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RESUMO

A tripanossomiase americana — Doenca de Chagas — € uma parasitose tipica
de paises tropicais e subdesenvolvidos. Devido a grande abrangéncia da doenca,
somada a dificuldade encontrada pelos pacientes para adquirir os medicamentos,
Chung et al. (1996) sintetizaram o pro-farmaco hidroximetilnitrofural (NFOH). Esse
derivado do nitrofural (NF), em estudos preliminares, apresentou resultados
significativamente superiores aos observados com benznidazol e nitrofural,
disponiveis para a terapia convencional. O presente estudo teve como objetivo a
avaliacao preliminar do potencial de hepatotoxicidade e cardiotoxicidade do NFOH
guando administrado a coelhos albinos. O protocolo experimental se deu através da
avaliacdo da atividade sérica dos biomarcadores hepéticos AST, ALT, GGT e
bilirrubina, e do cardiaco CK-MB. Os animais foram divididos em trés grupos (n=5),
qgue receberam NFOH, NF e o veiculo DMSO duas vezes ao dia, durante 24 dias.
Para realizacdo das andlises foram coletadas amostras de sangue a cada seis dias.
Os testes foram realizados através de kits bioquimicos para diagndéstico (Labtest®).
Os niveis de AST e ALT dos grupos expostos aos farmacos apresentaram
significativa diminuicdo com relagdo ao grupo controle, a bilirrubina ndo apresentou
alteracdes significativas, e a atividade sérica da GGT apresentou-se elevada tanto
nos grupos NFOH e NF quanto no grupo controle. Foi observada alta mortalidade
entre os animais expostos ao NF e os valores de CK-MB foram significativamente
superiores aos valores de referéncia descritos em literatura, sugerindo dano
cardiaco. Tendo como base tais resultados, concluimos que o pro-farmaco néo
originou prejuizos relacionados ao tecido hepatico, porém com relagdo a
cardiotoxicidade ha necessidade de estudos posteriores.

PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Chagas, hidroximetilnitrofural, nitrofural, toxicidade.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AST — Aspartato amino transferase.
ALT - Alanina amino transferase.

CK — Creatina Quinase.

CK-MB - Creatina Quinase-MB.
CO, - Dioxido de carbono.

DLsp —Dose Letal 50%.

DMSO - Dimetilsulféxido.

FDA — Food and Drug Administration.
GGT — Gama — glutamil transferase.
ICg5 — Intervalo de confianga 95%.
NF — Nitrofural; Nitrofurazona.

NFOH — Hidroximetilnitrofural.

OMS - Organizacdo Mundial da Saude.
RNA — Acido ribonucleico.

R? — Coeficiente de Determinacao.
TGO - Transaminase Oxalacética.

TGP — Transaminase Pirdvica.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da Doenca de Chagas

Segundo dados recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de
10 milhdes de pessoas estado infectadas pela Doenca de Chagas em todo o mundo,
principalmente na América latina, onde a doenca é endémica. Ainda, mais de 25
milhdes de individuos estdo expostos ao risco de infeccdo pelo T. cruzi, principal
agente etiolégico da parasitose (WHO, 2012).

Os primeiros registros acerca da doenca de Chagas datam de 1909, quando o
cientista brasileiro Carlos Chagas realizou investigacbes pioneiras sobre a
desconhecida parasitose muito comum em paises de toda a América Latina. No
momento, h& cerca de 2.500.000 individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi no
Brasil (Amato Neto & Pasternak, 2009).

Infelizmente, mesmo nos dias de hoje, a Tripanossomiase Americana é
tratada como doenca negligenciada, se encontrando a margem dos investimentos
das grandes industrias farmacéuticas para o desenvolvimento de novas moléculas
(Urbina, 2010).

Com prevaléncia observada na América Latina de uma maneira geral, essa
enfermidade obteve algum avanco recente no que diz respeito ao controle vetorial
da doenga, mesmo que alguns paises ainda sofram com a falta de vigilancia
epidemioldgica e de sustentabilidade de programas de controle descentralizados
(Hashimoto e Yoshioka, 2012).

Antes restrita a paises subdesenvolvidos e intimamente relacionada a
condi¢cbes precarias de vida e habitacdo, hoje a doenca de Chagas ganhou

proporcdes globais devido ao intenso movimento migratorio das areas rurais para as
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cidades, largamente observado principalmente na América latina entre os anos 70 e
80. Ainda, sua distribuicdo atingiu cidades na América do Norte e Europa, levada por
imigrantes das areas endémicas (Pereira Nunes et al., 2013).

Devido a sua grande incidéncia sob uma parcela da populacdo mundial, a
doenca tém se apresentado como um problema de ordem econdmica tanto nas
areas endémicas quanto no resto do mundo. Dentre os principais problemas
verificados, podem-se destacar as complicacdes clinicas causadas pela doenca,
como cardiomiopatia, faléncia cardiaca, megaeséfago e megacodlon, que demandam
tratamentos caros e levam a incapacidade do individuo infectado. Os gastos globais
com o tratamento das complicacdes da doenca de Chagas durante um ano séo
estimados em cerca de 7,19 bilh6es de doélares (Lee et al., 2013).

Coura e Borges-Pereira (2012) destacaram entre os principais problemas
relacionados a doenca de Chagas a necessidade de se conhecer mais amplamente
a patogenia e os padrdes evolutivos da doenca, além do desenvolvimento de um
farmaco que possa ter utilizacdo clinica tanto na fase aguda quanto crbnica, e a
priorizacdo de programas de controle da enfermidade em paises do continente sul
americano e México, evidenciando a necessidade de investimentos macicos em

estudos acerca dessa parasitose subtropical.

1.2. Infeccéo e patogenia

A doenca é transmitida por insetos da familia Reduviidae, incluindo as
espécies Panstrongylus megistus, Triatoma infestans e Rhodnius prolixus. A
infecc@o pelo T. cruzi ocorre a partir do momento em que esses protozodrios sao
depositados pelo vetor e entram em contato com mucosas ou, ainda, com lesdes

cutaneas do hospedeiro vertebrado. A transmisséao vetorial € a principal forma de
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contagio da doenca, ocorrendo através da picada do triatomineo que, ao ingerir o
sangue da vitima, deposita suas fezes em um local proximo da ferida. Este processo
provoca irritacbes no local que somadas as fezes contaminadas pelo parasita
proporcionam a sua penetragdo no organismo.

Outras formas de infec¢é@o pelo T. cruzi envolvem a transfusdo sanguinea de
pessoas infectadas ou o transplante de oOrgdos. Ainda, ha possibilidade do
aparecimento da doenca de Chagas congénita, quando mulheres gravidas
infectadas transmitem a doenca de maneira direta para o filho. Recentemente,
evidenciou-se uma rota hdo comum de transmissdo do mal de Chagas, através da
ingestdo de bebidas e comidas contaminadas com fezes dos triatomineos que
carregam o parasita. Acidentes laboratoriais também podem ser apontados como
possiveis causas de contaminacgao (Salomon, 2011; WHO, 2012).

