilizada rotineiramente na clinica. A menor doSenfg SB/kg/dia) foi eficaz no
tratamento de leishmaniose cutdnea em alguns estimo seres humanos (Oliveira-
Netoet al.,1997; Oliveira-Neto, 2000; Oliveira-Neto & MattdX)06).

O antimonio foi quantificado em amostras de péltesamo tratamento e,
apos o inicio deste, a cada 14 diag-igura Il.1 mostra que, em ambos 0s regimes de
dose, houve um aumento dos niveis meédios de anbmam pélo apdés o fim do
tratamento. E importante destacar que, emborarasotracdes de antiménio total em
pélos de macacos tenham apresentado alta varad®liddm torno da média, os
resultados indicam acumulo de antiménio relacioredmse. A variabilidade pode ser
explicada, em parte, pela lentiddo do crescimentplos de macacos fazendo com
que, nem sempre, as amostras pudessem ser retif@dassma regidao. Como ja havia
sido observado em humanos, as concentragbes duodardi nos pélos podem ser
indicadores da exposicdo ao metal (Déetaal., 1987; Miekeleyet al., 2002). No
estudo de Miekeley e colaboradores (2002) o nivediiio de antimdnio em cabelos foi
observado 30 dias apés o fim do tratamento de $emesinos com 5 mg kg de
antimoniato de meglumina durante 60 dias. Nestedestos niveis de antiménio nos
pélos continuaram elevados 40 dias depois do fimtrdtamento e ainda foram
detectados até aproximadamente 200 dias aposdofinatamento.

Amostras de sangue foram coletadas 2, 6, 12 e Baklapds a primeira
injecdo de antimoniato de meglumina. A maior cotregdo de antimoénio no plasma e
em papa de hemacias foi observada 6 horas apdgegdanintramuscular. A
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concentracdo de antiménio no plasma, 6 horas degaisprimeira injecdo foi
1,655+0,838ug/g (média+DP) nos animais que receberam a doferdg SB/kg. A
concentracdo de antimbnio na papa de hemacia damgseanimais, N0 mesmo tempo
de coleta foi 0,194+0,06fg/g. Nos animais tratados com a dose de 20 ni¢k&Gbas
concentracbes de antimbnio no plasma e na hemaoi@amf respectivamente,
4,002+1,35519/g e 0,853+0,64R49/g.

A concentragdo maxima de antiménio total no sarmdpieseres humanos,
tratados com ES ou com AM por via intramuscularafoancada aproximadamente 2
horas apos o tratamento (Retsl.,1980; Al Jaseet al.,1995; Chulayet al.,1988). A
Tabela 11.2 relaciona os niveis maximos de antimoénio em difie® amostras obtidas
em estudos realizados com animais.

Neste estudo com macacos Rhesus, a concentrac@imardx antimonio foi
obtida 6 horas ap0s o tratamento, divergindo doteunesido relatado na literatura com
outras espécies de animais e com seres humanoslefa de sangue dos macacos
ocorreu 2, 6, 12 e 24 horas apés o tratamentoasgiel que a concentragdo maxima
tenha sido alcancada entre 2 e 6 horas. Sendo,assialor observado com 6 horas

poderia estar na fase de queda da concentracéo.
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Tabela 11.2: Tempo para concentracdo maxima de antiménio (Jreé&x animais e
seres humanos tratados com antimoniato de megluAMd ou estibogluconato de

sédio (ES), por diferentes vias de administracao.

o . Tempo para
Espécie Matriz . ) .
) . S concentracdo  Medicamento Referéncia
(infeccao) biologica o
maxima (horas)

Valladarest al.,

Caes (NI) plasma 1,3h(i.m.) AM 1996
~ 1,5h (i.m.) .

Caes (NI) soro 35h(s. c.) AM Tassiet al., 1994
Caes soro 3 h(s.c) ES Belloli et al.,1995
Caes Valladarest al.,

(L. infantun) plasma 1,7h(s.c.) AM 1098

Hamsters . Bermanet al.,

(Ldonovanj SO 1h(i.m.) ES 1088
sangue Mirandaet al.,

Ratos (NI) total 1lh(s.c) AM 2003

Humanos sangue Al Jaseret al

(Ielcsuk;rénr?enall;)se total 1,3 h (i.m) ES 1995

Humanos sanaue

(leishmaniose 9 2h (i.m.) ES e AM Chulayet al, 198¢
total

visceral)

Humanos

(leishmaniose soro 2 h(i.m.) ES Reex al., 1980
visceral)
Reels PIEBIIELC 6 h (i.m.) AM Presente estudc
(L. braziliensi3 hemacia T
NI = animal sadio, ndo infectado; i.m. = intramudacu s.c. subcutanea; AM=

antimoniato de meglumina; ES=estibogluconato déosod
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Nos macacos tratados com AM a concentragédo de @monoi maior no
plasma do que na papa de hemacias nas primeiras a@os a primeira injecédo
intramuscular. Durante a fase lenta de elimina&orésidual) essa relacéo foi invertida
e as concentracfes foram maiores na papa de hemdmigue no plasma, como
mostrado ndigura I1.4. No dia 22,.e. 24 horas apés a Ultima injecdo, a concentracao
de antimbénio nas amostras de plasma do grupo d&ratach a maior dose foi de
0,0957+0,016ug/g. Na papa de hemacias dos mesmos animais e smartempo a
concentracdo de Sb, foi 0,356+0,1(18/g, ou seja, mais do que trés vezes o nivel
quantificado no plasma. Esses resultados sugeresn dguante a fase rapida de
eliminacdo o Sb estd mais concentrado no plasntmaeto na fase lenta (residual) a
concentracdo € maior no interior dos eritrécitos.

No estudo de Otto & Maren (1950ppud Valladareset al., 1996) e
Molokhia & Smith (1969) também foi ralatado o acdondo antiménio trivalente em
eritrécitos. O antiménio pentavalente quase naeefpamos eritrocitos (Molokhia &
Smith, 1969; Ottoet al., 1947). Esses resultados sugerem que ap0s o primeir
tratamento a espécie mais abundante é o antim@mtayalente, presente em maior
quantidade no plasma.

O antimdnio encontrado na urina esta principalmeatéorma pentavalente
(Miekeleyet al.,2002). E possivel que a forma que penetra noigntdas células seja
mais lentamente excretada (Molokhia & Smith, 1969jue levaria ao acumulo nos
tecidos, como foi sugerido anteriormente por Good®Page (1943).

Em seres humanos tratados com AM durante 60 diaag(3BHB/kg), foi
observada uma correlacao (R?=0,9713) entre as stwacées de antimdnio encontradas
no sangue total e no plasma, sugerindo que nateetiferenca entre os diferentes
componentes do sangue (Miekeétyal.,2002).

A quantificacdo de antimbnio residual nos difersntiecidos de macacos
Rhesus tratados com AM mostrou que, em relacddeacesnponente de eliminacao
lenta, o maior acumulo ocorre na tiredide, no figatb baco e na vesicula (4,2 a 2,2
Hg/g). Nos pulmdes, pele, rins e linfonodos as comagdes variaram de 0,9 a Qué/g.
Nos outros tecidos as concentracdes de antiméraonfonenoresg.g, no coragao, no
cerebelo, na bexiga, no cérebro, no estbmago, nte deno péancreas, 0s niveis nao
ultrapassaram 0,2jdg/g. Os resultados aqui apresentados sugerem gquexistem
diferencas expressivas de antiménio acumulado iiesedtes 6rgdos, entre 0s grupos

tratados com 5 ou 20 mg Skg. N&o foi encontrado na literatura nenhum estyja®
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tivesse determinado a distribuicdo do antiméniadues por diferentes 6rgdos apos o
tratamento com doses repetidas.

O acumulo de antiménio foi observado em tecidohamsters infectados
com Leishmania donovane tratados com uma dose Unica de ES. As concéesac
foram maiores em pele e no baco, 30 minutos aprfideta, e maiores no figado 72
horas depois do tratamento (Bernwral., 1988). O maior acumulo no figado também
foi constatado apds o tratamento intramusculatravienoso de camundongos tratados
com AM (Ferroniet al., 1987).

Alteracdes histopatolégicas foram notadas no figaddbaco e nos rins de
hamsters infectados cobeishmania braziliensis tratados com Ste SB'. Os efeitos
nefrotdéxicos encontrados muito provavelmente rasaih do acimulo do antimdnio
nos tubulos renais (Veiget al., 1985). Resultados semelhantes foram descritos para
outros metais pesados (Gagliaedial., 1984). Digno de registro € o fato de hamsters
infectados conleishmania garnhame tratados com AM apresentarem concentragdes
elevadas de antimdnio nas lesdes.

Em sintese, aparentemente a espécie de antimamuwuixa € a trivalente,

a mais toxica, mas também a com maior acao leisisidanO acumulo do antiménio
em lesbes, e em alguns tecidos, parece ser imporigara o tratamento das
leishmanioses cutanea e visceral, embora o reapem®to das lesbes em trés, dos seis
macacos tratados com a dose de 5 mk8b sugira que a eficacia dos antimoniais
esteja relacionada aos niveis circulantes de antor® ndo ao acumulado. Por outro
lado, o acumulo de antimbnio nos tecidos estudatin® ser avaliado quanto ao
potencial risco de efeitos toxicos.

48



I1.6 Conclusoes

* Nas primeiras horas ap0s o tratamento de macaasIRlcom uma dose
Unicas de AM (i.m.) as concentracBes de antimodfase(rapida de
eliminacao) foram maiores no plasma do que nas tiema

 Durante a fase lenta de eliminagdo as concentragéesntimonio
residual foram maiores nas hemacias do que no plakm macacos
tratados com AM.

* Aproximadamente 60 dias apos o término do tratamndfdse de
elimanacéo lenta) foram encontrados niveis de @niimnresidual, em
ordem decrescente, nos seguintes orgaos: tirdajaelo, baco, vesicula,
pulmdes, pele, rins, linfonodos, coracdo, cerebélexiga, cérebro
estdbmago, dente e pancreas.

* Os niveis de antimbnio residual encontrados nosrelites tecidos

analisados ndo variaram nos dois regimes de dosedaess.
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CAPITULO IIl — Estudo da cinética do antimoniato de meglumina (AM)

administrado durante a lactacdo em ratos.
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[ll. 1 Introducéao

A infancia é a faixa etaria em que o risco epidédgico e bioldgico para o
desenvolvimento de leishmaniose s&o maiores. Desseira 0s estudos farmaco- e
toxicocinéticos dos medicamentos leishmanicidaseid@mn ser realizados também
nessa faixa da populagéo.

Alguns estudos mostram que criancas frequentemesg®ndem de modo
insuficiente a regimes terapéuticos contra a legshose que sédo eficazes em adultos
(Palacioset al., 2001; Anabwanie t al 1983; Brycesoret al., 1985). Em um dos
primeiros estudos com ES, a cura de criancas aghmt@niose visceral s6 ocorreu apos
o tratamento com doses quatro vezes maiores gadmammistradas a adultos (Kirk &
Sati, 1947). Essa baixa eficacia poderia ser exgiicpela menor exposicdo ao
medicamento em virtude ddearancemais rapido do antiménio em criancas (Cetiz
al., 2007). O aumento das doses e da frequéncia deniathatdo pode melhorar a
eficacia terapéutica mas, por outro lado, podeagleambém o risco de efeitos téxicos.

A exposicdo de criancas ao antiménio pode ocoriretaana vida intra-
uterina (Mirandaet al., 2006). No estudo de Miranda e colaboradores (208&)s
Wistar foram tratadas com 300 mg'S{y de AM durante a gravidez e o antiménio foi
determinado no sangue dos fetos a termo. Nestdceataoncentragao de antimonio no
sangue do feto foi cerca de 30% da concentracdsangue das respectivas maes,
indicando que ha transferéncia através da placenta.

Em principio, o tratamento das maes com medicarseatobase de
antimonio, durante o periodo de lactacdo, tambéde pevar a exposicdo dos filhotes.
Durante o tratamento intravenoso de uma paciente esiibogluconato de sédio (ES)
por 14 dias, foi encontrado antimbnio no leite made (Bermanet al., 1989).
Entretanto, Bermaet al (1989) também trataram dois hamsters por vig arak nédo
detectaram antimdnio nos filhotes, concluindo quesmo passando para o leite, o
antiménio ndo seria absorvido por via oral.

Outros estudos, todavia, sugerem que o antimombéen é absorvido por
via oral. A administracdo de sais de antimdnigaténte a ratos, adicionado a agua de
beber, durante 14 semanas, permitiu a deteccaoetll o sangue 6 semanas apos o
fim da exposicdo, confirmando que ocorre absorgé@d @oonet al., 1998). Em
mulheres, foram encontrados niveis de antiménigaro sanguineo e no leite, apds a
exposicao a alimentos contaminados com este mgaggelhorset al.,2002). Filhotes
de camundongos cujas mées foram expostas durdatéagdo a antimonio radioativo,
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apresentaram niveis detectaveis no sangue provesiprovavelmente do leite materno
(Gerberet al., 1982). ApGs o tratamento por via oral com uma dosea de AM,
camundongos exibiram niveis detectaveis de antim@m até 12 horas apés a
administracéo (Demichedt al.,2004).

