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Vida

Ha momentos na vida em que sentimos tanto a
falta do passado, que o que mais queremos é sair
do sonho e voltar no tempo.

Sonho com aquilo que quero.

Sou o que quero ser, porque possuo apenas uma
vida e nela s6 tenho uma chance de fazer aquilo que quero.
Tenho felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes nao tém as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades
que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia
das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante é baseado num passado
intensamente vivido.

Vocé s6 tera sucesso na vida quando perdoar

os erros e as decepcoes do passado.

A vida é curta, mas as emocoes que podemos
deixar duram uma eternidade.

A vida nao é de se brincar porque em um belo

dia "se morre".

(Clarice Lispector)
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Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administragdo simultéanea
de PYR sobre os parametros farmacocinéticos da INH e a producdo de seus
metabdlitos, em um grupo de animais sob tratamento com INH+PYR e outro com
INH+RMP+PYR, bem como de avaliar o comportamento dos biomarcadores de
hepatotoxicidade, as transaminases AST e ALT, nesses grupos. Na primeira fase do
protocolo experimental foi coletado sangue da cauda dos animais (ratos Wistar,
machos, peso~250g) para andlise dos biomarcadores como valores basais, em
seguida realizou-se a administracdo, por gavagem, de doses multiplas de INH
(100mg/Kg) (grupo I), INH+PYR (350mg/Kg) (grupo II), INH+PYR+RMP (100mg/KQ)
(grupo lll), PYR (grupo IV) e agua estéril (grupo V — controle) por 21 dias. Para os
animais que receberam INH (grupo |, grupo Il e grupo Ill) construiu-se a curva de sua
concentracdo plasmatica x tempo. Amostras seriadas de sangue foram coletadas em
10 tempos diferentes entre 0-24h; para cada tempo de coleta foram empregados 5
ratos. As amostras foram desproteinizadas com &acido tricloroacético a 10%; para
analise dos metabdlitos acetilados promovendo a hidrolise com HCI 6M; em seguida,
a INH e a Hz foram derivatizadas com cinamaldeido. As amostras foram analisadas
por HPLC usando coluna Resolve TM Css e detector UV-VS, operando a 340nm. Os
parametros farmacocinéticos da INH apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05, teste de Tukey) entre os grupos, e sua média e EPM foram:
Grupo INH vs Grupo INH+PYR: ti2a = 1,4 (0,070) vs 1,0 (0,100); Ka = 0,51 (0,024)
vs 0,77 (0,100); t12B = 3,4 (0,026) vs 7,2 (0,910); Kel = 0,21 (0,015) vs 0,10 (0,018);
Ch/F = 0,68 (0,016) vs 0,90 (0,047); Vd/F = 3,32 (0,19) vs 9,52 (1,52); AUC®?s INH
= 146,36 (3,25) vs 111,96 (5,60); AUC*?**ss Hz = 2,87 (0,07) vs 4,60 (0,09); Grupo

INH vs grupo INH+RMP+PYR: Kel = 0,21 (0,015) vs 0,13 (0,027); Clt/F = 0,68



(0,016) vs 1,09 (0,061); AUC*?*;s INH = 146,36 (3,25) vs 92,71 (5,00); AUC®?; Hz
= 2,87 (0,07) vs 1,92 (0,20); AUC*?s AcINH = 110,24 (2,45) vs 88,01 (5,00); Grupo
INH+PYR vs Grupo INH+RMP+PYR: Clt/F = 0,68 (0,016) vs 1,09 (0,061); AUC®?*
INH = 111,96 (5,60) vs 92,71 (5,00); AUC*?*sc Hz = 4,60 (0,09) vs 1,92 (0,20); AUC”
246 AcINH = 99,25 (4,70) vs 88,01 (5,00). As razdes AUC’?* metabélito/AUC®>*
precursor que apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, teste
de Tukey) entre os grupos, e suas meédias e EPM foram: Grupo INH vs Grupo
INH+PYR: Hz/INH = 0,0196 (0,001) vs 0,041 (0,002); Hz/AcHz = 0,144 (0,005) vs
0,680 (0,035); Grupo INH+PYR vs Grupo INH+RMP+PYR: Hz/INH = 0,041 (0,002)
vs 0,021 (0,002); AcHz/AcINH = 0,062 (0,005) vs 0,386 (0,098); Hz/AcHz = 0,680
(0,035) vs 0,062 (0,010). Os parametros bioquimicos AST e ALT apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle, porém
nenhuma diferenca entre os grupos que receberam farmacos associados e a INH.
Os dados obtidos sugerem que a PYR, quando associada, influencia de maneira
significativa nos parametros farmacocinéticos da INH como também na formagéo de
seus metabdlitos e, embora ocorra aumento estatisticamente significativo na
atividade dos biomarcadores em relagdo ao grupo controle, as associacées nao

apresentam nenhuma acao sinérgica em relacao a hepatotoxicidade.



ABSTRACT I

The aim of the present study was to evaluate the hepatotoxicity effect,
pharmacokinetic response and biotransformation of isoniazid of rats treated with i)
isoniazid (INH), ii) INH + pyrazinamide (PYR) and iii) INH + PYR + rifampicin (RMP).
Daily doses of the tuberculostatic drugs were administrated intragastrically to the
animals (Wistar rats) for one period of 21 days as follow: INH (100mg/Kg) (group 1),
INH (100mg/Kg) + PYR (350mg/Kg) (group II), INH (100mg/Kg) + PYR (350mg/Kg) +
RMP (100mg/Kg) (group IIl), PYR (350mg/Kg) (group IV) and sterile water (group V,
control). 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 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 3; 6; 12 and 24 hours after the dose (five
animals for each point). The blood samples were deproteinized with 10%
trichloroacetic acid, derivazed by 1% cinnamaldehyde. For the determination of the
acetylated metabolites acetylisoniazid (AcINH) and acetylhydrazine (AcHz) a
previous hydrolysis with 6 M hydrochloride acid was performed. Then, the samples
were centrifuged and the supernatant analyzed by liquid chromatograph. 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,
Turkey’s test). The results significantly different were: Group INH vs Group
INH+PYR: t100 = 1,4 (0,070) vs 1,0 (0,100); Ka = 0,51 (0,024) vs 0,77 (0,100); t1B =
3,4 (0,026) vs 7,2 (0,910); Kel = 0,21 (0,015) vs 0,10 (0,018); Cl+/F = 0,68 (0,016) vs
0,90 (0,047); Vd/F = 3,32 (0,19) vs 9,52 (1,52); AUC®?* (INH) = 146,36 (3,25) vs
111,96 (5,60); AUC*?*s; (Hz) = 2,87 (0,07) vs 4,60 (0,09); Group INH vs group

INH+RMP+PYR: Kel = 0,21 (0,015) vs 0,13 (0,027); Cl+/F = 0,68 (0,016) vs 1,09



(0,061); AUCY? (INH) = 146,36 (3,25) vs 92,71 (5,00); AUC*?**¢ (Hz) = 2,87 (0,07)
vs 1,92 (0,20); AUC”?* (AcINH) = 110,24 (2,45) vs 88,01 (5,00); Group INH+PYR
vs Group INH+RMP+PYR: Cl/F = 0,68 (0,016) vs 1,09 (0,061); AUC*% (INH) =
111,96 (5,60) vs 92,71 (5,00); AUC** (Hz) = 4,60 (0,09) vs 1,92 (0,20); AUC?*¢
(AcINH) = 99,25 (4,70) vs 88,01 (5,00). The ratio AUC”?** metabolites/AUC®**
precursor that showed significant difference were: Group INH vs Group INH+PYR:
Hz/INH = 0,0196 (0,001) vs 0,041 (0,002); Hz/AcHz = 0,144 (0,005) vs 0,680 (0,035);
Group INH+PYR vs Group INH+RMP+PYR: Hz/INH = 0,041 (0,002) vs 0,021
(0,002); AcHz/AcINH = 0,062 (0,005) vs 0,386 (0,098); Hz/AcHz = 0,680 (0,035) vs
0,062 (0,010). For the biomarkers ALT and AST, all groups were significantly
different from the control, however, no difference were detected between the groups.
In conclusion, we found that the co-administration of PYR during the treatment of rats
with INH or INH+RMP caused a significant alteration in the pharmacokinetic
parameters and biotransformation of INH. However, these pharmacokinetic

alterations were not followed by the biomarkers of hepatotoxicity.



1. INTRODUCAO I

1. A importancia clinica das interacoes farmacocinéticas

O efeito de um farmaco no organismo é decorrente da sua interagdo nos
sitios receptores, e esta associado a uma determinada concentracdo e a sua
permanéncia no local de acéo por determinado tempo.

A utilizacdo de mais de um farmaco concomitantemente na terapéutica pode
resultar em interacbes de tal forma que os efeitos farmacoldgicos esperados
ocorram de maneira diferenciada, podendo-se obter um aumento ou uma diminuicao
da eficacia terapéutica. Da mesma maneira, a interagdo entre farmacos pode
acentuar ou atenuar os efeitos indesejaveis (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; OGA et
al., 2002; FUHR, 2000).

As associagcoes medicamentosas podem resultar em interagbes na fase pré-
cinética (antes da absorcao propriamente dita), na fase farmacocinética e/ou na fase
farmacodinamica (OGA et al., 2002).

Na fase pré-cinética reacdes entre os principios ativos podem resultar em
diminuicdo da absor¢cdo ou aumento da toxicidade (ex: a colestiramina e o colestipol
complexam uma série de medicamentos como antidepressivos, neurolépticos,
digitdlicos e anticoagulantes, diminuindo a sua disponibilidade para a absorg¢ao)
(OGA et al., 2002). Na fase cinética pode ocorrer modificagcbes na absorgcédo, na
distribuicdo, na biotransformacdo ou na excrecdo com a administracdo
concomitante.

A absorcao € um dos fendbmenos cinéticos mais importantes na determinacao
da concentracao sérica de farmacos por via oral, topica ou parenteral, com exceg¢ao
da via intravascular. A reducao no grau de absorcao ocasiona reducao do seu nivel

plasmatico e tende a prejudicar a eficacia terapéutica. Entre os parametros



farmacocinéticos mais utilizados para o estudo de absorgéo estdo: a concentragao
plasmatica maxima (Cmax) e o tempo necessario para alcancar a concentracao
maxima (tmax).

A alteracdo na fase de distribuicdo, quando ha& associagcdo de dois
componentes medicamentosos, se da principalmente por mecanismo competitivo
frente a sitios comuns de ligagéao protéicos, sendo a albumina a proteina ligante mais
importante e responsavel pela fixacdo de compostos acidos e a alfa glicoproteina
acida (AGA) pela fixacdo de farmacos de carater basico (OGA et al., 2002). O efeito
da interacdo entre dois farmacos por competicdo junto as proteinas resulta no
aumento da frag&o livre de um dos farmacos ou de ambos, com intensificagdo de
suas agodes farmacoldgicas terapéuticas ou mesmo toxicas.

A significancia clinica dessas interacoes é evidente, especialmente quando os
farmacos que interagem possuem alta fixagdo, ou seja, ligam-se as proteinas
plasmaticas com uma porcentagem acima de 75-80% (HARDMAN & LIMBIRD,
2004).

As interacdes de farmacos na fase de biotransformacao podem resultar em
indug&o ou inibi¢cdo de sistemas enzimaticos, principalmente sobre o citocromo P450
(CYP450); além da possibilidade de saturacao do processo de biotransformacgao por
competicdo entre esses farmacos pelos sistemas enzimaticos (HARDMAN &
LIMBIRD, 2004, LIN & LU, 1997). Assim a alteracdo metabonémica causada por um
farmaco pode afetar a velocidade de biotransformacdo de outros farmacos e,
consequentemente, a sua biodisponibilidade e a eficacia terapéutica. A inibicdo da
biotransformacao de um farmaco resulta quase sempre na exacerbagao dos efeitos

farmacologicos e/ou toxicos.



E importante ressaltar que a biotransformagéo ou metabolismo de farmacos,
ao gerar metabdlitos mais hidrofilicos, torna-se fundamental para a sua eliminagéo,
em especial de farmacos altamente lipofilicos; no entanto, o metabolismo pode levar
a formacao de produtos téxicos, causando o aparecimento de efeitos deletérios ao
organismo. A fase da farmacocinética mais susceptivel aos efeitos das associacoes
medicamentosas € a biotransformagdo (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Entre os mecanismos envolvidos nas interagdes de farmacos durante a
excrecao, particularmente por via renal, € importante ressaltar os seguintes: i)-
alteracdo do pH do liquido intra-tubular que promove modificagdo no grau de
dissociacdo de eletrolitos fracos, ocasionando sua maior ou menor excregao renal e
ii)- duas substancias que podem competir entre si, na secregcdo tubular, por
apresentarem afinidade as mesmas proteinas transportadoras; nessas situacoes,
ambas terdo excrecao retardada.

Condicdes patolégicas pré-existentes no individuo, especialmente as
insuficiéncias cardiaca, renal ou hepatica, sdo decisivas para intensificacdo dos
efeitos adversos dos medicamentos, e podem levar geralmente ao acumulo de

farmacos no organismo (OGA et al., 2002).

2. Nocoes gerais sobre parametros farmacocinéticos

A farmacocinética compreende quatro processos fundamentais: a absorcao
(quando a administracdo do farmaco é por via extra-vascular), distribuicdo,
biotransformacao e excregao.

A absorcao, primeira fase farmacocinética, pode ser definida como a
passagem do farmaco de um meio externo do organismo para 0 sangue, que O

conduzira aos diferentes tecidos e érgaos.



Para que esse processo ocorra € necessario que o farmaco atravesse as
membranas biolégicas sob influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de ambos
(WINTER, 1988).

O processo de absorcdo pode ser avaliado por quatro parametros
farmacocinéticos obtidos através da construcdo de uma curva de sua concentragao
plasmatica versus tempo: ka (constante de absorcdo), Cmax (concentracdo
plasmatica méaxima), tmax (tempo de ocorréncia da concentragdo plasméatica
maxima) e AUC (area sob a curva) (BOROUJERDI, 2002).

Uma vez ocorrida a absor¢cdo ou administracdo endovenosa, o farmaco
distribui-se para outros compartimentos (WINTER, 1988).

A velocidade de distribuicdo sofre interferéncia de alguns fatores fisiol6gicos
como fluxo sangliineo e caracteristicas das membranas, assim como das
propriedades fisico-quimicas do farmaco que determinam a sua capacidade para
atravessar as membranas e sua afinidade para ligar-se com proteinas plasméticas.
Quanto maior a afinidade e extensdo de ligacdo com essas proteinas, menor o
acesso desse farmaco a outros compartimentos do organismo.

