UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

Efeitos da rifampicina na farmacocinetica e

hepatotoxicidade da isoniazida

Helene Jorge De Rosa

Orientador: Prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes

Araraquara - SP
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

Efeitos da rifampicina na farmacocinetica e

hepatotoxicidade da isoniazida

Helene Jorge De Rosa

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés Graduacdao em Ciéncias
Farmacéuticas, Area de Andlises Clinicas, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP, como parte dos requisitos para a obtencao do Titulo de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes

Araraquara - SP
2006



Dedicatoria

Quero, ndo so6 dedicar, mas acima de tudo agradecer a Deus por tudo o que

tenho e sou e conquistei.... Obrigada !

Dedico este trabalho aos meus familiares, que sempre estiveram presentes
em todos os momentos de minha vida, fossem eles de alegria ou de tristeza, me

apoiando com palavras de incentivo e acima de tudo de amor.

Mais que uma dedicacao, eu gostaria de agradecer, sinceramente, a minha
mae, Marlene e ao meu pai, Henrique, pelos anos de amor a abnegacao
dedicados a mim.... obrigada por me ensinarem a procurar ser uma pessoa

“melhor” a cada novo dia !

Dedico este trabalho também ao meu irmao Maurice, por sempre ter sido
um “exemplo” positivo em minha vida.... e a minha cunhada Fernanda, cujos
passos profissionais me serviram de estimulo..... ndo poderia deixar de mencionar
a doce presenca dos meus amados sobrinhos, Gustavo e Luiza.... raios de luz

inovadora em minha vida !

Em especial, dedico este trabalho a uma pessoa que durante toda a
caminha para a conclusao deste projeto esteve ao nosso lado, como orientadora,

incentivadora, como professora.... corrigindo, com respeito, nossos erros, mas



sem nunca deixar que isso nos desanimasse.... comemorando conosco cada
vitéria alcangcada, sem permitir que isso fosse motivo para nos acomodarmos...
pelo contrario... dedico, de todo meu coracgao, esta dissertacdo, a nossa mais que
amiga... a nossa “Mama”... a quem aprendemos a amar e admirar, tendo-a como
um exemplo de pessoa a sequir..... e agradeco a ela por acreditar em nosso
potencial e por nos mostrar como a “Farmacocinética” € maravilhosa... e por nos
fazer amar a “pesquisa”.... trabalhando sempre em equipe.... sempre buscando um

bem comum.... obrigada Ré !

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara, na qual
ndo s6 me graduei, mas acima de tudo me “formei”, tendo adquirido
conhecimentos, experiéncias e exemplos de conduta profissional e pessoal
através da inesquecivel convivéncia com professores, amigos, colegas e
funcionarios, o0 que me propiciou condi¢cdes suficientes para a realizacao e

conquista deste titulo de Mestre.



Agradecimentos especiais

E Helen Mariana Baldan.... a “nossa Beré” .....s6 nés sabemos o quanto nos
dedicamos para a realizacao deste projeto, que ndo é meu nem seu ...6 NOSSO...
de nossa equipe.... e eu quero te agradecer pela sua amizade, companheirismo,
paciéncia, otimismo e por sua alegria contagiante.... obrigada por tudo.... € vamos
continuar ainda constituindo esta “dupla dindmica” .... em outros projetos... de

trabalho.. e de vida !

Agradego a toda minha familia, pais, irm&o, avés, tios, tias, primos e
primas.... pelos mimos de amor... pelas preces, apoio e pelas palavras de carinho,

incentivo e reconhecimento.... obrigada !

Ao meu orientador, Prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes, pela confianga,
paciéncia, pelos ensinamentos.... por esclarecer, incansavelmente, por onde
passa o “WET-PRIMER” no HPLC automaético.... Obrigada pela orientagéao e pela

amizade !

A Prof. Dra. Marcia Silva, professora do departamento de Farmacos e
Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-Araraquara,
pela producao de reagentes indispensaveis para a realizacado do nosso projeto e
por, em mais um momento de nossas vidas, ter sido uma atenciosa “educadora’...

e uma amiga !



Agradecimentos

Agradecgo ao querido Marcus, técnico do laboratério de Bioquimica Clinica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-Araraquara, pela sua
fundamental colaboracdo, estando sempre disponivel e paciente para nos ajudar
com nossos “amiguinhos brancos”... tratando-os com respeito... e amor ! Obrigada

Marcus... nunca vamos esquecé-Io !

Ao Celso, do biotério central desta instituicdo, que sempre nos socorreu Nos

momentos de “aperto” , garantindo a execucao de nosso trabalho.

Agradeco aos nosso “queridos e divertidos” amigos do almoxarifado, por

nos receber sempre tado bem.... vocés sdo nota 10 !

A toda “equipe de amigos” do laboratério de Bioequivaléncia: Beré, Raquel,
Kelly, Camila, Thalita, Sandrinha e Silvio. Obrigada pela colaboracéo, torcida e
incentivo ....vocés todos moram no meu coracao e juntos formamos uma “familia”
unida por lacos de amizade, carinho e objetivos comuns... a Bioequivaléncia se

tornou um segundo lar..... inesquecivel !

Aos amigos da farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP-Araraquara, Fabio (Quasy), Tarcicio, Fartura, Karina, Vampeta, R6 e a

Bete pelo apoio e auxilio... e pelos momentos de descontracao.



A CNPq por financiar os experimentos realizados através de verba

destinada ao projeto.

A FURP (Fundacdo do Remédio Popular) por, atenciosamente, nos ceder

farmacos fundamentais para o desenvolvimento do projeto.

Aos amigos que contribuiram de maneira mais dedicada para que esse
trabalho desse certo, meus “140” amigos Wistar, que forneceram, sem reclamar,
nem pestanejar, suas vidas em experimentos preparatorios, definitivos, repeticdes
e conclusivos. Sem vocés, este trabalho teria fracassado certamente. Espero que

eu consiga crescer o suficiente para um dia poder encontrar com vocés no céu.

Ao servigo técnico de Biblioteca e ao servigo de apoio a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-Araraquara pelo auxilio na obtencéo,
atualizagédo e corregdo das referéncias bibliografica, em especial ao Moacir a a

Natalina Escremin.

Ao Programa de Pés-graduacéao de Ciéncias Farmacéuticas (Claudia, Laura
e Sobnia) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (Araraquara), pela

atencao, paciéncia e esclarecimentos... obrigada !

As minhas amigas do coracdo Vanessa e Bia, que eu considero como

irm&s... obrigada por acreditarem em mim, por, mesmo a distancia, estarem



sempre presentes em minha vida.... comemorando comigo minhas vitérias... e

enxugando minhas lagrimas quando necessario.... amo VOcés ...obrigada !

Obrigada, Jean por ter estado ao meu lado.... pelo carinho, incentivo,
apoio... por muitas vezes me ajudar a “desvendar” alguns “mistérios” da quimica
organica relacionados ao projeto... Obrigada pelos conselhos.... e por me ensinar

a ser um pouco mais racional...

Agradeco ao meu querido amigo Serginho V. Grande, pela amizade,
carinho, atencéao, paciéncia... pelo apoio e pelas palavras de incentivo... obrigada
Serginho por me ajudar a “enxergar” o mundo de uma forma melhor... por me
fazer entender como é importante conhecermos a nés mesmos e termos vontade
e perseveranga para evoluirmos..... vocé é um Anjo amigo que surgiu na minha

vida !

Obrigada aos meus amigos da minha “terrinha natal”...... Chris, Lena,
Milena, Ariadne, André, Vitor, Uebinho, Isabela e tantos outros .... obrigada por
entenderem a minha auséncia em tantos momentos importantes... mas saibam
gque meus pensamentos e meu coracao nunca deixaram de estar com vocés...
Obrigada por se orgulharem de mim, pelo apoio e solidariedade.... amo todos

voceés |

A todos que eu nao citei aqui, mas que de alguma forma contribuiram para

eu concluisse esta dissertacao. Obrigada a todos



ABREVIATURAS I

o ou Ka:: constante de velocidade de distribuicdo

AAS: acido acetil-salicilico

AcHz: acetilhidrazina

AcINH: acetilisoniazida

AGA: alfa glicoproteina acida

ALT: alanina aminotransferase

ASAL: acido arginino-succinico liase

AST: aspartato aminotransferase

AUC: area sob a curva concentracao plasmatica versus tempo
AUCSS,.,,: area sob a curva concentracéo plasmatica versus tempo no intervalo de
dose de 24h

B ou Kel: constante de velocidade de eliminacao

CA: cinamaldeido

Cmax: concentracao plasmatica maxima

Cly/F: clearance total aparente

Cpss: concentracao média no estado de equilibrio

CV: coeficiente de variacao

CYP450: citocromo P450

CYP2E1: citocromo P450 isoforma 2E1

EPM: erro padrao da média

ES: erro sistematico



ETB: etambutol

DAcHz: diacetil-hidrazina

Hz: hidrazina

Ka: constante de velocidade de absorcao
INH: isoniazida

InhA: enoil acil redutase

NAT-2: N-acetiltransferase 2

PYR: pirazinamida

RMP: rifampicina

S: estreptomicina

t 2 a: meia vida de absorcao

t 2 ai: meia vida de distribuicao

t 2 B: meia vida de eliminagao

TCA: acido tricloro acético

tmax: tempo necessario para atingir a Cmax
UV-VS: ultra-violeta — visivel

Vd/F: volume de distribuicdo aparente



— TR

RESUMO. ... e ae e 1
ADSTTACT. ...t a e 3
LI [ (0T U= o PP OOUPUPPPRPPT 5
1.1. Isoniazida: farmacologia clinica e parametros farmacocinéticos........ 8
1.2. Rifampicina: farmacologia clinica e parametros farmacocinéticos...... 14
1.3. Hepatotoxicidade induzida por drogas..........cooeeuvvieeeeiieeiiiiiiiieeeeenn 19
2. JUSHICALIVA. .. 27
3. ODJELIVOS. ..ttt e e e 28
4. CasuistiCa € METOAOS. .....uuuiiiiiiei e 29
4.1, CaSUISTICA. ... 29
4.2. Protocolo experimental.............oeeiiiiiiiiiiiiie e 30
4.3. MEtOd0S @NAlTICOS. ...ueeieiieeiiiiiiiiiie et 34
4.3.1. REAGENTES. ... 34
4.3.2. Sistema cromatografiCo...........ueeeeiiiiiiiie e 34

4.3.4. Procedimento analitico para a determinacao de INH e metabdlitos 35

4.3.5. Preparagdo das amostras para determinacdo de isoniazida e

MEtabOITOS €M SOTO.......eiiiiiii i 37
4.3.6. Curvas de CaliDragao.........oooiuuiiiiiiiiiee e 37
4.3.6.1. Curva de calibracao da isoniazida (INH).........c.cccconiiiiiine, 38

4.3.6.2. Curva de calibragdo da hidrazina (Hz)........ccccceeeiiiiiiiiiiiis 38



4.3.6.3. Curva de calibragdo da acetilisoniazida (ACINH)............ccccunnneeee. 39

4.3.6.4. Curva de calibragdo da acetilhidrazina (ACHz).........cccccceeeerinns 41
4.3.7. Validacao do método analitiCo...........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 42
4.3.7.1. LIN€ANTATE. .....ueeeiiiieeeeeitee et 42
4.3.7.2. Limite de DeteCCAOD. ....ceuiii i 43
4.3.7.3. Limite de QuUantifiCagao...........uuueeeiieiiiiieiieee e 43
4.3.7.4. Precis@o e exatidao intra e inter ensaios..........cccceeeeeeeiieiiiiinnnnnn. 44
4.3.7.5. Seletividade. .........ueiiiiii e 44
4.3.7.6. Estabilidade.........cc.uueiiiiiii 45
4.4. Andlise FarmacoCiN@liCa. ........couuuiieiieiiee e 45
4.5. Determinacao da atividade enzimaticade AST e ALT........................ 47
4.6. Analise eStatistiCa.........oocuieiiiiii 48
5. RESURAAOS. .. e 49
5.1. Determinacgao da isoniazida e metabdlitos..........cccceeeeeeeeee 49
5.2. Disposicao cinética da INH e metabdlitos..........ccceeeeeeeei 57
5.3. Pardmetros bioQUIMICOS. ........uuiiiiiiiiiiieeieee e 63
B. DISCUSSE0. ..ceeeiiiiieeitte ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e saneeens 66
7. CONCIUSOES. ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e e neeeananeeeas 81

8. Referéncias bibliografiCas. ..o 83



ﬂm A DE FIGURAS I

Figura 1-Metabolismo da isoniazida e formacdo de intermediarios
0T 0 F= 1 (0] (o) (o 1= T PSSR 12
Figuras 2A e 2B- Cromatogramas referentes a analise de isoniazida e
0] Te 2= V4T 0 F= =Y 0 0T =0 o J 51
Figura 3- Cromatograma referente ao branco do soro utilizado para a
construcao das curvas de Calibragao..........ooouviiiiiiiiiiiiii e 51

Figuras 4A e 4B- Curvas de calibragcdo em soro da INH sem hidrélise e apdés 51

procedimento CoOm NidrOliSe.........oooeeeeiii i 52
Figura 5- Curva de calibracdo em soro para acetilisoniazida.............cccccceeeeeennns 52
Figura 6- Curva de calibracdo em soro para hidrazina.........c..cccoeeeccuvieeeeeeeennnns 53
Figura 7- Curva de calibragdo em soro para acetilhidrazina...........c.ccccoeeunnnneee. 53

Figura 8- Disposicao cinética da INH e metabdlitos do grupo tratado com INH.. 58
Figura 9- Disposicdo cinética da INH e metabdlitos do grupo tratado com a
assOCIaCa0 INH € RIMP ... s 59
Figura 10- Comparacao entre os grupos INH e INH+RMP em relacdo aos
parametros farmacOCINELICOS. ......uviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e e s 61

Figura 11-Comparagédo entre os grupos INH e INH + RMP em relagéo a

AU ettt ettt ettt ettt e ettt ee et ee et ettt e et et en e et e neens 62
Figura 12- Razao entre metabdlito e composto precursor... ... vveeiieieeeeennn. 63
Figura 13- Razéao entre a atividade de AST pds tratamento e pré tratamento.... 64

Figura 14- Razao entre a atividade de ALT péds tratamento e pré tratamento.... 65



LISTA DE TABELAS I

Tabela 1- Fase mével do sistema cromatografico em modo gradiente...............
Tabela 2- Estudo de seletividade do método para determinagéo de INH e
AT = 0T ] 1 (o TSI =T 4 1= T
Tabela 3- Limites de confianca do método para determinacdo de INH e
Metabolitos €M SOr0 (N=3)...ccii e
Tabela 4- Precisdo e exatiddo do método para determinagdo de INH e
AT e 0T ] 1 (o TSI =T 4 1= T
Tabela 5- Estabilidade do método para determinacdo de INH e metabdlitos
EIM SOFO (N=5) ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e aneees
Tabela 6- Parametros farmacocinéticos da isoniazida. Dados expressos como
MEdia (EPM); N=5. e

Tabela 7- AUC da isoniazida e metabdlitos. Dados expressos como média

Tabela 8- Razado entre metabdlito e composto precursor. Dados expressos
como media (EPM); N=5....ee e
Tabela 9- Razéo entre a atividade de AST e ALT pés e pré tratamento. Dados

expressos como média (EPM); N=5. ...

