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RESUMO

Apesar do uso clinico de antimoniais pentavalentes no tratamento das leishmanioses
a mais de meio século, seus mecanismos da acao e toxicidade permanecem pouco
compreendidos. Tem sido sugerido que o estresse oxidativo pode contribuir com a
progressdo da leishmaniose cutanea humana. No presente estudo, para
compreender melhor o mecanismo de toxicidade do antiménio pentavalente (Sb*),
investigou-se o efeito da administracdo aguda do antimoniato de meglumina (20, 60
ou 120mg Sb°*/Kg/dia — subcutaneamente durante trés dias) sobre o estresse
oxidativo em camundongos nédo infectados. A peroxidacdo lipidica e a carbonilacédo
de proteinas foram avaliados como indicativo de dano oxidativo, e as enzimas
superoxido dismutase e catalase para indicar a condicao antioxidante. Observou-se
que a administracéo aguda de Sb>" causou significativa carbonilagio de proteina no
coracao, baco e cérebro, e igualmente peroxidacdo de lipidios no figado e no
cérebro dos animais tratados com Sb>*. O desequilibrio entre a atividade da SOD e
da CAT foi verificado no coracédo, baco, cérebro e figado dos animais tratados. Estes
resultados demonstram pela primeira vez que o antimoniato do meglumina induz
estresse oxidativo em diversos 6rgados de animais ndo infectados, sugerindo que a
producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio e/ou nitrogénio induzidas
diretamente pelo antiménio pode levar ao estresse oxidativo, e também estar
envolvido com alguns dos efeitos adversos téxicos do Sb*".

Palavras-chave: Peroxidacdo lipidica; Carbonilagdo de proteinas; Antioxidantes;
Leishmaniose; Antimoniato de meglumina; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Despite the clinical use of pentavalent antimonials for more than half a century for
Leishmaniasis, their mechanisms of action and toxicity remain poorly understand. It
has been suggested that oxidative stress may contribute to the progression of human
cutaneous leishmaniasis. In the present study, to better understand the mechanism
of host toxicity of pentavalent antimony, we investigated the effect of acute
administration of meglumine antimoniate (20, 60 or 120 mg Sh'/kg/day -
subcutaneous during three days) on oxidative stress in uninfected mice. Lipid
peroxidation and protein carbonilation were measured as an indicator for the
oxidative status, and superoxide dismatase and catalase to indicate the antioxidative
status. We observed that the acute administration of Sb¥ caused significant protein
carbonylation in the heart, spleen and brain, and also lipid peroxidation in the liver
and brain of SbY treated animals. Furthemore, the imbalance between SOD and CAT
activities was verified in heart (SOD decreased), spleen (SOD increased), brain
(SOD and CAT decreased) and liver (CAT decreased). Our results demonstrated for
the first time that meglumine antimoniate induces oxidative stress in several organs
of uninfected animals, suggesting that the production of oxygen and/or nitrogen
derived reactive species induced directly by drug could lead to oxidative stress and
also may be involved with some of toxic adverse effects of antileishmanial
pentavalent antimony.

Key words: Lipid Peroxidation; Protein Carbonyls; Antioxidants; Meglumine
Antimoniate, Oxidative Stress; Leishmaniasis.
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CAT — Catalase

ERN — Espécies reativas de nitrogénio
ERO — Espécies reativas de oxigénio
GPx — Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa forma reduzida
GSSG - Glutationa forma oxidada

RL — Radicais livres

Sb** — Antiménio trivalente

Sb>" — Antimdnio pentavalente

SOD - Superoxido dismutase

TBARS — Substancias reativas ao acido tiobarbittrico
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1 INTRODUCAO

1.1Epidemiologia

As Leishmanioses sdo zoonoses amplamente distribuidas em paises tropicais
e subtropicais, e prevalentes em cinco continentes (Africa, Asia, Europa, América do
Norte e América do Sul). S&o consideradas endémicas em 88 paises e reconhecidas
pela Organizacdo Mundial de Salude como as mais sérias doencgas infecto-
parasitarias, com uma incidéncia anual de dois milhdes de novos casos, e uma

prevaléncia mundial de doze milhdées de individuos (WHO, 2006).

1.2Ciclo de vida do parasito e Sindromes clinicas

As leishmanias sdo responsaveis por um grupo de doencas cujos sintomas
variam de lesdo cutanea, em muitos casos autocicatrizantes, a infecgOes viscerais
frequentemente fatais se néo tratadas adequadamente.

O género Leishmania possui um ciclo de vida do tipo heteroxénico, vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados, e insetos vetores. No tubo digestivo de
vetores invertebrados (insetos) sédo encontradas as formas promastigotas infectantes
(formas alongadas e com flagelos), enquanto em hospedeiros vertebrados
(mamiferos) sdo encontradas as formas amastigotas (arredondadas e sem flagelo
aparente) no interior de células como macréfagos (Muller & Baker, 1990; Titus et al.,
1994), células de Langerhans (Blank et al., 1993), neutrofilos e eosindfilos (Grimaldi

et al., 1984, Oliveira et al., 1998).
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Figura 1 — Ciclo de vida do parasita (Chappuis, 2007)

Ao picar um hospedeiro vertebrado infectado, no momento do repasto
sanglineo, a fémea do vetor ingere células parasitadas com formas amastigotas
contidas no tecido do hospedeiro vertebrado. No intestino do vetor, as células se
rompem e as formas amastigotas liberadas se diferenciam em formas promastigotas,
as quais serdo transmitidas para um hospedeiro mamifero ndo infectado. A medida
que as formas amastigotas vao se multiplicando, as células infectadas séo lisadas e
as formas amastigotas liberadas a fim de parasitar novas células (Chang et al.,
1990). Embora a infecg&o inicial possa ndo resultar em sintomas clinicos, o
parasitismo intracelular pode persistir num curso cronico localizado ou difundido para

tecidos mucocuténeos ou 6rgdos viscerais resultando na doenga propriamente dita.
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Em termos imunolégicos, a doenga crénica pode estar associada a exacerbagéo ou
a completa anergia da resposta imune do hospedeiro, resultando assim na
incapacidade do hospedeiro em controlar a infec¢ao (Foli et al., 1995).

No novo mundo (Américas) as leishmanias s&o transmitidas ao homem
geralmente por fémeas do género Lutzomyia. No velho mundo (Europa, Africa e
Asia) estes vetores pertencem ao género Phlebotomus (Desjeux, 1996). No Novo
Mundo, a Leishmaniose pode ser dividida em dois grupos principais: Leishmaniose
Visceral Americana (LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (Grimaldi &
Tesh, 1993). Esta ultima inclui a forma cutanea (LC), mucocutanea (LM) e cutanea
difusa (LCD). A LVA é geralmente causada por Leishmania chagasi (L. chagasi),
embora, ocasionalmente, L. amazonensis tenha sido isolada de pacientes com a
forma visceral da doencga (Barral et al., 1991). Do mesmo modo, L. chagasi tem sido
associada a manifestacbes cutaneas com auséncia de envolvimento visceral
(Oliveira Neto et al., 1986). Em contraste, LTA é geralmente causada por espécies
pertencentes aos complexos de L. braziliensis ou L. mexicana. Porém, alguns casos
de LTA no Brasil (Momen et al., 1985), Equador e Venezuela (Hashiguchi et al.,
1991) tém sido associados a um parasito similar a L. major do Velho Mundo. A LC
(forma ulcerativa, autocicatrizante) tem sido associada com todas as espécies
dermatotrépicas do Novo Mundo. Em contraste, a LCD (forma nao ulcerativa,
progressiva, anérgica) tem sido observada somente com espécies do complexo de
L. mexicana. A forma LM (ulcerativa invasiva hiperérgica) é mais freqlientemente
associada com L. braziliensis (Grimaldi et al., 1989), mas L. panamensis (Saravia et
al., 1985), L. guyanensis (Santrich et al., 1990), e membros de L. mexicana (Barral et

al.,, 1991) podem causar formas mutilantes da doenca. Estima-se que em todo o
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mundo ocorram dois milhdes de novos casos de LTA a cada ano e que 10% da

populacdo mundial estejam sob risco de infecgdo (Roberts et al., 2000).

