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ACAO DE ALGUNS ANALOGOS DE PURINA, EM PARTICULAR O
AMINONUCLEOSIDIO DA ESTILOMICINA, SOBRE A TOXOPLASMOSE
EXPERIMENTAL DO CAMUNDONGO

L. H. Pereira da SiLva e E. Plessmann CAMARGO

RESUMO

Entre varios analogos de purina, a saber, N-6-dimetiladenina, tioguanina,
isoguanina, O-mercaptopurina, -2-mercaptopurina, azaguanina, 2-6-diaminopurina,
N-6-dietil-9(3’-deoxi-3’-amino-B-D-ribofuranosil) purina e cinetina, bem como a
Estilomicina e seu aminonucleosidio, éste altimo foi o que apresentou maior ati-
vidade contra a toxoplasmose experimental de camundongo. Comparando a Esti-
lomicina, seu aminonucleosidio e sua base purinica (dimetiladenina) em doses

equimoleculares, os autores verificaram ser o aminonucleosidio mais ativo.

Estu-

daram o efeito désse analogo na sobrevida de camundongos infectados, conseguin-
do aumento da ordem de trés vézes em relacdo aos contréles.

INTRODUCAO

CurisTEN & THIERMAN ' e Evies & CoLrE-
MAN ¢ mostraram que a Estilomicina é ativa
contra o Toxoplasma nas infecgbes experi-
mentais de camundongo, determinando au-
mento da sobrevida dos animais inoculados.

Os resultados obtidos em cultura de te-
cido por um de nés (SiLva?®) com as fra-
coes aminonucleosidio e dimetiladenina do
antibiético mostraram serem elas provavel-
mente responsiveis pela acdo antitoxoplés-
mica da Estilomicina e levaram-nos a usa-las
em infecgGes experimentais de camundongo
pelo Toxoplasma. Desde que o aminonu-
cleosidio e a dimetiladenina sio analogos
de purina e Cook? demonstrara também
certa- acio inibidora da adenina e da 2-6-
diaminopurina sbbre a reprodugdo do Toxo-
plasma em cultura de tecido, resolvemos uti-

lizar outros analogos de purina, a fim de-

verificar se algum déles apresentava valor
quimioterapico.

MATERIAL E METODOS

Camundongos. — Nas experiéncias foram
usados camundongos albinos adultos da cria-

¢do da Faculdade de Medicina, com cérca
de 20 g de péso; em cada experiéncia fo-
ram empregados camundongos de um sb se-
x0. Depois de pesados e marcados indivi-
dualmente, os animais eram distribuidos em

grupos de 6 ou 10.

A dieta fornecida ad [Lbitum em forma
de farinha séca continha: fuba — 46,5%,

farinha de aveia — 15%, farinha de carne
a 609%. — 159%, caseina malha 30 — 15%,
torta de amendoim -— 3%, 6leo de amen-
doim — 29, farinha de osso — 19, le-
vedo de cerveja — 2%, sal de cozinha —
0,5%.

Toxoplasma. — Foi usada a cépa “N” de

Toxoplasma gondii obtida originalmente por
NoBREGA et al.* e mantida no Departamento
de Parasitologia hia 3 anos por repiques su-
cessivos em camundongos albinos.

Nas experiéncias utilizou-se para infectar
os animais suspensdo em salina de exsudato
periioneal de camundongo no 3.° dia de in-
feccio. Apés a colheita de material, éste
era deixado sedimentar por alguns minutos,
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decantando-se em seguida o sobrenadante e
procedendo-se a contagem no mesmo do nii-
mero de toxoplasmas com cidmara hematolé-
gica de Neubauer. Fazia-se em seguida a
correcio do volume em salina estéril, ino-
culando-se 0,5 ml de suspensdio intraperito-
nealmente em cada camundongo. O nime-
ro de toxoplasmas inoculados por camun-
dongo variou de 20 a 200 mil, conforme a
experiéncia. O tempo de colheita, conta-
gem e inoculagdo nunca excedeu em con-
junto uma hora.

Tratamento., — O tratamento foi iniciado
de uma a trés horas a partir da infeccfio.
Utilizou-se sempre injegdes por via subcuta-
nea de solugSes das drogas em salina, este-
rilizadas por filtragdo em filtro Seitz, em
esquemas de 6 ou 8 horas de intervalo en-
tre as injegdes.

As drogas empregadas e suas respectivas
proveniéncias foram as seguintes:

N-6-dietilamino-9- (3’-deoxi-3’-amino-8-D-ri-
bofuranosil) purina, aminonucleosidio da
Estilomicina e Estilomicina — Lederle Lab.
Div., American Cyannamid Co.

