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RESUMO

O benzonidazol (BZN) é um derivado nitroimidazol dotado de uma notavel
atividade tripanocidica e vem sendo utilizado no Brasil como o tinico firmaco
empregado no tratamento da doenga de Chagas. Possivelmente, o mecanismo de agdo
do BZN seja via produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas através do
processo de biotransformacao, induzindo uma condicdo de estresse oxidativo no T.
cruzi, o qual € deficiente em defesas antioxidantes. Com o intuito de estudar a
toxicidade do BZN via geracdo de ERO, foram avaliadas as defesas antioxidantes, bem
como o dano celular e a indugdo/expressdo do CYP4501A1 no hospedeiro, em ratos
machos tratados durante diferentes periodos de tempo (2, 4, 6, 10 ¢ 30 dias) com
40mg/Kg de peso de BZN. Apés o tratamento, foram examinados os biomarcadores do
estresse oxidativo como as atividades da catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), dano celular (TBARS), os niveis
de ti6is ndio proteicos (GT, GSH e GSSG), bem como a atividade e a expressdo do
sistema da fase I de biotransformacdo, CYP4501A1 e a atividade da GST, nos
hepatécitos destes animais. Nossos resultados revelaram que o BZN causou uma
condigdo de estresse oxidativo nos hepatdcitos do hospedeiro, caracterizado pelo
aumento dos niveis de TBARS bem como a inducfo de algumas e inibi¢do de outras
defesas antioxidantes, além da indu¢do do CYP1Al, observada através da medida da
atividade EROD e por Western blotting, de uma maneira tempo-dependente. A
atividade da GST foi inibida durante o tratamento com BZN. O dano tecidual,
observado através da medida de TBARS, mostrou um aumento exponencial até 10 dias
de tratamento, mantendo-se igualmente aumentado em 30 dias. Por outro lado, as
atividades da CAT e da GR aumentaram no inicio, sendo que a atividade da GR
permaneceu diminuida até o final do tratamento, ehquanto que a CAT, apos 30 dias,
teve sua atividade aumentada em relacdo aos controles. A atividade da GPx esteve .
diminuida em 2 e 30 dias de tratamento, enquanto a atividade da SOD permaneceu
inalterada durante todo o periodo experimental. Os niveis de GT ¢ GSH apresentaram
um comportamento similar, estando diminuidos no inicio do tratamento; todavia, as
concentragdes hepdticas aumentaram no final do perfodo experimental; a GSSG
mostrou-se elevada durante todo o tratamento. Sumarizando, estes resultados indicam

que, mesmo em doses terapéuticas, o tratamento com BZN proporciona uma condicio
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de estresse oxidativo nos hepatdcitos dos ratos tratados com BZN, caracterizando uma
toxicidade relacionada com a geracdo de ERO no hospedeiro, via inducdo do CYP1Al,

além de sua conhecida toxicidade no parasita.
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ABSTRACT

Benznidazol (BZN) is a derived nitroimidazol with a remarkable trypanocidic
activity. Is has been used in Brazil as the only drug in the treatment of Chagas’desease.
The possible mechanism of action of BZN may occur via the production of reative
oxygen species (ROS) generated though the biotransformation process that induces na
oxidative stress in 7. cruzi, which is defficient in antioxidant defenses. Taken in mind
the study of BZN toxicity via the generation of ROS, some antioxidants defenses, the
cellular damage (TBARS contents), and the induction and expression of CYP4501A1
were evaluated in the liver of adult male rats treated with 40mg/Kg weight of BZN
during different intervals of time (2, 4, 6, 10 e 30 days). After the experimental period
biomarkers of oxidantive stress were measured in the hepatocytes, such as the activies
of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR), the concentration of total glutathione (TG), reduced
glutathione V(GSH), oxidized glutathione (GSSG), the cellular damage (TBARS
contents), as well as the expression and activities, of two components the
biotransformation system, i. e., CYP4501A1 (phase I) and glutathione-S-transferase
(phase II), respectily. Our results showed that BZN caused na oxidative stress in the
host hepatocytes, caracterizad by the increase in TBARS leads, the induction or
inhibition of some antioxidant enzymes, as well as the reaction of CYP1A1, observed
through time-dependent increased of EROD activities and through Western blotting.
The GST activity was inhibited during the experimental period, while the GPx and CAT
activities showed an apparent complementary behavior between each other. The SOS
activity remained unaltered during the experimental period. The GR activity incresead
at the begginig but showed decreased levels at the end of the experimental period, The
TBARS contents showed increased levels during all the experimental period. The total
and reduced glutathione showed decreased concentration at the beggining and increased
concentrations at the end of treatment; whole the oxidized glutathione concentrations
showed permanent higher values. Summing up, these results indicate that, ever in
therapeutic doses, the BZN treatment elicited an oxidative stress condition in the rats
hepatocytes; this toxicity is probablyrelated to the generation of ROS in the host, via the
CYP1ALl induction.
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“... melhorar a resisténcia humana e ndo mais
consentir que 0 nosso camponés tenha como abrigo
a cafua primitiva, infestada pelo inseto que lhe
suga o sangue ¢ lhe injeta o parasito, cafua as vezes
imprestdvel como habitagdo de suinos e de

todo incompativel com a civilizagdo de um povo...”

Carlos Chagas, 1934
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1 INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

- A doenga de Chagas € endémica no continente americano (América do Sul e
Central), a tal ponto que estimativas da WHO apontam entre 16 e 18 milhdes de pessoas
infectadas com Trypanosoma cruzi, € que mais de 90 milhdes estdo sob risco de
contaminagdo. Dados do Ministério da Satde indicam que aproximadamente 30% das
pessoas infectadas desenvolvem cardiopatias severas. Estudos epidemiolégicos feitos no
Brasil (CASTRO FILHO et al., 1979; CAMARGO et al., 1984; MURTA, 1999),
indicam que 8 a 9 milhdes de pessoas morando em zonas end€micas estdo infectadas
pelo Trypanosoma cruzi. Todavia, a incidéncia da doenca vem diminuindo nos dltimos
anos devido a preocupagdo por parte dos paises em que esta € endémica, em erradicar a
doencga e seu vetor, sendo que,A em 1970, a area endémica incluia 36% do pais. Em 1975
foi criado o Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas, onde a estratégia
principal era a eliminagdo do vetor através do borrifamento de casas com inseticidas
quimicos para a eliminacio do vetor. Este programa teve importantes resultados, sendo

que em 1993, a reducgdo das transmissdes vetoriais foi de 89% (WHO, 1997) (Figura:1).

A doenga de Chagas (tripanossomiase americana, esquizotripanose) foi descoberta
em 1909 pelo médico e cientista brasileiro Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
integrante da equipe de Oswaldo Cruz. Convocado a combater a maldria nos sertdes de
Minas Gerais, na constru¢do da Estrada de Ferro Central do Brasil, permaneceu nesta
regido por quatro anos, estando em intimo contato com a patologia e a fauna daquela
regido (DIAS, 1999). Durante os anos subsequentes, Chagas estudou o parasita, seu
ciclo evolutivo, a clinica, a patologia e a etiologia da doenca; determinou estudos sobre
os vetores € reservatorios, sobre o diagndstico parasitolégico e soroldgico; formulou
importantes hipdteses sobre a patogenia; verificou a transmiss@o congénita, chamou a
aten¢do de autoridades e sanitaristas sobre a importancia médica e social da parasitose;

induziu estudos sobre melhoria habitacional; e impulsionou pesquisas sobre a



tripanossomijase entre vdrios paises latino-americanos. A obra de Chagas € impar e

exponencial na ciéncia mundial.

Figura 1: Areas infectadas por Triatoma infestans no Brasil em 1983, 1989 ¢ 1995.

A tripahosoml’ase estava primitivamente restrita aos pequenos mamiferos das
matas e campos da América, desde a Patagbdnia até o sul dos Estados Unidos. Esses
animais (tatus, gambds, roedores, morcegos, entre outros) conviviam com “barbeiros”
silvestres, e através de um mecanismo bioldgico (interagdo), entre eles circulava o
Trypanosoma cruzi, constituindo uma zoonose. Com a chegada do homem e os
processos de colonizagdo, em muitos lugares aconteceram desequilibrios ecolégicos
(desmatamentos, queimadas) e os barbeiros foram desalojados, invadindo as habitagdes
risticas e pobres dos lavradores e colonos. A doenga chegou ao homem e aos

mamiferos domésticos (DIAS, 1999).

A transmissdo natural ou primdria da doenca de Chagas € a vetorial, que se da
através das fezes dos triatomideos, também conhecidos como “barbeiros” ou “chup0es”.
Estes. insetos, ao picar os vertebrados, em geral defecam apds o repasto, eliminando
formas infectantes de tripomastigotas metaciclicos presentes em suas fezes e que
penetram pelo orificio da picada, ou por solugdo de continuidade deixada pelo ato de
cocar (GWADZ & HOTEZ, 1995). O parasito necessita dbrigatorimente invadir uma
célula a fim de cumprir seu ciclo vital. A interiorizagdo ha célula pelb parasito € feita

por fagocitose mediada por receptores da membrana plasmadtica da célula hospedeira.



Uma vez ocorrida a penetracio celular, o tripomastigota diferencia-se rapidamente
em amastigota (FERREIRA et al., 1996; MORELLO, 1988). Saturada a célula de
parasitas, inicia-se a diferenciag@o dos amastigotas em tripomastigotas, sendo as tnicas
formas vidveis quando ocorrer a ruptura da célula parasitada. Quando ocorre a ruptura,
formas em tripomastigota caem na corrente sanguinea ou invadem células vizinhas,

constituindo um novo ciclo (BRENER, 1997).

Uma vez infectado, o individuo desenvolve uma fase aguda da infecgdo,
caracterizada, principalmente, por fendmenos de natureza inflamatdria, na maioria das
vezes com manifestacdes clinicas discretas, podendo mesmo passar desapercebida. Esta
fase dura cerca de 8 semanas, estabelecendo-se entdo, a fase cronica, caracterizada
principalmente por fendmenos cicatriciais, porém ainda com inflamacdo presente.
Felizmente, apenas a ter¢a parte dos individuos infectados desenvolvem formas clinicas
propriamente ditas da doencga, quer cardiaca, digestiva, mista e outras raras. A maioria
permanece na forma dita indeterminada, da qual pouco se conhece, no que tange a
patogenia e a fisiopatologia (DIAS, 1985). O quadro geral dos possiveis cursos da
doenca de Chagas humana, pode ser resumido na figura 2. Desconhece-se elementos
que possam identificar a evoluc@o destes pacientes, e € nesta incerteza que se aIicergam
as buscas de fdrmacos tripanosomicidas, na &ansia de alterar a histdria natural da

enfermidade.

Ao analisarmos o desenvolvimento dos estudos da doenca de Chagas no decorrer
de nove décadas, nos deparamos com intimeras dividas no que diz respeito a real
importancia do T. cruzi nas alteragdes ocorridas nos dérgdos-alvo na fase cronica da

enfermidade.

Na fase aguda héd consenso que ela depende fundamentalmente do parasita, sua
viruléncia e da capacidade reativa do individuo infectado. Na fase crdnica, o aspecto
mais desafiador consiste na identificagdo dos mecanismos determinantes da progressao
do comprometiinento do miocérdio. Ainda que se desconhegam os fatores da interag&o
parasita-hospedeiro que controlam este gatilho evolutivo, dois mecanismos lesivos
parecem consistir a parte central deste processo evolutivo: agressdo parasitdria das

fibras cardiacas e lesdo auto-imune (RASSI JUNIOR & MARIN NETO, 2000).
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Figura 2: Quadro geral dos possiveis cursos da doenga de Chagas, segundo DIAS (1989)

Estudos "recentes (HIGUCHI et al, 1993), empregando técnicas
imunohistoquimicas e a base de anticorpos monoclonais contra antigenos de T. cruzi em
espécimes de bidpsias endomiocdrdicas de pacientes chagdsicos cronicos demostraram
associagdo significativa entre presenca de antigenos parasitdrios e focos inflamatérios.
Outros trabalhos (AVILA et al., 1991; JONES etz al., 1992; PEDROSA et al., 1996),
com técnicas de biologia molecular, permitiram a deteccdo de antigenos 7. cruzi

circulantes em pacientes chagdsicos cronicos.