1.3Mecanismos de controle imunolégico da infeccéo

As diferentes manifestacdes clinicas da doenca dependem de complexas
interacbes entre as diferentes espécies de Leishmania e o sistema imune do
hospedeiro infectado. Desse modo, fatores inerentes ao parasita (espécie,
quantidade no inéculo, etc.), ao vetor (género, componentes das glandulas salivares,
etc.) e ao hospedeiro (idade, padrdo genético, estado nutricional, condicdes
imunolégicas, etc.) determinardo o curso de infeccdo (Malla & Mahajan, 2006;
Roméo et al., 2006; Monteiro et al., 2007).

Os fatores determinantes de viruléncia de Leishmania representam uma area
de intensa pesquisa, onde a complexidade e redundancia do sistema imune tornam
dificil a compreenséo temporal dos eventos celulares e interativos que podem estar
propiciando a cura ou disseminacdo da infeccdo. No modelo de infeccédo
experimental utilizando L. major, a resisténcia de determinadas linhagens de
camundongos, como o C57BL/6, est4 associada a indugdo de uma resposta de
linfocitos T auxiliar do tipo | (Thl), dependente principalmente da producédo de
interferon-gama (IFN-y) e oOxido nitrico (NO) (Scott, 1991; Heinzel et al., 1993).
Contrariamente, a susceptibilidade de algumas linhagens de camundongos esta
relacionada ao desenvolvimento de uma resposta imune dependente de citocinas
como interleucina-4 (IL-4), IL-10 e IL-13, determinando um perfil de resposta do tipo

Th2 (Mohrs et al., 1999, Himmelrich et al., 2000).
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O controle da infecgdo causada por Leishmania depende ndo s6 do tipo de
resposta imune desenvolvida no hospedeiro infectado, mas também de fatores que
sdo determinantes para a viruléncia dos parasitos como sua capacidade de
seqlestrar e neutralizar intermediérios reativos derivados do oxigénio e nitrogénio e
ainda a aquisicéo de resisténcia a Sb> (Miller et al., 2000; Gantt et al., 2001).

A capacidade das formas amastigotas de Leishmania sobreviver ao estresse
oxidativo gerado imediatamente e horas apds o processo de fagocitose (Gantt et al.,
2001) depende também de fatores intrinsecos aos parasitas. Neste contexto, foi
demonstrado que os sistemas antioxidantes baseados em glutationa (GSH) e
tripanotiona/tripanotiona  redutase [T(SH)./TryR] representam componentes
protetores essenciais contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Dumas et
al., 1997; Tovar et al., 1998, Roméao et al., 1999; Roméo et al., 2006) gerados
durante a resposta imune.

Durante a fagocitose o macréfago produz uma resposta oxidativa contra a
Leishmania intracelular, gerando superéxido (O;), perdxido de hidrogénio (H20,),
oxido nitrico (NO’) (Miller et al., 2000; Gantt et al., 2001). No primeiro estagio da
infeccdo o superoxido é produzido como parte da explosdo respiratéria de
macrofagos em resposta a fagocitose. A producéo de superdxido € catalisada pela
NADPH oxidase, que transfere um elétron de NADPH ao oxigénio, produzindo o
superdéxido. O outro oxidante produzido pelo macréfago que atua contra a
Leishmania é o 6xido nitrico, gerado apos a ativagdo do macréfago por interferon-y
(IFN-y) e pelo fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Tem sido demonstrado que o NO

€ a principal molécula envolvida na morte intracelular do parasita (Gantt et al., 2001).

1.4 Radicais livres
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A oxidacao é parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo e, assim,
os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfungéo bioldgica.
Radical livre € definido como qualquer 4&tomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia
(Halliwell & Gutteridge, 1989). Os radicais livres cujo elétron ndo-emparelhado
encontra-se centrado nos &atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) respectivamente (Barreiros
et al., 2006). A presenca de elétrons desemparelhados na ultima camada, é que
confere alta reatividade as espécies quimicas. O organismo sofre a¢do constante de
ERO e ERN gerados em processos inflamatérios, por alguma disfungdo biolégica
(Ferreira et al., 1997).

As principais EROs dividem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (OH),
superéxido (O;7), peroxila (ROOY) e alcoxila (ROY); e os nao-radicalares: oxigénio
(O2), peroxido de hidrogénio (H.O,) e &cido hipocloroso. Ja entre as ERN
encontram-se o0 o6xido nitrico (NO’), o6xido nitroso (N,Os), &cido nitroso (HNO,),
nitritos (N2O), nitratos (N3O’) e peroxinitritos (ONOO"). Alguns dessas especies
podem ser altamente reativos no organismo, enquanto que outras S80 poucos
reativas, mas mesmo assim podem gerar dano (Barreiros et al., 2006).

Os radicais livres estdo envolvidos em diversas atividades biolégicas como a
producéo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizacao
intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. Porém, o excesso de
radicais livres ocasiona reagBes com o0s substratos biolégicos, tal como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas, enzimas,

carboidratos e DNA podendo causar sérios danos a saude humana. Dessa forma,
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estdo relacionados com diversas patologias, como por exemplo, a esclerose
multipla, isquemia, aterosclerose, doencas neurodegenerativas e cancer (Mates et
al., 1999; Kock et al., 2007). Com relacédo as leishmanioses nédo esta definido se o
estresse oxidativo participa diretamente na geragdo inicial dos danos ou age
simplesmente como fator agravante do quadro geral (Serarslan et al., 2005).

O radical OH' é a espécie mais reativa, sendo dificilmente sequestrado in vivo
(Ferreira et al., 1997, Barreiros et al., 2006), pois se combina muito rapidamente com
metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi gerado (Ferreira et al., 1997). Este
radical € formado no organismo principalmente por reacdes do H,O, com metais de
transicdo. O OH pode causar danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e
membranas celulares do nacleo e mitocondria (Barreiros et al., 2006).

O H,0; é pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de metais
de transigdo. Entretanto, tem papel importante no estresse oxidativo por ser capaz
de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o OH" (Ferreira et al., 1997,
Barreiros et al., 2006). O H,O, oxida somente proteinas que apresentem residuos de
metionina ou grupos tiol muito reativos, GSH, por exemplo. O H,0, é gerado in vivo
por dismutacdo do &nion Oy ~ por enzimas oxidases ou pela B-oxidacdo de é&cidos
graxos. As mitocondrias séo importantes fontes de O, " e, como este anion-radical
pode causar sérios danos, elas séo ricas em SOD que o converte em H,O, O H,0>
gerado é entdo parcialmente eliminado por antioxidantes como a CAT e glutationa
peroxidase, mas como essa eliminacao tem baixa eficiéncia, grande parte do H,O, é
liberado para a célula.

O Oy ~auxilia na producéo de radical HO", pela reducédo de FE *3, formando
Fe*? reage com o radical HO produzindo oxigénio singleto e com o NO gerando

ONOO'. O anion superéxido presente no organismo é eliminado pela enzima SOD,
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que catalisa a dismutagcédo de duas moléculas de O, em O, e H,0,. O H,0O, quando
nado eliminado do organismo pelas enzimas peroxidases e catalases, pode gerar OH
(Barreiros et al., 2006). Apesar dos efeitos danosos, o radical O, ~ é vital para as
células de defesa e sem ele o organismo ficaria desprotegido contra infec¢des
causadas por virus bactérias e fungos. O radical O, ~ ocorre em quase todas as
células aerdbicas e é produzido durante a ativacdo maxima de neutrdfilos,
mondcitos, macrofagos e eosindfilos (Ferreira et al., 1997; Barreiros et al., 2006).

O NO' pode ser produzido no organismo pela acdo da enzima 6xido nitrico
sintase a partir da arginina, O, e NADPH, gerando NO e citrulina. O NO' n&o é
suficientemente reativo para atacar diretamente DNA, mas pode reagir com o O3,
produzido pelos fagocitos, gerando ONOO', esse sim sofre reacdes secundarias

tornando-o capaz de atacar o DNA (Barreiros et al., 2006).

