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Resumo

O tratamento convencional da tuberculose constitui-se pela administragcéo
simultanea dos farmacos isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e pirazinamida (PZA)

durante dois meses, seguida por quatro meses da associagao INH e RMP.

Esta estratégia resulta em sucesso terapéutico na maioria dos casos
quando existe obediéncia do paciente ao regime posolégico. O abandono do
tratamento tem sido relacionado ao longo periodo de exposi¢ao aos farmacos e ao
aparecimento de efeitos adversos, entre eles, a hepatotoxicidade induzida por

INH.

O periodo prolongado de tratamento, seus efeitos adversos, a alta taxa de
abandono do tratamento e o aparecimento de cepas resistentes aos farmacos
convencionais tem estimulado a busca de novas alternativas terapéuticas para a

tuberculose.

Neste sentido tem sido proposto o wuso da fluoroquinolona
Ciprofloxacina(CIPRO) no esquema terapéutico da tuberculose, em associagéo

com INH e RMP.

Embora a associagcdo de INH, RMP e CIPRO apresentem efeitos
antibacterianos sinérgicos in vitro e supostamente seja proveitosa para o
tratamento da tuberculose, sua influéncia sobre a hepatotoxicidade da isoniazida

nao é conhecida.



Considerando a importancia do metabolismo da INH no desenvolvimento da
hepatotoxicidade, a capacidade de indugao ou inibicdo enzimatica dos farmacos e
a probabilidade de interagdo farmacocinética entre a INH, a CIPRO e a RMP, é
possivel que esta associacao resulte em diferentes perfis farmacocinéticos com

consequente alteracao de efeitos hepatotdxicos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
administracéo simultanea de CIPRO e RMP sobre os parametros farmacocinéticos
da INH e a producdo de seus metabdlitos em um grupo de animais (coelhos
albinos) sob tratamento com INH e outro com INH+RMP+CIPRO bem como
avaliar os niveis de biomarcadores de hepatotoxicidade — as transaminases AST e
ALT , ALP e bilirrubina — antes e apds a administracao de doses multiplas destes

farmacos.

Na avaliacdo do perfil farmacocinético foi possivel verificar que a
associacdo com RMP e CIPRO resultou em aumento do clearance (Cl) e
diminuicdo da meia vida de eliminagcao (t12), da constante de velocidade de
absorcgéo (ka), da area sob a curva (ASC) e da concentragédo plasmatica maxima
(Cmax) da INH assim como menores concentragdes plasmaticas do metabdlito
acetilisoniazida. Observou-se apenas aumento significativo na atividade da ALT,
porém inferior ao esperado quando INH estd associada apenas a RMP. Os
resultados obtidos sugerem que as interagées produzem beneficios ao tratamento
da tuberculose sob o ponto de vista da hepatotoxicidade do tratamento

medicamentoso.
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1) Introducéo

A tuberculose(TB) € uma doenca conhecida ha milhares de anos, no
entanto o seu tratamento persiste como uma problematica entre os estudiosos.
Embora inumeras pesquisas tenham sido realizadas para o desenvolvimento de
novas formas de tratamento, nenhuma conseguiu substituir definitivamente o
esquema terapéutico (E-1) preconizado a mais de 30 anos: a associagao da
isoniazida(INH), rifampicina(RMP e pirazinamida(PYR)(De Souza e Vasconcelos,
2005). Na década de 80, os farmacos etambutol e estreptomicina foram
introduzidos na terapéutica na reincidéncia da doenga, uma vez ocorrendo a

resisténcia bacteriana.

Atualmente a TB faz aproximadamente 3,0 milhdes de vitimas por ano
em todo o mundo, superando doencas como a AIDS, malaria e doencas tropicais
combinadas. Estima-se que cerca de 1,7 bilhdes de individuos em todo o mundo
estejam infectados pelo M. tuberculosis, o que corresponde a 30% da populagéo
mundial. Neste contexto, o Brasil ocupa o 13° lugar no ranking dos 22 paises que
concentram 80% dos casos de TB do mundo. No Brasil, ocorrem cerca de 115 mil
novos casos, com 6 mil mortes ao ano, sendo o Rio de Janeiro o estado com o

maior numero de casos (Vieira e Gomes, 2008).

Estes dados sdo ainda mais preocupantes quando a tuberculose
associa-se a AIDS, cujo numero de casos também é elevado no Brasil. Nestes
casos a mortalidade chega a ser cerca de 20 vezes maior (Who Report, 2009). O

tratamento (E-1) € constituido pela administracao simultadnea dos farmacos INH,
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RMP e PZA durante dois meses, seguida por quatro meses de associacao de INH
e RMP. Desta forma o tratamento, em geral, transcorre por um periodo de 6
meses podendo estender-se em alguns casos. Esta estratégia farmacoldgica
apresenta efetividade no tratamento para a maioria dos casos quando existe
obediéncia do paciente ao regime terapéutico. O abandono do tratamento tem sido
relacionado ao longo periodo de exposicao aos farmacos e ao aparecimento de

efeitos adversos.

Vieira e Gomes (2008) fizeram uma analise retrospectiva de 329
prontuarios de pacientes sob tratamento E-1 e constataram que 49,1% dos casos
relataram um ou mais efeitos adversos. Entre estes 10,6 % relacionaram-se a
hepatopatia medicamentosa dos quais 29% necessitaram de modificacdo da

terapéutica.

A patogénese da hepatite induzida por INH tem sido relacionada ao seu
metabolismo, que leva a formacado de compostos hepatotoxicos(Totsmann et al,

2007; Smith et al, 1972; Jain et al, 2009).

A metabolizagcdo da INH pode ocorrer por acetilagdo - por acdo da N-
acetiltransferase 2 (NAT-2) - e por hidrélise, gerando os metabdlitos
acetilisoniazida (AcINH) e hidrazina (Hz), respectivamente. A hidrazina pode
sofrer ainda acetilacdo por NAT-2 levando a formacao da acetilhidrazina (AcHz). A
isoforma do CYP 2E1 (CYP2E1) oxida estes metabdlitos para formar compostos

que supostamente sdo importantes na hepatotoxicidade da INH (Jain et al, 2009).
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O tratamento convencional E-1 propicia aumento da agao antimicrobiana

por complementagdao de efeitos entre os farmacos. No entanto, sabe-se que a
RMP é um classico indutor enzimatico da famlilia citocromo P450 (CYP), inclusive
da isoforma CYP2E1, que pode levar ao aumento da producdo de compostos

hepatotdxicos e maior risco de hepatopatias (De Rosa et al, 2007).

O abandono do tratamento € considerado um dos mais sérios problemas
para o controle da tuberculose porque implica na persisténcia da fonte de infecgao
— 0 que favorece a sua transmissao - além de aumentar a taxa de mortalidade e
recidiva da doenga. Outro aspecto relevante em relagdo ao abandono do
tratamento € o aparecimento, cada vez mais frequente, da Tuberculose
multirresistente (MDR-TB); consequéncia do desenvolvimento de cepas de bacilos

resistentes aos farmacos classicos.

No Brasil o tratamento convencional tem eficacia de 72,6%, enquanto
que a taxa de abandono é de 16,6% e a mortalidade chega a 5,7% (Ferreira et al,
2005; Rossettia et al, 2002). Assim, & evidente a necessidade de novas
alternativas farmacoldgicas para o tratamento da tuberculose considerando o
periodo prolongado de tratamento, seus efeitos adversos, a alta taxa de abandono

e o0 aparecimento de cepas resistentes a estes farmacos.

Na década de 80 foi sintetizada uma série de compostos chamados
fluoroquinolonas - antibacterianos de amplo espectro de atividade - que foram
consideradas por Di Prerry G e colaboradores (2004) a Unica classe de relevancia
no tratamento da tuberculose dos ultimos 20 anos. Dentre os farmacos desta

classe os de primeira geragao: ciprofloxacino (CIPRO) e ofloxacino (OFX) séo
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reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Saude como farmacos de segunda

linha no combate a Tuberculose Multirresistente (MDR-TB).

Souza e Vasconcelos (2005) propdem que o grupo das fluoroquinolonas
figurem entre os farmacos de primeira escolha no tratamento da tuberculose
devido a alta biodisponibilidade oral somada a baixa concentragcéo inibitéria
minimima (MIC). Os efeitos antimicobacterianos sinérgicos destes produtos

reforcam os beneficios desta associagao (Berning et al, 2001)

A associagdo desta nova classe de farmacos realmente resulta no
aumento da atividade antibacteriana, no entanto, pode resultar em aumento da
hepatotoxicidade da INH, uma vez que a CIPRO também interfere com as
enzimas do CYP450 como descrito em sua farmacologia a seguir (Browers et al,

2009).

