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RESUMO

PAINA, F.A. Alteracdes hematologicas e hemostaticas induzidas pela clofazimina e
claritromicina em ratos. 2007. 127f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

Claritromicina e clofazimina tém sido utilizadas no tratamento da hanseniase e tuberculose e
também em infecgdes pelo complexo Mycobacterium avium, complica¢do comum em
pacientes que se encontram em estidgios avang¢ados da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA). Como os dados sobre a toxicidade de esquemas terapéuticos que incluem
estes farmacos sdo escassos, o presente estudo teve como objetivo determinar os efeitos
adversos destas terapias, por meio da avaliagao dos parametros hematoldgicos, hemostaticos e
bioquimicos e a correlagdo destes parametros com as doses testadas e destas com a
concentracdo plasmatica dos medicamentos administrados, intraperitonealmente, em ratos
machos Wistar, em monoterapia, em regime de doses tnica (50, 100 e 200mg/kg de peso) e
multipla (100mg/kg). Clofazimina, em regime de dose Unica, provocou aumento no nimero
de eritrocitos e reducao dos indices eritrocitométricos VCM e CHCM. Em regime de dose
multipla, claritromicina provocou aumento de leucécitos e de células mono e
polimorfonucleares. Ambos os farmacos, em dose Unica, parecem inverter a propor¢ao entre
células mono e polimorfonucleares. Foi observado aumento do numero de células
polimorfonucleares e células em degeneracao, ocasionados tanto por clofazimina como pela
claritromicina. Em regime de dose unica, clofazimina e claritromicina prolongaram o TP.
Claritromicina, quando administrada em dose multipla, causou este mesmo efeito e também o
prolongamento do TTPA. Os resultados da avaliacdo da fun¢ado hepatica mostraram resultados

inconclusivos com relagdo as dosagens de AST, ALT e fosfatase alcalina, porém, foi



observado aumento dos niveis plasmaticos de y-GT provocado pela clofazimina, em regime
de dose unica. Claritromicina induziu aumento dos niveis de y-GT, em regime de doses tnica
e multipla, e provocou elevacao de bilirrubinas total e direta, em dose tnica. Houve aumento
das concentracdes plasmaticas dos farmacos a medida que as doses administradas
aumentaram, apesar da claritromicina exibir um comportamento farmacocinético nao-linear.
Portanto, clofazimina e claritromicina provocam alteragdes hematologicas, hemostaticas e
bioquimicas e os resultados de concentragdo plasmatica sdo valiosos para avalia¢do de efeitos

adversos em estudos comparativos de monoterapia e associagdo entre os medicamentos.

Palavras-chave: Alteragdes hematoldgicas. Clofazimina. Claritromicina.



ABSTRACT

PAINA, F.A. Hematological and hemostatic alterations induced by clofazimine and
clarithromycin in rats. 2007. 127f. Dissertation (Master) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

Clarithromycin and clofazimine have been used to treat leprosy and tuberculosis as well as
infections of Mycobacterium avium complex, an ordinary complication in patients who are in
advanced stage of Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS). As the data about the
toxicity of therapeutic schemes including those drugs are scarce, this research had the aim to
determine the adverse effects of those therapies, through the evaluation of hematological,
hemostatic and biochemical parameters and the relationship between these parameters and
doses tested and between doses and plasma concentrations of drugs administered
intraperitoneally, in male Wistar rats, in monotherapy, in single (50, 100 and 200mg/kg body
wt), and multiple (100mg/kg body wt) doses regime. Clofazimine, in single dose regime,
increased the number of erythrocytes, and it decreased the red cells indices MCV and MCHC.
In multiple dose regime, clarithromycin increased the number of leukocytes and mononuclear
and polymorphonuclear cells. Both the drugs, in single dose, seem to invert the proportion
between mononuclear and polymorphonuclear cells. It was observed an increase in the
number of polymorphonuclear cells and cells under degeneration caused by clofazimine and
clarithromycin. In single dose regime, clofazimine and clarithromycin prolonged PT. When
clarithromycin was administered in multiple dose, it brought about this same effect and also it
prolonged aPTT. The results of hepatic function evaluation showed inconclusive results about
AST, ALT and alkaline phosphatase levels, but it was observed an increase of U-GGT plasma

levels provoked by clofazimine, in single dose regime. Clarithromycin brought about an



increase of U-GGT plasma levels, in single and multiple dose regime, and caused an increase
of total and direct bilirrubin, in single dose. An increase of plasma concentration of drugs was
observed as administered doses were increased, though -clarithromycin has nonlinear
pharmacokinetics behavior. Therefore, clofazimine and clarithromycin induce hematological,
hemostatic and biochemical alterations and the results of plasmatic concentration are valuable
to evaluate adverse effects in comparative research of monotherapy and association between

drugs.

Key words: Hematological alterations. Clofazimine. Clarithromycin.
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1. INTRODUCAO E REVISAO
DA LITERATURA



1.1 Hematopoese

A producdo dos diversos tipos de células do sangue, chamada hematopoese, ¢ um
processo complexo, em que um pequeno numero de células-tronco expande e diferencia,
formando cerca de 10'' células por dia. Este processo inclui a auto-regeneracio das células-
tronco, a restricdo da progénie das células-tronco a uma unica linhagem celular ¢ a
proliferacdo e diferenciacdo das células precursoras em células maduras e funcionais
(KAUSHANSKY, 2006).

A hematopoese necessita de um microambiente adequado, capaz de sintetizar fatores
de crescimento, acomodar as células em desenvolvimento e favorecer as interagdes entre
células de diferentes tipos. Este ambiente é fornecido pelo estroma medular constituido por
fibroblastos, adipdcitos, macréfagos, linfocitos e células endoteliais dos capilares sinusdides e
também pela matriz extracelular, que constitui o microambiente necessdrio ao crescimento e
diferenciagdo das células hematopoéticas (ABBOUD; LICHTMAN, 2006). As células
precursoras sdo designadas como unidades formadoras de colonias (CFU) (REGO, 2004).
Fatores de transcricdo e sinais externos sao necessarios para a determinagdao do destino das
células enquanto citocinas e moléculas de adesdo suportam expansdo, diferenciacdo e
sobrevida das células (KAUSHANSKY, 2006).

Os progenitores e precursores da linhagem eritroide constituem cerca de um terco das
células da medula 6ssea e coletivamente sdo chamados de eritron para reforgar a idéia de que
funcionam como um o6rgdo. Os eritrocitos caracterizam-se pela sintese protéica,
principalmente hemoglobina, que é necessaria ao transporte de oxigénio para os tecidos. Na
regulacdo da eritropoese, a eritropoetina atua na proliferacdo e maturagdo das células restritas
a linhagem eritroide e sua produgao ¢ controlada pelo teor de oxigénio no sangue arterial que
irriga as células peritubulares no cortex renal. O progenitor mais precoce da linhagem

4

eritrocitica ¢ a unidade formadora de burst eritroide (BFU-E) que requer IL-3, fator



estimulador de coldnias granulocito-mondcito (GM-CSF) e eritropoetina para proliferagao,
prevencao da apoptose e diferenciacdo em precursores. As BFU-E dao origem as unidades
formadoras de colonia eritroide (CFU-E), muito sensiveis a eritropoetina, que formam
colonias de precursores morfologicamente reconheciveis (proeritroblasto, eritroblasto
basofilo, eritroblasto policromatico, eritroblasto ortocromatico e reticuldcito) em 2 a 5 dias
(BULL, 2006). Apos cerca de 120 dias, ha remocgdo e destrui¢do dos eritrocitos circulantes
pelas células do sistema mononuclear fagocitario, especialmente no baco, figado e medula

ossea (DEISS, 1998).

Os leucdcitos polimorfonucleares incluem os trés tipos de leucécitos: neutrofilos,
eosinodfilos e basofilos. Sdo produzidos na medula dssea e vao para os tecidos onde exercem

suas fungoes (ZAGO, 2004a).

Os neutrofilos sdo granulécitos produzidos a partir de células progenitoras
multipotenciais, sob a¢do de mediadores, especialmente os fatores G-CSF ¢ GM-CSF. A
partir do precursor mieldide, passando por fases na medula 6ssea, ha formacao de bastonetes e
segmentados, que vao para o sangue periférico e em seguida para os tecidos, onde irdo exercer
seu papel na fagocitose e destrui¢dao intracelular de bactérias (ZAGO, 2004a), além de
participarem da reagdo inflamatoria aguda (VELDERS; FIBBE, 2005). No sangue periférico,
ficam cerca de 8 horas, sendo metade circulante e metade no compartimento marginal,
proximo ao endotélio. Fatores como estresse, exercicio fisico ou liberagdo de adrenalina
fazem com que os neutr6filos marginados circulem, aumentando o nimero de neutr6filos sem
que haja uma liberagao significativa de células da medula 6ssea (COUTINHO; COUTINHO,
2004).

Os eosinofilos sdo produzidos a partir do precursor mieldide, sob estimulo de GM-
CSF, IL-3 e IL-5. Possuem atividade proinflamatdria e citotdxica, participando da reagdo e

patogénese de numerosas doengas alérgicas, parasitirias e neoplésicas (ZAGO, 2004a).



Permanecem cerca de 6 a 12 horas em circulagdo, mas podem sobreviver por até duas
semanas quando estimulados por IL-5 ¢ outras citocinas (LOWELL, 2000).

Os basofilos sdo os polimorfonucleares mais escassos do sangue. A interagdo de seus
receptores de Fc com IgE determina a degranulacdo com liberagdo de histamina e calicreina,
que sdo os principais mediadores de reagdes de hipersensibilidade imediata em anafilaxia,
asma e urticaria (ZAGO, 2004a).

Os mondcitos — macroéfagos constituem a primeira linha de defesa do organismo
contra parasitas intracelulares, eliminando bactérias e fungos (LOWELL, 2000). O sistema
mononuclear fagocitario ¢ composto por um conjunto de células com capacidade fagocitaria e
lisossomos bem desenvolvidos, adaptados a defesa contra microrganismos, eliminagdo de
restos celulares e tecidos lesados e participagdo nos mecanismos imunes pela interacdo com
células do sistema linfoéide. Os precursores mais imaturos sdo os monoblastos € promondcitos
(ZAGO, 2004b). Estas células sdo liberadas da medula 6ssea, transitam pelo sangue periférico
por cerca de 4 a 8 horas como monodcitos e, em seguida, migram para os tecidos como
macrofagos (SUZUKI et al., 2004).

Os linfocitos fazem parte do sistema imune e t€m como fung¢do principal a defesa do
organismo contra infeccdes. Para o desenvolvimento de linfocitos T e B maduros, sdo
essenciais caracteristicas do microambiente do timo ¢ da medula 6ssea, respectivamente,
representadas pelo contato com células do estroma e pela acdo de citocinas especificas, como
IL-4 e IL-7 (FALCAO; VOLTARELLI, 2004). Os linfécitos B, quando ativados,
diferenciam-se em células secretoras de anticorpos. Os linfocitos T sdo assim subdivididos:
células T auxiliares (helper), que sob estimulag@o antigénica secretam citocinas envolvidas na
proliferacdo e diferenciagdo de células T e B, macrofagos e outros leucdcitos; linfocitos T
citotoxicos, que destroem células infectadas por virus e outros microrganismos intracelulares.

Ha ainda as células natural killer (NK), que derivam da mesma célula progenitora e sao



capazes de reconhecer e matar células anormais, tais como algumas células tumorais e células

infectadas por virus (JANEWAY et al., 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A secregdo de citocinas (interleucinas, fatores de crescimento, interferons e fatores de
necrose tumoral) ¢ feita por leucdcitos e outros tipos celulares. Elas promovem tanto

estimula¢do como inibi¢ao da hematopoese (SOCOLOVSKY et al., 1998).

Nenhuma interleucina, exceto IL-3 e IL-5, induz sozinha a proliferagdao da célula
progenitora. Elas agem em conjunto com outros fatores, como os fatores estimuladores de

coldnias (CSFs) e fator de célula-tronco (SCF) (VEIBY; MIKHAIL; SNODGRASS, 1997).

A IL-3 estimula a geracdo e proliferacio de macrofagos, neutrdfilos, mastocitos,
basofilos, megacariocitos e eritrocitos. Associada com M-CSF e IL-1, aumenta a eficiéncia na
produgdo de macrofagos, enquanto que com o G-CSF, aumenta a eficiéncia na producao de

neutrofilos (ALEXANDER, 1998).

A ac¢do de SCF em conjunto com outras citocinas da origem a células maduras. Com a
eritropoetina, estimula “in vitro” a proliferacdo de células eritroéides, com a IL-7 induz o
desenvolvimento de células pré-B e com G-CSF ocorre proliferagio de granuldcitos

(SCHWARZMEIER, 1996).

O GM-CSF esta envolvido na regulacdo da sobrevida, diferenciagdo, proliferagao e
funcdo dos granulocitos e macréfagos, sendo capaz de induzir a geragdo de neutrofilos,
eosinodfilos, macrofagos, megacariocitos, precursores eritroides e células dendriticas a partir
de progenitores hematopoéticos. Para a diferenciacdo completa em células maduras requer
outros fatores como: eritropoetina para os eritrocitos, G-CSF para neutrofilos, IL-5 para

eosinodfilos ou trombopoetina para megacaridcitos (ALEXANDER, 1998).