O processo de distribuicdo de um farmaco pode ser quantificado, através do
parametro volume de distribuicdo (Vd) que descreve a relagao entre a quantidade do
farmaco existente em todo o organismo e a quantidade existente no plasma, e
conceitualmente se define como o volume no qual o farmaco deve estar contido para
que a sua concentracdo se iguale a do plasma (WINTER, 1988).

Em farmacocinética clinica, o Vd € um importante parametro empregado para
a construgéo do regime de dose que sera utilizado no paciente. Em conjunto com a
concentracdo alvo no estado de equilibrio, 0 Vd pode ser utilizado para calcular a

dose de ataque; para calcular a quantidade do farmaco no organismo em qualquer



momento desde que se obtenha uma concentragdo plasmatica para estimar a
viabilidade de utilizar-se a hemoperfusao ou hemodialise para a remocao do farmaco
do organismo (BJORNSSON, 1997).

Na biotransformacao o farmaco é submetido a reagbes quimicas,
geralmente mediadas por enzimas, que 0 convertem em um ou mais compostos
diferentes do originalmente administrado (metabdlitos). As reagcdes mais comuns da
biotransformacao de farmacos sado: oxidacao, reducdo, hidrélise e conjugacéo. Os
metabdlitos podem, por sua vez, também sofrer biotransformacdo. As reagbes de
oxidagéo, redugao e hidrélise sdo classificadas como de fase |, as de conjugacéao
como de fase Il do processo de biotransformacao (WINTER, 1988).

Em geral, o figado é o maior e algumas vezes o Unico sitio de
biotransformacao de farmacos; ocasionalmente o farmaco é biotransformado em
outros tecidos como os rins, pele, pulmdes, sangue e trato gastrintestinal.

Participam dessas reagbes uma série de enzimas ndo microssomais como a
monoaminoxidase (MAQ), de origem mitocondrial e esterases soluveis presentes no
plasma; e enzimas microssomais que pertencem a superfamilia de enzimas do
CYP450 (WINTER, 1988).

O complexo enzimatico CYP450 é o principal responsavel pela
biotransformacdo de farmacos no organismo humano, mais propriamente pelas
reacdes de oxidacdo da fase |. Esse sistema, presente em maior quantidade e
variabilidade no tecido hepatico pode também ser encontrado nos pulmdes, rins,
bexiga e outros 6rgdos em menor quantidade. O CYP450 apresenta varias
isoformas, que sao formas multiplas de uma mesma enzima que catalisam o mesmo
tipo de reacdo com afinidades diferentes frente aos substratos. Além disso, as

isoformas diferem na sua distribuicdo pelo organismo e na modulagdo de sua
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atividade, apresentando diferentes inibidores, indutores e farmacos marcadores
(WINTER, 1988).

No processo de biotransformacdo podem ser originados produtos
farmacologicamente ativos, produtos inativos ou produtos dotados de significativa
toxicidade. De maneira geral, esses produtos possuem maior hidrossolubilidade e,
portanto, sdo mais facilmente eliminados pelo organismo.

Quando administrados pela via oral, os farmacos atingem o sistema porta
hepatico para chegar a circulagdo sistémica, expondo a dose administrada aos
sistemas enzimaticos. Se o farmaco sofre rapida e consideravel biotransformacgao
nessa primeira passagem pelo tecido hepatico, somente pequena fragdo da dose
administrada alcancard a circulagdo sistémica (efeito de primeira passagem),

levando & baixa biodisponibilidade (WINTER, 1988).

Os parametros farmacocinéticos relacionados ao processo de
biotransformacao sao: a constante de eliminacao (Kel) e o clearance (Cl) (WINTER,
1988).

A meia vida (t12) de eliminagdo € um parametro hibrido do clearance e do
volume de distribuicdo e representa o tempo necessario para que a concentragao
plasmatica do farmaco decline para a metade (ATHANI et al., 1990).

O parametro meia vida é util para selecionar o intervalo de dose de um regime
posologico, para prever o grau de flutuagdo da concentragcdo plasmatica durante o
intervalo de dose, prever quanto tempo serd necessario para atingir-se o estado de
equilibrio, e para prever quanto tempo sera necessario para que uma dada
concentracdo decline a outra concentracdo especifica uma vez que nao seja
administrada nova dose (WINTER, 1988).

Para maioria dos farmacos utilizados na terapéutica, a biotransformagao é um
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processo essencial para a sua inativacao e excrecao renal. Apenas uma pequena
parte das substancias € eliminada do organismo de forma inalterada, alguns
farmacos sdo excretados via bile e substancias volateis sdo excretadas pelos
pulmdes.

A excrecao ¢ a passagem do farmaco da circulagdo sanglinea para 0 meio
externo, sendo os rins as principais vias de excrecdo dessas substancias. Os
mecanismos envolvidos na excre¢do renal sao filtracdo glomerular, a secrecao
tubular ativa e a difusdo passiva; sendo os dois primeiros os mais efetivos (WINTER,
1988).

Na presenca de insuficiéncia renal, farmacos e metabdlitos ativos excretados
fundamentalmente pelos rins podem acumular-se, alterando-se os parametros
farmacocinéticos relacionados ao processo de eliminagédo: constante de eliminagcao
(Kel) e clearance (Cl), com conseqiiéncias sobre a meia vida do farmaco.

Clearance plasmatico é um termo usado para indicar a remogao de
determinada concentragdo de um composto contido em um volume especifico de
sangue na unidade de tempo. O clearance é expresso em volume por unidade de
tempo (mL/min ou L/h), e compreende todos o0s processos que resultem na
eliminacao do farmaco do organismo. Assim, a biotransformacao hepatica somada a
excrecao renal de um determinado farmaco levam ao que chamamos de depuragao
sistémica total, ou clearance total.

Cl total = Cl renat + CI hepatico + Cl outros*
*refere-se a outras vias de excregao

Quando o farmaco € parcial ou totalmente excretado pelos rins de forma
inalterada, o clearance renal pode ser calculado dividindo-se a velocidade de

excregdo urinaria (mg/min) pela sua concentragdo sanguinea (mg/mL).
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Utilizando o parametro clearance podemos determinar a concentragao
plasmatica média no estado de equilibrio da administracdo de doses multiplas,
calcular a dose/tempo necessaria para atingir determinada concentracao plasmatica
média e fazer ajustes de dose para pacientes com hepatopatias ou nefropatias

(WINTER, 1988).

3. Isoniazida, rifampicina e pirazinamida: farmacologia clinica

As associagdes medicamentosas sao amplamente utilizadas na terapéutica,
no entanto, as interacées que podem ocorrer, como resultado dessas associacoes,
nem sempre sdo satisfatoriamente elucidadas, de maneira a garantir a seguranca
dessa utilizag&o.

Entre as associacbes classicas de medicamentos, estd aquela preconizada
pelo Consenso sobre tuberculose do Ministério da Saude de 1997 para o tratamento
da tuberculose. A primeira fase do tratamento da tuberculose inclui o uso de
isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e pirazinamida (PYR) nos primeiros dois meses
de tratamento; na segunda fase ha a retirada da pirazinamida, e associagao da
isoniazida e rifampicina, por um periodo de quatro meses. As doses utilizadas em
pacientes que apresentam um peso corpéreo acima de 45kg correspondem a
400mg/dia para INH, 600mg/dia para RMP e 2000mg/dia para PYR. Esses
farmacos, na forma farmacéutica de comprimido, sdo administrados diariamente. A
associacdo medicamentosa adequada e seu uso, por tempo suficiente, sdo meios
necessarios para evitar a resisténcia e a persisténcia das micobactérias
(MINISTERIO DA SAUDE, 1997).

Os efeitos adversos decorrentes da terapia medicamentosa da tuberculose

sao fatores importantes na dificuldade de adesdao do paciente ao tratamento. Em
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geral, a intolerancia gastrintestinal, com sintomas de inapeténcia, nauseas, azia, dor
epigastrica e abdominal sao efeitos mais freqientes (TANEJA & KAUR, 1990).

Esses sintomas estdo associados ao desenvolvimento da hepatite decorrente
do efeito téxico da isoniazida (DOUGLAS & MCLEOD, 1999; TANEJA & KAUR,
1990). Os efeitos adversos sobre o figado sdo de grande relevancia na
administracdo desse farmaco, ocorrendo elevagdo das enzimas seéricas
transaminase alaninica (ALT) e transaminase aspartica (AST), hiperbilirrubinemia,
bilirrubindria e ictericia (DAVIES, 1998; CASTILLO et al., 1981).

Diversos mecanismos tém sido propostos para a elucidagdo da patogénese
da hepatite induzida em humanos por INH (DAVIES, 1998). Entre esses, o de maior
aceitacdo € aquele que propbde que o metabolismo da INH leva a formacao de
compostos hepatotoxicos (PERETTI et al., 1987a; TIMBRELL et al., 1980) e que a
RMP, farmaco freqlentemente associado no tratamento da tuberculose e potente
indutor do CYP450, aumenta a toxicidade da INH por aumento da producao desses
metabdlitos reativos (SHARMA, 2004; JENNER & ELLARD, 1989; GANGADHARAM,
1986; NODA et al., 1983).

A contribuicdo da PYR no desenvolvimento da hepatotoxicidade nas doses
usuais tem sido controversa (SHARMA, 2004); alguns estudos afirmam que a PYR
nao possui atividade (PARTHASATHY et al., 1986). Entretanto em outros estudos foi
observada contribuicdo significativa da PYR no desenvolvimento da
hepatotoxicidade durante o tratamento em humanos com INH e RMP (YEE et al.,
2003; DURAND et al., 1996).

Lenaerts et al. (2005) observaram aumento da atividade de ALT em animais

tratados com PYR e RMP, entretanto os efeitos adversos relacionados a PYR
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isoladamente permanecem desconhecidos, uma vez que o farmaco nao foi
administrado isoladamente.

Estima-se que 7 entre 9 pacientes tratados com INH, RMP e PYR apresentam
sinais de hepatotoxicidade e que esse numero decline para 1 em 9 pacientes no
tratamento com a associacao INH + RMP (DAVIES, 1998).

E realmente possivel que a administracdo concomitante de farmacos, tais
como a RMP e/ou PYR levem a diferengas na biotransformagéo da INH e assim, a
diferencas no aparecimento na sua hepatotoxicidade.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo principal investigar a

influéncia da PYR na farmacocinética e hepatotoxicidade induzida pela INH.

3.1. Isoniazida:

3.1.1. Mecanismo de acéao:

A INH é um farmaco antibacteriano que inibe a sintese do acido micélico,
componente essencial da parede celular da micobactéria, sendo as enzimas enoil-
acil redutase (InhA) e B-cetoacil-acil sintase responsaveis pela sintese de acidos
graxos de cadeia longa (LEI et al., 2000).

A INH é utilizada tanto no tratamento profilatico quanto na doenga ativa da
tuberculose. Sabe-se que a isoniazida, apds ser absorvida, € metabolizada a acido
isonicotinico. Embora seu exato mecanismo de agéo seja desconhecido (HARDMAN
& LIMBIRD, 2004), ha alguns propostos; entre estes a INH converte-se ao
isocotinato, que funciona como antimetabdlito do acido isonicotinico. O isocotinato é
incorporado ao NAD™ no lugar do acido isonicotinico. O falso NAD" ndo é capaz de

catalisar a reagdes de oxi-redugdo normais (SILVA, 1997).
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Em um outro estudo realizado por Lei e colaboradores (2000) relata-se que a
isoniazida é um pro-farmaco e sua funcao tuberculostatica requer a ativagao in vivo
pela KatG, uma enzima com atividade de catalase e peroxidase (LEI et al., 2000;

SHERMAN & STOVER, 1996).

3.1.2. Farmacocinética:

e Absorcao

A INH é rapidamente absorvida no trato gastrintestinal. Os picos das
concentragdes plasmaticas alcancam 3 a 5ug/mL apds administracdo de doses
habituais (de 5 a 20mg/Kg) (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; PELOQUIN et al., 1997)
e séo atingidos dentro de 1 a 2 horas apo6s sua administragdo oral (HARDMAN &
LIMBIRD, 2004; DOUGLAS & MCLEQOD, 1999).

A absorcao e a biodisponibilidade sao reduzidas quando a INH é administrada
juntamente com alimentos (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; SELF et al., 1999) e

antidcidos (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

e Distribuicao

Apb6s a absorcao a INH é distribuida por todo o organismo, tecidos e fluidos
(pleural, ascitico, saliva, cérebro espinhal) em niveis similares aos niveis séricos. A
INH atravessa a barreira placentaria e € distribuida também no leite materno. Sua
ligacdo com as proteinas plasmaticas é de aproximadamente 10-15% (ELLENHORN
& BARCELOUX, 1988). O volume de distribuicdo é de aproximadamente 0,6L/Kg em
voluntarios sadios com peso normal (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; ELLENHORN &

BARCELOUX, 1988).
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O processo de distribuicdo em acetiladores lentos e rapidos do farmaco €&
bimodal, devido a diferengas na atividade da N-acetiliransferase 2 (NAT-2)
(HUTCHINGS & ROUTLEDGE, 1996). A velocidade de acetilagdo altera
significativamente as concentragdes do farmaco obtidas no plasma, bem como sua

meia vida plasmatica (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

¢ Biotransformacao

O metabolismo da INH (Figura 1) envolve uma etapa inicial de acetilagcao para
formar acetil-isoniazida (AcINH), mediada pela N-acetiltransferase (KASHUBA et al.,
1998). A etapa subsequiente é a hidrolise, com liberacdo de acido isonicotinico e
acetil-hidrazina (AcHz). A AcHz pode sofrer acetilacdo originando diacetil-hidrazina
(DAcHz) ou sofrer oxidacdo microssomal, mediada por isoformas do CYP, para
originar metabdlitos reativos com potencial hepatotoxico. A INH pode ainda, na
etapa inicial do seu metabolismo, sofrer hidrolise direta para originar hidrazina (Hz),
cuja oxidacao resulta na formagdo de metabdlitos hepatotéxicos (HUANG et al.,
2003; DAVIES, 1998).