1.5 Defesas antioxidantes

O excesso de radicais livres é neutralizado por antioxidantes. As protecdes
antioxidantes contra as ERO e ERN abrangem a protegdo enzimatica ou por
macromoléculas, que podem ter origem no proprio organismo ou sdo adquiridas
através da dieta. As macromoléculas representadas pelas enzimas podem atuar
diretamente contra ERO e ERN ou, ainda, reparar os danos causados ao organismo
por essas espeécies, a exemplo: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). S&o conhecidos trés
sistemas principais antioxidantes. O primeiro é composto por duas enzimas SOD,
uma que contém Cu®" e Zn?* como centro redox e ocorre no citosol (Ferreira et al.,

1997; Mates et al.,, 1999; Barreiros et al., 2006), sendo que ndo sofre acdo do



18

estresse oxidativo na sua atividade e outra que contém Mn?" como centro redox,
presente na mitocondria (Ferreira et al., 1997; Barreiros et al., 2006) e sua atividade
aumenta com o estresse oxidativo. Estas enzimas catalisam a destruicdo do anion
O,’, convertendo-o em oxigénio e H,O, (Ferreira et al., 1997; Barreiros et al., 2006).

O segundo sistema é formado pela CAT que atua na dismutacdo do H,O, em
O, e H,O (Ferreira et al., 1997; Mates et al., 1999; Barreiros et al., 2006).

O terceiro sistema é formado pelo antioxidante glutationa (GSH) em conjunto
com as outras duas enzimas GPx e GR. A presencga do selénio na enzima explica a
importancia desse metal e sua atuagdo como antioxidante nos organismos Vivos.
Esse sistema também catalisa a dismutacédo do H,O, em H,O e O,, sendo que a
GSH atua em ciclos entre sua forma oxidada (GSSG) e sua forma reduzida (GSH). A
GSH reduz o H,0; a H,O em presenca de GPx, formando uma ponte dissulfeto e em
seguida, a GSSG é regenerada pela GR (Ferreira et al., 1997; Mates et al., 1999;
Barreiros et al., 2006).

Apesar de essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesbes
oxidativas por EROs, os organismos podem vivenciar situacées onde a protecdo é
insuficiente, levando assim ao estresse oxidativo. Algumas situagdes geradoras do
estresse oxidativo incluem: ativacdo de fagocitos (neutrofilos, macréfagos,
mondcitos e eosindfilos) por microorganismos, hiperdxia, alguns xenobidticos,
radiacdo ionizante, isquemia (Yu, 1994). As EROs produzidas por estas células
quando ativadas por microorganismos patogénicos atuam como moléculas
microbicidas sendo, portanto, um importante meio de protecdo contra o0
desenvolvimento de infec¢des. Portanto, a manutencdo das defesas antioxidantes
quimicas e enzimaticas em equilibrio dindmico com a formacdo de EROs no

organismo é fundamental para a sua sobrevivéncia.
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1.6 Estratégias de tratamento

Atualmente, apesar de inUmeros alvos moleculares de vital importancia para a
sobrevivéncia de Leishmania como, por exemplo, o sistema [T(SH)./TryR] terem sido
identificados, ndo existe vacina eficaz contra leishmaniose e os farmacos de primeira
escolha continuam sendo metaldides pertencentes ao grupo XV da tabela periddica,
como o antimoniato de meglumina e estibogluconato de sddio. Estes farmacos
pertencem ao grupo quimico dos metais pesados, e embora possuam relativa
eficacia na cura clinica da doenca, seus efeitos deletérios podem ser graves. Efeitos
adversos como mialgia, artralgia, anorexia, nduseas, vomitos e leucopenia podem
ocorrer agudamente, enquanto a cardio, nefro e hepatotoxicidade, além de
alteragcbes pancreaticas podem estabelecer-se mais tardiamente, podendo ocasionar
0 6bito do paciente (Malla & Mahajan, 2006).

Dados da literatura indicam que a eficacia do antimoniato de meglumina no
controle da forma cutanea da infecgéo varia de 26 a 100% (Rodrigues et al., 2006).
Amfotericina B (Molina et al., 2007), pentoxifilina (Bafica et al., 2003, Machado et al.,
2007), miltefosina (Bhattacharya et al., 2007) e outros farmacos vém sendo
utilizados em casos de resisténcia aos antimoniais. A resisténcia aos antimoniais
tem sido relacionada a fatores como: aumento da expressao de genes relacionados
a sintese de GSH e tripanotiona e conjugacédo do antiménio trivalente (Sb*") a tidis,
seguido de efluxo (Mukhopadhyay et al., 1996; Grondin et al., 1997; Carter et al.,
2003; Wyllie et al., 2004; Singh & Sivakumar, 2004; Singh N, 2006; Hadighi et al.,
2006). Baixas dosagens e tratamento descontinuo levam a falhas na terapia e

consequente aumento das formas resistentes do parasita (Rath et al., 2003).
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A posologia recomendada pelo Ministério da satde de é de 20mg/Sb>*/Kg/dia
de 30 a 40 dias para o tratamento leishmaniose visceral e de 15mg/Sb>*/Kg/dia por

20 dias para o tratamento de leishmaniose tegumentar americana (Brasil, 2003).

1.7 Compostos de Antimonio

Compostos de antimbnio j& eram empregados séculos antes da era Crista
para diversos fins terapéuticos. Somente em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna
observou que o Sb* era eficaz na terapéutica da LTA. Anos mais tarde foi
comprovado também a eficacia deste metaldide para o tratamento do Calazar
(Berman et al., 1980; Berman, 1988).

Devido aos graves efeitos colaterais e téxicos, os Sh*" foram substituidos por
Sb>. Esses Ultimos sdo derivados do acido antiménio e da N-metil-glucamina, que
por sua vez € obtida previamente a partir da aminagdo redutora de glicose em
presenca de metilamina. E um composto de formula estrutural ndo definida, solGvel
em agua e pouco soluvel em solventes organicos (Berman et al., 1980; Berman,
1988).

O antimoniato de meglumina no Brasil € o medicamento de primeira escolha
na terapéutica da leishmaniose. O medicamento provoca regressdo rapida das
manifesta¢cbes clinicas e hematoldgicas da doenca, bem como a esterilizagdo do
parasita (Raht et al., 2003).

Pela ocorréncia de diversos casos que ndo corresponderam aos esquemas
descontinuos ou seriados de antimoniais, buscou-se aplicd-los em esquemas

ininterruptos (Marsden et al.,, 1985), mesmo apresentando toxicidade, efeitos

colaterais e alto custo (Korolkovas et al., 1988).
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Pouco se compreende sobre o mecanismo de acdo desta droga e sugere-se
que o Sb* possa ser uma pré-droga, sendo convertido a Sb** apés a administragéo,
e assim possa interferir no processo de (B-oxidacdo de 4cidos graxos e glicolise do
parasita, levando a uma deplecdo dos niveis de ATP intracelular. Varios estudos
indicam que a formagdo in vivo do Sb® é responséavel tanto pela atividade
terapéutica como pela toxicidade do antimonio (Berman et al., 1980; Berman., 1988)

H& poucos estudos sobre aspectos toxicoldgicos e metabolizagdo do
antiménio. Sabe-se que em geral o antiménio acumula-se em 6rgédos vascularizados
e tecidos, principalmente rim e figado, além de possuir grande afinidade pelo baco e
pelo sangue. Uma quantidade expressiva de antimonio no sangue pode estar
relacionada com a alta afinidade do Sb** pelos eritrécitos (Felicetti et al., 1974).

O metabolismo do antiménio esta relacionado com a mudanca de valéncia
apds incorporacdo no organismo vivo, aproximadamente de 5-10%. No homem,
assim como em roedores, apenas uma pequena quantidade de Sbh®" é reduzida para
a forma trivalente. Parece que o organismo ndo possui mecanismos eficientes de
detoxificag&o do Sb*" (Chulay et al., 1988). A excrecdo de Sbh* e Sb>* em humanos
é preferencialmente via renal. Verificou-se que mais de 80% do Sb** administrado
intravenosamente como estibogluconato € excretado na urina apos 6-8 h (Rees et
al., 1980). A farmacocinética de compostos de Sb** (estibogluconato e antimoniato
de meglumina), apés aplicagdo intramuscular, é representada por uma fase inicial de
absorgcdo com tempo de meia vida de 0,85 h, seguida de uma fase de eliminag&o
rapida com tempo de meia vida de 2,02 h e, por Ultimo, uma fase de eliminacdo com
tempo médio de meia vida de 76 h (Chulay et al., 1988).