De uma maneira geral, a doenca pode ser dividida em duas fases distintas —
aguda, e cronica. A fase aguda é caracterizada pelo grande niumero de parasitas
circulantes, que podem infectar uma ampla variedade de tecidos. Essa fase é
relativamente curta em humanos — dura cerca de dois meses — e logo o quadro
tende a evoluir para uma fase cronica assintomatica, caracterizada pela baixa
parasitemia e responsavel por aproximadamente 50%-70% dos doentes. Num
terceiro estagio da doenca o individuo parasitado pode apresentar sintomatologia
que envolve cardiopatias, megaco6lon ou megaesodfago. Técnicas de laboratorio mais
sensiveis tém sido empregadas no monitoramento da doenca e apontam que 0s
parasitas tém o habito de se esconder profundamente no coracao e outros tecidos,
de modo que circulam em baixo nimero no sangue, esse periodo coincide com a

fase crénica da doenca (Fuentes et al, 2012).
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De acordo com Pinazo et al. (2013), nos dias de hoje, a infec¢ao pelo T. cruzi
também tem sido caracterizada como oportunista em pacientes imunossuprimidos
ou em tratamento com medicamentos imunossupressores, 0sS quais podem
apresentar reativacdo da Doenca de Chagas sob essas condicfes. A reativacao é
caracterizada como um aumento da parasitemia mesmo na auséncia de sintomas
clinicos, sendo que o0s sintomas mais comuns da reativacdo sdo nédulos
subcutaneos, miocardites, febre, meningites, encefalites e infarto.

Ainda, ha a crescente relacdo da Doenca de Chagas com o surgimento de
neoplasias em pacientes infectados. De acordo com a literatura pouco se sabe sobre
a relacdo entre as doencas neoplasicas e a infeccao pelo T. cruzi, ou sobre como a
resposta imune induzida pela parasitose altera o desenvolvimento das neoplasias.
Essa relacdo tem sido estudada sob trés diferentes perspectivas: A primeira seria a
doenca neoplasica como uma potencial causa de imunossupressao e consequente
reativacdo da infeccdo; a segunda seria o surgimento das neoplasias em
decorréncia do tratamento com farmacos como o benznidazol, combinados ou néo
com drogas imunossupressoras; e a terceira seria a neoplasia como uma condi¢ao

de maior incidéncia sobre os individuos infectados (Pinazo et al., 2013)

1.3. NFOH - nova alternativa a terapéutica

Desde a sua descoberta, a Doenca de Chagas ja apresentou diversas fases
na busca por moléculas eficientes e que pudessem compor uma terapia adequada
para a parasitose. De 1936 a 1960, uma infinidade de substancias quimicas,
extratos e misturas foram submetidos a testes clinicos e de avaliacéo bioldgica, que
apresentaram resultados controversos e, na maioria das vezes, inexpressivos

(Andrade et al, 1996) .
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De acordo com Raether & Hanel (2003), os resultados mais expressivos
apontam para alguns derivados do 5- e 2-nitroimidazol e do 5-nitrofurano, como o
benznidazol, nifurtimox , furazolidona, metronidazol, secnidazol, ornidazol e tinidazol.

Posteriormente, novos trabalhos apontaram a molécula de Nitrofurazona (NF)
como alternativa para o tratamento, mesmo que tal molécula ainda necessitasse de
novos estudos a fim de comprovar seu bom desempenho no tratamento da doenca
(Dias et al, 2009).

Mesmo com tais avancos no conhecimento da patologia e de algumas novas
vertentes para o tratamento terem surgido com o0s anos, a Doenca de Chagas ainda
esbarra na falta de incentivo para as pesquisas, bem como no pouco interesse de
grandes industrias farmacéuticas em financiar o desenvolvimento de novas
moléculas voltadas para enfermidades que afligem uma parcela da populacdo que
dispde de condicbes precarias de vida, além de graves problemas sdcio-econdmicos
(Urbina, 2010).

Prova dessa falta de incentivo, se tratando especificamente da Doenca de
Chagas, é que durante anos foi observada existéncia de apenas dois farmacos
disponiveis no mercado: O Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e o Benznidazol (Radanil®,
Rochagan®, Roche) (Anandan, 1997; Tracy, 2001; Coura e Castro, 2002; Otero et
al, 2006). No Brasil, atualmente apenas o benznidazol é comercializado, sendo
produzido através de uma iniciativa publico-privada pelo Laborat6rio Farmacéutico
de Pernambuco (Lafepe) desde que a Roche anunciou a retirada de seu produto do
mercado em virtude da baixa rentabilidade. O Lafepe € o hoje o Unico fabricante
mundial do medicamento e atende, além do Brasil, paises da América Latina e Africa
(Governo do Estado de Pernambuco, 2013). O Nifurtimox é um derivado do 5-

nitrofurano, lan¢cado no Brasil com o0 nome comercial de Lampit®. Hoje, contudo, sua



Pagina |13

utilizacao é restrita aos Estados Unidos, visto que as cepas brasileiras passaram a
desenvolver resisténcia ao farmaco (Coura, 2009). Ndo bastassem tais empecilhos,
ambos os farmacos apresentam elevada incidéncia de efeitos adversos, além de
terem efeitos proximos aos desejados apenas na fase aguda da doenca (Urbina,
2003).

A nitrofurazona (5-nitro-4-furaldeido-semicarbazona), ou Nitrofural (NF), é um
nitrofurano pioneiramente testado contra a Doenca de Chagas por Packchanian em
1952 e 1957, que despontou como uma interessante alternativa a terapéutica
convencional. Nesses estudos, ratos infectados com T. Cruzi foram tratados com NF
por via oral durante 53 dias, onde recebiam uma dose diaria de 100 mg/kg. Como
resultado 95,4% dos animais tratados foram curados, o que significa um resultado
bastante importante. Assim, o NF foi considerado uma molécula promissora para a
terapia da tripanossomiase americana. A partir dai inUmeros testes com o NF na
fase aguda da doenca tiveram inicio, contando com bons resultados clinicos (Coura
e Castro, 2002).

A utilizacdo de farmacos nitrofuranicos na terapéutica pode esbarrar em seu
potencial carcinogénico e mutagénico, provavelmente ligados a presenca de dois
grupamentos com potenciais reativos: 0 grupo nitro na posicdo 5 e 0s grupos
substituintes na posicéo 2 do anel furanico (Bosquesi et al., 2008).

Em 1996, Chung et al. utilizou uma técnica de modificacdo molecular
denominada “latenciacdo” para converter o Nitrofural num transportador
hidroximetilado sem atividade biolégica, mas que no organismo, através de reacdes
quimicas e/ou enzimaticas, é transformado novamente no farmaco matriz. Tal
transportador, chamado “pré-farmaco” devido as suas caracteristicas de sintese e

conversao biologica, € o NFOH.
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Figura 1 — Representacédo das estruturas do NF e NFOH.

O NFOH, posteriormente, foi submetido a testes de mutagenicidade, uma vez
que o grupo nitro presente na molécula é potencialmente reativo, o que poderia ser
causa de genotoxicidade, se tornando um grande empecilho na continuidade das
pesquisas. Os resultados de tais ensaios, realizados através da inducdo de
mutacBes génicas em linhagens de Salmonella typhimurium, no entanto, foram
bastante animadores, visto que a molécula apresentou mutagenicidade quatro vezes
menor que a de seu farmaco matriz, NF (Guido et al., 2001).