Dimetiladenina — preparada a partir do
aminonucleosidio, solubilizado em HCI1N,
aquecido em banho-maria em ebuliggo du-
rante uma hora e neutralizado com HONa

1 N.

Cinetina — Sigma Chemical Co.

2.Mercaptopurina, Azaguanina, Isoguani-
na, 2-6-diaminopurina — California Found-
ation for Medical Research.

Azaserina, Tioguanina, 6-Mercaptopurina
— Dr. G. A. LePage (Stanford University,

California).

QUADRO I

Acdo de alguns analogos de purina e da azaserina sObre a toxoplasmose de camundongo.

— Grupos de -6 camundongos.

— Tratamento com 3 injeg¢des subcutaneas, diarias, durante 4 dias.

—_ Ipéculo: 200.000 toxoplasmas, por via intraperitoneal.

Docse i
o Mertos nos dias Média de
iaria s
Droga sobrevida
' | (merke (em dias)
de péso) 3o 40 50 69 T 8
Tioguanina 3 — 2 2 2 — — 5,0
6-mercaptopurida  ........... .. .. 30 1 1 3 — . — 1 5,0
2-mercaptopurina  .................... 30 —_ 2 4 — — — 4,7
Azaguanina ............. ... . 0. 75 — 4 2 — — — 4,3.
Isoguanina ............. ..o, 30 — 3 3 — — — 4,5
2-6-diaminopurina ............ ... . .... 40 — 3 1 2 — — 5,0
Aminonucleosidio da Estilomicina .... 25 — — 2 1 2 1 6,3
N-6-dietil-amino-9(3’-deoxi-3’-amino-8-

D-ribofuranosil) purina ............. 26 1 1 2 1 1 — 5,0
N-6-dimetil-amino-purina ............. 14 — 2 4 — — — 4,7
Cinetina . (furfuril-amino-purina) ...... . 20 — — 2 | 4 — —_— 5,6
Azaserina 3 — 2 2 2 — — 5,0

Contréle ............. . ... ...... — 1 2 3 — — —_ 43
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Todos os andlogos nos foram fornecidos
pelo Dr. J. F. Fernandes (Lab. Fisiologia
Celular, Fac. Medicina da Univ. Sdo Paulo).

RESULTADOS

1. Triagem de antipurinicos ativos con-
tra o Toxoplasma. — No Quadro I acham-se
resumidos os resultados de experiéncia pre-
liminar para verificar a aco de alguns ana-
logos de purina e da azaserina na toxo-
plasmose experimental do camundongo.

O tratamento com trés injegbes didrias,
nas doses indicadas para os diversos ana-
logos, foi prolongado por quatro dias, in-
terrompendo-se quando morreu a metade dos
contrdles.

Como se pode ver, nenhuma das drogas,
nas concentracoes testadas, apresentou agao
apreciavel sdbre a evolugfo da infecgo. En-
tretanto, o aminonucleosidio da Estilomicina
e, em menor grau, a cinetina, determinaram
certo prolongamento da sobrevida dos ani-
mais inoculados. Esta acdo, avaliada pela
observagio dos animais, ainda foi mais ni-
tida, porque o estado geral dos mesmos
manteve-se bom até o 4.° dia, quando os

contrdles achavam-se mortos ou moribundos.

Embora nesta primeira experiéncia a N-
6-dimetilaminopurina (dimetiladenina) néo
se tivesse mostrado ativa, em virtude da ana-
logia estrutural com a Estilomicina e dos
6timos resultados obtidos em cultura de te-
cido (SiLva ®), realizamos nova exploragfo,
diminuindo o inéculo e aumentando a dose
da droga. Empregando doses equimolecula-
res de Estilomicina, aminonucleosidio e di-
metiladenina, obtivemos os resultados que se
acham expressos no Quadro II.

Nesta experiéncia, como se vé, a dimetil-
adenina revelou acio, embora menos pro-
- nunciada que ‘a’ do aminonucleosidio. Este,
“poriisua . vez, moslrou-se mais ativo que o
santibiético inteiro.

2. Acdo do aminonucleosidio da Estilo-
micine sébre a toxoplasmose experimental
de camundongo. — O aminonucleosidio, ten-
do-se revelado mais ativo que todos o0s outros
.antipurinicos testados, foi estudado com al-

gum detalhe no sentido de se estabelecerem
as doses que permltlssem a sobrevida mé-
xima.

No Quadro III acham-se resumidos os
resultados de uma das experiéncias reali-

_zadas com ésse objetivo.

Como se vé no Quadro 111, obteve:se uma
triplicagdo da sobrevida média em relaglo
aos controles: e 209 de sobrevida aos 30
dias, quando a dose empregada ascendeu a
60 mg/kg/dia.  Os camundongos sobrevi-
ventes nfo estavam, entretanto, curados, pois
a inoculagio de triturado de cérebro dos
mesmos determinou infecgGes agudas em ou-
tros camundongos, com demonstragido de pa-
rasitos.