1.2 Benzonidazol

A quimioterapia da doenga de Chagas € ainda muito inadequada. Dois farmacos, o
Nifurtimox (NFX), atualmente fora do mercado brasileiro devido a gravidade de seus
efeitos toxicos, e o Benzonidazol (BNZ), sdo recomendados no tratamento da Doenca

de Chagas. O objetivo do tratamento € suprimir a parasitemia e, consequentemente, seus



efeitos patogénicos ao organismo. De acordo com o Ministério da Saide dos governos
do Brasil e da Argentina, o tratamento com BNZ estd indicado na fase aguda da doenga,
em casos congénitos, na reativacio da parasitemia por imunosupressdo (AIDS e outras
doengas imunossupressoras), € em casos de pacientes chagdsicos transplantados. O
esquema terapéutico recomendado € de 5 a 10mg/Kg/ de peso por dia durante 30 a 60
dias consecutivos, dependendo da gravidade do caso e do indice da parasitemia, sendo
necessdrio realizar acompanhamento médico e laboratorial durante o tratamento para
monitorar o paciente; a titulagdo de anticorpos especificos com antigenos
monoespecificos mostrou ser um marcador apropriado para a eficdcia da terapéutica
(KOROLKOVAS, 1997; DIAS, 1999). Em procedimentos pré-operatérios para
transplantes cardiacos, a dose de BZN utilizada € de 4 a 5 vezes mais alta (BOCCHI, et
al. 1994; 1999). O BZN ¢ administrado por via oral, é rdpida e quase completamente
absorvido pelo trato gastrointestinal, sua ligagdo a proteinas plasmaticas é da ordem de
44%, atingindo sua concentra¢do plasmdtica méxima (2,22 a 2,81ug/ml) em 2 a 4 horas.
O BZN sofre uma biotransformacao parcial, encontrando-se o firmaco no organismo
principalmente na forma inalterada; sua meia vida plasmatica € de aproximadamente 12

horas, sendo excretado pela urina e pelas fezes na forma inalterada e de metabdlitos

(KOROLKOVAS, 1997).

Embora este farmaco possa suprimir a parasitemia e, possivelmente, curar ou
melhorar a fase aguda da infec¢do de Chagas, ele tem pouco efeito sobre a doenca
cronica (BRENER, 1979). No entanto, estes firmacos apresentam sérios efeitos téxicos

indesejdveis, os quais muito frequentemente comprometem os beneficios do tratamento

(DIAS, 1984).

O benzonidazol [2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-1midazol-1-acetamida], um
nitroimidazol (Figura 3), é atualmente o Unico firmaco empregado no tratamento da
Doenca de Chagas no Brasil e Argentina (DIAS, 1984). Os efeitos terapéuticos do BNZ
na infecgdo chagdsica humana mostraram notédveis diferencas, que sdo explicadas, em
parte, pela existéncia de cepas de T. cruzi com suscetibilidades diferentes frente ao

farmaco.
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Figura.3: Estrutura do Benzonidazol

A relativa eficdcia deste formaco como um agente tripanomicida, entretanto,
apresenta efeitos colaterais nos pacientes que recebem o tratamento. As manifestagdes
mais comuns podem incluir tremores, nduseas, vomitos, cefaléia, anorexia, perda de
peso, eritema, deplecdo das células da série vermelha (STOPPANI, 1999). Além dos
distirbios gerais e digestivos, o BZN causa sérios efeitos adversos como
hipersensibilidade, em geral, dermatite depressio da medula 6ssea e polineuropatia
periférica. O quadro mais preocupante estd associado a depressdo da medula dssea,
caracterizado por granulocitopenia, em especial, neutropenia, que em geral passa
desapercebida. Todavia, esta discrasia sanguinea pode chegar a agranulocitose, com

angina e febre alta por septicemia (CANCADO & CHUSTER, 1985).

A toxicidade deste fdrmaco vem sendo comprovada em modelos experimentais.
Em bactérias € mutagénico, induzindo pontos de mutagdo provavelmente por
substituicdio de bases (NAGEL, 1987; FERREIRA et al., 1988), é tdxico para
protozodrios (GOIJMAN et al.,, 1985), e para células de mamiferos em hipdxia
(ZAHOOR et al., 1987). Resultados controversos (GORLA & CASTRO; GORLA ,
1987; GORLA, et al.,, 1988; 1985; SOUZA et al., 1991) foram encontrados em

aberra¢des cromossdmicas € microntcleos.

Ha viérias evidéncias da carcinogenicidade induzida por BNZ, sendo seu uso
associado com o desenvolvimento de neoplasias malignas em coracdes chagésicos
transplantados (BOCCHIL et al.,, 1994) e modelos da doengca em células murina
(TEIXEIRA, 1994). Alta prevaléncia de linfomas malignos foi observada em coelhos
infectados com T. cruzi € em ratos ndo infectados tratados intraperitonialmente com
BZN e NFX (TEIXEIRA et al., 1985; 1990 a,b). E possivel que o0 BZN e o NFX atuem
diretamente sobre o genoma do T. cruzi, inibindo a sintese do DNA, do RNA ¢ de
proteinas, e também aumentando a degradag@o destas macromoléculas (GUGLIOTTA

et al., 1980; GONZALEZ & CAZZULO, 1989).



A toxicidade do firmaco pode ser atribuida a diversos fatores: (a) acdo direta do
radical nitrodnion (DOCAMPO, et al., 1981; KEDDERIS & MIWA, 1988; AMES,
et.al., 1986; EDWARDS, 1993) sobre moléculas suceptiveis, como o DNA; (b) geragio
de ERO (DOCAMPO & STOPPANI, 1979; DOCAMPO et al.,1981; SREIDER et al.,
1990; GRINBLAT et al., 1989); (c) moléculas reativas reduzidas (os derivados nitroso e
hidroxilamina), cuja citotoxidade é conhecida (STOPPANI, 1999); (d) inibi¢do direta de
enzimas (GRINBLAT et al., 1989).

A redugdo univalente dos nitrocompostos implica nas seguintes reagOes
apresentadas no esquema 1: captura do elétron pelo grupo nitro, que se converte em
radical anion nitroso, onde o NADPH ¢ o doador de elétrons (Reacgdo 1); produgdo do
anion radical super6xido, por oxidag¢do do radical nitrodnion (Reacédo 2); o 4nion radical
superéxido dismuta gerando peroxido de hidrogénio, rea¢do catalizada pela superéxido
dismutase (Reac¢do 3); o 4nion superdxido € o perdxido de hidrogénio em presenca de
Fe (II) reagem formando o radical hidroxila, o qual € muito téxico e reativo (Reacgéo 4).
Esta série de reacdes requerem a intervencdo de vdérias enzimas. A reacdo 1 utiliza
flavoproteinas como o NADPH, citocromo P450 redutase e dihidrolipoamina
desidrogenase mitocondrial.que atuam como nitro redutases (SREIDER et al., 1990;
GRINBLAT et al., 1991). A reacdo 3 € catalizada pela superéxido dismutase. A
velocidade da reacdo 2 estd limitada pela concentracdo de oxigénio do meio; se esta
estiver alta, como ocorre nos sistemas que operam em condi¢des aerdbicas, a produgdo
de ERO serd aumentada nas reacdes seguintes. Entretanto, se a tensdo de oxigénio
estiver baixa, como ocorre nas profundidades dos tecidds em condicdes fisioldgicas, a
reagdo 2 € relativamente lenta, favorecendo a dismutagdo do radical nitroanion (Reagdo
5), gerando, assim, um derivado nitroso. O nitrosofurano, em presenga de um sistema
redutor, forma a hidroxilamida correspondente (R.NHOH; Rea¢do 6). Por fim, uma
reducgdo similar leva a produgdo do amino derivado (R.NH»; Reagdo 7). A reacdo 6 e 7

também dependem de nitro redutases (EDWARDS et al., 1993),

RNO, + NADPH — R.NO," + H' (1)

AINO, + O, —> AINO, +0, @)

0, + 0 +2H"—> H,0, + O, (3)



0, + H,0, =»FW0, +HO® +HO 4)

RNO, + RNO, + 2H*—>RNO, + RNO, + H,0 (5)

R.NO + 2NAD(P)H — R.NHOH + 2NAD(P)" 6)

R.NHOH + 2NAD(P)H — R.NH; + NADP)" + H,O (7

Esquema 1: Redugao univalente dos nitrocompostos (producio de ERO)

Os derivados nitrosos e hidroxilamina dos nitroimidazodlicos sdo conhecidos pela
sua toxicidade. As rea¢des 1-7 podem ocorrer tanto em 7. cruzi como no organismo
hospedeiro, o que poderia explicar a toxicidade dos nitroderivados para ambos
(STOPPANI, 1999). Todavia, o T. cruzi é um organismo deficiente em enzimas
antioxidantes, como, por exemplo, a catalase e a superéxido dismutase (DOCAMPO et
al., 1981; GRIMBLAT et al., 1989; SREIDER et al., 1990; GRIMBLAT et al., 1991).
Esta diferenca € fator determinante do efeito do farmaco sobre o parasita. Os produtos
da reducdo dos nitroimidazois, tanto o radical nitroanion como os derivados nitroso e
hidroxilaminas, bem como as ERO formadas durante o processo, podem reagir com o
DNA, formando aductos (OLIVE & McCALLA, 1977; KEDDERIS et al., 1989) que
facilitam a ruptura das cadeias de nucleotideos, causando mutagénese (HECTH et al.,
1979) e alcalinizacéo de proteinas (McCALLA et al, 1971). Estes efeitos se somam aos
efeitos toxicos do anion superdxido e do radical hidroxil (STOPPANI, 1999).

1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Durante o processo evolutivo dos seres vivos, iniciado hé cerca de quase 4 bilhdes
de anos atras, haviam formas unicelulares e anaerdbicas povoando algumas partes da
biosfera aquatica. Decorrente de sucessivas modificagdes fisico-quimicas no universo e
pela atividade fotossintética da algas cianoficias no processo de transformacgio de
energia, promoveu-se o inicio da incorporag@o do oxigénio sob forma molecular gasosa
(hd cerca de aproximadamente 3 bilhdes de anos atrds), dando origem, muito
recentemente, a forma humana que se apresenta hoje (KARLSSON, 1997). Exceto para

aqueles organismos que estdo especialmente adaptados a viver em condi¢bes de



anaerobiose, todos os animais e plantas requerem oxigénio para uma eficiente produgio

de energia (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998).

A compreensdo do processo pelo qual as células dos organismos superiores obtém
boa parte de sua energia nos remete ao estudo aprofundado do oxigénio e seus efeitos.
Contudo, o oxigénio molecular, O,, em seu estado fundamental, constitui-se num
birradical de 16 elétrons, configurando &4tomos com oito elétrons, pelo

compartilhamento de dois pares de orbitais (SIGNORINI & SIGNORINI, 1995).

Radicais livres sdo espécies quimicas capazes de existéncia independente e que
contém um ou mais elétrons ndo-pareados em sua 6rbita de valéncia (HALLIWELL &
- GUTTERIDGE, 1998). O oxigénio’ molecular em seu estado fundamental possui
reatividade muito baixa e dois elétrons ndo-pareados, isto €, com spins paralelos
(PRYOR, 1986). Segundo TRAVACIO e LLESUY (1996) a reducdo do dioxigénio
pode, entretanto, ocorrer através de redugdes univalentes sequenciais, de forma a evitar
a restricdo associada ao Principio de Exclusdo de Pauli; de acordo com as seguintes

reacOes (constituindo as chamadas formas intermedidrias da redugdo parcial do

oxigénio):

DO, + € = 0,
2) O, +e + 2H" — H,0,

3) HO, + e + H* — H,0, +HO®

AHHO + ¢ + H — H,0

Estas formas intermedidrias ou ERO sdo distintas do oxigénio no seu estado
fundamental e caracterizam-se pela acentuada reatividade. Outras formas de oxiradicais
¢ espécies relacionadas com o oxigénio, como por exemplo, os radicais peridroxilo e
peroxilo, sdo formados principalmente nas membranas celulares (PRYOR, 1986).

No processo respiratério tem-se, seja em maior ou em menor escala, a formacgéo
de espécies intermedidrias instdveis de oxigénio, as chamadas Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO). As ERO sdo compostos altamente reativos, a maioria apresentando
um tempo de vida incrivelmente fulgaz, da ordem de milésimos a bilionésimos de

segundo. Apesar da breve existéncia, possuem um certo instante de vida livre, no qual
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procura reagir com a matéria circundante e assim adquirir estabilidade (SIGNORINI &

SIGNORINI, 1995).

radicais
livres de
oxigénio

Figura 4: Reducédo parcial do Oxigénio

No processo de transformagdes quimicas, grande parte do oxigénio molecular é
reduzido a dgua através das transferéncias de elétrons na cadeia respiratéria (Figura 4).
Estima-se que em torno de 98% do oxigénio consumido em organismos aerdbicos €
reduzido de forma tetravalente até H,O (CHANCE et al., 1979), através da acdo da
citocromo ¢ oxidase mitocondrial, sem a concomitante geracdo de ERO, permitindo que
a principal via de transferéncia de elétrons e de energia para a sintese de ATP celular
participe apenas particularmente da citotoxicidade decorrente destas formas deletérias
(FRIDOVICH, 1979). Mesmo assim, o principal sitio de formacdo endégena do dnion
super6xido estaria localizado na cadeia respiratéria mitocondrial (BOVERIS &
CHANCE, 1973), correspondendo a cerca de 2% do oxigénio consumido (CHANCE et
al., 1979; BOVERIS & CADENAS, 1982). A producdo de anion superdxido é
diretamente proporcional ao volume de oxigé€nio consumido ao nivel mitocondrial

(BOVERIS & CHANCE, 1973; JONES, 1985; DE GROOT & LITTANER, 1989).