Testes de toxicidade aguda (14, 28 e 60 dias) realizados em camundongos e
ratos também sugeriram uma baixa toxicidade do NFOH quando comparado ao NF.
A dose letal 50% (DLsp) do NF foi estimada em 556,3 mg/kg, ao passo que a do
NFOH se mostrou superior a 2000 mg/kg, caracterizando o0 composto como pouco
toxico, segundo critérios da OMS (Melo, 2006).

Ensaios preliminares de atividade biol6gica do NFOH foram realizados em
cultura de epitélio renal de macacos Rhesus infectadas com T. cruzi na forma
tripomastigota. Esses demonstraram que a atividade do NFOH foi maior que a do
NF, a molécula matriz, e que a do benznidazol, medicamento utilizado na terapéutica

(Bosquesi et al., 2008).
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A sua conversao gradual no farmaco matriz € um fator determinante na sua
menor expressao de toxicidade, uma vez que havera niveis de concentracao
plasmatica reduzidos do farmaco no sistema biolégico (Serafim, 2008).

Outros estudos, principalmente os conduzidos por Barbosa et al. (2007),
apontam que o NFOH pode ser ndo somente um importante pro-farmaco do NF, mas
também uma molécula com atividade propria contra o Tripanossoma. Quando
incubada com cultura de células permeaveis infectadas com T. cruzi por um periodo
de exposicao de 20 minutos — tempo insuficiente para a conversao total em NF — o
NFOH apresentou importantes resultados tripanomicidas. Isso sugere que o NFOH
possa inibir o processamento de acido ribonucleico (RNA) do parasita, através de

uma interferéncia no processo de maturacdo no RNA mensageiro.

1.4. Estudos pré-clinicos

O estudo dos efeitos toxicos de uma novo candidato a produto farmacéutico é
uma das etapas mais importantes no seu desenvolvimento, considerando que estes
efeitos podem ser limitantes para a utilizacado na terapéutica. Os estudos em fase
pré-clinica sdo fundamentais para a avaliacdo risco - beneficio, além de serem
ferramentas essenciais para a previsao de possiveis efeitos téxicos no organismo
humano. De acordo com o FDA (1997), esses testes de avaliacdo de toxicidade
devem ser conduzidos em pelo menos duas espécies de mamiferos, sendo uma
nao-roedora.

Tendo em vista tais fatores, e ainda a possibilidade de reunir informacdes
suficientes para o prosseguimento dos testes com a nova molécula, no presente
estudo realizou-se o estudo preliminar da hepatotoxicidade do pro-farmaco

Hidroximetilnitrofural em coelhos albinos (Oryctolagus cuniculus), mamiferos nao-
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roedores. Para isso foram realizados testes bioquimicos, por meio da analise de
marcadores hepaticos como Aspartato amino transferase (AST), Alanina amino
transferase (ALT), gama — glutamil transferase (GGT) e bilirrubina. Os valores
obtidos durante o estudo foram comparados com um grupo controle, exposto ao

veiculo DMSO, e um grupo exposto ao farmaco matriz, NF.
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2. OBJETIVOS

e Avaliagao dos biomarcadores AST, ALT, GGT, bilirrubina e CK-MB de coelhos

albinos que receberam dimetilsulféxido (DMSO) diariamente;

e Avaliacdo dos biomarcadores AST, ALT, GGT, bilirrubina e CK-MB de coelhos

albinos que receberam NFOH diariamente;

e Avaliacao dos biomarcadores AST, ALT, GGT, bilirrubina e CK-MB de coelhos

albinos que receberam NF diariamente;

e Andlise dos resultados obtidos e comparagdo estatistica entre os grupos

previamente citados.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Modelo Experimental

Foram utilizados Coelhos Albinos, com peso entre 2 e 3 quilos, obtidos do
Biotério Central da UNESP Botucatu. Esses animais foram transferidos e mantidos,
durante toda a fase experimental, no biotério do Departamento de Principios Ativos
Naturais e Toxicologia — PANT - da UNESP Araraquara em gaiolas individuais,
providos de 4gua e alimento & vontade. O biotério oferece condi¢Bes controladas de
temperatura (23 + ou — 1°C) e umidade (55 + ou — 5%), além de sistema de
iluminacdo automatizado, com ciclo de luz de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro, acendendo diariamente as 07 horas da manha.

O estudo obteve autorizagéo para a utilizacdo de animais em pesquisa junto a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, de acordo com o Protocolo CEP/FCF/Car n°® 10/2011 - Parecer n°
15/2011 (em anexo).

Para a realizacdo do experimento, os animais utilizados foram divididos em
trés grupos distintos (n=5 cada):

o Grupo Controle: Os animais receberam DMSO, 0,5 ml/kg, via gavagem,
durante 24 dias, duas vezes ao dia, de 12 em 12 horas.

o Grupo NFOH: Os animais receberam NFOH, via gavagem, durante 24
dias, duas vezes ao dia, de 12 em 12 horas. Nos doze dias iniciais 0s animais

receberam 76,8 mg/kg e nos 12 dias seguintes a dose de NFOH foi de 64,0 mg/kg.
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o Grupo NF: Os animais receberam NF, via gavagem, durante 24 dias,
duas vezes ao dia, de 12 em 12 horas. Nos 12 primeiros dias os animais receberam

uma dose de 66,0 mg/kg e nos 12 dias finais a dose de NF foi de 55,0 mg/kg.

3.1.2. Calculos de dose

A dose de NF foi calculada por extrapolacdo alométrica considerando-se a
dose de 30 mg/kg nos primeiros 25 dias de tratamento e 25 mg/kg nos 25 dias
posteriores proposta por Ferreira (1961) para o tratamento da Doenca de Chagas no
homem. Para o calculo de NFOH considerou-se as relacfes de massa molecular
com NF para a liberacdo da mesma quantidade do farmaco matriz na administracéao
do pro-farmaco.

Os animais do grupo controle receberam DMSO na dose de 0,5ml/kg
(0,55g/kg), por 24 dias, duas vezes ao dia. O DSMO foi o veiculo de escolha para a
solubilizacdo do pro-farmaco e do farmaco matriz, em decorréncia da insolubilidade
em agua. Assim, o mesmo veiculo foi selecionado para a avaliacdo do grupo
controle. Esta caracteristica foi verificada em nosso laboratorio, e ja observada por
Chung et al. (2003).

Serafim (2008) realizou ensaios de solubilidade com NF e NFOH e, segundo
as diretrizes da farmacopeia brasileira, classificou os compostos como “muito pouco
soluveis” ou “insoluveis” nos seguintes solventes: agua, metanol, etanol, acetona,
acetonitrila, propilenoglicol, tetrahidrofurano, &cido acético, butanol, &lcool
isopropilico e hidroxido de aménio. Nos solventes DMSO e dimetilformamida ambos
foram classificados como facilmente sollveis. Em laborat6rio verificamos ainda a

baixa solubilidade dos compostos em Gleos vegetais comestiveis.
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A administracdo via oral de DMSO puro foi avaliada por Wilson, Brown e
Timmers (1965), onde se estabeleceu a DLso dessa substancia em 21,4 g/kg para
camundongos, e 28,3 g/kg para ratos — doses muito superiores as administradas no
presente estudo. Ainda segundo Wilson, Brown e Timmers (1965), doses orais néo-
letais de DMSO produzem apenas decréscimo da atividade motora, polidipsia e
polidria.