A passagem do antiménio proveniente de medicamégigbsnanicidas para
o leite foi avaliado neste estudo a fim de deteams® essa via de exposi¢ao é relevante
na infancia. Nao foram encontrados estudos quedire investigado a passagem de

antiménio para o leite materno e deste para oritete
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[11.2 Objetivos

[11.2.1 Objetivo geral

Avaliar em ratos tratados com AM, a passagem dmanio do sangue para

o leite materno e deste para os filhotes.

[11.2.2 Objetivos especificos

» Verificar se h4 a passagem do antimdnio para e teéterno quando as
maes sao tratadas com AM por via subcutanea (pauite.
» verificar se ha passagem do antiménio do leite matpara os filhotes,

guando as maes sao tratadas com AM (parte | e II).
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[11.3 Materiais e métodos

O estudo da passagem do antimonio durante a lactaiggalizado em duas
etapas (parte | e parte II).

[11.3.1 Desenho experimental (parte 1)

1. 3.1.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar gravidas fornecjuiele Centro de Criacéo
de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ. Adas foram mantidas em
gaiolas individuais em condicdes padrdao de temperat(21+2°C), umidade
(aproximadamente 70%) e ciclo claro/escuro de 1fashoAgua filtrada e racdo
(Nuvital®, Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil) foram fornecidas libitum

[ll. 3.1.2 Tratamento de ratas lactantes com antimato de meglumina

ou veiculo por via subcutanea

No dia do nascimento os filhotes foram redistribbgidntre as maes de modo
que as ninhadas fossem padronizadas sendo catesitpor quatro fémeas e quatro
machos. O tratamento das méaes foi realizado pasubautanea, na regiao dorsal, com
a dose de 300 mg %lkg/dia de peso corpéreo de AM ou com o veiculaiggr
controle) por 15 dias consecutivos. O tratamentifoiado no 1° dia de vida pos-natal
(PN1) dos filhotesKigura 1ll.1a)

O veiculo utilizado foi uma solucdo aquosa de nissalfito de potassio
(1,6 mg/mL) e sulfito de sodio (0,18 mg/mL). Oswoks de administragdo do veiculo
e do antimoniato de meglumina foram corrigidos idiraente considerando o peso
corporeo do animal e a quantidade de antimonio anendflacdo do medicamento
(Glucantime®). As maes e os filhotes foram pesadas sinais gerais de toxicidade
observados ao longo do periodo de tratamento foegistrados.
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Figura lll.1 Esquemas de tratamento e coleta das amostrasudio &t cinética

do antimdnio durante a lactacdo em ratas tratamtasfovi
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[11.3.1.3 Coleta de sangue dos filhotes e sangueite materno

No ultimo dia de tratamento (PN15), os filhotesafarseparados de suas
maes, pesados individualmente, anestesiados dicsatws por decapitacdo. O sangue
foi coletado, a massa determinada e os tubos amadas a -20°C para posterior
quantificacdo de antimonio total.

Apoés a separacdo de suas respectivas ninhadagaagaram mantidas por
mais 24 horas em gaiolas individuais. No dia sdguaniltima injecdo do AM as ratas
foram gentilmente imobilizadas, e receberam massags mamas a fim de estimular a
liberacdo de leite. O leite foi recolhido em tubds polipropileno, a massa foi
determinada e os tubos armazenados a —20°C. Aaaigeleite foi realizada de acordo
com o método de Delongeessal.,(1997) modificado.

Apés a coleta do leite, as maes foram anestesiadaacrificadas por
decapitagcdo. O sangue foi coletado, a massa farrdetada e os tubos foram

armazenados a -20°C. Os figados das maes também fetirados e pesados.

[11.3.2 Desenho experimental - parte Il

I1l. 3. 2. 1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar gravidas fornecjuiele Centro de Criacéo
de Animais de Laboratério (CECAL) da FIOCRUZ. Adasa foram mantidas em
gaiolas individuais em condicdes padrdao de temperat(21+2°C), umidade
(aproximadamente 70%) e ciclo claro/escuro de 1fashoAgua filtrada e ragdo
(Nuvital®, Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil) foram fornecidas libitum

lll. 3. 2 .2 Tratamento de ratas lactantes com antniato de meglumina,

ou veiculo por via subcutanea

No dia do nascimento, os filhotes foram redistdosgi entre as maes de
modo que cada ninhada fosse constituida por gdétreas e quatro machos. O
tratamento das maes foi realizado por via subcatame regido dorsal, com a dose de
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300 mg SW/kg/dia de peso corpéreo de AM ou com o veiculaggrcontrole) por 15
dias consecutivos. O tratamento foi iniciado nodi#& de vida pdés-natal (PN5) dos
filhotes e terminou no dia 19 (PN1®idura I1l.1b )

O veiculo utilizado foi uma solucdo aquosa de mesalfito de potassio
(1,6 mg/mL) e sulfito de sodio (0,18 mg/mL). O voke administrado do veiculo e do
AM foram corrigidos diariamente considerando o pe&soporeo do animal e a
quantidade de antimonio na formulagédo do medicam@iucantime®). As méaes e 0s
filhotes foram pesados e 0s sinais gerais de tiadld observados ao longo do periodo

de tratamento foram registrados.

[11.3.2.3 Coleta de sangue dos filhotes e sangueite materno

Os filhotes foram separados de suas maes 24 hmdaodim do tratamento
(PN21), pesados individualmente, anestesiadosrgicatos por decapitacdo. O sangue
foi coletado, a massa foi determinada e os tubcmrfoarmazenados a -20°C para
posterior quantificacdo de antimonio total. Cindbotes de diferentes ninhadas foram
mantidos por mais 90 dias quando foram entdo samds, sendo o sangue coletado
como descrito anteriormente.

As ratas, separadas de suas respectivas ninhadas, mantidas por mais
24 horas em gaiolas individuais. As coletas de leisangue materno foram realizadas
48 horas ap6s o fim do tratamento e processadas descrito anteriormente (item
111.3.1.3).

Alguns o6rgéos (figado, rins, coracao, pulmdes eohaas maes e dos

filhotes foram retirados e pesados.

[11.3.3 Digestdo das amostras de sangue e leiteqeantificacdo de
antimoénio por ICP-MS (Espectrometria de massas com plasma indutivamente

acoplado)

Essa etapa do estudo foi realizada no laborat@itC&#-MS da PUC-RIo,
coordenado pelo Prof. Dr. Norbert Miekeley.

Apdbs o descongelamento das amostras de sangu®, &diaionados 2,0 mL
de HNG; concentrado aos tubos contendo massa conhecidmassira. Os tubos com
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as amostras foram colocados em chapa de aquecimaptoximadamente 95°C por 16
horas. Ao final da digestéo foram adicionados paétréerno {'3n) e 4gua deionizada
(18MQcm), até o volume final de 10 mL (diluicédo final1@), nas amostras obtidas de
animais tratados apenas com o veiculo. As amodgasangue dos animais tratados
foram diluidas 100 ou 1000 vezes, sendo a adicgmadrio interno realizada na ultima
etapa da diluicéo.

A quantificacdo de antimonio total (8be SB?) foi realizada por ICP-MS
em aparelho ELAN 5000 A (Perkin-Elmer, Sciex, US#guipado com nebulizador
Meinhard e uma camara de nebulizacao ciclonica gardh Glass Expansion, AU).

Os valores foram corrigidos pelo fator de diluighpela massa da amostra

biolégica determinada no momento da coleta.

111.3.4 Analise estatistica

A comparacdo estatistica para as variaveis quesapuegam distribuicdo
normal (paramétrica) foi realizada pela analisevdeancia (ANOVA) seguida pelo
testet de Student. Para as variaveis que ndo apresentgstaruicdo normal os grupos
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis skgpelo teste U de Mann-Whitney.
As diferencas foram consideradas significativasidog < 0,05.
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I11.4 Resultados

[11.4.1 Resultados — parte |

[11.4.1.1 Pesos corporeos das maes, filhotes e psdigado materno.

N&o houve alteragdo do peso corpéreo das méaedasatam veiculo ou AM
durante o periodo de lactac&éigura Ill. 2 (a)). Os pesos absolutos e relativos dos
figados maternos no grupo tratado com AM durantetacdo apresentaram aumento
de aproximadamente 10% quando comparados com o tmatpdo apenas com veiculo
(Figura 1ll. 2 (b) e (c)).

N&o foram observadas alteracbes do peso corpéredildotes de maes

tratadas com veiculo ou AM @bela Il11.1).
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Wistar tratadas com veiculo ou 300 mg&p de AM durante a lactacdo (média+DP).
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Tabela Il

como unidade de anélise.

PESO CORPOREO

(9)

GRUPOS

Machos Fémeas + Machos

Fémeas

29,662,19

29,942,13

19

29,3%2,

Veiculo

28,0A2,36

29,0A2,26

32

27,422,

AM

MédiaDP

Valores
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[11.4.1.2 Concentracdo de antimdnio total no sang@eno leite maternos e

no sangue de filhotes

Nas amostras de leite, os niveis de antimonio ig8dP; 5,07+3,08g/g) foram
equivalentes a 25% das concentragfes do metalngueanaterno (18,30+3,08/9).
No sangue dos filhotes o nivel de antimonio (1421@%.g/g) foi de aproximadamente
77% das concentracdes determinadas no sangue omdkegara Ill. 3). No grupo
tratado com veiculo foram encontradas concentraghdsemamente baixas de

antimoénio Tabela 111.2).

Tabela Ill.2 Concentracdo de antiméniqug/g) (médiaDP) no sangue e no leite
maternos e no sangue dos filhotes de ratas trataas/eiculo ou 300 mg $fikg de
antimoniato de meglumina (AM 300) durante 15 diasyia subcutanea.

Sangue maes Leite Sangue filhotes
Veiculo 0,004:0,011 0,002:0,003 0,030,041
(n=11) (n=11) (n=11)
AM 300 18,297%4,163 5,072£3,180 14,1432,138
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Figura lll. 3: Concentracdo de antimonio total (médiatDP) no samgno
leite maternos e no sangue de filhotes de ratataWWratadas com 300 mg

Sb’/kg de AM do dia PN1 ao dia PN15 por via subcutanea
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[11.4.2 Resultados — parte Il

[11.4.2.1 Peso corpOreo e peso absoluto e relatdas 6rgdos das maes e dos

filhotes.

O peso corpéreo das ratas tratadas com 300 rfiggétia de antimoniato de
meglumina por via subcutanea, durante 15 dias,ia®N5 ao dia PN 19, ndo diferiu
daquele das que foram tratadas apenas com o veiCakela Ill. 3). Os pesos
absolutos dos 6rgaos das maes tratadas com AMralifedos pesos das ratas controle,
com excecao do baco que apresentou aumento dedse@06 quando comparado ao
grupo tratado com veiculo. Os pesos relativos e pulmdes e baco também tiveram
aumento significativo (15%, 36% e 91% respectivamjelilabela Ill. 3).

Os filhotes de ratas tratadas com antimoniato dglumena 300 mg
Sh’/kg/dia (AM 300) por via subcutanea durante 15 didis PN5 ao dia PN19)
apresentaram reducdes significativas do peso aopdaproximadamente 12%)
(Tabelal lll. 4).

Os pesos absolutos dos 6érgéos dos filhotes saseampaelos ndabela lll.

4. Com excec¢do do bago, que nédo foi alterado, os petativos de figado, rins e
pulmbes também mostraram diferencas significatiyjpando comparados com o0s
filhotes de mées tratadas com veicUlakiela Ill. 4).

Nas amostras de leite e sangue dos animais tratamosveiculo foram

encontrados niveis detectaveis de antimnio, cdecamil vezes menores que 0S

encontrados nas amostras do grupo tratado comTallde(a I11. 5).
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Tabela Ill. 3 Peso corpoéreo e pesos absolutos (PA) e relatiRpsdfs 6rgdos de ratas
tratadas via subcutanea durante o periodo da &ctagn veiculo (n=6) ou antimoniato
de meglumina 300 mg $txg/dia (AM 300) (n=6).

Peso _
] Figado Rins Coracdo Pulmdes  Bacgo
corporeo
PA
o
3 (9) 311,50£20,40 14,45+0,54 2,28+0,13 1,39+0,29 1,43%0,13 0,75+0,09
£ PR
(%) - 4,65+0,35 0,73%+0,050,45+0,08 0,46+0,04 0,24+0,02
PA
() 294,17+11,07 16,70%£2,60 2,49+0,24 1,18+0,08 1,86+0,33 1,35+0,17
o P
o
™ valor ns ns ns ns ns <0,0001
<§( PR
(%) - 5,67+0,82 0,84+0,060,40+0,03 0,63+0,10 0,46+0,05
P
valor - ns 0,0087 ns 0,0043 0,0022

Valores: MédiaxDP; ns- ndo significativo. Analistatistica: PA — Anova seguido de taste Student;
PR — Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney. Difegas significativas quando p<0,05.
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Tabela lll. 4 Peso corpéreo e pesos absolutos e relativos déeups filhotes de
ratas tratadas via subcutanea durante o periotectdagdo com veiculo (n=21) ou 300

mg SH'/kg/dia de antimoniato de meglumina (AM) (n=23).