O perdxido de hidrogénio (H>O,), gerado essencialmente em mitocdndrias e
peroxissomos, € uma molécula que, a rigor, ndo pode ser considerada um radical livre,
j& que ndo possui elétrons ndo pareados, mas possui atividade oxidante e elevada
capacidade de difusdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998). As mitocondrias

encontram-se em todas células aerébicas de organismos multicelulares, e estdo
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majoritariamente localizadas nos musculos esqueléticos e cardfaco, sendo portanto,
fisiologicamente o sitio gerador mais importante de peréxido de hidrogénio nos

organismos (CHANCE et al., 1979).

A produgé@o de HO® intracelular a partir da reagdo do O," com o H,O» (reacio de
Haber-Weiss, postulada em 1934), ou a simples mistura de H,O, com metais de
transicdo como ferro e cobre (reagdo descrita por Fenton em 1894) tem grande
significado biolégico devido a sua elevada reatividade e nocividade (PRYOR, 1986;
FRIDOVICH, 1986; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998). A elevada reatividade do
HO®, apesar de suas concentracdes intracelulares extremamente baixas, cerca de 107®
M, e seu reduzidissimo tempo de vida-média, cerca de 10”%s, conferem uma toxicidade
tao elevada aos organismos aerdbicos, que as prote¢des enzimaticas correspondentes as
moléculas geradoras (O, e H,0,) ultrapassam vdrias vezes as concentragoes
intracelulares estimadas para seus substratos (CHANCE et al., 1979). O HO® é o RL.O
mais reativo, pois, na busca imediata de sua estabilidade, este radical transforma as
moléculas circundantes em radicais, que, por sua vez, também precisam estabilizar-se.
Esta sequéncia de eventos € que da origem as reagdes em cadeia com os constituintes
celulares, oxidando residuos de aminodcidos produzindo as bases de Schiff, pode
também levar a uma alteragdo quimica das bases piiricas e pirimidicas quebrando a fita
de DNA. Pode ainda atacar os lipidios de membrana produzindo uma peroxidagéo
lipidica, alterando, assim, a organizacdo da membrana celular, além de danos a

proteinas e a outras moléculas organicas (HALLIWELL & GUTTERIDGE,1998).

Outras formas de ERO estdo envolvidas no dano celular e, recentemente, o
peroxinitrito (ONOQO"), derivado da rdpida reacio entre o &nion superdxido (0;™) e o
6xido nitrico (NO®), ficou igualmente caracterizado por sua agdo deletéria, apesar de

ndo se tratar de um radical livre (PUNCHARD, et al., 1996).

A toxicidade do oxigénio é um fendmeno aparentemente continuo e presente
mesmo sob normoéxia em organismos aerébicos sadios dotados de diferentes e
especificas defesas antioxidantes (WILHEM FILHO, 1994). A partir do descobrimento
da enzima superdxido dismutase (McCORD & FRIDOVICH, 1969), foi possivel
verificar mais consistentemente, a hipétese formulada por GERSHMAN et al. (1954) de

que a principal causa da toxicidade do oxigénio era decorrente da acdo dos ERO.
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O interesse relativo aos danos provocados pelas ERO ao nivel molecular, celular e
organismal, cresceu enormemente durante as ultimas décadas, principalmente pelas
evidéncias ou suspeitas vinculando as ERO a diversas patologias hiumanas e ao processo
de envelhecimento (JENKINS & GOLDFARB, 1993). Destacam-se especialmente
aquelas relacionadas com o sistema imunoldgico (onde as ERO desempenham também
papel de defesa), aparelho respiratério, cardiovascular, neuroldgico e da visdo, ademais
de processos ligados & carcinogénese e ao processo de envelhecimento (JI, 1993;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998). Persistem, entretanto, resisténcias isoladas

quanto a real importincia dos efeitos e das protecdes envolvendo a agdo dos oxiradicais

(MARGARITIS, 1997).

Diversos autores citam o envolvimento das ERO em um grande ndmero de
patologias, como causa secunddria a doengas cronico-degenerativas, ao aparecimento de
alguns tipos de céncer e ao processo de envelhecimento humano. Neste sentido, a
medida que as pessoas envelhecem, ocorre uma diminuicdo na eficicia do sistema das
enzimas antioxidantes, enquanto que a formagdo de ERO se mantém ou é aumentada
(PAOLISSO el al., 1998). As patologias relacionadas com as ERO estdo associadas as
deficiéncias genéticas e/ou ambientais. Nesse contexto, as doengas de natureza genética
(a hemocromatose idiopdtica, a doenca de Wilson e as doencas de Alzheimer e
Parkinson) estdo ligadas a uma falha na codificagdo para a sintese de determinadas
enzimas, o que promove o aumento da geracdo dos ERO, ou entdo omite a resposta

defensiva contra tais oxiradicais (SIGNORINI & SIGNORINI, 1995).

‘

O metabolismo dos seres oxigénio-dependentes estd frente a um paradoxo vital: a
imprescindibilidade do O, para a manutencdo da vida e, por outro lado, sua potencial
toxicidade diante de vdarias vias oxidativas defectiveis no processo respiratério. A
geracdo de ERO di-se de modo continuo no curso do metabolismo humano,
normalmente situando-se em niveis tolerdveis, o que possibilita um controle
antioxidante satisfatério pelos meios possiveis de inativd-los. Entretanto, existem
algumas condig¢des favorecedoras da gerac@o das ERO, e que sdo inerentes as atividades
normais do ser humano, tais como, a exposi¢do prolongada a radiacdo solar, camada de
oz0nio, presenga de poluentes no ar, d4gua e alimentos, tabagismo, distdrbios genéticos e

a acdo de certos farmacos.
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1.4 Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo basal das células aerébicas normais, existe uma producao
constante de ERO acompanhada pela sua continua inativagdo, através da acdo de
antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das biomoléculas.
A extensdo e os tipos de dano causados pelos ERO depende tanto da quantidade como
da qualidade ou natureza dos mesmos a que as células estdo expostas, bem como das

suas defesas antioxidantes. (DAVIES, 1991).

O desequilibrio entre os mecanismos que causam condi¢des oxidativas e das
defesas antioxidantes celulares presentes nos organismos vivos, provoca uma variedade
de mudangas fisioldgicas, chamadas coletivamente de estresse oxidativo (CROFT,
1998), onde as ERO podem estar aumentados sem o0 concomitante aumento das defesas;
as prote¢des podem estar reduzidas sem o aumento daquelas; ou a situagdo mais critica,
onde o aumento da concentragdo dos RLO vem acompanhado de uma redugdo paralela

das defesas correspondentes (SIES, 1985; AMSTAD & CERUTTIL 1990).

O estresse oxidativo pode estar relacionado com vdrios processos tais como:
mutagénese, carcinogénese, liperoxidacdo, oxidagdo e fragmentagdo de proteinas e

carbohidratos (SIES, 1986) (Figura 5).



14

_ ‘MetabolismioBictransformagio
x' - elgle— : !}_8

Redgio dé propagagio.

B - Adutos -de DNA
. 8-0x0-2:deoxiguanosina;

Adutos de DHA :
(" 4,;H2-etenodesoxiguanosina

Acido graxo polinsaturado Hidroperdxido (LOOH)

(PUFA)

OH
B- CisH0 gl ., C om0 3 HMH
“Trans 4-hidroxi-2:nonenal (HHE) ©  ‘Malondialdeido (MDA)

Reéapan de-nnnﬂﬂhﬁacﬁn enm TRA formandn iim’
, cromdforo detectavel em 535 nm

Figura S: Geracéo de hidroperdxidos de lipidios, propagagao, ataque ao DNA, formagdo de adutos e
geracdo de croméforos.

1.5 Defesas Antioxidantes

HALLIWELL & GUTTERIDGE (1998) definem como antioxidante qualquer
substdncia que, quando presente em baixas concentragdes, comparadas a de um
substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidacdo deste substrato. Esta
defini¢cdo compreende compostos de natureza enzimatica e ndo enzimética (Quadro 01).
Através de diferentes mecanismos, as ERO séo inativadas de forma a impedir reagoes

posteriores de propagacédo (SIES, 1993).
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Quadro 1 — Resumo das principais defesas antioxidantes nos sistemas biolégicos

SISTEMA FUNCAO

Nao Enzimaticos

a-Tocoferol Intercepta reagtes de lipoperoxidacdo

B-Caroteno Quencher de O,

Licopeno Quencher de O,

Ubiquinol 10 Sequestrador de radicais

Acido ascérbico Intdimeras fun¢des antioxidantes

Acido irico Sequestrador de radicais

Glutationa Inimeras funcdes antioxidantes

Enzimaticos

Superéxido dismutase Reacdes de dismutagédo de O,”

Catalase Catalisa a reacdo sobre H,0,

Glutationa Peroxidase Catalisa a reagdo sobre perdxidos

Enzimaticos auxiliares

Glutationa-S-Transferase Reagdo de conjugagdo e excrecao de
xenobibticos

Glutationa Redutase Colabora no ciclo da GSH

* Fonte: SIES, 1993

1.5.1 Protegoes Antioxidantes Enzimaticas

As principais defesas antioxidantes enzimadticas celulares sdo a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), e a glutationa peroxidase (GPx), qué constituem a
primeira defesa endégena de neutralizagdo das ERO (Figura 6) . Através delas, as
células tentam manter baixas as quantidades do radical superdxido € de perdxido de
hidrogénio, evitando assim, a formacdo do radical hidroxil (BOVERIS & CADENAS,
1997).

A SOD, presente na quase totalidade dos organismos eucaridticos, catalisa a
dismutagdo do radical O, em H,0,, (McCORD & FRIDOVICH, 1969). Durante o
processo de dismutacdo, duas moléculas de &nion superdxido reagem sequencialmente,
resultando na reducgdo (ganho dé elétrons) de uma e oxidacdo (perda de elétrons) de

outra (FRIDOVICH, 1979):

02.- + 02.- + 2H" > HzOz + O,



Existem trés isoformas conhecidas de SOD, que consiste numa metaloproteina:
uma com atomo de ferro, encontrada somente em bactérias; outra com manganés,
existente em bactérias e mitocdndrias; e a forma citosélica dos eucariontes, ostentando
duplamente dtomos de cobre e zinco junto a seus grupos prostéticos (FRIDOVICH,

1979).

As agbes da catalase (localizada principalmente a nivel de peroxisomas) e da
enzima glutationa peroxidase (majoritariamente citosélica) incidem sobre a
metaboliza¢do/degradacdo do peréxido de hidrogénio, que pode ser visualizado na

figura 8. A catalase decompde o H>O; em dgua e O, (FARBER et al., 1990):
2 H202 e Hzo + 02

Com excecdo de algumas bactérias, algas cianoficias e alguns parasitas helmintos,
a maioria das células aerébicas possui atividade cataldsica (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1998). Nos animais, a catalase estd presente em todos os principais
orgdos do corpo, especialmente no figado e nos eritrécitos, excecdo as hemaécias de
algumas espécies de peixes (WILHELM FILHO et al., 1996). O cérebro, o coragdo € o
muscuulo esquelético contém somente pequenas quantidades de catalase (HALLIWELL

& GUTTERIDGE, 1998).

As peroxidases sdo enzimas que utilizam doadores de elétrons para reduzir, por
exemplo, H,O, em H,O (LITLE & O’BRIEN, 1968; CRISTOPHERSEN, 1969). Talvez
a mais importante das peroxidases seja a glutationa peroxidase (GPx), enzima que
possui selénio em seu sitio catalitico e utiliza o tripeptideo ti6lico glutationa reduzida
(GSH) como doador de elétrons para a reducdo de H»O, e de outros peréxidos
organicos, como os lipoperoxidos provenientes da lipoperoxidagdo lipidica. Durante o
processo catalisado pela GPx ocorre a oxidagdo da glutationa, formando-se uma ponte
dissulfeto entre duas moléculas de GSH (GSSG) (KELLING & SMITH, 1982). A agdo
combinada do trindmio enzimdtico (SOD, CAT e GPx), mantém a célula com
concentragdes reduzidas de O, e H,0,, evitando aumentos na geracdo de ‘OH
(CHANCE et al., 1979), constituindo uma estratégia comum a todos os organismos

aerébicos.

Existem enzimas acessérias que participam auxiliando na manuten¢do do poder

redutor intracelular, tais como a glutationa redutase (GR). Esta enzima catalisa a
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redugdo da glutationa oxidada (GSSG) através da oxidagdo do NADPH, permitindo,
assim, a continua regeneracdo da GSH e da acdo da GPx (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1998; RICE-EVANS et al., 1985).

Metabolismo:
.ferobico
Blotransformat;ao
40" (rvter, 1975) ' A
ST GsH GSSG
10° m

(Oshin atal, 1979)

NADPH © NADP*

Peroxidagdo Llpldlca
h. ‘Dano ao DHA:

Alteragao proteica

ng +H202 ——] ‘
l 10 M ( Chance at-af, 1979}
10’s Pryor, 1986).

Figura 6: Interac@o das defesas antioxidantes enzimadticas, mostrando a gerag@o de ERO e neutralizagio
pelas enzimas citoprotetoras (Conc. para hepatécitos de ratos).