54

55

56

57

59

60

60



— CETES

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da rifampicina (RMP)
sobre os parametros farmacocinéticos da isoniazida (INH), sobre a producéo de
seus metabdlitos e sobre a sua hepatotoxicidade.

Foram utilizados 140 ratos (Wistar, machos, peso médio 250g) que
receberam, por gavagem, durante 21 dias: Grupo | - agua estéril (n = 20); Grupo |l
- INH (100mg/Kg) (n = 50); Grupo Il - RMP (100mg/Kg) (n = 20) e Grupo IV- INH
(100mg/Kg) + RMP (100mg/Kg) ( n= 50).

Anteriormente ao inicio do experimento, o sangue de todos os animais foi
coletado pela cauda para determinacao da atividade sérica de AST e ALT, cujos
valores foram considerados como basais. No 21° do experimento os animais
foram sacrificados por decapitacdo e o material biolégico obtido foi utilizado para a
determinacdo da atividade de AST e ALT e para a analise dos parametros
farmacocinéticos da INH nos grupos Il e IV. A cinética da isoniazida e de seus
metabdlitos foi investigada com base na relagdo concentracao plasmatica x tempo
a partir de amostras seriadas de sangue em 10 tempos diferentes (0; 157; 30"; 457;
607; 1,5h; 3h; 6h; 12h; e 24h); para cada tempo de coleta foram empregados 5
ratos (5 replicatas).

As amostras de soro foram desproteinizadas com &cido tricloroacético 10%,
derivatizeda com cinamaldeido 1% e analisada por HPLC. Para a determinacéo
dos derivados acetilados acetilisoniazida (AcINH) and acetilhidrazina (AcHz) foi

realizada hidrolise prévia com &cido cloridrico 6 M.
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Os parametros farmacocinéticos da INH que apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05, teste t- student), média (EPM) foram:
Grupo INH vs Grupo INH + RMP: t;.a = 1,38 (0,07) vs 0,98h (0,08) ; Ka = 0,51
(0,024) vs 0,73 (0,07); t1,2B = 3,4 (0,026) vs 2,7 (0,14); Kel = 0,21 (0,015) vs 0,26
(0,012); Chk/F = 0,68 (0,016) vs 1,35 (0,085); Vd/F = 3,32 (0,19) vs 5,18 (0,2);
AUC*? da isoniazida = 146,36 (3,25) vs 75,42 (5,23); AUC"*; da hidrazina =
2,87 (0,07) vs 1,3 (0,04). As razées AUC’?* metabdlito/AUC®?* precursor que
apresentam diferencas foram: Grupo INH vs Grupo INH + RMP: hidrazina/acetil-
hidrazina = 0,143 (0,005) vs 0,052 (0,005); acetilhidrazina/isoniazida = 0,754
(0,017) vs 1,379 (0,228) e acetilhidrazina/acetilisoniazida = 0,182 (0,005) vs 0,265
(0,045).

A atividade de AST no 21° dia de experimento atingiu valores superiores
aos basais para os grupos que receberam INH isolada e INH + RMP, enquanto
que para os grupos controle e RMP estes valores se mostraram sem alteracoes
estatisticamente significativas em relacdo ao tempo zero de coleta. A atividade de
ALT no 21° dia de tratamento foi inferior aos valores considerados basais para
todos o0s grupos estudados, com excecdao do grupo que recebeu INH
isoladamente.

Nossos resultados mostraram acentuada diminuicdo da AUCSS,,, da Hz e
INH, menores valores de ALT e iguais valores de AST no grupo que recebeu a
associacdo medicamentosa em relagdo ao grupo INH isolada, sugerindo que a
associacdao INH+RMP ndo resulta em aumento da hepatotoxicidade da INH
apesar das diferencas observadas nas concentragdes plasmaticas desses

metabdlitos.



ABSTRACT I

The aim of the present study was to evaluate the hepatotoxicity,
pharmacokinetic parameters and biotransformation of isoniazid when rats were
treated with isoniazid (INH); rifampicin (RMP); and INH + RMP. Daily doses of the
tuberculostatic drugs were administrated intragastrically to the animals (Wistar
rats) for one period of 21 days as follow: sterile water (group |, control); INH
(100mg/Kg) (group II), RMP (100mg/Kg) (group IlI); INH (100mg/Kg) + RMP
(100mg/Kg) (group 1IV). The serum levels of the biomarkers aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were determined
before the administration of the drugs (basal) and after the 21 days treatments. On
day 21, blood samples were obtained before and 157; 30"; 457; 607; 1,5; 3h; 6h;
12h and 24 hours after the dose. (five animals for each point). The blood samples
were deproteinized with 10% trichloroacetic acid, derivatized by 1%
cinnamaldehyde and analyzed by liquid chromatograph. For the determination of
the acetylated metabolites acetylisoniazid (AcINH) and acetylhydrazine (AcHz) a
previous hydrolysis with 6 M hydrochloride acid was performed. The results are
presented as mean and SEM. The pharmacokinetic parameter of the INH and its
metabolites AcINH and hydrazine (Hz) were compared between the groups (p <
0.05, Student t-test). The results significantly different were: group INH vs Group
INH + RMP): t1.a0 = 1,38 (0,07) vs 0,98h (0,08) ; Ka = 0,51 (0,024) vs 0,73 (0,07);
t12B = 3,4 (0,026) vs 2,7 (0,14); Kel = 0,21 (0,015) vs 0,26 (0,012); Cl/F = 0,68

(0,016) vs 1,35 (0,085); Vd/F = 3,32 (0,19) vs 5,18 (0,2); AUC*? for INH =
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146,36 (3,25) vs 75,42 (5,23); AUC”®; for Hz = 2,87 (0,07) vs 1,3 (0,04) e AUC”
?ss for AcINH = 110,25 (2,45) vs 101,9 (1,43). The ratio AUC®** metabolite/ AUC*?*
precursor that showed significant difference was: group INH vs group INH + RMP:
Hz/AcHz = 0,143 (0,005) vs 0,052 (0,005); AcHz/INH = 0,754 (0,017) vs 1,379
(0,228) and AcHz/AcINH = 0,182 (0,005) vs 0,265 (0,045).

The activity of AST on 21 day was higher compared to basal level for the
groups that were treated with INH and INH + RMP. However no significant
difference was noted for the group that received RMP alone. The activity of ALT on
21 day was lower compared to the basal level for all groups except for the animals
that receive INH alone.

In conclusion, we found that the co-administration of RMP during the
treatment of rats with INH caused a significant decrease in the AUC for INH, Hz.
The drug combination also caused a decrease in the ALT level, but no difference
was found for the AST biomarker. These results suggest that the INH + RMP
association, though caused a significant alteration on pharmacokinetic parameter,

was not able to exacerbate the hepatotoxicity.



1. INTRODUCAO I

A tuberculose é uma doenca grave e altamente transmissivel. Segundo a
Organizagcdao Mundial de Saude, ocorrem cerca de 1,9 milhdes de mortes
anualmente, em todo o mundo, por essa doenca. No Brasil, o tratamento da
tuberculose é considerado prioridade da politica de saude do Governo Federal,
tendo em vista que a doenca provoca anualmente, no pais, cerca de 6 mil mortes.

A quimioterapia da tuberculose, preconizada pelo Consenso Brasileiro
(1997), envolve a associagao dos farmacos isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e
pirazinamida (PRZ) por um periodo de até seis meses. Outros farmacos séo
utilizados no tratamento da tuberculose quando ndo ha resposta adequada ao
esquema inicial, tais como etambutol (ETB) e estreptomicina (S). Durante o
periodo de tratamento, o paciente recebe doses diarias destes farmacos,
administrados em formulacdes separadas, uma vez ao dia.

Essa terapia medicamentosa apresenta indices de abandono de cerca de
20% dos casos; levando ao aparecimento de microorganismos resistentes e
agravamento da doenca (DOUGLAS & MCLEQOD, 1999).

Entre os principais aspectos relacionados a dificuldade de aderéncia do
paciente ao tratamento medicamentoso da tuberculose estdo o tratamento
prolongado e o aparecimento de efeitos adversos, entre estes a intolerancia
gastrointestinal que pode advir de qualquer farmaco antituberculose e que leva ao

aparecimento de inapeténcia, nauseas, azia, dor epigastrica e abdominal. Em
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geral estes sintomas estdo associados ao desenvolvimento da hepatite decorrente
do efeito téxico da isoniazida (TANEJA & KAUR, 1990).

Diversos autores reportam a hepatotoxicidade como o efeito adverso mais
grave da isoniazida, com ocorréncia em 16 a 20% dos adultos jovens que
recebem o farmaco (WALUBO, 1998), sendo expressa laboratorialmente através
da elevacao das transaminases séricas (ALT, AST), elevacao da fosfatase alcalina
(ALP) e bilirrubinemia (CASTILLO et al., 1981).

O inicio dos danos hepaticos ocorre tipicamente dentro dos trés primeiros
meses de tratamento, freqlentemente de carater leve a moderado e que
desaparece sem interrupcdo da terapéutica. Em alguns casos, no entanto,
aparecem sérios danos hepaticos com conseqiéncias fatais, sendo que a
susceptibilidade a esses efeitos hepatotdxicos relacionam-se os fatores idade,
sexo, ingestdo crénica de alcool, politerapia, polimorfismo genético e sistemas
enzimaticos envolvidos no metabolismo do farmaco (MADDREY, 2005;
FERNANDES et al., 2004; PANDE et al., 1996).

Os pacientes em tratamento com isoniazida necessitam de
acompanhamento laboratorial continuo, realizando testes para a avaliacao da
funcéo hepatica e, apesar do controle realizado através da analise de parametros
bioquimicos, fatalidades associadas a hepatotoxicidade da droga tém sido
documentadas (FOUNTAIN et al., 2005; MOITINHO et al., 1996; CASTILLO et al.,
1981).

Diversos mecanismos tém sido propostos para a elucidacao da patogénese
da hepatite induzida em humanos por isoniazida (DAVIES, 1998; ELLENHORN,

1998; TIMBRELL et al., 1980). Entre esses, o de maior aceitacdo &€ aquele que
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propde que o metabolismo da INH leva a formacao de compostos hepatotdxicos e
que a RMP, farmaco freqientemente associado no tratamento da tuberculose e
potente indutor de CYP2E1, aumenta a toxicidade da isoniazida por aumento da
producdo desses metabdlitos reativos (SHARMA, 2004; DOUGLAS & MCLEQD,
1999; SKAKUN et al., 1985; REY, 2001).

O uso de associacbes medicamentosas pode levar a modificacbes na
resposta a farmacoterapia das drogas uma vez que ocorra alguma interacao entre
os farmacos associados.

Sharma (2004) reporta que a incidéncia de hepatotoxicidade de 1,1% em
pacientes tratados com RMP aumenta para 2,6% em pacientes que recebem a
associacao INH+RMP. Ao aumento do risco de hepatotoxicidade desta associacao
atribui-se a interacao farmacocinética.

E realmente possivel que a administragdo concomitante de farmacos leve a
diferengas no metabolismo de um ou mais farmacos da associagédo. Desta forma é
cabivel a hipétese de que durante a administracdo de INH com outros
tuberculostaticos, como a RMP e a PYR, ocorra diferencgas no efeito hepatotéxico
conhecidamente causado pela INH, considerando que o mecanismo envolvido na
producao deste efeito esteja relacionado com o seu metabolismo.

Assim a administracao simultanea de varios farmacos requer muita cautela,
considerando a possibilidade de ocorréncia de interacbes medicamentosas que
podem ter conseqgléncias prejudiciais ao organismo, ou mesmo levem a auséncia
do efeito terapéutico desejado (SEIZI OGA, 2002).

Para a avaliacdo da hepatotoxicidade em animais tém sido utilizados

critérios tais como aparecimento de necrose tissular e inflamacgéo intralobular no
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exame histopatoldgico e niveis séricos das transaminases trés vezes superiores
aos estabelecidos como referéncia (ATTRI et al., 2000; CASTILLO et al., 1981).

Estudos realizados por Noda e colaboradores (1983) demonstraram que um
grupo de animais que recebeu doses didrias de INH, pré-tratados com RMP,
apresentou maior dano hepatico que os animais do grupo controle devido a
inducédo de CYP450 pela RMP (NODA et al.,1983). Tasduq et al (2005) avaliaram
as alteracoes das transaminases (AST e ALT), fosfatase alcalina (ALP) e
bilirrubina em animais tratados com a associacdo INH+RMP e observaram um
aumento de 220% de ALT, 148% para AST, 101% para ALP e 96% para bilirrubina
quando comparado ao grupo controle, o qual recebeu apenas o veiculo utilizado
para a administracdo dos farmacos experimentados.

A INH, administrada em dose Unica, ndo causa necrose hepatica em ratos
controle ou com inducado enzimatica por fenobarbital. No entanto, a INH causa
necrose hepatocelular dispersa quando administrada em dose mudltipla
(TIMBRELL, 1979). Dessa forma, a investigacao da hepatotoxicidade induzida
pela INH em ratos deve ser realizada através da administracdo de doses multiplas.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da administracao
simultdnea de RMP sobre os parametros farmacocinéticos da INH, sobre a
formacao dos seus metabdlitos e sobre os efeitos hepatotéxicos marcados pela

atividade de ALT e AST.

1.1. Isoniazida: farmacologia clinica e parametros farmacocinéticos

= Mecanismo de acao:
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A isoniazida (INH) € um farmaco antibacteriano que inibe a sintese do acido
micolico, componente essencial da parede celular da micobactéria, sendo as
enzimas enoil-acil redutase (InhA) e PB-cetoacil-acil sintase responsaveis pela
biossintese de acidos graxos de cadeia longa (LEI et al., 2000).

A isoniazida é utilizada tanto no tratamento profilatico quanto na doenca
ativa da tuberculose. Embora seu exato mecanismo de acao seja desconhecido
(GOODMAN & GILMAN, 2004), ha alguns mecanismos propostos, entre eles o
que propde que a INH converte-se ao isocotinato, que funciona como
antimetabdlito do &cido isonicotinico. O isocotinato é incorporado ao NAD™ no
lugar do acido nicotinico. O falso NAD* ndo é capaz de catalisar a reacdo de oxi-
reducao normal (SILVA, 1997).

Em um outro estudo realizado por Lei e colaboradores (2000) relata-se que a
isoniazida € um pré-farmaco e sua fungdo tuberculostatica requer in vivo a
ativagdo por KatG, uma enzima com atividade de catalase e peroxidase

(SHERMAN & STOVER, 1996).