Jacob e Wood (1967) relatou que coelhos que receberam DMSO por via oral
numa dose de 10,0 g/kg por dia desenvolveram-se normalmente; as fémeas tinham
ninhadas normais e nao apresentavam alteragdes macro ou microscopicas. Sendo
assim, consideramos a administracdo de DMSO na dose de 0,55 g/kg para coelhos,
muito abaixo da dose utilizada por Jacob e Wood (1967), como segura.

De acordo com Rand-Luby et al, (1996) a administracdo de DMSO pode ser
considerada como segura e bem tolerada. Alves (1998) aponta que a toxicidade da
substancia, ao contrario do inicialmente divulgado, pode ser considerada baixa e que
os efeitos adversos verificados ndo sdo expressivos. Ainda, sua excregdo ocorre,
principalmente, por via urinaria. A via respiratoria contribui com cerca de 3% do total

da eliminacao.

3.1.3. Coleta e processamento de amostras
Durante o periodo de execucdo do estudo, um grupo de animais recebeu
DMSO, enquanto os outros grupos receberam NFOH e NF. Foram colhidas
amostras de sangue, a partir da veia marginal da orelha, para a determinacdo dos
pardmetros bioquimicos anteriormente ao inicio da exposi¢cdo dos animais aos
produtos. Posteriormente a primeira administracdo foram realizadas coletas de

sangue a cada 6 dias, de modo que ao término do 24° dia foram obtidas 5 amostras
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de sangue por animal — pré-exposicéo, 6° dia, 12° dia, 18° dia e pds-exposicao (24°
dia).

As amostras de sangue foram entdo devidamente identificadas de acordo
com o animal, o grupo que pertenciam e o dia de exposi¢cdo. O material permanecia
entdo sob temperatura de 37° Celsius por uma hora, tempo suficiente para
coagulacéo e retracdo do coagulo, e posteriormente era submetido a centrifugacao
em 2.500 rotagdes por minuto, por 10 minutos, para a obtencdo do soro para
analise. As amostras que nao puderam ser analisadas imediatamente foram
congeladas sob temperatura de -80° Celsius até a andlise. Todas essas medidas
foram realizadas de modo que pudesse ser minimizada a ocorréncia de hemolise,
fator que poderia prejudicar as medidas de absorbancia durante a realizacdo dos

testes laboratoriais.

3.1.4. Eutanasia dos animais utilizados

Apbs o periodo de exposicao e coleta de amostras, os animais utilizados pelo
estudo foram submetidos a eutanasia por inalacdo de CO,. Para isso, foram
colocados em uma camara isolada onde inalaram o gés proveniente de um cilindro
até a deteccdo de parada respiratoria. A partir dai, animais foram mantidos na
camara por mais dez minutos, garantindo assim a sua morte.

O emprego do CO, como gas para eutanasia se justifica pela reducdo dos
efeitos irritantes nas vias aéreas, uma vez que 0 mesmo proporciona uma rapida
anestesia, seguida de perda de consciéncia e morte. Esse gas possui uma rapida
acdo letal por provocar depressédo no sistema nervoso central, além disso, ndo é
inflamavel nem explosivo e pode ser considerado seguro desde que aplicado com os

equipamentos apropriados (Fiocruz, 2005).



Pagina |22

3.1.5. Anédlise dos Parametros Bioquimicos

As enzimas utilizadas para a avaliacdo da funcdo hepatica dos animais nesse
periodo foram a Alanina amino transferase (ALT), Aspartato amino transferase
(AST), Gama-glutamil transferase (GGT) e bilirrubina. Alteracdes nos niveis de ALT,
assim como de AST séo indicativos de lesdo nos hepatdcitos; alteracdes nos niveis
de GGT sdao sugestivos de colestase intra e extra-hepatica (Burtis, Ashwood e Bruns
2006).

Se houver lesdo de hepatocitos, bem como alteracdo em alguma de suas
funcdes, a atividade plasmética dessas enzimas logo serd aumentada, tornando-as
um bom indicativo de disfuncéo, ou doenca, hepatica. Além disso, a determinacgéo
de bilirrubina e &cidos biliares constitui uma importante ferramenta para a avaliacao
das funcdes hepaticas como armazenamento, conjugacao e secrecao.

A CK-MB é uma enzima rapidamente liberada em caso de lesdo muscular,
principalmente na musculatura cardiaca, onde ocorre em altas quantidades quando
comparada a outros tipos de células musculares. LesBes nessas células séo

acompanhadas de rapidos aumentos da atividade sérica dessa isoforma da CK.

3.1.6. Andlise de AST e ALT.

As enzimas ALT e AST foram determinadas por método colorimétrico pela
reacdo de Reitman-Frankel (Burtis, Ashwood e Bruns 2006), cujas etapas estao
descritas a seguir:

e Aspartato amino transferase (AST ou TGO): A transaminase oxalacética

promove a transferéncia de grupamentos amina de a-aminoacidos para a-

cetoécidos.
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L-aspartato + a-cetoglutarato TGO Glutamato + Oxalacetato
e Alanina amino transferase (ALT ou TGP)- a transaminase pirlvica promove a

transferéncia de grupamentos amina de a-aminoacidos para a-cetoacidos.

L-alanina + a-cetoglutarato TGP Glutamato + Piruvato
e

O piruvato e/ou oxalacetato formados reagem com a 2,4- dinitrofenil hidrazina
com formacdo da hidrazona correspondente que absorve luz a 505nm, em meio

alcalino, possibilitando assim sua dosagem.

3.1.7. Anélise de Bilirrubina
A bilirrubina foi determinada por diazotacdo e formacdo de azobilirrubina
vermelha com absor¢cdo méaxima em 525nm. A bilirrubina direta (diglicurbnide) é
determinada em meio aquoso, enquanto a total (direta e indireta) é determinada por

potente solubilizador de a¢éo catalisadora.

3.1.8. Anédlise de GGT
Para a determinacdo da GGT foi utilizado o método colorimétrico de Szaz
modificado com absorcdo em 405 nm. A gama- glutamil transferase catalisa a
transferéncia do grupamento Glutamil da L-y Glutamil-p-nitroanilida para a
glicilglicina, formando y- Glutamil glicilglicina e p-nitroanilina. A p-nitroanilina é

medida e é diretamente proporcional a atividade da enzima Gama GT.
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3.1.9. Anédlise de CK- MB
A atividade da isoenzima MB da Creatina Quinase foi medida através da
incubacdo da amostra com um reagente que possui anticorpo capaz de inibir
totalmente a atividade enzimética do monémero CK-M. Tal anticorpo néo inibe a
atividade do mondémero CK-B, de modo que pode- se quantifica-la através das

reacoes adiante:

Creatina Fosfato + ADP CK-B Creatina + ATP
e
ATP + Glicose HK ADP + Glicose- 6- Fosfato
_—>

Glicose- 6- Fosfato + NADP G- 6- PDH 6-PG + NADPH
>

A atividade da CK- B na amostra é proporcional ao incremento da

absorbancia, em 340 nm.