Peso ) _ . .
) Figado Rins Coracdo Pulmoes Baco
corpoéreo
PA
o
§ () 41,20+3,33 1,47+0,160,53+0,05 0,26+0,04 0,48+0,06 0,19+0,04
2 PR
(%) - 2,63+1,50 0,94+0,51 0,48+0,32 0,85+0,47 0,33+0,17
PA
() 36,54+4,37 1,29+0,210,48+0,08 0,24+0,04 0,42+0,04 0,19+0,06
o P
& valor <0,0001 0,0037 0,00173 0,0240 0,0007 ns
=
< PR
(%) - 2,49+1,32 0,93+0,50 0,46+0,25 0,87+0,68 0,36+0,19
P
valor - 0,0037 0,0127 ns 0,0006 ns

Valores: MédiazDP; ns- ndo significativo. Andlisstatistica: PA — Anova seguido de teste-T; PR —

Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney. Diferengagnificativas quando p<0,05.

[11.4.2.2 Concentracdo de antiménio total no sangieleite materno e sangue

de filhotes.

Nas amostras de leite foi encontrado antiménio {ax€2P; 0,84+0,74u9/q)
em concentracdes que correspondem a cerca de 4%iwis encontrados no sangue
materno (19,15+1,40/g). No sangue dos filhotes coletado 48 horas apéms do
tratamento a concentracdo meédia de antimonio f6j15%3,89 ug/g. Os filhotes
sacrificados 90 dias apos o fim do tratamento aapmtasentaram antiménio detectavel
no sangue (2,10+ 0,1®/g) (Figura lll.4).
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[Sb] total pg/g

. Leite materno . Sangue ni nhada Sangue ninhada

Sangue materno \
48 h pos 48 h pos 48 h pos 90 dias poés
tratamento tratamento tratamento tratamento

Figura lll. 4. Concentracao de antimonio total (médiatDP) no samgleite maternos
no sangue de filhotes de ratas Wistar tratadas3@finmg Sb/kg de AM durante a

lactacéo.
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Tabela 111.5 Concentracdo de antiménio (méeld) em sangue e leite materno e
sangue de filhotes de ratas tratadas com veicubntiu15 dias por via subcuténea ou
300 mg Sh/kg de antimoniato de meglumina (AM 300).

Sangue maes Leite Sangue Sangue filhotes 90 dias
filhotes ap0s o tratamento
Veiculo  0,024:0,021 0,003:0,006  0,443:0000 ND
(n=3) (n=3) (n=11)
AM 300 19,151#1,767 1,008:0,693 25,9253,990 2,090,766
(n=6) (n=6) (n=23) (n=5)

ND —nao determinado
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I11.5 Discussao

A lactacdo é a fonte mais importante de nutriedi@snte os primeiros
meses de vida e, também, tem papel crucial na #iedda mortalidade por doencas
infecciosas, principalmente nos paises em desenwaiio (OMS, 2008). A qualidade
do leite materno deve ser assegurada e é impodantdar a passagem de xenobidticos
para o leite porque esta pode ser uma via de eggmde criangcas a contaminantes.

O arsénio, metal6ide situado imediatamente acimardiononio na tabela
periodica, o chumbo, o cadmio, o manganés e o mer(Bharma & Pervez, 2005;
Ursinyova & Masanova, 2005; Gundaclatral., 2002), passam para o leite materno e
deste para o bebé (Samaetal.,2007; Sharma & Pervez, 2005; Gerbeal.,1982). A
passagem para o leite materno do antiménio presentdimento foi demonstrada em
camundongos (Gerberet al., 1982) e também em estudos epidemioldgicos
(Wappelhorset al.,2002).

No presente estudo, foram detectados niveis elevdgl@ntimonio no leite
materno de ratas tratadas com AM durante 15 diparir do nascimento da prole
(PN1). Nas amostras de sangue e leite materno, samgue dos filhotes do grupo
tratado apenas com o veiculo foram detectadas wtacées muito baixas de
antiménio. Entretanto, tais niveis sao cerca devedles menores que 0s encontrados
apos o tratamento com AM.

No ultimo dia de tratamento as ninhadas foram selaarde suas respectivas
maes. As coletas do sangue e do leite materno foemtivadas 24 horas apos a
separacdo, uma vez que esse intervalo de tempermileddo a partir de testes
realizados anteriormente, mostrou ser adequadooféea o volume necessario de leite
para a dosagem de antimonio (dados ndo mostrdeiodora tenham sido coletados no
mesmo momento, as amostras de sangue e de legenmapresentaram concentragdes
de antimonio diferentes e a razdo de concentramdgus/leite foi de 3,61. Em estudo
realizado com uma paciente tratada com ES a ram@ocsanguineo/leite de antiménio
foi de 0,2 (Bermaret al., 1989). E importante destacar que no estudo de @&efmn
colaboradores (1989), o antiménio foi quantificatn soro sanguineo enquanto que
nosso estudo ele foi medido no sangue total. Algstados ja demonstraram que o
antiménio pode acumular em diferentes componenesadgue como os estudos de
Otto & Maren (1950)pud Valladareset al, 1996, Molokhia & Smith (1969) e nos

resultados de macacos Rhesus mostrados no Cdpitulo
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A passagem do antimbnio para o leite materno feentada anteriormente
em uma paciente de leishmaniose cutanea trata@datdut4 dias por via intravenosa
com 20 mg Shkg de peso corpéreo/dia de ES (Berretial., 1989). Nessa paciente, 0
pico da concentracdo do antimbnio no soro foi @bads 15 minutos (8ag/mL) e,
cerca de 6 horas depois, os niveis foram baixosleN® materno dessa paciente, 0s
maiores (3,51g/mL) e menores (0,j[dg/mL) niveis de antiménio foram registrados 4 e
23 horas apos o tratamento, respectivamente.

A passagem de radioisétopos de antimbnio para @ Ieiaterno de
camundongos (Gerbet al., 1982) e de seres humanos (Wappelhetrstl., 2002) e a
sua absorcao oral em ratos (P@bral., 1998), foram demonstradas por outros autores.
Entretanto, Berman e colaboradores (1989) sugergjaen 0 antiménio seria pouco
absorvido por via oral uma vez que hamsters tratpdo esta via, com a dose de 300
mg SH/kg, ndo apresentaram niveis detectaveis de antimd@m virtude desta
dificuldade, os niveis de antimbénio que passariana ja prole através do leite seriam
muito baixos e ndo representariam risco de toxigd& digno de nota que mesmo a
exposicao a alguns xenobidticos, em baixas dosegria desencadear efeitos adversos
em parametros reprodutivos e neurologicos (Geobtal., 2007; Andradeet al., 2006;
Naritaet al.,2006; Schonfeldest al.,2004).

A absorcdo oral do antimbnio presente no AM foi esbada em
camundongos tratados com dose Unica. O maior plasimatico de antimoénio (1
pg/mL) foi observado 30 minutos depois do tratamemtesses niveis declinaram
rapidamente até o ultimo tempo observado (12 h¢beshicheliet al.,2004).

A exposicdo a substancias toxicas no inicio dordedemento pode levar
ao aparecimento de efeitos adversos mais tardeanadd do individuo. Durante a
gravidez e/ou lactacdo, a exposicdo a metais comerourio, chumbo e cadmio, pode
também levar ao desencadeamento de efeitos neisadoxmportantes (Monnet-
Tschudiet al.,2006; Deset al.,1998; Antonicet al.,1998).
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I11.6 Conclusdes

= O antimonio presente no antimoniato de meglumirssgaara o leite materno
de ratas tratadas com 300 md &p/dia.
= Os filhotes de mées tratadas com 300 mYykgtidia absorveram por via oral o

antimonio presente no leite materno.
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CAPITULO IV — Avaliacéo da alteragéo de citocromosP450 (CYP) em ratos

Wistar tratados com antimoniato de meglumina (AM)

71



IV. 1 Introducéo a biotransformacéao

A biotransformacao de xenobidticas, g. medicamentos, poluentes e aditivos
alimentares, converte substancias lipofilicas empmstos mais polares, o que facilita a
excrecdo. Como os metabolitos produzidos sédo eml geenos toxicos do que a
molécula original, o processo de biotranformacfionélamental para desintoxicacédo
Entretanto em alguns casos h& producéo de metaboigis reativos do que a molécula
original o que pode causar efeitos toxicos. Nedtiendl caso, diz-se que ocorreu
ativacdo metabolica

O processo de biotransformacédo de substanciasapsipode ser dividido em
fases I, Il e Il Figura IV. 1). A fase | consiste da adicdo ou exposicdo de um
grupamento funcional e envolve reacfes de oxidaed@lncao, hidrélise ou hidratacdo
(Gibson & Skett, 1994). Os produtos da fase | podemvir como substratos para
reacOes de fase Il que consistem, por sua vezomagacao desses metabdlitos com
substratos enddgenos, tais como aminoacidos, igliate sulfato. A fase Il de
desintoxicacao foi proposta por Ishikawa em 19@2wlveria o transporte do produto
da fase Il para fora da célula. Esse transporteeatizado através de proteinas
dependentes de ATP que agem como bombas de efformy a grande familia de
transportadores ABC (ATBinding cassebdg(Ishikawa, 1992).

As enzimas citocromo P450 (CYP) catalisam cerc8Qa%e das reacbes de
oxidacdo da fase | da biotransformac&myra IV. 2) (Evans & Relling, 1999). As
CYP (familias CYP 1-4) podem desintoxicar ou atigeande namero de xenobidticos
(Guengerich, 1987), além de participar da biossénteu catabolismo de horménios
esteroides, acidos biliares, vitaminas lipossokjveicidos graxos e eicosanoides
(geralmente da familia CYP 5 em diante) (Parkin260,1).
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XENOBIOTICOS Fase Fase |l ATliase i
4 AV 3 B ADP
| 3 OXIDACAO CONJUGACAO ELIMINACAO
& Enzimas Enzimas Transportadores
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LIGANTES

0

RECEPTOR
NUCLEAR

\L

GENES ALVO

SEQUENCIA
CONSENSO

Figura IV. 1: Fases |, Il e Il de biotransformacé&o de xenobadt

Modificado de Nakatat al, 2006
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Reacdes de oxidacao

a) Citocromo P450:
Hidroxilagdo aromética, hidroxilacéo alifatica, gmacéo, N-
desalquilacédo, O-desalquilacdo, S-desalquilacésandmacad

oxidativa, N-oxidacao

b) Outras enzimas:

Alcool desidrogenase, aldeido desidrogenase, xartih

oxidase, amina oxidase, aromatase, alquilhidrazinexidase

fase |. Fonte: Gibson & Skett, 1994.

Figura IV. 2: ReacOes de oxidacao catalisadas por CYP e p@soerizimas de
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IV. 1. 1 Classificacao, estrutura, localizacéo enftéo das CYP

A denominacdo citocromo P450 foi proposta apos emtificacdo de um
pigmento na célula com absorcao espectral maxidt®aom, quando reduzido e ligado
ao monéxido de carbono (Omura & Sato, 1962).

A superfamilia génica das CYP inclui dezenas ddglfas,i.e. enzimas, com
cerca de 40% de homologia que sado identificadasiponimero arabico apos a sigla,
tais como CYP1, CYP2, CYP3 e CYP4. A escolha doerdnpode ser arbitraria ou
estar relacionada a funcéo da famiig.a CYP21 atua como hidroxilase na posi¢do 21
de esterdides (Anzenbacher & Anzenbacherovd, 2@&lenzimas que constituem as
subfamilias possuem maior similaridade de sequ&r{pelo menos 55%) e estas séo
identificadas por uma letra apdés o numero que iiiemta familia, como CYP1A,
CYP2A, CYP2B, CYP2E, CYP3A e CYP4A. As isoenzimas slesignadas por um
namero apos a identificacdo das subfamilias, coi®l@d1l, CYP2EL1 e CYP2AS.

As diferentes isoformas de CYP podem ser encoedradn quase todas as
espécies de seres vivos, como arqueobactériagaiegeanimais (Nelsoet al, 1996).

A gquantidade pode variar conforme a espécie, d8simformas emSacaromyces
cerevisage 74 emC. elegans57 em seres humanos e até 102 em camundongskéBel
& Rozman, 2007).