= Farmacocinética:
e Absorcao

A isoniazida é rapidamente absorvida no intestino (MARIAPPAN et al.,
2003). Os picos das concentracbes plasmaticas (3 a 5ug/mL) (GOODMAN &
GILMAN, 2004; PELOQUIN et al., 1997) séo atingidos dentro de 1 a 2 horas apds

sua ingestao (DOUGLAS & MCLEOD, 1999; GOODMAN & GILMAN, 1998). A
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concentragcdo média plasmatica nos acetiladores rapidos é de 30 a 50% daquela
presente em acetiladores lentos.

A absorcao e a biodisponibilidade sdo reduzidas quando a isoniazida é
administrada juntamente com alimentos (SELF, 1999; GOODMAN &GILMAN,
2004) e antiacidos (GOODMAN &GILMAN, 2004). Peloquin et al (1999) afirmam
que ha uma diminuicdo na AUC da INH em 12% quando esta € administrada com
alimentos ricos em gordura.

Existem evidéncias de apreciavel efeito de primeira passagem apds a
administracdo oral de isoniazida. Essas evidéncias baseiam-se no fato de que a
excrecao renal do farmaco sob a forma inalterada € de aproximadamente 29%
apds a administracdo oral e de que percentuais mais elevados sdo encontrados
apd6s administracéo intravascular. No entanto, ndo se encontram estabelecidos os

valores da biodisponibilidade oral (GOODMAN & GILMAN, 2004).

e Distribuicao

Apos a absorcdo a INH é distribuida por todo o organismo, tecidos e fluidos
(pleural, ascitico, saliva, cérebro espinhal) em niveis similares aos niveis séricos.
A isoniazida atravessa a barreira placentaria sendo distribuida até o leite materno.
Sua ligagdo com as proteinas plasmaticas € de aproximadamente 10-15%
(BOXENBAUM & RIEGELMAN, 1974). O volume de distribuicdo é de 0,6 L/Kg em
voluntarios sadios com peso normal (BOXENBAUM & RIEGELMAN, 1974).

O processo de distribuicdo em acetiladores lentos e rapidos do farmaco é

bimodal, devido a diferencas na atividade da N-acetiliransferase 2 (NAT-2)
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(HUTCHINGS & ROUTLEDGE, 1996). A velocidade de acetilacao altera
significativamente as concentracbes do farmaco obtidas no plasma, bem como
sua meia-vida na circulacdo (GOODMAN &GILMAN, 2004).

O decaimento das concentragdes plasmaticas da isoniazida leva ao

aumento da area sob a curva (AUC) da acetilisoniazida e da diacetilhidrazina.

¢ Metabolismo

Existem controvérsias com relacdo as vias metabdlicas da INH e sua
relacdo com o mecanismo de hepatotoxicidade (HUANG et al., 2003; DAVIES,
1998; MORIKE et al., 1996; LAUTERBURG et al., 1985; NODA et al., 1983).

Uma das vias de metabolizacdo da INH (Figura 1) envolve sua acetilagao
através da NAT-2 produzindo acetilisoniazida (KASHUBA et al., 1998). Esta, por
sua vez, é hidrolisada formando acetilhidrazina e ha, também, a formacao de
acido isonicotinico, o qual é conjugado com a glicina. A acetilhidrazina pode gerar
diacetilhidrazina ou hidrazina (Hz), podendo ainda ser convertida, por enzimas
microssomais hepaticas, em metabdlitos reativos que se presume serem
responsaveis pela inducao da hepatotoxicidade causada pela administracdo de
INH. Em outra via metabdlica, a INH é hidrolisada para formar Hz, com
conseqlente formagao de acido isonicotinico. A hidrazina formada nas duas rotas
de metabolizacdo pode também ser convertida em metabdlitos reativos
supostamente hepatotéxicos, através da acdo de CYP2E1 (DAVIES, 1998;

ELLARD et al., 1972).
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Em acetiladores rapidos, quando ha aumento do metabolismo da
isoniazida, a AUC da acetilhidrazina é menor, uma vez que a acetilagdo é
preferencial para formar acetilisoniazida e diacetilhidrazina.

Com base nesta consideracao, Lauterburg et al (1985) concluiram que os

acetiladores lentos apresentam maior exposi¢ao a acetilhidrazina.
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Figura 1. Metabolismo isoniazida e formagdo de intermediarios hepatotdxicos

(HUANG, 2003; DAVIES, 1998).




13

E importante ressaltar que o metabolismo da isoniazida é
fundamentalmente dependente das reacdes de acetilacdo e hidrolise e que a
populacdo humana pode ser dividida em fenétipo acetilador rapido e lento,
existindo diferencas raciais marcantes na distribuicdo desses fendtipos
acetiladores (GOODMAN & GILMAN, 2004; DAVIES, 1998).

A incidéncia dos acetiladores lentos é estimada em 45 a 55% entre os
americanos, 60% nos europeus, 50 a 65% em caucasianos, negros e mexicanos.
A incidéncia de acetiladores rapidos é de 80-90% em esquimds, japoneses e
chineses (MEYER et al., 1997).

Acetiladores lentos apresentam niveis séricos elevados de INH 6h apés a
administracao de 4mg/Kg ( concentragao plasmatica em cerca de 0,8mg/L ).Em
acetiladores rapidos, observa-se concentragdes na ordem de 0,2mg/L , sob as
mesmas condicdes (MEYER et al., 1997). E sugerido que acetiladores rapidos
apresentam uma resposta pobre ao tratamento quando comparados aos

acetiladores lentos (ELLARD, 1984).

e Excrecao

Acetiladores lentos excretam  significativamente mais isoniazida,
acetilhidrazina e hidrazina em 24h do que acetiladores rapidos, enquanto que a
excrecao de acetilisoniazida e diacetilhidrazina € significativamente menor neste
grupo.

A excregdo através da urina em adultos com fungédo renal normal é de
aproximadamente 50-70% da dose de 5mg/Kg p.o dentro de 24h na forma

inalterada da droga e na forma de metabdlitos (DOUGLAS & MCLEQOD, 1999). A
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porcentagem de diferentes compostos excretados varia de acordo com o fenétipo
acetilador. Ja a excrecao através do leite materno é em torno de 0,75- 2,3% da
dose em 24h, isto corresponde a 6,0-20,0% da dose pediatrica terapéutica usual.
Pequenas quantidades da droga sdo excretadas através da saliva, escarro e nas
fezes (KUCERS & BENNET, 1979).

A meia vida de eliminagao da isoniazida em voluntarios sadios varia de 1 a
4 horas (70 minutos em acetiladores rapidos e 2 a 5 horas em acetiladores lentos)
(GOODMAN & GILMAN, 2004). A meia vida plasmatica pode ser prolongada para
4,3 horas em pacientes com disfuncao moderada renal (PELOQUIN et al., 1997)
ou insuficiéncia renal (BOWERSOX et al., 1973).

Segundo Lauterburg citado por Timbrell e colaboradores (1977 a) e Ellard &
Gammon (1976), a meia vida plasmatica da acetilhidrazina € 4,9 vezes maior que
a meia vida da isoniazida (GANGADHARAM, 1986; TIMBRELL et al., 1977 a;
ELLARD & GAMMON, 1976). A meia vida plasmatica da diacetilhidrazina também
€ maior, cerca de 8 vezes que a meia vida plasmatica da isoniazida (TIMBRELL et
al., 1977b).

O clearance da INH é de aproximadamente 3,7 ml/min.Kg em acetiladores
lentos e 7,4 ml/min.Kg em acetiladores rapidos (GOODMAN & GILMAN, 2004).

Chien et al (1997) reportam o envolvimento da INH na modulacdo da
atividade oxidativa de CYP2E1 e suas conseqiiéncias sobre a cinética de
farmacos metabolizados por essa isoforma. Nishimura et al (2004) inferem que a
isoniazida possui efeito inibitorio sobre as isoformas CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19
e CYP3A alterando, da mesma forma, os parametros cinéticos de farmacos

metabolizados por esses sistemas enzimaticos.
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1.2. Rifampicina: farmacologia clinica e parametros farmacocinéticos
= Mecanismo de acao:

A rifampicina (RMP), derivado semi-sintético da rifamicina B, atua inibindo a
RNA-polimerase DNA-dependente de micobactérias e de outros microorganismos,
através da formacdo de um complexo farmaco-enzima estavel, resultando em
supressao do inicio da formacao da cadeia na sintese de RNA. Sao necessarias
altas concentracdes de rifampicina para que ela exerca sua acao bactericida sobre
microorganismos intra e extracelulares. As micobactérias podem desenvolver
rapidamente resisténcia a RMP, de modo que este antibiético ndo deve ser
utilizado isoladamente na quimioterapia da tuberculose (GOODMAN & GILMAN,

2004).

= Farmacocinética:
e Absorcao

A Rifampicina tem uma biodisponibilidade oral de 90%, sendo o estdmago
seu principal local de absorcdo (MARIAPPAN et al., 2003).

Foi encontrada uma diminuicdo da biodisponibilidade da RMP e seu
metabdlito quando esta € administrada associada a INH, o que sugere
instabilidade da RMP na presenca de INH no meio acido estomacal. Sabe-se que
a RMP sofre hidrélise me meio acido e que esse processo € acelerado na
presenca de INH, tendo como conseqiéncia uma menor biodisponiibilidade do
farmaco, aumentando o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana

durante o tratamento da tuberculose (SHISHOO et al., 2001).
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Em concordancia com estes dados, Grosset et al (1992) reportam que a
administracdo de doses multiplas da associagdo INH (25mg/Kg) + RMP (10mg/Kg)
em camundongos diminui a area sob a curva da RMP, fato este que também foi
observado no estudos realizados por Dickison et al (1992) durante a
administracao concomitante de RMP + INH + PYR + ETB.

Zwolska et al (2002) no entanto, compararam a biodisponibilidade da RMP,
INH e PYR associadas em uma Unica capsula com a biodisponibilidade destes
trés farmacos administrados separadamente e observaram que a absorcéo, Cp e
parametros farmacocinéticos foram semelhantes ap6s a administracdo dos
farmacos livres e combinados, concluindo que esta formulagéo, que inclui RMP +
INH + PYR poderia substituir aquelas que contém estes farmacos separados.

A administracao oral de rifampicina produz concentracées plasmaticas
maximas em 2 a 4 horas; ap0s a ingestdao de 600mg, este valor varia em torno de
7-12ug/mL  (GOODMAN & GILMAN, 2004; DOUGLAS&MCLEOD,1999;
ELLENHORN & BARCELOUX, 1988).

A RMP administrada concomitantemente com o acido aminossalicilico pode
ter sua absorcdo retardada e assim atingir concentracbes plasmaticas
inadequadas para a obtencado do efeito terapéutico. Se houver necessidade da
utilizacdo destes dois farmacos, eles devem ser administrados separadamente,
com intervalo de 8 a 12 horas (RADNER, 1973 apud GOODMAN & GILMAN,

2004).

e Distribuicao
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Apébs absorcdo no trato gastrintestinal, a RMP sofre rapida eliminagdo na
bile, com consequente circulacdo entero-hepatica. Durante este periodo ha
desacetilacdo progressiva do farmaco, de forma que, depois de 6 horas, quase
todo antibi6tico presente na bile encontra-se na forma desacetilada. A reabsorcao
intestinal é reduzida devido ao processo de desacetilacdo e pela presenca de
alimento (GOODMAN & GILMAN, 2004).

A RMP distribui-se por todo o organismo, sendo encontrada em
concentragdes eficazes em muitos érgaos e liquidos corporais, como LCR (liquido
céfalo raquidiano) (SIPPEL et al., 1974 apud GOODMAN & GILMAN, 2004;
ELLENHORN & BARCELOUX, 1988). Liga-se na proporcao de 80% as proteinas
plasmaticas (HELSINKI, 2001). A sua extensa distribuicdo pode ser demonstrada
pelo fato do farmaco conferir coloracéo laranja-avermelhada a urina, fezes, saliva,
escarro, lagrimas e suor (FURESZ, 1970; FARR, 1975 apud GOODMAN &

GILMAN, 2004;). O seu volume de distribuicao aparente é de 1,6L/Kg.

¢ Metabolismo

A rifampicina sofre desacetilacdo hepatica originando o metabdlito
desacetilrifampicina, o qual retém praticamente toda a atividade antibacteriana,
sendo formado por desacetilagdo; ha também formacao de formilrifampicina que é
resultante da hidrélise da RMP (GOODMAN & GILMAN, 2004; HELSINKI, 2001).

Este farmaco é um potente indutor das isoformas do CYP450 e de uma
série de enzimas envolvidas na biotransformacao de farmacos (DOUGLAS &
MCLEOD,1999). CHEN e RAYMOND (2006) verificaram em seus estudos que a

administragcdo concomitante de RMP + INH pode levar ao aumento da toxicidade
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causada pela INH devido a inducdo dessas isoformas do CYP450, que estédo
relacionadas com a conversao da acetilhidrazina metabdlito da INH, a compostos
reativos e hepatotoxicos.

A RMP, como indutor enzimatico, € capaz de intensificar a sua propria
biotransformacao e diminuir sua meia vida plasmatica quando administrada em
doses multiplas (DOUGLAS&MCLEQOD,1999).

Loss et al (1985) verificaram que apds a administracdo de dose Unica, via
oral, de RMP sua biodisponibilidade é de cerca de 93%, porém apds doses
multiplas este valor cai para 68%, o0 que é explicado pelo aumento do seu

metabolismo pré sistémico.

e Excrecao

A meia-vida de eliminagdo da RMP varia de 1,5 a 5 horas e aumenta na
presenca de disfuncdo hepatica. Este pardmetro diminui progressivamente em
cerca de 40% durante os primeiros 14 dias de tratamento, devido a inducao de
enzimas microssomais hepaticas, com aceleragao da acetilacao do farmaco.

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

O clearance da rifampicina é de 8,7 ml/mim/Kg (ELLENHORN &
BARCELOUX, 1988). Loos et al ( 1985) investigaram o perfil farmacocinético da
RMP e apés trés semanas de administracdo de doses multiplas deste farmaco,

observaram um aumento do clearance (5,69 vs 9,03) em seis pacientes
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portadores de tuberculose e tratados com RMP, revelando que ao longo do
periodo de terapia, ha variacdo deste parametro farmacocinético por acdo da
prépria RMP (LOOSS et al., 1985).

A rifampicina na forma inalterada e seu metabdlito desacetilrifampicina,
ambos farmacologicamente ativos, sdo excretados primariamente na bile e
posteriormente na urina enquanto que o metabdlito formilrifampicina tem excrecao

exclusivamente renal (HELSINKI, 2001).

1.3. Hepatotoxicidade induzida por drogas

O diagnéstico de dano hepatico causado por drogas é freqlentemente
baseado em evidéncias circunstanciais. A decisdo pela suspensao do tratamento
é feita pelo clinico que reconhece a possivel relagdo entre o inicio do dano
hepatico com o periodo de introducdo da terapia. A desaceleracdo das
manifestacbes de dano hepatico, subsegientemente apdés a retirada do
medicamento, evidencia a relacdo entre dano e o uso do farmaco. Estudos
histolégicos do tecido hepatico permitem apenas reconhecer o tipo de dano mas
nao sua origem (MADDREY, 2005).

