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5 Discussao

O estudo classico de dose letal 50% (DL s0) foi proposto por Trevan em 1927 (citado por
BOTHAM, 2004) para estudar digitalicos e insulina, de uso conhecido em humanos, que
utilizavam 100 animais de cada espécie, por produto. Em 1981, a Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD) publicou orientagdes para estudos de toxicidade oral
aguda (OECD 401), em que se preconizava a utilizacdo de somente 5 animais por sexo para
cada dose, sendo utilizadas trés doses para cada produto, selecionando-as com base em
estudos prévios ou dados historicos de efeitos toxicos até o limite de 5000 mg/kg. Em 2001,
foi publicada a OECD 420, alterando o limite do protocolo de doses fixas para 2000 mg/kg e
o estudo deixou de ter como objetivo somente o percentual final das mortes, passando a
avaliar, também, os sinais de toxicidade (VAN DEN HEUVEL, 1990, YAM, 1991;
BOTHAM, 2004).

No presente estudo, foi entdo testada, inicialmente, a dose de 2000 mg/kg para os dois
analogos e durante os estudos de toxicidade aguda do MTZ-Ms , ndo foi observada nenhuma
morte dos animais como conseqiiéncia da dose administrada. Além disso, nenhum sinal de
toxicidade foi também observado durante o tempo de experimentagdo. Assim, essa droga se
classifica na categoria 5 do Globally Harmonized System for the Classification and Labeling
of Chemicals. Isto significa que a mesma apresenta baixo risco toxicoldgico agudo, mas que
em certas circunstancias pode oferecer perigo as populagdes vulneraveis.

No mesmo estudo com o MTZ-I na dose de 2000 mg/kg, os animais apresentaram
intenso prurido além de ter sido detectada a morte de um animal. Desta forma tornou-se
necessaria a administracdo da dose de 300 mg/kg, segundo o protocolo da OECD n° 420.
Como na dose de 300 mg/kg nao foi observado nenhum sinal de toxicidade, esta droga se

classifica na categoria 4 do Globally Harmonized System for the Classification and Labeling
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of Chemicals significando que o farmaco apresenta riscos, para uma populagdo, nas doses
compreendidas entre 300 mg/kg e 2000 mg/kg (OECD 2001, UNITED NATIONS, 2005).

Para o metronidazol (MTZ) nao foi feito estudo de toxicidade aguda uma vez que trata-
se de um farmaco em uso a mais de 50 anos sendo, portanto, bem conhecidas as doses
terapéuticas e as toxicas. Conduzir testes de toxicidade aguda com este farmaco, ja tdo bem
estudado, levaria a utilizagdo desnecessaria de animais, principalmente se levarmos em
consideragdo que, atualmente, o maior desafio em estudos de toxicidade para produtos
terapéuticos nao ¢ o de grandes dose em curto espago de tempo e sim, o uso de multiplas
doses.

Conforme protocolos internacionais, o estudo de toxicidade em doses repetidas por 28
dias devera ser conduzido a partir dos resultados dos testes de toxicidade aguda. Esse teste
visa identificar o espectro de toxicidade cumulativa do produto, podendo ser descrito
primeiramente, pelos orgdos alvo afetados, reversibilidade das lesdes, avaliagdo dos
parametros clinicos, além de ser fonte de informagdo das doses a serem estudadas nos testes
de toxicidade sub-cronica e cronica onde os periodos de administra¢do sdo de 90 e 180 dias,
respectivamente (OECD, 1995).

As observagdes clinicas diarias dos animais nos testes de toxicidade aguda sdo também
importantes para o direcionamento da escolha das doses utilizadas nos estudos de toxicidade
em doses repetidas, visto que a selegdo dessas doses é um ponto critico (JANBAZ et al.,
2002; ALVAREZ-GUERRA et al., 2003; HASUMURA et al., 2004; FERES et al., 2006 ).
Essas, devem ser maiores que a dose sugerida para uso em humanos, em média 10 vezes
(EATON & KLASSEN 1996), assim como aquelas avaliadas em animais, onde intervalos de
duas a quatro vezes entre as mesmas sdo considerados adequados, sendo que a maior dose

deve ser escolhida com o objetivo de induzir toxicidade mas ndo a morte ou sofrimento
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severo dos animais ¢ a menor dose ndo devera apresentar efeitos adversos (OECD 407,
1995).

Levando-se em consideragdo que a dose terapéutica média para humanos de MTZ ¢ de
60 mg/kg e que segundo Sohni et al. (1995) a dose de 200 mg/kg de MTZ foi eficaz no
tratamento de amebiase em ratos, no presente estudo foram selecionadas as doses de 200, 400
e 600 mg/kg para o MTZ e MTZ-I, para o MTZ-Ms foi escolhida uma unica dose de 1000
mg/kg, dose limite para este teste, uma vez que ndo seria esperado o aparecimento de efeitos
adversos em doses inferiores (OECD 407, 1995).