Barriere e colaboradores (1989) reportaram que a RMP interfere no perfil
farmacocinético da CIPRO, supostamente induzindo uma isoforma do CYP
relacionada ao seu metabolismo com consequente aumento de Clearence (em
aproximadamente 50%) e diminuicdo das suas concentragbes plasmaticas. Este

fato pode interferir significativamente no resultado clinico do tratamento.

Embora a associacdo de INH, RMP e CIPRO apresentem efeitos
antibacterianos sinérgicos in vitro e supostamente seja proveitosa para o
tratamento da tuberculose, sua influéncia sobre a hepatotoxicidade da isoniazida

nao € conhecida, embora ja se conheca a interacdo farmacocinética entre INH e
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CIPRO, provando que ha interferéncia nos parametros cinéticos da INH (Bhusal et

al, 2005; Ofoefule et al, 2001; 2002).

Para a avaliagdo da hepatotoxicidade em animais tém sido utilizados
critérios tais como aparecimento de necrose tissular e inflamacéao intralobular do
figado no exame histopatolégico e niveis séricos das transaminases trés vezes
superiores aos estabelecidos como referéncia (Eminzade et al, 2008; Attri et al,

2000).

A investigacdo experimental da toxicidade de farmacos requer a
disponibilidade de modelos animais apropriados e de facil acesso. Assim,
considerando-se a conveniéncia da espécie, grande parte das pesquisas sao
conduzidas utilizando-se ratos Wistar (Emizade et al, 2008; Tasduq et al 2005)
porém alguns estudos demonstram que neste animal ndo se observa indugéo
enzimatica pela RMP - que relaciona-se a exacerbacdo da hepatotoxicidade

induzida por INH - a semelhanca do homem (De Rosa et al, 2007).

Assim, tem sido sugerida a utilizagdo de coelhos para a investigagao da
hepatotoxicidade induzida por isoniazida (Sarich et al,1995; 1999). Este  modelo
animal apresenta susceptibilidade enzimatica — efeito indutor da RMP -
semelhante ao homem, o que representa grande vantagem para posterior
extrapolagdo de dados obtidos nos estudos de metabolismo e interagcbes

farmacocinéticas em animais para o homem.

Considerando a importancia do metabolismo da INH no desenvolvimento

da hepatotoxicidade, a capacidade de indugdo ou inbicdo enzimaticas dos
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farmacos e a probabilidade de interagao farmacocinética entre a INH, a CIPRO e a
RMP, é possivel que esta associagao resulte em diferentes perfis farmacocinéticos

com consequente alteracao na indugao de efeitos hepatotéxicos.

Assim, o presente trabalho visa avaliar os efeitos da administracao
simultanea de CIPRO sobre os parametros farmacocinéticos da INH e a produgao
de seus metabdlitos em um grupo de animais sob tratamento com INH+CIPRO e
outro com INH+RMP+CIPRO, bem como os niveis de biomarcadores de
hepatotoxicidade - as transaminases AST e ALT; bilirrubina e ALP — antes e apos

administracdo de doses multiplas destes farmacos.

1.1) Farmacologia clinica da Isoniazida.

1.1.1 Mecanismo de acao

A isoniazida é um farmaco antibacteriano - utilizada tanto no tratamento
profilatico quanto na doenca ativa da tuberculose - que inibe a sintese do acido
micdlico, componente essencial da parede celular da micobactéria, sendo as
enzimas enoil-acil redutase (InhA) e B-cetoacil-acil sintase responsaveis pela

sintese de acidos graxos de cadeia longa (Sarich et al, 1995).

1.1.2 Absorcéao

A dose diaria de INH recomendada € de 5mg/kg/dia com maximo de 300
mg para adultos e 10 a 20 mg/kg/dia para criangas. Existem evidéncias de

apreciavel metabolizagcado pré-sistémica apds a administragcdo oral da INH. No
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entanto, ndo se encontram estabelecidos os valores da biodisponibilidade oral

(Hardman e Limbird, 2004).

O farmaco é rapidamente absorvido no trato gastrintestinal com picos de
concentragdes plasmaticas de 3 a 5ug/mL apds administragdo de 5 a 20mg/Kg,
atingidos entre 1 a 2 horas. A absorgao e a biodisponibilidade s&o reduzidas
quando a isoniazida é administrada na presenca de alimentos e antiacidos

(Kashuba et al, 1998).

1.1.3 Distribuicao

Ap0ds a absorgao, a isoniazida é distribuida por todo o organismo, tecidos
e fluidos (pleural, ascitico, saliva, cérebro espinhal) em niveis similares aos niveis
séricos. Sua ligagao com as proteinas plasmaticas € de aproximadamente 10-15%
e o volume de distribuicdo de aproximadamente 0,6 L/Kg em voluntarios sadios

com peso normal (Peloquin et al, 1997).

1.1.4 Metabolizacéo

O metabolismo da isoniazida envolve uma etapa inicial de acetilacdo
para formar acetil-isoniazida, mediada pela N-acetiltransferase 2(NAT-2) (Tasduq
et al, 2005). A etapa subsequente é a hidrolise, com liberagcdo de acido
isonicotinico e acetil-hidrazina. A acetil-hidrazina pode sofrer acetilagdo originando
diacetil-hidrazina ou sofrer oxidagao microssomal, mediada por isoformas do CYP
principalmente CYP2E1, para originar metabdlitos reativos com potencial
hepatotéxico, como a hidrazina, que pode ser formada por hidrélise direta da

isoniazida ainda nas etapas iniciais de sua metabolizacéo.



1.1.5 Excrecgéao

A meia vida da isoniazida em voluntarios sadios varia de 1 a 4 horas (70
minutos em acetiladores rapidos e 2 a 5 horas em acetiladores lentos). A meia
vida plasmatica pode ser prolongada para 4,3 horas em pacientes com disfungéo

renal moderada ou insuficiéncia renal (Kashuba et al, 1998).

A excrecgao urinaria de isoniazida em adultos com fungao renal normal é
de aproximadamente 50-70% da dose de 5mg/Kg. A porcentagem de diferentes
compostos excretados varia de acordo com o fendtipo acetilador. Ja a excrecao
através do leite materno € em torno de 0,75-2,3% da dose em 24h. Pequenas
quantidades do farmaco sao excretadas através da saliva, escarro e em fezes

(Kashuba et al, 1998).

O clearance da isoniazida € de aproximadamente 3,7 mL/min em

acetiladores lentos e 7,4 mL/min em acetiladores rapidos (Kashuba et al, 1998).

1.1.6 Interagbes farmacologicas

O citocromo CYP3A é bastante abundante nos seres humanos e é
responsavel pelo metabolismo de 60% dos farmacos conhecidos no mercado.
Especificamente a isoforma CYP3A4 é susceptivel a inibicdo por uma grande
diversidade de farmacos, o que pode acarretar diminuicdo do metabolismo de
antibacterianos tais como a claritromicina, a eritromicina e a isoniazida. Assim, no
tratamento da tuberculose, a associacdo de farmacos pode levar a interagdes

farmacocinéticas com consequente interferéncia na producdo de metabdlitos da

INH ( Zhou et al, 2005).



1.2) Farmacologia Clinica da Rifampicina:

1.2.1 Mecanismo de acéo:

A RMP, derivado semi-sintético da rifamicina B, atua inibindo a RNA-
polimerase DNA-dependente de micobactérias e de outros microorganismos,
através da formagdo de um complexo estavel farmaco-enzima, resultando em
supressao do inicio da formacéo da cadeia na sintese de RNA. As micobactérias
podem desenvolver rapidamente resisténcia a rifampicina, de modo que este
antibiético ndo deve ser utilizado isoladamente na quimioterapia da tuberculose

(Hardman e Limbird, 2004).

1.2.2 Absorcéao

A RMP tem uma biodisponibilidade oral de 90%. A administragcéo oral de
RMP produz concentracbes plasmaticas maximas em 2 a 4 horas; apos a
administracédo de 600mg, este valor varia em torno de 7-12 ug/mL (Ellenhorn e

Barceloux, 1998; Hardman e Limbird, 2004).

1.2.3 Distribuigao

Apds absorgao no trato gastrintestinal, cerca de 80% do farmaco liga-se

as proteinas plasmaticas (Acoecella et al, 1978).