Ha relativamente poucos meios para se identificar doencas hepaticas
agudas ou cronicas através de manifestagdes clinicas. Geralmente os sinais e
sintomas de danos hepaticos nao sao especificos e refletem mais a extensao da
lesdo do que sua causa. Pequenas elevacbes nos niveis das transaminases
séricas (AST e ALT) e de fosfatase alcalina ndo causam sintomatologia

(MADDREY, 2005).
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Causas nao farmacolégicas também estdo associadas ao aumento da
atividade sérica das transaminases (AST e ALT) como, por exemplo, a infeccao
por M. tuberculosis que causa um significante aumento nos niveis destas enzimas
devido a formacdo de granulomas e que pode ser erroneamente atribuida a
terapia medicamentosa (LENAERTS, 2005).

A lesao hepatica induzida por medicamentos pode ser equivocadamente
interpretada como outra patologia hepatica tais como hepatites virais agudas e
cronicas ou mesmo disturbios colestaticos crénicos, devido a semelhanca da
sintomatologia estabelecida (MADDREY, 2005; WALUBO et al., 1998; SARICH et
al., 1995).

A combinagédo de aumento da atividade sérica de AST e ALT, trés vezes
superior ao considerado como referéncia e evidéncia clinica de ictericia,
caracterizam pacientes com alto risco em desenvolver severa lesdao hepatica
(MADREY, 2055; ATTRI et al., 2000; CASTILLO et al., 1981). Sintomas
associados com dano hepatico induzido por drogas usualmente sdo inespecificos
e incluem perda de apetite, fadiga e ocasionalmente desconforto abdominal.

Muitos compostos quimicos podem produzir lesées hepaticas, seja por sua
capacidade intrinseca ou por mecanismos idiossincraticos.

A producédo destas lesdes por capacidade intrinseca pode ocorrer de forma
direta — a substancia quimica diretamente pode produzir o dano — ou
indiretamente através da producdo de compostos reativos durante o seu
metabolismo. (ZIMMERMAN et al., 1987).

Porém a producdo do dano hepatico depende da capacidade do agente e

das caracteristicas da exposicao (THURMAN et al., 1986).
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Provavelmente o fator de maior importancia que determina a suscetibilidade
hepatica aos efeitos toxicos das substancias quimicas € o seu relevante papel no
metabolismo. Este deve gerar compostos mais hidrofilicos e, portanto, mais
facilmente eliminaveis pelo organismo, porém pode produzir produtos reativos que
atuam sobre as células in loco, provocando o dano (HODGSON, 1994).

O figado ainda esta estrategicamente alocado entre o trato intestinal e a
circulacao sistémica sendo através da veia porta que o figado recebe um grande
volume de sangue venoso proveniente do trato intestinal (cerca de 1,2L/min), que
contém compostos resultantes da digestdo e agentes toxicantes (HODGSON,
1994).

Além da sua funcao metabdlica, o figado exerce outros papéis importantes
na manutencdo da homeostase organica, tais como: regulacdo da glicemia,
producdo de proteinas, entre outras.

Desta forma a producdo dos efeitos toxicos sobre este tecido gera
alteracdes profundamente perturbadoras no sistema bioldgico, senao fatais.

Uma série de modificagdes morfolégicas pode caracterizar a lesdo hepética
consequente da acao de substancias quimicas. O tipo de alteracdo morfolégica —
citotdxica ou colestatica — determina as manifestacées clinicas, os defeitos
funcionais e alterag6es bioquimicas.

A maioria dos toxicantes conduz a lesbdes citotdxicas (parcetamol,
isoniazida, dipirona, tetraciclina, AAS, acido valpréico, metotrexato, nifediprina) ou
colestaticas (clorpromazinas, anticoncepcionais orais, fenobarbital, fenitoina,

fenotiazinicos).
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O metabolismo de muitas drogas resulta na formagédo de intermediarios
reativos e algumas vezes toxicos (MADDREY, 2005; GOODMAN & GILMAN,
2004). Neste contexto, o balangco da formacdo de metabdlitos toxicos, pode
determinar se o dano hepatico vai ocorrer.

Muitos mecanismos, alguns comprovados outros sugeridos, estdo envolvidos
no desenvolvimento de injuria hepatica. Alguns compostos quimicos séo
hepatotoxinas detectaveis em avaliac6es pré-clinicas (MADDREY, 2005).

As enzimas do CYP450, amplamente relacionadas com a biotransformacao
de muitos farmacos, tem um importante papel na produgdo de intermediarios
reativos destas drogas, desta forma, a caracterizacdo das espécies do CYP450
envolvidas na biotransformacao de farmacos, permite prever a probabilidade de
formacado de intermediarios reativos e avaliar o potencial de interacdo entre
farmacos associados (MADDREY, 2005; RANG & DALE, 2003, IOANNIDES et al.,
1990).

No entanto sabe-se que a familia do CYP450 é dotada de polimorfismo
responsavel pelos diferentes fendtipos e pela variabilidade nos parametros
farmacocinéticos e metabdlicos observados nas diversas populagées (TUKER,
2000). Desta forma é esperado que nas diferentes populacdes o desenvolvimento
de hepatotoxicidade induzida por drogas, cujo mecanismo relaciona-se com a
biotransformacao do farmaco de interesse, mostre-se diferenciado.

A isoniazida é um farmaco cuja utilizacdo tem sido relacionado ao
desenvolvimento de hepatite (LEE, 2003; ATTRI et al., 2000; PEREIRA, 2000;

STEELE et al., 1991; TIMBRELL et al.1979). Diversos autores sugerem que este
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efeito toxico tem origem no metabolismo da INH (DAVIES, 1998; ELLENHORN,
1998; TIMBRELL et al., 1980).

Estudos realizados por Yue et al (2004) demonstraram que a Hz, metabdlito
da INH, esta relacionada com a hepatotoxicidade induzida pela administracao
deste farmaco. Noda e colaboradores propdem que este mesmo metabdlito é o
precursor para a formacdo de compostos reativos 0s quais causam injlria
hepética durante a terapia com INH.

Timbrell (1979), entretanto, conclui em seu estudo que a o efeito toxico
decorrente da administracdo de INH é causada pelo seu metabdlito
acetilhidrazina, produzido pela via metabdlica dependente de CYP450 e que por
esta via originam-se intermediarios reativos os quais se ligam a proteinas
hepaticas produzindo necrose.

Alguns estudos demonstram uma relacao possivel entre a susceptibilidade
a hepatotoxicidade e o fendtipo acetilador do paciente (HUSSAIN et al., 2003;
OHNO, 2000).

Se existe relacado entre a acetilacao da isoniazida e o efeito hepatotdxico é
realmente possivel que o dano hepatico sofra influéncia genética no homem
(TIMBRELL et al., 1979).

Em humanos, 2 genes NAT-1 e NAT-2 séo responsaveis pela atividade da
acetiltransferase e recentes estudos tém revelado a existéncia de alelos variantes
de ambos. Este fato sugere que algumas destas variantes modificam a
susceptibilidade individual a doenca (PANDE et al., 2003; MEYER & ZANGER,

1997).
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Considerando a existéncia de marcantes diferencas raciais na distribuicao
do fenétipo acetilador, é razoavel a expectativa de que a susceptibilidade aos
efeitos hepatotdxicos induzidos pela isoniazida sofra interferéncia da etnia.

Em estudo realizado com orientais foi encontrada maior susceptibilidade a
hepatotoxicidade do que para negros ou brancos americano. Estudos
retrospectivos com ocidentais mostraram maior incidéncia de hepatotoxicidade em
acetiladores rapidos (TIMBRELL et al., 1979). Entretanto, outros estudos
demonstram maior incidéncia de hepatotoxicidade em acetiladores lentos
(HUANG et al, 2003; OHNO et al., 2000; PERETTI et al., 1987; LAUTERBURG et
al., 1985). Autores, ainda, tém relatado que nao existe relacdo entre o fendtipo
acetilador e a hepatotoxicidade induzida pela acetilisoniazida (DAVIES, 1998).

Peretti e colaboradores (1987) concluem em seu trabalho que acetiladores
lentos sdo mais susceptiveis a danos hepaticos que os acetiladores rapidos e,
ainda, que a utilizacao de apresentagdes de liberacao lenta de INH ndo promove
saturacdo da taxa de acetilagdo ou diferengcas na formagcdo de metabdlitos
acetilados.

E importante ressaltar que a avaliacdo dessa relacdo deve considerar
aspectos como a utilizacdo simultanea de drogas no estudo, o regime terapéutico
adotado e os niveis estabelecidos como valores de referéncia para as
transaminases, que sado utilizadas como parametros no diagnéstico das lesdes
hepaticas.

Acetiladores rapidos promovem maior formacado de acetilisoniazida que
originara, por hidrolise, o acido isonicotinico e acetilhidrazina. Os acetiladores

lentos promovem preferencialmente a hidrolise da isoniazida com formagédo de
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acido isonicotinico e hidrazina (TIMBRELL et al.,1979). Segundo Huang e
colaboradores (2003), a oxidagdo da acetilhidrazina, intermediada pela isoforma
CYP2E1, resulta no formagdo de compostos hepatotdxicos do metabolismo da
INH.

Em seu trabalho, Lauterburg conclui que quando uma grande dose de
isoniazida é administrada ocorre saturagdo do processo de acetilagdo. Essa
saturacao pode contribuir, especialmente nos acetiladores lentos, para o acumulo
de acetilhidrazina e, portanto, aumentar o risco de dano hepatico. Porém os
autores ressaltam que o fenétipo € somente mais um fator de risco para o dano
hepatico (LAUTERBURG et al., 1985).

Utilizando técnicas de genotipagem e fenotipagem, Huang e colaboradores
(2003) evidenciaram que individuos homozigotos e com maior atividade oxidativa
de CYP2E1 apresentam maior susceptibilidade aos efeitos hepatotdxicos da
isoniazida, especialmente os acetiladores lentos (HUANG et al.,, 2003). Desta
forma, encontramos novo fator interveniente para o efeito hepatotdxico: a via
oxidativa do metabolismo da isoniazida.

A susceptibilidade a hepatotoxicidade dos acetiladores lentos pode ser
explicada pelo fato de que a oxidacao ocorre mais efetivamente nesse grupo de
individuos, dado que ha maior disponibilidade de acetilhidrazina para a reagéo.

Assim, Huang et al (2003) sugerem que a suceptibilidade a
hepatotoxicidade induzida pela administracdo da isoniazida € dependente nao
somente do fendtipo acetilador do paciente, mas também do fendtipo oxidativo

referente a CYP2E1.
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Entdo, existem evidéncias de que a atuacdo de enzimas microssomais
sobre a acetilhidrazina e hidrazina seja responsavel pela acdo hepatotoxica. No
entanto, existem outros fatores envolvidos no efeito hepatotéxico tais como:
atividade das enzimas microssomais relacionadas aos gendétipos, fendtipo
acetilador e saturacao do processo metabdlico resultante do regime de dose,
assim como a interagdo entre medicamentos associados ao tratamento da
tuberculose (HUANG et al., 2003; TIMBRELL et al., 1979).
Diante do exposto, é possivel afirmar que existem muitas evidéncias de que
a hepatotoxicidade induzida pela INH esta relacionada com seu metabolismo. No
entanto, os estudos até entdo realizados apresentam conclusdes controversas e
apontam a necessidade da realizacao de novas pesquisas voltadas a elucidacao

de sua patogénese.
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2 ovstiricativa

No tratamento da tuberculose, principal aplicacédo terapéutica da isoniazida
€ utilizada a associacao rifampicina e pirazinamida, o que pode resultar em
modificagbes no perfil farmacocinético da isoniazida com consequéncias sobre a
taxa de formacao dos seus metabdlitos.

O presente trabalho tem como finalidade avaliar o perfil farmacocinético da
isoniazida quando administrada isoladamente e na associacdo com RMP
procurando evidéncias de interacbes farmacocinéticas e suas consequéncias
sobre a taxa de formacgédo dos metabdlitos da INH, uma vez que existem indicios
de que a hepatotoxicidade, induzida por este medicamento esta relacionada ao

seu metabolismo.
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3. OBJETIVOS

= Desenvolver, padronizar e validar um método analitico para a determinacao
simultdnea da INH e seus metabdlitos AcINH, Hz e AcHz;

= Investigar a disposicao cinética da isoniazida e seus metabdlitos em animais
tratados com doses multiplas de INH (100mg/Kg/dia), por gavagem, por 21 dias e
analisar os parametros bioquimicos relacionados a possiveis alteracdes hepaticas
(AST e ALT) ocorridas durante o periodo de administracdo da INH;

= Investigar a disposicao cinética da INH e seus metabdlitos em animais tratados
com doses multiplas da associagdo INH (100mg/kg/dia), e rifampicina
(100mg/Kg/dia), por gavagem, por 21 dias e analisar os parametros bioquimicos
relacionados a possiveis alteragdes hepaticas (AST e ALT) ocorridas durante o
periodo de administracdo destes farmacos;

= Investigar possiveis alteracdes hepaticas (AST e ALT) em animais tratados com
doses multiplas de RMP (100mg/Kg/dia), por gavagem, por um periodo de 21 dias;

= Comparar os parametros farmacocinéticos e bioquimicos obtidos em cada

grupo.
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4. CASUISTICA E METOD

4.1. Casuistica:

Foram utilizados ratos Wistar, com peso médio em torno de 250gq,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista-Unesp. Os
animais foram transferidos para o biotério do departamento de Principios Ativos
Naturais e Toxicologia da Faculdade de Farmacia Bioquimica da Unesp de
Araraquara, onde foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura (23 +
ou — 12 C), umidade (55 + ou - 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h); com
disponibilidade de alimento e 4gua a vontade. Os experimentos foram realizados
na fase de claro. Foram utilizados um total de 140 animais distribuidos nos
seguintes grupos: Grupo | - animais tratados com agua estéril (n = 20); Grupo Il -
animais tratados com isoniazida (n = 50), Grupo Ill - animais tratados com
rifampicina (n = 20) e Grupo V- animais tratados com isoniazida e rifampicina ( n=
50). Optou-se pela administracdo por gavagem pois a via oral € utilizada para o
tratamento da tuberculose aplicado em humanos.

Todos os farmacos foram administrados na forma de suspenséo, tendo sido
agua estéril o veiculo utilizado. As suspensdes foram preparadas diariamente e
administradas sempre as oito horas da manha, com um volume de no maximo
1ml, variando de acordo com o peso de cada animal tratado.

Os farmacos INH e RMP foram, gentilmente, cedidos pela Fundacao do

Remédio Popular (FURP).
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4.2. Protocolo experimental:

a)- Grupo | (agua estéril):

Para os animais deste grupo foi administrada somente agua estéril por
gavagem, diariamente, por um periodo de 21 dias.

Previamente ao tratamento, amostras de sangue dos animais foram
coletadas para o estudo da atividade das enzimas ALT e AST (dia zero).