H& evidéncias de que o Sb**, tal como estibogluconato de sédio induz a

ativagdo das células do hospedeiro e consequente morte dos parasitos intracelulares
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(Ibrahim et al., 1994). Além disso, verificou-se que o estibogluconato de sédio age
sinergicamente com interferon-alfa (IFN-o) na ativacdo do fator de transcrigéo
STAT1 (transdutores de sinais e ativadores de transcricdo) desencadeando a morte
de linhagens de células tumorais como WM9 (melanoma), SW620 (carcinoma de
colon) e U266 (mioeloma multiplo) (Yi et al., 2002). Foi demonstrado que em
macrofagos infectados com Leishmania o estibogluconato de sédio induz a producéo
de ERO através da via de sinalizacdo PI3K-PKC-Ras/Raf, e morte dos parasitas
intracelulares de modo dependente de NO através da ativagdo de PI3K e p38 MAPK
(Basu et al., 2006). Tem sido sugerido que em leishmaniose cutdnea humana, o
estresse oxidativo pode contribuir para a progressdo da doenca. Neste contexto,
alguns estudos mostraram que o sistema antioxidante esta alterado durante a
infecgé@o (Kocyigit et al., 1998; Erel et al., 1999; Kocyigit et al., 2003; Serarslan et al.,
2004; Vural et al., 2004; Kocyigit et al., 2005). Os autores sugeriram que na
leishmaniose cutanea, a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
conduz ao estresse oxidativo devido a atividade enzimética alterada da SOD e da
glutationa peroxidase (Serarslan et al., 2004; Vural et al., 2004). Embora a exposi¢éo
ao antimdnio possa produzir graves reagdes adversas, particularmente afetando
coragao, figado e rim, pouco se conhece sobre seus mecanismos citotoxicos. Dessa
forma, no presente estudo, para compreender melhor o mecanismo de toxicidade do
Sb>, investigou-se o possivel efeito do tratamento com antimoniato de meglumina
sobre o estresse oxidativo em camundongos ndo infectados tratados com

antimoniato de meglumina.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

v Avaliar o efeito do tratamento agudo com antimoniato de meglumina,
sobre parametros de estresse oxidativo em camundongos né&o

infectados com leishmania.

2.2 Objetivos Especificos

v Investigar o efeito do tratamento agudo com antiménio de meglumina
sobre a peroxidagdo de lipidios e carbonilagdo de proteinas no
coracao, figado, rim, baco e cérebro de camundongos nao infectados;

v' Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e
catalase no coragdo, figado, rim, baco e cérebro de camundongos

tratados agudamente com antimoniato de meglumina.
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3 RESULTADOS

Apesar de sua alta toxicidade, o antiménio de meglumina continua sendo o
farmaco de primeira escolha para o tratamento das varias formas clinicas da
leishmaniose humana. Neste estudo avaliou-se o efeito do tratamento com
antimoniato de meglumina sobre paréametros de estresse oxidativo, uma vez que
pouco se conhece sobre 0s mecanismos toxicos deste farmaco.

Entre as reagOes adversas mais graves destacam-se aquelas relacionadas
aos efeitos do antimdénio sobre 6rgdos como coragdo, figado e rim. Neste estudo,
verificou-se que o tratamento agudo de camundongos nao infectados com
antimoniato de meglumina nas doses de 20, 60 e 120 mg/Kg ndo promoveu dano a
lipidios no tecido cardiaco dos animais (Figura 1, painel A). Porém na dose de 120
mg/kg, Sb** foi capaz de promover carbonilagdo de proteinas (Figura 1, painel B).
Neste tecido, a administragdo de antimoniato de meglumina em todas as doses
testadas reduziu significativamente a atividade da enzima SOD (Figura 1, painel C),
sem promover nenhuma alteragéo na atividade da catalase (Figura 1, painel D).

Em contraste para o observado no corac&o, o tratamento com Sb*° aumentou
significativamente o dano a lipidios no figado (Figura 2, painel A). Com relacdo a
carbonilacdo de proteinas, ndo se observou diferencga significativa entre os grupos
tratados e controles (Figura 2, painel B). Neste tecido, a SOD néo sofreu alteragdo
em sua atividade em nenhuma das doses de antimoniato de meglumina utilizadas
(Figura 2, painel C). J& a atividade enzimética da catalase foi drasticamente
reduzida no figado dos animais tratados com as diferentes doses do antimoniato de

meglumina (Figura 2, painel D).
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No rim, ao contrario do verificado com os demais 6rgdos avaliados, ocorreu
diminuic&o do dano a lipidios nos animais tratados com o antimoniato de meglumina
em todas doses utilizadas. (Figura 3, painel A). J4 a carbonilacdo de proteinas
ocorreu somente na dose de 20 mg/kg (Figura 3, painel B). Com relacéo as defesas
enzimaticas antioxidantes observou-se uma reducgdo significativa da atividade da
SOD apenas nos animais tratados com a dose de 20 mg/kg de antimoniato de
meglumina (Figura 3, painel C), sem alteragcédo da atividade da CAT em nenhuma
das doses testadas (Figura 3, painel D).

No bacgo verificou-se dano a lipidios somente na dose de 60 mg/kg (Figura 4,
painel A). Ja a carbonilacdo de proteinas foi significativamente aumentada nos
animais tratados com diferentes doses de Sbh*™ (20, 60 e 120 mg/Kg) (Figura 4,
painel B). Neste tecido observou-se um aumento significativo da atividade da SOD
nos animais tratados com as diferentes doses (Figura 4, painel C). Assim como o
verificado em relagéo ao coragao e rim, nenhuma alteragéo significativa na atividade
da CAT foi observada nos animais tratados com as doses utilizadas (Figura 4, painel
D).

Em camundongos tratados agudamente com o antimoniato de meglumina
também se observou dano cerebral. As diferentes doses (20, 60 e 120 mg/kg) de
antimoniato de meglumina promoveram significativo dano a lipidios (Figura 5, painel
A), enquanto que as doses de 60 e 120 mg/Kg causaram carbonilacdo de proteinas
(Figura 5, painel B). Com relag&o as enzimas com funcéo antioxidante, observou-se
uma reducdo significativa na atividade da SOD no cérebro dos animais tratados com
0 antimoniato de meglumina nas doses de 20 e 60 mg/Kg (Figura 5, painel C). As
trés doses utilizadas reduziram significativamente a atividade da CAT (Figura 5,

painel D).
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Abstract

Despite the clinical use of pentavalent antimonials for more than half a century for
Leishmaniasis, their mechanisms of action and toxicity remain poorly understand. It
has been suggested that oxidative stress may contribute to the progression of human
cutaneous leishmaniasis. In the present study, to better understand the mechanism
of host toxicity of pentavalent antimony, we investigated the effect of acute
administration of meglumine antimoniate (20, 60 or 120 mg Sh'/kg/day -
subcutaneously during three days) on oxidative stress in uninfected mice. Lipid
peroxidation and protein carbonilation were measured as an indicator for the
oxidative status, and superoxide dismatase and catalase to indicate the antioxidative
status. We observed that the acute administration of Sb" caused significant protein
carbonylation in the heart, spleen and brain, and also lipid peroxidation in the liver
and brain of SbY treated animals. Furthemore, the imbalance between SOD and CAT
activities was verified in heart, spleen, brain and liver. Our results demonstrated for
the first time that meglumine antimoniate induces oxidative stress in several organs
of uninfected animals, suggesting that the production of nitrogen or oxygen derived
reactive species induced directly by drug could lead to oxidative stress and also may
be involved with some of toxic adverse effects of antileishmanial pentavalent

antimony.

Key words: Lipid Peroxidation; Protein Carbonyls; Catalase; Superoxide Dismutase;

Meglumine Antimoniate; Oxidative Stress

Abbreviations: ROS, Reactive oxygen species; SbY, pentavalent antimony; CAT,

Catalase; SOD, Superoxide dismutase
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Introduction

Leishmaniasis remains a major public health problem today in despite of the
vast amount of research conducted on Leishmania pathogens. Leishmania cause a
spectrum of diseases ranging from self-healing ulcers to disseminated and often fatal
infections, depending on the species involved and the host’s immune response.
Adequate vaccines against leishmaniasis have yet to be developed, and drugs
currently available for chemotherapeutic intervention are mostly unsatisfactory mainly
because of their lack of specificity, toxicity to humans, and, in many cases,
developed parasite resistance (Molyneux, 1997).