1.5.2 Antioxidantes ndo enzimaticos

O tripeptideo glutationa (y-L-glutamil-L-cistenil-glicina, GSH), estd presente em
concentra¢Oes de aproximadamente 1-10mM na maioria das células animais e vegetais
(WILHELM FILHO et. al., in press) A GSH € importante para as defesas antioxidantes,
metabolismo de xenobidticos e ecosandides, na regulacdo do ciclo celular e regulagéo
genética (KATOH, et al.,, 1991; MEYER, et al., 1994; FREEMAN, et al., 1993;
BERGELSON, et al., 1994; GALTER, et al., 1994). Como antioxidante, a GSH pode
agir diretamente como sequestradora de radicais livres ou agir como um co-substrato
junto da glutationa peroxidase (GPx), catalisando a reducdo de H,O, e hidroperéxidos

lipidicos. A formagdo de conjugados da GSH com compostos eletrofilicos através da
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acdo da glutationa-S-transferase (GST), é um importante aspecto do metabolismo de
xenobidticos (FORMAN, et al., 1997). Importante também ¢ a contribuicdo da GSH na
reciclagem de dehidroascorbato a ascorbato, por uma via enzimdtica onde a GSH-
dehidroascorbato-redutase ¢ preponderante (COASSIN et al., 1991; MAY et al., 1997;
MENDIRATTA et al., 1998a,b). A relacdo de concentracao entre GSH/GSSG deve ser
alta para a manutencao do poder redutor intracelular (KAPPUS, 1987).

A vitamina C, presente como ascorbato na maioria dos organismos bioldgicos, é
considerada entre os mais importantes antioxidantes dos fluidos extracelulares
(STOCKER & FREI, 1991). O Ascorbato tem sido mostrado como um eficiente
scavenger de O,", H,0,, *OH e do radical peroxil ("OOL) (ROSE, 1987). O ascorbato
age protegendo biomembranas contra a peroxidagdo, perpetuando, desta forma, a

atividade do a-tocoferol, um antioxidante ndo enzimatico lipossolivel.

A reatividade da vitamina E com ‘*OOL, protegendo a membrana lipidica de
ataques de ERO, ocorre por sua atividade antioxidante e, acredita-se, seja a sua mais
importante func¢do bioquimica in vivo (TAPPEL, 1962). -Tal reatividade é de
considerdvel importancia, porque tocoferéis reagem com °‘OOL, produzindo um
hidroperéxido relativamente estdvel (LOOH) e um radical tocoferoxil, interrompendo a

cadeia de propagacdo de ERO (SIES et al., 1993).

Além da funcdo de precursores de vitamina A, 0s carotendides tém sido
caracterizados por exibirem uma caracteristica -biolégica adicional, a;tuando como
eficientes scavengers de ERO (BURTON & INGOLD, 1984; SIES, 1993). Outros
grupos tém descrito o B-caroteno como um agente inibidor de peroxidacdo lipidica,
sequestrand;) 'COL, desta forma interrompendo a cadeia de propagacdo das ERO
(KRINSKY & DENEKE, 1982; BURTON & INGOLD, 1984; KENNEDY &
LIEBLER, 1992; PALLOZZA et al., 1992).

1.6 Biotransformacao de Xenobidticos

A biotransformacao de xenobiéticos € realizada praticamente por todos os tecidos

animais. O figado, entretanto, € o principal responsdvel por esta fun¢do, sendo neste
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6rgdo, mas ndo exclusivamente, observados vdrios efeitos téxicos associados aquele

processo (COMPORTI, 1989).

Na maioria das vezes, 0s xenobidticos sdo lipofilicos e facilmente absorvidos
perlas vias de entrada dos organismos (KLAASSEN & ROZMAN, 1991). Uma
exposicdo constante a estas substincias leva a sua acumulagdo no organismo. A
eliminagdo depende, entre outros fatores, do grau de solubilidade em dgua. Com isso, 0s
organismos desenvolveram mecanismos bioquimicos que transformam os xenobidticos
lipofilicos em metabdlitos mais hidrofilicos, para facilitar a sua excreg@o, consistindo
em um conjunto de reacdes denominadas de biotransformagdo, formado por diferentes
processos enzimdticos. O sistema enzimadtico citocromo P450 (CYP P450) é um dos
principais responsdveis por biotransformar xenobidticos, sendo, portanto, muitas vezes a

primeira linha de defesa contra estes compostos (WEI, 2000).

A biotransformagdo ocorre principalmente ao nivel hepético, e pode ser dividida
em duas fases. Nas reacdes de fase I, um grupo polar é introduzido & molécula,
aumentando a hidrossolubilidade da mesma, deixando-a em uma forma quimica mais
adequada para as reagdes de fase II. Nas reagOes de fase II, os compostos modificados
pelas reacoes de fase I reagem com um substrato enddgeno, produzindo compostos
conjugados hidrossoliiveis, que sd@o mais facilmente excretados (HODGSON & LEVI,
1994). Nas rea¢des da Fase II, os compostos modificados pelas reagéés da Fase 1
reagem com um substrato enddgeno, principalmente através da ag@o das enzimas,
glutationa-S-transferase e UDP-glucoronil transferase, para formar compostos
conjugados hidrossoliiveis, que sio mais facilmente eliminados das células e do
organismo. As GSTs pertencem a uma familia de enzimas envolvidas na Fase II,
favorecendo a conjugagdo da glutationa reduzida a compostos eletrofilicos (HODGSON
& LEVI, 1994). O objetivo da'biotransformagéo ¢ produzir compostos mais soltveis
para serem eliminados do organismo; no entanto, muitos compostos tornam-se mais

reativos e mais téxicos quando biotransformados.

Uma das principais reacdes da fase I é a monooxigenagdo microssomal. Esta
reacdo € catalisada por enzimas ndo especificas, tais como as monooxigenases que
contém flavina (FMO), ou pelo sistema multienzimético que contém o citocromo P450
(CYP450) como oxidase terminal (HODGSON & LEVI, 1994). As monooxigenagdes

sdo aquelas oxidag¢Oes nas quais um dtomo de oxigénio molecular ¢ reduzido a dgua,
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enquanto outro € incorporado no substrato (TIMBRELL,1991). O passo inicial consiste
da liga¢do do substrato ao CYP450 oxidado, seguido por uma reducdo de um elétron
catalisado pela enzima NADPH citocromo P450 redutase, formando um complexo

substrato-citocromo P450 reduzido, conforme figura 7 (HODGSON & LEVI, 1994).

‘Excregdo

CitPASOART

Proteina”

RO—— Protéina

. Estresse oxidativo
(Peroxidagio lipidica, perturbagdo
\ da homeostase de cilcio)

Dano no DHA

Figura 7: Esquema generalizado do processo de biotransformagio: o complexo multienzimdtico CYP450
cataliza a bioativagfio do composto (Fase I), enquanto que a conjugagio e a posterior excregio é
catalizada pela GST, mediante a transferéncia do grupamento tiol GSH.

1.6.1 Citocromo P450 (CYP450)

O citocromo P450 foi descrito em 1955, primeiramente como um sistema
enzimatico encontrado no reticulo endoplasmatico capaz de biotransformar xenobidticos
através de um processo oxidativo. O CYP450 € composto por diferentes isoformas, e
sua estrutura proteica contém um dominio heme, regides conservadas de cisteina e o
sitio do substrato na enzima. Esta estrutura permite mudangas conformacionais para a
exposi¢cdo do sitio ativo para a ligacdo do substrato (DIXON & WEBB, 1979;
TANAKA, 1998).

Existem mais de 36 isoformas CYP450 identificadas e classificadas em familias,
subfamilias e isoformas especificas, com base na homologia da sequéncia de
aminoacidos. Entretanto, o mecanismo catalitico do CYP450 € similar devido a

funcionalidade conservada da regido heme-tiolato, e a variagdo dos aminoécidos no sitio
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de ligacdo ao substrato confere uma seletividade relativa de metabolizacdo para
diferentes compostos. A biotransformag¢do de xenobidticos € realizada principalmente
pelas familias 1, 2, 3 e 4, enquanto as outras familias estdo envolvidas no metabolismo

de moléculas endégenas (LEWIS, 1996).

O CYP1Al, uma isoférmica especifica, pertence ao sistema de monooxigenases
citocromo P450. Paradoxalmente, enquanto estas ‘enzimas s30 essenciais na
detoxificagdo de xenobidticos, o CYP1Al catalisa a ativacdo de compostos pro-
carcinogénicos, frequentemente produzindo intermedidrios reativos mutagénicos e/ou

carcinogénicos (GUENGERICH, 1990).

Virios agentes anti-micéticos imidazélicos, incluindo clotrimazol, miconazol e
cetoconazol, t€ém efeitos inibitérios na expressdo do citocromo P450 (LAVRIJSEN,
1986). Entre os farmacos benzimidazéis, como omeprazol, lanzoprazol e pantoprazol,
apresentam a propriedade de induzir CYP 1A1 e CYP 1A2 em hepatécitos humanos
(DIAZ et al., 1990; CURI-PEDROSA et al., 1994; MASUBUCHI & OKASAKI, 1997).
Os benzimidazdlicos anti-helminticos como albendazol, oxfendazol e tiabendazol,
também induzem CYP1A em hepatdcitos de ratos e coelhos (SOUHAILI—EL et al.,
1988; GLEIZES et al., 1991; AIX et al., 1994).

Alguns genes do CYP450 sdo expressos constitutivamente, enquanto outros,
como o CYP1ALl, particularmente envolvidos com a biotransformagio de xenobidticos,
sdo induziveis. Em muitos casos, os indutores (firmacos, inseticidas, hidrocarbonetos
aromadticos e outros) também servem como substrato para as enzimas induzidas;
entretanto, a atividade do CYP450 sé permanece elevada enquanto ha necessidade. A
indugdo enzimadtica usualmente promove a detoxificag@o, servindo como um mecanismo

de protecdo ao organismo (DENISON & WHITLOCK, 1995).

Hidrocarbonetos aromdticos policiclicos planares, assim como os coﬁlpostos
carcinogénicos 3-metilcolantreno (3-MC) e [-naftoflavona (BNF) sdo protétipos
indutores de vdrias enzimas do sistema CYP450, mais especificamente as isoformas
1A1/1A2 E 1B1. A B-naftoflavona é agonista do receptor AhR (responsdvel pela
transcricdo do gene do CYP1A1 (DENISON & WHITLOCK, 1995). Na presenca de
indutores, como a BNF, hd um aumento do nivel de fatores de transcrigdo, para os genes

que codificam as diferentes isoformas.
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Figura 8: Mecanismo proposto para o aumento da produg@o de enzimas pelos xenobidticos
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos PAH), onde R é o recpetor Ah; HS as heat shock proteins; ARE
elemento responsivo a xenobiético; GRE elemento responsivo a glicocorticéides (HODGSON & LEVI,
1994).

Esta ativagdo ocorre através da ligacdo a um receptor citoplasmético, o receptor

Ah, resultando em uma ativacdo conformacional, a qual pode levar a alteragdes na
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afinidade de outros compostos citoplasmaticos, como as heat shock proteins (HSP). Esta
ligacdo inicial parece ser a causa da migragdo do receptor Ah para o nicleo, o qual
interage com uma regido especifica do gene, o elemento responsivo Ah (ARE).
Resultando em uma transcrigdo de um numero de genes localizados no locus Ah,
incluindo algumas isoenzimas do P450, por exemplo, a isoforma 1Al e 1A2

(NERBERT & GONZALEZ, 1987), conforme pode ser visualizado na figura 8.

Com o rapido processo da industrializagdo, aumentou a exposi¢do a vdrios
compostos estranhos como aditivos alimentares, fadrmacos, contaminantes em geral, e
materiais de construg@o. Estes compostos podem ser ingeridos com os alimentos, ar ou
agua, e outros intencionalmente (fdrmacos) ou ndo intencionalmente. Este processo
detoxifica xenobidticos danosos, mas também pode converter farmacos utilizados na
terapéutica em compostos danosos ao organismo como toxinas e carcindgenos. A
ativacdo e a conversdo enzimdtica de um xenobidtico freqiientemente aumenta o
metabolismo de outros compostos, sendo dificil prever o efeito que muitos farmacos

podem apresentar (LAZAR, 2000).

O dano celular associado ao estresse oxidativo pode ser induzido em organismos
expostos a diferentes classes de xenobiéticos, conforme tem sido evidenciado em varios
modelos experimentais (SLATER, 1978; THURMAN et al., 1986; VAZ et al.,1989; 7
COMPORTI, 1987, 1989; VIDELA & GUERRI, 1990; DE GROOT et al., 1991).

Normalmente as membranas bioldgicas sd@o 0s principais sitios de dano celular,
considerando que os intermedidrios reativos sao formados, em muitos casos, no reticulo
endoplasmatico, onde o sistema citocromo P450 estd localizado (HODGSON & LEVI,
1994). Assim, qualquer caminho possivel dos intermediarios reativos dentro da célula
encontrard as membranas das organelas ou a membrana plasmatica. Desta forma, as
ERO podem promover a peroxidacdo lipidica que, além de comprometer a integridade
estrutural das membranas, vai gerar produtos toxicos derivados, que podem se mover de
dentro para fora da célula, produzindo dano em sitios distantes aos do local de formagio

(COMPORTI, 1989).