Segundo Wright & Timbrell (1978 apud PERETTI et al., 1987b) a INH inibe a
acetilacdo da AcHz em animais; resultados semelhantes foram verificados por

KARLAGANIS et al. (1987 apud PERETTI et al., 1987b) em humanos.
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Figura 1. Biotransformag&o proposta da isoniazida e formagéo de intermediarios

hepatotoxicos (HUANG et al., 2003; DAVIES, 1998; MORIKE et al., 1996).
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Existem evidéncias de efeito de primeira passagem apds a administragdo oral

de INH. Essas evidéncias baseiam-se no fato de que a excrecao renal do farmaco

sob a forma inalterada é de aproximadamente 29% ap6s a administracao oral e de

que percentuais mais elevados sdo encontrados apds administracao intravascular.

No entanto, ndo se encontram estabelecidos os valores da biodisponibilidade oral

(HARDMAN & LIMBIRD, 2004).
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E importante ressaltar que o metabolismo da INH é fundamentalmente
dependente das reacOes de acetilacdo e oxidacdo e que a populagcdo humana
apresenta feno6tipo acetilador rapido e lento, distribuido heterogeneamente entre os
diversos grupos raciais (HARDMAN & LIMBIRD, 2004; DAVIES, 1998).

Acetiladores lentos apresentam niveis séricos elevados de INH 6h apés a
administracdo de 4mg/Kg (concentragdo plasmatica em cerca de 0,8mg/L). Em
acetiladores rapidos, observa-se concentracées na ordem de 0,2mg/L, sob as
mesmas condi¢des. A concentracdo meédia plasmatica nos acetiladores rapidos é de
30 a 50% daquela presente em acetiladores lentos. Foi sugerido que acetiladores
rapidos apresentam uma resposta pobre ao tratamento quando comparados aos
acetiladores lentos por essa razdo (ELLARD, 1984).

Segundo Timbrell e colaboradores (1977) e Ellard & Gammon (1976) citados
por Lauterburg et al. (1985), a meia vida plasmatica da AcHz é 4,9 vezes maior que
a meia vida da INH (GANGADHARAM, 1986; TIMBRELL et al., 1977 ; ELLARD &
GAMMON, 1976) e a meia vida plasmatica da DAcHz também é maior, cerca de 8

vezes superior que a meia vida plasmatica da INH (TIMBRELL et al., 1977).

e Excrecao

A meia vida da INH em voluntarios sadios varia de 1 a 4 horas (70 minutos
em acetiladores rapidos e 2 a 5 horas em acetiladores lentos). A meia vida
plasmatica pode ser prolongada para 4,3 horas em pacientes com disfungéo renal
moderada ou insuficiéncia renal (PELOQUIN et al., 1997).

Devido a atividade de NAT-2, acetiladores rapidos excretam
significativamente mais AcINH e DAcHz, enquanto que acetiladores lentos

apresentam uma maior excre¢ao de INH, AcHz e Hz, cujos metabdlitos tém sido
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relacionados com o aumento do risco de desenvolvimento de hepatotoxicidade. A Hz
provém da hidrélise da AcHz, e possivelmente da INH, como indicado por estudos
com hepatécitos de ratos. A menor taxa de acetilacdo da INH e AcHz em
acetiladores lentos favorece a hidrélise, e entdo a formagcdo de Hz. Estes
mecanismos podem explicar a maior excrecado € um aumento na concentracao
plasmatica de Hz relatada em acetiladores lentos (PERETTI et al., 1987b) e uma
menor porcentagem de excre¢éo de AcINH e DAcHz (LAUTERBURG et al., 1985).

Quanto a excrecao urinaria, a maior parte da INH é biotransformada em
acetil-isoniazida e 4cido isonicotinico, os quais sao excretados, na urina, dentro de
24 horas (DOUGLAS & MCLEOD, 1999). Pequenas quantidades do farmaco séo
excretadas através da saliva, escarro e em fezes (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

O clearance da INH é de aproximadamente 3,7 mL/min em acetiladores lentos
e 7,4 mL/min em acetiladores rapidos (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Chien et al. (1997) reportam o envolvimento da INH na modulacdo da
atividade oxidativa de CYP2E1 e suas consequiéncias sobre a cinética de farmacos
metabolizados por essa isoforma. Nishimura et al. (2004) inferem que a INH possui
efeito inibitério sobre as isoformas CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19 e CYP3A4
alterando, da mesma forma, os parametros cinéticos de farmacos metabolizados por

esses sistemas enzimaticos.

3.2. Rifampicina:

3.2.1. Mecanismo de acao:

A RMP, derivado semi-sintético da rifamicina B, atua inibindo a RNA-
polimerase DNA-dependente de micobactérias e de outros microorganismos, através

da formagdo de um complexo estavel farmaco-enzima, resultando em supresséo do
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inicio da formacdo da cadeia na sintese de RNA. S&o necessarias altas
concentracbes de RMP para que ela exerca sua acao bactericida sobre
microorganismos intra e extracelulares. As micobactérias podem desenvolver
rapidamente resisténcia a rifampicina, de modo que este antibidtico ndo deve ser
utilizado isoladamente na quimioterapia da tuberculose (HARDMAN & LIMBIRD,

2004).

3.2.2. Farmacocinética:

e Absorcao

A RMP tem uma biodisponibilidade oral de 90%. A administracdo oral de
RMP produz concentracoes plasmaticas maximas em 2 a 4 horas; apdés a
administracdo de 600mg, este valor varia em torno de 7-12 ug/mL (HARDMAN &

LIMBIRD, 2004; ELLENHORN & BARCELOUX, 1988).

e Distribuicdo

Apbs absorcdo no trato gastrintestinal, cerca de 80% do farmaco liga-se as
proteinas plasmaticas (ACOCELLA, 1978).

A RMP distribui-se por todo o organismo, sendo encontrada em
concentracdes eficazes em muitos 6rgaos e liquidos corporais, como liquido céfalo
raquidiano (SIPPEL et al., 1974 apud HARDMAN & LIMBIRD, 2004; ELLENHORN &
BARCELOQOUX, 1988). A sua extensa distribuicdo pode ser demonstrada pelo fato do
farmaco conferir coloragdo laranja-avermelhada a urina, fezes, saliva, escarro,
lagrimas e suor (FURESZ, 1970 and FARR, 1975 apud HARDMAN & LIMBIRD,

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

Os principais metabdltios da RMP em humanos sao a desacetil-rifampicina, a
qual é formada por desacetilacdo e a formil-rifampicina, que é formada pela sua
hidrélise (HOLDINESS, 1984; ACOCELLA, 1978). A desacetil-rifampicinal retém
praticamente toda a atividade antibacteriana (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Durante este periodo ha desacetilagdo do farmaco de forma que, depois de 6
horas, quase todo antibiético presente na bile encontra-se na forma desacetilada. A
reabsor¢do intestinal € reduzida devido ao processo de desacetilacdo e pela
presenca de alimento (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Este farmaco é um potente indutor das isoformas do CYP450 e de uma série
de enzimas envolvidas na biotransformacao de farmacos (DOUGLAS & MCLEQOD,
1999). Chen & Raymond (2006) verificaram em seus estudos que a administracao
concomitante de RMP+INH pode levar ao aumento da toxicidade causada pela INH
devido a inducao dessas isoformas do CYP450, que estdo relacionadas com a
conversao da AcHz, metabdlito da INH, a compostos reativos e hepatotdxicos.

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

doses multiplas (DOUGLAS & MCLEOD, 1999).

e Excrecao

A RMP sofre rapida eliminagéo via bile, em consequéncia da circulagdo
entero-hepatica. A forma desacetilada € predominantemente encontrada na bile.

A meia vida de eliminagcdo da RMP varia de 1,5 a 5 horas e aumenta na
presenca de disfungcdo hepatica; porém pode estar reduzida em pacientes que

recebem INH concomitantemente. A meia vida diminui progressivamente em cerca
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de 40% durante os primeiros 14 dias de tratamento, devido a indu¢do de enzimas
microssomais hepaticas, com aceleracao da acetilacao do farmaco.

Até 30% de uma dose de RMP sao 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 (ELLENHORN & BARCELOUX, 1988).

A RMP na forma inalterada e seu metabdlito desacetil-rifampicina, ambos
farmacologicamente ativos, sédo excretados primariamente na bile e posteriormente
na urina enquanto que o metabdlito formil-rifampicina tem excregéo exclusivamente
renal (ACOCELLA, 1978).

O clearance da RMP ¢é de 8,7 ml/mim/Kg (ELLENHORN & BARCELOUX,

1988).

3.3. Pirazinamida:

3.3.1. Mecanismo de acao:

A PYR apresenta atividade bactericida in vitro apenas em meio levemente
acido, porém desconhece-se o mecanismo de acao desse farmaco. Quando utilizada
isoladamente verifica-se rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana

(HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

3.3.2. Farmacocinética:

e Absorcao

A PYR é também rapidamente absorvida pelo trato gastrintestinal. Na
administracédo oral de 1g observa-se concentragbes plasmaticas de 45 ug/mL em 2

horas e 10 pg/mL em 15 horas (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).
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e Distribuicao

Ap6s a absorcdo, a PYR distribui-se amplamente por todo organismo,
incluindo figado, pulmdes e fluido cérebro espinhal. Apresenta uma ligacdao as
proteinas plasmaticas em torno de 10%. O volume de distribuicdo da PYR é de

aproximadamente 0,7 L/Kg (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

¢ Biotransformacao

No processo de metabolismo a hidrélise da PYR leva a produgcéo de acido
pirazindico que, novamente por processo de hidrédlise, gera o acido 5-
hidroxipirazindico, principal produto de excrecdo (HARDMAN & LIMBIRD, 2004;

JAIN et al., 1993).

e Excrecao

A meia vida da PYR é cerca de 9,2 horas em pacientes com funcées renal e
hepatica normais. Sua meia vida pode ser prolongada em pacientes com disfuncao
renal e hepatica (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Aproximadamente 70% da dose do farmaco e seus metabdlitos séo
excretados principalmente por filtragdo glomerular renal (JAIN et al.,, 1993). As
concentragdes urinarias atingem 50 a 100 mg/mL durante varias horas apdés uma

dose unica de 1g (HARDMAN & LIMBIRD, 2004).

Varios estudos relatam que na administracdo concomitante de RMP e PYR
pode ocorrer interacdo farmacocinética. Jain e colaboradores (1993) observaram
diferencas nos parametros farmacocinéticos da RMP entre pacientes tratados com a

triade (INH+RMP+PYR), e pacientes tratados apenas com INH e RMP. A
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administracdo concomitante de PYR em pacientes tratados com RMP produziu uma
diminuicdo da area sob a curva (AUC) da RMP e um aumento do seu “clearance”
(Cl).

Em estudo de dose Unica da associacdo RMP+INH ou RMP+INH+PYR, Jain e
colaboradores (1993) observaram concentragcdes plasmaticas de RMP
significativamente menores na presenca de PYR. Singhal & Varshney (1989)
observaram os efeitos da administracdo simultdnea da INH sobre os parametros
farmacocinéticos da PYR — diminuigdo da concentracdo maxima (Cmax), aumento
da meia vida (ti2), diminuicdo da constante de eliminacdo (Kel) e aumento do
volume de distribuigdo (Vd); no entanto o perfil farmacocinético da INH na presenca

de PYR ainda nao foi avaliado.

4. Hepatotoxicidade induzida por medicamentos

A biotransformagédo de farmacos pode resultar na formacado de metabdlitos
reativos capazes de produzir danos celulares, e tem sido considerada como um
importante processo da patogénese de algumas formas de hepatotoxicidade.

As reacOes de Fase | ocorrem principalmente no reticulo endoplasmatico liso
(REL) do hepatdcito e sdao mediadas pelo complexo enzimatico CYP450.

Estima-se que o CYP450 apresente de 20 a 200 isoformas, sendo as mais
importantes para a biotransformacao de farmacos: CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19,
CYP1A2 E CYP2E1 (DAVIES, 1998).

Em geral, a maioria dos metabdlitos reativos relacionados ao
desenvolvimento de danos hepaticos sdo originados a partir de reagdes de Fase |

(DAVIES,1998).
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O tecido hepatico, dado o conteudo de sistemas enzimaticos presentes, é o
principal sitio de biotransformacdo de farmacos e mais susceptivel aos efeitos
toxicos desses metabdlitos reativos (ZIMMERMAN & ISHAK, 1987).

A intensidade dos efeitos tdxicos depende de varios fatores, tais como
velocidade de formagdo de metabdlitos reativos e existéncia de mecanismos de
defesa e reparacdo. O uso concomitante de farmacos pode levar a alteracoes
significativas na produgédo de metabdlitos uma vez que ocorra interagcdes na fase de
biotransformagéo, e assim o efeito toxico decorrente do uso de uma associagéo
medicamentosa pode ser diferente daquele observado quando ha administragéo do
farmaco isoladamente. Idade, sexo, peso corpéreo, espécie animal, ingestao crénica
de alcool e presenca de hepatopatia sdo alguns outros fatores que podem
determinar diferencas na capacidade de biotransformacao de determinado farmaco,
desde que o sistema enzimatico envolvido, em cada circunstancia, apresente
caracteristicas diferenciadas (MADDREY, 2005; MEIER et al, 2005; HUANG et al,
2003; KUNIMOTO et al, 2003).

O uso terapéutico da INH é associado a hepatotoxicidade (LEE, 2003; ATTRI
et al., 2000; TIMBRELL, 1979). Diversos autores reportam a hepatotoxicidade como
o efeito adverso mais grave da INH, com ocorréncia em 16 a 20% dos adultos jovens
que recebem o farmaco (WALUBO et al., 1998). O inicio dos danos hepaticos ocorre
tipicamente dentro dos trés primeiros meses de tratamento, freqlientemente de
carater leve a moderado e que desaparece sem interrupgcdao da terapéutica. Em
alguns casos, no entanto, aparecem sérios danos hepaticos com conseqiéncias
fatais, sendo que a susceptibilidade a esses efeitos hepatotoxicos aumenta com a
idade (TIMBRELL, 1979). Os pacientes em tratamento com INH necessitam de

acompanhamento laboratorial continuo, realizando testes para a avaliagdo da fungéo
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hepatica e, apesar do controle realizado através da analise de parametros
bioguimicos, diversas fatalidades associadas a hepatotoxicidade da droga tém sido
documentadas, provavelmente devido a imprevisibilidade do dano e a auséncia de
tratamento eficaz (WALUBO et al., 1998). Existem, ainda, dificuldades na realizacao
do diagnéstico dos efeitos téxicos decorrentes do uso da INH devido as
caracteristicas indistintas das alteracbes bioquimicas, patoldgicas e morfoldgicas
dos efeitos téxicos das hepatites viral e alcodlica. Além disso, as teorias da
hepatotoxicidade pela INH ainda sao inconclusivas (HUANG et al., 2003; WALUBO
et al., 1998).