Currently, the first-choice of treatment remains the pentavalent antimonials
(Sb"), mainly meglumine antimoniate, which is obtained from the reaction between
the antimony oxide V (Sb,0s) and N-methylglucamine, and their chemical structure
was not fully determined (Roberts et al., 1998). In humans, the treatment is often
limited because of toxic adverse effects including urticaria, nausea, lethargy,
arthralgia, abdominal pain, pancreatitis, nephrotoxicity, cardiotoxicity and
hepatotoxicity (Davidson, 1998; Guerin et al., 2002).

Pentavalent antimony (Sb") is regarded as a pro-drug that has to be
transformed to the trivalent form (Sb") to kill the intracellular parasites. Reduction
could either occur inside the parasites (Shaked-Mishan et al., 2001), or in the
macrophage by derived thiols (Ferreira et al., 2003). It was demonstrated that Sh"
induces Leishmania death by an apoptotic-like mechanism involving DNA
fragmentation and externalization of phosphatidylserine independently of caspase
(Sereno et al., 2001; Sudhandiran and Shara, 2003). In leishmanias, trypanothione
plays a central role in parasite protection against mammalian host defense systems
by recycling trypanothione disulphide by the enzyme trypanothione reductase. Wyllie
and colleagues (2004) have demonstrated that in Leishmania trivalent antimony
interferes with trypanothione metabolism, inducing rapid efflux of intracellular
trypanothione and glutathione. In this context, we have demonstrated that
trypanothione and also glutathione are essential antioxidant systems that protect
macrophages and parasites against the toxic effect of nitrogen-derived reactive
species (Romao et al., 2006).

There is some evidence that pentavalent antimony such sodium antimony

gluconate (SAG) induces host cell activation as an integral and necessary
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component of SAG-induced antileishmanial effects in vitro (Ibrahim et al., 1994).
Previous study indicates that SAG synergizes with alpha interferon (IFN-a), activating
STAT1 to kill human cancer cell lines (Yi et al.,, 2002). In addition, SAG induces
activation of intracellular signaling pathway in Leishmania-infected macrophages,
which results in the production of reactive oxygen species (ROS) via PI3K-PKC-
Ras/Raf pathway, and NO-dependent parasite killing (PI3K and p38 MAPK) (Basu et
al., 2006). It has been suggested that oxidative stress may contribute to the
progression of human cutaneous leishmaniasis. In this context, there are some
reports showing that endogenous antioxidant functions are altered during infection
(Kocyigit et al., 1998; Erel et al.,, 1999; Kocyigit et al., 2003; Vural et al., 2004,
Kocyigit et al., 2005; Serarslan et al., 2005). The authors suggested that during
cutaneous leishmaniasis the production of nitrogen (RNS) or oxygen reactive species
(ROS) results in oxidative stress due to altered serum enzymatic activity of
superoxide dismutase and glutathione peroxidase (Vural et al., 2004; Serarslan et al.,
2005). On the other hand, exposure to antimony can produce cellular and organic
injury, particularly in the heart, lung, liver and kidney but the exact mechanisms of
action are not well understood (Leonard and Gerber, 1996). In the present study, to
better understand the mechanism of host toxicity of pentavalent antimony, we
investigated the ability of meglumine antimoniate treatment to induce oxidative stress

in uninfected mice.

Materials and Methods

Animals

Male CF-1 mice (2 months, 30 g) were obtained from our breeding colony (UNESC).
The animals were housed six per cage with food and water available adlibitum and
were maintained on a 12-h light/ dark cycle (lights on at 7:00 am). All experimental
procedures were performed in accordance with NIH Guideline for the Care and Use
of Laboratory Animals. This study was approved by the local ethics committee

(Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Extremo Sul Catarinense).

Administration of meglumine antimoniate
Six mice per group received daily subcutaneous injections of meglumine antimoniate

(Glucantime® - Aventis Pharma Brazil 81 mg Sb"/ml) at doses of 20, 60 or 120 mg
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SbY/kg/day during three days. The pentavalent antimony was dissolved in glucose
solution 5% and used immediately. The control group received a solution consisting
of glucose 5%. Drug solutions were prepared daily just before the administration.
Twenty-four hours latter, the animals were killed by decapitation and heart, brain,
liver, kidney and spleen from each mouse were isolated and stored at -80 °C for

posterior analyses.
Biochemical assays

Lipoperoxidation

The formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) during an acid-heating
reaction was measured as an index of lipid peroxidation as previously described
(Draper and Hadley, 1990). Briefly, samples of homogenate tissues (brain, heart,
liver, kidney and spleen) obtained from control and meglumine antimoniate-treated
mice were mixed with 1 ml of trichloroacetic acid 10% and 1 ml of thiobarbituric acid
0.67% and then heated in a boiling water bath for 15 min. TBARS were determined
by the absorbance at 535 nm. Results are expressed as malondialdehyde (MDA)

equivalents (nmol/mg of protein).

Protein Carbonyls

The oxidative damage to proteins was assessed in tissue homogenates by the
determination of carbonyl groups based on the reaction with dinitrophenylhydrazine
as previously described (Levine et al., 1990). Briefly, proteins were precipitated by
the addition of 20% trichloroacetic acid and redissolved in dinitrophenylhydrazine and
the absorbance read at 370 nm

Protein estimation
Protein was estimated in all the fractions according to the method of Lowry et al.

(1951). Bovine serum albumin was used as standard.

Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities
In order to determine CAT activity, the tissue was sonicated in 50 mM phosphate
buffer and the resulting suspension was centrifuged at 3000 g for 10 min. The

supernatant was used for enzyme assay. CAT activity was measured by the rate of
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decrease in hydrogen peroxide absorbance at 240 nm (Aebi, 1984). SOD activity
was assayed by measuring the inhibition of adrenaline auto-oxidation, as previously

described (Bannister and Calabrese, 1987).

Statistical analysis

Data are reported as means + standard deviation. Data were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey test when F was significant.
P<0.05 was considered significant. All analyses were performed using the Statistical

Package for the Social Science software (SPSS, Chicado, IL).
Results

In order to determine oxidative stress induced by meglumine antimoniate in vivo, we
have evaluated TBARS, protein carbonyl as indicative of damage and enzymatic
antioxidant balance in the heart, brain, liver, kidney and spleen of mice acutely
exposured to meglumine antimoniate (MA) at doses of 20, 60 and 120 mg
SbV/kg/day.

We observed that the acute administration of Sb" at doses of 20, 60 and 120
mg/kg/day did not increase lipid peroxidation in the mouse heart compared to control
(Fig.1A). However, SbY at dose of 120 mg/kg caused a significant increase in
carbonylated proteins (Fig. 1B). We found that all doses of Sb" used cause significant
decrease in SOD activity (Fig. 1C), while no changes in CAT activity were observed
(Fig. 1D).

In contrast to observed in the heart, the injection of ShY at doses of 20, 60 or
120 mg/kg increased significantly lipid peroxidation in liver tissue (Fig. 2A). The
administration of pentavalent antimony did not increase protein carbonyl formation in
the liver (Fig. 2B). In this tissue, no changes in SOD activity were observed after the
treatment with any dose tested (Fig. 2C). However, the CAT activity was significantly
decreased at all doses used (Fig. 2D).

By contrast, when mice were treated with different doses of ShY (20, 60 or 120
mg/kg), all groups displayed a statistical significant reduction of kidney lipid
peroxidation compared to control (Fig. 3A). However, the carbonylated protein was
increased only in animals treated with 20 mg/kg of antileishmanial drug (Fig. 3B). The

administration of Sb" only at the lower dose decreased SOD activity in the kidney
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(Fig. 3C). No changes in CAT activity were observed in kidney of Sh'-treated mice
(Fig. 3D).