O M-CSF estimula a formagdo de colonias de macrofagos, regulando in vivo a

produgdo de fagdcitos mononucleares (SUZUKI et al., 2004), enquanto G-CSF aumenta a



producdo de neutrofilos in vivo e in vitro e controla a resposta neutrofilica ao estimulo

inflamatorio (DEMETRI; GRIFFIN, 1991).

A trombopoetina (TPO) é um hormonio produzido nos hepatocitos e sinusdides
hepaticos e em células do tibulo proximal no rim, cuja fungdo reside na maturagdo dos
megacariocitos, formando os trombdcitos ou plaquetas. Atua sinergicamente com outras
citocinas, como IL-3, e parece ser um importante regulador de células mais primitivas.

As plaquetas tém importante fungdo na hemostasia (LOURENCO, 2004) ¢ vivem em

média 10 dias na circulagdo (BAIN, 1998).

1.2 Hemostasia

O sistema hemostatico tem a fun¢do de interromper sangramentos provenientes de
lesdo vascular. Para alcancgar este objetivo, ocorre uma série de eventos que envolvem vasos
sangiiineos, plaquetas, proteinas da coagulacao, fibrinolise e anticoagulantes naturais.

As células endoteliais inibem a coagulagdo sangiiinea pela sintese de trombomodulina
e heparan sulfato, modulam a fibrindlise pela secre¢do de plasminogénio, inibem a agregacao
plaquetaria pela liberagdo de prostaciclina e 6xido nitrico e regulam o tonus vascular pela
sintese de endotelinas. Quando ha lesdo vascular, ocorre exposi¢cdo de colageno e proteinas
subendoteliais. A adesdo inicial das plaquetas ¢ mediada pela ligagdo do fator de Von
Willebrand ao complexo Gp Ib/IX/V na superficie plaquetaria, resultando em adesdo lenta e
transitoria. A ligacdo do coldgeno a Gp IV favorece a ativagdo celular, resultando na adesao
firme e distribuida através de receptores ativados Gp IIb/Illa e apf;. Ha sinalizagdo
intracelular e ativag¢do plaquetéria, que resulta em degranulagcdo das plaquetas com liberagao
de ADP, gera¢do de tromboxano, ativagdo do complexo Gp IIb/Illa e exposicdo de
fosfolipideos anidnicos e geracdo de microvesiculas procoagulantes. Estes facilitam o

recrutamento local de plaquetas vizinhas, resultando em agregacdo mediada pelo fibrinogénio



e fator de Von Willebrand, pela ligagdo a Gp IIb/Illa ativada nas cé¢lulas adjacentes. A
exposicdo de fosfolipideos anidnicos propicia uma superficie de contato com plaquetas,
mantendo a geracao de trombina e formagao de fibrina e conseqiiente estabilizagdo do tampao
hemostatico (HARRISON, 2005).

Embora seja tradicional dividir o sistema da coagulagdo em vias intrinseca ¢
extrinseca, essa divisdo ndo ocorre in Vivo, pois as vias sdo integradas, sendo considerada
apenas para fins didaticos. A via extrinseca inicia-se pela formagdo do complexo fator
tecidual/fator VIla, que ativa os fatores IX e X. A via intrinseca ocorre por ativacao do fator
XI pelo complexo XlIla/cininogénio de alto peso molecular ativado. O fator XIa, bem como
fator tecidual/fator VIla e fosfolipideos, converte fator IX a [Xa. O fator [Xa, em conjunto
com os fatores VIlla e fosfolipideos (complexo tenase), bem como fator tecidual/fator VIla e
fosfolipideos, converte o fator X a Xa. O complexo protrombinase (fator Va e fosfolipideos) ¢
ativado pelo fator Xa e converte protrombina em trombina, que por sua vez converte
fibrinogénio em fibrina, caracterizando a via comum (COLMAN; MARDER; SALZMAN;
HIRSH, 1994).

A regulagdo da coagulagdo ocorre pela acdo dos inibidores naturais presentes no
plasma, como: o inibidor C1, que neutraliza o fator XIla; o inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), que bloqueia o fator VIla/fator tecidual; a antitrombina III, que bloqueia os fatores
[Xa, Xa e trombina; a proteina C que, ativada pelo complexo trombina/trombomodulina,
interage com proteina S e inibe os fatores Va e VIlla (COLMAN; MARDER; SALZMAN;
HIRSH, 1994; ESMON, 2000).

O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina ¢ responsavel pela
degrada¢do do coagulo de fibrina. A ativagcdo da pro-enzima plasminogénio ¢ feita pelo
ativador de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e ativador de plasminogénio do tipo

uroquinase (u-PA). A regulacdo deste sistema se da pela agdo de inibidores dos ativadores de



plasminogénio (PAIs), principalmente o PAI-1, ou por agdo direta sobre a plasmina, funcao
esta exercida pela o, — antiplasmina (FRANCO, 2004).

Ha vérios testes laboratoriais que podem ser realizados para avaliar a hemostasia,
como determinac¢do dos niveis plasmaticos dos fatores da coagulacdo, do sistema fibrinolitico
e inibidores naturais bem como a avalia¢do da funcdo plaquetaria. Este estudo comega com a
avaliacdo quantitativa e qualitativa das plaquetas. Dentre os testes iniciais, devemos destacar
os dois principais testes de screening: tempo de protrombina (TP), que avalia as vias
extrinseca e comum da coagulagdo e representa o tempo que o plasma coagula apds adicao de
um fator tecidual, e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), que avalia as vias
intrinseca e comum da coagulagdo, por meio da medida do tempo gasto para a formacao do

trombo apos a adigao de ativadores e calcio ao plasma (MORAN; VIELE, 2005).

1.3 Funcéo hepética

Os testes de fungdo hepatica sdo importantes na triagem de anormalidades,
identificacdo do tipo e local da lesdo e também no prognostico e acompanhamento de
pacientes com doencga hepatica (MOTTA, 2003). Sao indices que se baseiam em medidas de
substancias liberadas no dano tissular ou analise de substancias metabolizadas ou produzidas
pelo figado (BALISTRERI; REJ, 1998). Para tanto, ¢ importante o conhecimento das
alteracdes dos niveis plasmaticos ou séricos das enzimas normalmente presentes no
compartimento intracelular e que estdo presentes na circulacdo somente em niveis baixos. As
alteracdes na atividade enzimatica e de bilirrubinas séricas permitem avaliar a localizagdo e a
natureza das alteragdes patologicas teciduais (MOSS; HENDERSON, 1998). Porém, estes
niveis sdo afetados por fatores como o estado nutricional ou por lesdo de outros 6rgdos

(BALISTRERI; REJ, 1998).



A selegdo dos testes para fins diagnosticos ou prognosticos depende de varios fatores,
entre eles a distribui¢do das enzimas entre os tecidos (MOSS; HENDERSON, 1998). Os
testes bioquimicos de rotina incluem as dosagens de bilirrubinas conjugada e ndo-conjugada,
albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina, gama-glutamiltransferase (y-GT) e proteinas totais (MOTTA, 2003).

A bilirrubina sérica apresenta duas fragdes: a indireta ou ndo-conjugada, originaria da
degradagdo do anel protoporfirinico do grupo heme, que circula ligada a albumina, sendo
retirada da circulacdo pelos hepatdcitos; a direta ou conjugada, que ¢ conjugada com o acido
glicurénico nos hepatocitos, para se tornar hidrossoltiivel e ser excretada (CHAND; SANYAL,
2007; COSTA, 2004). O aumento de bilirrubina ndo-conjugada pode ser devido a: produgao
aumentada desta fragdo a partir do heme, saida diminuida do plasma para o hepatocito,
capta¢do diminuida pela membrana do hepatdcito, armazenamento diminuido no citosol ou
conjugacao reduzida. Ja a colestase, aumento de bilirrubina conjugada, ocorre por secrecao
diminuida nos canaliculos ou drenagem reduzida (BALISTRERI; REJ, 1998).

As aminotransferases (AST e ALT) sdo enzimas intracelulares que catalisam a
transferéncia reversivel dos grupos amino de um aminodcido para o a-cetoglutarato,
formando cetoacido e acido glutamico, atuando na sintese e degradacdo de aminoacidos.
Estdo presentes em grandes quantidades no citoplasma dos hepatdcitos. Desta forma, lesao
celular hepatica promove a liberacdo destas enzimas para a circulacdo. ALT ¢ encontrada
principalmente no citoplasma, enquanto AST ¢ mitocondrial. Em dano hepatocelular leve a
forma sérica predominante ¢ a citoplasmatica, j& em lesdes graves ha liberacdo da enzima
mitocondrial (MOTTA, 2003).

Fosfatase alcalina é amplamente distribuida nos tecidos humanos. A forma
predominante na circulagdo ¢ a de origem hepatica e dssea (ZHU; JIANG, 2007). No figado,

localiza-se nas membranas de revestimento dos canaliculos biliares, tendo seus niveis
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elevados em desordens do trato biliar. Farmacos como a eritromicina podem causar elevacdes
desta enzima no soro (MOTTA, 2003).

A y-GT exerce importante func¢do no transporte de aminoacidos e peptidios através das
membranas, na sintese protéica e na regulagdo dos niveis de glutationa tecidual. A forma
sérica origina-se principalmente dos canaliculos hepaticos e células epiteliais que revestem os
ductos biliares, sendo importante na avaliacdo de desordens hepatobiliares. Por estar presente
no reticulo endoplasmatico liso, firmacos podem induzir aumento de sua atividade (MOTTA,
2003).

Medicamentos podem ocasionar lesdes hepaticas, uma vez que o figado atua na
biotransformacdo e eliminagdo de agentes terapéuticos. Por outro lado, segundo Balistreri e
Rej (1998), na disfuncdo hepatica o metabolismo dos farmacos pode ser alterado, sofrendo
transformagdo limitada ou aberrante, acumulando-se no organismo e exercendo efeitos
indesejaveis.

A doenga hepdtica também produz alteragdes na hemostasia pela sintese diminuida
dos fatores da coagulacdo e pela produgdo de proteinas qualitativamente anormais. O tempo
de protrombina (TP) ¢ anormal nos defeitos de coagula¢do devido a doengas hepaticas porque
¢ afetado pela deficiéncia de mais de um fator. TP prolongado pode constituir um sinal de
grave lesdo hepatica. Além disso, anticoagulantes enddgenos podem estar presentes, o que
leva a coagulacdo intravascular e fibrinolise anormais. Pode haver também alteracdes

quantitativas e funcionais das plaquetas. (BALISTRERI; REJ, 1998).

1.4 Farmacos
Estudos pré-clinicos de toxicidade e seguranca sdo de extrema importancia no
desenvolvimento de novos farmacos. Segundo Schanaider e Silva (2004), modelos animais

sdo uteis no aprimoramento do conhecimento dos mecanismos patologicos de doengas, no
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estudo de marcadores biologicos e na avaliacdo de novas técnicas visando aplicabilidade na
espécie humana. Além disso, para Evans (1997), estes modelos sdo importantes na avaliagao
da diferenciacdo e especializagdo celular e os resultados sdo relevantes para o tratamento de
doencas hematologicas humanas. Desta forma, ¢ importante a investigagdo dos efeitos
provocados pelos farmacos, por meio de modelos experimentais, ja que medicamentos podem
interferir no controle da produ¢do de células sangiiineas, a qual ¢ finamente regulada e
representa papel relevante nas fungdes vitais do organismo.

Para se definir um modelo ideal ¢ necessaria a aproximacdo de suas caracteristicas
fisiologicas, anatomicas e organicas as do ser humano, através de estudos de anatomia
comparada, mas ha poucos relatos na literatura referentes a este tipo de estudo. Além disso, ¢
preciso também avaliar os custos para a compra de matrizes compativeis com a metodologia
dos grupos experimentais ¢ para a manutengdo dos animais em laboratério (SCHANAIDER;
SILVA, 2004).

Variaveis como idade e sexo dos animais interferem nos exames hematoldgicos e
bioquimicos. Ratos jovens possuem tecidos ¢ 6rgdos imaturos quando comparados aos mais
velhos. Diferengas observadas na contagem de eritrocitos e dosagem de hemoglobina podem
ser devidas a diferentes demandas de oxigénio de acordo com a idade e o sexo. A contagem
global de leucdécitos apresenta diferencas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento
do sistema imune. As variagdes de atividades das enzimas hepaticas devem-se também a
outros fatores, como a dieta. Varia¢des de fosfatase alcalina estdo relacionadas inclusive com
alto metabolismo dsseo de animais jovens (PETTERINO; ARGENTINO-STORINO, 2006).