Foi realizada a determinacdo da atividade das transaminases nos tempos
zero (anteriormente ao inicio da administracao de agua estéril) e no vigésimo
primeiro dia de experimento (a partir do inicio da administracdo de agua estéril),
sendo que a primeira coleta foi feita na cauda do animal e a segunda amostra foi
obtida a partir da decapitacao dos animais.

As amostras de sangue coletadas da cauda dos animais e a partir da
decapitacdo dos mesmos foram colhidas, respectivamente, em eppendorf e em
tubos apropriados para a obtencdo de soro. O sangue foi entdo centrifugado a
2500rpm e o soro obtido de cada animal foi utilizado para a realizacdo das
andlises laboratoriais.

O objetivo da inclusdo desse grupo no presente trabalho foi verificar
possiveis alteracbes das transaminases em animais submetidos ao estresse da
administracdo diaria por gavagem e alteracbes dos niveis destas enzimas
decorrentes do desenvolvimento do animal, considerando que a exposi¢cao é

relativamente prolongada (21 dias).

b)- Grupo Il (isoniazida):
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Os animais deste grupo receberam diariamente uma dose de 100mg/Kg de
isoniazida por gavagem, por um periodo de 21 dias. A dose utilizada neste
experimento foi baseada no trabalho realizado por Yue e colaboradores (2004),
possibilitando a comparacéao entre os resultados obtidos nos dois estudos.

O sangue destes animais foi coletado nos tempos zero (anteriormente ao
inicio da administracéo de isoniazida) e no vigésimo primeiro dia de experimento
(a partir do inicio da administracdo do farmaco), sendo que a primeira coleta foi
feita na cauda dos animais e a segunda amostra foi obtida por decapitacdo. As
amostras de sangue obtidas pela cauda foram utilizadas para a determinagéo da
atividade das transaminases pré tratamento. A determinacdo da isoniazida e
metabdlitos foi realizada no material bioldgico obtido por decapitagédo das cobaias,
apds 21 dias de tratamento. A cinética da isoniazida e de seus metabdlitos foi
investigada com base na relacdo concentracdo plasmatica x tempo. Foram
coletadas amostras de sangue em 10 tempos diferentes (0; 157; 307; 45"; 607;
1,5h; 3h; 6h; 12h; e 24h). Para cada tempo de coleta foram empregados 5 ratos (5
replicatas).

As amostras de sangue coletadas da cauda dos animais por decapitacao
foram colhidas, respectivamente, em eppendorf e em tubos apropriados para a
obtencéo de soro. O sangue foi entao centrifugado a 2500rpm por 10 min e 0 soro
obtido de cada animal foi utilizado para a realizagéo das analises laboratoriais.

Neste grupo foram obtidas as informacdes dos parametros farmacocinéticos
da isoniazida administrada isoladamente e o perfil farmacocinético de seus
metabdlitos assim como os parametros bioquimicos (AST e ALT) marcadores de

hepatotoxicidade.
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c)- Grupo lll (rifampicina):

Os animais deste grupo receberam diariamente uma dose de 100mg/Kg de
rifampicina por gavagem, durante 21 dias.

O sangue destes animais foi coletado nos tempos zero (anteriormente ao
inicio da administragéo de rifampicina) e no vigésimo primeiro dia de experimento
(a partir do inicio da administracdo do farmaco), sendo que a primeira coleta foi
feita pela cauda e a segunda amostra foi obtida a partir da decapitacao dos
animais. As amostras de sangue foram utilizadas para a determinacao da
atividade enzimatica de AST e ALT.

As amostras de sangue coletadas da cauda dos animais e por decapitacao
foram colhidas, respectivamente, em eppendorf e em tubos apropriados para a
obtencao de soro. O sangue foi entao centrifugado a 2500rpm por 10 min e 0 soro
obtido de cada animal foi utilizado para a realizagéo das analises laboratoriais.

Neste grupo obtivemos as informagodes relacionadas ao desenvolvimento de
dano hepético na exposicdo a doses multiplas de rifampicina administrada
isoladamente.

A dose de rifampicina administrada foi selecionada com base na proporcao

INH:RMP utilizada no tratamento da tuberculose.

d)- Grupo IV (isoniazida associada a rifampicina):
Os animais foram tratados com doses diarias de isoniazida (100mg/Kg) e

rifampicina (100mg/Kg) por gavagem, durante 21 dias. A dose utilizada neste
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experimento foi baseada no trabalho realizado por Yue e colaboradores (2004),
possibilitando a comparacao entre os resultados obtidos nos dois estudos.

O sangue destes animais foi coletado nos tempos zero (anteriormente ao
inicio da administracao de isoniazida e rifampicina) e no vigésimo primeiro dia de
experimento (a partir do inicio da administracdo dos farmacos), sendo que a
primeira coleta foi feita pela cauda e a segunda amostra foi obtida a partir da
decapitacdo dos animais. O material foi utilizado para a determinacao sérica da
atividade enzimatica de AST e ALT. A determinacdo sérica da isoniazida foi
realizada a partir do material biolégico coletado por decapitacdo. A cinética da
isoniazida e de seus metabdlitos foi investigada com base na relacédo
concentracdo plasmatica x tempo. Foram coletadas amostras de sangue em 10
tempos diferentes (0; 157; 307; 457; 607; 1,5h; 3h; 6h; 12h; e 24h). Para cada tempo
de coleta foram empregados 5 ratos (5 replicatas).

As amostras de sangue coletadas da cauda dos animais e por decapitacao
foram colhidas, respectivamente, em eppendorff e em tubos apropriados para a
obtencao de soro. O sangue foi entao centrifugado a 2500rpm por 10 min e 0 soro
obtido de cada animal foi utilizado para a realizagéo das analises laboratoriais.

Neste grupo foram obtidos os parametros farmacocinéticos da isoniazida
administrada concomitantemente com rifampicina assim como os parametros

marcadores de hepatotoxicidade dessa associacao.
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4.3. Métodos Analiticos
A andlise de isoniazida e de seus metabdlitos em amostras de soro foi
realizada através da utilizacdo da técnica de HPLC e baseado no método

desenvolvido por Seifart e colaboradores (1995), com pequenas modificagcdes.

4.3.1. Reagentes

Padrées de isoniazida 99% (Sigma); hidrazina monohidratada 99%e
acetilhidrazina 95% (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA); acetilisoniazida foi
sintetizada e purificada pelo laboratorio de Quimica Farmacéutica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp de Araraquara; fosfato de potassio
monobasico e o acido tricloroacético provenientes da Labsynth (S&o Paulo, Brasil)
e cinamaldeido Merck (Alemanha). Os solventes acetonitrila e isopropanol
empregados na fase movel do sistema cromatografico foram obtidos da J. T.
Baker (USA), grau HPLC. Para a determinagdo da atividade sérica das
transaminases foi utilizado Kit Labtest (CAT: 52 - 200 e 53 - 200 para AST e ALT,
respectivamente).

Foram preparadas solugées (em agua estéril) estoque de INH e AcINH
(5000 pg/mL), e de Hz e AcHz (80 pg/mL), em agua, utilizadas para todo o

processo de validagao.

4.3.2. Sistema Cromatografico
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 automéatico. A fase mével foi constituida
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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 (Tabela 1), com fluxo de 1TmL/min.

Tabela 1. Fase mével 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

4.3.4. Procedimento Analitico para a determinacao de INH e metabdlitos

O procedimento para a analise em soro (Fuxograma 1) envolveu a

precipitacao de proteinas do soro através da adicao de acido tricloroacético (TCA)

a 10% (em agua) e formacédo de derivados com cinamaldeido (CA) a 1% (em

metanol).
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600ul de amostra (soro)
600ul de acido tricloro acético 10%

Centrifugar por 10 min a 2500rpm

300l de sobrenadante 300ul de sobrenadante
30ul de agua 30ul de HCI6 M
Incubar

por 1 hora a 80 °C

60ul de Cinamaldeido 1% 60ul de Cinamaldeido 1%

Temperatura ambiente ,
Temperatura ambiente

por 10 min. i
por 10 min.
Injetar 50ul Injetar 50l
I I
Derivado Derivado Acetilisoniazida Acetilhidrazina
Isoniazida Hidrazina (AcINH) (AcHz)
(INIH) (H7) Hidrolisada e Derivada Hidrolisada e Derivada
+ +
Derivado Isoniazida Derivado Hidrazina

Fluxograma | — procedimento para a determinagdo de isoniazida e metabdlitos em soro

(Seifart e colaboradores, 1995).
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4.3.5. Preparacao das amostras para determinacdo de isoniazida e

metabolitos em soro

= Derivatizacao

As amostras de sangue dos animais, obtidas por decapitacao apo6s o 21°
dia de tratamento, foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos para obtencao
de soro.

Para cada 600 ul de soro foram adicionados 600 ul de TCA (10%), para a
deproteinizacdo das amostras. Os tubos foram agitados em vortex e depois
centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi separado em
duas aliquotas, uma (300 ul) destinada a obtencao dos derivados de INH e Hz, e
outra (300 ul) utilizada para a hidrélise (com HCI 6M - incubacéao de 1h a 80°) da
AcINH e AcHz, resultando em INH e Hz, respectivamente, a partir das quais sao
obtidos os seus derivados. Aos 300 ul de sobrenadante foram adicionados 30 ul
de agua (ou 30 ul de HCI 6M ) e 60 ul de CA (1%); os tubos foram agitados e
deixados 10 minutos a temperatura ambiente (para a obtencdo dos derivados de
INH e Hz), sendo posteriormente centrifugados a 2800 rpm por 5 minutos.
Aliquotas do sobrenadante (50 ul) foram injetadas no sistema cromatografico

empregado para analise de derivados da INH e da Hz.

4.3.6. Curvas de calibracao
As curvas de calibragao foram construidas utilizando-se soro humano, pois

nao houve diferengas significativas entre os cromatogramas obtidos a partir da
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analise de soro humano e de soro de rato contaminadas com solucées de INH e

metabolitos, analisadas nas mesmas concentragdes.

4.3.6.1. Curva de calibracao da isoniazida (INH)

Aliquotas de soro coletadas de diferentes voluntarios (n=6) foram
inicialmente testadas para a verificacdo de picos interferentes no tempo de
retencao proximo ao do derivado de INH.

Aliquotas de 0,990mL de plasma , em triplicata, foram enriquecidas com 10
uL de cada solugao diluida de INH (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 37,5 e 50ug
por mL de soro) e derivadas conforme descrito anteriormente. Foram construidas
duas curvas para INH, uma na presencga e outra na auséncia de hidrolise, por
haver perda deste composto durante o processo de hidrélise com HCI, o qual é
empregado para a analise dos derivados acetilados.

A curva de calibracao 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 concentrag¢des (C) de isoniazida (ug/ml).

4.3.6.2. Curva de calibracao da hidrazina (Hz)

Aliguotas de soro coletadas de diferentes voluntarios (n=6) foram
inicialmente testadas para a verificacdo de picos interferentes no tempo de
retencao proximo ao do derivado de Hz.

Aliquotas de 0,990mL de plasma , em triplicata, foram enriquecidas com 10
uL de cada solucao diluida de Hz (50; 100; 150; 200; 300 e 400 ng por mL de

soro) e derivadas conforme descrito anteriormente.
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A curva de calibracao 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 (C) de hidrazina (ng/ml).

4.3.6.3. Curva de calibracao da acetilisoniazida (AcINH)

Aliquotas de soro coletadas de diferentes voluntarios (n=6) foram
inicialmente testadas para a verificacdo de picos interferentes no tempo de
retencao proximo ao do derivado de INH.

Aliquotas de 0,990mL de plasma , em triplicata, foram enriquecidas com 10
uL de cada solucéo diluida de AcINH (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 37,5 e 50ug
por mL de soro) e derivadas conforme descrito anteriormente. Para a construcao
desta curva de calibracdo considerou-se a equimolaridade entre a INH e a AcINH,
que é de 1,3065.

A curva de calibracao 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 (C) de acetilisoniazida (ug/ml).

= Calculo para quantificacao de AcINH

Para a quantificacdo da AcINH presente nas amostras foi necessario
considerarmos que este metabdlito foi quantificado indiretamente pelo método
analitico empregado, através da formacao de INH. Como descrito no item 4.3.5,
uma aliquota de cada amostra foi submetida a processo de hidrélise com HCI 6M

resultando na formacao de INH proveniente da desacetilacdo da AcINH. Esta
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amostra hidrolisada continha entdo INH decorrente da administracdo deste
farmaco e INH resultante da hidrélise da AcINH.

O célculos para a determinagcdo da concentracdo de AcINH foi realizado
utilizando-se uma equacao através da qual subtraimos do valor total de INH a
concentragcdo desta advinda de sua administracdo, para tal submetemos a
concentracéao real de INH a sua curva de calibragdo construida na presenca de
hidrélise.

Para os calculos também foi considerado a equimolaridade entre INH e
AcINH que é de 1,3065.

A equacéao abaixo foi utilizada para os célculos da concentracao de AcINH

presente nas amostras analisadas:

Conc. AcINH = {[Area dAcINH - (Conc. INH x 308018,62 + 36753,59)] - 253826,09}

/207103,54 x 1,3065

Legenda:

- Conc. AcINH: concentracdo de AcINH presente na amostra;

- Area dAcINH: area referente ao derivado de INH provenientes da hidrélise da
AcINH e da INH pré-existente na amostra;

- Valores em azul: pertencem a curva de calibracdo da INH construida apos
processo de hidrdlise;

- Valores em lisas: pertencem a curva de calibragao da AcINH.
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4.3.6.4. Curva de calibracao da acetilhidrazina (AcHz)

Aliquotas de soro coletadas de diferentes voluntarios (n=6) foram
inicialmente testadas para a verificacdo de picos interferentes no tempo de
retencao proximo ao do derivado de Hz.

Aliquotas de 0,990mL de plasma , em triplicata, foram enriquecidas com 10
uL de cada solucao diluida de AcHz (70; 100; 150; 200; 300 e 400ng por mL de
soro) e derivadas conforme descrito anteriormente. Para a construgdo desta curva
de calibracdo considerou-se a equimolaridade entre a Hz e a AcHz, que é de
2,3118.

A curva de calibracao 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 concentracdes (C) de acetilisoniazida (ug/ml).

= Calculo para quantificacao de AcHz

Para a quantificacdo da AcHz presente nas amostras foi necessario
considerarmos que este metabdlito foi quantificado indiretamente pelo método
analitico empregado. Como descrito no item 4.3.5, uma aliquota de cada amostra
foi submetida a processo de hidrélise com HCI 6M resultando na formagéo de Hz
proveniente da desacetilacdo da AcHz. Esta amostra hidrolisada continha entéo
Hz decorrente da metabolizacao de INH e Hz resultante da hidrélise da AcHz.

Para o calculo de AcHz subtraimos do valor total de Hz a concentracao
desta resultante do metabolismo da INH.

Os calculos também consideraram a equimolaridade entre a Hz e a AcHz

que é de 2,3118.
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A equacao abaixo foi utilizada para os calculos da concentracdo de AcHz

presentes nas amostras:

Conc. AcHz = [(Area dAcHz + 6820,4) — Conc. Hz] x 2,3118
1316,6

Legenda:

- Conc. AcHz: concentracao de AcHz presente na amostra;

- Conc. Hz: concentragdo de Hz presente na amostra;

- Area dAcHz: area referente ao derivado de Hz provenientes da hidrélise da
AcHz e da Hz pré-existente na amostra;

- Valores em azul: pertencem a curva de calibragdo da AcHz.