Na avaliagdo clinica diaria dos animais estudados, foi observado intenso prurido nos
grupos tratados com MTZ-I, porém reversivel apos periodo de 24 h. A reversibilidade de um
efeito toxico demonstra a capacidade de reacdo do organismo ao mesmo, dependendo do
orgao e da localizagdo em que foi afetado e também a intensidade em que o efeito ocorreu.
Existem 6rgdos com grandes diferen¢as na capacidade regenerativa de suas células, como, por
exemplo, o figado. Outros apresentam baixa capacidade de regeneragdo, como o sistema
nervoso central (EATON E KLASSEN, 1996; OGA, 2003).

Segundo o Programa Nacional de Toxicologia (NTP) dos Estados Unidos é importante
que os animais sobreviventes ndo percam mais do que 10% do seu peso corporal inicial
(EATON & KLASSEN 1996). A perda de peso ¢ um indicativo de efeitos toxicos (RAZA et
al. 2002, TEO et al. 2002). Na avaliagdo do peso corporal dos animais, nas doses estudadas,
para todos os farmacos, as diferencas observadas quanto ao sexo e quanto ao periodo de
exposicao estdo de acordo com os dados fisioldgicos dos animais.

Em relagdo ao consumo de ragdo houve redugdo no grupo tratado com MTZ-1. Por outro
lado, no consumo de dgua nao foi verificada nenhuma alteragao significativa. A determinagao
do consumo de ragdo e agua ¢ muito importante nos estudos de seguranca de produtos com

finalidade terapéutica, uma vez que a ingestdo adequada de dgua e racdo sdo essenciais para a
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manutengao fisioldgica do animal e para se obter resposta adequada ao produto testado; e nao
uma “falsa” resposta, devido as condigdes nutricionais inadequadas (STEVENS &
MYLECRAINE 1994, IVERSEN & NICOLAYSEN 2003).

Jenkins and Hidiroglou (1990) observaram diminui¢do do ganho peso em bezerros
submetidos ao tratamento com um composto iodado, o etilenodiaminodihidroiodo. Assim, no
presente estudo, o fato de o grupo tratado com MTZ-I ter menor ganho de peso quando
comparado ao controle é condizente com menor consumo de ragdo e ingestdo de compostos
contendo iodo.

Entretanto, as observacdes clinicas diarias sdo consideradas de fundamental importancia
assim como as observacdes finais (STEVENS & MYLECRAINE 1994, EATON &
KLASSEN, 1996). O comportamento dos animais tratados com MTZ e¢ MTZ-Ms nao
apresentou alteragdo em relagdo ao grupo controle. No entanto, nos tratados com MTZ-I foi
observada irritabilidade irreversivel em todas as doses no decorrer do experimento.

Quanto aos resultados da avaliagdo bioquimica de todas os farmacos estudados, foram
observadas alteragcdes dose-dependentes para alguns pardmetros. No grupo tratado com MTZ,
observou-se elevagao dos niveis de TGO mas no entanto nao foi observada nenhuma alteracao
macroscopica ou histopatologica do figado indicando que a alteragdo encontrada ndo
apresenta significado clinico (YUAN, 2006).

A avaliagdo da hepatotoxicidade é importante na terapia medicamentosa; visto que € o
principal 6rgdo responsavel pelas reacdes de biotransformagao dos xenobidticos (ANGOSTO
& GOMEZ-LECHON, 2004). Vale ressaltar, porém, que a hepatotoxicidade apresenta baixo
valor preditivo quando comparada aos humanos. Os biomarcadores de hepatotoxicidade sao
relativamente insensiveis em animais, porém, essa correlagdo ¢ aumentada quando estudos de

histopatologia sao realizados (OLSON et al., 2000)



Discussao 67

No grupo tratado com MTZ-Ms, os valores de transaminase glutdmico piravica (TGP)
apresentaram-se elevados quando comparados com o grupo controle ¢ acima dos valores de
referéncia. Apesar da massa do figado dos machos ter sido maior que o grupo controle,
nenhuma, nenhuma alterag@o histopatologica foi observada, sugerindo ndo haver significado
clinico uma vez que niveis elevados de TGO e TGP apresentam excelente correlagdo com a
necrose severa do tecido hepatico (FUIJII, 1997).

A hepatomegalia pode ter varias causas como infecgdes, neoplasias, cirrose, distirbios
metabolicos genéticos, uso de farmacos ou toxinas que poderiam aumentar a proliferagao
celular hepatica. Entretanto, a comparacdo com analises histopatoldgicas ¢ de fundamental
importancia (AMACHER et al., 2005). Considerando que nenhuma alteracao histopatolégica
foi observada, no presente estudo, sugerimos verificagdo desse fato em roedores.