Portanto, ¢ importante que as condi¢des ideais ao desenvolvimento dos experimentos
sejam padronizadas para que os resultados possam ser adequadamente interpretados e as

alteragdes seguramente referidas ou ndo a administracdo dos fArmacos estudados.
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1.4.1 Claritromicina

Claritromicina é um antibiotico macrolideo sist€émico semi-sintético (ADACHI;
MORIMOTO; KONDOH, 1988). O farmaco difere estruturalmente da eritromicina pela
metilagdo de um grupo hidroxila na posi¢do 6 do anel lactonico (ADACHI; MORIMOTO;
KONDOH, 1988; PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD , 1992). A presenca de um grupo
metil nesta posi¢do minimiza sua degrada¢do em 8,9-anidro-6,9-hemicetal inativo, catalisada
por acido (HARDY; GUAY; JONES, 1992). Foi demonstrado que alguns dos produtos de
degradac¢do da eritromicina, como a forma anidroemicetonica, aumentam a motilidade do trato
gastrointestinal e podem contribuir com os efeitos adversos gastrointestinais deste fAirmaco
(PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD , 1992).

Claritromicina tem propriedade bacteriostatica (PISCITELLI; DANZIGER;
RODVOLD, 1992) contra organismos altamente suscetiveis, embora possa também ser
bactericida em altas concentragdoes (BENSON; SEGRETI; KESSLER, 1987, MORIMOTO;
NAGATE; SUGITA, 1990). Foi observada atividade bactericida contra Streptococcus
pyogenes, S. pneumoniae, Haemophilus influenzae e Chlamydia trachomatis (NEU, 1991).

Em organismos suscetiveis, a claritromicina inibe a sintese de proteinas penetrando a
parede celular e ligando-se as subunidades ribossomais 50S, bloqueando a translocagdo de
aminoacidos pelo RNA transportador e interrompendo a sintese de polipeptideos
(PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992). Nao se liga, todavia, aos ribossomos 80S
dos mamiferos, o que explica, em parte, sua toxicidade seletiva (KOROLKOVAS, 2004). Seu
local de agdo parece semelhante ao da eritromicina, clindamicina, lincomicina e cloranfenicol
(PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

A atividade da claritromicina in vitro ¢ semelhante (BENSON; SEGRETI; KESSLER,
1987) ou superior a de eritromicina contra organismos sensiveis a este Ultimo agente
(MORIMOTO; NAGATE; SUGITA, 1990). O metabdlito principal do farmaco, 14-

hidroxiclaritromicina, ¢ tdo ativo ou ligeiramente menos ativo que a propria claritromicina
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contra a maioria dos organismos e parece aumentar a atividade antimicrobiana do composto
original contra patdgenos selecionados, como por exemplo, Haemophilus influenzae. A
atividade de 14-hidroxiclaritromicina contra isolados do complexo Mycobacterium avium ¢ 4
a 7 vezes menor do que a do farmaco de origem, sendo desconhecida a importancia clinica
desta diferenca (PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

No estado de equilibrio, a concentragdo de 14-hidroxiclaritromicina ndo aumenta
proporcionalmente a dose de claritromicina e, aparentemente, a meia-vida dos dois
farmacos tende a ser mais longa com doses maiores. Esse comportamento farmacocinético
nao-linear da claritromicina, associado com o decréscimo na formacdo dos produtos 14-
hidroxilados e N-dimetilados com doses maiores, indicam que o metabolismo da
claritromicina aproxima-se da saturacdo com altas doses (CHAMBERS, 2003).

Algumas observagdes in vitro indicam que claritromicina ¢ bactericida contra M.
avium e que esta atividade ¢ potencializada por rifampicina e/ou etambutol (RASTOGI;
LABROUSSE, 1991). Porém, cepas de M. avium resistentes a claritromicina se
desenvolveram durante o tratamento, quando o farmaco foi empregado em monoterapia ou
como um componente de politerapia (DE WIT; D'ABRACCIO; DE MOL, 1993). A
claritromicina possui ainda atividade bactericida contra o M. leprae em pacientes hansenianos
(JI et al., 1993). Em monoterapia, ¢ utilizada no tratamento de infecgdes do trato respiratorio.
Para a erradicagdo de Helicobacter pylori, é indicada em esquema de politerapia
(OZSOYLAR; SAYIN; BOLAY, 2007).

A absorcdo da claritromicina ocorre prontamente no trato gastrointestinal, apods
administracao oral, excedendo a absor¢do de dose equivalente de eritromicina (NEU, 1991).
A biodisponibilidade absoluta de claritromicina, apds administragdo oral de comprimidos de

250 mg, é da ordem de 50 a 55%, que provavelmente ¢ uma subestimacao de sua atividade
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sistémica devido a rapida metabolizagdo de primeira passagem do farmaco ao seu metabolito
ativo 14-hidroxiclaritromicina (NEU, 1991; PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

Claritromicina e 14-hidroxiclaritromicina parecem ser distribuidas para a maioria dos
tecidos e fluidos do corpo. Nao ha informagdes referentes a penetragdo de claritromicina
através da barreira hemato-enceféalica. A ligagdo de claritromicina a proteinas plasmaticas in
vitro varia entre 42 a 72% nas concentragdes terapéuticas habituais (PISCITELLI,
DANZIGER; RODVOLD, 1992).

Em homens saudéveis, apds a administragdo oral inica de comprimidos de 250mg ou
1,2g de claritromicina, calculou-se que a meia-vida de elimina¢do média € de 4 ou 11 horas,
respectivamente (FERRERO; BOPP; MARSH, 1990).

Claritromicina ¢ utilizada no tratamento de infec¢des disseminadas causadas por M.
avium e na prevengao destas infecgdes em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), em estdgios avancados desta infeccdo. De modo geral, o tratamento com
claritromicina é bem tolerado. Em estudos clinicos, a maioria dos efeitos adversos foram
moderados e passageiros e, apenas em aproximadamente 1% dos casos, os efeitos relatados
foram descritos como severos (PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

O complexo do M. avium representa dois organismos intimamente relacionados, M.
avium e M. intracellulare. Embora possam ser empregadas técnicas genéticas para distinguir
entre as duas espécies, a maioria dos estudos relata resultados referentes a isolados do
complexo M. avium (ANON, 1992). Sdo organismos amplamente distribuidos no ambiente
sendo a agua e solo seus reservatorios naturais (THORELL; HUCHZERMEYER; MICHEL,
2001).

M. avium ¢ um importante patégeno que causa doenga pulmonar cronica em pacientes
imunocompetentes e infec¢do disseminada em portadores de sindrome da imunodeficiéncia

adquirida (SIDA). O tratamento de infecgdo disseminada por M. avium com farmacos
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tuberculostaticos mostrou-se insatisfatorio, porém a introdu¢do de novos macrolideos
(claritromicina e azitromicina) e de rifabutina melhorou muito os resultados terapéuticos
(KATOCH, 2004). Entretanto, estes agentes sdo associados com reacdes adversas
relacionadas com a teraputica e potenciais interacdes medicamentosas. Rifampicinas
induzem o citocromo P ¢ aceleram a biotransformag¢do de claritromicina ¢ inibidores de
protease. Por outro lado, claritromicina inibe citocromo P450, aumentando a toxicidade de
rifabutina. Os resultados globais desta situagdo s3o regimes terapéuticos extremamente
dificeis de tolerar, especialmente em idosos e pacientes debilitados. Os efeitos adversos sao
geralmente gastrointestinais. Claritromicina e azitromicina devem ser administrados
associados com agentes como etambutol para prevenir surgimento de resisténcia aos
macrolideos, mas nem todos os pacientes sdo responsivos a estas combinagdes. Esta mesma
terapia triplice ¢ também efetiva para infec¢des disseminadas por M. avium em pacientes com
SIDA, nos quais o problema adicional da interagdo rifampicina-inibidor de protease pode
estar presente (FIELD; FISHER; COWIE, 2004).

Em estudos clinicos, foram observados diarréia, ndusea ¢ alteragdes no paladar em 3%
dos pacientes submetidos a doses orais de claritromicina enquanto dispepsia e desconforto
abdominal acometeram 2% dos pacientes. Outros raros efeitos informados incluem candidiase
oral, estomatite, vomitos, flatuléncia, constipagdo, descoloragdo da lingua, pancreatite e
laringismo (PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

Os efeitos adversos mais comuns envolvem o trato digestivo. Com menor freqiiéncia,
podem ocorrer colestase hepatica, erupgdes cutaneas e ototoxicidade com surdez temporaria.
Ha poucos relatos sobre alteragdes neuroldgicas, entre eles um caso de delirio ocasionado por
claritromicina utilizada em monoterapia (OZSOYLAR; SAYIN; BOLAY, 2007).

A elevagdo dos niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, lactato desidrogenase (LDH) e/ou bilirrubina total
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foi observada em menos de 1% dos pacientes recebendo claritromicina isoladamente ou em
terapia combinada com omeprazol. Hepatomegalia e disfungdo hepatica, incluindo colestase
com ou sem ictericia, também foram relatadas em pacientes que receberam o farmaco. A
disfuncdo hepatica pode ser severa, mas ¢ aparentemente reversivel (CASSELL; DRNEC;
WAITES, 1991; POIRIER, 1991).

Em relagdo as alteragdes hematoldgicas e hemostaticas, foi relatado aumento do tempo
de protrombina em 1% dos pacientes adultos. Leucopenia foi relatada em cerca de 1% dos
pacientes, e trombocitopenia, durante a terapia, em pelo menos um paciente (WALLACE;
BROWN; GRIFFITH, 1995). Baz et al. (2004) observaram um caso fatal de anemia aplastica
induzida possivelmente pelo uso de claritromicina em uma mulher de 65 anos de idade.
Entretanto, Ohe ¢ Kohno (2003) observaram um aumento na contagem de plaquetas de trés
pacientes com purpura trombocitopénica idiopatica tratados com claritromicina.

Elevagdo da concentragdo plasmatica de creatinina foi observada em menos de 1% dos
pacientes recebendo o farmaco isolado ou em terapia combinada com omeprazol. Disfungao
renal aguda também ocorreu na terapia com claritromicina (WALLACE; BROWN;
GRIFFITH, 1995).

Doengas inflamatdérias sdo caracterizadas por acumulo anormal de células
inflamatorias (monocitos, macréfagos, granuldcitos, células plasmaticas, linfocitos e
plaquetas), que juntamente com células endoteliais e fibroblastos liberam um complexo
arranjo de mediadores lipidicos, fatores de crescimento, citocinas e enzimas que causam dano
tissular. Este dano € causado principalmente pela ativacdo de neutréfilos seguido da liberagao
de proteinases ¢ aumento da producdo de espécies de oxigénio (CULIC; ERAKOVIC;
PARNHAM, 2001; TAMAOKI; KADOTA; TAKIZAWA, 2004).

Os antibioticos macrolideos atuam como imunomoduladores em doengas inflamatorias

cronicas do trato respiratério através da inibi¢ao da produgao de varias citocinas inflamatorias



17

e de efeitos inibitorios sobre o RNA mensageiro de fatores de transcricdo destas citocinas.
Entre as citocinas inibidas, estdo interferon-y, IL-5 e IL-8. Entretanto, observa-se estimulagao
da producdo de IL-4 (ISHIDA; ABE; HARABUCHI, 2007). Além disso, claritromicina,
devido aos seus efeitos antiinflamatdrios, bloqueia a formacdo de moléculas de adesdo,
necessarias a migracao dos neutréfilos para os tecidos (TAMAOKI; KADOTA; TAKIZAWA,
2004).

Khan et al. (1999), em ensaios in vitro, observaram a atuagdo de claritromicina e
azitromicina sobre a producdo de citocinas por monocitos humanos. Ambos afetaram a
producdo de IL-la, IL-1B, IL-6, IL-10, GM-CSF e TNF-a. Dentre os achados mais
importantes, a claritromicina provocou redugdo significante de IL-6 ¢ de TNF-a em 60% ¢
86% dos individuos, respectivamente. Com azitromicina, ocorreu redugdo de IL-1a e TNF-a,,
em 100% dos individuos.

Os macrolideos possuem a habilidade de penetragdo e acumulo em varios tipos
celulares, o que implica em grande importancia terapéutica devido a esta propriedade
farmacocinética celular favoravel, principalmente quando se consideram microrganismos

intracelulares facultativos ou obrigatérios (CULIC; ERAKOVIC; PARNHAM, 2001).

1.4.2 Clofazimina

Clofazimina ¢ uma fenazina com atividades antimicobacteriana e antiinflamatéria
(YAWALKAR; VISCHER, 1979). A clofazimina encontra-se em uso clinico ha cerca de 40
anos, porém pouco foi esclarecido sobre seu mecanismo de acdo. Esta fenazina, originalmente
desenvolvida para o tratamento da tuberculose, ¢ Util em uma série de outras infec¢des por
micobactérias. Com o advento da SIDA, clofazimina adquiriu nova utilidade como
componente da multiterapia para o tratamento da infec¢cdo oportunista disseminada por M.

avium (KATOCH, 2004).
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Apesar de classificada como farmaco secundario no tratamento da hanseniase e usada
como componente de esquemas terapéuticos, sua aplicagdo tem aumentado principalmente no
tratamento de infeccdes oportunistas em pacientes com SIDA. A molécula apresenta
propriedades imunossupressora € antimicobacteriana diretas. Foi demonstrado que
clofazimina eleva os niveis de prostaglandinas e a geragdo de oxidantes reativos nos
neutréfilos, o que pode justificar seus efeitos contra o Mycobacterium leprae. As defesas da
célula hospedeira podem ser estimuladas pela clofazimina, resultando na geracao de oxidantes
como o anion-radical superdxido, que por sua vez pode ter um efeito letal sobre o
microrganismo (LEMKE, 1995).