A presenca do grupo prostético, protoporfirina Bfrica Eigura IV. 3),
inclui as CYP entre as hemeproteinas. O grupamieenoe é o sitio de ligacdo do
oxigénio e do substrato e, quando associado a anNMDPH-citocromo P450
oxidoredutase (NPR), participa de um ciclo de exiucdo do ferro, essencial para a

funcao catalitica das CYP .
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Figura IV. 3: Estrutura da protoporfirina IX.
Fonte:http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary?cigi=11967865
(acesso em 27/01/08)
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As CYP sao capazes de ativar dois atomos de amig@e sao fornecidos, na
grande maioria das vezes, pela molécula de oxig&soexcecdes sdo as enzimas
tromboxano sintase e aleno Oxido sintase cuja fdatexigénio € o peréxido (Mansuy
& Renaud, 199%pud Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). O oxigénitigeeao
grupamento heme que, por sua vez, esta ligadarfente a proteina através do enxofre
tiolato aniénico de um residuo de cisteina. Esgede ligacdo a proteina permite que o
heme ative a molécula de oxigénio, separando asalomos. Um oxigénio € utilizado
na formacao de 4gua - por isso as CYP sao tamkeéomidnadas oxidases de fungéo
mista — e 0 outro € introduzido no substrato - atargzando a funcdo de
monooxigenase. Na maioria dos casos, o grupamentiohal adicionado ao substrato
€ uma hidroxila, mas as reacOes catalizadas pe¥d® podem incluir também
epoxidagéo, desalquilagcéo, isomerizagéo e percxid@uberet al, 2002).

As CYP estéo ligadas as membranas do reticuloptematico liso (REL) e,
em alguns casos, a membrana interna da mitoco(deisonet al, 2004). Quando o
REL é rompido sédo formadas pequenas vesiculas deadas microssomos. Na face
externa da membrana microssomal encontra-se o @pneatalitico da proteina
(Sakaguchet al, 1987; Monieret al, 1988; Szczesna-Skorupa & Kemper, 1989). As
interacBes adicionais da proteina com a membrdém de torna-la rigida, formam
canais que permitem o acesso de diferentes tipasubstratos (Schleinkofest al,
2005). Por outro lado, a porcdo da enzima proximgrapamento heme encontra-se
posicionada perpendicularmente a membrana, faudlitea interacdo e a transferéncia
de elétrons da enzima NPR (Williaresal, 2000). A NPR € uma proteina microssomal
que contém uma flavoproteina e é intermediariaraasteréncia de um elétron da
molécula de NADPH para aceptores de elétrons colmenge oxigenase, o citocromo
b5 e as CYP (Strobedt al, 1995apud Higashimotoet al, 2005). A razdo molar de
CYP e NPR varia de 10:1 a 25:1.

O ciclo catalitico das CYP em geral, ocorre emtépas (Gibson &Skett,
1994) (Figura IV. 3)

1) ligac&o do substrato & forma oxidada (férried))Fla CYP;

2) transferéncia de um elétron derivado da NADPH pela acdo da NPR e a
conseqtiente reducdo para a forma ferrosa da CYB;(Fe

3) ligacdo do oxigénio ao complexo CYP ferroso-gaibs;

4) rearranjo de elétrons;
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5) introduc&o de um segundo elétron geralmenteatisida NPR;
6, 7 e 8) etapas que resultam na introducdo doéokigno substrato e
liberacdo do produto final.
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Figura IV. 4: Esquema geral do ciclo catalitico das CYP .

Modificado de: Isin & Guengerich, 2007
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As CYP séo encontradas em grande quantidade gaofrenicrossomal
hepética, mas também estdo presentes em microsstamigersos outros tecidos, tais
como: pulmédo, esbéfago, rim, cérebro, coracdo e eptac (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001, Parkinson, 2001). As difereistoformas podem ter diferentes
distribuicdes teciduaisT@bela IV. 1). Em popula¢des de individuos da mesma espécie
podem existir polimorfismos genéticos de CYP qesuitam em alteracbes da
atividade e tem reflexos no perfil metabdlico. Aldisso, a atividade de uma CYP pode
ser modulada pela ligacdo de xenobidticos e/ou etabolitos a receptores nucleares
e fatores de transcricabigura 1V. 1).

O metabolismo de um determinado substrato podeediada por diferentes
CYP e, por outro lado, uma uUnica CYP pode cataisaxidacdo de uma grande
variedade de substratos. Essa superposicdo de mesabdlicas faz com que, a
interferéncia com a atividade de uma Unica isoeazpossa levar a efeitos cruciais no

metabolismo de um amplo espectro de xenobidticos.
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Tabela IV. 1. Localizac&o e principais substratos de algumaB @&Yh seres humanos.

Dl

CYP Localizacao Substratos tipicos
pulmdo, figado, cérebro, trato | o .
_ _ o hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
1A1 gastrintestinal (TGI), linfécitos,
_ (HPA)
coragao
] acetaminofen, aminas aromaticas,
1A2 figado ] . N
cafeina fenatecina, HPA, teofilina,
pele, cérebro, coracao, pulmao,
1B1 ’ _ HPA
placenta, figado, rim, baco, TGl
2A6 figado butadieno, cumarina, esterdides, nicotina
) . benzefetamina, ciclofosfamida,
2B6 figado, coracao . . o
ifosfamida, nicotina
] . acido aracdonico, carbamazepina,
2C8 figado, rim o
retindides, taxol
. diclofenaco, fenatecina, fenobarbital
2C9/10 figado
piroxicam, tolbutamida
) . acetaminofen, difenilhidantoina, (S)-
2C19 figado, coracéo o
mefenitoina, omeprazol
2D6 figado, cérebro, coracdo antidepressivos, betabloqueadores
SE1 figado, cérebro, pulméo, endotélio,acetaminofen, anilina, benzeno, etan
coracao, medula 6ssea nitrosaminas, teofilina
acetaminofen, benzefetamina,
) ) _ bloqueadores de canais de calcio,
figado, cérebro, TGI, rim, ) ) _
3A4/5 N o carbamazepina, ciclofosfamida,
endotélio, placenta, linfocitos. _ ' . o
ciclosporina, esteroides, retinoides,
taxol, teofilina
4A9/11 rim acidos graxos

Fonte: Anzenbacher & Anzenbacherovd, 2001, Parkir2@01; Gibson & Skett, 1994
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A afinidade de uma CYP por diversos tipos de sabsirfaz com que as
alteracdes da atividade desta enzima modifiguem etabolismo de diversos
xenobidticos. As isoformas CYP 1A2, 2A6, 2B6, 2Q€19, 2D6, 2E1 e 3AHgura
IV. 4) sdo as responsaveis pelo metabolismo de cert@%delos medicamentos (Smith
et al, 1998). A CYP 2E1 é responsavel pelo metabolismosalventes orgénicos,
acetona, anilina, tetracloreto de carbono, etanatiteosaminas (Koop, 1992) e,
consequentemente, esta isoforma tem papel releventesintoxicacdo ou ativacao

metabodlica de diferentes substancias.
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TA1

2E1

Figura IV. 5: Contribuicdo de CYP no metabolismo de medicaosent
Fonte: Guengerich, 2006
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O metabolismo tem papel fundamental na manifestdedefeitos toxicos e
na disponibilidade de uma substancia. O metabolisemo influéncia em fatores
farmacocinéticos importantes como a meia-vida bioly a duracdo da exposicdo, o
acumulo e a eliminacdo do xenobidtico do organisN®pesquisa e desenvolvimento
de novas moléculas, os fatores que podem levazitoetdxicos sdo alvos estratégicos
de investigacdo. Dentre esses alvos, encontrans-salteracbes do comportamento
farmacocinético, farmacodinamico e da modulaca@¥e (Guengerich, 2006), o que
poderia alterar o metabolismo de outros xenobistico

H& poucos estudos sobre a interferéncia da expoaga@ntimdnio com as
atividades das CYP . Em 1981, Drummond & Kappastmra@sn uma inibicdo das
atividades de anilina hidroxilase e etilmorfinarmesilase — catalisadas principalmente
por CYP2E1 e CYP3A, respectivamente — em ratosgbpr®awley tratados por via
oral com dose Unica (10 mg/kg de peso corpérealifdesntes antimoniais trivalentes.
No mesmo estudo também foram observadas a dimouigd concentracdo de
citocromo P450 total e a inducdo da atividade dmehexigenase (Drummond &
Kappas, 1981). O tratamento administrado por vieaperitoneal, de camundongos
suico albinos machos, com o0s antimoniais trivakerAatiomalina (10mg/kg peso
corporeo) e Astiban (40 mg/kg de peso corporeo)tngsrdias consecutivos, aumentou
a atividade da hidrocarboneto arila hidroxilasealczada por CYP1Al) (Mostakt al,
1989). A exposicdo de ratos Sprague-Dawley a amigis trivalentes por via oral,
adicionados a agua durante 90 dias aumentou adadwi de etoxiresorufina-O-
dealquilase (EROD), catalisada também por CYP1{Rddnet al, 1998).

A modificacao da atividade de CYP pode alteraesirdoxicacao e a ativacéo
metabodlica de diversas substancias, tais como Bmedittos e contaminantes
ambientais. O conhecimento das possiveis alterat@®edividade de diferentes CYP ,
durante o tratamento com antimoniato de meglun@reapa crucial para a avaliacdo de

seguranca desse medicamento e na elaboracao aesdgrapéuticos mais eficazes.
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IV. 2 Objetivos

IV.2.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes de atividade e expressaecittasomos P450, enzimas da
fase | de biotransformacéo de xenobioticos, nadfigde ratos tratados durante 20 dias

com diferentes doses de AM.

IV.2. 2 Objetivos especificos

* Estudar o efeito do tratamento com AM sobre a&idsde das isoformas
CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2EL, CYP3A no figado;

» avaliar o efeito do AM sobre os niveis de praedias isoformas CYP1A1/2 e
CYP3A,;

* avaliar o efeito do AM sobre os niveis de RNAns dsoformas CYP1A1,
CYP1A2 e CYP2EL1;

» determinar a concentracao residual de Sb totadamgue e no figado apds o

tratamento repetido com AM.
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V.3 Materiais e métodos

IV.3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machspf com idade entre 9-10 semanas
fornecidos pelo CECAL, FIOCRUZ. Os animais foramnticdos em condi¢cGes padrao
de temperatura (21+2°C), umidade relativa (aprodemaente 70%) e ciclo claro/escuro
de 12 horas. Agua filtrada e racdo (NuVitaNuvilab, Curitiba, PR, Brasil) foram

fornecidasad libitum

IV.3.2 Tratamento com antimoniato de meglumina oeigulo

O AM foi injetado por via subcutanea na regido dbdsariamente durante
20 dias consecutivos nas doses de 50 (n=8), 1%) (=300 (n=12) mg Skkg/dia de
peso corpéreo. O grupo controle foi tratado apeca® o veiculo (n=20),.e.
metabissulfito de potassio (1,6 mg/mL) e sulfitosddio (0,18 mg/mL).

O volume do AM (ou veiculo) injetado em cada anirfmal ajustado de
acordo com o peso corpéreo sendo as doses de AMssgs em relacdo a quantidade
de antiménio (SH indicada pelo fabricante do medicamento (Glucae®) e os
animais do grupo controle receberam quantidadeiwagotes de veiculo. Os animais

foram examinados e observados diariamente parstn@gdie sinais gerais de toxicidade.

IV.3.3 Necropsia

Os ratos foram pesados e mortos por decapitac&or24 apos a ultima injecao.
Os seguintes 6rgaos foram retirados e pesados; t@egao, rins e figado. O figado foi
0 primeiro 0rgdo a ser retirado, pesado, identifica imediatamente armazenado a -
80°C. Amostra de sangue e um pequeno fragmentadgdddf de cada animal foram
separados identificados e armazenados a -20°C pesterior quantificacdo de
antiménio total. Outro pequeno fragmento de figéaleroximadamente 50 mg) foi
retirado, identificado e armazenado a -80°C paeatificacdo dos niveis de RNAmM em

criotubos nédo permeaveis ao nitrogénio liquido.
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IV.3.4 Digestdo das amostras de sangue e figadouantificacdo de
antimoénio por ICP-MS (Espectrometria de massas cgomasma indutivamente

acoplado)

Essa etapa do estudo foi realizada no laborat@itCé&-MS da PUC-RIo,
coordenado pelo Prof. Dr. Norbert Miekeley.

Apo6s o descongelamento das amostras de sangu®, &dfeionados 2,0 mL
de HNG concentrado aos tubos contendo massa conhecidmasstra. Os tubos com
as amostras foram colocados em chapa de aguecimaptoximadamente 95°C por 16
horas. Ao final da digestdo foram adicionados padréerno t°In) e 4gua desionizada
(18MQcm) até o volume final de 10 mL (dilui¢cdo finall@), nas amostras de animais
tratados apenas com o veiculo. As amostras de salwgianimais tratados com AM
foram diluidas 100 ou 1000 vezes, sendo a adicgmadrio interno realizada na ultima
etapa da diluigao.