4.3.7. Validacao do método analitico

A validagcdo do método foi realizada de acordo com as normas
estabelecidas pela ANVISA e incluiu os procedimentos necessarios para avaliar se
o método analitico desenvolvido € adequado para a aplicacdo em estudos de

farmacocinética.

4.3.7.1. Linearidade

A linearidade foi estudada através da analise de amostras de soro
adicionadas de concentracdes maiores de isoniazida, acetilisoniazida, hidrazina e
acetilhidrazina do que aquelas utilizadas na construcdo das respectivas curvas de

calibragdo. O método foi considerado linear até a maior concentragdo analisada,
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cujas replicatas apresentaram coeficiente de variagdo <15%. Foram analisadas,
em triplicata, amostras com concentracbes de 0,078 a 75ug/ml para INH e AcINH

e concentragdes de 25 a 800ng/ml para Hz e AcHz.

4.3.7.2. Limite de Deteccao

O limite de deteccao foi determinado através da aplicacdo do método de
derivacdo (descrito anteriormente) por meio da andlise de amostras de soro
adicionadas de aliquotas de solugdes, de diferentes concentracdes, de INH e
metabolitos e considerado como sendo a menor concentragdo determinavel (area
média 3x maior que area do branco da amostra) de INH, AcINH, Hz e AcHz, com
coeficiente de variacdo (CV) menor que 20%. As amostras foram analisadas em

triplicata.

4.3.7.3. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo foi determinado através da aplicacdo do método
de derivacao (descrito anteriormente) por meio da analise de amostras de soro
adicionadas de aliquotas de solugdes, de diferentes concentracdes, de INH e
metabolitos e considerado como sendo a menor concentragdo quantificavel (area
média 5x maior que a area do branco da amostra) de INH, AcINH, Hz e AcHz, com
coeficiente de variagdo (CV) menor que 20%. As referentes amostras foram

analisadas em triplicata.
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4.3.7.4. Precisao e exatidao intra e inter ensaios
A precisao foi avaliada através dos coeficientes de variacdo obtidos pela
analise de brancos de soro adicionados de trés concentracdes diferentes de
isoniazida e seus metabdlitos, durante 5 dias consecutivos (inter ensaios) e em 10
replicatas em um mesmo ensaio (intra-ensaio). Para os estudos de precisao da
INH e AcINH, as concentracdes utilizadas foram de 1; 10 e 40ug/ml para a INH e
de 5; 15 e 30ug/ml para AcINH, enquanto que para os estudos da Hz, as
concentragdes foram de 75; 150 e 300ng/ml e para AcHz, as concentragcdes foram
de 100; 200 e 300ng/ml. A exatidao (% erro sistematico) foi obtida através da
avaliacdo da concordancia dos resultados obtidos experimentalmente com os

valores reais da isoniazida e de seus metabdlitos.

4.3.7.5. Seletividade

A interferéncia de outros farmacos no método foi avaliada através da
injecdo de solugbes padrdao em concentracdes similares aquelas observadas no
soro quando administrados na dose terapéutica, e os tempos de retencéo
comparados com os dos derivados de INH e Hz nas condicbes cromatograficas
estabelecidas. Foram testados os seguintes farmacos: rifampicina, etambutol,
pirazinamida, &cido acetil salicilico, cafeina, ranitidina, loratadina e alopurinol.
Foram selecionados estes farmacos por serem rotineiramente empregados contra

os efeitos adversos resultantes do tratamento da tuberculose.
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4.3.7.6. Estabilidade
O ensaio de estabilidade tem como finalidade avaliar se a concentracéo do
analito sofre alteragdes apés um periodo especifico de armazenamento pré-
processamento laboratorial (CHANG, 2002). Neste estudo foi avaliada a
estabilidade de curta e média duragdo. A estabilidade de curta duracdo foi
determinada apéds 3 ciclos de congelamento e descongelamento (tempos 0; 1 e 2
dias) aplicados a aliquotas de trés concentracdes (alta, média e baixa) de INH e
de seus metabdlitos: para INH e AcINH as concentragcbes utilizadas no estudo
foram de 1; 10 e 40ug/ml, enquanto que para Hz e AcHz , as concentra¢des foram
de 40; 150 e 300ng/ml. A estabilidade de média duracao foi determinada apés 6
ciclos de congelamento e descongelamento (tempos 0; 1; 2; 4; 8 e 21 dias),
aplicados a aliquotas de trés concentracdes (alta, média e baixa) de INH e
metabdlitos (mesmas concentracdes empregadas nos estudos de curta duragao).
Cada ciclo (para ambos os estudos) envolveu o congelamento das amostras,
adicionadas de padrbes, a — 20°C por 12 horas, seguido de periodos de
descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente
descongeladas, as amostras foram processadas (derivacao, como descrito no item
4.3.4) e analisadas, sendo entao re-congeladas nas mesmas condigdes.
Foram avaliadas para cada modalidade de estabilidade 05 amostras de

cada concentracao estudada de INH e metabdlitos.

4.4. Analise Farmacocinética
A disposicdo cinética da isoniazida, acetilisoniazida, hidrazina e

acetilhidrazina foi avaliada no estado de equilibrio.
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Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas
concentragado plasmatica versus tempo.

As meias vidas e as constantes de velocidade (absorcdo, distribuicdo e
eliminacédo) foram determinadas com base no modelo bicompartimental, que foi o
que melhor se adaptou aos dados experimentais.

As constantes de velocidade foram calculadas através da equacao
0.693/t1,.. As areas sob as curvas concentracdo plasmatica versus tempo (AUC®
%) foram calculadas através do método dos trapezéides. Para a isoniazida, AUC
foi utilizada nos célculos de clearance total aparente (Cl/f=dose/AUC), volume
aparente de distribuicdo (Vd/f= Cl/f/B) e concentracdo plasmatica no estato de
equilibrio (Cpss= AUC/t) (BAUER, 2001; BOROUJERDI, 2001; BRETT et al.,
2003; GIBALDI, 1991;)

Foram analisadas as relagbes: AUCH/AUCNH;  AUCaanH/AUCINK:
AUCacH/AUCAcnt € AUCH/AUCacH, em cada grupo, verificando-se assim
possiveis diferencas na formacao dos metabdlitos de isoniazida em cada grupo

estudado.



47

Parametro Método para obtencao
AUC>%).24 (ug.h.mL™) Trapezoides
t2a (h) Residuos
Ka (h™) 0,693/ t 147
t2a (h) Residuos
Ko (h™) 0,693/t 2"
t 2B (h) Grafico
B (hT) 0,693/t %2
vd/ f (L) Cl/i/p
Cli/ f (L.h) Dose/AUC
Cpss ASC/t

4.5. Determinacao da atividade enzimatica de AST e ALT

As determinacdes de ALT e AST foram realizadas por método colorimétrico
pela reagcao de Reitman Frankel (BURTIS & ASHWOOD, 2001) (Kit Labtest).

As etapas envolvidas na determinagdo das transaminases estao descritas
abaixo:
= Aspartato Aminotransferases (AST ou TGO)- método colorimétrico - a reacao
de AST resulta na formacao de oxalacetato, que é medido através da formacéao
de hidrazona, a qual tem intensa cor em meio alcalino (Kit Reagente Labtest)
(CAT: 52 - 200).
= Alanina Aminotransferase (ALT ou TGP)- método colorimétrico - a reacéo de

ALT resulta na formacdo de piruvato, que é medido através da formacdo de
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hidrazona, a qual tem intensa cor em meio alcalino (Kit Reagente Labtest) (CAT:

53 - 200).

4.6. Analise estatistica

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo foram apresentados através
das médias e desvio padrdao da média (EPM). A comparacao dos parametros
farmacocinéticos para isoniazida e seus metabdlitos e a taxa de formacédo de
metabdlitos foram comparados através da aplicacdo do teste t-student para os
dados paramétricos e teste de Mann-whitney para os dados ndo paramétricos. Os
parametros bioquimicos foram comparados pelo teste Dunn's.

Foram empregados os programas SigmaStat e GraphPad Instat®. Os
calculos das curvas de calibragdo e coeficiente de variacdo (CV%) foram

realizados através do programa Origin®.
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5. RESULTADOS I

5.1. Determinacao de INH e metabdlitos

A determinagcdo de isoniazida e de seus metabdlitos hidrazina,
acetilisoniazida e acetilhidrazina, através de processo de derivatizagdo com
cinamaldeido, resultou na formagao de derivados de INH e Hz, separados em
coluna de fase reversa C18 e detectados por UV (A = 340nm) (Figura 2A e 2B).

As aliquotas de soro utilizadas na validacao do método nao apresentaram
picos nos mesmos tempos de retencédo dos derivados de INH e Hz (cromatograma
pool de soro / branco — Figura 3).

Os farmacos selecionados para o estudo de seletividade ndo apresentaram
picos na regidao de interesse (tempo 0-30mim) (Tabela 2).

As curvas de calibracdo em soro foram construidas no intervalo de: 0,78 a
50ug/ml para INH (R = 0,99993); 0,78 a 50ug/ml para AcINH ( R = 0,99997); 0,05
a 0,4ug/ml para Hz (R = 0,99828) e de 0,07 a 0,4ug/ml para AcHz, (R = 0,99994).
Considerando a perda de isoniazida durante o processo de hidrolise com HCI 6 M,
construiu-se uma curva de calibracdo para a isoniazida apés a mesma ser
submetida a hidrélise (R = 0,99999) (Figuras 4A, 4B, 5,6 e 7).

Os limites de deteccao (LD) foram de 0,05ug/ml para INH; 0,025ug/ml para
Hz; 0,07ug/ml para AcINH e de 0,036ug/ml para AcHz (Tabela 3).

Os limites de quantificacdo para a dosagem de INH, acetilisoniazida,
hidrazina e acetilhidrazina em soro foram definidos em 0,07ug/ml, 0,100ug/ml;

0,41ug/ml e 0,06ug/ml, respectivamente (Tabela 3).
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O método foi considerado linear até a concentracdo de 75ug/ml de INH e
AcINH e até a concentracdo de 0,8ug de Hz e AcHz por mL de soro (Tabela 3).

Os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de precisédo intra-ensaio e
inter-ensaios em soro foram inferiores a 15%, conforme demonstrados na Tabela
4.

Os coeficientes de variagdo obtidos nos estudos de estabilidade de curta e
média duracdo dos compostos foram inferiores a 15% para INH, Hz e AcHz e

superiores a este valor para AcINH (Tabela 5).
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Figura 2A e 2B. Cromatogramas referentes a analise de isoniazida e hidrazina em soro: pico 1
derivado de isoniazida; pico 2 cinamaldeido em excesso; pico 3 derivado de hidrazina.
Correspondem ao mesmo cromatograma, porém em escalas diferentes. As figuras correspondem

ao mesmo cromatograma, porém exposto em diferentes escalas.
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Figura 3. Cromatograma referente ao branco do soro utilizado para a construgdo das curvas

de calibracdo. Pico 1 excesso de cinamaldeido.
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Figuras 4A e 4B. Curvas de calibracdo em soro para INH sem hidrélise (2A) e

apés procedimento com hidrélise (2B).
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Figura 5. Curva de calibracao em soro para acetilisoniazida.
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Figuras 6. Curva de calibracdo em soro para hidrazina.
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Figura 7. Curva de calibracdo em soro para acetilhidrazina.
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Tabela 2- Estudo de seletividade do método para determinagcao de INH e metabdlitos

em soro.

Farmaco Concentracao TR
(ug/ml) (minutos)
Rifampicina 5 ND
Pirazinamida 20 ND
Etambutol 5 ND
AAS 25 ND
Cafeina 10 ND
Cimetidina 3 ND
Ranitidina 0,5 ND
Loratadina 0,7 ND
Alopurinol 2 ND

ND = nao detectado (0 -30 min); TR = tempo de retencao
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Tabela 3- Limites de confianca do método para determinacdo de isoniazida e

metabdlitos em soro (n=3).

Composto Limite de Deteccéao (CV %)
(ug/ml)
INH 0,050 1,14
Hz 0,025 4,18
AcINH 0,070 3,56
AcHz 0,036 5,86
Limite de Quantificacao (CV %)
(ug/ml)
INH 0,078 4,02
Hz 0,041 4,19
AcINH 0,100 3,30
AcHz 0,060 5,87
Linearidade (R)
(ug/ml)
INH 0,780 - 75 0,99993
Hz 0,050-0,8 0,99828
AcINH 0,780 - 75 0,99997
AcHz 0.070-0.8 0.99994

CV= coeficiente de variacao
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Tabela 4- Precisao e exatiddo do método para determinagédo de INH e metabdlitos em

SOro.
Intra-ensaio (n=10) Inter-ensaio (n=5)
Concentracao Precisao Exatidao Precisao Exatidao
adicionada (CV%) (%ES) (CV%) (%ES)
INH
1 ug/ml 2,5 -7,6 7,2 -7,0
10 ug/ml 1,5 -7,2 5,1 -7,3
40 ug/ml 1,3 1,2 4,9 1,1
HZ
75ng/ml 2,94 -5,8 5,98 -11,84
150 ng/ml 1,97 -0,2 5,04 3,83
300 ng/ml 3,25 -11,6 5,10 3,06
AcINH
5 ug/ml 2,7 0,3 - -
15ug/ml 7,3 11,0 - -
30 ug/ml 3,8 14,8 - -
AcHz
100 ng/ml 11,06 3,45 13,91 -6,21
200ng/ml 7,46 -9,67 14,80 13,51
300ng/ml 4,23 -13,91 6,92 -14,6

CV= coeficiente de variacao; ES= erro sistematico
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Tabela 5- Estabilidade do método para determinagédo de INH e metabdlitos em soro

(n=5).
Estabilidade de curta duracao
Composto ug/ml (CV%) ug/ml (CV%) ug/ml (CV%)
INH 1(7,14) 10 (8,1) 40 (3,7)
AcINH 1 (47,5) 10 (38,16) 40 (34,6)
Hz 0,04 (2,15) 0,15 (6,13) 0,3 (7,4)
AcHz 0,075 (13,34) 0,2 (11,3) 0,4 (9,33)
Estabilidade de média duracao
ug/ml (CV%) ug/ml (CV%) ug/ml (CV%)
INH 1 (13,05) 10 (7,86) 40 (5,73)
AcINH 1(78,13) 10 (65,85) 40 (50,30)
Hz 0,04 (11,02) 0,15 (9,9) 0,3 (9,0)
AcHz 0,075 (12,72) 0,2 (12,41) 0,4 (8,44)

CV= coeficiente de variacao

5.2. Disposicao cinética da INH e metabdlitos

O estudo da disposicao cinética da INH e metabdlitos foi realizado a partir do
desenvolvimento do método de derivacao da INH e Hz com cinamaldeido, tendo
limites de quantificacdo e seletividade adequados para a analise das amostras

estudadas. As curvas de concentracdo plasmatica versus tempo referentes a INH



58
e metabdlitos, obtidas na investigacdo dos grupos de animais tratados um com
INH e outro com a associac¢do INH mais RMP, estdo demonstradas nas Figuras 7
e 8, respectivamente, como média (EPM). Os parametros farmacocinéticos da INH
e metabolitos estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7 e nas Figuras 10 e 11 através
das médias e erro padrdo da média (EPM). A razdo metabdlito/precursor nos
grupos INH e INH+RMP estd demonstrada na Tabela 8 e na Figura 12, como

média (EPM).
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Figura 8. Disposicao cinética da INH e metabdlitos do grupo tratado com INH.
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Figura 9. Disposicdo cinética da INH e metabdlitos do grupo tratado com a

associacao INH mais RMP.