A RMP distribui-se por todo o organismo, possuindo volume de
distribuicado aparente de 1,6L/Kg sendo encontrada em concentragdes eficazes em
muitos o6rgaos e liquidos corporais, como LCR (liquido céfalo raquidiano (

Ellenhorn e Barceloux, 1998; Hardman e Limbird, 2004). A sua extensa
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distribuigdo pode ser demonstrada pelo fato do farmaco conferir coloragao laranja-
avermelhada a urina, fezes, saliva, escarro, lagrimas e suor (Hardman e Limbird,

2004).

1.2.4 Metabolizacao

A RMP pode ser metabolizada ou por hidrolise dando origem a formil-
rifampicina ou por desacetilagdo formando a desacetil-rifampicina *° a qual retém
praticamente toda a atividade antibacteriana. De forma que apds 6 horas da
ingestdo do farmaco ele encontra-se na bile quase todo na forma desacetilada. A
reabsorgao intestinal € reduzida devido ao processo de desacetilacdo e pela

presenca de alimento (Hardman e Limbird, 2004).

1.2.5 Excrecgéao

A RMP sofre rapida eliminagao via bile, em consequéncia da circulagao

entero-hepatica. A forma desacetilada é predominantemente encontrada na bile.

A meia vida de eliminagdo da RMP varia de 1,5 a 5 horas e aumenta na
presenca de disfungdo hepatica; porém pode estar reduzida em pacientes que
recebem INH concomitantemente. A meia vida diminui progressivamente em cerca
de 40% durante os primeiros 14 dias de tratamento, devido a indugéo de enzimas

microssomais hepaticas, com aceleracao da acetilagdo do farmaco.

Até 30% de uma dose de RMP sao excretados na urina, enquanto 60 a
65% sao excretados nas fezes, sendo que menos da metade deste valor consiste
no antibiotico inalterado. Pacientes com disfungao renal, ndo necessitam de ajuste

da posologia (Kashuba et al, 1998).
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A RMP na forma inalterada e seu metabdlito desacetil-rifampicina,

ambos farmacologicamente ativos, s&o excretados primariamente na bile e
posteriormente na urina enquanto que o metabdlito formil-rifampicina tem

excregao exclusivamente renal (Acoecella et al, 1978)

O clearance da RMP ¢é de 8,7 ml/mim/Kg (Zhou et al, 2005)

1.2.6 Interagbes Farmacoldgicas

Este farmaco € um potente indutor das isoformas do CYP450 e de uma
série de enzimas envolvidas na metabolizacdo de farmacos. De Rosa e
colaboradores verificaram em seus estudos que a administragdo concomitante de
RMP+INH pode levar ao aumento da toxicidade causada pela INH devido a
inducao dessas isoformas do CYP450, que estdo relacionadas com a conversao
da AcHz, metabdlito da INH, a compostos reativos e hepatotoxicos. As principais

isoformas induzidas pela RMP sao CYP3A4, 1A2, 2C9, 2C19 e 2E1 entre outras.

A RMP, como indutor enzimatico, € capaz de intensificar a sua propria
biotransformacédo e diminuir sua meia vida plasmatica quando administrada em

doses multiplas como descrito anteriormente (Douglas e Mcleod, 1999).

1.3) Farmacologia clinica do Ciprofloxacino

1.3 Mecanismo de acgao:

O ciprofloxacino € um agente antibacteriano sintético da classe das
quinolonas (derivados do acido nalidixico); possui uma eficacia muito bem

demonstrada para 0s microorganismos aerobicos gram-negativos (incluindo
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Pseudomonas aeruginosa) e gram-positivos (como estafilococcos e os

estreptococcos).

Na fase proliferacao bactericida ocorre enrolamento e desenrolamento
segmentar dos cromossomos, devido a acao de uma enzima denominada DNA-
girase. O ciprofloxacino inibe a DNA-girase de forma a impedir o metabolismo
bacteriano, uma vez que as informacgdes vitais ndo podem mais ser lidas a partir
do cromossomo bacteriano a bactérias deixa de se reproduzir e produzir proteinas

vitais, resultando em efeito bactericida.

1.3.2 Absorgéao

A ciprofloxacina é absorvida pelo trato gastrointestinal. Na administragéo

oral de 500mg observa-se concentragdes plasmaticas de 2,97ug/mL.

1.3.3 Distribuicao

A ligacéo protéica do ciprofloxacino é baixa (20 — 30%) e a substancia no
plasma encontra-se fundamentalmente sob a forma n&o ionizada. O ciprofloxacino
pode difundir-se livremente para o espacgo extravascular. O volume de distribuicdo
da ciprofloxacina € de aproximadamente 2,8l/Kg. Distribui-se amplamente nos
tecidos liquidos corporais e células humanas, atingindo elevado volume de

distribuigdo, volumes estes mais elevados do que no sangue.
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1.3.4 Metabolismo

A ciprofloxacina sofre metabolizagdo hepatica através de oxidagao
microssdmica ao nivel do citocromo P 450 e de conjugacdo com o acido

glicuronio.

1.3.5 Excrecao

A meia vida da ciprofloxacina é cerca de 3 a 4 horas em pacientes com
funcdes renal e hepatica normais. E amplamente excretado sob forma inalterada
por filtragdo glomerular e secrecao tubular e, em menor extensdo, por secrecéo

transintestinal ativa.

O clearance renal € de aproximadamente 5 ml/min/kg.

1.3.6 Interagbes Farmacologicas

Estudos comprovam que a CIPRO inibe as isoformas CYP1A2 e 3A4, o
que pode interferir com o metabolismo de outros farmacos que utilizam estas

enzimas em seu metabolismo.

Outra forma de interagdo é com a isoniazida. Ofoefule et al(2002 e 2001)
publicaram estudos indicando que a CIPRO influi na absor¢do da INH no trato
gastrointestinal e aumenta a excregao do farmaco pela urina em 38%. Porém o

uso da associacao foi considerado seguro.
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Com relacdo a RMP ha interagcbes de forma que a RMP induz o
metabolismo da CIPRO através da indugcédo de isoformas de CYP responsaveis

pelo metabolismo da mesma (Barriere et al, 1989).
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2) Objetivos

e Reprodugdo dos parametros do método bioanalitico, desenvolvido
anteriormente pelo grupo de pesquisa, necessarios para a determinagdo da
isoniazida e metabdlitos em plasma neste trabalho;

e Avaliar o perfil farmacocinético da isoniazida isoladamente e
associada a Rifampicina e Ciprofloxacino em coelhos albinos;

o [Estabelecer os valores basais dos parametros ALT,AST e bilirrubina
neste modelo animal através do grupo controle;

e Avaliar os mesmos parametros bioquimicos nos coelhos albinos
quando expostos a doses multiplas de isoniazida isoladamente e em associacao;

e Realizar a analise estatistica entre os grupos para verificar
diferencas e semelhancas entre os valores dos parametros bioquimicos e

farmacocinéticos.
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3) Desenvolvimento

3.1 Materiais e métodos

3.1.1 Animais

Foram utilizados como modelo animal 15 coelhos Albinos machos (3-5Kg),
provenientes do Biotério Central da UNESP Botucatu. Os animais foram
transferidos para o biotério do departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP campus
Araraquara, os quais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura
(23 + ou — 1° C), umidade (55 + ou - 5%) e luz (ciclo 12/12h), luzes acesas as
07h). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e com acesso a alimento
e agua a vontade. Os animais ficaram privados de alimento por 12 horas

anteriores as administragdes dos farmacos.

3.2 Protocolo experimental.

O projeto envolveu a utilizagdo de 15 animais, distribuidos em 3 grupos,
a saber: Controle, Grupo INH e Grupo Triade detalhados a seguir. Foram
colhidas amostras de sangue pela veia marginal da orelha com dois intuitos
analiticos diferentes: Para a realizagdo de exames bioquimicos, colheu-se sangue
antes do inicio do protocolo ao seu sétimo dia; e para a analise farmacocinética,
colheu-se ao sétimo dia de administracao de forma seriada em 13 tempos distintos
detalhados a seguir para a constru¢do da curva de concentragdo plasmatica
versus tempo para os grupos de animais que receberao os farmacos. Este
protocolo foi submetido e aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (Protocolo n.37/2009).
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3.2.1 Grupo Controle

Para os animais deste grupo (n=5) foi administrada agua estéril por
gavagem, diariamente, por um periodo de 7 dias. O objetivo da inclusdo desse
grupo foi a verificagdo de possiveis altera¢cdes dos parametros bioquimicos em
animais submetidos ao estresse da administracao diaria por gavagem e alteracoes
enzimaticas decorrentes do estresse sofrido pelo animal devido a sua constante
manipulacao (7 dias). Ao sétimo dia foram coletadas amostras de sangue para
avaliagdo dos parametros bioquimicos relacionados a hepatotoxicidade (descritos

adiante).