Os fragmentos de figado foram liofilizados (Liobtd9)1 e bomba de vacuo
Dosivac DVR140k cerca de 250 mg (peso seco) da amostra foramdiigeom 5 mL
de HNGQ subdestilado (acido nitrico) durante 12 horasmaperatura ambiente. As
amostras foram entdo colocadas em bloco digest®0°€ por 3 horas. Apés
resfriamento a temperatura ambiente, foram adidio®a2,0 ml de perdxido de
hidrogénio (HO,). As amostras foram aquecidas em bloco de diges@8C por mais
10 minutos. As amostras foram entdo diluidas coua a&tgsionizada até completar o
volume de 20 mL. Para a quantificacdo de antim@s@mostras foram diluidas 400 ou
800 vezes de acordo com a concentragao esperadnatito, com adicdo de padrao
interno ¢*3n).

A guantificacdo de antiménio total (8be SB?3) foi realizada por ICP-MS
em aparelho ELAN 5000 A (Perkin-Elmer, Sciex, US#guipado com nebulizador

Meinhard e uma camara de nebulizacao ciclonica ¢ardh Glass Expansion, AU).

Os valores foram corrigidos pelo fator de diluigApela massa da amostra
bioldgica. No calculo do antiménio no figado foilimada como referéncia o peso seco

do orgaoj.e. apos liofilizacao.
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IV.3.5 Preparo de fracdo microssomal

A fracdo microssomal hepatica foi preparada a teatpe de 4°C de acordo
com De-Oliveiraet al. (1997). O figado foi homogeneizado e centrifugada00 xg
por 30 minutos em tampao Tris 100 mM KCI 150 mM pH. O sobrenadante foi
centrifugado duas vezes a 100.000 gx por 60 minutos. ApOs a segunda
ultracentrifugacdo o sedimento obtido foi homogea#d com tampéo fosfato dibasico
100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4, abtpdo e armazenado a -70°C.
Essa fragdo microssomal foi utilizada para a gtieatido da atividade das isoenzimas
do citocromo P450 e para analise semi-quantitaiizaexpressdo de proteinas pela

técnica demmunoblotting

I\V.3.6 Determinacéo da concentragdo de proteina

A concentracdo de proteina de todas as amostradeterminada pelo
método colorimétrico descrito por Bradford (197Bi utilizado o corante Azul de
Coomassie G-250 e a leitura de densidade oOtica (IDDjealizada a 595 nm em
espectrofotdmetro Molecular DevicEsSpectra max plus384.

As curvas de calibracdo foram feitas com albumigrica bovina — BSA
(Sigma-Aldrich). As amostras de preparacdo micmsgéoassim como o padrédo de
albumina, foram diluidas em solucédo tampaoR®e, 50 mM e NaCl 150 mM, pH 7,2.
Todos os padrées e amostras foram quantificaddsiglmata. Para converter a DO em
concentracdo de proteina, foi utilizada a curvag@adom BSA. Apés as correcdes para
o fator de diluicdo empregado, as concentracdepraeina na fracdo microssomal
foram calculadas a partir das médias de cadacaiplie expressas como mg de

proteina/ml de preparacdo microssomal.

IV.3.7 Quantificacdo da atividade de isoenzimastocromo P450

hepéticas

IV.3.7. 1 Determinacao das atividades de resorufi@adesalquilases
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As atividades de etoxiresorufit@desetilase (EROD) e metoxiresorufina-
O-desmetilase (MROD), marcadoras de CYP1Al/2 e beamsorufinaO-
desbenzilase (BROD) e pentoxiresorufidalespentilase (PROD), marcadoras de
CYP2B1/2 foram determinadas segundo método desmwit8urkeet al. (1985), exceto
pela utilizacdo de sistema regenerador de nicotderadenina dinucleotideo fosfato
reduzido (NADPH) (De-Oliveirat al, 1999).

As reacOes d®-desalquilacado foram medidas pela fluorescénciadgepelo
acumulo de resorufina, cuja leitura foi realizadaespectrofluorimetro para leitura em
microplacas (Molecular Devicés Spectra Max Gemini XS) com excitacdo de 530 nm
e emissdo 590 nm. As curvas padrao foram conaguddm diferentes quantidades de
resorufina (1 pM) diluidas em tampao,He0O, 100 mM pH 7,8 De-Oliveirat al.,
2006.

A reacéo foi realizada em microplaca de 96 pogasis que cada ponto da
curva e cada amostra foi analisado em triplicata. ¢ada poco foi adicionado o
substrato especifica, e. etoxiresorufina, metoxiresorufina, benziloxiredora ou
pentoxiresorufina, diluido a 5 pM em solucdo tampablPO, 50 mM, pH 7,8. A
preparagao microssomal de cada amostra foi add#aa po¢o de modo a obter | &
de proteina. A reacao foi iniciada apos a adicasistema regenerador de NADPH
(Glicose-6-fosfato 5 mM;3-NADP 0,25 mM; MgC} 2,5 mM; Glicose-6-fosfato-
desidrogenase 0,5 U/ml) e ocorreu a 37°C em bargtimnHet&) com agitacéo (80
movimentos/minuto) durante 10 minutos. Apos a adigé acetonitrila a reacao foi
interrompida e a placa mantida a temperatura ar@ienao abrigo da luz por 15
minutos. Os valores de fluorescéncia obtidos foramvertidos para quantidade de
resorufina produzida e expressos em picomolessteutna/mg de proteina/minuto da

reacao.

IV.3.7.2 Determinacao da atividade genitrofenol hidroxilase

A atividade da p-nitrofenol hidroxilase foi quantificada por
espectrofotometria como descrito por Allis e colablores 1994. Essa reacao ja foi
descrita como sendo marcadora da atividade de G1PQ produto formado da reacao
da enzima (4-nitrocatecol) absorve luz com 480 encamprimento de onda, diferente

do substrato da reacgmitrofenol).
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No momento da andlise foi determinado o espectraatusorcdo daop-
nitrofenol, em cubetas de quartzo usando uma swlde@-nitrofenol 0,1 mM (Allis e
Robinson, 1994). A leitura da absorbéancia foi rzala em espectrofotometro Shimadzu
UV 1601. O substratop{nitrofenol 10 mM), preparacdo microssomal (2 mgy/enl
solucéao tampéao kPO, 100 mM (pH 6,8) foram adicionados a cubeta detiplasA
reacdo foi iniciada com adicdo do sistema regenerdd NADPH a 37°C apds 5
minutos adicionais de incubacgéo, a atividade fgisteada, a 480 nm, durante 10
minutos. O coeficiente de extingdo do 4-nitrocat¢8b7 mM*cm?) foi utilizado para
o calculo da concentracdo do produto formado. Qsltedlos foram expressos em

nanomoles 4-nitrocatecol/mg proteina/minuto.

IV.3.7.3 Determinacdo da atividade de eritromicidNrdesmetilase (END)

e N-nitrosodimetilamina-N-desmetilase (NDMA-d)

As atividades END e NDMA-d, marcadoras, respecteat® de CYP3A2 e
CYP2EL, foram quantificadas através da formac&domealdeido pelo método de Nash
(1953). A reacao ocorreu em tubos de polipropiei3d°C aos quais foram adicionados
a preparacdo microssomal (Img/mL) diluida em tamip&50 mM KCI 150 mM pH
7,4) e substrata,e. eritromicina 1 mM ou nitrosodimetilamina 0,4 mM.

Uma curva com diluicdes sucessivas de formalde@docénstituida. A
reacdo foi iniciada ap0ds a adicao de sistema reggoede NADPH (Glicose-6-fosfato
10 mM, B-NADP 0,4 mM, MgC} 10 mM, Glicose-6-fosfato-desidrogenase 1 U/mL).
Decorridos 30 minutos de incubacédo a 37 °C, a cefa¢dnterrompida com a adicao de
ZnSQ, 25%. Apds 15 minutos em banho de gelo, foi adai@nsolucdo saturada de
Ba(OH), e as amostras foram centrifugadas a 13000 RPMut® minutos e 300l
de reagente de Nash (acetato de amoénio 2 M, aciélica 0,05 M e acetilacetona
0,02M), adicionados a 7Q0 do sobrenadante. As amostras foram incubadasaehmb
maria (Het§) a 50 °C por 30 minutos. A leitura de absorbaroiarealizada em
espectrofotdmetro (Molecular DeviceSpectra max plus384) a 412 nm. Os resultados

foram expressos em nanomoles de formaldeido/mgipadtninuto.

| V.3.7.4 Determinacao da atividade de anilina-4dnoxilase (A4H)

90



A atividade de anilina-4-hidroxilase (A4H) foi detenada pelo método de
Schenkmaret al. (1967) e baseia-se na formacdo de 4-aminofenolecbdo a um
complexo fenol-indofenol cuja absor¢do méaxima acar630 nm.

A reacdo ocorreu em tubos de polipropileno a 3F&am adicionados a
preparacdo microssomal (10 mg/mL em tampéao Trisni200pH 7,8) a anilina 50 mM.
A reacao foi iniciada com a adicdo de sistema regelor de NADPH (Glicose-6-
fosfato 10 mM, B-NADP 0,5 mM, Glicose-6-fosfato-desidrogenase 0,Bnl) e
interrompida com a adicdo de &cido tricloroacé®€86 depois de 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas e, ao sobrenadardaenfadicionados solucdo de fenol
1% e carbonato de sodio 1M. Uma curva com diluicgiesessivas de padrdes de 4-
aminofenol. A leitura foi realizada em espectofoéirm (Molecular Devices Spectra
max plus384) a 630 nm. Os resultados foram expseg€sn nanomoles de 4-

aminofenol/mg proteina/minuto.

IV.3.8 Expressdo de proteina por técnica de SDSIHA e

immunoblotting

A corrida eletroforética foi realizada em gel ddigmilamida a 8% e a
transferéncia foi realizada em papel de nitrocekiloForam utilizados anticorpos
policlonais anti-CYP1Al (desenvolvido em cabra) rei-€YP3A (desenvolvido em
coelho) Tabela IV.2) e secundarios conjugados a fosfatase alcalimaedaos pela
Santa Cruz Biotechnologies. Os anticorpos securslariilizados foram: burro anti-
cabra IgG (sc-2037) e burro anti-coelho 1gG (sc®31

A corrida foi realizada em cuba de eletroforeseefilomini Ve, Amersham
Pharmacia Biotech) acoplada a uma fonte (EPS 30&rgtram Pharmacia Biotech) a
20mA no gel de empacotamento e, posteriormente) anA no de resolucédo. A
transferéncia foi realizada durante a noite emadedie transferéncia (Hoefer mini Ve,
Amersham Pharmacia Biotech). Apds a transferérgimembranas foram lavadas em
TBS e bloqueadas com solugédo de gelatina 3% em pBI0 minutos. Apos novas
lavagens com TTBS, as membranas foram incubadasocanticorpo primario por 90
minutos. ApOs novas etapas de lavagem em TTBS,reacoa incubacdo com o
anticorpo secundario por 60 minutos e revelacao @substrato para fosfatase alcalina
da Bio-Rad.
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As membranas foram fotografadas e a densitometas Handas

quantificadas utilizando o Software Image J 1.3®atipnal Institutes of Health, USA).

Tabela IV.2. Anticorpos primarios utilizados para o estudo deressdo de CYP 1Al e

CYP 3A em figado de ratos tratados com AM.

Anticorpo Cddigo Peso Caracteristicas

primario  fabricante” molecular

CYP1lAl sc-9828 56 kDa Desenvolvido contra peptideo da regido C-
terminal de CYP1A1 murina e reconhece
também CYP1A2 de camundongo, rato e

humano.

CYP3A sc-25845 55kDa Desenvolvido contra os aminoacidos 204-503
da regido C-terminal de CYP3A4 de origem
humana e reconhece 3A camundongo, rato e

humano.

"Santa Cruz Biotechnologies
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IV.3.9 Andlise de expressédo génica peal time RT-PCR

IV.3.9.1 Extracdo e quantificacdo de RNA das ameastide figado

No momento da extracdo foi adicionado as amostrasL1do reagente
Trizol® (Invitrogen). Os fragmentos foram homogeneizados @ auxilio de um
homogeneizador de tecidos elétrico (Polyfjoem banho de gelo e, posteriormente
foram adicionados 200L de cloroférmio (Tedid). As amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 12000G a 4°C em centrifuga refmpe (Mikro 22R, Hettich). A fase
aquosa resultante foi retirada e transferida pataost eppendorfs onde foram
adicionados 5Q0L de isopropanol (Tedf e nova centrifugacdo (10 minutos, 12000g,
4°C) realizada. O sobrenadante foi descartado e denétanol (Tedfd 75% em agua
desionizada tratada com dietil-pirocarbonato (DE®i@ma) (dgua DEPC), adicionado.
Outra centrifugacdo de 5 minutos a 7500g a 4°Créalizada, o sobrenadante
descartado e cageelletressuspendido em 2. de HO DEPC.

O volume de fiL foi retirado de cada amostra para a determinalg@o
concentracéo de RNA total utilizando-se o espeuntidofietro ND-1000 (NanodrSjp. A
concentracdo de RNA de cada amostra foi expressan@pL e as amostras

armazenadas a —80°C.