Na dose de 80 mg/kg/dia notaram-se ma-
nifestacbes téxicas nitidas a partir do 7.°
dia e os camundongos morreram precoce-
mente.

DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam os dados ob-
tidos por um de nés (SiLva®) em cultura
de tecido quanto a responsabilidade de fra-
¢Ao aminonucleosidio pela a¢do antitoxoplas-
mica da Estilomicina. Deve-se assinalar,
entretanto, que a droga apresentou agio mui-
to mais intensa em cultura de tecido do que
nas infeccbes experimentais. Nestas nfo se
conseguiu cura da infecgdo, enquanto nas
culturas de tecido pode-se obter eliminacgdo
total dos toxoplasmas.: E possivel que a me-
nor acdo do aminonucleosidio no animal de-
corra de uma inativacdo da droga por nu-
cleosidases dos tecidos, com libertagio da
base purinica, dimetiladenina, de atividade
menor.

Apesar dos resultados de pouco valor qui-
mioterdpico obtidos com o aminonucleosidio,
e do resultado negativo dos outros anilogos
de purina testados, acreditamos que novos
analogos devam ser expenmentados contra
o Toxoplasma. Como ja foi assinalado (SiL-
va ), seria de grande interésse a utilizagdo
de autipurinicos com as drogas atualmente
conhecidas ativas contra o Toxoplasme, a
saber, sulfonamidas e piremetamina, desde
que tal associago poderia agir sGbre vias
metabdlicas convergentes do parasito.
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QUADRO II

Comparacio da acho da Estilomicina, seu aminonucleosidioc e sua base purinica (dimetiladenina) na toxoplasmose experimehtal de camundongo.

— Grupos de 10 camundongos.

— Tratamento durante 7 dias, cada 8 horas por via subcutfnea.

— Inéculo: 50.000 toxoplasmas por via intraperitoneal.

‘I96T ‘9ZI-1ZY ommed ops "doip

Dose diaria | Peso médio Percentagem de camundongos sobreviventes nos dias
: Sobrevida
Grupo Tratamento do grupo
P (mg/kg de média (dias)
péso) () 4e Te : 10¢ 120 140 21e
I Estilomicina ............ 70 24,0 100 70 70 10 — — 10,3
II Aminonucleosidio ...... P 38 25,0 100 100 90 60 30 — 13,7
I1I . Dimetiladenina ......... 21 25,5 100 : 50 30 10 -— —_— 8,4
v Nenhum (contrdle) ..... — 25,0 100 20 — pa— — - 6,2
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Acdo do aminonucleosidio sdbre a toxoplasmose experimental de camundongo.

QUADRO III

— Grupo de 10 camundongos (fémeas).

— Tratamento com injecSes subcutianeas cada 8 horas,

— Dieta completa balanceada.

— Inéeculo:

20.000 toxoplasmas por via

intraperitoneal.

Calculo da dose efetiva média (DME).

durante 14 dias.

Dose diaria

Péso médio

Percentagem “de

camundongos sobreviventes nos dias

Sobrevida
Grupo Tratamento (mg/kg de do grupo
A média (dias)
péso) (g) EY 70 100 120 140 21¢ 280 30¢

I Aminonucleosidio ....... 20 21,0 100 100 80 70 40 — — — 12,6

1T T 40 21,8 100 100 100 90 20 40 10 10* 20,6%%
III T 60 20,7 100 100 90 90 80 40 30 20% 18,5%%

v Y 80 20,1 100 90 10 — — — e — 8,8

v Nenhum (contrdle) ..... — 21,6 100 20 — — — — — — 6,8

VI Controles sem toxoplasmas — 21,4 100 100 100 100 100 100 100 100 —

£

LS

Os triturados de cérebro foram infectantes para camlindongos limpos.

Sem considerar os sobreviventes do 30¢ dia.
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SUMMARY
Action of some purine analogs, espectally

the aminonucleoside of Stylomycin, in
experimental toxoplasmosis of 'mice.

The following purine an‘alogs were tested
against Toxoplasma in experimental infection
of mouse: N-6-dimethyladenine, tioguanine,
-isoguhnine, 6-mercaptopurine, 2-mercapto-
purine, azaguanine, 2.-6-diamino-purine, N-6-
diethylamino-9- (3’-deoxi-3’-amino-B-D-ribofu-
ranosil) purine and cinetine, as well as the
antibiotic Stylomycin and -its aminonucleo-
side fraction. The aminonucleoside showed
more activity when compared with the whole
- antibiotic and to dimethyladenine in equal
molar dosis; the period of survival of treated
animals was three times longer than that
of controls.
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