3.2.2 Grupo INH:

Os animais deste grupo (n=5) receberao doses diarias de 50mg/Kg de

isoniazida pela via oral (gavagem) por um periodo de 7 dias.

A cinética da isoniazida foi investigada com base na relagédo
concentragdo plasmatica vs tempo. As amostras seriadas foram coletadas pela
veia marginal da orelha nos tempos 0; 15’; 30’; 45’; 60’; 2h; 4h; 6 h; 8h; 10 h;
12h,18h e 24h . O sangue foi colhido em tubo heparinizado e centrifugado
centrifugado a 1800g por 10 minutos e os plasmas mantidos a — 20 °C até a

realizacédo das analises laboratoriais.

3.2.3 Grupo triade (INH+RMP+CYPRO)

Os animais deste grupo (n=5) receberam doses diarias de 50 mg/kg de

isoniazida, 100 mg/kg de rifampicina (Tayal et al, 2007) e 50mg/Kg de
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ciprofloxacina (Peterson et al, 2006) pela via oral (gavagem), por um periodo de 7
dias. O mesmo procedimento para a investigagcdo da farmacocinética da INH

descrito no item 4.2.1. foi utilizado.

3.3 Métodos Analiticos

A determinacdo de isoniazida e seus metabolitos hidrazina,
acetilhidrazina e acetilisoniazida foi realizada por HPLC cujo método foi
desenvolvido por Seifart e colaboradores (1995) e validado por De Rosa et
al(2007) em nosso laboratério de pesquisa. Na figura 1 esta descrito o

procedimento analitico que foi utilizado para o processamento das amostras.

Para a deteccado dos compostos, foi utilizado o sistema de cromatografia
liquida (HPLC) Waters Alliance equipado com detector UV-VS 2487, operando a
340 nm, coluna Resolve TM Cqs (5um, 90 A, 3,9mm x 300mm) com injetor
automatico. A fase mével constituiu-se dos solventes isopropanol (A), acetonitrila
(B) e tampao fosfato de potassio monobasico 0,05M (C) em modo gradiente com
inicio e término da analise nas proporcoes de 8% de A; 32% de B e 60% de C

(Figura 1), com fluxo de 1mL/min.
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600 pl de amostra (soro)
600 pl de acido tricloro acetico 10%

Centrifugar por 10 min a 2500 rpm

300 pl de sobrenadante 300 pl de sobrenadante
30 pl de agua 30 ylde HCIE M
Incubar 80°C
por 1 hora
60 pl de Cinamaldeido 1% 60 pl de Cinamaldeido 1%
Temperatura ambiente Temperatura ambiente
por 10 min por 10 min
Injetar 50 pl Injetar 50 pl
Derivado Derivado Acetilisoniazida Acetilhidrazina
Isoniazida Hidrazina (ACINH) (AcHz)
(INH) (Hz) Hidrolizada e Hidrolizada e
Derivada Derivada
+ +
Isoniazida Hidrazina

Figura 1 — procedimento analitico para a determinacdo da INH e seus

metabdlitos em plasma
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Tabela 1. Fase mdével do sistema cromatografico em modo gradiente.

Solventes

Tempo (min)

Isopropanol (A)

Acetonitrila (B)

Tampao fosfato

(©)

0 8 32 60

1 8 32 60

10 14 56 30
15 14 56 30
16 8 32 60
18 8 32 60
23 8 32 60

As condi¢des cromatograficas foram aquelas determinadas por De Rosa

et al (2007).

3.3.1 Determinacgao da atividade enzimatica de AST e ALT

As determinacbes de ALT e AST foram

realizadas por método

colorimétrico - reacado de Reitman Frankel (Kit Labtest). As etapas envolvidas na

determinagéo das transaminases estdo descritas abaixo:

Aspartato Aminotransferases (AST ou TGO) - método colorimétrico - a

reacao de AST resulta na formacao de oxalacetato, que é medido através da

formacgéao de hidrazona, a qual tem intensa cor em meio alcalino (Kit Reagente

Labtest).
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Alanina Aminotransferase (ALT ou TGP) — método colorimétrico — a
reagdo de ALT resulta na formagdo de piruvato, que é medido através da

formacgéao de hidrazona, a qual tem intensa cor em meio alcalino (Kit Labtest).

As analises de transaminases foram realizadas antes e depois do

protocolo estipulado para o tratamento de cada grupo de animais.

3.3.2 Determinacao de Bilirrubina

A bilirrubina é dosada por diazotizagdo e formacado de azobilirrubina
vermelha com absorgdo maxima em 525nm. A bilirrubina direta (diglicuronide) é
determinada em meio aquoso, enquando a total(direta e indireta) € determinada
por potente solubilizador de acéo catalisadora. O ensaio foi realizado através da

utilizacdo do kit labtest ref.31 (Colorimétrico - Sims-Horn).

3.3.3 ALP - Fosfatase Alcalina

A atividade da ALP em plasma foi determinada através de um método
cinético desenvolvido em nosso laboratério que baseia-se na conversdo do
substrato 4-nitrofenil fosfato - incolor - que por acédo da ALP em pH basico(em
torno de 10,3) é convertido em 4-nitrofenéxido — amarelo — cuja absortividade

proporciona a sua quantificacdo no comprimento de onda de 403nm.

O substrato p-nitrofenil fosfato foi preparado a 24,5mM/L em tampéo
MAP e o acetato de magnésio foi diluido a 3mM/L em &agua deionizada. O
procedimento foi realizado de acordo com a tabela 5. Todos os reagentes,

inclusive a amostra, foram acondicionados em estufa antes do teste até que



atingissem a temperatura de 30°C, ideal para a atividade da enzima.

espectrofotdbmetro também foi pré-aquecido para a realizagédo dos testes.

O método seguiu o protocolo abaixo:

Tabela 2- protocolo para determinacao de ALP em plasma

Teste Reduzido de ALP

Cinético
Reagente Quantidade
Acetato de Mg 100uL
Amostra SuL
Termostatizar a
300
Substrato 200uL
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As leituras foram realizadas a cada minuto, durante 5 minutos para

realizagdo dos calculos e determinacgéo da atividade enzimatica.

A atividade da ALP em plasma foi determinada através do seguinte

calculo U/L =AA/min x 3245.

O coeficiente de 3245 foi obtido da curva de calibracdo da ALP por este

método.
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3.4 Andlise farmacocinética

A disposicao cinética da isoniazida foi avaliada apos a administracéo de
doses multiplas em coelhos albinos por gavagem (7 dias). Os parametros:
concentragao plasmatica maxima (C max) e tempo para atingir Cmax (t max)
foram obtidos diretamente dos dados experimentais. Os demais parametros
farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas de concentracio
plasmatica versus tempo. As meias-vidas e as constantes de velocidade
(absorcao, eliminagdo) foram determinadas apdés a definigho do modelo
bicompartimental que foi o que melhor se adaptou aos dados experimentais. As
constantes de velocidade foram calculadas através da equacéo 0.693/T4,. A area
sob a curva de concentragao plasmatica versus tempo (AUCO-«) foram calculadas
através do método dos trapezodides. Esse parametro foi empregado nos calculos
do clearance total aparente (Cl/f=dose/AUC) e no volume aparente de distribuicao

(Vd/f= CIAIp).

3.5 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram apresentados através das medianas (Intervalo
de confianga 95%). O teste de Wilcoxon foi empregado para avaliar as diferengas

obtidas nos parametros farmacocinéticos da INH entre os grupos.

Serdo empregados os programas GraphPadlnstat®, versdo 3.0, para

Windows 95/NT e Microcal™Origin™, vers&o 5.0, para a realizagdo dos calculos.

Foi considerado o nivel de significancia de p<0.07.
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4) Resultados

41 ALT e AST

Para que se realize a interpretagdo correta das absorbancias lidas no
espectrofotdbmetro foi necessaria a confecgéo de curvas de calibragdo que podem
ser encontradas no manual do kit labtest e executadas para cada kit que foi
utilizado. Para este experimento foram utilizadas as seguintes curvas.

Estes graficos servem de referéncia especificamente para o kit e
aparelho utilizado, quando se obtiver um valor de absorbancia de uma amostra
animal, utilizam-se os graficos para estimar os valores das enzimas em
Unidades/L. Estes graficos sao construidos a partir de um padrao de concentracéo

conhecida utilizando-se piruvato de sddio 2 mmol, tanto para ALT quanto para

AST, cujos valores de referéncia previamente estdo previamente estabelecidos.