3.1.10. Analise Estatistica

e A comparacao estatistica dos parametros bioquimicos dentro de cada grupo —
controle, NFOH e NF — foi realizada pela andlise de variancia de Friedman
(ANOVA pareada ndo-paramétrica) seguida de Dunn;

e A comparacdo estatistica dos parametros bioquimicos intergrupos foi
realizada pela aplicacdo do teste de variancia de Kruskal — Wallis (ANOVA
nao pareada ndo-paramétrica) seguida de Dunn.

e A comparacado estatistica dos parametros bioquimicos intergrupos de dois a
dois (Controle versus NFOH) foi realizada através da aplicacdo do teste de

variancia de Mann — Whitney (ndo pareado nao-parametrico).
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e O grupo NF, em decorréncia da elevada mortalidade dos animais mostrada
adiante (Figura 1), conta com amostras referentes apenas a Pré- exposicao e
sexto dia de exposicdo, portanto a comparacdo estatistica dos parametros
bioquimicos dentro deste grupo foi realizada através da aplicacéo do teste de

Wilcoxon (pareado ndo-parameétrico).

As analises foram feitas utilizando os softwares SigmaStat e
GraphPadlInstat®. Os calculos das curvas de calibracdo e coeficientes de variacao
(CV%) foram realizados utilizando-se o programa OriginPro®.

Foi considerado o nivel de significancia de 0,05.
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3.2. Resultados e Discussao

A seguir estéo descritos os resultados obtidos pelo presente trabalho. Durante
sua execucdo, notamos que o0s animais referentes ao grupo NF néo resistiam ao
tratamento de modo que, ao final dos 24 dias de administracdo deste grupo,
contdvamos com apenas um animal, ndo possuindo assim dados suficientes para
avaliacdo do grupo nem comparacfes estatisticas.

A figura 2 expde a relacdo entre a mortalidade dos animais dos grupos NF e

NFOH com os dias de administracéo do farmaco:

= Grupos Controle e NFOH  ==——Grupo NF

3 4
Numerode
Animais

Figura 2 — Mortalidade dos animais do grupo NF.

Com base na figura 2 podemos observar que quase a totalidade dos animais
expostos ao NF morreram antes que fosse atingido o 24° dia de adimistracdo. Dois
animais morreram no periodo correspondente ao intervalo entre Pré-exposicao e

primeiro dia de coleta de amostras (sexto dia de exposicdo). Outros dois animais
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morreram pouco tempo apos o sexto dia de exposicdo. Dessa forma tornou-se
impossivel uma obtencéo satisfatoria de dados afim de se realizar analise do grupo
NF, bem como comparacédo estatistica com o grupo controle ou grupo NFOH, os
quais nao apresentaram mortalidade alguma entre os animais utilizados. Portanto,
0s resultados apresentados pelo presente estudo referem-se ao grupo controle,

grupo NFOH e grupo NF Pré- exposicao e 6° dia de exposicao.

3.2.1. Curvas de Calibracdo para AST e ALT

Para uma correta interpretacdo das absorbancias lidas no espectrofotdmetro
se faz necesséaria a construcdo de curvas de calibracdo. Essas curvas possuem
valores de referéncia, que podem ser encontradas no manual do kit Labtest®
especifico, e executadas de acordo com o kit que venha a ser utilizado. Cada valor
de referéncia é especifico para a correta conversdo da absorbancia em unidades de
atividade enzimatica por litro de sangue. Para este experimento foram obtidos os
seguintes valores, em triplicata, para as absorbancias, que deram origens as curvas

encontradas nas tabelas 1 e 2;

Tabela 1 — Valores de absorbancia, em triplicata, para confec¢ao de curva de calibragdo para AST.

AST
Valor de referéncia (u/L) 0 24 61 114 160
Abs 1 0,221 0,292 0,386 0,449 0,503
Abs 2 0,211 0,296 0,376 0,446 0,510
Abs 3 0,233 0,311 0,357 0,456 0,498
MEDIA 0,221 0,299 0,373 0,450 0,503
Desvio Padréo 0,011 0,010 0,015 0,005 0,006

Ccv 4,984 3,350 3,949 1,140 1,198
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Com as medidas de absorbancia estabelecidas, e tomando os valores de referéncia
correspondentes, construimos a curva de calibracdo para a enzima AST utilizando o

software OriginPro®:

0,55 -
0,50 4 e
e
o =
0,45 -
Data: D ata1_B
Model: Bolizmann
@ 0.40 Equation:
k=] y= A2+ (A1-A2)(1 + exp((xx0)/dx))
w Wi & ig hting:
Q 0,35 ¥ No weighting
[=)
=
wm
O Chi*2/D oF = 0.00004
< .30 f, RA2 = 09982
1 / Al -2.00242 +12 43516
0,25 AZ 0.54101 +0.03683
0 SIB865373  +543.72541
[ dx 24.81782 +50.01751
0,20 H
T ’ T v T . T L T
0 50 100 150 200
Unidades/ L

Figura 3 — Curva de Calibracao AST.

Tabela 2 — Valores de absorbéancia, em triplicata, para confeccéo da curva de calibragdo para ALT.

ALT
Valores de referéncia (u/L) 0 28 57 97 150
Absl 0,230 0,321 0,372 0,446 0,530
Abs 2 0,221 0,306 0,390 0,447 0,507
Abs 3 0,235 0,305 0,388 0,470 0,508
MEDIA 0,228 0,310 0,383 0,454 0,515
Desvio Padréo 0,007 0,009 0,010 0,014 0,013

Ccv 3,112 2,891 2,576 2,991 2,524
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Utilizando os valores de referéncia estabelecidos para esta enzima, e tendo
em maos as medidas de absorbancia, construirmos também a curva de calibracao

para a enzima ALT utilizando o software OriginPro®:

0,55 -

0,50 o

0,45 4
Data: Datal_B
T L Model: Bolzmann
0.40 - 4 Equation:
% y= A2 + (A1-A2)1 + exp((x-x0 ¥dx))

/ W eighting:
¥ No weighting

0,35 o
Chi2/DoF = 2.1659E-6
4 R"2 = 0.99996

0,30 4 Al -0.50581 +0.36698
A2 0.57999 +0.01434
x0 -54.85102 +42 3526
dx 74.45487 +11.20441

Absorbéncia

0,25 o

0,20 T et ——
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Unidades/ L

Figura 4 — Curva de Calibragéo ALT.

As duas curvas apresentaram altos coeficientes de determinacdo, R? = 0,9992
para a curva da AST, e R? = 0,99996 para a curva da ALT. Assim, sabemos que
podemos utiliza-las seguramente para a obtencdo de nossos resultados de maneira

confiavel para ambas a enzimas.