Tabela 6. Parametros farmacocinéticos da isoniazida. Dados expressos como média

(EPM); n=5.
Grupo Grupo

Parametro INH isolada INH+RMP
t2a (h) 0,438 (0,03) 0,394 (0,08)
Ka (h") 1,6068 (0,100) 2,138 (0,500)
t%2a (h) 1,38 (0,07) 0,98 (0,08) *
Ko (h™) 0,5068 (0,024) 0,7246 (0,0676) *
t 2B (h) 3,38 (0,260) 2,688 (0,135) *
B (h™) 0,2096 (0,015) 0,2606 (0,012) *
Cl;/F (L.h".Kg™") 0,6846 (0,016) 1,3494 (0,085) *
Vd/F (L. Kg™) 3,32 (0,19) 5,18 (0,20) *
Cpss (ng/ml) 6,1 (0,14) 3,2(0,22) *

* p< 0,05 em relacdo ao grupo INH; teste t-student ou Mann-Whitney



60
t 2 a= meia vida de absor¢édo; Ka= constante de velocidade de absorcéo;t 2 a=
meia vida de distribuicdo; o= constante de velocidade de distribuicdo; Vd/F=
volume de distribuicao aparente; Cly/F= clearance total aparente; t V2 f= meia vida
de eliminagao; P= constante de velocidade de eliminagdo; Cpss= concentragdo

plasmatica média no estado de equilibrio.

Tabela 7. AUC da isoniazida e metabdlitos. Dados expressos como média (EPM); n= 5.

Parametro Grupo Grupo
AUC®).2, (ug.h.mL") INH isolada INH+RMP
INH 146,36 (3,25) 75,42 (5,23) *
Hz 2,8716 (0,074) 1,3196 (0,044) *
AcINH 110,2454 (2,45) 101,8946 (1,43)
AcHz 20,0572 (0,56) 26,8514 (4,1)

*p< 0,05 em relagé@o ao grupo INH; teste t-student

AUC®® .5, = area sob a curva concentracéo plasmatica versus tempo

Tabela 8. Razado entre metabdlito e composto precursor. Dados expressos como média

(EPM); n=5.
Parametro Grupo Grupo
AUC®2, (ug.h.mL™) INH isolada INH+RMP
Hz / INH 0,020 (0,001) 0,018 (0,001)
AcINH / INH 0,754 (0,017) 1,379 (0,228) *
AcHz / AcINH 0,182 (0,005) 0,265 (0,045) *
Hz / AcHz 0,143 (0,005) 0,052 (0,005) *

* p< 0,05 em relacao ao G1; teste t-student ou Mann-Whitney

AUC®SS o, = area sob a curva concentragdo plasmatica versus
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* p< 0,05 em relacédo ao G1; teste t-student ou Mann-Whitney

NS= ndo significativo
Figura 10. Comparacdo entre os grupos INH e INH+RMP em relacdo aos parametros
farmacocinéticos: t 2 a= meia vida de absorcao; Ka= constante de velocidade de absorcéo; t
Y2 o= meia vida de distribuicdo; a= constante de velocidade de distribuicdo; Vd/F= volume de
distribuicdo aparente; Cly/F= clearance total aparente; t V2 B= meia vida de eliminagao; =

constante de velocidade de eliminagéo.
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Figura 12. Razao entre metabdlito e composto precursor.

5.3. Parametros Bioquimicos

A razdo entre a atividade de AST péds tratamento e pré tratamento, para os
grupos de animais que tratados com salina, INH, INH associada a RMP e RMP,
esta demonstrada na tabela 9 e na Figura 13, como média (EPM). A mesma

andlise foi realizada para ALT, demonstrada na Figura 14.
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Tabela 9. Razao entre a atividade de AST e ALT pés e pré tratamento. Dados expressos

como média (EPM); n= 5.

Grupo AST ALT
(pos/preé) (pos/preé)
Controle 1,001 (0,023) 0,801 (0,0205)
INH 1,74 (0,11) * 1,302 (0,070 *
RMP 1,001 (0,021) # 0,88 (0,032) #
INH+RMP 1,31 (0,06) * 0,98 (0,06) #

* p<0,05 em relagcao ao grupo controle (agua estéril); Dunn’s

# p<0,05 em relacao ao grupo INH; Dunn’s

Controle

& *

AST (Pds tratamento/Pré tratamento)

1,2 1,4 1,6 1,8

* p<0,05 em relagao ao grupo controle (agua estéril); Dunn’s

# p<0,05 em relacao ao grupo INH; Dunn’s

Figura 13. Razao entre a atividade de AST pdés tratamento e pré tratamento.
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* p<0,05 em relagao ao grupo controle (agua estéril); Dunn’s

# p<0,05 em relagé@o ao grupo INH; Dunn’s

Figura 14. Razao entre a atividade de ALT péds tratamento e pré tratamento.
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6. DISCUSSAO I

A determinacao de isoniazida (INH) e de seus metabdlitos hidrazina (Hz),
acetilisoniazida (AcINH) e acetilhidrazina (AcHz), através de processo de
derivatizacdo com cinamaldeido, tem sido descrita na literatura por varios autores
(SADEG et al.,1996; SEIFART et al.,1995; DEFILLIPI et al.,1994; LACROIX et
al.,1984). No Presente trabalho, esse procedimento de derivatizagdo resultou na
formacgéo de derivados de INH e Hz, separados em coluna de fase reversa C18 e
detectados por UV (A = 340nm). Sadeg et al (1996) propde a férmula estrutural do

derivado resultante da reacdo da INH com trans-cinamaldeido, demonstrada

abaixo.
Derivado da isoniazida
formado a partir da reagéo O\ NH\N/ =
com trans-cinamaldeido.
(SADEG et al., 1996) =
X
N

O sistema cromatografico utilizado mostrou-se satisfatério visto que
obtivemos uma adequada separacao e resolucdo dos picos de interesse (Figura
2).

A hidrélise acida tem sido utilizada por varios autores como recurso para a

determinagéo dos derivados acetilados AcINH e AcHz (SEIFART et al.,1995; von
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SASSEN et al.,, 1985), e foi aplicada no presente estudo com resultados
igualmente satisfatérios.

E importante lembrar que a disponibilidade de métodos analiticos
destinados ao estudo da farmacocinética € essencial para o conhecimento das
relacdes concentracao versus efeito produzido pelos farmacos, com base no
principio de que existe uma relagdo entre o efeito farmacoldgico ou téxico com a
concentragao do farmaco (BAUER, 2000; GENNARO et al., 2001).

As curvas de calibracdo em soro foram construidas no intervalo de: 0,78 a
50ug/ml para INH na auséncia e na presenca de hidrélise com coeficientes de
correlacao de 0,99993 e 0,99999, respectivamente; 0,78 a 50ug/ml para AcINH (R
= 0,99997); 0,05 a 0,4ug/ml para Hz (R = 0,99828) e de 0,07 a 0,4ug/ml para
AcHz, (R = 0,99994). Os coeficientes de correlagdo obtidos em nossos estudos
foram, com excec¢do para a curva de Hz, comparaveis aos obtidos por Seifart et al
(1995): R = 0,99979 e 0,99919 para INH na auséncia e na presenca de hidrélise,
respectivamente; R = 0,99991 para AcINH; R = 0,99993 para Hz e R = 0,0,99905
para AcHz.

Os limites de deteccéo (LD) de 0,05ug/ml e 0,07ug/ml obtidos para INH e
AcINH foram inferiores aos valores observados nos estudos de Seifart et al (1995)
que foram de 0,5ug/ml para ambos os compostos. Os LD da Hz e AcHz,
0,025ug/ml e 0,036ug/ml, respectivamente, foram superiores aos obtidos por
Seifart et al. (1995) os quais corresponderam a 0,010ug/ml para ambos os
compostos. Sadeg et al (1996), utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas
reportam limites de deteccdo na ordem de 20 ng/ml. Von Sassen et al (1985)

encontraram valores de limite de detec¢cao na ordem de 1 ug/ml para INH; 0,5
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ug/ml para AcHz e 2 ug/ml para AcINH utilizando derivacdo com cloreto de m-
flourobenzoila.

Os coeficientes de variagdo obtidos nos estudos de estabilidade de curta e
média duragao foram inferiores a 15% para INH, Hz e AcHz (Tabela 5) . Para
AcINH encontramos, no estudo de estabilidade de curta duracdo, valores de
coeficiente de variacdo superiores a 47%, demonstrando a instabilidade do
metabdlito na amostra biologica (Tabela 5).

O método apresentou coeficientes de variacao para o estudo de precisao
intra e inter ensaio satisfatérios, inferiores a 15%. Nao foi realizado estudo de
precisao inter-ensaio para a AcINH devido a sua instabilidade em soro.

A seletividade do método foi comprovada pela auséncia de picos na regiao
de interesse quando submetemos ao método analitico farmacos rotineiramente
utilizados para minimizar os efeitos adversos conseqlientes ao tratamento da
tuberculose (Tabela 2).

Assim, o método analitico desenvolvido foi considerado adequado para a
aplicacao em estudos de farmacocinética.

A disposicao cinética da INH e seus metabdlitos foi estudada através da
analise dos parametros farmacocinéticos AUCSS (.,4= area sob a curva no intervalo
de dose de 24 horas, t 2 a= meia vida de absor¢cao; Ka= constante de velocidade
de absorgdo; t 2 a= meia vida de distribuicao; Ko= constante de velocidade de
distribuicdo; Vd/F= volume de distribuicdo aparente; Cli/F= clearance total
aparente; t 2 B= meia vida de eliminagdo; P= constante de velocidade de
eliminacdo. Foi utilizado o modelo bicompartimental, que melhor se adaptou aos

resultados obtidos. Zhang et al (1992) também utilizou este modelo para a
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determinacao dos parametros farmacocinéticos da INH. Estes parametros foram
obtidos no grupo de animais tratados somente com INH e no grupo que recebeu a
associacao INH + RMP.

A meia vida de absorcdo e sua constante ndo apresentaram diferencas
estatisticas significantes entre o grupo INH e INH+RMP (t %2 a: 0,438 x 0,394h e
Ka: 1,6068 x 2,138 h”', respectivamente). Nossos dados sugerem que ndo ha
interferéncia da RMP na velocidade de absorcao da INH, resultados compativeis
com o observado por Thomas et al (1981), que administraram INH (50mg/kg) em
coelhos pré tratados com RMP.

No processo de distribuicdo constatamos diferencas entre os grupos INH e
INH + RMP —t 2 a: 1,38 x 0,98h e Ka: 0,50 x 0,72, respectivamente — com Vd
superior para o grupo da associacdo medicamentosa (5,18 L/Kg x 3,32 L/Kg).
Belanger et al (1989), citado por Auclair (2002), apresentam valores de Vdss na
ordem de 0,29 e 0,37 L/Kg para ratos tratados com INH (20 mg/kg) pela via intra-
arterial.

As meia vidas de eliminacdo da INH no grupo INH isolada e no grupo INH +
RMP correspondentes a 3,38h e 2,69h, respectivamente, sdo diferentes
estatisticamente; observamos, entdo, que no grupo que recebeu a associagcao
medicamentosa houve uma diminuicao do parametro quando comparado ao grupo
INH isolado. Jayaram et al (2004) encontraram valores de meia vida de eliminacao
de 0,4 a 1,6h para a INH em camundongos tratados com dose Unica de
120mg/Kg; Thomas & Solomonraj (1977) observaram meia vida de eliminacao de
1,26 h para ratos tratados com INH (20 mg/kg) p.o. Nossos valores sdo superiores

para ambos os grupo tratados quando comparados aos disponiveis na literatura,



70
no entanto a diferenca entre o grupo INH e INH+RMP obtida sugere interferéncia
da RMP no processo de eliminagao da INH.

O valor do clearance (Cl) no grupo INH isolada foi de 11,41ml/min.Kg
enquanto que no grupo INH + RMP foi de 22,49ml/min.Kg; diferentes
estatisticamente. No trabalho realizado por Belanger et al (1989) os valores de Cl
obtidos foram de 8,2 a 11ml/min.Kg apd6s administracdo de INH (20mg/kg) intra-
arterial em ratos; compativeis com 0 nosso grupo que recebeu INH isoladamente.

Nossos dados inferem que a RMP levou a um aumento do Cl da INH.

Os valores de Cl obtidos em animais sdo superiores aos descritos na
literatura para humanos - variando entre 3,7 e 7,4ml/min.Kg, dependendo do
fenotipo acetilador do paciente.

Os resultados referentes a meia vida de eliminacao e clearance no grupo
INH + RMP, quando comparados com os valores obtidos no grupo INH isolada,
foram concordantes visto que em estudos de farmacocinética uma consequéncia
do aumento do clearance é a diminuicdo da meia vida de eliminagao.

Semelhante correlagdo pode ser feita para os parametros Ka, t 72 a e Vd.
Estes parametros foram significativamente diferentes no grupo que recebeu a
associacao INH + RMP quando comparados com o grupo INH isolada. No grupo
INH + RMP houve um aumento na constante de velocidade de distribuicdo com
consequente diminuicado da meia vida de distribuicdo e aumento do volume de
distribuigéo.

Em nosso trabalho, os valores de AUCSS;.4, para INH e Hz foram
estatisticamente menores no grupo que recebeu a associacdo INH + RMP; as

AUCSS,,, da AcHz e AcINH ndo apresentaram diferencas estatisticas
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significativas em relacdo ao grupo que recebeu somente INH (Tabela 7). Noda et
al (1983) observaram que, em coelhos pré tratados com RMP (30mg/kg, p.o.) por
6 dias, a AUCpgn da hidrazina e da INH (830mg/Kg) foram significativamente
menores quando comparadas ao grupo que recebeu INH sem pré tratamento com
RMP. Nao encontraram diferencas para os derivados acetilados AcINH, AcHz e
diacetilHz; resultados compativeis com os obtidos no presente trabalho.

Noda et al (1983), ainda, realizaram estudos histopatolégicos e avaliaram o
conteudo de CYP450 no tecido hepatico e encontraram extensas areas de
necrose com infiltracdo neutrofilica e valores significativamente maiores de
CYP450 no grupo pré tratado com RMP quando comparado ao grupo que recebeu
apenas INH.