O mecanismo de acdo da clofazimina contra micobactérias parece envolver a ligacao
do farmaco com o DNA micobacteriano e inibi¢do de sua replicacdo e crescimento
(KOROLKOVAS, 2004). O farmaco liga-se principalmente a seqiiéncias contendo guanina, o
que conduz a uma ligacdo preferencial ao DNA de micobactérias, uma vez que este contém
proporg¢do relativamente maior de guanina e citosina quando comparada ao DNA humano
(MORRISON; MARLEY, 1976; YAWALKAR; VISCHER, 1979).

Viérios fatores influenciam a atividade dos antibidticos in vivo. E importante
considerar a susceptibilidade do agente infeccioso, o perfil de concentragdo do farmaco no
soro, em outros fluidos corporais e nos tecidos, ¢ também o sitio de infec¢do, em relagdo ao
regime de dosagem (BAKKER-WOUDENBERG et al., 2005).

A hanseniase, doenca infecto-contagiosa cronica e granulomatosa, transmitida pelo M.
leprae, ainda se mantém prevalente nos dias atuais, principalmente em paises
subdesenvolvidos, apesar de todo avango cientifico e tecnologico.

A Organizacao Mundial de Satde (OMS) preconiza um esquema de poliquimioterapia
para o tratamento, que inclui a associagdo de dapsona, clofazimina e rifampicina, que pode

levar a cura em tempo relativamente curto, sendo o tratamento realizado em regime
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ambulatorial. Outros protocolos de tratamento t€ém sido utilizados como, por exemplo, o
esquema rifampicina, ofloxacina e minociclina (ROM) (BRASIL, 1999). Prasad et al. (2005)
analisaram 44 pacientes hansénicos utilizando esquemas terapéuticos contendo clofazimina e
verificaram que a adig¢do deste farmaco ajudou a melhorar os quadros clinico e histologico dos
pacientes.

Segundo relatos, clofazimina ¢ bactericida contra M. leprae in vivo, porém a avaliagdo
dos efeitos do farmaco ¢é dificil uma vez que M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro.
Clofazimina ¢ bactericida contra M. tuberculosis e M. marinum in vitro, mas parece ser sO
bacteriostatica in Vitro contra outras micobactérias, inclusive o complexo M. avium
(YAWALKAR; VISCHER, 1979). Isolados de M. avium, incluindo os obtidos de pacientes
com SIDA, geralmente sdo inibidos in vitro por concentragdes de clofazimina de 0,1-10
ng/mL (KUZE; KURASAWA; BANDO, 1981).

Clofazimina ¢ incompletamente absorvida no trato gastrointestinal ap6s administracao
oral. A extensdao da absor¢ao oral do farmaco exibe variacdes interindividuais consideraveis
(SCHAAD-LANYTI; DIETERLE; DUBOIS, 1987; YAWALKAR; VISCHER, 1979).

A apresentagdo dos cristais grosseiros ou micronizados de clofazimina pode ocasionar
variagdes na absor¢do do farmaco no trato gastrintestinal entre 20% até 45-70% da dose. A
relacdo entre concentragdes plasmaticas de clofazimina e os efeitos terapéuticos do farmaco
ndo foi determinada. O farmaco nao ¢ distribuido para o cérebro ou liquido céfalo-raquidiano,
mas atravessa a placenta e também ¢ distribuido no leite. Quanto a eliminagdo, a meia-vida
tecidual de clofazimina, depois de seguidas doses orais, pode ser de pelo menos 70 dias
(YAWALKAR; VISCHER, 1979).

Efeitos adversos gastrointestinais sdo os principais limitantes da dosagem de
clofazimina e acometem a maioria dos pacientes recebendo mais de 100mg/dia de clofazimina

e aparentemente sdo causados por um efeito irritante direto do firmaco sobre a mucosa
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intestinal, em um padrao dose-dependente. Os sintomas geralmente diminuem com a redugdo
da dosagem (JOPLING, 1983; YAWALKAR; VISCHER, 1979).

Por ser altamente lipofilica, a clofazimina acumula-se rapidamente no tecido adiposo e
células do sistema reticuloendotelial (KOROLKOVAS, 2004). Alguns dos efeitos adversos
incluem coloragdo avermelhada da pele, urina, suor e lagrimas e fotossensibilidade
(O’CONNOR; O’SULLIVAN; O’KENNEDY, 1996). Podem ocorrer reagcdes gastrintestinais
como nausea, vOomito e diarréia devido a deposicdo de cristais na mucosa intestinal
(O’CONNOR; O’SULLIVAN; O’KENNEDY, 1996) e at¢ mesmo quadro abdominal com dor
sugerindo obstrugdo intestinal (KOROLKOVAS, 2004).

Queiroz et al. (2002), em um estudo realizado com 45 pacientes com hanseniase
tratados com clofazimina, isolada ou em combina¢do com dapsona e rifampicina, detectaram
a ocorréncia de metemoglobinemia e anemia hemolitica somente quando havia associa¢io das
drogas. Parametros bioquimicos usados para avaliar as func¢des hepaticas, pancreaticas e
renais sofreram alteragdes ocasionais, sem aparente significado clinico. Goulart et al. (2005)
relataram um caso fatal de um paciente com anemia aplastica, associado ao uso da dapsona,
rifampicina e clofazimina no tratamento de hanseniase. Segundo relatos da literatura, os
efeitos sdo provavelmente devido ao uso de dapsona.

Atualmente ndo hd nenhuma informacao disponivel em relacdo a sobredosagem com
clofazimina em humanos. A DLs, oral do farmaco ¢ 3,3g/kg em coelhos e superior a 5g/kg em
camundongos, ratos ¢ cobaias (YAWALKAR; VISCHER, 1979).

Um regime terapéutico efetivamente superior para o tratamento de infec¢des por M.
avium disseminadas em pacientes com SIDA ndo foi estabelecido. Porém, relatos disponiveis
na literatura sugerem que regimes multi-farmacos que contenham um macrolideo como, por
exemplo, claritromicina e azitromicina, sdo superiores aos que ndo contém (FIELD; FISHER;

COWIE, 2004). Baral et al. (2006) observaram melhora em gatos imunocomprometidos
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tratados com claritromicina associada a clofazimina ou rifampicina e recomendam o uso desta
terapia no tratamento de infecgdes pelo complexo M. avium, em gatos.

Quando usada no tratamento de infec¢des por M. avium, recomenda-se para adultos a
administracdo de doses de 100mg de clofazimina uma a trés vezes ao dia, associada a outros
agentes antimicobacterianos. Doses didrias de 1-2mg/kg tém sido usadas para o tratamento de
infecgdes em criangas, porém doses mais altas de até¢ 50mg/dia ou 4mg/kg diarias, também
foram utilizadas (HAWKINS; GOLD; WHIMBEY, 1986).

O tratamento para hanseniase resistente a dapsona e hanseniase multibacilar sensivel a
dapsona consiste da administragdo oral de 100mg/dia de clofazimina em adultos, em
associagdo com um ou mais hansenostaticos, durante trés anos, seguida de monoterapia com
100mg/dia. Para o tratamento de eritema nodoso lepromatoso, administra-se 100 a 200mg/dia,
por até trés meses (KOROLKOVAS, 2004).

Um esquema de tratamento que inclui um macrolideo, claritromicina ou azitromicina,
em combinagdo com etambutol e clofazimina, em pacientes com doenca pulmonar pelo
complexo M. avium apresenta maior facilidade na administragdo e exige menor
monitoramento em relagdo a outros regimes contendo macrolideos, além de ser relativamente

bem tolerado (FIELD; COWIE, 2003).

1.4.3 Correlacdo entre dose e concentracdo plasmatica de farmacos

A interacdo medicamentosa ¢ importante nos esquemas terapéuticos, visto que pode
aumentar ou diminuir a eficicia terapéutica, bem como acentuar ou minimizar os efeitos
indesejaveis. Podem surgir ainda novos efeitos diferentes daqueles observados nos fairmacos
utilizados isoladamente ou mesmo nao ocorrer nenhuma modificacdo, apesar de modificagdes
na cinética e no metabolismo de um ou ambos os farmacos (MALFARA; UYEMURA;

QUEIROZ, 2005).
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O envolvimento do sistema enzimatico citocromo P450 (CYP3A4) e da glicoproteina
P do sistema de transporte na biotransformacdo de farmacos freqiientemente resulta em
interagdes farmacologicas clinicamente significantes (MALFARA; UYEMURA; QUEIROZ,
2005). A claritromicina atua como inibidor dessa isoforma enzimatica (GALETIN et al.,
20006), e também ¢ responsavel pela inibi¢do da glicoproteina P, que corresponde a um
transportador de multiplas drogas, sendo responsavel pelo efluxo de farmacos das células
(PORRAS et al., 2005).

E importante determinar a relagio dose/efeito dos firmacos, visto que ha uma
variabilidade nesta relagdo entre pacientes, devido a diferencas na farmacocinética,
principalmente na absorcdo e eliminagdo, podendo haver também uma pobre aderéncia do
paciente ao regime de dosagem. Devido as variabilidades bioldgicas interindividuais, é
necessaria a correlacdo entre dose administrada e concentragdo plasmatica para que se possa
determinar a concentragdo efetivamente responsavel pelos efeitos ou alteragdes observados,
minimizando os riscos de toxicidade (MALFARA; UYEMURA; QUEIROZ, 2005).

A avaliag¢do de linfocitos sangiiineos de pacientes hansénicos e tuberculosos tratados
revelou a ocorréncia de danos ao DNA desses pacientes, em relacdo aqueles ndo tratados.
Além disso, pacientes com baixa resisténcia ao M. leprae necessitaram de maior dosagem dos
antibidticos e tratamento mais prolongado, aumentando assim os danos no seu DNA. Com
isso, torna-se importante a determinacao dos niveis plasmaticos dos farmacos que determinam
os efeitos adversos, visando reduzir estes danos (GANDHI; SINGH, 2004).

Embora os relatos sobre a eficidcia sejam satisfatorios, as informagdes sobre a
toxicidade de esquemas de tratamento que incluam clofazimina ou claritromicina sdo
escassas. Assim, neste estudo, nos propusemos a avaliar os possiveis efeitos adversos destas
terapias, realizando avaliagdo de parametros hematoldgicos, hemostaticos e da funcao

hepatica, correlagdo destes parametros com a dose dos farmacos bem como correlacido da
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concentracdo plasmatica com a dose dos farmacos, administrados isolados em ratos Wistar,

em regimes de doses unica e multipla.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram:

- Determinar as possiveis alteracdes hematologicas e hemostaticas provocadas pela
clofazimina e claritromicina em monoterapia, nos esquemas de doses unicas e multiplas,
administrados a ratos machos Wistar;

- Correlacionar as alteragdes hematologicas e hemostaticas com as doses dos farmacos
isolados;

- Correlacionar as doses e as concentra¢des plasmaticas dos farmacos isolados.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos jovens, linhagem Wistar, com peso variando entre 220
e 250 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo, distribuidos em 12 grupos. Os animais, durante os experimentos, foram
alojados, em numero de 5, em caixas de polipropileno medindo 50 x 35 x 15 cm. As caixas
foram mantidas em salas com temperatura ambiente constante (22° a 24°C), controlada por
meio de aparelho de ar condicionado, em ciclo controlado de 12 horas de claro e escuro. Agua

e comida foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do

Campus de Ribeirdao Preto — USP, em maio de 2005 (Anexo).

3.1.2 Via de administracéo

A via de administragdo utilizada nos experimentos foi a intraperitoneal. Apds a
imobilizacdo do animal, coloca-se a agulha paralela a linha da pata, e introduz-se na parede
abdominal alcangando a cavidade peritoneal. A agulha, quando introduzida longitudinalmente
a linha da pata, proporciona injecdo segura em area que evita a bexiga urindria no abdomen
posterior e o figado no anterior. Embora seja possivel ocorrer o risco de injecdo dentro do

trato gastrintestinal, esta ¢ uma complica¢ao rara.

Para a determinacdo do volume injetado em cada animal, foi preparada uma solucao
na concentragdo preconizada (50, 100 ou 200mg/kg de peso corpdreo) e entdo foi injetado
“0,peso do animal” da solugdo (controles e farmacos).

Os farmacos foram administrados seguindo o esquema:
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3.1.3 REGIME DE DOSAGEM: dose Unica — farmacos isolados
3.1.3.1 Controles

1: Grupo NaCl (n=30): solu¢do de cloreto de s6dio 0,9%.
2: Grupo controle do excipiente (DMSO) (n=30): solucdo de dimetilsulfoxido P.A.
3.1.3.2 Claritromicina (CRT)

3: Grupo CRT- 50mg/kg (n=9): solugdo de 50mg de claritromicina/’kg de peso, em

dimetilsulfoxido.