Determinadas situagdes podem perturbar o balango entre a velocidade de
formacdo e a de detoxificacdo de intermedidrios reativos. A indugdo enzimética pode

aumentar a velocidade de biotransformacgdo de um xenobidtico que, por sua vez, pode
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levar a uma produgdo excessiva de intermedidrio reativo. Altas doses de um xenobi6tico
podem inibir rapidamente os mecanismos de defesas celulares, produzindo, entdo, a
saturacdo das vias cldssicas de detoxificacdo. Nestas condigGes, vias alternativas podem
levar a formacdo de intermedidrios reativos, resultando em injdria celular (WENDEL,
1991). A figura 9 resume a relacdo entre biotransformagdo e toxicidade de um

xenobidtico.

Em contraste, a atiVagéo de carcinogénicos, fadrmacos e agentes toxicos, através de
oxidagdo ou reducdo, resultam na formacdo de pré-carcindgenos ou intermedidrios
reativos, que normalmente ndo sdo substratos para as enzimas de conjugagfo e que, por
sua vez, reagem covalentemente com biomoléculas (proteinas, lipidios, carboidratos,

RNA, DNA), podendo causar mutagdes, cancer e morte celular (PARKE, 1987).

Xenobidtico — 3 Metabdlito —————p Eliminagio

Intermedidrio Reativo e Geragao de ERO

Unido covalente a

macromoléculas

Dano Tecidual =~ > Mutagénese/Carcinogénese

Figura 9: Biotransformacio e toxicidade de xenobiéticos

Reagdes do “ciclo redox” sdo caracterizadas pela excessiva utiliza¢@o de oxigénio

e pela oxidagdo de NADPH, que € gasto para a formacéo catalitica de ERO (BACHUR
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et al.,, 1978; THOR et al., 1982). Portanto, xenobidticos que sofrem “ciclo redox” tem
um potencial produtor concomitante de quantidades aprecidveis de 0,", H,0,, HO®, que
podem se sobrepor 2 prote¢do dada pelos diferentes mecanismos de defesa antioxidante,

causando estresse oxidativo celular (DI GIULIO et al., 1989) (Figura 10).
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Figura 10: Esquema simplificado, mostrando a sequéncia de eventos para as monooxigenagdes
catalisadas pelo citocromo P450. (R) figura aqui como um xenobidtico; observar as sequéncias de reacdes
formando dgua, o complexo terndrio oxidado e o produto hidroxilado. Observar também, em funcéo do
desacoplamento do ciclo, a geragio de O, e H,O, (HODGSON & LEVI, 1994, modificado)

1.7 Deficiéncia das defesas nos parasitas

Nos ultimos anos houve um grande progresso no entendimento da bioquimica,
biologia molecular ¢ imunologia dos parasitas. Um ndmero de 'aspectos peculiares
caracteristicos dos parasitas, 0os quais ndo estdo presentes em oOutros Organismos,
contribue para o melhor entendimento do mecanismo de agdo destes farmacos e
seletivamente de agdo farmacologica. Um destes aspectos € a deficiéncia nos
mecanismos de defesa contra a toxicidade do oxigénio. ERO intermedidrios parecem
estar envolvidos na reagdo das enzimas presentes nos protozodrios anaerdbicos. Varios
agentes antiparasitdrios tém mostrado exercer, em parte, suas a¢des através da formagao

de ERO (DOCAMPO, 1986).
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Tem sido demonstrado que muitos metabdlitos reativos de agentes
antiparasitdrios sdo ERO, que conforme ja mencionado, sendo moléculas com o tltimo
orbital instdvel com apenas um elétron de spin desemparelhado, com uma grande
afinidade de reagdo aos constituintes celulares. Estas ERO podem oxidar residuos de
aminodcidos formando as bases de Schiff que sdo capazes de quebrar a fita de DNA
através da alteragcdo quimica das bases puricas e pirimidicas, e também provocam a
peroxidagio dos lipidios da membrana, conduzindo a injtria celular por desorganizagao
da estrutura da membrana (WARD & TIMOTHY, 1997).

A sensibilidade dos parasitas aos ERO freqiientemente depende de uma
deficiéncia nas defesas bioquimicas contra o dano provocado pelos ERO. Considerando
estas deficiéncias no aspecto biolégico dos parasitas, diferentes daquelas encontradas
nos mamiferos, estes vermes sdo mais susceptiveis ao dano oxidativo. (DOCAMPO,

1986).

De forma semelhante, a ago tripanocida do BZN parece estar relacionada a sua
capacidade de sofrer reducdo parcial, formando radicais quimicamente reativos que
determinam a produ¢do de ERO, como, por exemplo, anion superéxido, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila (DOCAMPO & MORENO, 1984, 1986; MORELLO,
1988). Aparentemente, o T. cruzi apresenta baixos niveis de glutationa reduzida e carece
de catalase e glutationa peroxidase, tornando o parasita extremamente vulnerdvel ao
ataque dos ERO (BOVERIS et al., 1980). A reagdo dos ERO com macromoléculas
celulares resulta em peroxidagdo dos lipidios e lesdes de membrana, inativagdo

enzimatica, mutagénese e carcinogénese (MORENO et al., 1980).

Os tripanosomideos perderam ou sdo deficientes em glutationa (GSH),
peroxidases e catalase (BOVERIS et al., 1980) e contém a maioria de sua glutationa
conjugada com uma bis-espermidina (tripanotiona T(SH),) e glutationil espermidina
(GSH-SP) (SHAMES et al., 1986; FAIRLAMB, 1990; MORELLO et al., 1994;
REPETTO et al., 1994). A T(SH); mantém o balan¢o redox da mesma forma que a
GSH, pois os tripanosomideos apresentam uma T(SH), redutase no lugar da glutationa

redutase (SHIM & FAIRLAMB, 1990).

Com base nas evidéncias atuais da participagdo do parasita na patogenia da
cardiopatia chagésica, tem-se dado énfase a terapéutica parasiticida. Além da

terapéutica convencional, novas indica¢des, como no caso da AIDS e de transplante
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cardiaco e renal, tem aumentado a utiliza¢do clinica do BZN. Entretanto, alguns autores
tém demonstrado que compostos imidazélicos sdo capazes de induzir o sistema
microssomal P450 1A1l, freqiientemente associada a ativacdo de compostos
mutagénicos e carcinogénicos, causando efeitos nocivos nfo apenas ao parasita, mas

também ao hospedeiro.

Além disto, tém-se sugerido que um dos possiveis mecanismos de agdo
farmacolégica de compostos com atividade tripanosomicida seria a formac¢do de ERO,
que atuaria sobre o parasita. Como o sistema P450 e, especialmente, a sub-familia 1A1
estd também associada a produgio de ERO, observou-se o efeito do Benzonidazol sobre
a expressdo deste sistema enzimdtico, € de enzimas da fase II de biotransforma¢do como

a Glutationa S-transferase, que também estd associada & inativagdo das ERO quando
estes s@o gerados na fase I de biotransformacdo. O presente estudo avaliou o estresse
oxidativo dos animais submetidos ao tratamento, pela determinacdo das defesas
antioxidantes ¢ do dano celular, bem como o seu potencial mutagénico, pela indugdo da

isoforma CYP450 1A1, tendo o hospedeiro como o alvo.



2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a situagdo de estresse oxidativo das defesas antioxidantes bem como a
indugéo de enzimas da fase I e I (CYP1A1 e GST) do sistema de biotransformagéo de
xenobidticos que possuem uma estreita correlagdo com a geragdo de ERO, causada pelo
BZN em figados de ratos Wistar, apés o tratamento dos mesmos com este farmaco em

diferentes tempos de tratamento

2.1 Obijetivos Especificos

v’ Verificar as diferencas nos niveis de defesas antioxidantes enzimdticas € ndo
enzimdticas, bem como nos niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) no figado de ratos
tratados com BZN, comparativamente ao grupo ndo-tratado (grupo controle) em

diferentes tempos de tratamento;

v" Verificar a indugdo e expressdo da GST e do citocromo P450 1A1, no figado de
ratos tratados com BZN, comparativamente ao grupo ndo tratado (grupo controle)

em diferentes tempos de tratamento.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para avaliar o potencial oxidativo do farmaco BZN foram utilizados ratos albinos
Wistar, machos, de aproximadamente 60 dias, ndo tratados previamente com farmacos
anti-parasitarios, pesando entre 200 £ 50 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram pesados e distribuidos em
grupos de 6 individuos, permanecendo no biotério por um periodo de adaptagdo de 10
dias antes da realizacdo dos experimentos, em gaiolas pldsticas, mantidos em
temperatura ambiente controlada 25+2° C, com ciclo claro/escuro de 12 horas,

recebendo dieta comercial Nuvilab CR 1 e dgua ad libitum.

3.2 Protocolo Experimental

BZN foi dissolvido em O¢leo vegetal em uma concentragdo de 20mg/ml. Os
animais foram tratados por via intraperitonial com doses de 20, 40 e 60mg/Kg de peso
durante 4 dias. Baseado neste ensaio preliminar, a dose de 40mg/K£; de peso foi
selecionada para a investigagdo do estudo tempo-dependente (2, 4, 8, 10 e 30 dias). O
grupo controle foi tratado com 6leo vegetal. No final dos tratamentos os animais foram
pesados, sacrificados por deslocamento cervical, seus figados retirados e pesados e
imediatamente divididos em 3 aliquotas: uma para producdo de homogenatos acidos,

uma para produgdo de homogenatos, e outra para preparacéo de microssomas.

Além disto, para avaliar a indugdo da atividade e expressdo do citocromo
P4501A1, foi feito um grupo controle positivo cujos animais foram tratados com BNF,
um indutor especifico da isoforma 1A1, 5mg/Kg de peso, dissolvida em éleo vegetal,

administrado por via intraperitoneal durante 2, 4, 6, 10 e 30 dias.
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3.3 Preparacao das amostras

3.3.1 Homogenato

Os figados dos animais foram retirados e colocados imediatamente em gelo. Uma
pequena porcdo retirada e pesada para a preparacdo dos homogenatos, obtidos em
tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7.4 contendo 0,1% de Triton X-100 ¢ 150 mM de
cloreto de sédio (1:20 p/v). A homogenizagdo foi mantida a 4°C, com cerca de 20
impactos em homogenizador Potter-Elvehjem, seguidos de centrifugacdo a 10000g
durante 10 minutos. Os sobrenatantes foram mantidos a -170°C até a sua utiliza¢io para
as diferentes analises das atividades enzimaéticas, SOD, CAT, GR, GPx e GST, bem

como do dano celular (TBARS), através de espectrofotometria.

3.3.2 Extrato Acido

Por¢des do figado foram precipitadas com 4cido tricloroacético 12% (1:20p/v) e
homogenizadas com cerca de 20 impactos em homogenizador Potter-Elvehjem,
seguidos de centrifugacdo a 10000g durante 10 minutos. Imediatamente apds, foi
realizada a determinacdo dos tidis ndo-proteicos (GSH, GT e GSSG) - nestes

sobrenadantes.

3.3.3 Fracao Microssomal

Os figados foram rapidamente removidos e homogenizados numa concentragio de
16,7% com tampao Tris-sacarose 10 mM pH 7,4 e centrifugados, a 0°C a 600g por 5
minutos. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 12000g por 10 minutos.
Posteriormente o sobrenadante foi precipitado com CaCl, 8mM e em seguida
centrifugado a 25000g por 15 minutos. O precipitado foi lavado com KCl 15mM/Tris
10mM pH 7,4 e centrifugado a 25000g por 15 minutos. A fragdo microssomal assim
obtida, foi ressuspendida com tampao de conservagdo glicerol (SCHENKMAN, 1978).
Os microssomas foram imediatamente colocados em nitrogénio liquido (-170°C) para
posterior determinacdo da atividade EROD e realizagdo dos Western blotting para

CYP4501A1.
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3.4 Atividade dos Marcadores do Estresse Oxidativo e das
Defesas Antioxidantes

3.4.1 Avaliacao da Lipoperoxidacao Tecidual (TBARS)

A avaliacdo da peroxidagdo lipidica endégena foi realizada em triplicatas, através
da detec¢do em As3s nm dos derivados de seus produtos de oxidagdo, através de
substdncias que reagem com o d4cido tiobarbitirico (TBARS), destacando-se o
malondialdeido, ou MDA, produzindo uma base de Shiff de colorac¢do rosa (BIRD &
DRAPER, 1984). Os homogenatos foram precipitados»com acido tricloroacético (TCA)
a 12% e agitados vigorosamente. Em seguida foram incubados em tampéao Tris-HC1 60
mM 7.4 (0,1 mM DPTA) e 4cido tiobarbitirico (TBA) 0,73% durante 60 minutos a
100°C. Ap6ds, o material foi resfriado durante 30 minutos a 5°C e centrifugados (Smin a
10000g), e a absorbancia do croméforo medida em 535nm, sendo os valores expressos

em TBARS nmol g 1

3.4.2 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

3.4.2.1 Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi medida espectrofotometricamente em
340 nm, de acordo com KEEN et al. (1974). A amostra foi adicionada em um meio
contendo 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), glutationa reduzida 0,1 M (GSH)
e tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, contra um branco de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. As
analises foram feitas em duplicatas e os valores da atividade da enzima expréssas em

umol min ' g 7.