Em todos os grupos tratados com MTZ, MTZ-1 e MTZ-Ms, foi observado aumento do
colesterol total, apresentando resultados acima dos valores de referéncia. Nossos resultados
estdo de acordo com aqueles observados por Sanyal et al (1992) que também verificaram
elevagdo do colesterol em ratos tratados com MTZ na dose de 100 mg/kg por um periodo de 7
dias.

Cabe ressaltar que, em estudos, conduzidos em humanos, foi observado o oposto, ou
seja, diminuicdo do colesterol total dos individuos tratados com MTZ (SHAMKHANI et al.,
2003; JENKINS et al., 2005). Esses dados indicam que esse pardmetro apresenta baixo valor
preditivo e que, caso o estudo desses farmacos avancem para estudos clinicos, tal efeito
devera ser verificado.

Houve elevacdo também nos niveis de uréia no grupo tratado com MTZ-I, na dose de
600 mg/kg. A uréia é um marcador de funcdo hepatica (KANEKO et al., 1997), o que poderia

sugerir alteragdo na permeabilidade celular dos hepatécitos. Porém, ndo foram observadas
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alteragdes histopatologicas em nenhum oOrgdo estudado, sugerindo ndo haver significado
clinico.

Na avaliacdo dos parametros hematologicos nao foi verificada diferenga no grupo
tratado com MTZ-I. Por outro lado, nos grupos tratados com MTZ e MTZ-Ms foi observado
aumento significativo dos leucocitos, linfocitos e hemacias em todas as doses. O aumento de
linfocitos foi também observado, apods tratamento com MTZ, em estudos pré-clinicos
(SHUBERT, 1996) e clinicos (BAHR, 1996). Elizondo et al. ¢ Menéndez et al.(2001),
observaram ainda que o aumento na taxa da proliferacdo dos linfocitos ocorre ao mesmo
tempo que se observam aberragdes cromossomicas.

No presente estudo, foi observado processo apoptotico tanto nas placas de payer quanto
no bago dos animais tratados com os trés farmacos. De acordo com Hartwell & Kastan (1994)
e Elledge (1996) a morte das células por apoptose ¢ um mecanismo de defesa das mesmas,
quando sdo detectadas aberragdes no DNA, fazendo com que o ciclo celular seja
interrompido.

Dessa forma, pode-se sugerir que o aumento da proliferagdo dos linfocitos poderia ser
um mecanismo compensatorio devido as aberragdes cromossdmicas encontradas nas células.
Isso poderia explicar o fato do MTZ-I ter se mostrado mais toxico do que o MTZ e MTZ-Ms,
uma vez que nao foi observado aumento da proliferacao de linfocitos nos grupos tratados com
esse farmaco.

Outros estudos, conduzidos em humanos tratados com MTZ na dose terapéutica,
demonstraram aumento do niimero de aberragdes cromossomicas e¢ quebra do DNA dos
linfécitos de humanos tanto in vitro como in vivo, sendo entdo observada uma situagdo
inesperada, o aumento da proliferagdo dos linfocitos € a0 mesmo tempo a quebra do DNA

dessas células, levando a célula alterada a apoptose (ELLEDGE, 1996; MENENDEZ, 2001).
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A partir dos dados da literatura e do presente estudo, grande importancia terdo os
parametros hematologicos em estudos em ndo roedores, visto que o sistema hematoldgico ¢
importante alvo de estudos pré-clinicos em animais, pelo seu elevado valor preditivo (91%)
para toxicidade humana, principalmente quando os estudos sdo realizados em roedores e nao
roedores, por um periodo superior a um més (OLSON et al., 2000).

O desenvolvimento de uma resposta imune ¢ inflamatoria a uma infecgao parece ser o
pivo de diversas patologias causadas por H. pylori como gastrite cronica, ulcera péptica e
carcinoma gastrico (European Helicobacter Study Group 1997; PORTAL-CELHAY &
PEREZ-PEREZ 2006). Segundo Elizondo et al. (1994) o aumento da velocidade de
proliferacao dos linfocitos indica possivel efeito imunoestimulatorio em pacientes sob terapia
com MTZ. Assim, o aumento de linfocitos e a hiperplasia das placas de Peyer, observados no
presente trabalho, reforcam a hipdtese de que a agdo do MTZ sobre H. pylori €, além do seu
potencial de reducdo e carater hidrofébico conforme preconizado por Busatti (2006), também
o de imunoestimulacdo do hospedeiro.