4: Grupo CRT- 100mg/kg (n=9): solu¢ao de 100mg de claritromicina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.

5: Grupo CRT- 200mg/kg (n=7): solugdo de 200mg de claritromicina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.
3.1.3.3 Clofazimina (CFZ)

6: Grupo CFZ 50mg/kg (n=8): solu¢do de 50mg de clofazimina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.

7: Grupo CFZ 100mg/kg (n=8): solu¢do de 100mg de clofazimina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.

8: Grupo CFZ 200mg/kg (n=8): solu¢do de 200mg de clofazimina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.
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3.1.4 REGIME DE DOSAGEM: doses multiplas — farmacos isolados
Para a realizacdo do regime de doses multiplas, foi escolhida a dose de 100mg/kg
(dose intermediaria) para ambos os farmacos apos os resultados dos experimentos com as trés

doses anteriormente estabelecidas.

3.1.4.1 Controles

= 9: Grupo NaCl (n=10): solugdo de cloreto de sodio 0,9% a cada 24h, durante 4 dias

consecutivos.

= 10: Grupo controle do excipiente (DMSO) (n=10): solu¢do de dimetilsulfoxido P.A., a

cada 24h, durante 4 dias consecutivos.
3.1.4.2 Clofazimina (CFZ)

= 11: Grupo CFZ 100mg/kg (n=9): solu¢do de 100mg de clofazimina/’kg de peso, em

dimetilsulfoxido, a cada 24h, durante 4 dias consecutivos.
3.1.4.3 Claritromicina (CRT)

* 12: Grupo CRT- 100mg/kg (n=9): solu¢do de 100mg de claritromicina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido, a cada 24h, durante 4 dias consecutivos.

3.1.5 Coleta de Material

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca que possibilita a coleta de uma
quantidade relativamente grande deste material biologico. Foram colhidos aproximadamente
6mL de sangue que foram assim distribuidos: 0,5mL em tubo contendo SuL. de uma solu¢do
aquosa de etilenodiaminotetracetato dissddico (EDTA Na;) a 10%; 1,35mL em tubo conico
graduado contendo 150pL de uma solugdo aquosa de citrato de sodio dihidratado 3,8g%;

4mL divididos em 2 tubos com 2mL contendo 20uL (20U) de heparina em cada tubo. A
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obtengdo dos plasmas foi realizada através da centrifugacdo das amostras heparinizadas e
citratadas, a 3000 r.p.m., durante 15 minutos. As amostras de plasma foram separadas dos
elementos figurados em um periodo de tempo inferior a duas horas apos a colheita do sangue
e conservadas em geladeira até o momento da analise. Todas as andlises bioquimicas e
hematologicas foram realizadas no mesmo dia da colheita do material. As amostras de
plasma referentes a determinagdo das concentragdes dos farmacos foram armazenadas a -

20°C por um periodo ndo superior a 15 dias.

Para a realizacdo da coleta de sangue, os ratos foram anestesiados com éter etilico, 2h
apods a administragdo dos farmacos, em regime de dose unica. Este tempo € baseado na meia-
vida dos farmacos analisados. Para o regime de dose multipla, a coleta foi realizada no quinto
dia, ou seja, apés 24h da administragdo da ultima dose. Os animais foram sacrificados por

decapitacdo logo apos a colheita do material.

3.2 METODOS
3.2.1 Métodos Analiticos

A padronizagdo dos métodos de andlise da clofazimina e da claritromicina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), bem como as determinacdes das
concentragdes plasmaticas (plasma obtido de sangue anticoagulado com heparina), dos
farmacos esteve a cargo da prof. Dra. Regina Helena Costa Queiroz, docente das disciplinas

de Toxicologia e Analises Toxicologicas desta Faculdade e colaboradora do projeto.

3.2.2 Parametros Hematoldgicos

Amostras de sangue anticoaguladas com EDTA foram utilizadas na determinagdo dos

seguintes parametros hematologicos (COATES; MAEDEL, 1995):
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Contagem de eritrocitos: 20uL de sangue foi diluido em 4,0mL de Liquido de Hayem,
em uma propor¢do 1:200, e uma pequena aliquota da suspensdo de células foi
examinada ao microscopio Optico, em camara de Neubauer;

Determinacdo da concentracdo de hemoglobina pelo método da cianometaemoglobina;
Hematocrito pelo método do microhematdcrito;

Célculo dos indices eritrocitométricos: os indices Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentragdo da Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) foram calculados a partir do conhecimento do nimero de
eritrocitos, da concentragcdo de hemoglobina e do valor do hematdcrito;

Contagem global de leucécitos: 20uL. de sangue foi diluido em 0,38mL de Liquido de
Turk, na propor¢ao de 1:20. Os leucdcitos foram contados em microscopio 6ptico, em
camara de Neubauer;

Formula leucocitaria: foram contadas 100 células em extensdo sangiiinea corada com
May-Griinwald/Giemsa, em microscopia Otica, ¢ estabelecida a propor¢ao relativa
entre os leucdcitos; a partir destas proporgdes foram calculados os niumeros absolutos
de cada tipo de leucocito;

Contagem de reticuldcitos: quantidades iguais (50uL) de sangue e do corante
supravital azul cresil brilhante 1% foram incubadas, a 37°C, por 30 minutos. Apds este
tempo foram confeccionadas extensdes sangliineas, onde foram observados, em
microscopia 6tica, 10 campos e contados o niumero de reticuldcitos e de eritrocitos. O
numero de reticulocitos foi expresso em valor absoluto, em fun¢dao do niimero total de

eritrocitos.
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3.2.3 Parametros Hemostaticos

a) Contagem de plaquetas: 20uL de sangue periférico anticoagulado com EDTA foi
diluido, na propor¢do 1:100, em oxalato de amonio a 1%; as contagens foram feitas
em camara de Neubauer, em microscopio 0ptico;

b) Tempo de protrombina (TP) determinado, em plasma citratado, pelo método da
tromboplastina calcica anti-heparina - método de Quick (1938), utilizando kit
comercial da marca Wiener;

¢) Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) determinado, em plasma citratado,
pelo método da cefalina ativada (BELL; ALTON, 1954), utilizando kit comercial da

marca Wiener.

3.2.4 Parametros bioquimicos

A avaliacdo do perfil hepatico foi realizada por meio da determinagdo dos seguintes

parametros bioquimicos:

a) Aspartato aminotransferase (AST): determinada por método cinético otimizado,
com reagentes Labtest (Labtest Diagnostica, MG, Brasil). AST catalisa a transferéncia do
grupamento amina do aspartato para o cetoglutarato, formando glutamato e oxaloacetato, que
¢ reduzido a malato através da malato desidrogenase ¢ NADH ¢é oxidada a NAD". A
atividade enzimatica de AST ¢ calculada pela redu¢do da absorbancia, ap6s conversdo de

NADH em NAD" (REITMAN; FRANKEL, 1957);

b) Alanina aminotransferase (ALT): determinada por método cinético otimizado, com
reagentes Labtest (Labtest Diagnostica, MG, Brasil). E determinada pelo mesmo principio de
AST, substituindo-se o substrato por alanina e a enzima por lactato desidrogenase

(REITMAN; FRANKEL, 1957);
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c) Fosfatase alcalina: determinada pelo método cinético colorimétrico, utilizando-se
reagentes Bayer (Bayer, Produits de diagnostics, France). A fosfatase alcalina hidrolisa o p-
nitrofenilfosfato, em meio alcalino, liberando fosfato inorganico e p-nitrofenol, cuja
velocidade de formagdo determina a atividade catalitica da enzima (BOWERS; McCOMB,

1975);

d) Gama-glutamiltransferase (y-GT): determinada por método cinético colorimétrico,
com a utilizagdo de reagentes Bayer (Bayer, Produits de diagnostics, France). A y-GT catalisa
a transferéncia do grupamento glutamil da y-glutamil-p-nitroanilida para a glicilglicina,
liberando a p-nitroanilina, um produto cromogénico com absorbancia em 405-420nm. A

quantidade liberada ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima (SZASZ, 1969);

e) Bilirrubinas direta e total: determinadas por método colorimétrico, de acordo com
Sims ¢ Horn (1958), com reagentes Bayer (Bayer, Produits de diagnostics, France). A
bilirrubina reage com o diazo-reagente na presenca de um acelerador. Assim ¢ obtida a
bilirrubina total, que ¢ a soma das fragdes glicuronidicas (direta) e ligada a albumina
(indireta). Quando a amostra ¢ colocada em contato com o diazo-reagente, na auséncia do
acelerador, somente a fracdo mais hidrossoluvel reage, ou seja, os glicuronideos de
bilirrubina, formando um produto colorido cuja intensidade de cor € proporcional a

concentragdo de bilirrubina direta.

Todas as determinacdes foram realizadas utilizando o analisador automatico modelo
Opera Chemistry Systems da Bayer (Bayer Corporation, Tarrytown, USA), com plasma

obtido por sangue anticoagulado com heparina.
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3.2.5 Andlise estatistica

A avalia¢do estatistica foi realizada com auxilio dos seguintes programas: GMC,
desenvolvido pelo prof. Dr. Geraldo Maia Campos, do Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, utilizado para a
realizagdo dos testes de normalidade; GraphPad Prism®, utilizando-se o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunns e o teste paramétrico Analise
de Variancia, seguido do pos-teste de Tukey, que comparam pares de colunas. O nivel de

significancia estabelecido foi p<0,05.
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3.2.6 Fluxograma

Animais

l

Injec&o intraperitoneal

/ \

Dose Unica Dose multipla
24 horas
l 2 horas l 4 dias
Coleta Coleta no 5° dia
(puncéo cardiaca) (puncéo cardiaca)

A

_—
-

Sangue Sangue Sangue Sangue
com EDTA citratado heparinizado heparinizado
Plasma Plasma Plasma
I;Z?gue (3000rpm, (3000rpm, (3000rpm,
15min) 15min) 15min)
-Parame}rqs -Parédmetros -Parametros -Concentracao
hematolégicos hemostaticos bioquimicos plasmética
-Parametros (TP e TTPA)
hemostaticos
(contagem
plaquetas)
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4. RESULTADOS
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4.1 Parametros hematoldgicos

4.1.1 Efeitos da clofazimina sobre o numero de eritrocitos, concentracido de

hemoglobina e hematdcrito no sangue periférico

A administragdo de clofazimina provocou aumento do nimero de eritrocitos na
dose de 100mg/kg, em regime de dose Unica, quando comparada ao controle NaCl 0,9% e
a dose de 50mg/kg (Figura 1-A). Em esquema de dose multipla (Figura 1-B) ndo foi
verificada nenhuma alteracdo em relacao aos controles NaCl 0,9% ¢ DMSO.

Nao houve diferenga estatisticamente significante na concentragdo de hemoglobina
e hematocrito, em ambos os esquemas de doses quando comparados aos controles NaCl

0,9% e DMSO (Figuras 2 ¢ 3).
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Figura 1. Numero de eritrocitos circulantes em ratos tratados com clofazimina em regime
de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla,
na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As
barras representam as medianas. ~ p<0,01 em relagdo a NaCl 0,9% e 50mg/kg (A); p>0,05

(B)
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Figura 2. Concentragdo de hemoglobina em ratos tratados com clofazimina em regime de
dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na

dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As

barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 3. Valor do hematocrito em ratos tratados com clofazimina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose

de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.1.2 Efeitos da claritromicina sobre o nimero de eritrdcitos, concentracdo de

hemoglobina e hematdcrito no sangue periférico

A administra¢ao de claritromicina, tanto em dose tnica (50, 100 e 200mg/kg de

peso) como em dose multipla (100mg/kg de peso), ndo ocasionou diferenca

estatisticamente significante no nimero de eritrocitos, concentragdo de hemoglobina e

hematocrito, quando comparados aos controles NaCl 0,9% e DMSO (Figuras 4, 5 ¢ 6).
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Figura 4. Numero de eritrocitos circulantes em ratos tratados com claritromicina em

regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose

multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e

DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 5. Concentragdo de hemoglobina em ratos tratados com claritromicina em regime
de dose tnica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla,
na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As

barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 6. Valor do hematdcrito em ratos tratados com claritromicina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.1.3 Efeitos da clofazimina sobre os indices eritrocitométricos (VCM, HCM e

CHCM

Houve reducao estatisticamente significante no VCM apds administragao de
clofazimina, na dose de 100mg/kg de peso, quando comparado ao grupo controle NaCl
0,9%, no regime de dose unica (Figura 7-A). Com relacdo a dose multipla, ndo foram
observadas alteracdes (Figura 7-B).

Nao houve variacao significante do HCM em nenhuma das doses utilizadas, tanto
em regime de dose unica (Figura 8-A) como de dose multipla (Figura 8-B).