3.4.2.1 Catalase (CAT)

Para andlise da atividade desta enzima, utilizou-se o'método descrito por AEBI'
(1984), que quantifica a velocidade de decomposi¢do do perdxido de hidrogénio, em
240 nm durante 20 segundos, pela enzima presente na amostra. Utilizou-se a solucéo de

perdxido de hidrogénio 10 mM em tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada e titulada
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no dia da andlise. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores

P R
expressos em mmol min ~— g

3.4.2.2 Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm, de acordo
com o método de MISRA & FRIDOVICH (1972), modificado por BOVERIS et al.
(1983), mediante a oxidacdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0) que
forma o 4nion superéxido € um croméforo réseo, o adrenocromo, onde a enzima
presente na amostra retarda sua formacgdo. Numa cubeta contendo glicina 50 mM, pH
10,2, foi adicionado adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco
ambar para evitar a oxidag¢do). A velocidade de formacio do adenocromo foi
monitorada durante cerca de 100 segundos do inicio da reagdo (com acréscimo de
absorbincia a cada intervalo de 15 segundos em torno de 0,013-0,015 unidades), para
entdo adicionar a aliquota da amostra (geralmente em torno de 10 a 70 pl, dependendo
da concentragdo e atividade da enzima presente na amostra). O tempo total de
monitoramento da reacio foi de 3 minutos. Curvas de 3 a 5 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimética da SOD nestas condi¢gdes. Os valores da SOD (U
SOD g ') expressos em termos de atividade da enzima, onde uma unidade de SOD & |
definida como a quantidade de enzima necessdria para diminuir & metade a velocidade

espontanea de formagdo do adrenocromo (MISRA & FRIDOVICH; 1972).

3.4.2.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx dismuta o t-BuOOH gerando uma ponte dissulfeto entre duas GSH (GS-
SG), que por sua vez volta ao estado reduzido (2 GSH), pela acdo da GR. A GR age
mediante a oxidacdo de NADPH, assim, o ensaio é uma medida indireta que consiste
em registrar a diminui¢io do NADPH. Para este ensaio, segundo FLOHE & GUNZLER
(1984) utilizou-se amostra e ter-butilhidroperéxido (t-BuOOH) 10mM colocados em
meio de reagdo composto de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, NADPH 1mM, é4cido
dietilenotriaminopentaacético (DPTA) 0,005 M pH 7,0, 4gua destilada, GSH 10mM, e
5U de GR colocada momentos antes do ensaio. Este ensaio baseia-se na medida do
decréscimo de absorbancia (340 nm), promovido durante a redug¢do da GSSG, catalisada
pela GR, em presenca de NADPH. A velocidade de oxidacdo do NADPH ¢
proporcional a velocidade de produgdo de GSSG a partir de GSH, em presenga de t-
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BuOOH, catalisada pela GPx. Os valores da atividade desta enzima foram expressos em

pmol min gt

3.4.2.4 Glutationa Redutase (GR)

O método utilizado para a andlise da atividade desta enzima foi proposto por
CARLBERG & MANNERVICK (1985), onde se verifica durante 30 segundos, em 340
nm, a taxa de oxidacdo do NADPH, devido a redugdo da GSSG pela GR presente na
amostra, em um meio de reac@o contendo tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0; NADPH 1mM;

GSSG e DPTA 5mM. Os valores da atividade foram expressos em pmol min ~' g ™.

3.4.3 Analise das Defesas Antioxidantes Nao Enzimaticas

3.4.3.1 Glutationa Reduzida (GSH)

Para avaliar a concentragdo hepética de pequenos tidis em precipitado acido, foi
empregado o método de BEUTLER (1963). A adi¢do de 4cido 2-nitrobenzédico 2,5 mM
(DTNB) nas cubetas contendo tampdo Tris-HCL 0.2 M pH 8,0 e amostra, permite, apds
cerca de 3 minutos, a obten¢do méaxima de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, mensurdvel em 412 nm. As concentracdes obtidas neste ensaio foram

expressas em mM.

3.4.3.2 Glutationa Total (GT) e Glutationa Oxidada (GSSG)

Para esta anadlise utilizou-se o método enzimatico de TIETZE (1969), onde a taxa
de oxidacdo do NADPH usada na reducdo da GSSG, catalisada pela GR, permite avaliar
indiretamente a concentragao da glutationa total presente na amostra. As concentragdes
obtidas neste ensaio foram expressas em mM. Os valores de GSSG foram calculados em

equivalentes (2GSH — GSSG), a partir da concentragdo da glutationa total.
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3.4.4 Analise do Citocromo P4501A1

3.4.4.1 Concentracao de Proteinas

A concentragdo de proteinas foi mensurada pelo método descrito por LOWRY ,

1951, utilizando como padrdo albumina bovina.

3.4.4.2 Atividade da Etoxiresorufina-O-deetilase - EROD

A atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase, correspondente 2a atividade do
CYP4501A1 no figado de ratos, foi medida por espectrofluorimetria em preparagdes
microssomais. O substrato 7-etoxiresorufina-O-deetilase foi incubado com microssomas
(Img proteina/ml) a 35°C na presenca de NADPH em pH 7.8, e o produto formado foi
determinado fluorimetricamente. A resorufina foi utilizada como padrdo interno para

célculo do coeficiente de extingdo molar (PROUGH, 1978).

3.4.4.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida para separacao das proteinas:

A eletroforese foi executada de acordo com o método descrito por LAEMMLI
(1970), em gel de poliacrilamida em sistema miniVE. O gel de concentracao e o gel de
migracdo foram preparados em uma concentragdo de 5 e 7,5% respectivamente. As
amostras foram tratadas com tampdo Tris-glicina (4,2 x 10°M de Ditiotreitol - DDT,
10% de SDS, 1M de Tris pH 6,8: 50% de Glicina, 0,2% de Azul de Bromofenol) e
fervidas em banho maria durante 5 minutos em tubos de Eppendorf. Em seguida, as
amostras foram aplicadas no gel em uma concentragdo de 70 pg de proteina e a corrida
eletroforética foi executada em tampao de corrida (Tris 24,8 mM, glicina 192 mM, SDS

0,1%), com corrente constante de 20 mA e 120 V, durante aproximadamente 2 horas.

3.4.4.4 Imunoblotting

OA eletrotransferéncia foi executada em sistema de transferéncia miniVE
(Amersham) para transferéncia de proteinas em membrana de nitrocelulose (0,45uM
didmetro do poro) de acordo com o método de TOWBIN (1979). O gel e a nitrocelulose
foram colocados em contato em meio contendo tampao de transferéncia (Tris 24,8 mM,

Glicina 192 mM e Metanol 20%). Em seguida aplicou-se uma corrente constante de 400
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mA e tensdo de 20 V durante 1 hora e 30 minutos. No final da transferéncia a membrana
foi incubada com Vermelho de Ponceau (0,2% de vermelho de Ponceau em 3% de acido

acético), para verificar a transferéncia de proteinas.

As membranas foram saturadas com uma solucdo de 5% leite Molico desnatado
em tampao TBS-Tween incubadas durante 1 hora. Apds procedeu-se a lavagem das
membranas com tampdo TBS-T e em seguida estas foram incubadas com o anticorpo
primério (anti- CYP4501A1 1:30000 — RPN 256-Batch 16119-Amersham) durante 1
hora a 37°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas com tampdo TBS-T e
incubadas com anticorpo secunddrio biotinilado anti IgG de coelho conjugado a biotina
(1:30000 Sigma) durante 1 hora a 37°C. Apds este periodo, as membranas foram
lavadas em tampdo TBS-T e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com
estreptavidina (1:5000 Sigma). Em seguida as membranas foram lavadas novamente
com tampdo TBS-T e realizada a imunorevelacio com ECL, método de
quimioluminescéncia, onde ocorre uma dissipagdo de energia por uma substincia
quimicamente excitada; este sistema catalisa a oxidagdo do luminol na presenca de
peréxido de hidrogénio em meio alcalino. Imediatamente apds a oxidagdo, o luminol
encontra-se no estado excitado emitindo luz, a qual € visualizada por uma exposi¢do em

filme de raio X. Isto ocorre de acordo com a seguinte reagao:

Membrana Estreptavidina Peréxido Produto
de nitrocelulose peroxidase oxidado
022/_’
+ Luz
2 .
0, /v Luminol
+
Ac secunddrio 2H,0
hiotinilado -
Ac primario
N contra P450
Isoenzima
P450 de rato Filme de
raio X




36

3.5 Tratamento Estatistico Dos Dados

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada através de andlise de varidncia
(ANOVA), complementada pelo teste de Tukey—Kramer, e/ou teste de Bartlett, quando

necessdrio, admitindo um nivel de significancia de p<0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da inducao e da expressao do CYP1A1

4.1.1 Atividade EROD dose dependente

Para avaliar os efeitos do BZN na expressdo do CYP1A1 hepético, bem como
estabelecer os niveis de exposi¢do ao farmaco, um estudo de muiltiplas doses foi
realizado. Ratos foram tratados com doses crescentes de BZN em questdo durante 4
dias e uma relacdo dose-resposta para atividade EROD foi determinada. A figura 9
mostra um crescente aumento da atividade EROD nos microssomas de figados de ratos
tratados com BNF, um indutor especifico do CYP1A1; de forma semelhante, 0 BZN
também demonstrou niveis significativamente elevados da atividade EROD em baixas
doses, como 20 mg/Kg peso. A B-NF causou uma indu¢do aproximadamente 7 vezes
maior quando comparado ao BZN; todavia, este farmaco mostrou indugdo significativa
em doses consideradas terapéuticas (20 e 40 mg/Kg de peso). Quando comparados com
os controles, os animais tratados com BZN apresentaram atividade EROD

aproximadamente 6 vezes maiores (Figura 11).

754

EROD (pmol min' g de proteina)
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Figura 11: Atividade EROD (pmolmin™g" de proteina) de microssomas de figado de ratos tratados com
20, 40 e 60 mg/Kg de peso de BZN, BNF e controle.(***) demonstra diferenga significativa (p<0,001) em
relagdo aos controles.(**) demonstra diferenga significativa (p<0,01) em relacdo aos controles.(*)
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demonstra diferenga significativa (p<0,05) em relag@o aos controles. Todos os valores foram expressos
como a média ¥ SEM, n = 6.

Baseado neste estudo preliminar com miiltiplas doses, e por localizar-se em faixa
de dose utilizada terapeuticamente, a dose de 40mg/Kg peso foi selecionada para as

investigagOes posteriores em um estudo tempo-dependente.

4.1.2 Atividade EROD tempo-dependente

A atividade da 7-etoxiresorufina-O-deetilase mostrou-se aproximadamente 6
vezes maior no animais tratados com BZN em relacdo ao grupo controle. Este aumento
na atividade do CYP1AL1 foi observado ao londo do tempo, sendo que a maior atividade

foi medida em 4 dias de tratamento, como mostra a figura 12.
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Figura 12: Atividade EROD (pmol min"'g™") de microssomas de ratos tratados com 40mg/Kg de peso de
BZN e controles durante 2, 4, 6 e 10 dias. Todos os valores foram expressos como a média ¥ SEM, n = 6.

(**) demonstra diferenca significativa (p<0,01) em relagdo aos controles.

Através da andlise densitométrica das bandas (Figura 13), observou-se uma clara e
evidente indugio na expressdo do sistema enzimdtico CYP4501A1, nos animais tratados
com BZN em relagdo ao grupo controle. De acordo com os dados relacionados a
atividade EROD (Figura 12), obteve-se um aumento tempo-dependente na indugéo e na

expressdo do CYP1A1, o qual mostrou maior expressdo proteica em 4 dias.
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Figura 13: Western blotting (acima) do CYP1A1 de microssomas de figado de ratos controle, ratos
tratados com BZN 40mg/Kg de peso durante 2, 4 , 6, 10 e 30 dias e Smg/Kg de peso de BNF durante 10
dias, com suas respectivas leituras densitométricas (abaixo).