IV.3.9.2 Sintese de DNA complementar (DNAC)

Na etapa de sintese de DNAc foi utilizado o kit&apript I (Invitrogen).
Foram adicionados a tubasppendorf luL de mistura de nucleotideos (dNTP)
(Invitrogen), JL de oligodT (Promega), volume de amostra contéhfdg de RNA e
agua DEPC. As amostras foram aquecidas por 5 nsinat65°C em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf) e foram adicimsadiL de tampadirststrand 5
vezes concentrado (Invitrogen)l2de DTT 0,1M e fiL de RNAseOLft (Invitrogen).
Esta mistura foi incubada no termociclador (Magteder Gradient, Eppendorf) por 2
minutos a 42°C e, posteriormentqill de transcriptase reversa Superscript Il
(Invitrogen) foi adicionado. As amostras foram ibadas em termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf) por 50 minutogt22C e uma etapa final de

93



desnaturacdo de 15 minutos a 70 °C foi realizada.amostras de cDNA foram

armazenadas a —80°C.

IV.3.9.3 Quantificacéo relativa dos niveis de RNAwor real time RT-PCR

Os niveis de RNAmM das enzimas CYP1A2, 2E1 e 3Aildnicquantificados
através da técnica deal time PCR utilizando-se a metodologia TaqgfigApplied
Biosystems). Nestes ensaios utiliza-se uma se@iéooim aproximadamente 18
nucleotideos, denominada sonda, que anela esp@oefite no DNA complementar do
gene alvo. Esta sonda encontra-se conjugada auardfibro que durante a etapa de
extensdo é clivado pela acdo exonucleasica da Ddlitngrase. Apds a clivagem o
sinal de fluorescéncia é emitido e pode ser dategbelo termociclador em tempo real
(real tim@ (7500 Fast — Applied Biosystems).

Para os genes-alvo foram utilizadas sondas corjisgadm o fluoréforo
FAM®, para o controle endéger@-actina foi utilizada sonda conjugada com o
fluoréforo VIC®. Todas as sondas utilizadas neste trabalho condtaratalogo da
Applied Biosystems e tem suas sequéncias protegmgsatentes comerciais.

As sondas utilizadas foram:

- gene CYP 1A> Rn00487218 m1;

- gene CYP 1A2> Rn00561082 m1;

- gene CYP 2EP> Rn00580624m1;

- genef3-actina—> 4352-340E.

Os ensaios foram realizados em placas Opticas deogbés (Applied
Biosystems) onde foram pipetadosuBde solucédo contendo todos os componentes
necessarios para a reacao de PCR (Master Mix -éppliosystems) e @Al de cDNA.

A diluicdo de cDNA utilizada para cada sonda foiedminada através de curvas de
eficiéncia previamente realizadas.

A validacdo das sondas foi feita utilizando a imatigo e o valor de’Rle
curvas de amplificacdo com diferentes quantidagesDINA para cada uma das sondas
utilizadas. Foram utilizadas amostras de cDNA dmais controle. Os pontos da curva
foram preparados através de diluicdo seriada de 3at

Os niveis de transcricdo de cada gene foram adafisatravés da diferenca

de expressao entre o gene alvo e o controle endd@gEnma mesma amostra, medido
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através do limiar de cicloshfeshold cycle (ACt). A expressao relativa entre 0s grupos
de animais tratados com AM e tratados com veiadat(ole) foi analisada através da
diferenca dos valores d&Ct de cada animal tratado contra a meédia\@é do grupo

controle através da formula®&",

IV.3.10 Andlise estatistica

As variaveis que apresentaram distribuicdo nornpakrafmétrica) foram
avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) segdiolaestepost hocde Tukey Para
as variaveis que aparentemente ndo apresentaibuligo normal, os resultados foram
comparados através do teste ndo-paramétrico dekdds\W&allis seguido do teste de
Mann-Whitney para determinar as diferencas entrgropos. Em todos os casos, as

diferencas foram consideradas significativas quand®,05.
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IV.4 Resultados
IV.4.1 Alteracé@o de peso corpéreo e pesos dos g8gao

Os ratos tratados com AM (50, 150 e 300 my/i8fdia) durante 20 dias
ndo apresentaram alteracdes significativas dequepdreo Tabela 1V.3).

O peso absoluto do baco, a partir da menor dosdagvo, a partir da dose
de 150 mg SPkg, estava aumentado cerca de duas vezes quania@mo com o
peso do 6rgdo em animais tratados apenas com oloe@ peso relativo do baco na
maior dose (300 mg 3kg) também foi maior do que o peso do 6rgdo nossra
tratados com a dose de 50 mg'&p. O peso absoluto e relativo do coracéo de d@sima
tratados com 300 mg kg estava aumentado quando comparado com todmstias
grupos,.e. veiculo, 50 e 150 mg $kkg.

O peso relativo do figado de animais tratados cot rBg Sbi/kg estava
aumentado quando comparado aos outros grupos dstuda

O peso dos rins (absoluto) de animais tratados @omaior dose estava
aumentado quando comparado ao peso dos rins dowianiratados apenas com
veiculo. O peso relativo dos rins dos ratos tragaclam a maior dose, por sua vez,
estava aumentado quando comparado com o peso #o grgpo tratado apenas com
veiculo no grupo tratado e com a menor dose.

Os resultados indicam, portanto, que o tratamemto @ AM durante 20 dias

aumentou os pesos do bacgo, do coracgéo, do figdds Ens.
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Tabela IV. 3. Peso corporeo (g) e pesos absolutos (g) e reta() dos orgaos de

ratos machos tratados com veiculo, 50, 150 ou 3§®bikg/dia durante 20 dias por

via subcutanea.

Veiculo AM 50 AM 150 AM 300
Baco (Q) 0,85+0,10  0,98%0,14  1,04+0,18  1,67+0,45
Bago (%) 0,25+0,02 0,29+0,02 0,33+0,03  0,52+0,13""
Coracao () 1,12+0,10 1,1840,13  1,09+0,09 1,58+0,17*""
Corag&o (%) 0,34+0,03 0,35:0,02  0,34+0,02  0,49+0%8°
Figado () 11,75+1,48  11,52+1,42 10,93#1,01 12,37+0,92
Figado (%) 3,51+0,16 3,4240,12  3,44+0,11  3,88+0%2B°
Pulmdes (g) 1,57+0,30 1,71+0,43  1,09+0,09" ND
Pulmées (%) 0,50+0,09 0,5020,09  0,34+0,02 ND
Rins (g) 2,52+0,32 2,48+0,36  2,49+0,53  3,18+0,27%
Rins (%) 0,75+0,07 0,74+t0,04  0,78+0,14  0,92+0%3

PESO CORPOREC 334,72+36,08 337,13+42,4 317,75+22,2. 318,83+18,3()

Valores: MédiatDPAnalise estatistica: Peso absoluto e corpéreo: ANG¥guido do teste post hoc

Tukey peso relativo: Kruskal Wallis e Mann Whitndiferengas p<0,08 #veiculo® #AM 50 ¢ #AM

150
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IV.4.2 Concentracdo de antiménio total no sanguee figado

A concentracao residual (24 horas apos a ultinsz)dde antiménio no

sangue de ratos tratados com AM (300 mYy/I&fsdia por 20 dias) foi 23,9+74g/g
(médiatDP), enquanto que no figado a concentrag@6f9+3,1ug/g (Figura IV. 6).
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Figura IV. 6: Concentragdo de antiménio em sangual e figado em ratos Wistar trata
com 300 mg Stkg/dia durante 20 dias por via subcutanea e $zaulis 24 horas ap6s a

Gltima dose.
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IV.4.3 Atividade de isoformas de CYP hepaticas

A atividade de EROD estava deprimida no figado atesr tratados com
doses repetidas de AM (150 e 300 md/Biydia) durante 20 dias. Os percentuais de
inibicio de EROD nessas doses, em relacdo ao weifmrbm 46% e 52%
respectivamente~(gura IV. 7a).

A atividade de MROD (6 a 9%) nos grupos tratados doses repetidas de
AM (50, 150 e 300 mg Sikg/dia) estava discretamente diminuida, quandopenata
com a atividade no grupo tratado apenas com o lee(Eigura 1V. 7b).

O tratamento por 20 dias inibiu significativameate atividades de BROD
nos grupos tratados com as doses de 150 e 300 hikgSte AM, em 33% e 40%,
respectivamenteF{gura V. 7c). A atividade de pentoxiresorufina-O-desalquilase
(PROD) estava inibida (19%) apenas no grupo tratado a maior deose de AM (300
mg SB'/kg) (Figura IV. 7d).
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Figura IV. 7: Atividade de etoxiresorufin®-desalquilase (EROD), metoxiresorufi@a-
desalquilase (MROD), benziloxiresorufi@aeesalquilase (BROD) e pentoxiresorufifa-
desalquilase (PROD) em figados de ratos Wistaadoat por via subcutanea com o veicul
AM (50, 150 e 300 mg Sikg/dia) durante 20 dias e sacrificados 24 hords apiltima dose
Valores: média tDPRiferencas (p<0,05) detectadas por Anova seguidasiepost hoc

Tukey a#veiculo; 50 mg SB/kg; 150 mg SH/kg.
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O tratamento com AM deprimiu a atividade de ENDtedas as doses €.

50, 150 e 300 mg Skkg/dia) Figura 1V.8). Os percentuais de inibicio foram de 23%,
25% e 26%, respectivamente.

A A4H estava inibida no grupo tratado com 300 md/Bpdia quando
comparado com todos os outros grupas,veiculo, 50 e 150 mg $kkg/dia de AM
(Figura IV.9). A inibicdo observada no grupo tratado com a mdose, em relagdo ao
tratado apenas com o veiculo, foi de 33%.

A atividade de N-nitrosodimetilamina desmetilaséaes diminuida no
grupo tratado com 300 mg Skg/dia, quando comparado com o grupo tratado apena
com veiculo Figura 1V.10).

O grupo tratado com a maior dose de AM (300 my/igjidia) teve a
atividade dep-nitrofenol hidroxilase aumentada, quando comparedm todos os
outros gruposi.e. veiculo, 50, 150 mg Skkg/dia de AM Eigura IV.11). A inducéo

foi de 68% quando comparada ao grupo tratado apemaseiculo.
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IV.4.4 Expresséo de CYP hepaticas pela técnicanaimunoblotting

Em cada gel de eletroforese foram colocadas ansadtraiferentes animais
tratados com veiculo apenas ou com AM. As proteseparadas por eletroforese foram
transferidas para membranas de nitrocelulose dauas com anticorpo primario anti-
CYP1A ou anti-CYP 3A. Nas figurdsgura IV. 12 e Figura IV. 13 sdo mostrados os
resultados de trés diferentes membrgagagb) e (c).

Os niveis de proteina das isoformas CYP1AEgura IV. 12) e CYP3A
(Figura IV.13), separadas por eletroforese e analisadas pelaaé@immunoblotting
nao diferiram entre animais tratados apenas coouleé aqueles tratados com 300 mg
Sb’/kg/dia. Os niveis de proteinas foram determinagds a medicdo da densidade de

cada banda, calculada através da analise de pelalsarea.
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IV.4.5 Quantificacdo dos niveis de RNAm de CYP

A Figura IV. 14 ilustra o nimero de ciclos necessario para atungitimiar
de fluorescéncia determinado. Esses resultadosaimdigue a isoforma expressa em
maior quantidade no figado de ratos € a CYP1AZéeastisoformas estudadas.

Os niveis de RNAm da CYP1A2 estavam diminuidos (@50apenas na
menor dose de AM (50 mg$%kg/dia) Figura IV. 15 (a)). Os niveis de RNAm da
CYP2EL nos ratos que receberam a maior dose de 380l hgSk/kg/dia) estavam
diminuidos quando comparados com todos os outrgsogrtratados com AM,e. 50,
150 e 300 mg Stkg/dia (Figura(b)).

Os niveis de RNAm da CYP 1Al, entretanto, estavameatados cerca de
5 a 7 vezes, em todas as ddses0, 150 e 300 mg Stkg/dia Figura IV. 15 (c)).
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IV.5 Discussao

As alterac6es de peso do figado, baco, rins e &oyagn ratos tratados com
AM sugerem que esses sao 0Orgaos alvo do tratameomo os antimoniais
pentavalentes. Efeitos nefrotoxicos, cardiotoxieosepatotoxicos foram descritos em
seres humanos (Veigd al, 1983; Sampaiet al, 1997; Chulaet al, 1988) e em ratos
(AlKhawajah et al, 1992; Pooret al, 1998). E possivel que a espécie de antiménio
acumulada seja a trivalente, que pode resultargemde parte, da biorreducdo do
antiménio pentavalente.