A patogénese da hepatite induzida pela INH tem sido estudada por varios
autores (ATTRI et al., 2000; DAVIES, 1998; CASTILLO et al., 1981); e a hipbtese de
maior relevancia aponta que no metabolismo do farmaco sdo formados compostos
hepatotoxicos, seja pela via de acetilacgdo (NAT-2) ou pela via de CYP450
(MADDREY, 2005; GILLESPIE, 2004; SNOUDGRASS et al., 1974 apud SARICH et
al, 1995). Outros autores afirmam que a associagdo da INH com RMP leva ao
aumento da formacao desses metabdlitos (ATTRI et al., 2000; TANEJA & KAUR,
1990; GANGADHARAM, 1986; NODA et al., 1983; BAHRI et al., 1981; TIMBRELL et
al., 1980; TIMBRELL et al., 1977).

Estudos realizados por Noda e colaboradores (1983) demonstraram que um
grupo de animais que recebeu doses didrias de INH, tendo sido pré tratados com
RMP, apresentou maior dano hepatico que os animais do grupo controle devido a
inducdo do CYP450 pela RMP (NODA et al.,1983).

Evidéncias sugerem que a AcHz € o metabdlito responsavel pela
hepatotoxicidade, produzido em maior quantidade pelos acetiladores rapidos

(MITCHELL et al, 1976 apud TIMBRELL et al, 1977). Timbrell (1979) verificou que
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em individuos com fendtipo acetilador rapido ou lento ha excre¢édo de quantidades
semelhantes desse metabdlito. Porém, na excrecdo de DAcHz observam-se
diferencas entre os diferentes fendtipos acetiladores. Entdo acetiladores rapidos
excretam quantidades significativamente maiores de DAcHz do que acetiladores
lentos, o que promove, portanto, uma efetiva diminuicdo da AcHz disponivel no
organismo. Entretanto, ha indicios de que a toxicidade estd mais intimamente
relacionada a quantidade de AcHz metabolizada pelas enzimas microssomais do
que com a quantidade deste metabolito excretada na urina (TIMBRELL, 1979).
Segundo Maddrey et al. (2005), os metabdlitos responséaveis pelo dano hepatico sdo
a Hz e os derivados monoacetilados.

Alguns estudos demonstram uma relagdo possivel entre a susceptibilidade a
hepatotoxicidade e o fendétipo acetilador do paciente (OHNO et al., 2000; CASTILLO
et al., 1981).

Se existe relagdo entre a acetilagdo da INH e o efeito hepatotoxico é
realmente possivel que o dano hepético sofra interferéncia do gendtipo humano
(TIMBRELL, 1979).

Muitos estudos indicam que ndo somente as concentragdes de INH, mas
também a eficacia e toxicidade da INH estdo relacionadas a atividade da enzima
NAT-2 (KINZIG-SHIPPERS et al., 2005).

Considerando a existéncia de marcantes diferencas raciais na distribuicdo do
fenotipo acetilador, é razoavel a expectativa de que a susceptibilidade aos efeitos
hepatotoxicos induzidos pela INH sofra interferéncia da etnia (KASHUBA et al.,
1998).

A mais importante questdo € como as diferengas da exposicdo da INH nos

individuos geneticamente diferentes podem alterar a eficacia e toxicidade da INH,
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especialmente no caso de toxicidade dose-dependente como os efeitos neuroldgicos
e desordens hepaticas observadas na administracao da INH (KINZIG-SHIPPERS et
al., 2005).

Na hepatotoxicidade, o efeito adverso mais relevante da INH, ocorre em
aproximadamente 10% de todos os pacientes que recebem doses usuais do
farmaco. Segundo Kinzig-Shippers et al. (2005), os acetiladores lentos apresentam
maior risco de desenvolver hepatotoxicidade comparado ao acetiladores rapidos.

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

Peretti e colaboradores (1987b) concluem, em seu trabalho, que acetiladores
lentos sdo mais susceptiveis a danos hepaticos que os acetiladores rapidos €, ainda,
que a utilizacao de apresentacdes de liberacao lenta de INH ndo promove saturacéo
da taxa de acetilacao ou diferencas na formacao de metabdlitos acetilados.

E importante ressaltar que a avaliagdo dessa relagdo 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 sao utilizadas como parametros no diagndstico das lesdes

hepaticas.
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Acetiladores rapidos promovem maior formac¢do de AcINH que originara, por
hidrélise, o acido isonicotinico e AcHz. Os acetiladores lentos promovem
preferencialmente a hidrélise da INH com formagdo de &cido isonicotinico e Hz
(TIMBRELL, 1979). Segundo Huang e colaboradores (2003), a oxidacao da AcHz é
intermediada pela isoforma CYP2E1, a principal enzima responsavel pela formacao
de compostos hepatotéxicos resultantes do metabolismo da INH.

Em seu trabalho, Peretti et al. (1987b) conclui que altas concentracdes de INH
promovem saturacdo do processo de acetilacdo. Essa saturacdo pode contribuir,
especialmente nos acetiladores lentos, para o acumulo de AcHz, e portanto,
aumentar o risco de dano hepatico. Porém os autores ressaltam que o fendétipo é
somente mais um fator de risco para o dano hepatico, assim como os fatores idade,
consumo crénico de alcool e drogas indutoras do sistema microssomal hepatico,
como a RMP, utlizada concomitantemente no tratamento da tuberculose
(LAUTERBURG et al., 1985).

Estudos epidemiolégicos sugerem que pacientes que utilizam
simultaneamente etanol ou drogas indutoras das enzimas hepaticas sao mais
susceptiveis aos danos hepaticos decorrentes da administracdo de INH, devido a
maior formacgédo de AcHz (HUANG et al., 2003).

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 hepatotoxicos da INH,
especialmente os acetiladores lentos (HUANG et al., 2003). Desta forma,
encontramos um novo fator interveniente para o efeito hepatotoxico: a via oxidativa

do metabolismo da INH.
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A susceptibilidade a hepatotoxicidade dos acetiladores lentos pode ser
explicada pelo fato de que a oxidacdo ocorre mais efetivamente nesse grupo de
individuos, dado que ha maior disponibilidade de AcHz e INH para a reacéo.
Contrapondo as observagbes de Zuber e colaboradores (2002), Huang e
colaboradores (2003) verificam que a INH apresenta um efeito inibitério na atividade
da CYP2E1 no tratamento continuo.

Assim, Huang e colaboradores (2003) sugerem que a susceptibilidade a
hepatotoxicidade induzida pela administragédo da INH € dependente ndo somente do
feno6tipo acetilador do paciente, mas também do fenétipo oxidativo referente a
CYP2EH1.

Assim, existem evidéncias de que a agcado de enzimas microssomais sobre a
AcHz e Hz seja também responsavel pela hepatotoxicidade. No entanto, existem
outros fatores envolvidos no efeito hepatotéxico tais como: atividade das enzimas
microssomais relacionadas aos genoétipos, fenotipo acetilador e saturagdo do
processo metabdlico resultante do regime de dose, assim como a interagdo entre
medicamentos associados ao tratamento da tuberculose (HUANG et al., 2003;
TIMBRELL, 1979).

Diante do exposto, consideramos que a administracdo concomitante de
farmacos, tais como a RMP e PYR levem a diferencas no metabolismo da INH e,
entdo a diferencas no aparecimento dos efeitos hepatotoxicos.

Para a avaliagdo da hepatotoxicidade em animais tém sido utilizados critérios
tais como aparecimento de necrose tissular e inflamagéao intralobular do figado no
exame histopatoldgico e niveis séricos das transaminases trés vezes superiores aos
estabelecidos como referéncia (RAVINDEL et al., 2006; ATTRI et al., 2000; BAHRI et

al., 1981) e os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude para
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classificar o grau de hepatotoxicidade induzida por farmacos: grau 1 ALT - 51-
125UI/L ou 1,25-2 vezes superior ao valor basal; grau 2 ALT - 126-250UI/L ou 2,6-5
vezes superior ao valor basal; grau 3 ALT - 251-500UI/L ou 5,1-10 vezes superior ao
valor basal; grau 4 ALT - >500UIl/L ou 10 vezes superior ao valor basal (LENAERTS
et al., 2005).

Elevagbes dos niveis de aminotransferases aparecem dentro de varias
semanas apdés o inicio do tratamento com INH em 10-20% dos pacientes.
Usualmente essas elevagbes sdo moderadas e ndo estdo associadas a sinais e
sintomas sugestivos de dano hepatico. Em muitos pacientes, o uso continuado de
INH é bem tolerado e freqientemente os niveis das aminotransferases retornam ao
normal (MADDREY, 2005).

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

Ja a fisiopatologia da hepatotoxicidade relacionada a associacdo RMP+PYR
nao esta totalmente elucidada, mas ha suspeitas que a PYR seja o problema
primario. A hepatotoxicidade associada a PYR tende a ocorrer durante o segundo
més de tratamento, enquanto que associada a INH ocorre predominantemente
durante o primeiro més de terapia. A hepatotoxicidade associada somente a INH é
rapidamente reversivel quando ha a retirada da droga, porém a hepatotoxicidade
associada a PYR é lentamente reversivel e pode resultar em deficiéncia hepatica,

mesmo apos a descontinuidade da droga (KUNIMOTO et al., 2003).
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Um total de 5,9% dos pacientes que realizaram a terapia incluindo
INH+RMP+PYR desenvolveram hepatotoxicidade, enquanto que somente 3,9% que
receberam RMP+PYR apresentaram o mesmo efeito (KUNIMOTO et al., 2003).

Alguns autores demonstraram o efeito inibitério da PYR sobre o CYP450 e
outras enzimas como hidroxilase, p-nitroanisol O-demetilase e aminopirina
demetilase (NISHIMURA et al., 2004); para CYP2E1 tem sido documentado um
efeito bifasico (indugéo e inibigdo) por INH (DESTA et al., 2001; FACINO et al., 1980
apud NISHIMURA et al., 2004).

Considerando a importancia do metabolismo da INH no desenvolvimento da
hepatotoxicidade e a probabilidade de interacdo farmacocinética com a PYR nessa
associacdo medicamentosa, € possivel que a associagéo resulte em diferente perfil
de hepatotoxicidade.

O presente trabalho visa avaliar os efeitos da administracdo simultanea de
PYR sobre os parametros farmacocinéticos da INH e a produgdo de seus
metabdlitos, em um grupo de animais sob tratamento com INH+PYR e outro com
INH+RMP+PYR, conforme estabelecido pelo Consenso sobre tuberculose do
Ministério da Saude para tratamento da tuberculose, bem como o comportamento de

biomarcadores de hepatotoxicidade: as transaminases AST e ALT.
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2. OBJETIVOS I

ii)

Desenvolver, padronizar e validar um método analitico por HPLC para a
determinagao simultanea da INH e seus metabdlitos em soro.

Investigar a disposicao cinética da INH e seus metabdlitos em animais
tratados com doses multiplas deste farmaco e comparar os parametros
farmacocinéticos com os obtidos no tratamento com doses mudltiplas da
INH associada a PYR e na associagao classica INH + RMP + PYR.
Investigar o comportamento da atividade das transaminases seéricas ALT e
AST nos animais tratados em ii) e compara-lo a animais tratados com

doses multiplas de PYR e ao grupo controle (tratado com agua estéril).
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3. CASUISTICA E METOI

3.1. Casuistica

Foram utilizados ratos Wistar, com peso médio de 250¢g + 10, 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¢gbes controladas de temperatura (23 = 12 C), umidade (55
+ 5%) e luz (ciclo 12/12h, luzes acesas as 07h) e obtiveram alimento e 4gua a
vontade. Os experimentos foram realizados na fase de claro.

Foram utilizados um total de 190 animais distribuidos nos seguintes grupos:
* Grupo I - tratados com INH (n = 50);
* Grupo Il - tratados com INH + PYR (n = 50);
 Grupo lll - tratados com INH + RMP + PYR (n = 50);
» Grupo 1V - tratados com PYR (n = 20);
» Grupo V controle — animais tratados com agua estéril (n = 20).

Foram excluidos do estudo os animais para os quais foram obtidos valores

bioguimicos basais (AST, ALT) fora do intervalo de referéncia (MORI, 2002).

3.2. Protocolo Experimental:
Os animais receberam por gavagem, diariamente, por um periodo de 21 dias:
Grupo I: INH (100mg/Kg/dia);
Grupo lI: INH (100mg/Kg/dia) +PYR (350mg/Kg/dia);
Grupo llI: INH (100mg/Kg/dia) +RMP (100mg/Kg/dia) +PYR (350mg/Kg/dia);

Grupo IV: PYR (350mg/Kg/dia);
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Grupo V: 4gua estéril.

As doses de INH e RMP utilizadas no presente trabalho foram aquelas
utilizadas por Yue et al. (2004) e a dose de PYR foi determinada considerando-se a
proporcao das doses utilizadas no Consenso sobre Tuberculose.

As solucoes dos farmacos foram preparadas em agua estéril, diariamente e
as administracdes realizadas no periodo da manha (8h), num volume de 1mL. Uma
vez que o tratamento usual da tuberculose envolve a administracdo oral dos
farmacos, optamos pela administragdo via gavagem em nosso experimento.

Foi realizada a determinacdo da atividade das enzimas ALT e AST nos
tempos zero (anteriormente ao inicio do tratamento), e ao final do vigésimo primeiro
dia de experimento, sendo a primeira coleta realizada pela cauda e a segunda obtida
por decapitacao dos animais.

Para os animais que receberam INH (grupo I, grupo Il e grupo lll) foi realizada
coleta de material bioldégico para a determinagdo sérica da isoniazida e de seus
metabdlitos, construindo-se a curva de concentragcdo plasmatica x tempo. Amostras
seriadas de sangue foram coletadas em 10 tempos diferentes (0; 157; 30"; 457; 607;
90’; 3h; 6h; 12h e 24h); para cada tempo de coleta foram empregados 5 ratos.