As tabelas expressam os valores relativos a variagcado intra-animal de
cada parametro, ou seja, o quanto a enzima variou em cada animal do comeco até
o fim do experimento. Esta forma de demonstrar os resultados torna-se mais fiel
ao impacto do medicamento sobre o animal e os resultados tendem a variar

menos devido a peculiaridades inter-animal.

Tabela 3 — Valores da Curva de Calibragdo da ALT

Curva ALT
Referéncia Absorbancia
0 0,256
28 0,34
57 0,429
97 0,515
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150 0,57
Curva ALT
v 1E-05x2 + 0,0037x + 0,2523
Absorbancia 0,57 y=-1E-05x2+0,0037x+0,
515 R?=0,9988
0,5 ,
0,4
o3 ——Sériel
0,256 S
Unidades/1 —— Polindmio (Sériel)
02 -
0,1
0 - . , Unidades/L
0 50 100 150 200

Figura 2 — Curva ALT

O marcador ALT obteve valores significativamente diferentes (p<0.05) para

0 grupo “pré e pos associagdao” em relagcado a variacdo deste marcador no grupo

INH, resultados demonstrados graficamente pela figura 8.
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ALT
as -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

405

B ALT

.7

Pré e pos controle pré e pos INH pré & pos associagao

Figura 3 — Média da variacdo ALT dos coelhos entre os grupos (* colunas

gue tiveram p<0.05)

A curva de calibragao para a atividade da AST esta demonstrada na Tabela

5 e figura 4.

Tabela 4 — Valores para curva de AST

Curva AST
Referéncia Absorbancia
0 0,209
24 0,294
61 0,379
114 0,443
190 0,489
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Curva AST
0,6 Absorbancia y = -9E-06x2 + 0,0031x+0,2171
R%=0,9939
0.5 0,489
0,4
—$—Sériel
0.3 0,294 Unidades/L  ’olindmio (Sériel)
0.2 0,209 —— Polindmio (Seriel)
0,1 -
0 . . Unidades/L
0 50 100 150 200

Figura 4 — Curva AST

Na figura 5 apresentamos a variacdo de AST para os grupos estudados.

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos.
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30 28,3 28
25
20
15 -
B AST

10 -

5 4

0 -

Pré e pos controle prée pos INH pré e pos associacao
Figura 5 — Média da variacdo AST dos coelhos entre os grupos
4.2 Bilirrubina

Para a determinagdo da bilirrubina foi necessario a determinacdo de um

fator para converter absorbancia em mg/dL. Para isso fez-se a medida do padrao

de bilirrubina em triplicata (kit labtest ref.31). Na tabela 6 estdo demonstrados os

valores obtidos para as replicatas dos padrdes de bilirrubina.

Tabela 5 — Tabela de absorbancia dos Padrdes de Bilirrubina para calculo do

Fator de conversao de absorbancia para mg/dL

Padrédo | Absorbancia
P1 0,331
P2 0,333
P3 0,338
Soma |1,002
Média |0,334

Fator =10
0,337

=30
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Apos a obtencao dos valores de absorbancia, procedeu-se a determinacao
do fator, através da equacdo acima descrita (10/Absorbancia do padrao). Neste
experimento obteve-se fator igual a 30. Este fator foi a referéncia para toda
medida de bilirrubina posteriormente realizada.

Os valores de bilirrubina no modelo animal estdo demonstrados na figura 6.

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos.

0,35 -y -
0.3 Bilirrubina
0,3 -
0,25 -
0,2 -
m Pré e pos controle
0,15 - B prée pos INH
01 - 0075 B pré e pos Associacdo
0,05 -
0 -
D T I
Figura 6 — Médias das diferencas de valores para cada grupo sobre o
parametro Bilirrubina
4.3 ALP

Na figura 7 apresenta-se a variagdo da ALP em cada grupo. N&o houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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160
140
120
100
80
60
40
20

97

Pré e pos controle

ALP

151

mALP
47

Pré e pos INH Pré e pos Associacao

Figura 7 — Comparacdes sobre o parametros bioquimicos da Fosfatase

alcalina(ALP) entre os grupos experimentais

Em vista dos resultados obtidos, a figura 8 representa as variacbes

estatisticas em valores absolutos das enzimas ALT, AST e ALP entre todos os

grupos animais conforme descrito na tabela. Pode-se observar que existem

diferengas estatisticas significativas entre os grupos em varios casos (figura 11).
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4.4 Determinacao de Isoniazida e metabdlitos em plasma por HPLC

4.4.1 Curva de calibragao da isoniazida (INH)

Bolsas de plasma doadas pelo Hemocentro da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas foram utilizadas para construcdo das curvas de calibracao.

Uma aliquota de plasma foi enriquecida com solugao concentrada de
isoniazida para 50ug/mL e a partir desta amostra realizou-se diluigbes seriadas
para a obtencédo das concentragdes finais de 1; 2,5; 5; 10; 25 e 50 em plasma; em
seguida procedeu-se a extracdo e derivagdo conforme descrito anteriormente
(Figura 1). A curva foi construida com 6 niveis de concentracdo em triplicata que
apresentaram coeficiente de variagao inferior a 15%, definido como critério de
aceitacao. O coeficiente de correlagdo foi superior a 0,99, adequado para a

finalidade analitica proposta (Figura 8).

10000000 y=182515x + 222573
9000000 - R*=0,9983
8000000 -

7000000 -

6000000 -

5000000 - serie
4000000 1

3000000 -

2000000 -+ [ 1INH (ug/mL)
1000000 -

0 T T T T ! U INH (Qg/mL]
0 10 20 30 40 50 60

Figura 9 — Curva de Calibracéo do derivado de Isoniazida de ASC/[ ] de INH
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A curva de calibragao foi construida projetando-se no eixo das ordenadas a
area (area média das triplicadas injetadas) do pico do derivado de INH e no eixo

das abcissas as concentragdes de isoniazida (ug/mL).

4.4.2 Curva de calibragao da hidrazina (Hz)

Bolsas de plasma doadas pelo Hemocentro da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas foram utilizadas para a construgédo das curvas de calibragao.

Aliquotas de plasma, em ftriplicata, foram enriquecidas com solugao
concentrada de Hz de 4 pg/mL e entdo procedeu-se a diluigdo seriada para as
demais concentragdes (0,080;0,200; 0,400; 0,800; 2 e 4 ug por mL de plasma) e
procedeu-se a extracdo e derivagdo conforme descrito anteriormente (Figura 1). A
curva foi construida com 6 niveis de concentracdo em triplicata que apresentaram
coeficiente de variagao inferior a 15%, definido como critério de aceitacdo. O
coeficiente de correlagao foi superior a 0,99, adequado para a finalidade analitica

proposta (Figura 9).

ASC y = 204467x + 39404
1400000 R =0.99915
1200000 -
1000000 -
800000 A —e—Sérief
600000 -
400000 -
200000 1

o | | | [ 1Hz (ug/mL)

0 2 4 6
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Figura 10 — Curva de Calibracéo do derivado de Hidrazina de ASC/[ ] de Hz

A curva de calibragdo foi construida projetando-se no eixo das ordenadas a
area (area média das triplicadas injetadas) do pico do derivado de Hz e no eixo

das abcissas as concentragdes de hidrazina (pg/mL).

4.4.3 Curva de calibragao da acetilisoniazida (AcINH)

Bolsas de plasma doadas pelo Hemocentro da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas foram utilizadas para a construgao das curvas de calibracao.

Aliquotas de plasma foram enriquecidas com solugdo concentrada de
Acetil-isoniazida para 50ug/mL e a partir desta solugdo realizou-se diluigdes
seriadas para as concentracgoes finais de 1; 2,5; 5; 10; 25 e 50 microgramas por
mL em plasma; em seguida procedeu-se a extragao e derivagao conforme descrito
anteriormente (Figura1). A curva foi construida com 6 niveis de concentragdo em
triplicata que apresentaram coeficiente de variagéo inferior a 15%, definido como
critério de aceitagdo. O coeficiente de correlagao foi superior a 0,99, adequado

para a finalidade analitica proposta (Figura 10).

5000000 - y=89361x-1601,2
R =0.99945

4500000 -
4000000 -
3500000
3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000
1000000 -
500000 -

0

—4—>5¢ériel

0 10 20 30 40 50 60

Figura 11 — Curva de Calibrac&o do derivado de Acetilisoniazida de ASC/ |
] de AcINH



35

A curva de calibragao foi construida projetando-se no eixo das ordenadas a

area (area média das triplicadas injetadas) do pico do derivado de INH e no eixo

das abcissas as concentragcdes de acetilisoniazida (ug/ml).

Os parametros farmacocinéticos obtidos nos dois grupos experimentais

estdo demonstrados na tabela 5 e os perfis de concentragdo plasmatica da INH

versus tempo estdo ilustrados na figura 11.