A analise dos niveis de antiménio total no figadmesangue, 24 horas apés
a administracdo da ultima de uma série de 20 dbiddas, indica que as concentragcdes
de antiménio residual (componente lento de elinfioagcsdo, neste momento,
semelhantes nas duas matrizes. Na primeira paste ttabalho, entretanto, haviamos
mostrado que, em primatas ndo humanos, os niveistiiednio total no figado, 60 dias
apos a ultima dose diaria de uma série de 21,astavais elevados do que os niveis no
plasma. Esses dados preliminares em primatas néarus (Rhesus) sugerem que o
figado € um o6rgdo de depdsito do antiménio residqual cessada a exposicdo, seria
mobilizado muito lentamente para a corrente sarguii possivel que o0 mesmo ocorra
em ratos.

A atividade e expressdo das CYP podem ser altemmadiversos estados
patoldgicos, tais como diabetes (Yamagbal, 1989) e infeccbes parasitarias e virais
(De-Oliveiraet al, 2006; Sheweitat al, 2002; Coombet al, 1990; Kirbyet al, 1994)

e também em decorréncia da exposi¢cdo a xenobiptwomso poluentes (Bektt al,
2007; Edwardset al, 2007), agrotoxicos (Oropeza-Hérnandagzal, 2003) e metais
(Tully et al, 2000; Vakhariat al, 2001; Nebbiat al, 1997).

Neste estudo foram avaliadas as atividades mam@sdde diferentes
isoformas de CYP de ratos tais como: EROD/MROD RCX1/2), BROD/PROD
(CYP2B1/2), END (CYP3A) e NDMA/A4H (CYP2EL). Os oatmachos tratados com
AM apresentaram diminuicdo das atividades EROD, BREROD, MROD, END,
NDMA e A4H, de maneira dose-dependeritalqela IV. 3). Entretanto, a atividade de
PNPH, que é descrita como sendo marcadora de CY&2B\la aumentada.

As isoformas de CYP apresentam sobreposicdo deciisigades de
substratosTabela IV. 1). Por exemplo, a atividade de A4H, € mediada poPZE1,
mas também € catalisada pela CYP1A2 em microssbmmosinos (Kobayastet al,
2003). A especificidade da atividade de PNPH peMPZE1l foi determinada
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inicialmente, a partir do aumento de 4-nitrocateqs o tratamento de ratos (Dickér

al., 1990) e coelhos (Koop, 1986) com etanol, indakassico desta isoforma.

Tabela 1V.4: Alteracdo das atividades cataliticas de CYP igado de ratos tratados
com AM (50, 150 e 300 mg $tixg/dia) durante 20 dias por via subcutanea.

Atividade AM 50 AM 150 AM 300
(% alteracio) (% alterag&o) (% alteragio)

=ROD NS | (o) | 69
MROD L®) L@ e)
BROD NS | @3) | 40)
PROD NS NS l (19)
NDMA NS NS l (20)
A4H NS NS | (33)

PNPH NS NS T (68%)
END 1 (@3 | (25) | (26)

NS — ndo significativo. Diferencas (p<0,05) detdatapor Anova seguida do teste post

hoc Tukey
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Por outro lado, outras isoformas CYP também paresemcapazes de
catalisar a hidroxilagdo dp-nitrofenol, formando 4-nitrocatecol (Zerilét al, 1997;
Kobayashiet al, 2003). Ratos tratados com dexametasona, indwoCYP 3Al,
apresentaram aumento da atividade hepatica de FéRH no entanto, apresentarem
diferencas de expressdo de CYP2E1l (Zegtlial, 1997). No mesmo estudo, a
incubag&o com anticorpos anti-CYP2E1 e anti-CYP3Aiu a atividade de PNPH em
92%, sugerindo que outras isoformas também podertantribuir em menor grau para
essa reacao. A hidroxilacdo de PNP pelas CYP2E2,el3A1 de ratos foi confirmada
em outro estudo realizado por Kobayashial. (2003). Em microssomo hepéatico
humano, além da CYP2EL, as CYP3A4 (Zeetlal, 1997), 2A6 e 2C19 (Monostoet
al., 2004) também parecem estar envolvidas na hicigha de PNP.

Os resultados da quantificacdo dos niveis de RNAwstnaram que, dentre
as isoformas estudadas, a CYP1Al é a menos expresigado dos ratos do grupo
controle. Os niveis de RNAm de CYP1A2 e CYP2E1 westadiminuidos apos o
tratamento com AM. Entretanto, os niveis de RNANCYé1A1 estavam aumentados

de 5 a 7 vezes em todos o0s grupos tratados comrabk(a IV.5).

Tabela IV.5: Alteracdo dos niveis de RNAm e a proteina de GfR figados de ratos
tratados com 50 (AM 50), 150 (AM 150) e 300 md/Rb/dia por via subcutanea (AM
300) durante 20 dias.

CYP Atividades Niveis de RNAmM Expressao de
marcadoras AM50 AM150 AM 300 proteina
1A1 EROD, MROD T (5%) 1 (7,6x) 1(5,2x) -
1A2 EROD, MROD | (0,5x) NS NS N
2B1/2 BROD, PROD ND ND ND ND
2E1 NDMA, A4H NS NS 1 (0,3x) ND
3A END ND ND ND -

NS — n&o significativo; ND — ndo determinado; diminui¢éo;t - aumento;— - sem

alteracao.
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A exposicaoin vitro ao arsenito, cadmio e cromo aumentou os niveis de
RNAmM de CYP1Al mas diminuiu a atividade de enzimdassubfamilia CYP1A
(Elbekai & EI-Kadi, 2004). A transcricdo de CYPlAdmbém foi induzidan vitro,
mas os niveis de CYP total e a atividade de testwsh hidroxilase estavam diminuidos
em ratos expostos ao cadmio (Vincental, 1997). Esses resultados sugerem que a
inibicdo da atividade de CYP1Al durante a exposgduetais € provocada ao nivel
pos-transcripcional Outra explicacdo € que o0s meddteram o0s niveis de RNAmM
através da estabilizacdo dos transcritos (Elbek@l-&adi, 2004; Songt al, 1987). A
producdo de ROS por metais como arsénio, cadmin@lmo (Pourahmaet al, 2003)
pode diminuir a atividade catalitica de CYP1Al/2msdiminuir a quantidade de
proteina (El-Kadiet al, 2000). A inducdo dos niveis de RNAmM durante aosixjdio a
metais pode ocorrer através da producdo de ligaltagceptor hidrocarboneto arila
(AhR) durante a degradagdo de componentes celuf@ot®unwouet al, 2001). O
AhR é um fator de transcricdo citosoélico ativado figante que modula a ativagédo
transcricional de diversos genes, incluifdgP1Ale CYP1A2(Hankinson, 1995). A
inducdo de CYP 1Al (Anandatheerthavaratlal, 1997) apos o tratamento cdsn
naftoflavona, agonista de AhR, levou ao acumulocC¥d1A1l na mitocondria e em
microssomos de figado de ratos. O produto do awmntranscricdo de CYP1A1l pode
ser direcionado para a mitocondria durante estddasstresse oxidativo (Gentral,
2006). Nesse caso, os niveis de RNAmM podem esteadis e a atividade microssomal,
inalterada ou até, diminuida.

Os resultados relativos aos niveis de RNAmM, a ssfre de proteina e as
atividades indicam que o mecanismo de inibicio G¥$ examinadas, apds o
tratamento com AM, muito provavelmente é pés-tramhad, uma vez que somente a
atividade apresentou diferencas significativas.iriinlicdo das atividades, observada
durante o tratamento com AM, poderia ser explicpgéa degradacdo do heme
decorrente da ativagdo da heme oxigenase (HO) ibepaomo observado em
Drummond & Kappas (1981).

A atividade de HO pode inibir diferentes isoforntkes CYP (Spinket al,
2002; Kaminsky, 2006; Gonet al, 2004; Liuet al, 2004; Yacet al, 2007). Existem
duas isoformas de HO, HO-1 expressa constitutivéenam baco, figado, rins e medula
0ssea e HO-2, cuja expressao pode ser induzidérabro, testiculo e sistema vascular
(Kikuchi et al, 2005). A HO é responsavel pelo catabolismo doehemtrossomal

(Kikuchi et al, 2005), formando biliverdina, monoxido de carboaoferro. A
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biliverdina é convertida em bilirrubina pela enzibiverdina redutase (Maines, 1988;
Shibahara, 1988). A HO funciona como sistema des@etontra estresse oxidativo,
uma vez que a biliverdina e bilirrubina sdo antlaxites (Stockeet al, 1987; Poss &
Tonegawa, 1997; Otterbeat al, 2000; Barananet al, 2002). O sistema microssomal
da HO envolve também a enzima NPR, responsavelrediaggdo do complexo férrico
heme-HO, no inicio do processo de degradacdo de lf¥oshida & Kikuchi, 1978),
mesma funcao exercida no ciclo catalitico das GF¥igura IV.3).

A inducdo de HO-1 no figado pode ser causada pdaingstracdo de
hemina, hemoglobina (Shihabaea al, 1978; Shihabarat al, 1979), endotoxina,
bromobenzeno, hormdnios (Kikuchi, 1983) e ions lwes como o cadmio (Suzuki
al., 2003; Alamet al, 1994), o arsenito (Spinkt al, 2002; Jacobst al, 1998; Keyse
& Tyrrell, 1989) e o antiménio (Drummond & Kappd®81). A exposicdo a metais
aumenta a producéo de espécies reativas de oxi(fR@iS) e, nesse caso, a inducdo de
HO-1 seria um mecanismo importante de defesa cdlibau-Bakaret al, 2005). Além
do aumento da producdo de ROS, o cadmio e o aribmémbém interferem com
outras enzimas antioxidantes, como a superoxidmukese, a glutationa peroxidase e a
catalase (Minamiet al, 1982; Ossola & Tomaro, 1995; Wargt al, 1998;
Schaumliéffel & Gebel, 1998).

Drummond & Kappas (1981) mostraram a inducdo dadaile de HO
hepatica e renal em rat@&prague Dawleytratados com uma Unica dose, por via
subcutanea, de antimonio trivalente (tricloretadgmonio, tartaro emético, Astiban) e
pentavalente (pentacloreto de antiménio e PentQstAmos o tratamento com o0s
antimoniais trivalentes, foi observado o aumentoHia-1, a diminuicdo do heme
microssomal, do CYP total e das atividades da etiima desmetilase e da anilina
hidroxilase. A inducédo de HO-1 e a diminuicdo doRCgtal também foram observadas
em estudan vitro com midcitos cardiacos de ratos (Snavedeal, 1999).

A inducdo de HO provavelmente é causada pela edmsio antimbnio
trivalente, como mostrado por Drummond & Kappas8{}9Isto ndo exclui, todavia, a
participacdo do antimoniato de meglumina no mesrogsso, haja visto que em seres
humanos (Miekeleyet al, 2002), ocorre a biorreducdm vivo do antiménio
pentavalente para a forma trivalente. Sendo agsimyito provavel que o tratamento de
ratos com AM produza a espécie de antimonio regpehpela inducdo de HO-1.

A inducdo de HO aumenta a degradacdo do heme ealeainuicdo da
reserva de heme celular (Keyse & Tyrrel, 2000),rr@atando a diminuicdo das
atividades das CYP .
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Tendo em vista a possibilidade de extrapolacdordssltados para seres
humanos € importante considerar as diferencas plesséo e catalise das CYP em
ratos e no homem.

A CYP1ALl é altamente conservada em diferentes esspde animais como
ratos, coelhos e camundongos. A CYP1Al de rat@ses siumanos apresenta 79% de
semelhancas entre suas sequéncias de aminoacidosn(& al, 1994). Ambas podem
catalisar EROD (Burke & Mayer, 1975; Burke al, 1985), mas apresentam algumas
diferencas como a oxidacdo de benzo[a]pireno (Batial, 1995) e de warfarina
(Kaminskyet al, 1984).

As sequéncias de aminoacidos das CYP1A2 de raseses humanos séo
semelhantes em 75% (Jaiswat al, 1987) mas apresentam pequenas diferencas
cataliticas em relacdo a MROD (Guengerich, 1997)quase nenhuma na N-
hidroxilacdo de aminas heterociclicas (Yamazioa., 1984).

As isoformas da subfamilia 2A em geral, apresengatruturas primarias
parecidas, mas a atividade difere consideravelmerite espécies (Guengerich, 1997).

As CYP2B1 possuem 76% de identificacdo com a CYR2BR&a isoforma
desta subfamilia expressa no figado humano, eaasdim, em quantidades muito
pequenas (Mimurat al, 1993).

A semelhanca entre as CYP2E1 de coelhos, ratosres fiumanos € de
aproximadamente 80% (Gonzalez, 1986). A atividatelitica desta isoforma € muito
conservada entre as espécies. A CYP 2E1 esta @atevola oxidacdo do alcool etilico,
das nitrosaminas, de solventes e de acidos gré&wen@erictet al, 1991; Clarkeet al,
1994).

Em seres humanos foram identificadas as CYP3A4, 8887 (Komoriet
al., 1990) e, no rato, as CYP3A1, 3A2, 3A9, 3A18 e 3QANagateet al, 1990; Mahnke
et al, 1997). N&o existem, entretanto, informagfes sa@weeventuais diferencas
cataliticas entre as duas espécies.