As amostras de sangue obtidas da cauda e por decapitacdo dos animais
foram colhidas, respectivamente, em eppendorfs e tubos de vidro sem a presenca de
anticoagulante para obtencao de soro. O sangue foi centrifugado a 2500 rpm, por 10

minutos e o soro utilizado para as analises laboratoriais.
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3.3. Métodos Analiticos
3.3.1. Determinacao dos Parametros Bioquimicos ALT e AST

Foram realizados testes bioquimicos para a determinacao de ALT e AST por
método colorimétrico pela reacdo de Reitman-Frankel (BURTIS & ASHWOOD,

2001), Kit Labtest (ref.:181104), cujas etapas estdao descritos abaixo:

= Aspartato Aminotransferases (AST ou TGO)- a transaminase oxalacética promove

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

TGO
L-aspartato + a-cetoglutarato » Glutamato + Oxalacetato

= Alanina Aminotransferase (ALT ou TGP)- a transaminase pirdvica promove a

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

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

O piruvato e/ou oxalacetato formados reagem com a 2,4-dinitrofenilhidrazina
com formag&o da hidrazona correspondente que absorve luz a 505nm, em meio

alcalino.

3.3.2. Determinacao da INH e seus metabolitos em soro
A analise de INH e de seus metabdlitos em amostras de soro foi realizada
atraves da utilizagdo da técnica de HPLC e baseado no método desenvolvido por

Seifart e colaboradores (1995).
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3.3.2.1. Reagentes, Solventes e Solucoes

Padrdes de INH, RMP e PYR foram cedidos pela Fundacdo do Remédio
Popular (FURP); hidrazina monohidratada 99% e acetil-hidrazina 95% (ACROS
ORGANICS, New Jersey, USA); acetil-isoniazida sintetizada e purificada pelo
laboratorio de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Unesp de Araraquara; fosfato de potassio monobasico € o acido tricloroacético
(TCA) sao provenientes da Labsynth (S&o Paulo, Brasil) e o cinamaldeido da Merck
(Alemanha). Os solventes acetonitrila e isopropanol empregados na fase mével do
sistema cromatogréfico foram obtidos da J. T. Baker (USA), grau HPLC.

O tampéo fosfato foi preparado a uma concentracdo de 0,05M e empregado
como um solvente da fase mével; o TCA foi preparado a 10%, em agua, com a
finalidade de desproteinizacdo; o cinamaldeido foi preparado a 1%, em metanol,
utilizado para o processo de derivatizacdo da INH e Hz e o &cido cloridrico foi
preparado a uma concentragdo de 6M, responsavel pela hidrélise dos compostos
acetilados.

Foram preparadas solugdes estoque de INH e AcINH (5000 ug/mL), e de Hz e

AcHz (80 ng/mL), em agua, utilizadas para todo o processo de validagéo.

3.3.2.2. Sistema Cromatografico

O sistema de cromatografia liquida (HPLC) Waters Alliance equipado com
detector UV-VS 2487, operando a 340 nm, coluna Resolve TM Cig (5 um, 90 A, 3,9
mm x 300 mm), pré-coluna RP-18 Symmetry®, Waters®, com injetor automatico. A
fase mével foi constituida pelos solventes isopropanol (A), acetonitrila (B) e tampéao
fosfato de potassio monobésico 0,05M (C) em modo gradiente (inicio e término nas

proporcdes de 8% de A; 32% de B e 60% de C (Tabela 1), com fluxo de 1 mL/min.
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Tabela 1 — Sistema cromatografico em modo gradiente.

Solventes
Tempo (min) Isopropanol (A) Acetonitrila (B) Tampao fosfato (C)
0 8 32 60
1 8 32 60
10 14 56 30
15 14 56 30
16 8 32 60
18 8 32 60
22 8 32 60

3.4. Procedimento Analitico (Figura 2)

e Derivatizacao

Aliquotas de soro (300 uL) foram adicionadas de TCA 10% (300 L), agitadas
em vortex e centrifugadas a 2500 rpm, por 10 minutos, para precipitacdo das
proteinas.

Posteriormente foram adicionados ao sobrenadante 30 pL de agua, 60 pL de
CA 1% (em metanol), para andlise de INH e Hz; enquanto que, para andlise dos
compostos acetilados (AcINH e AcHz) foram adicionados ao sobrenadante 30 uL de
HCI 6M, incubando-se por 1 hora a 80°C e em seguida adicionou-se 60 uL de CA
1% (em metanol). As amostras foram agitadas em vortex e repousaram a
temperatura ambiente por 10 minutos seguindo-se a injegdo de 50 uL no sistema

cromatografico.
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600 pL de amostra (soro) I
600 uL de acido tricloroacético 10%

Centrifugar por 10 min a 2500 rpm

300 pl de sobrenadante I 300 pl de sobrenadante I
30 ul de agua 30 ulde HCI6 M

Incubar
por 1 hora a 80 °C

60 ul de Cinamaldeido1% I 60 ul de Cinamaldeido 1% I

Temperatura ambiente .
Temperatura ambiente

or 10 min.
P | por 10 min.

Injetar 50 pl I Injetar 50 pl I

Derivado Derivado Acetilisoniazida Acetilhidrazina
Isoniazida Hidrazina (AcINH) (AcHz)
(INH) (Hz) hidrolisada e derivada hidrolisada e derivada
+ +
Isoniazida Hidrazina
derivado derivado

Figura 2 — Fluxograma para a determinacédo de INH, Hz e compostos acetilados em
soro (SEIFART, 1995).
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3.4.1. Curvas de calibracao

Aliquotas de soro coletadas de diferentes voluntarios (n=6) foram inicialmente
testadas para a verificagdo de picos interferentes nos tempos de retencao proximos
aos dos derivados de INH e Hz. O soro humano pdde ser utilizado para analises da
validacao por nao apresentar diferencas em relacdo ao soro de ratos no sistema
cromatografico utilizado.

Aliquotas de 990 uL de soro, em triplicata, foram enriquecidas com 10 pL de
cada solucao diluida de INH e AcINH para alcangar as concentracoes finais: 0,78;
1,562; 3,125; 6,25; 12; 25; 37,5 e 50 ug/mL, de Hz: 50, 100, 150, 200, 300 e 400
ng/mL e AcHz: 70, 100, 150, 200, 300 e 400 ng/mL e derivatizadas conforme
descrito no item 3.4. Na construcao da curva de calibracdo da INH, realizaram-se os
dois processos de derivatizacao, na presenca e auséncia de hidrélise, considerando-
se que ha perda de INH durante o processo de hidrélise com HCI 6 M.

As curvas de calibracdo foram construidas projetando-se no eixo das
ordenadas a area do pico dos derivados € no eixo das abcissas as concentracoes

(C) de INH e AcINH (ug/mL) e Hz e AcHz (ng/mL).

3.4.1a. Calculos da concentracao de AcINH em amostras bioldgicas

Para calcularmos a concentracao da AcINH a partir do método anteriormente
descrito é necesséario considerarmos a existéncia de INH na amostra e que o
processo de hidrdlise levara a uma formagéo adicional de INH a partir da AcINH
existente na mesma amostra.

Calculamos, entdo, a concentragdo de INH na amostra a partir do

processamento pela via sem hidrélise. Processamos outra aliqguota da mesma
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amostra pela via com hidrolise, e obtemos INH a partir da hidrélise da AcINH que se
somara a INH pré existente.

Do valor total da INH obtida pela rota com hidrolise; subtraimos a
concentracao da INH da amostra obtida no processamento pela rota sem hidrélise.

O valor final obtido deve ser multiplicado por 1,3065, considerando o fator de
equimolaridade entre INH e AcINH.

E importante ressaltar que para o célculo inicial de INH total da amostra
processada pela via com hidrélise utilizamos uma curva de calibracdo de INH
submetida ao processo de hidrélise devido as perdas observadas durante o
processo.

A equacgao abaixo foi construida a partir do trabalho realizado por Seifart e
colaboradores (1995) e utilizada para os célculos de concentracdo de AcINH das

amostras.

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

207103,54 x 1,3065

Legenda:

e Area dAcINH: area do derivado de AcINH obtida pela analise da amostra — via com
hidrélise.

e Conc. INH: concentracdo de INH na amostra pertinente analisada pela via sem
hidrélise.

e algarismos em verde: curva da INH com hidrdlise.

e algarismos em azul: curva da AcINH.
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3.4.1b. Calculos da concentracao de AcHz em amostras bioldgicas

Para calcularmos a concentragdo da AcHz a partir do método anteriormente
descrito € necessario considerarmos a existéncia de Hz na amostra e que o
processo de hidrélise levara a uma formacao adicional de Hz a partir da AcHz
existente na mesma amostra.

Calculamos, entdo, a concentracdo de Hz na amostra a partir do
processamento pela via sem hidrélise. Processamos outra aliqguota da mesma
amostra pela via com hidrolise, e obtemos Hz a partir da hidrolise da AcHz que se
somara a Hz pré existente.

Do valor total da Hz obtida pela rota com hidrélise; subtraimos a
concentracdo da Hz da amostra obtida no processamento pela rota sem hidrélise.

O valor final obtido deve ser multiplicado por 2,3118, considerando o fator de

equimolaridade entre Hz e AcHz.

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

1316,6

Legenda:

e Conc. AcHz: concentragao de AcHz na amostra analisada pela via com hidrdlise.

e Area dAcHz: area do derivado de AcHz obtida pela andlise da amostra — via com
hidrélise.

e algarismos em verde: curva da AcHz.

e Conc. Hz: concentrac¢do de Hz.
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3.4.2. Validacao

O processo de validacado incluiu os procedimentos necessarios para a
determinacdo dos limites de confianca do método, de acordo com as normas
estabelecidas pela ANVISA (RESOLUCAO-RE n®899, de 29 de maio de 2003). O
objetivo desses procedimentos foi avaliar se 0 método analitico desenvolvido pode

ser aplicado em estudos de farmacocinética da INH e metabdlitos.

3.4.2.1. Linearidade

A linearidade foi estudada através da andlise de amostras de soro
adicionadas de concentragbes maiores de INH, AcINH, Hz e AcHz do que aquelas
utilizadas na construgéo da curva de calibragdo. O método foi considerado linear até
a maior concentracdo analisada, cujas replicatas apresentaram coeficiente de
variacdo <15%. Foram analisadas, em triplicata, amostras com concentragdes de
0,78 a 75 ug/mL para INH e AcINH, de 40 a 800 ng/mL para Hz e de 60 a 800

ng/mL para AcHz.

3.4.2.2. Limite de Deteccao
O limite de deteccao foi determinado como a menor concentragao detectada,
cuja area da concentracdo minima detectada corresponde a 3x o valor da area do

branco com coeficiente de variagdo menor que 20%, analisadas em 3 replicatas.

3.4.2.3. Limite de Quantificacao
O limite de quantificagdo foi determinado como a menor concentragéo

quantificada, cuja area da concentragcdo minima quantificada corresponde a 5x o
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valor da area do branco com coeficiente de variagdo menor que 20%, analisadas em

3 replicatas.

3.4.2.4. 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 concentracoes diferentes de INH (1,
10 e 40 pug/mL), AcINH (5, 15 e 30ug/mL), Hz (75, 150 e 300ng/mL) e AcHz (100,
200 e 300 ng/mL), 5 replicatas durante 5 dias consecutivos (inter ensaios) e em 10
replicatas num mesmo ensaio (intra-ensaio), com coeficiente de variagdo menor que
15%. A exatidao (%erro sistematico) foi obtida através da avaliagdo da concordancia
dos resultados obtidos experimentalmente com os valores reais dos compostos na

amostra, com coeficiente de variagao menor que 15%.

3.4.2.5. Estabilidade

O ensaio de estabilidade tem como finalidade verificar se a concentragéo da
substancia sofre alteragbes ap6s um periodo especifico de armazenamento pré-
processamento laboratorial (CHANG, 2002).

As estabilidades dos analitos foram determinadas em curta e média duracao.
Aliquotas foram preparadas em trés concentracdes diferentes, baixa, média e alta.
Para INH e AcINH foram empregadas as concentragdes de 1, 10 e 40 ug/mL, e para

Hz e AcHz concentragbes de 40, 150 e 300 ng/mL, em 5 replicatas.

Estabilidade de curta duracao:
A estabilidade do analito foi determinada apés trés ciclos de congelamento e

descongelamento. As aliquotas foram estocadas a uma temperatura de —20°C por
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24h e descongeladas espontaneamente, a temperatura ambiente, passando por
todo processo de derivatizagcdo como descrito anteriormente para posterior analise.

Tal procedimento foi realizado por 3 dias consecutivos, sob as mesmas condicdes.

Estabilidade de média duracao:
A estabilidade do analito foi analisada nos tempos zero, um, dois, quatro, oito
e vinte um dias de armazenamento, passando por todo processo de congelamento,

descongelamento e derivagéo, sob as mesmas condig¢oes.

3.4.2.6. Seletividade

A seletividade do método foi comprovada pela auséncia de picos na regido de
interesse quando os farmacos rifampicina, etambutol, pirazinamida, &cido acetil
salicilico, cafeina, ranitidina, loratadina e alopurinol foram submetidos ao
procedimento de analise aqui empregado (Tabela 2). Deve-se lembrar que estes
farmacos foram escolhidos devido ao fato de serem rotineiramente empregados
contra os efeitos adversos do tratamento anti-tuberculose e apresentarem grande

importancia nos estudos clinicos.
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Tabela 2- Estudo da seletividade do método de analise dos derivados de INH e Hz

em Ssoro.

Farmaco Concentracao Rt
(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)

Estes resultados indicam que o método analitico no presente trabalho pode
ser também aplicado em estudos clinicos, e ndo somente em amostras controladas

como a de animais de experimentacao.

3.5. Analise Farmacocinética

A disposicdo cinética da INH, AcINH, AcHz e Hz foi avaliada ap6s a
administracdo de 100mg/Kg/dia de INH por um periodo de 21 dias. Os parametros
farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas concentracdo plasmatica x

tempo.
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As meias vidas e as constantes de velocidade (absorcado, distribuicao,
eliminacao) foram determinadas pelo modelo bicompartimental, que melhor se
adaptou aos dados experimentais.

As constantes de velocidade foram calculadas através da equacao 0.693/t1.
As areas sob as curvas de concentracdo plasmética x tempo (AUC®?*) foram
calculadas através do método dos trapezoides. Para a INH, AUC foi utilizado nos
célculos do clearance total aparente (Cl/f=dose/AUC) e do volume aparente de
distribuicao (Vd/f= CI/f/B).

Foram calculadas as relagbes AUCH/AUCKNH;  AUCacNnH/AUCNK:
AUCacH/AUCacnt € AUCH/AUCacH em cada grupo para verificar se houve
diferengas na produc¢ao dos metabalitos.