3.2.2. AST e ALT dos animais expostos
Com a obtencao das respectivas curvas de calibracao, foi possivel determinar
os valores de atividade, em U/L, das enzimas AST e ALT correspondentes aos
grupos controle, NFOH - Pré-exposicao, 6° dia, 12° dia, 18° e po0s-exposicdo — e
grupo NF — Pré-exposicdo e 6° dia de exposicdo. As tabelas 3 e 4 adiante
apresentam, respectivamente, os valores de AST e ALT medidos em cada um dos

dias de coleta dos grupos:



apresentados em média (cos).

Pagina |30

Tabela 3 — Comparagéo entre os valores de AST dos grupos Controle, NFOH e NF. Valores

Pre -

Exposicéo

Dia 6

Pés -

Exposicéo

Controle
NFOH

NF

75,0 (58,98 - 91,01
34,2 (1343 -54,93)

36,0 (5,01 - 66,98)

60,6 (36,92 - 84,27)
49,4 (29 40 - 69,39)

32,6* (24,68 - 40,65)

86,4 (6316-10964) 79,8 (49,62-101,98)

24,6* (1260-3659) 34,2%(19.11 - 49.28)

85,0 (20,86 - 149,13)

32,0%13,27 - 50,72)

*(p<0,05) com relagdo ao Controle. Mann- Whitey.

apresentados em média (cos).

Tabela 4 — Comparagéo entre os valores de ALT dos grupos Controle, NFOH e NF. Valores

Pre -

Exposicéo

Dia 6

Pés -

Exposicédo

Controle
NFOH

NF

61,4 (2057 - 93,22)

#
92:8 (55,60 — 130,00) 5010 (24,61 — 75,00) 2818* (16,49 — 41,00) 4314*(25,96 —61,00)

78,0 (46,81 - 109,19)

54,8 (33,52 - 76,06)

3510 (25,62 — 46,00)

98,8 (7315-124.44) 92,0 (68,13 - 115,86

93,8 (64,94 - 122,65)

#
3212* (19,58 — 45,00)

* (p<0,05) com relacdo ao Controle. Mann- Whitney.

# (p<0,05) com relagao ao Pré- exposi¢cdo NFOH. Friedman seguido de Dunn.

A AST, Aspartato Amino Transferase, também conhecida como TGO, catalisa

a transaminacdo de L-aspartato para 2-oxoglutarato para formar oxalacetato e L-

glutamato, com grande importancia nos ciclos (Burtis, Ashwood e Bruns 2006).

Esta enzima pode ser usada para a avaliacédo de varias fungdes no organismo

e ndo apenas a hepatica, devido a sua alta concentracdo em outros orgaos além do

figado. Quando observado grandes aumentos nas concentracdes dessa enzima néo
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necessariamente significam toxicidade hepatica, uma vez que a AST também esta
presente em grandes quantidades no tecido muscular e cardiaco. Assim, quando
ocorre morte celular nestes tecidos também ha grande aumento desta enzima no
plasma sanguineo. Nao ha meétodos simples e diretos para determinar a origem
deste resultado, portanto utiliza-se outras enzimas para confirmar o diagnéstico.
Caso a alteracao tenha origem hepatica, deve-se quantificar também ALT, caso seja
muscular o marcador CK pode auxiliar na interpretacao (Burtis, Ashwood e Bruns
2006).

A ALT, também conhecida como TGP (transaminase pirlvica), € uma enzima
que catalisa a transaminacdo da L-alanina para 2-oxoglutarato(2-cetogrutarato)
formando piruvato e L-glutamato; o piruvato pode ser usado para a gliconeogénese
além de ter papel importante no transporte de nitrogénio entre as células. Esta
transaminase € encontrada principalmente no figado e nos rins, variando de espécie
para espécie, claro que por ser importante para todo o metabolismo, encontra-se em
menor quantidade em outros tecidos. No caso da investigacdo de hepatotoxicidade,
h& interesse na presenca desta enzima no citoplasma dos hepatdcitos embora ela
também possa ser encontrada em menor concentracdo nas mitocondrias destas
células. Quando ha danos ao hepatdcito, inicialmente sdo liberadas as enzimas do
citoplasma destas células e, com a persisténcia do dano ou em caso de
hepatotoxicidade aguda, sao liberadas também as enzimas presentes nas
mitocondrias, em menor velocidade (Kaneko, Harvey & Bruss, 2008).

As figuras 5 e 6, apresentadas a seguir, contribuem para uma melhor
visualizagédo da variagdo dos niveis sorologicos das enzimas AST e ALT nos animais

eXpostos.
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Figura 5 — Comparacao dos valores de atividade sérica de AST entre os grupos Controle, NFOH e NF.

*(p<0,05) com relagdo ao Controle. Mann-Whitney.
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Figura 6 - Comparacdo dos valores de atividade sérica de ALT entre os grupos Controle, NFOH e NF.

* (p<0,05) com relagéo ao Controle. Mann-Whitney.

# (p<0,05) com relagéo ao Pré-exposi¢cdo NFOH. Friedman seguido de Dunn.

Os resultados ndo apontaram diferencas significativas nos niveis de AST e

ALT referentes a

a pré-exposicado dos animais, desse modo é

€ possivel concluir que

partimos de animais considerados normais, semelhantes nos niveis dessas enzimas

antes da exposi¢cdo ao DMSO (grupo controle), NFOH e NF.
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De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 3 e 4, e ainda nas figuras
5 e 6, podemos observar significativas diminuicdes dos niveis de AST e ALT no
grupo NFOH a partir do 12° dia de exposicédo, quando comparado ao grupo controle.
Ainda no grupo NFOH, podemos observar significativa diminuicdo nos niveis de ALT
referentes ao 12° dia e Pos-exposicdo dos animais com relacdo a Pré-exposicado ao
farmaco.

No grupo NF uma significativa diminuicdo nos niveis de AST foi observada de
maneira mais precoce, no 6° dia de exposicdo, e a partir de entdo os animais nao
resistiram ao tratamento. Apesar da diminuicdo significativa, tais valores se
encontram dentro da faixa de normalidade esperada para coelhos albinos, ndo
indicando alteracdes relevantes no perfil de hepatotoxicidade dos farmacos.

Yu et al.,, 2009, apontou que os valores de AST para coelhos albinos
variavam numa faixa de 29,0 a 75,0, enquanto os valores de ALT para esta espécie
de animais variavam numa faixa de 37,0 a 95,0. De acordo com esses valores
podemos concluir que os farmacos utilizados no presente estudo ndo causaram
alteracdes importantes no que diz respeito a esses marcadores, nem para mais,
nem para menos.

Melo, 2006, realizou estudo de toxicidade hepéatica em multiplas doses em
camundongos. ApOs 28 dias de tratamento seus resultados ndo apontaram
diferencas significativas nos valores das enzimas AST e ALT no soro dos
camundongos que receberam NFOH em doses de 100mg/kg e 200mg/kg, quando
comparados a um grupo de animais que recebeu DMSO. Esses valores se
encontravam, em sua totalidade, dentro da faixa de normalidade descrita na

literatura.
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Tendo como base os resultados obtidos por Melo, 2006, e levando em
consideracao a significativa diminuicdo nos niveis de AST e ALT, dentro da faixa de
normalidade, verificadas no presente trabalho, podemos concluir que a
administracdo de NFOH em multiplas doses nado altera os niveis dos marcadores
hepaticos AST e ALT em coelhos albinos de modo importante o suficiente para ser

indicativo de lesédo hepatica.