Observou-se uma reducdo do CHCM na dose de 200mg/kg de peso, embora
significancia estatistica tenha sido verificada apenas quando comparado com a dose de
100mg/kg de peso (Figura 9-A), no regime de dose tinica. Nenhuma alteragdo de CHCM

foi observada quando se administrou o firmaco em doses multiplas (Figura 9-B).
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Figura 7. VCM em ratos tratados com clofazimina em regime de dose unica, nas doses de
50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de
peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as

medianas.mnp<0,001 em relacdo a NaCl 0,9% (A); p>0,05 (B)
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Figura 8. HCM em ratos tratados com clofazimina em regime de dose unica, nas doses de

50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de

peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as

medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 9. CHCM em ratos tratados com clofazimina em regime de dose tnica, nas doses

de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de

peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as

medianas. EIIjp<0,01 em relacdo a dose de 100mg/kg (A); p>0,05 (B)
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4.1.4 Efeitos da claritromicina sobre os indices eritrocitométricos (VCM, HCM e

CHCM

A administra¢do de claritromicina, tanto em regime de dose unica como de dose

multipla, ndo provocou alteracdo estatisticamente significante em nenhum dos indices

calculados (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 10. VCM em ratos tratados com claritromicina em regime de dose tnica, nas doses
de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de

peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e¢ DMSO. As barras representam as

medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 11. HCM em ratos tratados com claritromicina em regime de dose tnica, nas doses

de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de

peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as

medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 12. CHCM em ratos tratados com claritromicina em regime de dose Unica, nas

doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose de

100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.1.5 Efeitos da clofazimina sobre o numero de leucocitos, células mononucleares e

polimorfonucleares do sangue periférico

Nao houve alteragdes estatisticamente significantes no numero de leucocitos
(Figura 13) e de células mononucleares (Figura 14), quando os ratos foram tratados com
clofazimina em regime de doses unica e multipla. Embora sem significancia estatistica,
este farmaco, em todas as doses, provocou uma reducdo do numero de células
mononucleares quando comparado aos grupos controles em regime de dose unica (Figura
14-A). Esta reducdo ndo aconteceu no regime de dose multipla (Figura 14-B).

A administragdo de clofazimina, na dose de 200mg/kg de peso, ocasionou aumento
estatisticamente significante no numero de células polimorfonucleares, quando comparado
a NaCl 0,9%, em regime de dose unica (Figura 15-A). Em regime de dose multipla
(Figura 15-B), embora tenha sido observado aumento na dose de 100mg/kg de peso em

relacdo aos controles, este ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 13. Numero de leucocitos em ratos tratados com clofazimina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 14. Namero de células mononucleares em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)

A) B)
5000- 5000-
8 . 8
5 “?.”4000- . 5 “?.”4000-
3 E ] ¢ ¢ L i b
S {30004 & v O 3§ 3000+
Jo o s . s o
S e 2000 - : MM e S 5o 2000
4 : v - | N
“EE o e “EE v
5 £ a Yy . ® 5 £ " A,
8 = 10004 . 8 T 1000{ _mm T
: . : st
0 0
NaCl DMSO 50 100 200 NaCl DMSO 100
Grupos Grupos

Figura 15. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e

DMSO. As barras representam as medianas. ~ p<0,05 em relagdo a NaCl 0,9% (A); p>0,05
(B)
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4.1.6 Efeitos da claritromicina sobre o numero de leucécitos, células

mononucleares e polimorfonucleares do sangue periférico

Em regime de dose unica (Figura 16-A), o nimero de leucocitos ndo sofreu
alteragdo quando os animais foram tratados com claritromicina. Entretanto, no regime de
dose multipla, foi observado aumento com significancia estatistica na dose de 100mg/kg de
peso quando comparado aos controles NaCl 0,9% e DMSO (Figura 16-B).

Nao houve variagdes estatisticamente significantes no numero de células
mononucleares quando os ratos foram tratados em regime de dose Unica, embora este
farmaco tenha provocado uma redu¢do do numero destas células em todas as doses (Figura
17-A). Em regime de dose multipla (Figura 17-B), houve aumento significante do nimero
de células mononucleares na dose de 100mg/kg de peso, quando comparada aos controles
NaCl 0,9% e DMSO.

Houve aumento do numero de células polimorfonucleares, na dose unica de
100mg/kg, quando comparado ao grupo controle NaCl 0,9% (Figura 18-A). Embora sem
significancia estatistica, o mesmo foi observado na dose de 200mg/kg. Em regime de dose
multipla, ocorreu aumento destas células na dose de 100mg/kg de peso, em relagdo aos

controles NaCl 0,9% e DMSO (Figura 18-B).
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Figura 16. Numero de leucocitos em ratos tratados com claritromicina em regime de dose

unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose

de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A); IIIp<0,01 em relacdo a DMSO e IjEEIp<0,001 em

relacdo a NaCl 0,9 % (B)
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Figura 17. Numero de células mononucleares em ratos tratados com claritromicina em

regime de dose Unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose

multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e

DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A); Ijljp<0,01 em relacdo a NaCl 0,9%

e DMSO (B)
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Figura 18. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com claritromicina em
regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. - p<0,05 em relagio a NaCl 0,9% (A);
DE)QO,OOI em relagdo a NaCl 0,9% ¢ DMSO (B)
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4.1.7 Efeitos da clofazimina sobre o nimero de reticuldcitos no sangue periférico

A administragdo de clofazimina n3o ocasionou diferenca estatisticamente

significante no niimero de reticuldcitos quando comparada aos grupos controles NaCl 0,9%

e DMSO, tanto em regime de dose tnica (Figura 19-A) como de dose multipla (Figura 19-

B).
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Figura 19. Numero de reticuldcitos em ratos tratados com clofazimina em regime de dose

unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose

de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.1.8 Efeitos da claritromicina sobre o nimero de reticuldcitos no sangue periférico

A administracao de claritromicina, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso, nao
ocasionou diferenca estatisticamente significante no numero de reticulocitos quando
comparada aos grupos controles NaCl 0,9% e DMSO, em regime de dose tnica (Figura 20-
A). Também ndo ocorreram alteracdes deste parametro quando o farmaco foi administrado

em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (Figura 20-B).
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Figura 20. Ntmero de reticuldcitos em ratos tratados com claritromicina em regime de
dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na
dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As

barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.1.9 Efeitos da clofazimina sobre os eritrocitos e células nucleadas no sangue

periférico (alteracoes qualitativas)

As alteracdes morfoldgicas nos eritrocitos e nas células nucleadas foram relatadas
conforme as condig¢des citadas:
- Condigao 1 (C1): normocromia, poiquilocitose e anisocitose discretas
- Condig¢ao 2 (C2): normocromia, poiquilocitose e anisocitose moderadas
- Condigao 3 (C3): hipocromia discreta, poiquilocitose e anisocitose discretas
- Condicao 4 (C4): hipocromia discreta, poiquilocitose e anisocitose moderadas
- Condigao 5 (C5): células em degeneragao
Tanto nos grupos controles como nos tratados, 10 a 20% dos animais apresentaram
alteracdes morfoldgicas em suas células (Tabelas 1, 2 e 3). Algumas destas alteragdes estao

ilustradas na figura 21.
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Tabela 1: Porcentagem de animais com alteragdes morfoldgicas nos eritrocitos do sangue

periférico, tratados com clofazimina no esquema de dose inica

NaCl 0,9% DMSO CFZ 50 CFZ 100 CFZ 200
(n=30) (n=30) (n=8) (n=3) (n=8)
C1l 80 67,9 100 100 62,5
Cc2 0 10,7 0 0 25
C3 20 21,4 0 0 12,5
C4 0 0 0 0 0

Tabela 2: Porcentagem de animais com alteragdes morfoldgicas nos eritrocitos do sangue

periférico, tratados com clofazimina no esquema de dose multipla

NaCl 0,9% DMSO CFZ 100
(n=10) (n=10) (n=9)
C1 100 100 77,8
C2 0 0 22,2
C3 0 0 0
C4 0 0 0

Tabela 3: Porcentagem de animais com alteragdes morfologicas em células nucleadas do

sangue periférico, tratados com clofazimina nos esquemas de doses unica e multipla

NaCl 0,9% DMSO CFZ 50 CFZ 100 CFZ 200
(n=30, du) (n=30, du) (n=8, du) (n=8, du) (n=8, du)
(n=10, dm) (n=10, dm) (n=9, dm)

C5 (du) 16,7 17,9 0 20 60

C5 (dm) 10 30 - 22,2 -

du: dose tnica; dm: dose multipla
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Figura 21. Extensdes sangiiineas coradas de animais tratados com DMSO (A e B) e

clofazimina (C e D) em regime de dose Unica, na dose de 100mg/kg. A) Anisocitose e
poiquilocitose. Presenca de esquistocito e equindcito (setas 1 e 2, respectivamente); B)
Anisocitose e poiquilocitose. Presenca de hemadcias policromatofilas (setas); C) Leucocito
em degeneracdo; D) Anisocitose e poiquilocitose. Presenga de esquistocito, estomatdcito e

eliptocito (setas 1, 2 e 3, respectivamente)
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4.1.10 Efeitos da claritromicina sobre os eritrocitos e células nucleadas no sangue

periférico (alteracoes qualitativas)

As alteracdes morfoldgicas nos eritrocitos e nas células nucleadas foram relatadas
conforme as condi¢des citadas anteriormente, na pagina 45.

Dentre os animais dos grupos controles e tratados, 10 a 20% apresentaram
alteracdes morfologicas celulares (Tabelas 4, 5 ¢ 6). Na dose de 200mg/kg (Tabela 4), as
alteracdes parecem ser mais pronunciadas, mas provavelmente estdo ligadas ao fato deste

grupo apresentar um nimero menor de animais que os grupos das doses de 50 e 100mg/kg.
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Tabela 4: Porcentagem de animais com alteragdes morfoldgicas nos eritrocitos do sangue

periférico, tratados com claritromicina no esquema de dose unica

NaCl 0,9% DMSO CRT 50 CRT 100 CRT 200
(n=30) (n=30) (n=9) (n=9) (n=7)
C1l 80 67,9 100 66,7 42.8
C2 0 10,7 0 22,2 28,6
C3 20 21,4 0 11,1 0
C4 0 0 0 0 28,6

Tabela 5: Porcentagem de animais com alteragdes morfologicas nos eritrocitos do sangue

periférico, tratados com claritromicina no esquema de dose multipla

NaCl 0,9% DMSO CRT 100
(n=10) (n=10) (n=9)
C1 100 100 77,8
C2 0 0 11,1
C3 0 0 11,1
C4 0 0 0

Tabela 6: Porcentagem de animais com alteragdes em células nucleadas do sangue

periférico, tratados com claritromicina nos esquemas de doses Unica e multipla

NaCl 0,9% DMSO CRT 50 CRT 100 CRT 200
(n=30, du) (n=30, du) (n=9, du) (n=9, du) (n=7, du)
(n=10, dm) (n=10, dm) (n=9, dm)
C5 (du) 16,7 17,9 0 20 71,4
C5 (dm) 10 30 - 40 -

du: dose tnica; dm: dose multipla
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4.2 Parametros hemostéticos

4.2.1 Efeitos da clofazimina sobre o nimero de plaquetas

Nao foram observadas alteracdes estatisticamente significantes no numero de
plaquetas em regime de dose Unica (Figura 22-A) ou multipla (Figura 22-B), em relagdo

aos controles NaCl 0,9% e DMSO.
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Figura 22. Numero de plaquetas em ratos tratados com clofazimina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.2.2 Efeitos da claritromicina sobre o nimero de plaquetas

Claritromicina, em regime de doses unica (Figura 23-A) e multipla (Figura 23-B),
ndo provocou alteragdo estatisticamente significante no numero de plaquetas quando

comparada aos grupos controles NaCl 0,9% e DMSO.
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Figura 23. Nuimero de plaquetas em ratos tratados com claritromicina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras

representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.2.3 Efeitos da clofazimina sobre o tempo de protrombina (TP) e tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Apo6s administragdao de clofazimina ocorreu prolongamento do TP, na dose de
100mg/kg (dose tinica), em relacao ao controle DMSO (Figura 24-A). Nao houve diferenga
estatisticamente significante no TP em regime de dose multipla (Figura 24-B) e nem do

TTPA em ambos os regimes de dosagem (Figura 25), quando comparados aos controles

NaCl 0,9% e DMSO.
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Figura 24. Tempo de protrombina em ratos tratados com clofazimina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras
representam as medianas. “ p<0,01 em relagdo a DMSO (A); p>0,05 (B)
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Figura 25. Tempo de tromboplastina parcial ativada em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose Unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.2.4 Efeitos da claritromicina sobre o tempo de protrombina (TP) e tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Houve um aumento significativo no TP, quando foi administrada claritromicina em
dose unica de 200mg/kg de peso, quando comparado ao controle DMSO (Figura 26-A).
Em regime de dose multipla (Figura 26-B) também foi observado prolongamento do TP,
em relagdo aos controles NaCl 0,9% ¢ DMSO.