Regarding the spleen, increased lipid peroxidation was observed only when
animals were treated with Sb" at the dose of 60 mg/kg (Fig. 4A). Carbonylated
proteins were found increased in animails that received Sb" at all doses used (Fig.
4B). In relation to protective antioxidant enzymes, the treatments increased SOD
activity in the spleen (Fig. 4C). No changes in CAT activity were observed in spleen
of Sbh¥-treated mice, likely to what was described in the heart and kidney of antimony-
treated animals (Fig. 4D).

In the brain, the injection of Sb" at doses of 20, 60 and 120 mg/kg promoted
lipid peroxidation (Fig. 5A), while at doses of 60 and 120 mg/kg increased the
amount of carbonylated proteins compared to control animals (Fig. 5B). Concerning
antioxidant enzymes, Sb at doses of 20 and 60 mg/Kg promoted a potent inhibition
in brain SOD activity (Fig. 5C). As we had observed in the liver (Fig. 2D), the CAT
activity was significantly decreased at all doses used (Fig. 5D).

Discussion

Our results demonstrated for the first time that meglumine antimoniate, under
our experimental conditions, was able to induce oxidative stress in several organs of
uninfected mice, suggesting that the production of nitrogen (RNS) or oxygen reactive
species (ROS) induced directly by drug could lead to oxidative stress. We suggested
that the oxidative stress antimony-induced might be involved with some of the highly
toxic adverse effects of antileishmanial drugs. This conclusion is supported by the
following observations: a) the acute administration of meglumine antimoniate to
uninfected mice increased protein carbonylation content in the heart, kidney, spleen
and brain; b) caused a significant increase in peroxidation of polyunsaturated fatty
acids in the liver, spleen and brain; c) did not change SOD activity in the liver, but
increased its activity in the spleen, and decreased it in the heart, kidney and brain; d)
and did not modify CAT activity in the heart, kidney and spleen, but inhibited its
activity in the liver and brain.

Pentavalent antimony (Sb") remains the firstline treatment for leishmaniasis.
The therapeutic activity often involves reaction with sulfohydryl groups of enzymes

and/or a selective toxicity against the parasite. Concerning to this, it was
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demonstrated that inside the parasites, trivalent antimony (Sb") reacts with
trypanothione, inhibits the trypanothione reductase activity and induces rapid efflux of
trypanothione and glutathione (Wyllie et al., 2004), which are essential antioxidant
systems that protect parasites and host mammalian cells against the citotoxic effect
of nitrogen-derived reactive species (Roméo et al., 2006).

During its life cycle, the protozoan parasite Leishmania experiences oxidative
stress when interacting with activated macrophages. Oxidative stress occurs when
there is excessive free-radical generation or a low antioxidant level. In excess, ROS
and RNS can attack the polyunsaturated fatty acids of membrane lipids, causing lipid
peroxidation and the disorganization of cell structure and function (Halliwel et al.,
1992). ROS-mediated lipid peroxidation results in generation of malondialdehyde
(MDA), a highly toxic molecule, which is used as a biological marker of oxidative
stress (Halliwel et al., 1992).

Most frequent adverse effects related to systemic administration of meglumine
antimony include urticaria, nausea, lethargy, arthralgia, abdominal pain (Davidson,
1998; Guerin et al., 2002). Moreover, some symptoms comes after chronic treatment
due to accumulation of drug in tissues, and strongly contribute to reduction or
withdrawal from the antimony treatment, such as mialgia, pancreatites,
nephrotoxicity, cardiotoxicity and hepatotoxicity (Croft et al., 2006). Neither the
traditional second-line drugs such pentamidine and amphotericine B, also very toxic
to humans, nor the recent oral agent miltefosine provides a clear alternative for the
treatment of leishmaniasis (Guerin et al., 2002). For this reason, we considered it to
be of interest to continue searching about the mechanism of host toxicity of
pentavalent antimony to create pharmacological strategies to minimize the problem.
Exposure to pentavalent antimony can produce cellular and organic injury,
particularly in the heart, lung, liver and kidney but the exact mechanisms of action are
not well understood (Leonard and Gerber, 1996). Indeed, there are already links
between Sb" incubation and ROS and nitric oxide (NO) production by Leishmania-
infected macrophages (Basu et al., 2006, Mann et al., 2006). Furthemore, it has been
suggested that oxidative stress may contribute to the progression of human
cutaneous leishmaniasis. In this context, there are some reports showing that
endogenous antioxidant functions are altered during infection (Kocyigit et al., 1998;
Erel et al., 1999; Kocyigit et al., 2003; Vural et al., 2004; Kocyigit et al., 2005;
Serarslan et al., 2005).
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Our study showed that the acute administration of Sb" increased protein
carbonylation levels in the heart, kidney, spleen and brain of treated animals. In
patients with cutaneous leishmaniasis, plasma protein carbonyl levels were higher,
but not statistically significant compared with those of healthy subjects. Protein
carbonylation is the most widely used biomarker for oxidative damage to proteins
(Dalle-Donne et al., 2006). Carbonyl groups are introduced into proteins by a variety
of oxidative pathways. ROS can react directly with the protein or they can react with
molecules such as sugars and lipids, generating products (reactive carbonyl species)
that react with proteins. A large number of neurodegenerative diseases are directly
associated with the accumulation of carbonylated proteins (Dalle-Donne et al., 2006).

In this study increased TBARS levels in the liver, spleen and brain of mice
treated with meglumine antimoniate were consistent with the other studies that used
plasma MDA levels as a marker of oxidative stress in patients with cutaneous
leishmaniasis (Vural et al., 2004; Serarslan et al., 2005; Kocyigit et al., 2005). The
brain is particularly prone to oxidative damage due to its high content of peroxidizable
fatty acids and limited antioxidant capacity (Floyd, 1999). Lipid peroxidation is one of
the major consequences of free radical-mediated injury to cells. It changes fluidity
and permeability of membrane cells and, consequently, impairs the activity of
membrane-bound enzymes, the binding of molecules to receptors, cellular
interactions, nutrient transport, and the function of second messengers systems
(Meagher and FitzGerald, 2000). Furthermore, change in lipid content on oxidative
damage leads to change in the permeabilization of mitochondrial membrane and
release of proapoptotic proteins into the cytosol activating cellular proteases
(Hengartner, 2000), and leading to a cellular instability and death.

Cardiac toxicity is probably the principal cause of death in some patients
treated with antimonials (Winship, 1987). Tirmenstein and colleagues (1995) have
demonstrated that potassium antimonyl tartrate (PAT) induces a lethal oxidative
stress in cultured cardiac myocytes, which was correlated with decreased protein
thiols, GSH and ATP levels (Tirmenstein et al., 1997). Moreover, it was demonstrated
that antimony compounds prolonged the potential action of guinea pig ventricular
myocytes via an increase in cardiac calcium currents, which were very sensitive to
the potassium antimony (l11) tartrate (Kuryshev et al., 2006).

Chulay and colleagues (1988) reported that most of the administered antimony

was rapidly eliminated by the kidney after an initial intramuscular injection, but nadir
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concentrations increased gradually during repeated exposure. In fact, in the present
study we did not observe damage to polyunsaturated fatty acid from renal tissues
after 3 days of treatment with antimony. These results might suggest that renal short
exposure to antimony did not significant affect renal tissue.

To protect against oxidative damage, mammalian host have developed a
variety of defenses including metal scavering proteins, enzymatic and non-enzymatic
antioxidant systems. Considering that carbonylated proteins and lipid peroxidation
may reflect the effects induced by multiple forms of free radical species, the current
study aimed to measure the activity of two free radicals scavenging enzymes
superoxide dismutase and catalase in meglumine antimoniate-treated mice.

Our data also demonstrated that the acute administration of meglumine
antimoniate increased SOD activity in spleen, while decreased it in the heart, kidney
and brain. Moreover, CAT activity were decreased only in the liver and brain. There is
not available data in the literature about the effects of administration of meglumine
antimoniate in CAT or SOD activity in these structures. Serarslan and colleagues
(2005) have demonstrated that serum SOD activity was decreased in cutaneous
leishmaniasis patients. These authors showed that after treatment with meglumine
antimoniate or sodium stibogluconate the SOD activity values were similar to those of
healthy controls.