3.2.3. Bilirrubina dos animais expostos

A bilirrubina € um pigmento encontrado na bile, fundamental para diversos
aspectos do metabolismo. A bilirrubina conjuga-se com farmacos que participam do
ciclo éntero-hepatico e possui funcédo de extrema importancia na formacéo das fezes
e absorcdo de nutrientes. Na circulacdo pode ser encontrada de duas formas: da
forma direta, sem estar conjugada ou da forma indireta que é quando esta
conjugada com alguma proteina ou molécula, normalmente a albumina. A avaliacao
de seus niveis plasmaticos € interessante para verificar danos ao figado geralmente
ligados a obstrucdo do ducto biliar (Kaneko, Harvey & Bruss, 2008).

A bilirrubina é detectada geralmente pelo método de van der Bergh, ou reacéo
Diazo, e neste caso podemos diferenciar-se a Bilirrubina direta da bilirrubina total.
Isso ocorre porque a bilirrubina ndo conjugada, ou bilirrubina direta, é solavel em
agua e conjuga-se prontamente ao reagente Diazo composto por acido sulfanilico
diazotado, este conjugado € caracterizado pela formacéo da azobilirrubina vermelha,
com a formacéo desta pode-se realizar a leitura em espectrofotdmetro a 525nm.

Os resultados encontrados no presente estudo ndao mostram diferengas
significativas nos niveis de bilirrubina direta, indireta e total nos grupos Controle,

NFOH e NF, dentro de cada grupo. Também ndo foram verificadas diferencas



Pagina |35

significativas quando comparados os grupos NFOH e NF com o grupo controle.

Esses resultados se encontram expostos nas tabelas 5, 6 e 7:

Tabela 5 — Bilirrubina Direta - Grupos Controle, NFOH e NF. Valores apresentados em média (cgs).

Bilirrubina Direta

Pre -

Exposicéo

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Pés -

Exposicéo

Controle 0,168 (9,042-0,203)

NFOH

NF

O13’09(-0,176-0,794)

0,144 021-0,265)

0,083(0,027-0,193)
0,216(.0,016-0,447)

0,180(.0,363-0,722)

0,320(0,138-0,501)

01273(0,152-0,393)

0,2460,029-0,462)

0,158.0,105-0,326)

0,102(0,039- 0,164)

0,187 0,128-0,245)

Tabela 6 — Bilirrubina Indireta — Grupos Controle, NFOH e NF. Valores apresentados em média (cos).

Bilirrubina Indireta

Pre -

Exposicéo

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Pés -

Exposicéo

Controle
NFOH

NF

0,6240,349.0,898)
0,977 0,284-1,660)

01826(0,578—1,075)

0,433(0,143-0,722)
0,992(0,425»1,558)

0,647 0,214-1,507)

0,5200,049-0,990)

0,733.0,280-1,747)

01872(0,653—1,091)

0,805(9,389-1,220)

0,720(0,325-1,115)

0,654 0,255-1,052)

Tabela 7 — Bilirrubina Total — Grupos Controle, NFOH e NF. Valores apresentados em média (cos).

Bilirrubina Total

Pré -

Exposicéo

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Pés -

Exposicéo

Controle 0,792(0,120-1,126)

NFOH

NF

1,243 839-1,647)

0,970(0,645-1,295)

0,516(0,155-0,876)
1,121 0 552-1,689)

0,8260,201-1,451)

0;762(0,107»1,417)

1,006(0 038-1,973)

1,130¢0,962-1,297)

0,9630,383.1,542)

0,822 0 438-1,206)

01841(0,424-1,257)
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A nao elevacdo dos niveis séricos de bilirrubina nos animais tratados com o
NFOH sugere que esse ndo causa danos relacionados a obstrucdo do ducto biliar,
prejuizos a conjugacao hepatica, bem como danos hepatocelulares. Com base nas
tabelas apresentadas anteriormente, encontramos certa uniformidade de valores
dentro de um mesmo tipo de biblirrubina. Os valores foram comparados entre si,

porém nao demonstraram alteracdes significativas.

3.2.4. GGT dos animais expostos

A GGT € uma enzima encontrada nas membranas celulares, no interior dos
hepatocitos e células epiteliais biliares. Tem como substrato mais abundante a
glutationa, sobre a qual seus papéis fisiologicos ainda sdo amplamente investigados.
Embora tenha maior concentracdo no tecido renal, tem importancia clinica
relacionada a doencas do figado e veias biliares — colestase e lesbes hepaticas
inflamatérias e téxicas - sendo considerada um importante marcador de leséo
hepatobiliar. Seu papel como marcador de lesdo hepética é de alta sensibilidade,
porém de pouca especificidade, uma vez que existem outras condi¢cdes ou doencas,
como pancreatite, diabetes, obesidade, uso excessivo de alcool e uso de drogas
indutoras de enzimas, que podem fazer com que os niveis de GGT no soro sejam
aumentados.

A utilizacdo da GGT na verificacdo de lesdo hepatobiliar € considerada uma
ferramenta importante, mesmo com a baixa especificidade, uma vez que, na grande
maioria dos pacientes com doenca hepatica sua concentracdo sérica € elevada,

independentemente da causa do dano (Whitfield, 2001).
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Conforme os dados expostos na tabela 8, os niveis séricos de GGT nao
apresentaram variac0es significativas para nenhum dos grupos de animais utilizados

pelo estudo.

Tabela 8 - GGT — Grupos Controle, NFOH e NF. Valores apresentados em média (cas)

GGT

Pré - Pés -
Dia 6 Dia 12 Dia 18
Exposicédo Exposicdo

Controle 22,95(1345.3240) 244811123783  20,14062.3066) 24,521247.3656)  31,57(24,95-38,18)
NFOH 32,69(156349,74y  20,9114027309) 40,293340.47,15) 46,9218 37-75.46) 39,78(4,70-74,86)

NF 35,48 20,76.75,11) 24,65(.6,60-55,9)

Apesar de ndo apresentarem diferencas significativas quando comparados, 0s
niveis de GGT obtidos pelo estudo se encontram acima da faixa de normalidade
esperada para coelhos, que é de aproximadamente 9,0 (Fierabracci et al., 2012;
Kaneko, Harvey & Bruss, 2008). Vale ressaltar, entretanto, que os valores
encontrados no grupo controle (DMSO) ja se encontravam acima do observado na
literatura, de modo que ndo podemos atribuir, com certeza, essa alteracdo dos
niveis normais da enzima GGT apenas ao NFOH e ao NF administrados.

O fato dos animais expostos ndo apresentarem diferencas significativas nos
valores de GGT quando comparados com 0 grupo controle sugere que a alteragao
verificada com a administragcdo apenas de DMSO nao se agrava, nem regride, com
a exposicdo ao NFOH nem ao NF. Dessa forma, podemos sugerir que os efeitos de
ambos sobre os niveis séricos da GGT nao sejam considerados exacerbados.