A concentracao plasmatica média no estado de equilibrio (Cpss) foi calculada

com base na equacdo Cpss = AUC/t

Parametro Método para obtencao
AuC ** Trapezoéides
Ka 0.693/t12°
Tiza Residuos
Ka 0.693/t1,2°
Tiza Residuos
Vd/f (L) ClA/B
Clr/ f (L/h) Dose/AUC
T 2 (h) Gréfico
B (h™) 0.693/t1/2
Cpss AUC/t




48

3.6. Analise estatistica

Os parametros farmacocinéticos de cada grupo foram apresentados através
das medias e erro padrao da média (EPM). A comparagdo dos parametros
farmacocinéticos para INH, Hz, AcINH, AcHz e os perfis farmacocinéticos dos
metabdlitos foram comparados através da aplicagdo do teste de Tukey. Os
parametros bioquimicos foram comparados pelo teste Dunn’s.

Foram empregados os programas SigmaStat e GraphPad Instat®.

Os célculos das curvas de calibragédo e coeficiente de variacao (CV%) foram

realizados através do programa Origin®.
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4. RESULTADOS E DISC

4.1. Determinacao de INH e metabdlitos

O estudo da disposicdo cinética de farmacos e seus metabdlitos requer
disponibilidade de métodos analiticos com sensibilidade e especificidade
compativeis com as suas concentracées plasmaticas, observadas na administracao
de doses Unicas ou multiplas.

A determinacdo da INH e seus metabdlitos em plasma humano ou em
animais de experimentagdo é descrita por varios autores (KHUHAWAR & RIND,
2002; SADEG et al., 1996; SEIFART et al., 1995; KOHNO et al., 1991; LACROIX et
al., 1984; HUTCHINGS et al., 1983), que utilizam a formagdo de derivados
empregando 2-fluoreno-carboxialdeido (KHUHAWAR & RIND, 2002), cinamaldeido
(SEIFART et al., 1995) e m-clorobenzoil (KHUHAWAR & RIND, 2002), separados
em colunas convencionais de fase reversa e analisados por HPLC com deteccéao por
ultravioleta (SEIFART et al., 1995).

A derivatizagdo da INH e metabodlitos com CA 1%, no presente trabalho,

resultou na formagao de derivados separados por HPLC.
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Figura 3A - (1) INH - 50 ug/ml; (2) CA.

0,02 ' ' !

200 20 500 500 1000 1200 1400 1200 1800 2000 0,00 ‘5,(‘)0‘ b ‘10,‘00‘ L ‘15‘,0(‘) o ‘20‘,00‘ b

Figura 3B - (1) INH - 50 ug/ml; (2) CA; (3) Hz - 200 ng/mL

Figura 3. Cromatograma do derivado de INH (A) e de Hz (B) realizado com
coluna de fase reversa Cqg € detecgcao por UV. As figuras 3A e 3B correspondem ao

mesmo cromatograma, porém em escalas distintas.
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A Figura 4 mostra o aumento da concentracdo plasmatica da INH no grupo
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Pode-se observar na Figura 5 que o processo de hidrélise da INH promove a
perda do farmaco, ou seja, ha uma diminuicdo na area e conseqlientemente na
concentracao plasmatica da INH.

Aliquotas de soro utilizadas na validacdo do método nao apresentaram picos

nos tempos de retencédo dos compostos (Figura 6).

1,00
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zha” T Tebe” T Tehe”T T Teho” T Tioloe T izl T el T Ttemo  efor T oo T 2Zme

Figura 6 — Cromatograma relativo ao pool de soro sem adicao de INH ou
metabdlitos (branco).

O pool de soro utilizado foi humano; tal procedimento de substituicao ao pool
de animais péde ser realizado por nao apresentar diferengas no cromatograma; além
do que, para alcangcar a quantidade necesséria de soro para toda analise da
validagéo precisaria de um elevado numero de ratos.

As curvas de calibragcdo em soro foram construidas no intervalo de 0,78 — 50
ug/mL para INH (na presenga e auséncia de hidrdlise) e AcINH, no intervalo de 50 —
400 ng/mL para Hz e de 70 — 400 ng/mL para AcHz, com coeficiente de correlacédo
(R) de 0,99993 para INH, 0,99999 para INH com hidrélise, 0,99997 para AcINH,
0,99828 para Hz e 0,99994 para AcHz (Figuras 7Aa — 7Ab, 7B, 7C e 7D), mostrando
resultados semelhantes aos estudos realizados por Seifart e colaboradores (1995),
0,99979 para INH, 0,99919 para INH com hidrélise, 0,99991 para AcINH, 0,99993

para Hz e 0,99984 para AcHz.
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Figura 7A. Curvas de calibragdo em soro (a) INH na auséncia de hidrélise; (b) INH
na presenca de hidrolise.
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Figura 7B. Curvas de calibragdo em soro da AcINH.
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Figura 7C. Curvas de calibracao em soro da Hz.
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y = -6820,4 + 1316,6 x
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Figura 7D. Curvas de calibracdo em soro da AcHz.

Os limites de detecgéo foram definidos em 50 ng/mL para INH, 70 ng/mL para
AcINH, 25 ng/mL para Hz e 36 ng/mL para AcHz (Tabela 3). Os valores alcangados
em nosso estudo para INH e AcINH foram inferiores aos obtidos por Seifart e
colaboradores (1995) (500 ng/mL para ambos os compostos), portanto nosso
método apresentou maior sensibilidade. Ja para os demais derivados (AcHz e Hz),
0S nossos resultados apresentam menor sensibilidade quando comparados aos
resultados obtidos por Seifart e colaboradores (1995) de 10 ng/mL para Hz e AcHz.

Os limites de quantificagdo para a determinacao da INH e metabdlitos foram
definidos em 70 ng/mL para INH, 100 ng/mL para AcINH, 40 ng/mL para Hz e 60
ng/mL para AcHz (Tabela 3), valores inferiores do que aqueles obtidos na analise
das amostras, portanto, resultados aceitaveis para a aplicagcdo do método no estudo

da farmacocinética.
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O método foi considerado linear até a concentragéo de 75 ug/mL para INH e

AcINH e 800 ng/mL para Hz e AcHz (Tabela 3).

Tabela 3 — Limites de detecc¢éo, quantificacao e linearidade dos métodos de analise

dos derivados de INH e Hz em soro (n = 3).

INH AcINH Hz AcHz
Limite de deteccao (ng/mL) 50 70 25 36
(CV%) 1,1 3,6 4,2 5,9
Limite de quantificacao (ng/mL) 70 100 40 60
(CV%) 4,0 3,3 4,2 5,9
Linearidade (ng/mL) 780 - 75000 780 - 75000 50 - 800 70 - 800
(R) 0,99993 0,99997 0,99828 0,99994

CV= coeficiente de variacao

As concentracdes de INH e seus metabdlitos determinadas no nosso trabalho
foram superiores aos limites de quantificacdo obtidos durante o estudo de validacéo.

Os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de estabilidade de curta e
média duracdo dos compostos foram inferiores a 15% para INH, Hz e AcHz e
superiores para AcINH (Tabela 4), demonstrando que tal metabdlito € instavel na
amostra, necessitando, portanto, de andlise imediata apés a coleta da amostra

biologica.
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Tabela 4- Estabilidade da INH e metabdlitos em soro em curta e média duragéo (n = 5).

Concentracao Curta duracao Média duracao
adicionada (CV%) (CV%)
INH

1 ug/ml 4,8 13,0
10 ug/ml 8,0 7,9
40 ug/ml 3,4 5,7
AcINH

1 ug/ml 58,6 78,1
10 ug/ml 46,0 65,8
40 ug/ml 17,4 50,3
Hz

40 ng/ml 10,9 11,0
150 ng/ml 2,9 9,9
300 ng/ml 3,4 9,0
AcHz

40 ng/ml 6,4 12,7
150 ng/ml 9,6 12,4
300 ng/ml 7,4 8,4

CV= coeficiente de variagao

Os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de precisao intra-ensaio e

inter-ensaios em soro foram inferiores a 15%, conforme demonstrados na Tabela 5.

Para a AcINH foi realizado apenas o estudo de precisao intra-ensaio, devido a sua

instabilidade na amostra.



Tabela 5 - Precisao e exatidao dos métodos de analise da INH e metabdlitos em

SOro.
Intra-ensaio (n=10) Inter-ensaio (n=5)

Concentracao Precisao Exatidao Precisao Exatidao
adicionada (CV%) (% SE) (CV%) (% SE)

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

AcINH

5 ug/ml 2,7 0,3 - -

15 ug/ml 7,3 11,0 - -

30 ug/mi 3,8 14,8 - -

Hz

75 ng/ml 2,9 -5,8 6,0 -11,8

150 ng/ml 2,0 -0,2 5,0 3,8

300 ng/ml 3,2 -11,6 5,1 3,1

AcHz

100 ng/ml 11,1 3,4 13,9 -6,2

200 ng/ml 7,5 -9,7 14,8 -13,5

300 ng/ml 4,2 -13,9 6,9 -14,6

CV= coeficiente de variagao; ES= erro sistematico

57



58

4.2. Disposicao cinética da INH e metabdlitos

As amostras biologicas obtidas dos animais tratados com INH isolada,
INH+PYR e INH+PYR+RMP foram submetidas ao procedimento analitico
anteriormente descrito (item 3.4) para as determinacdes de INH e seus metabdlitos
AcINH, AcHz e Hz, a partir das quais obtivemos as curvas de concentracédo
plasmatica versus tempo.

As curvas de concentracdo plasmatica versus tempo referentes a INH e

seus metabolitos de cada grupo estdo demonstradas nas Figuras 8A, 8B e 8C.

Ln [INH e metabolitos] (ug/ml)
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20.09
Figura 8A. Perfl da
concentracao plasmatica
versus tempo da isoniazida e
metabolitos para o grupo
INH isolada.
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Figura 8B. Perfil da
concentragdo  plasmatica
versus tempo da isoniazida
e metabdlitos para o grupo
INH + PYR.

Figura 8C. Perfl da
concentracao plasmatica
versus tempo da isoniazida e
metabolitos para o grupo
INH + PYR + RMP

Os parametros farmacocinéticos da INH obtidos destes dados estdo

apresentados na Figura 9. Os valores estdo apresentados como média e erro

padrao da média (EPM) e foram comparados aplicando-se o teste de Tukey.
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Figura 9 - Disposicao cinéetica da INH nos diferentes grupos. Dados expressos como

média (EPM).
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kel g%
t1/2 gg *
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0 4 10 12
Parametro Grupo INH isolada Grupo INH + PYR Grupo INH +RMP +PYR
t2a (h) 0,4 (0,030) 0,5 (0,060) 0,4 (0,020)
Ka (h") 1,61 (0,100) 1,63 (0,210) 1,71 (0,080)
t%2 o (h) 1,4 (0,070) 1,0 (0,100) * 1,2 (0,060)
a(h") 0,51 (0,024) 0,77 (0,100) * 0,56 (0,025)
Vd/F (L.Kg") 3,32 (0,19) 9,52 (1,52) * 6,62 (0,99)
CkL/F (L.h".Kg") 0,68 (0,016) 0,90 (0,047) * 1,09 (0,061) * #
t 2 (h) 3,4 (0,026) 7,2 (0,910) * 8,02 (0,400)
|3(h") 0,21 (0,015) 0,10 (0,018) * 0,13 (0,027) *
Cpss (ng/mL) 6,10 (0,136) 4,66 (0,233)* 3,86 (0,206)*#

G1- grupo INH; G2 — grupo INH + PYR; G3 — grupo INH + PYR + RMP.

*p< 0,05 em relacdo ao grupo INH; Tukey.

# p< 0,05 em relacao ao grupo INH + PYR; Tukey.

Na comparagao do parametro t '2 B foi aplicado o teste de Dunn’s.
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t 2 a= meia vida de absorcdo; Ka= constante de velocidade de absorgéo; t 2 a=
meia vida de distribuicdo; a= constante de velocidade de distribuicdo; Vd/F= volume
de distribuicdo aparente; Cli/F= clearance total aparente; t 2 = meia vida de
eliminacao; B= constante de velocidade de eliminacao; Cpss= concentracdo média no

estado de equilibrio.

Quanto a disposicéo cinética da INH, foi possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica significativa nos valores de meia vida de absor¢éo e constantes
de absorgao entre os grupos estudados.

A meia vida de distribuicdo obtida para o grupo INH+PYR foi
significativamente menor quando comparado ao grupo da INH isolada; e o volume
de distribuicdo significativamente maior no grupo dessa associacdo. Este fato
poderia estar associado a competicao entre os farmacos pela ligacdo com proteinas
plasmaticas, com deslocamento da INH e ligagdo preferencial a PYR, com
consequente aumento na distribuicdo da isoniazida. No entanto consideramos essa
hipdtese pouco provavel uma vez que a ligacao protéica da INH e da PYR é da
ordem de 10 a 15%, ou seja, pequena porcentagem de ligacdo e, caso ocorra
competicdo, as consequéncias seriam pouco significativas sobre os parametros
farmacocinéticos.

O grupo que recebeu INH isolada apresentou uma meia vida de eliminacdo de
aproximadamente 3,4h. Com a adigdo da PYR na terapia (grupo INH+PYR), houve
um aumento estatisticamente significativo da meia vida de eliminacdo da INH, para
7,2h. A constante de eliminagéo (Kel ou B) para o grupo da INH isolada foi de 0,21h™
e para o grupo da associacdo INH+PYR foi de 0,1h™”, diferentes estatisticamente e

significativamente menor para o grupo da associacgao.
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Jayaram et al. (2004) encontraram valores de 0,4 a 1,6h para a meia vida de
eliminacao da INH administrada em camundongos por gavagem nas doses de 0,1; 1;
3; 10; 30; 90 e 120 mg/kg. Os autores concluem, ainda, que nesse intervalo de
dose a INH apresenta cinética linear. Grosset et al. (1992) encontraram valores de
meia vida de eliminacdo em camundongos na ordem de 1,7 = 0,17h apds
administracao de doses multiplas de INH (25mg/kg).

Os valores encontrados em nosso trabalho sdo significativamente maiores
quando comparados aos obtidos por Grosset et al. (1992). E importante ressaltar o
grande aumento da meia vida no grupo da associagdo quando comparada ao grupo
que recebeu somente INH.

Os valores de meia vida de eliminagcdo da INH em humanos encontrados na
literatura sdo da ordem de 1 a 4h (HARDMAN & LIMBIRD, 2004), e variam
consideravelmente de acordo com o fenétipo acetilador.