As diferencas de seletividade entre as CYP humanssus respectivos
ortblogos em ratos podem ocorrer devido a difereneatre o0s sitios ativos
intraespécies; reacdes metabdlicas catalisadas ipelarma; diferencas de sitios
inibitérios (Kobayashet al, 2003).

As alteracOes das atividades de CYP durante lanh@isiose e o tratamento
devem ser avaliadas com especial atencdo. Poutodogsavaliaram o papel da
infecgdo na modulagéo das CYP . Foi mostrado goeicdongos BALB/c infectados

com Leishmania donovanapresentaram reducdo dos niveis hepaticos de GtéR t
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citocromo b5 e NPR. Além disso, as atividades apiima desmetilase, anilina
hidroxilase, benzfetamina desmetilase, etoxicuraadasmetilase e NDMA estavam
diminuidas (Coombet al, 1990). A aminopirina desmetilase e a anilina dxdase
também estavam diminuidas em hamsters infectadosLcalonovani(Singh et al,
1989).

Outro aspecto importante é que as alteracdes dasades das CYP
observadas no presente estudo podem ter impactpamametros farmacocinéticos de
medicamentos. E sabido que uma grande proporcaefdites adversos resultam da
interacdo entre medicamentos e de alteracdes dabalisimo mediado pelas CYP
(Gibson & Skett, 1994). Além disso, a modulacdo @& pode causar também
alteracdes funcionais no metabolismo do alcool (¢aal, 2007), tetracloreto de
carbono (Nakahirat al, 2003) e HPAs (Kaminsky, 2006).
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V. 6 Conclusodes

O tratamento de ratos com AM durante 20 dias dimirau atividade de
EROD (CYP1A1), BROD e PROD (2B1/2), END (3A2), NDM& A4H
(2E1) e, em menor grau, de MROD (CYP1A1/2).

A diminuicdo das atividades de NDMA e A4H contrastan 0 aumento de
PNPH e sugerem que esta Ultima ndo estaria tradtuzanatividade de
CYP2E1 no modelo estudado. Outra isoforma nao adelino estudo,

poderia estar induzida e ser a responsavel portisgdade aumentada.

A expressao de proteina das isoformas CYP1A e 3@& ajdresentou

diferencas significativas.
Os niveis de RNAm das CYP 2E1 e 1A2 estavam diidosunas doses de
50 mg SH/kg/dia e 300 mg Sfkg/dia, respectivamente. Os niveis do

RNAmM de CYP1A1 estavam aumentados.

Os resultados sugerem que a inibicao das atividdaessoformas de CYP

avaliadas provavelmente ocorre a nivel pos-tradatio
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Anexo I: Concentracédo de antimonio total em plaspgd) de macacos Rhesus apos a

primeira injecdo intramuscular com as doses de 80omg SH/kg de antimoniato de

meglumina.
5 mg SB'/kg
Hora Identificacdo dos macacos
coleta S62 140 142 06 T32 U48 Média DP
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000
2 0,000 0,105 0,121 0,087 0,082 0,086 0,080 0,042
4 1,326 3,285 1,711 1,439 0,926 1,246 1,655 0,838
6 0,172 0,510 0,117 0,238 0,098 0,074 0,201 0,162
24 0,014 0,039 0,018 0,014 0,013 0,020 0,011
20 mg SB/kg
Hora Identificacdo dos macacos
coleta M2 Uiz L30 034 u46 X53 Média DP
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,003 0,001
2 0,5 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,333 0,076
4 3,6 2,2 52 5,6 4,5 2,7 4,002 1,355
6 0,2 0,2 0,5 0,7 0,3 0,2 0,342 0,186
24 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,065 0,043

DP — desvio padréao
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Anexo Il: Concentracdo de antiménio total em papa de he®4ay/g) de macacos

Rhesus ap6s a primeira injecdo intramuscular conoass de 5 ou 20 mg Skg de

antimoniato de meglumina.

5 mg SB/kg
Hora Identificacdo dos macacos
coleta S62 140 142 06 T32 U48 Média DP
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000
2 0,024 0,024 0,017 0,025 0,016 0,019 0,021 0,004
4 0,244 0,277 0,207 0,185 0,095 0,156 0,194 0,065
6 0,043 0,103 0,047 0,074 0,030 0,046 0,057 0,027
24 0,045 0,056 0,058 0,000 0,040 0,057 0,043 0,022
20 mg SB/kg
Hora Identificacdo dos macacos
coleta M2 Uiz L30 034 u46 X53 Média DP
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000
2 0,045 0,000 0,039 0,059 0,062 0,051 0,043 0,023
4 0,424 0,456 0,000 0,924 0,841 0,395 0,507 0,336
6 0,120 0,115 0,000 0,138 0,119 0,098 0,098 0,050
24 0,131 0,101 0,150 0,068 0,128 0,100 0,113 0,029

DP — desvio padrao

157



Anexo Il : Concentracdo de antimdnio total em papa de hesm@g macacos Rhesus
tratados com 5 mg SKkg/dia de antimoniato de meglumina durante 21 dias

consecutivos.

Dias S62 140 142 06 T32 u48 Média

0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,0020,002
0,045 0,056 0,058 0,000 0,040 0,0570,043
0,090 0,000 0,000 0,035 0,042 0,0190,038
0,136 0,138 0,195 0,043 0,074 0,1370,105
12 0,142 0,099 0,201 0,066 0,085 0,1490,108
16 0,182 ND 0,193 0,102 0,102 0,142 0,185
19 0,157 0,181 0,215 0,084 0,094 0,1750,132
22 0238 0,23 0,271 0,098 0,094 0,1450,157
23 0,179 0,207 0,248 ND 0,101 0,199 0,159
26 0,132 0,150 0,056 0,062 0,078 0,1150,089
30 0,0r8 0,097 0,106 0,132 0,051 0,0900,083
33 0,05 0,048 0,0/5 0,041 0,040 0,0580,053
37 0,066 0,038 0,027 0,036 0,046  0,0330,039
40 0,045 0,058 0,050 0,031 0,029 0,0490,043
44 0,040 0,055 0,044 0,024 0,026 0,0380,039
47 0,028 0,041 003 0,018 0,019 0,0290,031
51 0,000 0,025 0,000 0,015 0,016 0,0240,026
54 0,024 0,038 0036 0,017 0,019 0,0250,030
58 0,066 0,033 0,082 0,016 0,013 0,0230,042
61 0,01v 0,027 0019 0,011 0,011 0,0150,023
68 0,013 0,018 0,016 0,009 0,010 0,0180,022
75 0,011 0,014 0,000 0,020 0,012 0,0140,024
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Anexo IV: Concentracdo de antimoénio total em papa de hemae@ macacos Rhesus
tratados com 20 mg %lkg/dia de antimoniato de meglumina durante 21 dias

consecutivos.

Dias M2 Uiz L30 034 U46 X53 Média
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,0020,002
2 0,131 0,102 0,150 0,068 0,128 0,1000,113
5 0,16 0,176 0,245 0,098 0,284 0,1510,185
9 0,216 0,186 0,346 0,133 0,000 0,2330,223
12 0,348 0,173 0,373 0,142 0,349 0,1980,264
16 0,275 0339 0,400 0,172 0,341 0,2210,291
19 0291 0261 0374 0,168 0,351 0,2490,282
22 0,331 0,304 0540 0,216 0,426 0,3210,356
23 0,262 0,260 0,395 0,166 0,338 0,2550,279
26 o1 0,173 0,288 0,0/5 0,227 0,1880,188
30 0,116 0,051 0,197 0,0/5 0,165 0,1320,122
33 0,090 0,096 0,145 0,060 0,145 0,0980,106
37 0,085 0,103 0,125 0,065 0,099 0,0780,092
40 0,01 0,0/70 0,100 0,046 0,099 0,0710,076
44 0,068 0,054 0,087 0,045 0,089 0,0520,064
47 0,060 0,049 0,064 0,034 0,072 0,0460,052
51 0,043 0,044 0,050 0,024 0,053 0,0320,041
54 0,044 0,043 0,057 0,033 0,065 0,0450,048
58 0,038 0,042 0,048 0,027 0,039 0,0340,038
61 0,030 0,032 0,033 0,019 0,038 0,0240,029
68 0,028 0,021 0,028 0,015 0,032 0,0200,024
75 0,019 0,021 0,000 0,000 0,026 0,0200,021
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Anexo V:Concentracdo de antimdnio total em plasma de madabesus tratados com

5 mg SB/kg/dia de antimoniato de meglumina durante 21 ciexsecutivos.

S62 140 142 06 T32 u48 Média

0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000
2 0,014 0,039 0,018 0,000 0,014 0,013 0,020
5 0,020 0,016 0,019 0,017 0,011 0,014 0,016
9 0,033 0,034 0,041 0,013 0,014 0,019 0,026
12 0,049 0,052 0,042 0,019 0,013 0,021 0,033
16 0,028 ND 0,043 0,021 0,020 0,020 0,047
19 0,034 0,041 0,052 0,031 0,027 0,030 0,036
22 0,039 0,042 0,039 0,018 0,013 0,013 0,027
23 0,044 0,058 0,047 0,024 0,027 0,029 0,038
26 0,034 0,043 0,034 0,024 0,019 0,018 0,029
30 0,016 0,019 0,021 0,016 0,016 0,008 0,016
33 0,014 0021 0,019 0,014 0,012 0,010 0,015
37 0,013 0,017 0,014 0,012 0,009 0,007 0,012
40 0,008 0,018 0,012 0,012 0,00/ 0,009 0,011
44 0,008 0,011 0,012 0,007 0,006 0,006 0,008
47 0,007 ND 0,009 0,006 0,000 0,006 0,007
51 0,006 0,007 0,006 0,007 0,005 0,004 0,006
54 0,006 0,009 0,007 0,007 0,006 0,006 0,007
58 0,007 0,008 0,008 0,006 0,005 0,006 0,006
61 0,009 0,008 0,007 0,007 0,006 0,006 0,007
68 0,005 0,007 0,007 0,009 0,005 0,004 0,006
75 0,004 0,005 0,000 0,000 0,003 0,003 0,004

ND — ndo determinado
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Anexo VI:Concentracdo de antimonio total em plasma de madahesus tratados com

20 mg SW/kg/dia de antimoniato de meglumina durante 21 dimsecutivos.

Dias M2 Uiz L30 034 u46 X53 Média

0 0,005 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000
2 0,039 0036 0,051 0,057/ 005 0,151 0,065
5 0,068 0,052 0,045 0,072 0,057 0,049 0,057
9 0,0r0 0,113 0,082 0,099 0,113 0,078 0,092
12 0,077 0,085 0,110 0,081 0,064 0,092 0,085
16 0,093 0,084 0,08 0,0/9 0068 0,0/5 0,081
19 0,092 0,090 0,078 0,080 0,080 0,081 0,083
22 0,120 0,000 0,087 0,111 0,088 0,078 0,096
23 0,089 0,070 0,078 0,087 0,293 0,0/4 0,115
26 0,044 0,055 0,042 0,068 0,037 0,045 0,049
30 0,028 0,024 0,024 0,032 0,023 0,024 0,026
33 0,027 0,024 0021 0,031 0,020 0,027 0,025
37 0,022 0,021 0,018 0,023 0,024 0,017 0,021
40 0,015 0,018 0,013 0,019 0,014 0,015 0,016
44 0,013 0,013 0,012 0,013 0,013 0,013 0,013
47 0,012z 0,010 0,009 0,012 0,009 0,009 0,010
51 0,012 0,010 0,008 0,013 0,00/ 0,009 0,010
54 0,009 0,008 0,008 0,010 0,007/ 0,008 0,008
58 0,009 0,010 0,008 0,009 0,010 0,009 0,009
61 0,010 0,008 0,007 0,009 0,008 0,008 0,008
68 0,008 0,008 0,008 0,006 0,008 0,008 0,007
75 0,005 0,006 0,000 0,000 0,004 0,006 0,000

ND — ndo determinado
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O tempo

A vida é o dever que ndés trouxemos para fazer ca
Quando se V&, ja sao seis horas!
Quando se Vé, ja é sexta-feiral
Quando se V€, ja é natal...
Quando se V€, ja terminou o ano...
Quando se vé perdemos o0 amor da nossa vida.
Quando se vé passaram 50 anos!
Agora é tarde demais para ser reprovado...
Se me fosse dado um dia, outra oportunidade, ewiteawa o reldgio.
Seguiria sempre em frente e iria jogando pelo chmacasca dourada e indtil das
horas...
Seguraria 0 amor que esta a minha frente e digagu amo...
E tem mais: ndo deixe de fazer algo de que gosidala falta de tempo.
N&o deixe de ter pessoas ao seu lado por puro deesder feliz.
A Unica falta que tera sera a desse tempo qudizimfente, nunca mais voltara.

Mario Quintana
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