Com base nesses achados, os autores sugerem que a principal via
metabdlica da Hz seja mediada pelo CYP450 que, por oxidacao, leva a producao
de N2 e outras hepatotoxinas; e que essa via metabdlica é induzida pela RMP.

Em trabalho realizado por Zhang et al (1992) foram encontrados niveis
plasmaticos de AcHz em ratos Wistar pré-tratados com RMP mais baixos do que
aqueles encontrados no grupo que recebeu somente INH. Os autores sugerem
que a RMP induz a conversdo da AcHz em metabdlitos reativos por estimulo do
processo de oxidacao.

Segundo Lauterburg et al (1985), a acetilhidrazina necessita de ativacao
metabdlica através das monooxigenases para produzir intermediarios reativos que
ligam-se covalentemente a macromoléculas hepaticas e entdo produzir dano.

Entdo, sugere que a administracdo simultdnea de rifampicina, que possui
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capacidade de induzir esses sistemas enzimaticos, leva ao aumento do dano
hepatico.

Em suma, o metabolismo da INH estd descrito na literatura como sendo
composto por duas rotas: uma via de acetilacdo, através da acdo da N-
acetiltransferase 2 (NAT-2), que leva a formacéo dos derivados acetilados AcINH
e AcHz; e outra via metabdlica, pela qual a INH é hidrolisada a Hz, com
consequente formacdo de &cido isonicotinico. A acetilhidrazina e hidrazina
formadas sdo oxidadas por acao de CYP2E1 para formar metabdlitos reativos que
supostamente sdo capazes de causar danos hepaticos (HUANG et al, 2003;
DAVIES, 1998; MORIKE et al, 1996).

Morike et al (1996) estudaram o metabolismo da acetilhidrazina em ratos e
concluiram que a sua degradacao leva a producdo de N, e Cop, Huang et al
(2003) complementam a rota metabdlica de Morike et al (1996), sugerindo o

envolvimento de CYP2E1 no metabolismo da AcHz, conforme ilustrado a seguir.
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Davies (1998) prop6e uma rota metabdlica onde o metabolismo da Hz leva

a producgao de intermediarios hepatotoxicos, conforme figura abaixo.

hidrolise
Isoniazida > Hidrazina
l acetilacao l
Acetilisoniazida Metabolito N
Reativo ecrose
| Hepatica
l l oxidacao

. microssomal
Acido Acetilhidrazina

isoniotinico

l acetilacao

Diacetilhidrazina

No presente trabalho, utilizamos a razdo metabdlito/precursor para
evidenciar alteracdes — inducéo ou inibicdo - nas vias metabdlicas da INH. Vale
ressaltar que essas determinacdes foram feitas em soro e ndo em urina e,
portanto, a avaliagdo apresenta limitacoes.

A razao entre os derivados acetilados AcINH e AcHz e seus compostos
precursores no grupo que recebeu a associacao INH + RMP foi significativa mente
maior quando comparada ao grupo que recebeu somente INH (Tabela 8) e a

razdo Hz/AcHz foi significativamente menor no grupo da associagao.
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Timbrell et al (1985) reportam que a acetilacdo da acetilhidrazina € inibida
pela RMP em ratos; dessa forma, o aumento da razdo AcHz/AcINH poderia ser
explicada pela diminuicdo da acetilagdo para formar diacetilhidrazina. No entanto,
conforme discutido anteriormente, outra via metabdlica da AcHz, a oxidagéo pela
enzimas microssomais — supostamente CYP2E1 — é induzida pela RMP, o que
levaria & degradacdo do composto de maneira significativa. E provavel, entao, que
outros mecanismos ainda nao elucidados estejam envolvidos nesse aumento dos
derivados acetilados no grupo da associacéo.

A diminuigdo da razao Hz/AcHz encontra base no fato de que ha aumento
da degradacdo da Hz por inducdo da atividade das enzimas microssomais —
conforme discutido anteriormente - e diminuicdo do consumo da AcHz para
formar diacetilhidrazina —conforme inferem Timbrell et al(1985).

Belanger et al (1989) avaliaram a AUC da INH e AcINH em ratos tratados
com dose unica de INH (20mg/Kg) intra-peritonial ou intra-arterial e observaram
resultados de 42,6 e 8,4ug/ml.h, respectivamente, no ciclo de claro. Valores de
30,7 e 12,8 ug/ml.h foram obtidos quando a coleta foi realizada na fase de escuro.

Concluiram, entdo, que existe variacao nos valores de AUC para a INH e
seus metabolitos, considerando que a N-acetiltransferase possui maior atividade
(135,3nmol/mg vs 59nmol/mg) no periodo noturno.

A administragdo dos farmacos, em nosso trabalho, foi realizada sempre na
fase de claro, porém a coleta foi feita nos dois periodos de luz. E importante
ressaltar que o mesmo procedimento foi aplicado nos dois grupos estudados, em
todas as coletas realizadas, 0 que minimiza as possiveis diferencas na producao

de metabdlitos decorrentes da distinta atividade de enzimas nos ciclos de luz.
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A hepatotoxicidade induzida pela administracdo de INH, segundo alguns
pesquisadores, ocorre com maior freqiéncia e severidade entre pacientes que
recebem INH + RMP, o que é atribuido a interagdes farmacocinéticas que
resultam em modificacbes no metabolismo da INH, havendo maior producao de
metabdlitos supostamente hepatotoxicos (SHARMA, 2004; DOUGLAS &
MCLEOD, 1999; SKAKUN et al., 1985).

Desta forma a avaliacdo da formacao destes metabdlitos pode determinar
se o0 dano hepatico vai ocorrer (MADDREY, 2005).

Um dos objetivos deste estudo foi verificar se a associagéo INH + RMP leva
a modificacdes na taxa de formagcdo de um ou mais metabdlitos da INH quando
comparada a administracdo da INH isolada e se possiveis alteracbes no
metabolismo relacionam-se com o aparecimento de dano hepatico mensurado
através da atividade das transaminases ALT e AST.

Entre os critérios estabelecidos para a determinacdo de hepatotoxicidade,
tém sido utilizados - o aumento da atividade sérica de AST e ALT trés vezes
superior ao valor estipulado como referéncia (RAVINDEL et al., 2006; MADREY,
2005; ATTRI et al., 2000; CASTILLO et al., 1981) e os critérios estabelecidos pela
Organizacao Mundial de Saude para classificar o grau de hepatotoxicidade
induzida por farmacos: Grau 1 ALT - 51-125 UI/L, ou 1.25-2.superior ao
basal;Grau 2 ALT - 126—250 UI/L, ou 2.6-5.0 superior ao basal; Grau 3 ALT - 251—
500 UI/L, ou 5.1-10.0 superior ao basal; Grau 4 ALT >500 UI/L, ou >10.0 superior
ao basal.

Tasdug et al. (2005) demonstraram em seus estudos que os biomarcadores

de toxicidade hepatica presentes no soro e no figado, incluindo AST e ALT, foram
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significativamente estimulados depois da administracao de drogas anti-tuberculose
em modelo animal. Para a realizacdo de seus estudos, foram utilizados ratos
machos da raga Wistar divididos em 4 grupos: animais tratados somente com
veiculo (controle); animais tratados com INH (50mg/kg, p.o.) € RMP (250mg/kg,
p.0.); animais tratados com INH (50mg/kg, p.o.) e RMP (250mg/kg, p.o.) e PYR
(100mg/Kg, p.o.) e grupo de animais tratados com INH+RMP+PYR nas mesmas
doses citadas anteriormente, mais o agente silymarin (50mg/kg, p.o.), suposto
composto de acdo hepatoprotetora. As atividades das enzimas AST, ALT e ALP
foram utilizadas como indicadores de lesao hepatica. Os autores observaram, no
grupo INH+RMP, um aumento de AST e ALT, respectivamente, de 148% e 220%,
quando comparados ao grupo controle; ALP aumentou em 101% comparado ao
controle e bilirrubina apresentou-se 96% mais elevada que o grupo controle.

Em nosso trabalho, a determinagcédo da atividade sérica de AST e ALT foi
realizada em dois momentos: anteriormente ao inicio da administracdo dos
farmacos estudados e da agua estéril, para os devidos grupos experimentados
(tempo zero); e ao término do experimento, apos 21 dias de tratamento (tempo
21). Os valores obtidos a partir da anédlise das primeiras amostras coletadas foram
considerados como basais.

Como resultados obtivemos valores de AST, apés o término do
experimento, superiores aos valores basais para 0s grupos que receberam INH
isolada e INH + RMP, enquanto que para os grupos controle e RMP, estes valores
se mostraram sem alteracdes estatisticamente significativas em relacdo ao tempo
zero de coleta. Entretanto, a atividade de ALT no 21° dia de tratamento foi inferior

aos valores considerados basais para 0s grupos controle.
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A diminuicdo na atividade de ALT apds um periodo relativamente longo de
administracdo de INH e RMP foi semelhantemente observado em estudos
realizados por Lenaerts et al (2005), que avaliaram a atividade de ALT e AST em
camundongos tratados com INH (150mg/kg), INH + RMP (150+75 mg/kg) e
RMP+PYR (150+75+1g/kg) por 4 semanas e encontraram valores mais elevados
de ALT para o grupo tratado com RMP+PYR quando comparado ao grupo
controle (26,2Ul/L vs 12 UI/L, respectivamente).

No mesmo trabalho, os autores avaliaram a atividade das transaminases
apods 2 semanas e 4 semanas em camundongos infectados com M. tuberculosis
que receberam doses diarias de INH (150mg/kg), INH + RMP(150+75 mg/kg) e
RMP+PYR (150+75+1g/kg). Observaram que no grupo que recebeu RMP+PYR
ocorreu aumento na atividade da ALT na segunda semana quando comparado ao
grupo controle (114,4Ul/L vs 26,7 Ul/L, respectivamente), que retornou a valores
préximos ao controle apds 4 semanas, e nao diferentes estatisticamente ( 58,9
UI/L vs 35 UI/L).

Segundo os autores, os resultados de ALT indicam que a infec¢do por M.
tuberculosis acelera a inducado de dano hepatico e que o decréscimo da atividade
da ALT é um fendmeno esperado apds tratamento prolongado uma vez que o
dano inicial resulta em perda de tecido hepatico e perda de conteudo celular.

No trabalho de Lenaerts (2005), os estudos histopatol6gicos ndo revelaram
dano hepatico significativo em nenhum dos grupos.

Nossos resultados referentes as transaminases séricas estdo

demonstrados na tabela 9 através da razdo entre atividade pés e pré tratamento,
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para ambas as enzimas. Valores superiores a 1,00 revelam que houve um
aumento na atividade enzimatica no tempo 21.

Tendo o grupo controle como referéncia, podemos observar que os grupos
tratados com INH e com a associacao INH + RMP apresentaram valores de razao
de AST péds e pré tratamento superiores e estatisticamente significativos em
relacdo a este grupo. Os animais tratados somente com RMP nédo apresentaram
diferencas relevantes quando comparado ao grupo controle.

Estes dados revelam que o tratamento realizado somente com RMP néao
provoca qualquer alteracdo significativa relacionada a fungdo hepatica, néo
havendo indicios de ocorréncia de dano hepatico, segundo a analise do parametro
bioquimico AST.

E importante ressaltar que ndo encontramos diferencas estatisticas
significativas na atividade das transaminases entre o grupo INH isolada e a
associacgao.

Os dados obtidos nesse trabalho reforcam as conclusdes feitas por Yue et
al. (2004), que concluiram que a combinacdo INH + RMP, em um periodo de
administracao relativamente curto, ndo exacerba a hepatotoxicidade induzida pela
INH.

Yue at al (2004), realizaram seus estudos utilizando ratos machos da raga
Wistar (n = 36) divididos em 3 grupos: animais tratados com INH (100mg/kg, ip);
animais tratados com INH+RMP (100mg/kg, ip) € animais nao tratados (agua
estéril) e concluiram que durante o metabolismo da INH, hidrazina é produzida

diretamente (a partir da INH ou indiretamente (a partir da AcHz).
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Os estudos de Yue et al (2004) demonstraram que a Hz esta relacionada
com a hepatotoxicidade induzida pela administracdo de INH em ratos, o que
coincide com os dados obtidos por Sarich et al. Houve correlacao entre a atividade
de CYP2E1 e a concentragdo plasmatica de hidrazina, 0 que sugere que a
inducdo desta isoforma do CYP450 pode ser mediada pela hidrazina. A
combinacdo INH+RMP, em um curto periodo de administracdo, ndo exacerbou a
hepatotoxicidade induzida pela INH, via mecanismo de down-regulation da RMP
sobre CYP2E1.
Nossos resultados mostraram acentuada diminuicdo da AUCSS,,, da Hz e
INH, menores valores de ALT e iguais valores de AST no grupo que recebeu a
associacdo medicamentosa em relagdo ao grupo INH isolada, sugerindo que a
associacdo INH+RMP ndo resulta em aumento da hepatotoxicidade da INH
apesar das diferencas observadas nas concentragdes plasmaticas desses

metabdlitos.
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O método analitico desenvolvido e validado para a determinacdo de INH e
de seus metabdlitos AcINH, Hz e AcHz apresentou sensibilidade,
linearidade, seletividade, precisao e exatidao adequados para a aplicacao
em estudos de farmacocinética.

A meia vida de absorcdo e sua constante (t Y2a e Ka), ndo apresentaram
diferencgas estatisticas significantes entre o grupo INH e INH + RMP.

Os parametros farmacocinéticos Ka e t 2 a mostraram-se diferentes no
grupo INH + RMP em relacdo ao grupo INH isolada, apresentando valor
aumentado da Ka e diminuido de t %2 o.

O Vd no grupo que recebeu INH e RMP em associagéao foi superior ao
encontrado no grupo INH isolado.

No grupo INH + RMP verificamos um aumento na constante de eliminagéo
acompanhado de uma diminuicdo na meia vida de eliminacdo e aumento do
clearance, quando comparado ao grupo tratado somente com INH.

A AUC®Sy.4 da Hz e INH foram significativamente menores no grupo que
recebeu a associacdo INH + RMP, enquanto que a AUC®S;,4 da AcHz e
AcINH nao apresentaram diferencas estatisticas significativas entre estes

dois grupos.
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Verificamos um aumento da razao entre metabdlito e composto precursor
entre os derivados acetilados AcINH e AcHz e uma diminuicdo da razao
Hz/AcHz no grupo INH + RMP quando comparados ao grupo INH isolada.
Os grupos tratados com INH e com a associacédo INH + RMP apresentaram
valores de razédo de AST pos e pré tratamento superiores e estatisticamente
significativos em relacdo ao grupo controle, porém nao encontramos
diferencgas estatisticas significativas na atividade das transaminases entre o
grupo INH isolada e o grupo da associacao.

Os animais tratados somente com RMP nao apresentaram diferencas
relevantes quando comparado ao grupo controle com relacdo aos
parametros bioquimicos analisados.

Nao houve relagdo entre modificacdes na farmacocinética da INH no grupo

INH + RMP com o desenvolvimento de injuria hepatica.
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