4.2 Atividade da GST

A atividade da glutationa S-transferase, enzima da fase Il de biotransformagdo de

farmacos, foi significativamente diminuida nos primeiros

10 dias do periodo

experimental (Figural4), indicando que o BZN tem um efeito inibitério nesta enzima. O

decréscimo na atividade da GST foi evidenciado com maior intensidade com 2 dias de

tratamento. Durante o seguimento do tratamento, a atividade desta enzima permaneceu

diminuida em relagdo ao controle, porém, com tendéncia a recuperacio dos niveis

normais com 30 dias de tratamento.
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Figura 14: Atividade da glutationa S-transferase (GST; umol.min"'g™") em hepatdcitos de ratos tratados
com 40 mg/Kg de peso de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos

como a média ¥ SEM, n = 6. (*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relagio aos controles.
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4.3 Dano Celular (medida de concentracao de TBARS)

A determinacdo dos niveis de substincias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS)
em homogenatos de figado representa uma forma de medida indireta do processo de
lipoperoxidacgdo in vivo. Os valores médios de TBARS verificados nestes homogenatos
foram aumentando progressivamente com o tempo de tratamento com BZN, indicando
que este aumento foi tempo-dependente (Figura 15). Quando comparados aos controles,
os animais tratados mostraram um aumento de aproximadamente 90% em 2 e 4 dias de
tratamento, seguido de aproximadamente 180% em 6 dias, alcancando niveis de
aproximadamente 280% vezes maiores com 10 e 30 dias de tratamento, quando

permaneceram estaveis.
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Figura 15: Concentracio de TBARS (nmol g') em hepatécitos de ratos tratados com 40 mg/Kg de peso

de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a média ¥ SEM, n = 6.
(***) demonstra diferenca significativa (p<0,001) em relacéo aos controles. (**) demonstra diferenca
significativa (p<0,01) em relagéo aos controles. (*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relacdo
aos controles.

4.4 Antioxidantes enzimaticos

4.4.1 Glutationa Redutase

A atividade da glutationa redutase foi significativamente aumentada em 2 e 4
dias de tratamento, e significativamente diminuida nos Gltimos estagios do tratamento
(6, 10 e 30 dias) (Figura 16), sugerindo um efeito inibitdrio ao longo do tempo do BZN

nesta enzima.
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Figura 16: Atividade da glutationa redutase (GR; umol.min™.g™') em hepatécitos de ratos tratados com
40 mg/Kg de peso de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a

média + SEM, n = 6. (*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos controles.

4.4.2 Glutationa Peroxidase

No inicio do tratamento (2 dias) a atividade da GPx mostrou-se significativamente
diminuida em relagdo ao grupo controle, demonstrando um atraso na resposta a
presenga do BZN, ou bloqueio da sua atividade. No intervalo correspondente a 4 e 10
dias de tratamento, observou-se uma tendéncia compensatdria da GPx, equiparando-se
aos valores do grupo controle (Figura 17). Com 30 dias de administracido do farmaco,
novamente a GPx apresenta um comportamento inibitério, possivelmente relacionado
com o efeito crdnico do tratamento.
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Figura 17: Atividade da glutationa peroxidase (GPx; pmolmin™g™) em hepatécitos de ratos tratados com
40 mg/Kg de peso de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a

média ¥ SEM, n = 6. (*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relag@o aos controles.
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4.4.3 Catalase

A atividade da CAT mostrou-se elevada ji no segundo dia de tratamento,
(35,2+1,8 mmol min‘lg‘l) quando comparada ao grupo controle (24,3+2,1 mmol min]gl)
(Figura 16), seguido por uma diminuicdo significativa em sua atividade em 6 e 10 dias
de tratamento (21,2+1,5 e 17,5 +1,Immolmin"'g™"). Todavia, com a evolucdo do periodo
de tratamento, a atividade desta enzima, novamente mostrou-se significativamente

aumentada com 30 dias de tratamento (Figura 18).
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Figura 18: Atividade da catalase (CAT; mmol min"g") em hepatécitos de ratos tratados com 40mg/Kg

de peso de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores sdo expressos como a média ¥ SEM,
n = 6.(*) demonstra diferenga significativa (p<0,05) em relagdo aos controles.

4.4.4 Superoxido dismutase

Niao foram evidenciadas diferencas significativas na atividade da SOD durante

todo o periodo experimental (Figura 19).
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Figura 19: Atividade da superéxido dismutase (SOD; U SOD g) em hepatdcitos de ratos tratados com
40mg/Kg de peso de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a

média ¥ SEM, n = 6.

4.5 Antioxidantes nao enzimaticos

4.5.1 Glutationa Total; Glutationa reduzida e Glutationa Oxidada

Durante o periodo experimental foi observada uma semelhanca de comportamento
no que se refere aos niveis de glutationa total e reduzida (Figuras 20-21). Ambas, no
inicio do tratamento (2 e 4 dias), apresentaram um decréscimo significativo em seus
niveis. A partir do sexto dia, apresentaram um comportamento aparentemente
compensatdrio, equiparando-se aos controles nol final do tratamento (10 e 30 dias), onde
os niveis de GSH estavam mais altos que o controle e os niveis de GT similares aos do
grupo controle (Figuras 20 e 21). Os niveis de GSSG apresentaram valores mais altos
quando comparados aos animais controle durante todo o periodo experimental (Figura

22).
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GT (mM)

Figura 20: Niveis de glutationa total (GT) em hepatdcitos de ratos tratados com 40mg/Kg de peso de

BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a média + SEM, n = 6.
(*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos controles.
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Figura 21: Niveis de glutationa reduzida (GSH) em hepatdcitos de ratos tratados com 40mg/Kg de peso

de BZN por diferentes periodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a média ¥ SEM, n =
6.(*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos controles
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Figura 22: Niveis de glutationa oxidada (GSSG) em hepatdcitos de ratos tratados com 40mg/Kg
de peso de BZN por diferentes perfodos de tempo. Todos os valores foram expressos como a média *

SEM, n = 6. (*) demonstra diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos controles.



5 DISCUSSAO

A quimioterapia da doenga de Chagas € ainda muito inadequada. Apenas dois
farmacos sdo utilizados para esta finalidade, nifurtimox e o benzonidazol, sendo que o
primeiro ndo vem sendo mais utilizado no Brasil devido a gravidade de seus efeitos
téxicos. A capacidade da cura parasitdria destes fairmacos ndo estd muito clara e a sua
utilizacdo estd associada a alta incidéncia de sérios efeitos colaterais (MORELLO,

1988).

As controvérsias sobre a importancia da quimioterapia da doenca de Chagas esté
associada a eficiéncia do tratamento. Pesquisas recentes sobre a alta incidéncia de
neoplasias em 'pacientes transplantados que fizeram uso do BZN (BOCCHI, 1999),
sugerem a necessidade de um melhor conhecimento da correlagao risco/beneficio deste
farmaco, bem como da pesquisa de novos farmacos mais efetivos e com efeitos

colaterais menores.

Os dados aqui apresentados mostraram claramente uma elevacdo da atividade
EROD, medida indireta do CYP1A1 e atividade especifica desta isoforma, sustentada
durante o periodo de tratamento (figura 10) e dose-dependente (figura 9). Confirmando
estes dados, a medida da expressdo proteica do CYP1A1 avaliada por Western blotting
apresentou um perfil de estabilizagdo e elevacao s.imilar a sua atividade. Desta forma,
assume-se que a elevacgdo da atividade especifica, efetivamente traduz uma elevag¢do na
concentracdo/expressdo da proteina/enzima CYP1A1. Portanto, podemos considerar que
o BZN deve ser um indutor do CYP1Al, e que o efeito indutivo parece ser tempo e
dose-dependente. As enzimas do CYP450 t€m grande importdncia no metabolismo
oxidativo de xenobidticos. A utilizagdo do oxigénio molecular combinado com a
oxidagdo do NADPH reflete o mecanismo pelo qual estes compostos sdo metabolizados,
e o resultado deste processo enziméﬁco € uma fonte de ERO (SEVANIAN et al., 1990).
Considerando que a peroxidagdo lipidica aumenta em correlagio linear com a indugdo
do CYP1ALl, os niveis de TBARS estdo provavelmente refletindo a geragido de ERO por
este sistema de biotransformagdo. Este alto indice de oxidacdo lipidica indica que os

animais estdo participando de um processo oxidativo, e que o CYP1Al deve ter um
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importante papel na toxicidade tecidual. Entretanto, estudos mais aprofundados
deveriam ser realizados para que se pudesse efetivamente comprovar a hipdtese de

elevacdo dos niveis de ERO via CYP4501A1.

De acordo com BARKER, et al. (1994), a manutencdo de uma diminuida
expressdo hepdtica do CYP1A1 durante uma situacdo de estresse oxidativo pode ser
parte de uma resposta adaptativa do figado, a fim de minimizar o dano celular. Uma
diminuicdo na atividade do sistema de oxidases poderia diminuir tanto a conversdo de
carcindgenos em intermedidrios reativos, como reduzir a produgdo de hidroperéxidos e

radicais hidroxil.

O sistema de monooxigenases citocromo P450 consiste em uma grande familia de
enzimas responsdveis pela oxidagdo de xenobidticos. A subfamilia CYP1A1l tem um
importante papel na bioativacdo de um grande ndmero de carcindgenos quimicos e
contaminantes ambientais. Fatores endégenos e exdgenos como esterdides, faormacos e
produtos quimicos podem modular as enzimas do citocromo P450. Altera¢Ges no “pool”
das enzimas do P450 podem influenciar no processo de biotransformacdo de
* xenobidticos em animais experimentais (GUENGERICH, 1990). O uso de omeprazol
leva a indugcdo do CYPIAl em cultura primdria de hepatécitos humanos (CURI-
PEDROSA et al., 1994). Virios estudos utilizando hepatécitos de coelho tem mostrado
um aumento similar na expressio do CYP 1Al, em resposta a derivados
benzimidazdlicos como lanzoprazol, tiabendazol e pantoprazol (CURI-PEDROSA, et
‘al., 1994; RICHARD et al., 1995; MASUBUCH]I, 1997), demonstrando a possibilidade
dos efeitos toxicos destas enzimas quando biotransformam farmacos e carcindgenos.
Como a utilizacéo de certos farmacos € indispensével, é necessdrio conhecer o processo
de biotransformacdo e seus metabdlitos ativos, para que haja uma correlagdo com o
~ dano oxidativo e o potencial mutagénico e carcinogénico, bem como, uma avaliacdo do

risco/beneficio na sua utilizag@o.

Como ja mencionado anteriormente, além dos distirbios gerais e digestivos, o
BZN causa sérios efeitos adversos como reacdes de hipersensibilidade, depressdo da
medula déssea e polineuropatia periférica. O quadro mais preocupante estd associado a
depressdao da medula Ossea, caracterizado por granulocitopenia, em especial,

neutropenia, que, em geral, passa desapercebida. Todavia, esta discrasia sanguinea pode
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chegar a agranulocitose, com angina e febre alta por septicemia (CANCADO &
CHUSTER, 1985).

A depressdo da medula dssea, provocada pelo uso do BZN, estd provavelmente
relacionada com a sua estrutura quimica. Provavelmente o BZN € biotransformado pelo
CYP1ALl, ocasionando uma nitroreducdo no grupo nitro ligado ao imidazol, formando
assim um grande radical livre e produzindo ERO, as quais sdo co-produtos do processo
de biotransformacio. E possivel que estas espécies agressivas e altamente reativas

estejam relacionadas com o processo de depressdo medular.

Outra grave complicacdo observada na terapia com BZN, em especial em
individuos que utilizaram BZN em doses toxicas (doses superiores a 8mg/Kg/dia,
usadas por mais de 30 dias, mais precisamente quando ultrapassar a dose total de 15g), é
a polineuropatia periférica (CANCADO & CHUSTER, 1995). Este efeito é dose-
dependente e pode assumir gravidade causando sofrimento ao paciente. Nossos
" resultados relacionados com a atividade EROD e Western blotting para CYP1Al,
demonstraram que a inducdo deste sistema de biotransformacio € dose-dependente e
mantém-se elevada durante todo o tempo de tratamento, sugerindo a participagdo da
indugdo do CYP1A1 neste tipo de manifestacdo. A regressdo dos sintomas € lenta, € em
alguns casos, a polineuropatia aparece até uma semana depois de terminado um
tratamento bem tolerado. Este fato vem ao encontro de observagdo de que a inducdo do
CYP1AL1 pelo uso do BZN ocorre de maneira progressiva, €, provavelmente seus efeitos
deletérios s@o observados por um determinado periodo apds findado o tratamento,
demonstrando um efeito cumulativo, pois € fato que a repeticdo do tratamento, mesmo

apos longos intervalos e com doses menores, pode provocar o reaparecimento da

polineurite (CANCADO & CHUSTER, 1995).

A glutationa S-transferase compreende uma grande familia de enzimas capazes de
detoxificar uma grande variedade de compostos catalisando a sua conjugagdo com a
GSH (SAGARA, et al., 1998). Um aumento da atividade da GST pode combater os
efeitos das ERO produzidas no processo de detoxificagdo endégeno ou de fontes
exdgenas. Como a GST também tem um papel na neutralizagdo das ERO, os dados aqui
obtidos sugerem que a GST foi inibida pelo BZN, refletindo uma diminui¢do da
capacidade antioxidante combinada com a alta peroxidagdo lipidica nos hepatécitos

expostos ao BZN. Além disso, a diminui¢do do conteido de GSH (co-fator da GST)
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observada no inicio do tratamento com BZN também poderia ter contribuido para a
diminuicdo da atividade da GST. E interessante observar que a atividade da GST
encontrada no 7. cruzi € aproximadamente uma ordem de magnitude menor do que
aquela usualmente presente nos mamiferos (MONCADA et al., 1989), e esta diferenca
pode tornar o parasita mais susceptivel do que o hospedeiro as ERO geradas por

farmacos como o BZN.