O TTPA nao apresentou alteragdes significativas nos animais tratados com este
farmaco, quando comparado com os dois grupos controles, em esquema de dose Unica
(Figura 27-A). Entretanto, na dose multipla de 100mg/kg, foi observado aumento em

relacdo aos dois controles (Figura 27-B).
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Figura 26. Tempo de protrombina em ratos tratados com claritromicina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose multipla, na dose
de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras
representam as medianas. EIp<0,05 em relagdo a DMSO (A); Ijp<0,05 em relacdo a NaCl

0,9% e DMSO (B)
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Figura 27. Tempo de tromboplastina parcial ativada em ratos tratados com claritromicina

em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de

dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9%

e DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A); "~ p<0,05 em relagio a DMSO e
I:'f')<0,01 em relacdo a NaCl 0,9 % (B)
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4.3 Perfil hepatico

4.3.1 Efeitos da clofazimina sobre os niveis plasmaticos de aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)

No regime de dose Unica, ocorreu aumento nos niveis plasmaticos de AST nos
grupos DMSO e 50mg/kg em relacdo ao grupo controle NaCl 0,9%. Em contrapartida,
houve reducao destes niveis na dose de 100mg/kg, quando comparada ao controle DMSO e
a dose de 50mg/kg (Figura 28-A). No regime de dose multipla nenhuma alteragdo foi

observada (Figura 28-B).
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Figura 28. Niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST) em ratos tratados com

clofazimina em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em

regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles

NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as medianas. Ijp<0,05 em relacao a NaCl
o

0,9%, EIp<0,01 em relacao a NaCl 0,9%, I:'p<0,05 em relacdo a DMSO emp<0,01 em
relacdo a dose de 50mg/kg (A); p>0,05 (B)
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Os niveis plasmaticos de ALT, em esquema de dose Unica, se elevaram na dose de
50mg/kg em relacdo ao controle NaCl 0,9% e diminuiram quando clofazimina foi
administrada na dose de 200mg/kg de peso, embora esta alteracdo tenha sido verificada
apenas em relagao a dose de 50mg/kg de peso (Figura 29-A). Em doses multiplas, o

farmaco nao induziu alteragdes em relacao aos grupos controles (Figura 29-B).
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Figura 29. Niveis plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) em ratos tratados com
clofazimina em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em
regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles
NaCl 0,9% ¢ DMSO. As barras representam as medianas. ~ p<0,05 em relagdo a NaCl
0,9% e "~ p<0,05 em relagdo a 50mg/kg (A); p>0,05 (B)
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4.3.2 Efeitos da claritromicina sobre os niveis plasmaticos de aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)

A administra¢dao de claritromicina, tanto em regime de dose unica (Figura 30-A)
como em regime de dose multipla (Figura 30-B), ndo alterou significantemente os niveis
plasmaticos de AST, quando comparada aos controles NaCl 0,9% e DMSO. Entretanto,
houve reducdo significativa de ALT, quando claritromicina foi administrada na dose de
100mg/kg de peso, quando comparada ao controle DMSO e dose de 50mg/kg de peso, em
regime de dose unica (Figura 31-A). Este firmaco também induziu a redugdo dos niveis
plasmaticos de ALT no regime de dose multipla, tanto em relagcdo a NaCl 0,9% como em

relacdo a DMSO (Figura 31-B).
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Figura 30. Niveis plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST) em ratos tratados com
claritromicina em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e
em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os

controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 31. Niveis plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) em ratos tratados com
claritromicina em regime de dose Unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e
em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os
controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as medianas.np<0,05 em relacdo a

dose de 50mg/kg (A); ™ p<0,01 em relagio a NaCl 0,9% e DMSO (B)
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4.3.3 Efeitos da clofazimina sobre os niveis plasmaticos de fosfatase alcalina

A administracdo de clofazimina, em doses tnica (Figura 32-A) e multipla (Figura
32-B), ndo causou alteracdes com significancia estatistica nos niveis plasmaticos de

fosfatase alcalina quando comparados aos controles NaCl 0,9% e DMSO.
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Figura 32. Niveis plasmaticos de fosfatase alcalina em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose Unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.3.4 Efeitos da claritromicina sobre os niveis plasmaticos de fosfatase alcalina

Foi observado reducdo dos niveis plasmaticos de fosfatase alcalina em relacao ao
grupo controle NaCl 0,9%, no esquema de dose multipla (Figura 33-B). Nenhuma
alteragdo estatisticamente significante ocorreu em regime de dose Unica (Figura 33-A),
embora tenha sido observada uma redugdo dos niveis da enzima na medida em que a

concentragdo do farmaco aumenta.
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Figura 33. Niveis plasmaticos de fosfatase alcalina em ratos tratados com claritromicina
em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de
dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9%
e DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A);Dmp<0,01 em relagcdo a NaCl
0,9% (B)
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4.3.5 Efeitos da clofazimina sobre os niveis plasmaticos de gama-

glutamiltransferase (y-GT)

Observou-se aumento estatisticamente significativo nos niveis plasmaticos de y-GT,

quando clofazimina foi administrada, na dose unica de 200mg/kg de peso, em comparacao

ao controle NaCl 0,9% (Figura 34-A). Porém, estes niveis ndo se alteraram no esquema de

dose multipla (Figura 34-B).
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Figura 34. Niveis plasmaticos de gama-glutamiltransferase (y-GT) em ratos tratados com
clofazimina em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em
regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles

NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as medianas.np<0,05 em relagdo a NaCl 0,9%
(A); p>0,05 (B)
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4.3.6 Efeitos da claritromicina sobre os niveis plasmaticos de gama-

glutamiltransferase (y-GT)

Apo6s a administragdo deste fArmaco, houve aumento dos niveis plasmaticos de y-
GT, na dose tnica de 200mg/kg de peso, em comparacdo ao controle NaCl 0,9% (Figura

35-A), bem como na dose multipla de 100mg/kg de peso, em comparagdao aos controles

NaCl 0,9% e DMSO (Figura 35-B).
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Figura 35. Niveis plasmaticos de gama-glutamiltransferase (y-GT) em ratos tratados com

claritromicina em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e

em regime de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os

controles NaCl 0,9% e DMSO. As barras representam as medianas. Ijp<0,05 em relagdo a

NaCl 0,9% (A); ~p<0,05 em relagio a DMSO e~ p<0,001 em relagdo a NaCl 0,9% (B)
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4.3.7 Efeitos da clofazimina sobre os niveis plasmaticos de bilirrubinas total e

direta
A administragdo de clofazimina, em ambos os esquemas de doses, ndo causou
alteragdes com significancia estatistica nos niveis plasmaticos de bilirrubinas total e direta

quando comparados aos controles NaCl 0,9% e DMSO (Figuras 36 e 37).
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Figura 36. Niveis plasmaticos de bilirrubina total em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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Figura 37. Niveis plasmaticos de bilirrubina direta em ratos tratados com clofazimina em

regime de dose Unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose

multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e

DMSO. As barras representam as medianas. p>0,05 (A e B)
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4.3.8 Efeitos da claritromicina sobre os niveis plasmaticos de bilirrubinas total e

direta

Com relacdo a claritromicina, foi observado um aumento da concentracao
plasmatica de bilirrubina total, quando administrada na dose de 200mg/kg de peso, em
comparac¢ao ao controle NaCl 0,9% (Figura 38-A).

Houve aumento da concentracdo plasmatica de bilirrubina direta, quando foi
administrada a dose de 200mg/kg de peso, em relagdo aos controles NaCl 0,9% e DMSO, e
em relacdo as doses de 50mg/kg e 100mg/kg de peso (Figura 39-A).

Nao foram observadas alteragdes com significancia estatistica no regime de dose

multipla em nenhuma das bilirrubinas (Figuras 38-B e 39-B).
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Figura 38. Niveis plasmaticos de bilirrubina total em ratos tratados com claritromicina em
regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de dose
multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9% e
DMSO. As barras representam as medianas. - p<0,05 em relagio a NaCl 0,9% e 100mg/kg
(A); p>0,05 (B)
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Figura 39. Niveis plasmaticos de bilirrubina direta em ratos tratados com claritromicina
em regime de dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso (A) e em regime de
dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso (B), comparados com os controles NaCl 0,9%
e DMSO. As barras representam as medianas.np<0,05 em relagdo a NaCl 0,9% e I:":'p<0,01
em relacdo a DMSO, 50mg/kg e 100mg/kg (A); p>0,05 (B)
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4.4 Concentragdes plasmaticas dos farmacos

4.4.1 Analise da relacdo entre dose e concentracao plasmatica de clofazimina

Os resultados relativos as concentragdes plasmaticas da clofazimina,
correspondentes as doses unicas de 50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg, estao representados
na tabela 7 e figura 40. Embora nao existam diferencas estatisticamente significante entre
os grupos, foi observada correlagdo linear positiva (Figura 40).

A tabela 8 mostra os resultados referentes as concentragdes plasmaticas de

clofazimina (dose de 100mg/kg) no esquema de dose multipla.
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Tabela 7: Concentra¢des plasmaticas de clofazimina (ng/mL), administrada no esquema

de dose unica, nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg de peso

N° Animal
em cada grupo CFzZ 50 CFZ 100 CFZ 200
1 89,60 125,90 122,90
2 44,90 31,10 63,90
3 78,00 119,00 117,50
4 34,50 127,00 66,00
5 117,80 85,00 156,00
6 133,20 89,60 47,50
7 93,40 132,40 103,60
8 98,80 35,00 156,80
Média * sd 86,28 + 33,54 93,13 + 40,95 104,28 +£ 41,88
sd = desvio padrao

S 160

& 140 _

g 120 -

T ~

< 3 100 |

€

g5 &

g S 601 L

s 407 R? =0,9972

O 20 -

(@] 0 T T

O

0 100 200

Dose

Figura 40. Concentra¢des plasmaticas em ratos tratados com clofazimina em regime de

dose tnica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso. As barras representam o intervalo:

média + desvio padrao. p>0,05
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Tabela 8: Concentragdes plasmaticas de clofazimina (ng/mL), administrada no esquema

de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso

Animal CFZ 100
1 130,60
2 136,50
3 118,80
4 123,20
5 122,30
6 120,90
7 114,60
8 137,40
9 121,10
Média + sd 125,04 £7,96

sd = desvio padrdo
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4.4.2 Analise da relacdo entre dose e concentracdo plasmatica de claritromicina

Os resultados relativos as concentracdes plasmaticas da claritromicina,
correspondentes as doses unicas de 50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg, estao representados
na tabela 9 e figura 41. Nao foram observadas alteragdes estatisticamente significantes
entre as concentragdes plasmaticas, embora tenha sido observado um aumento nado linear
destes valores com o aumento da dose.

Na tabela 10 estdo representados os valores das concentragdes plasmaticas de

claritromicina, no esquema de dose multipla (100mg/kg).
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Tabela 9: Concentragdes plasmaticas de claritromicina (ug/mL), administrada no esquema

de dose unica, nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg de peso

N° Animal
em cada grupo CRT 50 CRT 100 CRT 200
1 2,89 1,34 3,23
2 3,88 5,01 5,63
3 4,73 4,86 9,31
4 4,92 4,35 4,68
5 5,41 3,33 4,96
6 5,22 6,02 6,55
7 3,07 8,74 522
8 5,63 7,04 .
9 4,99 6,21 .
Média + sd 453+1,01 521+ 2,15 5,65+ 1,90

sd = desvio padrao

2 R? =0,9052

Concentragdo plasmatica (ug/mL)
($)]

0 100 200
Dose

Figura 41. Concentragdes plasmaticas em ratos tratados com claritromicina em regime de
dose unica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso. As barras representam o intervalo:

média + desvio padrao. p>0,05
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Tabela 10: Concentragdes plasmaticas de claritromicina (pug/mL), administrada no

esquema de dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso

Animal CRT 100

1 6,90

2 5,33

3 5,82

4 6,08

5 5,13

6 5,81

7 5,10

8 5,73

9 4,65
Média + sd 5,62 + 0,66

sd = desvio padrao
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5. DISCUSSAO
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A hanseniase, doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae, ainda se
mantém prevalente nos dias atuais, principalmente em paises subdesenvolvidos. A
Organizacdo Mundial de Saude preconiza, para o tratamento, um esquema de
poliquimioterapia, em regime ambulatorial que inclui a associa¢do de dapsona, clofazimina e
rifampicina (BRASIL, 1999).

A claritromicina possui uma potente atividade bactericida contra o M. leprae em
pacientes hansenianos, sendo considerada um importante componente para 0s novos regimes
de tratamento de hanseniase (JI et al., 1993).

A clofazimina é bactericida contra M. leprae in vivo, mas parece ser sO bacteriostatica
in vitro contra micobactérias, inclusive o complexo Mycobacterium avium (YAWALKAR;
VISCHER, 1979).

Infecgdo por M. avium ¢ uma complicagdo comum em estagios avancados de infecgdo
por HIV, aumentando os niveis de morbidade e mortalidade. Infeccdes estabelecidas sdo
tratadas com a combinagado claritromicina e etambutol, a menos que o isolado seja resistente a
macrolideos. O tratamento da infec¢do disseminada ¢ de longo prazo e deve incluir dois
agentes antimicrobianos. A associagdo claritromicina e etambutol ¢ o regime terapéutico
padrdo, mas alternativas incluem azitromicina, ciprofloxacina, clofazimina e amicacina.
Assim, a clofazimina adquiriu nova utilidade como componente de multiterapia para o
tratamento da infeccdo oportunista por M. avium. A combinagdo de claritromicina ¢
clofazimina tem se mostrado eficaz, com boa tolerancia dos farmacos (FIELD; COWIE,
2003).