O clearance da INH (Clt/F) observado em nosso estudo foi de
aproximadamente 11,383mL/min.Kg. Belanger et al. (1989) apresenta valores entre
8,19 a 10,09 mL/min.Kg para ratos que receberam dose Unica de INH (20 mg/Kg).
Portanto valores semelhantes aos encontrados em nosso trabalho, cujos animais
receberam dose 5 vezes superior. Os valores de Clearance obtidos para os trés
grupos foram diferentes entre si. Na associacdo INH+PYR foram significativamente
maiores quando comparados ao grupo da INH isolada, e no grupo que recebeu a
triade, os valores foram ainda maiores.

Singhal & Varshney (1989) observaram que a administracdo simultdnea de
INH+PYR em humanos resultou em uma diminuicdo no Cmax e Kel e aumento na
meia vida e Vd da PYR. Constataram também uma diminuigdo na concentracao

sérica da PYR, indicando a possibilidade de que a administragdo simultanea da INH
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iniba sua absorgao; porém tal reducdo nao levou a valores plasmaticos inferiores aos
necessarios para o efeito terapéutico no tratamento da tuberculose. Resultados
semelhantes ao trabalho de Singhal & Varshney (1989) foram encontrados em
nosso estudo, onde a PYR influenciou de maneira significativa no aumento da meia
vida e do Vd da INH, além de aumentar seu Cl e diminuir sua AUC®*®y 24,

Em nosso trabalho, na presenca de PYR houve reducdo nas concentracdes
plasmaticas da INH; a concentragdo plasmatica meédia no estado de equilibrio (Cpss)
encontrada no grupo que recebeu INH isolada foi de aproximadamente 6,10ug/mL,
no grupo INH+PYR foi de 4,66ug/mL e no grupo INH+PYR+RMP foi de 3,86ug/mL;
observamos que a medida que associamos os farmacos houve diminuicdo
progressiva da concentracao plasmatica média da INH, porém tais valores nao foram
inferiores aos necessarios para o efeito terapéutico.

Jain e colaboradores (1993) estudaram, em humanos, o efeito da PYR sobre
a farmacocinética da RMP comparando um grupo sob tratamento com INH+RMP
(estudo A) e outro em tratamento com INH+RMP+PYR (estudo B). No grupo que
recebeu PYR foi observado menores concentragcbes de RMP, com menor AUC e
aumento do clearance para o farmaco.

Em nosso estudo os resultados apresentados pelo grupo triade
(INH+RMP+PYR), quando comparados ao grupo INH isolada, demonstraram uma
diminuigdo da Kel da INH e um aumento muito significativo do CI.

Em estudo paralelo realizado pela nossa equipe, a RMP associada a INH foi
responsavel pela diminuicdo da meia vida de eliminagéo da INH.

O parémetro meia vida da INH do grupo triade ndo apresentou diferenca

estatistica significativa em relagéo ao grupo INH isolada. Esse resultado sugere uma
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oposicao de efeitos entre a RMP e a PYR sobre a meia vida da INH, onde a RMP
diminui o par@metro e a PYR o0 aumenta.

As areas sob a curva (AUCs) da INH e metabdlitos estdo apresentados na
Figura 10. Os dados estao apresentados como média e erro padrdao da média (EPM)

e foram comparados aplicando-se o teste de Tukey.

Figura 10 — Area sob a curva da INH, Hz, AcINH e AcHz nos diferentes grupos.

Dados expressos como média (EPM).
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Parametro
Grupo INH isolada Grupo INH + PYR  Grupo INH +RMP +PYR

AUC*?*ss (ug.h.mL™)

INH 146,36 (3,25) 111,96 (5,60) * 92,71 (5,00) * #

Hz 2,87 (0,07) 4,60 (0,09) * 1,92 (0,20) * #
AcINH 110,24 (2,45) 99,25 (4,70) 88,01 (5,00) *
AcHz 20,06 (0,560) 6,82 (0,32) 34,14 (6,57) #

AUC®?* = area sob a curva concentracdo plasmatica versus tempo.
G1- grupo INH; G2 — grupo INH + PYR; G3 — grupo INH + PYR + RMP.
*p< 0,05 em relacédo ao G1; Tukey.

# p< 0,05 em relacdo ao G2; Tukey.
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A AUC%® da INH observada no grupo que recebeu INH isolada foi de
146,36ug.h/mL, para o grupo da associagdo INH+PYR foi de 111,96 ug.h/mL, e da
associacdo INH+PYR+RMP foi de 92,71 pg.h/mL; sendo os trés estatisticamente
diferentes entre si. Assim, observamos que na presenca da PYR ocorre diminuicao
da AUC da INH e quando somamos a RMP ao tratamento a AUC da INH diminui
ainda mais significativamente.

Grosset et al. (1992) observaram valores de AUGC,.. de 52,2ug.h/mL para
camundongos tratados com INH em doses multiplas (25mg/Kg). No mesmo trabalho,
foi observado que a administracdo concomitante de INH e PYR n&o acarretou
diferenca significativa na AUC da PYR e que a administragdo concomitante INH e
RMP levou a uma diminuicao da AUC da RMP em 39,4%. Os autores concluem que
a INH nao afeta os parametros farmacocinéticos da PYR, com excec¢ao da meia vida
de eliminagao, que se encontra aumentada na associacao.

As razdes metabdlito/precursor estdo apresentadas na Figura 11; os dados
estdo apresentados como média e erro padrdo da média (EPM) e foram

comparados aplicando-se o teste de Tukey.



Figura 11. Razdo metabdlito/precursor. Dados expressos como média (EPM).
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G3 #
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Hz/INH G2 *
G1
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Parametro
razao Grupo INH isolada Grupo INH + PYR  Grupo INH +RMP +PYR
AUC™? (ug.h.mL™)
Hz/INH 0,0196 (0,001) 0,041 (0,002) * 0,021 (0,002) #
AcINH/INH 0,754 (0,017) 0,892 (0,106) 0,972 (0,248)
AcHz/AcINH 0,182 (0,006) 0,062 (0,005) 0,386 (0,098) #
Hz/AcHz 0,144 (0,005) 0,680 (0,035) * 0,062 (0,010) #

G1- grupo INH; G2 — grupo INH + PYR; G3 — grupo INH + PYR + RMP.
*p< 0,05 em relacéo ao G1; Tukey.

# p< 0,05 em relacdo ao G2; Tukey.

Quanto a producado do metabdlito Hz no grupo que recebeu INH+PYR a
AUC*?* foi significativamente maior do que aquela observada no grupo que
recebeu apenas INH (4,6ug.h/mL versus 2,87ug.h/mL, respectivamente) assim como

significativamente maior quando comparada ao grupo que recebeu a triade

(4,6pg.h/mL versus 1,92ug.h/mL, respectivamente).

O acumulo de Hz pode ser devido ao aumento da producdo, diminuicdo da

eliminagc&o ou a ambos 0s processos.
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Sabe-se que a Hz pode ser formada pela hidrélise da INH ou da AcHz e que o
seu metabolismo envolve a oxida¢do por CYP2E1.

Apesar de observarmos, no grupo INH+PYR, uma diminuicdo da AUC da INH
e uma tendéncia a diminuicdo da AUC da AcINH, ndo é possivel afirmar se o
aumento de Hz é devido ao aumento na producdo ou diminuicdo no seu
metabolismo uma vez que desconhecemos a quantidade de Hz inalterada que foi
eliminada na urina.

Um dos objetivos deste estudo foi verificar se a associacdo INH + PYR leva a
modificagdes na taxa de formagdo de um ou mais metabdlitos da INH quando
comparada a administracdo da INH isolada e se essas altera¢cdes no metabolismo
relacionam-se com o0 aparecimento de dano hepatico mensurado através da

atividade das transaminases ALT e AST.

No presente trabalho, utilizamos a razdo metabdlito/precursor para evidenciar
alteragbes — inducdo ou inibicdo - nas vias metabdlicas da INH. Vale ressaltar que
essas determinacdes foram feitas em soro e nao em urina e, portanto, a avaliacao

apresenta limitacoes.

Para a Hz, as duas vias observaveis em nosso estudo sdo a formacao do
metabdlito a partir da INH e a partir da AcHz; dessa forma calculamos as relacdes
AUC*?ss Hz/ AUC**'ss INH e AUC*?*;s Hz/ AUC®**ss AcHz.

Encontramos, para o grupo da associacao INH+PYR um aumento na relacéao
metabdlito/precursor em 109% (a partir da INH) e um aumento na ordem de 372%
na producao do metabdlito a partir da AcHz. Assim, a producgéo de Hz a partir da INH
por acdo de enzimas microssomais e a partir da hidrolise da AcHz esta

significativamente aumentada no grupo da associagéo INH+PYR (Esquema 1).
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Consideramos, no entanto, que a determinagdo da quantidade de Hz
excretada inalterada na urina é essencial para o pleno entendimento do mecanismo
pelo qual ocorre 0 acumulo do metabdlito, uma vez que poderiamos observar se
houve ou nao alteragao no seu processo de decomposi¢cdo. No entanto, no presente

trabalho, nao foi possivel a coleta da urina dos animais.
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Esquema 1. Vias exacerbadas para formagéo de Hz.

Para o metabdlito AcINH, a AUC*?* encontrada para o grupos de animais
que recebeu somente INH foi de 110,24ug.h/mL; e apenas o grupo que recebeu a
triade apresentou valor estatisticamente diferente - 88,01ug.h/mL - menor produgao
de AcINH.

Investigamos as relagdes AUC®?*ss AcINH/AUC®?;s INH no diferentes grupos

estudados e ndo encontramos diferencas estatisticas significativas, sugerindo que
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nao ha aumento ou diminuicdo da acetilagdo direta da INH quando h& associacao
com PYR ou PYR+RMP.

Para o metabdlito AcHz, a AUC%?*ss encontrada para o grupo de animais que
recebeu somente INH foi de 20,06pug.h/mL; porém observamos diferencas
significativas somente entre os grupos INH+PYR e INH+PYR+RMP, com valores de
6,83ug.h/mL e 34,14pug.h/mL, respectivamente. Assim, no grupo triade a AUC®?
da AcHz foi maior quando comparada ao valor encontrado para a associagao
INH+PYR.

Investigamos as relagbes AUC®?;; AcHz/AUC?*';; AcINH nos diferentes
grupos estudados e encontramos diferengas estatisticas significativas apenas entre
os grupos INH+PYR e triade, com valores significativamente maiores no segundo
grupo, sugerindo favorecimento do processo de hidrélise da AcINH quando

adicionamos RMP ao tratamento (Esquema 2).
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Esquema 2. Via exacerbada para formagéao de AcHz.

Em estudos realizados pelo nosso grupo observou-se que a RMP, quando
associada a INH, foi responsavel pela diminuicdo da producdo do metabdlito Hz,
enquanto que a PYR associada a INH, relatada anteriormente, foi capaz de
aumentar a producao da Hz. Assim, o resultado obtido no grupo triade propde que o
efeito da RMP adicionada a INH+PYR prevaleceu sobre o efeito da PYR. Ha relatos
a partir de resultados obtidos por Maddrey (2005) que o dano hepatico da terapia
com INH parece ser mediado por produtos metabdlicos tdxicos, incluindo Hz e
derivados acetilados, formados durante o metabolismo e que a combinagdo de
farmacos pode estar associada a reducao na producao de metabdlitos intermediarios
de INH.

Estudos em modelos experimentais tém mostrado que o metabolismo da

AcHz leva a intermediarios reativos, responsaveis pelo dano hepatocelular
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(TIMBRELL et al., 1980; NELSON et al., 1976 and MITCHELL et al., 1976 apud
PERETTI et al., 1987a).

A etapa mais importante para detoxificacdo da AcHz é promover sua
acetilacdo a DAcHz, composto de relativamente pequena toxicidade (WRIGHT and
TIMBRELL, 1978 apud PERETTI et al., 1987a). No entanto, em nosso trabalho nao
foi possivel quantificar tal metabalito.

Em animais tratados com indutores microssomais do CYP450, como
fenobarbital, o aumento da producdo de AcINH e AcHz levou a um aumento de
necrose hepatica, quando comparado ao grupo pré-tratado com inibidores de
CYP450 (TESTA & MAYER, 2003).

Segundo Timbrell (1977), a AcHz é hepatotéxica em animais e sua eliminagéo
ocorre por trés vias: a) AcHz excretada na urina como AcHz livre, como &cido -
oxoglutarico e acido piravico hidrazona; b) acetilada a DAcHz, a qual é excretada na
urina; c) eliminada por metabolismo pelo sistema enzimatico microssomal hepético.
Este caminho é conhecido por produzir intermediarios reativos que sao responsaveis
pela hepatotoxicidade.

Estudos de metabolismo de '*C-AcHz em ratos tém mostrado que o extenso
dano hepatico esta correlacionado com a ligacdo covalente da '*C-AcHz com as
proteinas do figado , havendo excreg¢édo de CO, (TIMBRELL, 1977).

Portanto, segundo este autor, a quantidade de AcHz metabolizada pelas
enzimas microssomais € o fator determinante para a hepatotoxicidade.

A AcHz formada em humanos pode ser metabolizada a um potente
intermediario toxico através das enzimas microssomais, porém a quantidade
metabolizada por este caminho é similar em ambos fenétipos e, portanto, a

hepatotoxicidade também é esperada em ambos os grupos (TIMBRELL, 1977).
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Mas h& contradicbes a respeito do metabdlito responsavel pelo
desenvolvimento da hepatotoxicidade. Sarich et al. (1998) encontram evidéncias de
que a Hz apresenta um papel importante na hepatotoxicidade induzida por INH em
animais e humanos. Em um dos seus estudos realizados em 1996, relatam que a
Hz, e ndo INH nem AcHz, estd mais envolvida no mecanismo patogénico de necrose
hepatica da hepatotoxicidade induzida por INH em coelhos (SARICH et al., 1996
apud YUE et al., 2004).

Segundo Noda e colaboradores (1988) (apud SARICH et al., 1998), a Hz é
metabolizada por CYP450 NADPH redutase (redutase) a intermediarios reativos in
vitro e que s&o toxicos as células hepaticas; a atividade da enzima redutase seria um
importante fator no aumento da susceptibilidade da hepatotoxicidade induzida por
INH. Contradizendo o estudo realizado em 1983, Noda e colaboradores (1988)
verificam que o metabolismo da Hz se da pelo processo de oxidagao, pela atividade
de CYP450.

Assim os dados disponiveis na literatura, apesar de controversos, apontam
para a necessidade de uma avaliagdo mais criteriosa com relacdo a excregao
inalterada dos metabdlitos, com o objetivo de auxiliar a elucidacdo do mecanismo
relacionado ao desenvolvimento da hepatotoxicidade decorrente da administracao

da INH.