A expressao maxima do CYP1A1 no quarto dia de tratamento coincide com uma
série de ateracOes em tremos das defesas antioxidantes. Este resultado refletiu a
resposta-sentinela do organismo frente a exposi¢do ao farmaco, que seria sucedida pela
reacomodagdo no comportamento daqueles parametros, constituindo uma resposta

adaptativa a presencga do xenobidtico (HODGSON & LEVI, 1994)

Relativamente as defesas antioxidantes, diferentemente da CAT, a atividade da
SOD permaneceu inalterada durante todo o periodo experimental. A SOD catalisa a
dismutacdo do O," para O; e H,O,, representando a primeira linha de defesa contra as
ERO. A CAT catalisa a decomposi¢do do H,O, para produzir dgua e oxigénio
molecular, e, devido a este fato, tem um importante papel na protecdo das células contra
o dano oxidativo. A elevada atividade da CAT em 2 dias de tratamento sugere uma alta
geragdo de perdxido de hidrogénio no inicio do periodo experimental. A diminui¢do na .
atividade da CAT no final do periodo experimental, poderia determinar um aumento dos
niveis de perdxido de hidrogénio dentro da célula, elevando o risco de um estresse

oxidativo (NEBERT et al., 2000; BOVERIS & CADENAS, 1997).

A GPx possui'uma fun¢do complemetar 8 CAT, sendo, contudo, mais importante
nas reacgdes de detoxificagdo dos perdxidos orginicos produzidos durante o
estabelecimento do estresse oxidativo (FLOHE, 1982; HAILLIWELL &
GUTTERIDGE, 1998). Neste estudo, o comportamento na atividade da GPx mos'trou—se
o inverso da CAT. A atividade da GPx esteve inibida no inicio e no final do tratamento,
enquanto que a CAT esteve inibida em uma etapa intermedidria do tratamento,
demonstrando que o BZN parece inibir tanto a GPx como a CAT, todavia de modo

diferenciado.

A glutationa, um tripeptideo que contém cisteina, tem um importante papel na

defesa celular contra o estresse oxidativo (MEISTER, 1983), e também protege as
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células contra outros insultos téxicos como xenobiticos € processos infecciosos. Como
todas as células eucariontes contém altas concentragdes de GSH (WILHELM FILHO et
al., in press) e a deplegdo deste peptideo causa um imediato dano celular, a manutengéo
dos niveis adequados de GSH € indispensdvel para a sobrevida ¢ o desenvolvimento das
fun¢Bes normais das células (KOSOWER & KOSOWER, 1978). Neste contexto, é
interessante observar que as concentragdes totais de tidis no 7. cruzi (considerando GSH
e tripanotiona, TSH, 0,60-1,20mM), sdo pelo menos 5 vezes menores do que as
concentra¢des nos vertebrados (~ 1-10 mM) (BOVERIS et al., 1980), e esta diferenca
reflete seu metabolismo oxidativo. A deple¢do dos niveis de glutationa observada no
inicio do periodo experimental foi seguida por um aumento destes valores em 10 e 30
dias de tratamento, demonstrando a capacidade da célula hepitica em adptar-se a
presenca deste farmaco. MONCADA, (1989) demonstrou in vitro um decréscimo
similar no contetido de glutationa, utilizando concentra¢cdes de BZN mais altas que as
utilizadas em nosso ensaio. A deplecdo de glutationa isoladamente ndo deve ser um
requerimento necessdrio para a estimulagdo do processo de peroxidagdo lipidica. De
acordo com DUBIN et al., (1984), a geracdo de ERO através do ciclo redox dos
farmacos heterociclicos deve ser o fator determinante no processo peroxidativo, € no
aumento deste processo pela diminuicdo da capacidade antioxidante celular ou vice-

versa.

O processo enzimdtico € ndo enzimdtico de detoxificacdo de ERO por GSH
produz glutationa oxidada (GSSG). Como pequenos aumentos das concentragdes de
GSSG depois de um insulto toxico € um estresse oxidativo € muito deletério para as
células, a GSSG € transportada para o compartimento extracelular quando uma
concentragdo critica de GSSG € atingida no citoplasma, causando uma deplegdo no
nivel intracelular de glutationa (MEISTER, 1983). Niveis de GSSG acima de 1-2 % sdo
téxicos e considerados um indice de dano oxidativo em células de mamiferos
(KOSOWER & KOSOWER, 1978; MEISTER, 1983). A glutationa redutase (GR)
regenera GSH a partir de GSSG em presenga de NADPH, e altas razdes de regeneragdo
podem previnir a perda celular de GSH. A inibi¢do da atividade da GR observada no
inicio do periodo experimental, provavelmente, ocorreu no sentido de compensar a
deple¢do de GSH verificada no 2° e no 4° dia de tratamento. A inibi¢do da GR a partir _
do 6° dia, até o final do periodo experimental parece constituir um fenémeno comum

desta enzima frente a fdrmacos nitroheterociclicos (DUBIN et al., 1984). A diminui¢do
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da atividade da GR n@o possibilitaria a recuperagdo da GSH, conforme verificado.
Entretanto, os aumentos nas concentracdes de GT sugerem que ocorre uma sintese de
novo da glutationa. Isto poderia ser confirmado através das andlises das enzima glicose-
6—fosfato-desidrogenase, no sentido de verificar o potencial redutor do sistema (via
sintese de NADPH), e da enzima &-glutamil-sintetase, afim de verificar a sintese de
novo de glutationa. O persistente aumento do contedido de GSSG durante .o periodo
experimental estd de acordo com esta interferéncia. Os altos niveis de GSSG juntamente
com a deplegdo de GSH observada no 2° e no 4° dia de tratamento e o concomitante
aumento nos niveis de TBARS, s3o uma clara indicacdo da severidade do insulto
oxidativo neste hepatdcitos. Todavia, a recuperagdo dos niveis de GSH e GT na segunda
metade do periodo experimental sugere uma resposta compensatéria. A inibi¢do da
atividade da GR, a deple¢do de GSH e os aumentos dos niveis de TBARS e GSSG estdo
de acordo com estudos prévios in vitro, que mostraram o decréscimo hepatico da

atividade da GR depois do tratamento com BZN (DUBLIN, et al., 1984).

Além de apresentar uma eficdcia relativa, o BZN apresenta sérios efeitos
colaterais como neuro e dermatotoxicidade, as quais ocorrem em 30% dos pacientes que
recebem o tratamento, mas, em geral, estas manifestacdes ndo justificam a sua
interrup¢do (GONTHO et al, 1999). Testes de mutagenicidade tém mostrado o
potencial genotdxico deste derivado imidazélico (FERREIRA et al., 1988). Consistente
com estas observagdes, TEIXEIRA e colaboradores (1990a,b) relataram o
desenvolvimento de linfomas em coelhos tratados com BZN, enquanto BOCCHI et al,
(1999, 1994) encontraram uma alta incidéncia de neoplasia maligna depois de
transplantes cardiacos em pacientes que tiveram tratamento cronico com BZN. Todavia,
resultados contraditorios foram demonstrados por SOUZA e colaboradores (1991), que
ndo observaram aumento na frequéncia de aberragdes cromossdmicas ou na frequéncia
de microntcleos em medula de roedores submetidos a tratamentos cronico e agudo com
BZN, antagonizando com os resultados positivos na frequéncia de aberra¢Oes
cromossdmicas e frequéncia de microndcleos em cultura de linfécitos do sangue
periférico de criancas tratadas com doses terapéuticas de BZN por 30 dias (GORLA et
al, 1988).

O fato de que o efeito de farmacos nitroheterociclicos como o BZN e o

nifurtimox, e de outros agentes tripanocidicos, poderem ser antagonizados por
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“scavengers” de ERO (DUBLIN et al., 1984), reforca o argumento de que ambos
nitroimidazdlicos também agem através da geracdo de ERO. Ambos farmacos
provocam um efeito similar em vdrias cepas de 7. cruzi, causando deple¢do do contetido
de glutationa total em aproximadamente 5 vezes (MORELLO, 1988; DUBLIN et al.,
1984).

Apeéar dos farmacos nitroheterociclicos como o BZN e o nifurtimox, poderem
suprimir a parasitemia, ¢ possivelmente curar ou melhorar a fase aguda da infeccdo
chagésica, eles apresentam um efeito muito reduzido na fase crénica da doenga
(SOUZA et al., 1991). O T cruzi € vulnerdvel aos farmacos que formam ERO e o
farmaco de primeira escolha no tratamento da tripanosomiase americana ¢ o BZN, pois
o nifurtimox é muito téxico ao hospedeiro (MORELLO, 1988). A dosagem preconizada
na terapia da doenga de Chagas estd entre 5 e 10 mg/Kg de peso corporal, durante 30 a
60 dias, dependendo da gravidade do caso e do nivel de parasitemia. Em procedimentos
pré-operatdrios para transplantes cardiacos, a dose de BZN utilizada € 4 a 5 vezes mais
alta (KOROLKOVAS, 1997; BOCCHI, et al., 1999; 1994). No presente estudo, os
efeitos adversos causados pelas ERO, foram refletidos no insulto oxidativo originado

pelo uso de doses terapéuticas, bem como pela indugdo do CYP1AL.

Nossos resultados demonstraram claramente que os animais que receberam o
tratamento com BZN apresentavam uma condicdo severa de estresse oxidativo,
aparentemente dividido em dois estdgios temporais. Na primeira metade do periodo
experimental, hd uma evidente inducdo das atividades da CAT e da GR, também
ocorrendo deplecdo nos niveis de GT e GSH. Na segunda metade do tratamento, junto
com uma persistente inibicio da GST e um aumento nos niveis de TBARS, foi
observada uma inibi¢do na atividade da CAT e da GR. Depois de uma resposta
aparentemente compensatdria (intervalo entre 2 e 4 dias de tratamento), os animais
parecem incapazes de manifestar uma resposta compensatéria mais prolongada,
aparentemente face aos continuos insultos provocados pelas ERO, e, como
consequéncia houve um desequilibrio na homeostasia celular. Simultaneamente, houve
uma indugdo progressiva da isoforma CYP1Al, a qual, estd diretamente associada a
ativagcdo de compostos pro-carcinogénicos, geracdo de intermedidrios altamente reativos
e ERO. Estes resultados enfatizam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a
toxicidade e papel das ERO nas defesas antioxidantes geradas pelo BZN, tanto no

parasita quanto no proprio hospedeiro.
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CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos, podemos concluir:

O estudo realizado demonstrou que os animais tratados com BZN enquadram-se em
uma condicdo de estresse oxidativo.

A atividade e expressdo do CYP4501Al estiveram aumentadas ao longo do
tratamento, demonstrando que o BZN € um indutor do CYP1A1, e que este efeito
indutivo € dose-dependente e se mantém ao longo do tempo. A inducio do CYP1A1
aumenta em correlagdo linear a peroxidagdo lipidica (TBARS), sugerindo que este
sistema de biotransformagao esteja participando da gera¢io de ERO. |
Ocorreu uma inibi¢cdo na atividade da GST nos ratos tratados com BZN, refletindo
uma diminui¢do da capacidade antioxidante e da capacidade de conjugagdo da fase
I do processo de biotransformacao.

Os niveis de peroxidacdo lipidica, apresentaram um aumento acentuado durante o
periodo experimental, caracterizando a condigdo de estresse oxidativo € dano
celular nos hepatocitos. | |

Ap0s 4 dias de exposigdo ao BZN, a atividade da GR sofreu uma inibi¢do que se
manteve até o final do tratamento, refletindo diretamente nos aumentos dos niveis
de TBARS e GSSG, e consequentemente no dano celular.

As atividade da GPx e da CAT apresentaram um comportamento complementar
durante todo o periodo de exposicdo ao farmaco, alterando-se em termos de
elevacdo e reducdo das atividades.

A atividade da SOD manteve-se inalterada durante todo o periodo experimental.

Os niveis de GT e GSH no inicio do periodo experimental foram diminuidos,
seguido por um aumento destes valores nas etapas seguintes do tratamento,
demonstrando uma tendéncia adaptativa dos animais frente a condigdo agressiva
causada pela administrag@o do farmaco.

Os niveis de GSSG, foram aumentados durante todo o tempo de exposi¢do ao
farmaco, refletindo a gravidade do insulto t6xico e a situagéo de estresse oxidativo

nos hepatdcitos expostos ao BZN.



54

v Os resultados, aqui obtidos, corroborando citagdes na literatura, revelaram uma
evidente toxicidade vinculada ao BZN, mesmo em doses terapéuticas. ,

v Esta toxicidade provavelmente ocorre via geragdo de ERO, provavelmente pela
indugdo do CYP1Al, acompanhada da desorganizacdo da capacidade antioxidante
no hospedeiro, dando algumas indicac¢des dos possiveis mecanismos de agdo téxica,
principalmente aqueles relacionados com efeitos mutagénico/carcinogénico.

v" O BZN vem sendo utilizado no Brasil como o farmaco de escolha no tratamento da
doenca de Chagas, ha necessidade de melhor avaliacido de sua toxicidade incidente

sobre o hospedeiro, notadamente aquelas relacionadas com a geragdo de ERO.
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