Tabela 6 - Comparacdes encontradas entre os parametros

farmacocinéticos entre 0s grupos animais.

A Grupo Grupo
Parametros INIF-)| Associzgéo
Kel (min-1) 0,087 0,383*
t 1/2 (min) 7,96 1,81*
ASC 0-t (ug/mL.min) 206 106*
ASC 0-inf(ug/mL.min) 307 108*
Cl (mL/min.Kg) 162,6 462,4*
Vd (mL/Kg) 1869,4 1207,3
K alfa (min-1) 0,73 0,76
t1/2 alfa 0,949 0,916
Ka (min-1) 4,851 0,163*
t 1/2 absorcéo 0,14 4,24*
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Figura 12- Perfis farmacocinéticos dos grupos estudados



Tabela 7- Parametros obtidos da AcINH

Parametros da

AcINH INH Associagdo
Tmax 30min |1hora
Cmax 22ug/mL | 16ug/mL
Asc 9,96 38,19
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5) Discussao e Concluséao

A isoniazida tem sido associada a efeitos hepatotdxicos, principalmente
quando associada a rifampicina no tratamento de tuberculose. O tempo
prolongado deste tratamento pode levar a toxicidade severa ao paciente e, caso o
mesmo seja mais susceptivel, pode até mesmo ocasionar faléncia hepatica
levando a necessidade de transplantes para assegurar a sua sobrevida (Centers

for Disease Control and Prevention Report, 2010).

No tratamento da tuberculose existem ainda mais complicagdes ligadas a
resisténcia da micobatéria a certos antibidticos de primeira linha, como a
isoniazida e rifampicina, levando a necessidade do uso de novas associacbes
medicamentosas que podem agravar os efeitos adversos. Desta forma torna-se
importante o estudo das associacbes medicamentosas propostas neste

tratamento.

A proposicdo da introducdo da fluoroquinolona Ciprofloxacina como
farmaco de primeira escolha no tratamento de tuberculose possui fundamentagao
in vitro (Berning et al 2001; De Sousa e Vasconcelos 2005) porém, como visto, a
associacao tem tanto o potencial de complicar ainda mais o tratamento, como de
beneficiar o tratamento devido a mudanca do metabolismo da isoniazida, que é
fator determinante para a hepatotoxicidade principalmente quando associada a

Rifampicina (Srivastava et al, 2010).
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E sabido que a ciprofloxacina interfere com o Citocromo P450, assim

como rifampicina e isoniazida. Desta forma, o uso concomitante destes farmacos
pode modificar a sua farmacocinética, e alteracbes de metabolismo pode levar a

diferencas nos efeitos hepatotdxicos induzidos pelos metabdlitos da isoniazida.

Os parametros bioquimicos avaliados neste estudo sdo ferramentas
amplamente utilizadas para determinar a toxicidade de produtos em animais
experimentais, procurando estabelecer relagcdes entre a exposicédo e o efeito.
Estas avaliagdes podem ser extrapoladas ao homem, desde que feitas as

consideracdes adequadas inter-espécies.

As transaminases s&o enzimas produzidas principalmente no tecido
hepatico e que permanecem neste local em grande quantidade com a fungéo de
catalisar as reacgdes de transferéncia de um grupo amino presente em um
aminoacido para um alfa-cetoacido com consequente producdo de outro

aminoacido e outro alfa-cetoacido correspondente. (Burtis e Ashwood, 2005)

Estas enzimas s&o liberadas em grande quantidade na circulagao
sanguinea quando ocorre destruicdo do hepatécito e, desta forma, podem ser

utilizadas como parametros indiretos para a determinagao de danos hepaticos.

Niveis elevados de ALT e AST sao encontrados em quadros de necrose
hepatica extensa, como ocorre nas hepatites agudas A ou B, nas exposigdes a
toxinas ou em doses elevadas de acetaminofeno. A esteatose hepatica também
determina elevagbes moderadas das transaminases no sangue; 0 que € comum

na exposi¢cao crénica ao etanol, nos quadros de diabetes e na obesidade. Alguns
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medicamentos podem elevar as transaminases, tais como o ibuprofeno,
diclofenaco, fenilbutazona, fenitoina, acido valproico, carbamazepina, fenobarbital,
sulfonamidas, nitrofurantoina, sinvastatina, amiodarona, quinidina, anti-

depressivos ticiclicos, entre outros.

A exposicado aos metabdlitos da isoniazida também tem sido associada a

destruigdo de hepatdcitos com consequente aumento sérico das transaminases.

A ALT, também conhecida como TGP(transaminase piruvica), € uma
enzima que catalisa a transaminagdo 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. Embora esta
enzima esteja presente nas mitocondrias celulares, sua grande disponibilidade no
citoplasma dos hepatdcitos a torna um importante marcador para a investigagao
de hepatotoxicidade. Quando ha danos ao hepatdcito inicialmente sao liberadas
as enzimas do citoplasma destas células e, com a persisténcia do dano ou em
caso de hepatotoxicidade aguda, séo liberadas também as enzimas presentes nas

mitocdndrias, em menor velocidade (Kaneko e Harvey 2008).

A AST, Aspartato Amino Transferase, também conhecida como TGO,
catalisa a transaminagdao de L-aspartato para 2-oxoglutarato para formar

oxalacetato e L-glutamato, com grande importancia nos ciclos bioldgicos.
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Esta enzima pode ser usada para a avaliagdo de varias fung¢des no
organismo e n&o apenas a hepatica, devido a sua alta concentragdo em outros
orgaos além do figado; por isso ela € sempre acompanhada da avaliagao da ALT.
A AST esta presente em grandes quantidades no tecido muscular e cardiaco.
Assim, quando ocorre morte celular nestes tecidos ha grande aumento desta

enzima no plasma sanguineo.

No caso do aumento de AST, ndo ha métodos simples e diretos para
determinar a origem deste fendmeno, portanto utilizam-se outras enzimas para
confirmar o diagndstico. Caso ocorra aumento paralelo de ALT, a origem deve ser
hepatica; caso o dano seja muscular o marcador CK(creatinina quinase) pode

auxiliar na interpretacéo (Burtis e Ashwood, 2005).

Nao se sabe ao certo a meia vida da ALT, porém sabe-se que a sua
permanéncia na circulacéo € suficiente para que seja a sua atividade seja uma
medida confiavel na determinacédo de danos ao figado. Presume-se que a partir da
ocorréncia de uma injuria tecidual, os niveis de ALT permanegam elevados no
periodo de horas a dias. Em caes, a meia vida da ALT foi estimada entre 3 a 60

horas (Kaneko e Harvey, 2008).

Em animais, o uso da ALT como marcador de injuria hepatica é
controverso. Para alguns animais esta enzima ndo é tao confiavel para este fim,
por exemplo, em equinos e bovinos a quantidade de ALT por quilograma de figado
€ bem menor quando comparada a quantidade presente na musculatura e tecido

0sseo. Em canideos, felinos, leporideos e outros animais domésticos o aumento
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da ALT plasmatica € mais especifica para danos hepaticos (Kaneko e Harvey,

2008).

Coelhos sdo modelos animais cuja fungao hepatica € frequentemente
analisada através da avaliacdo destas enzimas. Sarich et al(1995) estabeleceram
um modelo para avaliagdo de hepatotoxicidade em coelhos através da
combinacdo de fenobarbital e isoniazida, porém utilizando a enzima Arginino
Succinato Liase (ASAL) como marcador de danos hepaticos, ja Tayal et al (2007)
induziram toxicidade a partir da combinacdo de INH com RMP e, através da
avaliacdo de ALT, quantificaram a extensdo de danos hepaticos. Este modelo
animal € uma referéncia melhor do que ratos para a avaliagdo da toxicidade
induzida por RMP e INH, pois reproduz de forma mais confiavel e sensivel que

ratos a indugéo do citocromo P450 causada por RMP (Shen et al 2008).

O equilibrio entre AST e ALT é importante para a homeostasia do
organismo, sendo que em condi¢des fisioldgicas, a AST plasmatica € maior que a
ALT. No caso de algum tipo de injuria do tecido hepatico estas enzimas contidas
no citoplasma dos hepatocitos sao liberadas para a corrente sanguinea e desta
forma pode-se avaliar a extensdo dos danos de acordo com estas enzimas. No
caso de injuria do tecido, as condicdes fisiolégicas sdo invertidas. A ALT, que é
mais especifica para o figado, atinge niveis acima da AST, que é um sinal claro do
dano tissular, podendo resultar num diagnoéstico de problemas hepaticos (Burtis e

Ashwood, 2005).