4.3. Parametros bioquimicos (AST e ALT)
A morte celular decorrente da necrose leva a liberacdo de enzimas no
citoplasma com consequentes elevagdes na atividade enzimatica no plasma

(SARICH et al., 1995).
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Segundo Tasduq et al. (2005), a injuria hepatica induzida por farmacos anti-
tuberculose € conseqiéncia da estimulacdo de CYP2E1 que leva ao dano a
membrana citoplasmatica caracterizado por aumento dos biomarcadores.

Os parametros bioquimicos AST e ALT sado exemplos de biomarcadores
utilizados no auxilio no diagnéstico de danos hepaticos. Na hepatite por virus e
outras formas de doenca hepatica associada a necrose hepatica, os niveis de AST e
ALT no soro mostram-se elevados mesmo antes de os sinais e sintomas clinicos da
doencga, como a ictericia, aparecerem (BURTIS & ASHWOOD, 1998).

Na hepatite toxica ou por virus, a ALT é caracteristicamente tdo alta ou até
maior que a AST, e a relagdo ALT/AST (De Ritis), normalmente menor que 1,
aproxima-se ou torna-se maior que a unidade (BURTIS & ASHWOOD, 1998).

Elevacdes nos niveis de aminotransferases a partir da terapia realizada com
INH isolada aparecem dentro de algumas semanas apos o inicio do tratamento e
encontradas em 10 a 20% dos pacientes. Usualmente, essas elevacdes séao
moderadas e nao estdo associadas com sinais e sintomas sugestivos de dano
hepatico. Em muitos pacientes (na maioria deles), o uso continuado de INH é bem
tolerado e freqlientemente os niveis de aminotransferases retornam aos niveis
normais (MADDREY, 2005).

No presente trabalho, foi feita a avaliacdo das transaminases pré e poés
tratamento com os farmacos anti-tuberculose com o objetivo de observar possiveis
danos hepaticos decorrentes da exposicdo a INH, aos seus metabdlitos e aos
farmacos PYR e RMP.

Os parametros bioquimicos AST e ALT obtidos através da determinagéo pelo

método colorimétrico Kit Labtest (ref.:181104) estdo demonstrados na Tabela 9 e
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nas Figuras 12A e 12B através das razdes de suas atividades pds tratamento/ pré

tratamento (EPM).

Tabela 6. Razao pos-tratamento/pré-tratamento das transaminases AST e ALT.

Grupos AST ALT
pos/pré pos/pré
(EPM) (EPM)
Controle 0,999 (0,023) 0,802 (0,021)
INH 1,737 (0,108)* 1,302 (0,070)*
PYR 1,264 (0,034)* 1,165 (0,028)*
INH + PYR 1,139 (0,030)# 1,163 (0,063)*
INH + RMP + PYR 1,432 (0,056)* ¢ 1,180 (0,046)*

*p< 0,05 em relag&o ao grupo controle.

# p< 0,05 em relagédo ao INH; Dunn’s.

¢ p< 0,05 em relagdo ao INH + PYR; Dunn’s.



Figura 12A. Raz&o pds-tratamento/pré-tratamento da transaminase AST.

TRIADE * ()

INH + PYR #

PYR *

INH

Controle
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AST (pés-tratamento/pré-tratamento)

*p< 0,05 em relagao ao grupo controle.
# p< 0,05 em relacdo ao INH; Dunn’s.

o p< 0,05 em relagéo ao INH + PYR; Dunn’s.
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Figura 12B. Razao pds-tratamento/pré-tratamento da transaminase ALT.
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*p< 0,05 em relagé@o ao grupo controle; Dunn’s.

A razdo pos/pré-tratamento em cada grupo foi o parametro escolhido para
realizarmos as comparagdes entre 0s grupos.

Os resultados obtidos pela determinacdo da AST demonstraram que o0s
grupos INH isolada, PYR isolada e triade apresentaram elevagdes significativas na
sua atividade em relagdo ao grupo controle, entretanto, o grupo INH+PYR nao
apresentou nenhuma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle.

Ja a ALT apresentou aumento significativo de sua atividade em todos os
grupos quando comparados ao grupo controle.

Vale ressaltar que o parametro ALT é mais especifico a danos hepaticos em
relacdo a AST. A ALT é especifica ao figado e sua principal aplicacao clinica se da
na doenca hepatica parenquimatosa, enquanto que a AST também é encontrada no

musculo esquelético, coragao, rins e hemacias e suas principais aplicagdes clinicas
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se dao no infarto do miocardio, doenga hepatica parenquimatosa e doenga muscular
(BURTIS & ASHWOOD, 1998).

Tasduq et al. (2005) investigaram alteragdes bioquimicas relacionadas a
manifestacao de hepatotoxicidade (ALT, AST, fosfatase alcalina — ALP e bilirrubina)
em ratos tratados diariamente com a associacao INH (50mg/Kg), RMP (250mg/Kg) e
PYR (100mg/Kg) por 12 semanas e observaram aumento da atividade de ALT e AST
em 243 e 159%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (salina). Os
valores de ALP foram aumentados em 123% e bilirrubina em 129%. Esses dados
sugerem que os biomarcadores de toxicidade hepética foram significativamente
estimulados apds a combinagao dos agentes tuberculostaticos.

Nos estudos realizados por Sarich e colaboradores (1995) observou-se que
nao ha correlacdo entre a concentracdo de INH e a susceptibilidade a
hepatotoxicidade induzida por INH. Isto sustenta o papel do metabdlito da INH como
responsavel pela producdo de hepatotoxicidade. Sugere-se que 0 mecanismo da
hepatotoxicidade induzida por INH envolva a conversdao de metabdlitos de INH por
enzimas dependentes do CYP450 em espécies hepatotdxicas. Tais dados fornecem
base a possivel potencializacdo da hepatotoxicidade induzida por INH com inducao
do CYP450 por fenobarbital. O pré-tratamento com fenobarbital em coelhos anterior
ao tratamento com INH resultou em um significante aumento na atividade da ASAL
(acido arginino-succinico liase) quando comparado aos animais tratados apenas
com INH.

Outros estudos revelaram que a agéao hepatotdxica dos metabdlitos da INH &
influenciada pela RMP, a qual induz o metabolismo da INH pela hidrolase resultando
na formagéo de acido isonicotinico e Hz (SARMA et al., 1986 and BLAIR et al., 1985

apud SHARMA, 2004).
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Em nosso estudo foi possivel observar o aumento da atividade das
transaminases nos grupos tratados com agentes tuberculostaticos, porém a
correlagdo com o metabdlito formado nao foi possivel, uma vez que obtivemos
diferentes producdes de metabdlitos nos diferentes grupos, mas o biomarcador de
hepatotoxicidade se manteve constante e elevado em todos os grupos estudados.
Vale ressaltar que a exposicao a PYR isoladamente também levou a um aumento
significativo das transaminases tornando dificil a correlagéo producao de metabdlitos
da INH e aumento de transaminases.

O aumento na atividade de ALT observado apdés um periodo relativamente
longo de administracdo de INH e PYR 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+75mg/kg) e RMP+PYR
(75+1000mg/kg) por 4 semanas. Nesse trabalho foram também encontrados 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 apés
2 semanas e 4 semanas em camundongos infectados com M. tuberculosis que
receberam doses diarias de INH (150mg/kg), INH+RMP (150+75mg/kg) e RMP+PYR
(75+1000g/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 26,7Ul/L, respectivamente), que retornou a valores préximos ao
controle apdés 4 semanas, e nao diferentes estatisticamente (58,9 UI/L vs 35UI/L)
(LENAERTS et al., 2005).

Segundo os autores, os resultados de ALT indicam que a infec¢do por M.

tuberculosis acelera a inducao de dano hepatico e que o decréscimo da atividade da



79

ALT é um fenbmeno esperado apds tratamento prolongado uma vez que o dano
inicial resulta em perda de tecido hepatico e perda de conteudo celular.

Com base nesses dados, inferimos que se ocorreu perda de conteudo celular,
0 aumento da atividade de ALT observado é menor do que aquele que realmente
ocorreu durante a administracéo dos tuberculostaticos.

Vale ressaltar que no trabalho de Lenaerts et al. (2005), os estudos

histopatoldgicos néo revelaram dano hepatico significativo em nenhum dos grupos.

Diversos autores sugerem que a AcHz é responsavel pela inducdo do dano
hepatico (TIMBRELL et al., 1977). Em nosso estudo, a AcHz foi 0 metabdlito que se
manteve constante em relacdo ao grupo controle, assim como o biomarcador ALT
utilizado. Este fato pode levar a hipotese de correlacdo entre este metabdlito e dano
hepatico, que podera ser confirmada em estudos de exposicdo a diferentes
concentragdes do composto. Estudos in vitro sdo mais adequados a esse proposito.

Embora autores atribuam a hepatotoxicidade aos metabdlitos da INH
(MADDREY, 2005; SARICH et al., 1995), ha estudos que relatam que o risco de
desenvolvimento de dano hepatico esta relacionado a outros agentes
tuberculostaticos (YEE et al., 2003). No presente trabalho, a simples observagéo de
aumento das transaminases na exposicdo a PYR isoladamente corrobora tal
hipdtese.

A RMP é raramente hepatotéxica quando administrada isoladamente, porém
€ um potente indutor enzimatico (DURAND et al., 1996; TANEJA & KAUR, 1990;
NODA et al., 1983) responsavel por intensificar a acdo hepatotdxica conhecida pela
administracdo de INH (JASMER et al., 2003; DOSSING et al., 1996; TURKTAS et

al., 1994). Ja o mecanismo de hepatotoxicidade da PYR é ainda desconhecido
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(SHARMA, 2004; DURAND et al., 1996), embora haja autores que discordem do
efeito hepatotéxico causado por este farmaco (DURAND et al., 1995).

A PYR quando administrada isoladamente pode produzir hepatite fulminante,
ou mais freqlientemente, hepatite sub-fulminante. A deficiéncia hepatica relacionada
a PYR geralmente ocorre apds longos periodos de tratamento. J4 a associagcao
INH+PYR pode levar ao desenvolvimento de dano hepatico por acdo da INH, da
PYR ou ambas (DURAND et al., 1995).

O aumento do risco de ocorréncia de hepatotoxicidade severa esta associado
ao tratamento INH+PYR quando comparado ao tratamento com INH isolada (VAN
HEST et al., 2004). Conclusées semelhantes foram descritas por Ohkawa e
colaboradores (2002), os quais verificaram que a administracdo de PYR aumentou a
probabilidade de desenvolvimento de hepatotoxicidade severa em 143 vezes
quando comparada com os regimes anti-tuberculose na auséncia da PYR.

Nos estudos realizados por Dossing e colaboradores (1996), a PYR e a INH
apresentam hepatotoxicidade relacionada a dose, levando a manifestagbes clinicas
de dano hepatico em pequena porcentagem dos pacientes tratados com as doses
atualmente recomendadas. Os resultados observados demonstraram que a PYR
provocou injuria hepatica em 7 pacientes, a INH em 6 e a associacao INH+RMP em
1 paciente apenas.

Ja a hepatotoxicidade induzida por RMP+PYR nao esta bem esclarecida, mas
suspeita-se de que a PYR seja o problema primario. Hepatotoxicidade associada a
PYR tende a ocorrer durante o segundo més de tratamento, enquanto que a
hepatotoxicidade associada a INH ocorre predominantemente no primeiro més de

terapia (KUNIMOTO et al., 2003).
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A combinacdo RMP+PYR causou um efeito significante nos niveis
enzimaticos do figado apds extensiva exposicdo aos farmacos no modelo animal
utilizado por Lenaerts e colaboradores (2005).

Observagbdes semelhantes foram constatadas por Jasmer et al. (2002) e
McNeill et al. (2003), cuja associacdo RMP+PYR esta associada com maior risco de
hepatotoxicidade em relacado a terapia realizada apenas com INH. Portanto, o uso
concomitante de RMP+PYR deve ser realizado com cautela e, que, avaliages
laboratoriais freqlientes devem ser realizadas para prevencdo da progressdao da
toxicidade severa.

Em nosso trabalho verificamos que os animais dos grupos que receberam
associacdo medicamentosa apresentaram aumento estatisticamente significante das
transaminases em relacdo ao grupo controle. Porém as atividades desses
biomarcadores foram semelhantes entre si, ndo demonstrando nenhuma acgao
sinérgica dos farmacos associados, como a PYR e a RMP.

Observamos que a associacdo INH+PYR nado levou ao aumento relativo
aquele observado na INH isolada dos marcadores de hepatotoxicidade apesar de
levar a diferengcas na formacdo de metabdlitos e diferengas nos parametros

farmacocinéticos da INH.
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s-covciusoss

¢ O método analitico desenvolvido e validado apresentou sensibilidade, linearidade,
seletividade, precisdo e exatiddo satisfatorios possibilitando sua aplicagdo em
estudos de farmacocinética;

e A adicdo da PYR na terapia (INH+PYR) influenciou de maneira significativa nos
parametros farmacocinéticos da INH, sendo responséavel pela diminuicdo da meia
vida de distribuicdo, constante de eliminagdo, AUC e concentracao plasmatica média
no estado de equilibrio, acarretando em uma menor disponibilidade da INH no
organismo, porém foi capaz de aumentar a sua meia vida de eliminagéo, clearance e
volume de distribuicao;

e O grupo dos animais que recebeu associacdo INH+RMP+PYR apresentou o
parametro clearance aumentado;

e Na associacao INH+PYR, a PYR demonstrou modificar o metabolismo da INH,
alterando a produgcdo de seus metabdlitos; houve um aumento significativo na
concentracao plasmatica de Hz, sugerindo que houve ativagdo da via mediada por
acOes enzimaticas a partir da INH e da AcHz ou diminuicdo da decomposicao desse
metabdlito;

e A adicdo da RMP no grupo triade foi responsavel pela producdo de metabdlitos
semelhante ao grupo dos animais que recebeu INH isolada; contudo houve
favorecimento na “producdo” de AcHz através da hidrélise da AcINH quando
comparado ao grupo INH+PYR;

e Houve aumento estatisticamente significativo na atividade dos biomarcadores AST
e ALT, independente dos niveis dos metabdlitos, bem como indistintamente da

adicdo dos farmacos RMP e PYR no tratamento, demonstrando n&o haver acéo
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sinérgica destes farmacos em relagdo aos marcadores de hepatotoxicidade

utilizados.
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