SOD metabolizes superoxide anion, producing hydrogen peroxide (H20.),
which can react with iron to generate highly reactant hydroxyl radicals via the Fenton
reaction. CAT is the most important peroxidase in detoxifying excess hydrogen
peroxide to prevent hydroxyl production. Thus, alterations on the redox state can
lead to an imbalance between SOD and CAT activities and to oxidative stress (Matés
and Sanchez-Jiménez, 1999; Klamt et al., 2001). This is possibly the mechanisms by
which meglumine antimoniate causes damage to lipid and proteins, specially, as
showed in the present study, in the brain, liver and spleen. In fact, a clear imbalance
between SOD and CAT activity were found in brain, spleen and liver tissues. In brain
and liver structures CAT activity was significantly reduced at all doses compared to
control, thus prompting to the accumulation of the highly reactive oxygen specie
hydrogen peroxide. On the other hand, in spleen SOD activity was significantly
increased at all doses. The effects of the significant imbalance between SOD and
CAT activity in the brain, spleen and liver were noted by the substantial increase in

lipid peroxidation levels and protein carbonyl formation.
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Our data demonstrated that in vivo meglumine antimoniate induces oxidative
stress. Therefore, we believe that meglumine antimoniate can acts as a double-
edged sword, not only it decrease intracellular thiol buffer in parasites by promoting
loss of trypanotione and glutathione but it decrease antioxidants capacity of infected
and also non-infected cells, perturbing mainly the antioxidant defense based on
GSH/Glutathione reductase. Our hypothesis to explain the high toxicity of
antileishmanial drug is that the oxidative stress induced on parasite infected and also
on non-infected cells by meglumine antimony could be amplified by the production of
ROS and RNS by Leishmania-infected cells as a defense strategy during immune
response. Thus, an imbalance between the oxidant and antioxidant systems may
contribute to the progression of the disease and also to induce oxidative damage in
non-infected cells of different tissues. Further studies aiming to investigate the
effectiveness of antioxidant supplements in patients suffering from leshmaniosis in

order to counteract the oxidative damage are worth of doing.
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Legends to Figures

Figure 1 — Effects of the acute administration of meglumine antimoniate (20, 60 and
120 mg/Sh"/kg) on thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, expressed
as malondialdehyde (MDA) equivalents (panel A), protein carbonyl content (panel B),
superoxide dismutase (SOD) (panel C) and catalase (CAT) activity (panel D) in the
heart of mice assessed by a spectrophotometric assay. Data are shown as mean +
S.D. (6 mice/group). *p<0.05 vs. control group according to one-way ANOVA
followed by the Tukey test

Figure 2 — Effects of the acute administration of meglumine antimoniate (20, 60 and
120 mg/Sh'/kg) on thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, expressed
as malondialdehyde (MDA) equivalents (panel A), protein carbonyl content (panel B),
superoxide dismutase (SOD) (panel C) and catalase (CAT) activity (panel D) in the
liver of mice assessed by a spectrophotometric assay. Data are shown as mean *
S.D. (6 mice/group). *p<0.05 vs. control group according to one-way ANOVA
followed by the Tukey test

Figure 3 — Effects of the acute administration of meglumine antimoniate (20, 60 and
120 mg/Sh"/kg) on thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, expressed
as malondialdehyde (MDA) equivalents (panel A), protein carbonyl content (panel B),
superoxide dismutase (SOD) (panel C) and catalase (CAT) activity (panel D) in the
kidney of mice assessed by a spectrophotometric assay. Data are shown as mean +
S.D. (6 mice/group). *p<0.05 vs. control group according to one-way ANOVA
followed by the Tukey test

Figure 4 — Effects of the acute administration of meglumine antimoniate (20, 60 and
120 mg/Sh'/kg) on thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, expressed
as malondialdehyde (MDA) equivalents (panel A), protein carbonyl content (panel B),
superoxide dismutase (SOD) (panel C) and catalase (CAT) activity (panel D) in the
spleen of mice assessed by a spectrophotometric assay. Data are shown as mean *
S.D. (6 mice/group). *p<0.05 vs. control group according to one-way ANOVA
followed by the Tukey test
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Figure 5 — Effects of the acute administration of meglumine antimoniate (20, 60 and
120 mg/Sh'/kg) on thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, expressed
as malondialdehyde (MDA) equivalents (panel A), protein carbonyl content (panel B),
superoxide dismutase (SOD) (panel C) and catalase (CAT) activity (panel D) in the
brain of mice assessed by a spectrophotometric assay. Data are shown as mean *
S.D. (6 mice/group). *p<0.05 vs. control group according to one-way ANOVA
followed by the Tukey test
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que o tratamento com
antimoniato de meglumina induziu estresse oxidativo em diversos o6rgdos de
camundongos ndo-infectados com Leishmania, sugerindo que a producdo de
espécies reativas de nitrogénio ou de oxigénio induzidas diretamente pelo antimdnio,
podem gerar estresse oxidativo. Desse modo, sugere-se que 0 estresse oxidativo
induzido pelo antimdnio pode estar envolvido com os alguns dos efeitos adversos
altamente toxicos do antimoniato de meglumina. Esta conclusédo é suportada pelas
seguintes observagdes: a) a administragdo aguda do antimoniato do meglumina aos
camundongos nao-infectados aumentou o indice do carbonilacdo de proteinas no
coragdo, rim, bago e cérebro dos animais; b) causou um aumento significativo na
peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados no figado, no baco e no cérebro; c)
aumentou significativamente a atividade da SOD no bago e reduziu sua atividade no
coragdo, rim e cérebro; e, d) ndo modificou a atividade da CAT no coragdo, rim e
bacgo, mas inibiu sua atividade no figado e cérebro dos animais tratados.

Antiménios Pentavalentes (Sb*®) permanecem como primeira opgdo para o
tratamento das leishmanioses. Sua atividade terapéutica frequentemente envolve a
reagdo com os grupos sulfidril das enzimas e/ou toxicidade seletiva contra estruturas
do parasita. Neste sentido, demonstrou-se que no interior dos parasitas, o antimonio
trivalente (Sb*®) reage com a tripanotiona, inibe a atividade da tripanotiona redutase
e induz o rapido efluxo do tripanotiona e glutationa (Wyllie et al., 2004), que s&o
sistemas antioxidantes essenciais para protecdo do parasita e células do hospedeiro
contra os efeitos citotoxicos de espécies reativas derivadas do nitrogénio (Roméo et

al., 20086).
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Durante seu ciclo de vida, os protozoarios do género Leishmania séo
expostos ao estresse oxidativo gerado no interior de macrofagos ativados. O
estresse oxidativo ocorre quando h4 uma geragdo excessiva de radicais livres e ou
um baixo nivel de antioxidantes. Em excesso, ERO e ERN podem atacar acidos
graxos polinsaturados, causando peroxidacdo lipidica e a desorganizacdo da
estrutura e funcdo da célula (Halliwel et al., 1992). A peroxidagéo lipidica mediada
por ERO conduzem a gerag¢do do malondialdeido (MDA), uma molécula altamente
toxica usada como um marcador biolégico do estresse oxidativo (Halliwel et al.,
1992).

Os efeitos adversos frequentemente relacionados com a administracéo
sistémica do antiménio do meglumina incluem: urticaria, nausea, letargia, artralgia,
dor abdominal (Davidson, 1998; Guerin et al., 2002). Além disso, em tratamentos
crbnicos, o acumulo do antimdnio em tecidos como baco e figado, pode causar
mialgia, pancreatites, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade e hepatotoxicidade, que
conduzem a redugdo ou a suspensdo do tratamento (Croft et al., 2006). Os
medicamentos de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose como a
pentamidina, anfotericina B e miltefosine ou sdo muito téxicos, ou ndo apresentam
uma alternativa eficaz (Guerin et al., 2002). Por estas razfes, é de fundamental
importancia investigar os mecanismos de toxicidade do Sb*, para criar estratégias
farmacolégicas que possam minimizar seus efeitos. A exposicdo ao Sbh>" pode
produzir dano celular, particularmente no coracédo, pulméo, figado e rim. No entanto,
0s mecanismos destas agdes ndo sdo bem compreendidos (Leonard & Gerber,
1996).

