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Resumo

Em estudos de novos compostos com atividade anti-Leishmania in vivo, a
anfotericina B é retratada na literatura como controle de tratamento. Entretanto, isso
ndo ocorre com o Glucantime®. Neste contexto, este estudo prioriza a avaliagéo
citotéxica do tratamento com Glucantime® intraperitoneal em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis para uso como grupos controle em
experimentos de teste de substancias naturais e sintéticas na leishmaniose
tegumentar. Foram utilizados 48 camundongos BALB/ c divididos em seis grupos,
tratados com Anfo B (5 mg/Kg/dia) e diferentes concentracdes de Sb*®, avaliados
semanalmente quanto ao peso, comportamento, aparéncia dos pelos e evolucdo da
lesdo com medidas de volume e espessura das patas. Duas semanas apds 0O
tratamento, fez-se eutanasia e testes bioquimicos para avaliacdo da toxicidade. Os
achados bioquimicos nédo revelaram toxicidade, apenas efeitos colaterais ja
conhecidos na literatura. A concentracdo de Sb*™ usual no tratamento de LT em
humanos (20 mg/Kg/dia), néo foi efetiva para o tratamento de animais de laboratorio.
Outros estudos estdo em andamento para verificacdo da toxicidade e definicdo da
melhor concentragcdo de Glucantime® para uso como grupo controle em
experimentos de teste de substancias naturais e sintéticas para LT.

Introducéo

O tratamento para as leishmanioses tem como primeira op¢do 0s antimoniais
pentavalentes (Sb*®), como o Glucantime®, e como segunda opcdo a Anfotericina B
(Anfo B) (Ministério da Saude, 2017). O uso da Anfo B como controle de tratamento
em estudos de novos compostos com atividade anti-Leishmania in vivo ja é
conhecido (Mello et al., 2015), porém isso ndo ocorre com o Glucantime®, ja que os
estudos que o usam em grupos controle de tratamento sao restritos e utilizam uma
faixa muito ampla de concentragbes, que na maioria das vezes ndo levam a
cicatrizacdo da lesdo (Morais-Teixeira et al., 2015). Ademais, encontra-se na
literatura que o metabolismo de camundongos é acelerado em relacdo ao dos
humanos (Andrade et al., 2013). Assim, é necessario usar concentragfes elevadas
de Glucantime® em camundongos, a fim de se obter os mesmos efeitos que s&o
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encontrados em humanos, levando em consideracdo os efeitos citotoxicos. Este
trabalho teve como objetivo a avaliacdo da citotoxicidade do tratamento com
Glucantime® intraperitoneal em camundongos infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis para usoO como grupos controle em experimentos de
teste de substancias naturais e sintéticas para LT. Até onde é de nosso
conhecimento, ndo ha na literatura estudos de padronizacdo do tratamento com
Glucantime® intraperitoneal em animais de laboratério de modo que possam ser
usados como grupos controles nos estudos sobre tratamento de leishmanioses.

Materiais e métodos

Animais: foram utilizados 48 camundongos BALB/c fémeas com aproximadamente 8
semanas de idade, obtidos no Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), com aprovacdo do Comité de Conduta Etica no uso de Animais em
experimentacdo (CEUA) da UEM (n° 5621311017). Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas com agua e racdo padronizadas ad libitum, com temperatura
ambiente controlada e luz com ciclos de 12 horas claro/ escuro.

Infeccdo: Os animais foram anestesiados e infectados subcutaneamente na pata
posterior direita com 1x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis em 40 uL de PBS,
o0 mesmo volume de PBS foi aplicado na pata posterior esquerda para controle.
Tratamento: os animais foram divididos em 6 grupos de 8 animais cada: 1) grupo
controle negativo de infec¢cdo (animais nao infectados e néo tratados); 2) controle
positivo de infecgdo (animais infectados e nédo tratados); 3) controle de tratamento
com Anfo B (5 mg/kg/dia); 4) tratamento com 20 mg Sb*°/kg/dia; 5) 100 mg
Sb*°/kg/dia; e 6) 200 mg Sb**/kg/dia. O tratamento perdurou 30 dias consecutivos,
uma dose ao dia, por via intraperitoneal, exceto grupo com anfotericina B com 20
dias. Os animais foram monitorados, semanalmente, quanto ao peso,
comportamento, aparéncia dos pelos (lisos ou ericados) e evolucdo da lesdo com
medidas de volume (pletismémetro) e espessura (paquimetro) das patas.