Na avaliag@o histopatologica, foi verificado, ainda, nos grupos tratados com MTZ na
dose de 600 mg/kg e MTZ-Ms na dose de 1000 mg/kg, a destrui¢do das células germinativas
do aparelho reprodutor masculino e atresia folicular das fémeas. Esse efeito ja foi verificado
por El-Nahas e El-Ashmawy (2004), onde, utilizando MTZ na dose de 500 mg/kg por 14 dias,
também observaram diminui¢do da massa dos testiculos, contagem e morfologia anormal dos
espermatozdides e degeneragdo dos tubulos seminiferos. McClain et al. (1998) também
observaram que a dose de 400 mg/kg/dia, durante seis semanas de tratamento, causou
infertilidade de ratos sendo esse efeito reversivel apds oito semanas de cessado o tratamento.

A partir desses dados, pode-se observar que os analogos estudados possuem potencial
para promover toxicidade, quando administrados em doses 2 vezes superior a dose eficaz (200

mg/kg) em animais, o que, evidentemente, ndo invalida a sua utilizagdo, visto que o emprego
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de um produto terapéutico se baseia em um contexto mais amplo. Assim, ¢ na avaliagdo do
risco que se estabelece a possibilidade do aparecimento de um evento toxico.

Portanto, a avaliagdo do risco de produtos farmacéuticos ¢ mais estudada devido as suas
condi¢des de uso serem mais facilmente monitoradas em relagdo aos agrotdxicos ou
contaminantes ambientais, por exemplo, que ndo possuem exposicdo determinada. Produtos
farmacéuticos sdo rotineiramente avaliados, principalmente durante a triagem clinica, pois
permitem a avaliacdo de possiveis riscos levantados na fase pré-clinica, baseando-se na
exposi¢ao relativa e nos efeitos (STEVENS & MYLECRAINE, 1994).

Normalmente, o processo de manejo do risco dos xenobidticos consiste em quatro
etapas (STEVENS & MYLECRAINE, 1994; DESCOTES, 2003). A primeira ¢ a identificacao
do risco, em que a comparacdo de dados clinicos e aqueles obtidos em animais podem ser
usados, em varias ocasides, em casos de uso inadvertido em pacientes ou voluntarios, que sao
expostos a altas doses de determinado xenobidtico (STEVENS & MYLECRAINE, 1994).

A segunda etapa ¢ a avaliacdo da relagdo dose-resposta, a partir da interacdo de
resultados de estudos pré-clinicos e dados clinicos. A terceira consiste na avaliagdo da
exposicao, que nao pode ser feita apenas pela determinacdo do xenobiodtico em fluidos
biologicos. Devem ser determinados através dos biomarcadores, sendo essa fase de extrema
importancia. A identificacdo e validacdo dos biomarcadores requerem a interacdo entre
pesquisa cientifica, estudos em animais e clinicos (STEVENS & MYLECRAINE, 1994;
DESCOTES, 2003).

A quarta e ultima fase ¢ a de caracterizacdo do risco, com base nos dados obtidos nas
fases anteriores, associados aos fatores de incerteza e dados epidemioldgicos, que podem
auxiliar em relacdo a exposi¢cao humana ao xenobidtico, quando existir. Para isso, necessita-se
incluir dados clinicos mais extensivamente (STEVENS & MYLECRAINE, 1994;

DESCOTES, 2003).
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Nesse contexto, a analise de todos os resultados obtidos no presente estudo deve ser
realizada conjuntamente para melhor interpretacdo dos dados, visto que a eficacia dos
analogos MTZ-MS e MTZ-I ficou comprovada nos testes in vitro realizados por Busatti et al.
(20006).

Concluindo, considerando os resultados obtidos neste estudo em relagdo a
imunoestimulagao e também aqueles observados por Elizondo et al. (1994) e Menéndez et al.
(2001), in vivo e in vitro, o aumento da taxa de proliferacdo dos linfécitos poderia ser um
mecanismo compensatorio devido as aberragdes cromossomicas observadas nas células.
Poderiamos sugerir estudos adicionais de MTZ e MTZ-Ms para verificagdo mais detalhada
desse efeito. Considerando também que o MTZ-I mostrou atividade contra cepas resistentes
de H pylori ao MTZ (Cavalcanti et al. 2004), porém, no presente estudo, apresentou baixa
seguranc¢a nas condigdes estipuladas; e que o MTZ-Ms, apesar de seguranga similar ao MTZ,
no presente estudo, e maior atividade in vitro que o MTZ (BUSATTI et al. 2006), nao foi
testado para cepas resistentes ao MTZ, podemos sugerir que esse farmaco seja submetido a
esses testes para avaliagdo de sua atividade, visto que o mesmo apresentou maior seguranca
nas condi¢des experimentais utilizadas. Ressaltamos, porém, que a hepatomegalia, observada

nos machos, deva ser considerada nos estudos posteriores.