Embora um resultado classico de hepatotoxicidade seja o aumento

destas enzimas com os niveis de ALT ultrapassando os de AST, algumas
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interpretacdes clinicas podem ser feitas de formas diferentes. O aumento dessas
enzimas sem inversdo dos niveis das mesmas pode ocorrer no caso de cirrose,
hepatite alcodlica e neoplasias. Porém a maior parte das causas de hepatites
configura o quadro classico de disposi¢cao destes marcadores. Mesmo assim, as
interpretacdes podem diferir de acordo com a extensdo do aumento das

transaminases observado.

No caso de necrose hepatica, pode-se observar um aumento de até 100
vezes destas enzimas acima do valor de referéncia, outras patologias geralmente
resultam num valor 10 a 40 vezes maior. No caso de hepatotoxicidade causada
por Isoniazida e Rifampicina em coelhos, segundo Kalra et al (2007), em uma
semana de exposicao a estes farmacos, observou-se aumento de 3 a 4 vezes os
valores de referéncia para coelhos. O que, segundo Burtis e Ashwood (2005), é
esperado pois ha apenas um aumento modesto destas enzimas no caso de

hepatoxicidade causado por antibiéticos.

Neste experimento a exposicdo de coelhos albinos a uma dose de
isoniazida (50 mg/kg) por 07 dias, assim como a associagao, nao resultou em
elevagao do niveis séricos da AST quando comparados aos niveis do grupo
controle pré ou pos-exposig¢ao (Figura 5). Kalra et al (2007), no mesmo modelo
animal e protocolo experimental, obtiveram niveis igualmente estaveis de AST na
administracdo de INH isolada, porém quando associada a RMP, estes niveis

elevaram-se significativamente.

Os resultados apresentados na figura 3 revelam um aumento

estatisticamente relevante da transaminase ALT quando os animais foram
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expostos a associagdo, embora os valores nao atinjam os referidos pelos
trabalhos anteriormente citados, mas apenas 2 vezes acima do nivel basal dos
animais. Observamos, conforme descrito anteriormente (figura 5), que a
transaminase AST permanece inalterada inclusive no grupo associagdo. Neste
caso, seria esperado também uma alteragdo num quadro de danos hepaticos, de

forma a extrapolar seu nivel basal em 3 ou 4 vezes.

Ao mesmo tempo em que a AST nao expressa resultado esperado,
pode-se observar no panorama geral que a ALT sobrepbe os niveis de AST, o que
caracteriza um quadro de hepatite tdéxica e sugere que, em menor grau, houve

dano aos hepatdcitos dos animais.

Este resultado pode ter relacdo com o fato de que a RMP tende induzir o
metabolismo da INH, enquanto que a CIPRO tende a inibir o mesmo processo
(Ofoefule 2001 e 2002)e, assim, ocorrendo minimiza¢ao dos efeitos da associag¢ao

INH e RMP observada no trabalho de Kalra et al (2007) e Tayal et al(2007).

A bilirrubina é um pigmento da bile muito importante para diversos
aspectos do metabolismo. Este pigmento conjuga-se com farmacos que possuem
ciclo éntero-hepatico e tem grande funcdo na formacao das fezes e absorcao de
nutrientes. Pode ser encontrado na circulacdo 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 avaliacdo de seus
niveis plasmaticos € interessante para verificar danos ao figado geralmente

ligados a obstrugéo do ducto biliar (Kaneko e Harvey, 2008).
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A bilirrubina é detectada geralmente pelo método de van der Bergh ou

reacao Diazo e, neste ultimo, pode diferenciar-se a Bilirrubina direta da bilirrubina
total. Isso ocorre porque a bilirrubina n&do conjugada ou bilirrubina direta é soluvel
em agua e conjuga-se prontamente ao reagente Diazo (composto por acido
sulfanilico diazotado). Este conjugado €& caracterizado pela formagédo da
azobilirrubina vermelha e com a formacédo desta pode-se realizar a leitura em

espectrofotdmetro a 525nm.

Para a detecgao da bilirrubina total € necessario um reagente chamado
acelerador. A bilirrubina conjugada ou indireta ndo € tado soluvel em agua e liga-se
bem mais lentamente ao reagente diazo. Desta forma € necessario acrescentar
um solvente organico para que a reagao ocorra e por isso o acelerador, que pode

ser etanol ou metanol (Burtis e Ashwood, 2005).

No kit Labtest utilizado(ref. 31), o acelerador é composto por cafeina
130mmol/L, benzoato de sodio 260mmol/L, acetato de sodio 460mmol/L e
surfactante. Esta determinacao inclui tanto a bilirrubina direta quanto a conjugada,
desta forma para determinar a bilirrubina conjugada isolada deve-se subtrair do

resultado o valor encontrado na bilirrubina direta.

Em condicdes fisiologicas a bilirrubina indireta € maior que a direta.
Porém estas condi¢gdes podem inverter-se nos casos agudos de hepatite, onde ha
o aumento da bilirrubina direta, com excecédo de 15% dos casos onde apenas a
bilirrubina indireta continua sendo superior (Burtis e Ashwood, 2005). Ha aumento
da bilirrubina indireta no caso de colestase intrahepatica, extrahepatica ou

obstrucao do ducto biliar (Kaneko e Harvey, 2008).
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No tratamento tanto de humanos como de animais com INH-RMP, além

do dano celular causado pela INH, a RMP per se causa uma hiperbilirrubinemia
por interferir na excregao desta, além de poder causar necrose centrilobular ligada

a colestase (Totsmann et al, 2007).

No experimento realizado, como pode ser visualizado na figura 6, mesmo
quando INH fora associada a RMP e CIPRO, n&o houve diferenca significativa nos
niveis de bilirrubina em nenhuma de suas formas: direta, indireta ou total. Embora
os niveis de ALT e AST possam remeter a um quadro de hepatotoxicidade, a
bilirrubina nao refletiu tal processo. Alguns fatores como o tempo de exposi¢céo e o
tipo de dano causado podem ter contribuido para que o resultado fosse diferente

do esperado no caso de injuria hepatica.

Uma vez que, caso houvesse algum tipo de dano ao hepatdcito, haveria
aumento da bilirrubina total e direta, os resultados demonstraram que nao houve
diferenca estatistica significativa entre os valores séricos de bilirrubina direta ou
indireta do grupo controle e grupo isoniazida, pré ou pos-exposi¢ao e, ainda, do

grupo associagao.

A fosfatase alcalina (ALP) tem ampla agcdo no organismo, sendo
responsavel pela hidrolise alcalina de uma grande variedade de substratos
organicos e sintéticos. A APL pode ser encontrada em varios tecidos,
principalmente associada a membranas celulares de mucosas, e especialmente as
dos intestinos e tubulos renais. Suas fungdes variam, desde transporte de lipideos

nos intestinos até o processo de calcificacdo nos 0ssos.
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Sua atividade depende da ativagdo por Magnésio, que age como cofator

para a enzima, enquanto que os ions borato, fosfato e oxalato sao inibidores da
enzima. A atividade 6tima desta enzima requer um pH alcalino (Burtis e Ashwood,

2005).

Pode ser considerado um marcador de danos hepaticos interessante,
embora suas alteragcbes sejam de dificil conclusdo se ndo auxiliado por outros
marcadores pelo fato dela ser constitutiva de varios 6rgéos, principalmente dos

0Ss0s, rins, superficie celular dos intestinos e do figado.

Apesar de ser amplamente distribuida no organismo, a ALP plasmatica é
originada principalmente dos ossos ou do figado, sendo que mais da metade da
ALP no sangue € proveniente dos ossos. Justamente por isso os valores de
referéncia de ALP podem variar de acordo com a idade do paciente, pois existe

relagdo com a formagao 6ssea do individuo.

Quando ha danos ao figado, principalmente de ordem obstrutiva do
ducto biliar, os hepatécitos sdo induzidos a sintetizar mais ALP. Parte desta
enzima recém formada vai para o sangue, aumentando seus niveis plasmaticos.
No caso de hepatite induzida por drogas, ha liberacdo de ALP na circulagéo
devido ao rompimento de hepatdcitos e do aumento da sintese desta enzima

pelos hepatdcitos integros.(Burtis e Ashwood, 2005 p. 608)

Os valores de referéncia de ALP para coelhos albinos normais € de 60 a
120 U/L, segundo Emmanuelli et al (2008). A figura 7, que apresenta as diferengas

de ALP nos animais quando submetidos aos diferentes protocolos propostos,
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demonstra que n&o houve diferenca estatistica significativa de ALP nas
exposigdes realizadas, no entanto os valores obtidos revelam uma tendéncia ao
aumento no grupo pdés-controle, uma tendéncia a diminuigdo no grupo da INH e

uma diminuigdo menos significativa no grupo da associagéo.