Avaliacdo bioguimica: o sangue foi coletado apos anestesia (duas semanas apos o
tratamento), por puncao cardiaca e testes bioquimicos foram realizados com Kkits
comerciais utilizando o Vitalab Selecta 2 para avaliar os niveis de: glicose,
creatinina, uréia, fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST).

Eutandsia: duas semanas apds o tratamento os animais foram anestesiados com
isoflurano e posteriormente eutanasiados na camara de di6xido de carbono (CO.,),
conforme as diretrizes vigentes.

Andlise estatistica: A analise estatistica foi realizada de acordo com a normalidade
de distribuicdo dos dados com o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Todos os grupos de estudo apresentaram ganho de peso ao final do
tratamento (p<0,05). O grupo de animais tratados com Anfo B e o tratado com Sh*®
20 mg/Kg/dia apresentaram diminui¢cdo significativa de peso, apo6s 10 dias de
tratamento, em relag&o ao controle positivo de infec¢éo (p<0,05).
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Testes bioquimicos também foram realizados. Todos 0s grupos infectados
apresentaram aumento nos niveis de uréia em relacdo ao controle negativo de
infeccéo (p<0,05), o que é esperado em processos infecciosos. Os animais tratados
com Anfo B foram os Unicos a apresentarem diminuicdo dos niveis de glicose e
aumento dos niveis de AST em relacdo ao controle negativo de infeccao (p<0,05).
Estes achados corroboram com a diminuicdo de peso, irritabilidade, queda
acentuada de pelos e fezes amolecidas observados nesse grupo de animais. Esses
efeitos adversos sdo comuns no tratamento em humanos e é previsto na bula do
medicamento (Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., S&o Paulo, Brasil).

Os animais tratados com as diferentes concentracdes de Sb* (20, 100 e 200
mg/Kg/dia) apresentaram diminuicdo nos niveis séricos de creatinina, que esti
correlacionado com a perda de massa muscular desses animais, o que também é
previsto pelo fabricante (Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, Sao Paulo, Brasil).
Nenhum desses achados revelam toxicidade, hepatica ou renal, dos tratamentos
empregados neste estudo.

Animais tratados com Anfo B, uso conhecido como controle de tratamento in
vivo para LT (Mello et al., 2015), ou com Sb*® na concentracdo de 20 mg/Kg/dia,
usual no tratamento em humanos (Ministério da Saude, 2017), ndo apresentaram
diferencas significativas do controle positivo de infecgdo em relagéo aos parametros
de volume e espessura das patas (p>0,05), demonstrando que estas concentracdes
nao sao eficazes no tratamento da LT (Figura 1). Animais tratados com 200 mg
Sb*/Kg/dia exibiram diminuicdo significativa das patas a partir do 17° dia de
tratamento (p<0,05). No entanto esta concentracdo causou irritabilidade nos animais
se comparada a concentracdo de 100 mg/Kg/dia que diminui significativamente as
patas dos animais uma semana apos o tratamento (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo da progresséo das lesdes. Aspecto das patas infectadas com 1 x 10°
promastigotas de L. (L.) amazonensis antes do tratamento (A), no 30° dia de tratamento (B) e 15 dias
apos o final do tratamento (C). Controle positivo de infecgao (animais infectados e néo tratados),
Anfo B 5 mg/Kg/dia (tratamento por via intraperitoneal durante 20 dias) e grupos tratados com 20, 100
e 200 mg Sb+5/Kg/dia (tratamento por via intraperitoneal durante 30 dias).

Conclusodes

Os achados bioquimicos nao revelam toxicidade, hepatica ou renal, apenas
efeitos colaterais ja conhecidos na literatura. Avaliacdes histolégicas de figado e
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baco estdo em andamento para verificar possiveis focos inflamatérios. A
concentracdo de Sb*® usual no tratamento de LT em humanos, n&o é efetiva para o
tratamento de animais de laboratério. Ademais, avaliacdes histoldgicas das lesdes e
a determinacao da carga parasitaria de ganglios popliteos e baco serdo analisadas
para definir a melhor concentracdo de Glucantime® ' para uso como grupo controle
em experimentos de teste de substancias naturais e sintéticas para LT.
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