Estudos demonstram que in vitro macrofagos infectados com Leishmania e

tratados com antimdnio pentavamente produzem tanto EROs como 6xido nitrico
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(Mann et al., 2006; Basu et al., 2006). Além disso, foi sugerido que o0 estresse
oxidativo pode contribuir para a progressao da leishmaniose cutdnea humana. Neste
contexto, ha alguns relatos mostrando que as fungBes antioxidantes enddgenas
estdo alteradas durante a infecgdo (Kocyigit et al., 1998; Erel et al., 1999; Kocyigit et
al., 2003; Vural et al., 2004; Serarslan et al., 2004; Kocyigit et al., 2005).

Este estudo mostrou que a administracdo aguda de Sb>" aumentou os niveis
de carbonilagc&o de proteinas no coragéo, no figado, no rim, no bago e no cérebro de
animais tratados. Em pacientes com leishmaniose cutanea, os niveis plasméticos de
carbonilacdo de proteinas eram mais elevados, mas ndo estatisticamente
significativos em relagdo aqueles encontrados nos individuos saudaveis (controles
ndo infectados). A carbonilacdo de proteinas € o biomarcador mais amplamente
utilizado como indicativo de dano oxidativo em proteinas (Dalle-Donne et al., 2006).
Os grupamentos carbonil sédo introduzidos em proteinas por uma variedade de vias
oxidativas. ERO podem reagir diretamente com a proteina ou podem reagir com
moléculas tais como os agucares e lipidios, gerando os produtos (espécie reativas
ao carbonil) que reagem com as proteinas. Um grande numero doencas
neurodegenerativas s@o associadas diretamente com o acUmulo de proteinas
carboniladas (Dalle-Donne et al., 2006).

Neste estudo os niveis aumentados de TBARS no figado, baco e cérebro dos
camundongos tratados com o antimoniato do meglumina estdo de acordo com
outros estudos que avaliaram os niveis de MDA plasmaticos como marcador de
estresse oxidativo em pacientes com leishmaniose cutanea (Vural et al., 2004;
Serarslan et al., 2005; Kocyigit et al., 2005). O cérebro é particularmente sensivel ao
dano oxidativo provavelmente devido a seu elevado teor de acidos graxos e sua

limitada capacidade antioxidante (Floyd, 1999). A peroxidacdo lipidica € uma das
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principais consequéncias da ac¢édo dos radicais livres sobre as células. Ela modifica a
fluidez e permeabilidade das membranas celulares, inibe a atividade de enzimas,
interfere com interagdes celulares, transporte nutriente e funcdo de segundos
mensageiros (Meagher e FitzGerald, 2000). Além disso, o dano oxidativo a lipidios
leva a mudancas na permeabilizacdo da membrana mitocondrial, com liberagéo de
proteinas pro-apoptéticas no citosol que ativam proteases celulares que induz a
morte celular (Hengartner, 2000). A peroxidacdo de lipidios conduz também a
producdo de hidroperéxidos diénicos conjugados, produzindo substancias instaveis
que se decompde em varios aldeidos e reagem com o Aacido tiobarbiturico,
produzindo TBARS que pode ser medido por um ensaio espectrofotométrico
(Hengartner, 2000).

A toxicidade cardiaca é provavelmente a principal causa de morte em
pacientes tratados com os antimoniais (Winship, 1987). Tirmenstein e colaboradores
(1995) demonstraram que o tartarato de antiménio de potassio (PAT) induz morte
celular de miécitos em cultura através da indug@o de estresse oxidativo. A morte
celular foi correlacionada com diminuicdo dos niveis de tiois, GSH e ATP
(Tirmenstein et al., 1997). Além disso, demonstrou-se que 0s compostos do
antiménio prolongaram o potencial de acdo de miécitos ventriculares de cobaias,
através de um aumento nas correntes de calcio, que eram muito sensiveis ao
antimonio trivalente (PAT) (Kuryshev et al., 2006).

Chulay e colaboradores (1988) relataram que inicialmente a maior parte do
antimoénio administrado por via intramuscular, em humanos, sofre rapida eliminagéo
pelo rim, mas as concentra¢bes plasméticas aumentam gradualmente durante a

exposicdo repetida. De fato no presente estudo ndo se observou dano a lipidios
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renais apos trés dias de tratamento. Estes resultados sugerem que a curta
exposicdo ao antimoniato de meglumina n&o afetou significativamente o tecido renal.

Para se proteger do dano oxidativo, os mamiferos desenvolveram uma
variedade de defesas que incluem proteinas sequestradoras de metais, sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo-enziméticos. Considerando que a carbonilagdo de
proteinas e a peroxidacao lipidica podem refletir os efeitos induzidos por multiplas
formas de espécies reativas derivadas do nitrogénio ou oxigénio, o presente estudo
também avaliou a atividade de duas enzimas antioxidantes, a SOD e a CAT em
vérios tecidos de camundongos tratados com antiménio de meglumina.

Nossos dados demonstraram que a administracdo aguda do antimoniato do
meglumina aumentou significativamente a atividade da SOD no bago, e inibiu sua
atividade no coracao, rim e cérebro. Com relacdo a CAT, sua atividade foi diminuida
no figado e cérebro dos animais tratados com o antimoniato de meglumina. N&o h&a
dados disponiveis na literatura sobre os efeitos da administragdo do antimoniato do
meglumina sobre a atividade da CAT e da SOD nestas estruturas. Serarslan e
colaboradores (2005) demonstraram que a atividade da SOD esteve diminuida no
soro de pacientes com diagnostico de leishmaniose cutdnea. Estes autores
mostraram que apl6s o tratamento com antimoniato do meglumina ou
estibogluconato de sddio a atividade da SOD era equivalente aquela determinada no
soro de individuos saudaveis. A SOD metaboliza o &nion superéxido, produzindo
agua oxigenada (H20,), que pode reagir com o ferro e gerar radical hidroxil através
da reacdo de Fenton. CAT € uma das enzimas com agdo peroxidase mais
importante para prevenir esta produgdo. Desse modo, alteragdes no estado redox
pode conduzir a um desequilibrio entre as atividades da SOD e da CAT e ao

estresse oxidativo (Matés e Sanchez-Jiménez, 1999; Klamt et al., 2001). Este é
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possivelmente um dos mecanismos pelos quais o0 antimoniato de meglumina causa
dano a lipidios e proteinas, especialmente, como mostrados no presente estudo no
cérebro, figado e baco. De fato, um evidente desequilibrio entre SOD e CAT foi
encontrado no cérebro, bago e figado dos camundongos tratados com antimoniato
de meglumina. No figado e baco dos animais tratados com antimoniato de
meglumina a atividade da CAT foi significativamente reduzida em todas as doses
testadas, favorecendo o acimulo de peréxido de hidrogénio. No bago a atividade da
SOD foi significativamente aumentada nos animais tratados. O significativo efeito do
desbalanco entre SOD e CAT no bago, figado e cérebro dos animais tratados foi
evidente pelo substancial aumento nos niveis de peroxidacéo lipidica e carbonilagéo
de proteinas.

NOs sugerimos que in vivo o antimoniato do meglumina induz o estresse
oxidativo. Por isso, n6s supomos que o antimoniato do meglumina pode atuar n&o
somente reduzindo o poder redutor de tidis dos parasitas, através da perda de
tripanotiona e de glutationa, mas também pela diminuicAo da capacidade
antioxidante de células infectadas e nado infectadas do hospedeiro, alterando
principalmente a defesa antioxidante baseada em GSH/GR. Nossa hipotese para
explicar a toxicidade elevada dos antimoniais usados no tratamento da leishmaniose
€ que o estresse oxidativo induzido diretamente nos parasitas, e também em células
infectadas e ndo-infectadas pelo antimoniato de meglumina pode ser amplificado
pela producédo de ERO e de ERN por células infectadas com Leishmania, como uma
estratégia da defesa durante a resposta imune. Assim, um desequilibrio entre
oxidantes e os sistemas antioxidantes pode contribuir a progressdo da doenca e

igualmente induzir dano oxidativo em células n&do-infectadas de tecidos diferentes.
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O beneficio clinico da administracdo de antioxidantes em pacientes com
leishmaniose para contrabalangar o dano oxidativo induzido pelos antimoniais e pela

propria resposta imune precisa ser avaliado.
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