Durante a execugao dos protocolos dos grupos INH e associacao
observou-se uma queda na ingestao de alimento, sendo mais intensa no primeiro,
com consequente perda consideravel de peso que provavelmente se relacionou
ao efeito anorexigeno da INH e que pode estar relacionado com a tendéncia de
diminuicdo da ALP. Banerjee et al(1976) constataram que a queda da ALP pode
ocorrer em decorréncia de diminuicdo da ingestdo de alimento por tempo

prolongado.

Por outro lado, observou-se que no grupo pds controle ha uma tendéncia
ao aumento da ALP, o que provavelmente relacionou-se ao estresse sofrido pelo
animal durante a semana de administragao ou, ainda, a irritacdo de mucosas pela

passagem da sonda nasogastrica.

Foi interessante observar que no grupo INH, onde as concentragdes
plasmaticas de INH foram superiores, houve drastica diminuicdo da atividade de
ALP , e na associacdo, onde as concentracdes plasmaticas de INH foram
inferiores, houve diminuicdo menos significativa da atividade da ALP. Ainda,
ressalte-se que no grupo controle, onde ndo houve administragdo de INH, a
atividade de ALP foi aumentada, o que pode significar que nos grupos onde houve

administracdo do farmaco, o efeito do estresse e de irritacdo da mucosa
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contrapds-se ao efeito de diminuigdo da ALP, tornando-o menos significativo com

consequéncias sobre a comparagao estatistica.

Ofoefule et al (2002, 2001) constataram que a ciprofloxacina, tanto
quando administrada concomitantemente com isoniazida, quanto com rifampicina,
leva a diferengcas no perfil farmacocinético da INH em voluntarios sadios. No
entanto, esta interacdo farmacocinética ndo tem implicado em alteragdes no
regime posolégico. A ocorréncia de modificacbes no perfil de toxicidade é

desconhecida, e este aspecto pode inviabilizar a associagao.

A proposta deste estudo foi associar os trés farmacos e estudar se esta
associagcao causaria alteragcbes sobre farmacocinética da INH e com
consequentes modificagbes no perfil toxicoldgico do produto em coelhos. Portanto
foi proposto o estudo da farmacocinética da isoniazida e a quantificacédo de seus
metabdlitos segundo o método desenvolvido por De Rosa et al (2007). O método
foi parcialmente validado gerando as curvas expressas pelas figuras 8 a 10,
confirmando que os limites de confianga do método permaneceram adequados

para a sua aplicacao no estudo de farmacocinética.

Os resultados da avaliagdo farmacocinética (Figura 11) demonstraram
que as concentracbes plasmaticas da INH no intervalo de doses foi
significativamente menor quando houve associagdo de farmacos, o que sugere

interacdes na fase de absorgéo ou eliminagao do produto.
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Na tabela 7 estédo relacionados os parametros farmacocinéticos da INH
nos dois grupos estudados e constatou-se diferencas estatisticas entre varios

parametros farmacocinéticos.

A constante de eliminacéo (kel) apresentou diferencas significativas e foi
maior no grupo da associagdo. A constante de eliminacao reflete a velocidade em
que este processo ocorre e esta intimamente relacionada a meia vida de
eliminagdo do farmaco. Assim, o aumento de kel provavelmente relaciona-se ao
aumento do metabolismo da isoniazida induzido pelos farmacos associados, com

consequéncias sobre a meia vida de eliminagao.

A meia vida de eliminagdo, por sua vez, € um parametro hibrido,
dependente do Clearance e do Volume de Distribuigao; de tal forma que aumentos
no clearance tendem a diminuir a meia vida, uma vez que o CI representa a taxa
de eliminagdo do farmaco do sangue, enquanto que aumentos no Vd tendem a
elevar a meia vida, pois o farmaco se distribui mais profundamente nos

compartimentos e em maior extensao o que dificulta a excregao da INH.

O Clearance foi um parametro que também sofreu influéncia do aumento
no metabolismo da INH, e apresentou valores superiores no grupo da associagao
de forma relevante (p<0,05). Pode-se atribuir o aumento do Clearance a indugao
de enzimas do Citocromo P450 pela exposicdo continuada ao farmaco
Rifampicina, especialmente as espécies envolvidas no metabolismo da isoniazida,
no caso majoritariamente a CYP 2E1, o aumento do metabolismo da INH contribui

com o processo de eliminagao da INH do organismo e, portanto, aumentando o CI.
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Em contrapartida, no parametro Vd ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos. Supostamente este parametro somente estaria
significativamente modificado se houvesse competi¢cdo pelos sitios de ligagao as
proteinas plasmaticas e os resultados obtidos demonstram que este fato nao
ocorreu. Ainda, a constante de distribuicdo (Kalfa) também n&o apresentou

diferencas estatisticas significativas entre os grupos.

A diminuicdo observada na meia vida de eliminagdo para o grupo da
associagao, portanto, demonstra a influencia das alteragcbes decorrentes da

inducado do metabolismo da INH e expressas pelo aumento do Cl neste grupo.

A area sob a curva (ASC) também teve uma significativa diminui¢gdo no
grupo cujo metabolismo da isoniazida foi aumentado. E um evento esperado
devido ao efeito da associagdo. Além do aumento do Cl, a diminuicdo da ASC
relaciona-se a diminuicdo da ka com consequente aumento da meia vida de

absorgao.

A ciprofloxacina leva a inibicdo da atividade colinérgica, que por sua vez
causa diminuicdo da motilidade gastrointestinal e retardo no esvaziamento
gastrico, diminuindo a velocidade de absorgao de outros farmacos (Ofoefule et al,
2001). O reflexo deste efeito € o aumento da meia vida de absorg¢ao e diminuigdo

da constante de absorgéo, observadas neste trabalho.

Por absorver mais lentamente, a amplitude do Cmax é diminuida,
contribuindo para a diminuicdo da ASC em relagdo a ASC do grupo INH. Este fator

somado ao valor de clearance aumentado, no grupo da associagdo, leva ao
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aparecimento de concentragdes plasmaticas menores. Este aspecto revela que,
nesta associacdo medicamentosa, o resultado global é a manutencdo de
concentracoes plasmaticas menores de INH que declinam com maior velocidade

quando comparada a administracdo da INH isoladamente.

Os metabdlitos acetil-hidrazina e hidrazina ndo foram detectados nas
amostras analisadas, embora o método bioanalitico tenha sido satisfatoriamente
aplicado em estudo anterior com ratos wistar. Este fato reforca que o perfil
metabdlico do rato wistar é significativamente diferente do coelho albino e reflete-
se nas diferengas significativas com relagdo a hepatotoxicidade da INH entre as

duas espécies.

Foi possivel detectar a acetil-isoniazida no grupo da INH isolada até 45
minutos apds administragéo, e no grupo da associagéao foi possivel quantifica-la no
periodo de 8 horas apds a administracdo. Este metabdlito demonstrou diferencas
de perfil entre os grupos INH e associacdo como pode ser visto na tabela 8. Os
valores de Cmax foram superiores no grupo da INH isolada, porém foi possivel
observar que o metabdlito apresentou ASC superior na associagdo, pois as
concentragdes plasmaticas foram mantidas por um tempo prolongado. Este fato
pode estar relacionado as diferengas no processo de absorgdo entre os grupos, ja
discutido anteriormente. Assim a INH, no grupo da associagéao, foi absorvida mais
lentamente com consequente menor velocidade de formagédo de metabdlitos. Esta
caracteristica pode ser vantajosa na terapéutica, considerando-se a provavel

relacédo entre exposicdo ao metabdlito e hepatotoxicidade.
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Ressalte-se o valor da concentracdo maxima de AcINH no grupo INH

ocorreu 30 minutos apos a administracao e atingiu uma amplitude de 22ug/mL; o
valor de Cmax de AcINH no grupo associagdo ocorreu 1 hora apos a

administragao e atingiu 16ug/mL (tabela 8).

Assim, foi possivel observar que a associacdo de INH com RMP e
CIPRO resulta em interagbes farmacocinéticas com consequentes modificacbes
nos niveis plasmaticos da INH e acetil-isoniazida e estas interagcbes podem estar
relacionadas as diferencas encontradas nos valores de ALT e ALP entre os
grupos. Todos os resultados apontam para provaveis beneficios desta associagao
na terapéutica, no entanto, somente a inclusdo de um grupo de animais expostos

a uma associacao INH e RMP pode fundamentar esta conclusao.
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