Podemos ainda atribuir os valores acima dos descritos em literatura a

possiveis variagcdes fisiologicas existentes nos animais dessa espécie. Isso porque
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mesmo os valores de GGT referentes ao periodo de pré-exposicao as substancias ja
se encontravam acima dos citados, ndo apresentando variacdes significativas no

decorrer da exposicao.

3.2.5. CK-MB dos animais expostos

A introducdo da andlise deste biomarcador no presente trabalho se justifica
como uma tentativa de verificar de maneira mais efetiva uma alteracdo bioquimica
gue pudesse ter levado os animais correspondentes ao grupo NF a morte. Sua
insercdo ocorreu ja com o experimento em andamento, de modo que nédo foi
possivel a obtencdo de amostras suficientes no grupo controle. Desta forma, as
analises que seguem representam quantificaces dos niveis séricos de CK-MB
apenas nos grupos NFOH e NF, os quais foram comparados com os valores normais
para coelhos descritos na literatura.

A CK, uma enzima rapidamente liberada quando h& ocorréncia de dano
muscular, € caracterizada por catalisar a transferéncia de um grupo fosfato da
creatina fosfato para adenosina trifosfato. Além de um marcador extremamente
sensivel de disfungdes no musculo esquelético, a CK também é apontada como
biomarcador de grande valor para avaliagdo de pacientes com infarto agudo do
miocardio. Sua especificidade no diagnéstico de infartos é relativamente maior que a
verificada para marcadores como AST, uma vez que seus baixos niveis no figado
tornam os resultados menos confusos em pacientes com disfuncdes hepaticas
(Aldous, 2012).

Ainda segundo Aldous, 2012, os avancos na quantificacéo da isoforma MB da
creatina quinase permitiram a obtencdo de resultados mais especificos para

musculo cardiaco, principalmente pelo fato desse tipo de musculatura possuir niveis
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mais elevados de CK-MB (25- 30%) quando comparada a esquelética (1%). Desta
forma, a quantificacdo da CK-MB se faz uma ferramenta mais especifica para
diagnéstico de infarto agudo do miocardio.

Os niveis séricos de CK-MB obtidos pelo presente estudo, bem como o valor
de referéncia para coelhos, obtido por Borboleta et al. (2011), sdo apresentados pela

figura 7 adiante:

2000 -+
1800 -~
1600 -
1400

1200 -
CK-MB 1000 -
(u/L) B Normalidade
800 -
600 B NFOH
400 -
200 -
0]

Valor de 2 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias
referéncia

Dias

Figura 7 — Comparacgao dos niveis de CK- MB entre grupos NFOH, NF e valor de referéncia.

Notamos que, no periodo que antecedeu a exposi¢cdo, os animais dos grupos
NFOH e NF possuiam niveis séricos da isoforma MB da creatina quinase
condizentes com a normalidade, ndo sendo verificada nenhuma grande alteracéo
previa a administracéo.

E possivel observar ainda que os valores encontrados para a CK-MB p0s-
exposicdo dos animais de ambos o0s grupos se apresentam consideravelmente
acima daquele esperado na literatura — a elevagado ocorre ja nos seis primeiros dias
de exposicao. Tal resultado sugere que tanto o NFOH quanto o NF possam estar

contribuindo para comprometimento cardiaco dos animais. Esse comprometimento,



Pagina |40

contudo, pode nédo ser grande o suficiente para elevar a concentracdo sérica de
AST, uma vez que este marcador também deveria alterar-se com lesdes no
miocardio.

Ainda, vale ressaltar que a ndo existéncia de um grupo controle na analise da
CK-MB faz com que se torne dificil a confirmacdo de que tal variacdo seja
exclusivamente devida ao emprego dos farmacos, visto que o DMSO poderia
também ser o causador.

No que se diz respeito a elevada mortalidade dos animais do grupo NF, nao
podemos ainda concluir que os animais tenham realmente morrido em decorréncia
de infarto agudo do miocéardio, uma vez que os valores de CK-MB do grupo NFOH
também se apresentaram consideravelmente elevados e nenhum animal do grupo
veio a obito.

No entanto, o dano cardiaco é uma hipotese viavel para o desfecho de

letalidade observada no grupo NF, que deve ser confirmada em estudos posteriores.
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4. CONCLUSAO

Tomando como base os resultados obtidos, podemos concluir que o NFOH
nao produz elevacdes significativas nos niveis de AST e ALT dos animais a ponto de
nos levar a considerar risco de dano hepatico. A bilirrubina de ambos os grupos nao
apresentou variacdes significativas.

A GGT, porém, encontrou-se elevada ndo s6 nos grupos NFOH e NF, mas
também nos animais do grupo controle, expostos a DMSO. Desse modo, nao é
possivel afirmar se a elevacao foi decorrente da administracdo de NFOH e/ou NF ou
causada pelo veiculo utilizado.

Assim, concluimos que o NFOH ndo demonstrou potencial hepatotoxico nos
animais submetidos ao tratamento, quando analisamos os biomarcadores citados.

A analise da CK-MB dos grupos NFOH e NF revelou que ambos foram
capazes de elevar os niveis séricos dessa enzima, levantando a suspeita de
potencial dano cardiaco. A inexisténcia de um grupo controle nessa andlise
impossibilita concluir se essa elevacao foi decorrente da administracdo de DMSO.
Esses efeitos, contudo, parecem néo ter sido a causa da alta mortalidade entre os
animais do grupo NF.

Os resultados encontrados pelo presente estudo sugerem que seria
interessante o prosseguimento dos estudos acerca das propriedades cardiotoxicas
do NFOH. Ainda, é interessante o desenvolvimento de formulagbes para incorpora-lo
e evitar o uso de solventes como o DMSO, tendo em vista que a baixa solubilidade

do farmaco em agua € um obstaculo a sua administracao.
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6. ANEXO
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AVA
' A'g:g' Ul\’IIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Araraquara

Protocolo CEP/FCF/CAr n® 10/2011 4

Pesquisador: DIEGO VINICIUS DE PONTES MACHADO

Orientador: Profa. Dra. Rosangela Gongalves Peccinini

Projeto: Hepatotoxicidade do Hidroximetilnitrofural — potencial pro-farmaco
antichagasico

Parecer n° 15/2011 — Comissio de Etica no Uso de Animais

A Comissdao de Etica no Uso de Animais desta Faculdade,
considerou o protocolo para uso de animais na pesquisa “Hepatotoxicidade do
Hidroximetilnitrofural — potencial pré-farmaco antichagasico”, apresentado pelo
académico Diego Vinicius de Pontes Machado, sob orientagdo da Profa. Dra.
Rosangela Gongalves Peccinini do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia, estruturado dentro dos principios éticos na experimentagéo animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA,
manifestando-se FAVORAVEL a sua execugo.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
agosto de 2012, em formulario proprio para esse fim.

Araraguara, 08 de agosto de 2011.

f Dr. CARL SAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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Diego Vinicius de Pontes Machado

De Acordo,

Profa. Dra. Rosangela Gongalves Peccinini

(Orientadora)

Araraquara, 21 de outubro de 2013.