Devido a escassez de relatos referentes a toxicidade destes farmacos, neste estudo
foram avaliados os possiveis efeitos adversos destas terapias, através da avaliagdo de
parametros hematoldgicos, hemostaticos e da fungdo hepatica e a correlagdo destes

parametros com as doses administradas e destas com as concentragdes plasmaticas dos
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farmacos. Segundo Petterino e Argentino-Storino (2006), valores anormais encontrados em
animais sob tratamento podem significar alteragcdes devido a efeitos farmacoldgicos e/ou
toxicologicos e a avaliagdo de parametros hematologicos e bioquimicos ¢ fundamental para a

determinagdo destes efeitos.

5.1 Parametros hematologicos

Clofazimina provocou aumento significativo do niimero de eritrécitos na dose de
100mg/kg, em esquema de dose Unica (Figura 1-A). Entretanto, os valores de hematocrito nao
se elevaram na mesma dose, tanto em relagdo a NaCl 0,9% quanto a dose de 50mg/kg, o que
poderia justificar uma hemoconcentracdo provocada pelo farmaco. Este aumento de
eritrocitos pode estar relacionado ao erro na contagem manual destas células, que pode ser de
até 20%. Em regime de dose multipla, os dois pardmetros ndo sofreram alteracdes (Figuras 1-
B e 3-B) e os resultados dos grupos controles e grupo tratado foram mais homogéneos, o que
nos leva a afirmar que a clofazimina ndo afeta o nimero de eritrécitos.

Clofazimina ocasionou reducdo do VCM, na dose tnica de 100mg/kg (Figura 7-A) e
do CHCM, na dose tnica de 200mg/kg (Figura 9-A), embora esta diferenca seja em relagdo a
dose de 100m/kg. A reducdo do VCM se deve ao fato de que este indice ¢ resultado de um
calculo numérico que relaciona valor do hematdcrito e nimero de eritrocitos. Como foi
observado numero elevado de eritrocitos na dose de 100mg/kg (Figura 1-A),
conseqiientemente houve reducdo deste indice. CHCM relaciona concentracdo de
hemoglobina e valor do hematdcrito. Houve um aumento do valor do hematdcrito, embora
sem significancia estatistica, na dose de 200mg/kg em relacdo a dose de 100mg/kg (Figura 3-
A), que acarretou diminui¢do do CHCM. No regime de dose multipla ndo foram observadas

alteragdes significantes nos indices eritrocitométricos (Figuras 7-B, 8-B e 9-B).
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A analise da série leucocitaria mostrou que clofazimina, em regime de dose unica,
provocou redug¢do do nimero de células mononucleares, em todas as doses, embora esta
diferenga ndo seja estatisticamente significante (Figura 14-A). Ocorreu aumento significativo
do numero de células polimorfonucleares quando se utilizou a dose de 200mg/kg (Figura 15-
A). Nos ratos controles, o numero de células mononucleares ¢ maior do que o das
polimorfonucleares. Assim, parece que este farmaco leva a uma inversao da propor¢ao entre
células mono e polimorfonucleares, provavelmente devido a mobilizagdo de neutrdfilos
marginados, visto que o tempo entre a inje¢do dos farmacos e controles e a coleta foi de
apenas duas horas. Embora o nimero de polimorfonucleares ndo tenha mostrado diferenca
significante entre os grupos controles e tratado, em regime de dose multipla (Figura 15-B),
observa-se uma tendéncia de aumento destas células o que pode estar relacionado a acdo do
farmaco, visto que clofazimina estimula a gera¢do de oxidantes como o anion radical
superoxido nos neutréfilos (LEMKE, 1995), o que contribui para a defesa do organismo
contra patdgenos intracelulares.

Este processo de destruicdo intracelular de microrganismos ocorre pela aderéncia do
neutrofilo a bactéria, através do processo de opsonizacdo, em que o microrganismo ¢
recoberto por imunoglobulina, complemento ou outros fatores. Ocorre entdo a fagocitose do
patogeno e o conteiido dos granulos dos neutroéfilos € liberado, destruindo microrganismos
pela geragdo de radicais de oxigénio ou liberagdo de substancias independentes da geragao de
superoxido, como lisozima, lactoferrina, catepsina G e defensina (ZAGO, 2004a).

Claritromicina provocou redu¢do do numero de células mononucleares, em todas as
doses unicas, embora estes resultados ndo tenham significancia estatistica (Figura 17-A).
Ocorreu aumento significativo do numero de células polimorfonucleares utilizando-se
claritromicina na dose de 100mg/kg (Figura 18-A). Do mesmo modo que a clofazimina,

claritromicina parece também inverter a propor¢do entre células mono e polimorfonucleares,
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possivelmente pela mobilizagdo do pool marginal de neutrofilos causada pelo farmaco, ja que
esta inversdo nao foi observada nos grupos controles. Em regime de dose multipla,
claritromicina ocasionou aumento do nimero de leucécitos (Figura 16-B) e das células
mononucleares e polimorfonucleares (Figuras 17-B ¢ 18-B).

Dentre os efeitos adversos observados para eritromicina, um analogo estrutural da
claritromicina, esta leucocitose e eosinofilia. A bidpsia hepatica revela infiltragdo periporta
por neutréfilos, linfocitos e eosindfilos, mas em geral todas as manifestacdes desaparecem
dentro de poucos dias ap6s a suspensao do tratamento (CHAMBERS, 2003).

Citocinas proinflamatérias sao importantes mediadores na inflamagao e os antibidticos
macrolideos exercem efeitos antiinflamatorios através da inibicdo da produgdo destas
citocinas por meio de modulagdo e ativagcdo do fator nuclear kB (NF-kB), que ¢ importante
fator de transcrigdo para genes que codificam citocinas proinflamatérias como IL-1, IL-6, IL-
8 e TNF-a, e também por inibir a producdo de prostaglandina E,, a atividade quimiotatica de
neutrofilos e atividade da elastase. Claritromicina modula a proliferagdo de células T
antigeno-especificas ¢ melhora a atividade anti-M. avium mediada por IL-12 (ICHIYAMA et
al., 2001).

Kikuchi et al. (2002) observaram que o efeito da claritromicina sobre a inibicdo da
producdo de IL-8 foi atribuido a concentracdes séricas proximas de 10pug/mL, em que o fator
nuclear kB ¢ inibido. Giamarellos-Bourboulis e colaboradores (2006) verificaram que a
melhora de coelhos machos com sepsis foi atribuido a intervencdo imunomodulatoria de
claritromicina nos mondcitos, quando administrada via intravenosa, permitindo concentra¢des
maiores do que as convencionais por via oral. Além disso, Ishida, Abe e Harabuchi (2007)

verificaram que a producdo de IFN-y foi inibida por este farmaco, em células em cultura, na

concentragdo de 10pg/mL.
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Os macrolideos inibem a producao de secrecdo purulenta, que ¢ causa de maior
morbidade e mortalidade de pacientes com inflamag¢do cronica das vias aéreas, por prevenir a
liberacdo de glicoproteinas, reduzir a acumulacdo dos neutrofilos nas vias aéreas pela inibicao
da expressdo de citocinas proinflamatérias, como IL-1, IL-8 e TNF-a e por promoverem a
inibi¢do de moléculas de adesdo que permitem o extravasamento de neutrofilos. Assim, os
macrolideos diminuem o nimero de infecgdes das vias aéreas ndo somente por seus efeitos
diretos sobre bactérias, mas também por sua habilidade em diminuir a inflamacdo. A redugdo
de neutroéfilos nas vias aéreas dos pacientes também leva a redugdo da liberagdo de anion
superoxido, leucotrieno B4 e defensinas destas células (TAMAOKI; KADOTA;
TAKIZAWA, 2004).

Portanto, os efeitos dos medicamentos macrolideos relacionados a atividade
antimicrobiana, somados ao seu envolvimento na producdo e liberagdo de varias citocinas, por
seu mecanismo imunomodulatdrio, podem afetar a regulagdo da hematopoese, que ¢ mediada
por uma gama de citocinas, promovendo alteragcdes na producdo e liberagdo das células
sangiiineas, tanto da medula 6ssea para o sangue periférico como deste para os tecidos, em um
padrdo dependente da concentracdo plasmatica dos fArmacos e do regime de dosagem, o qual
determina o tempo de a¢do do fArmaco sobre as células sangiiineas.

A andlise das extensdes sangiiineas coradas permitiu observar normocromia,
anisocitose e poiquilocitose discretas, com presenca de dacridcitos, esquistdcitos, equindcitos,
acantdcitos, eliptocitos e estomatdcitos, nos animais que integraram os grupos controles e
estudo, tanto para clofazimina (Tabela 1) como claritromicina, em regime de dose Unica
(Tabela 4). De 10 a 20% dos animais, dos grupos controles e tratados, apresentaram alteragdes
morfoldgicas mais pronunciadas nos eritrocitos. Portanto, este grau de alteragdes parece ser
caracteristica comum dos animais examinados e nao associada a administracao dos farmacos.

Foram observadas ainda células em degeneracdo neste regime de dosagem, sendo que, tanto
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para clofazimina (Tabela 3) como para claritromicina (Tabela 6), estas alteragdes foram mais
pronunciadas na dose de 200mg/kg, o que pode estar relacionado a acdo dos farmacos sobre a
liberagdo de espécies reativas de oxigénio pelos neutrdfilos, provocando a morte destas
células.

Clofazimina (Tabela 2) e claritromicina (Tabela 5), em regime de dose multipla,
induziram altera¢des nos eritrocitos circulantes. Da mesma forma, estas diferengas parecem
ser caracteristicas proprias dos animais ndo associadas ao uso dos fairmacos. Com relagao as
células em degeneragdo, neste regime de dosagem, a porcentagem de alteragdes provocadas
pela clofazimina (Tabela 3) e pela claritromicina (Tabela 6) foi proxima a do grupo controle
DMSO, comportamento semelhante ao regime de dose tinica na mesma dose (100mg/kg).
Como a permanéncia dos leucdcitos na circulagido é de poucas horas e ha constante remogao
destas células, acreditamos que as alteracdes de degeneracdo observadas no quinto dia,
correspondente a coleta do regime de dose multipla, revelam apenas as células que entraram
em circulag¢do poucas horas antes da coleta.

Foi observado que os animais dos grupos controles do esquema de dose multipla
foram mais homogéneos do ponto-de-vista hematologico do que aqueles que fizeram parte do
esquema de dose unica. Ha varidveis que podem interferir nos resultados dos exames, como
variabilidade individual, ambiente, estado de satide e estresse do animal (Weber et al., 2002).
Segundo Schanaider e Silva (2004), isto torna os resultados mais dificeis de serem
interpretados. Desta forma, ¢ complexo estabelecer se os efeitos encontrados sdo devido ao
uso dos farmacos ou a vieses do experimento. Neste trabalho, este problema pode ser
minimizado através de controles diarios que serviram de referéncia para analisar os resultados
obtidos.

Algumas das alteragdes referentes aos eritrocitos e células em degeneragdo estdo

ilustradas na figura 21, que apresenta algumas caracteristicas morfoldgicas das células de
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animais tratados com DMSO ou clofazimina, em regime de dose Uinica. Embora tenham sido
apresentadas extensdes sangiiineas coradas destes dois grupos neste regime de dosagem, as
mesmas caracteristicas foram também observadas nas extensdes dos demais grupos em ambos
os regimes de dosagem, conforme as condi¢des de 1 a 5, apresentadas nas tabelas 1 a 6.
Alguns estudos verificaram diferencas entre os parametros hematoldgicos e/ou
bioquimicos ocorridos, possivelmente, devido a diferencas de idade, sexo e/ou linhagem.
Entre eles citamos os trabalhos de Owoyele et al. (2004), Goel, Dani ¢ Dhawan (2006), Weber
et al. (2002), Teixeira et al. (2000), Vizcaya-Ruiz et al. (2003) e Petterino ¢ Argentino-Storino
(2006). Mesmo em estudos com caracteristicas semelhantes entre os grupos de animais,
podem ocorrer variacdes nos pardmetros medidos em relagdo aos grupos controles. Neste

trabalho, todos os animais eram da mesma linhagem, sexo e eidade.

5.2 Parametros hemostaticos

Foi observado prolongamento do TP, quando clofazimina foi administrada na dose
unica de 100mg/kg (Figura 24-A). Em regime de dose multipla, embora nao tenha sido
verificada significancia estatistica, observa-se aumento discreto deste pardmetro em
comparagao aos controles (Figura 24-B).

Com relagdo a claritromicina, foram observados prolongamento do TP, tanto em
regime de dose unica (200mg/kg) como de dose multipla (Figura 26), e também do TTPA, em
regime de dose multipla (Figura 27-B). Embora sem significancia estatistica a dose Unica de
200mg/kg também provocou aumento do TTPA, em comparacdo aos grupos controles e
demais doses (Figura 27-A). Wallace, Brown e Griffith (1995) relataram aumento do TP em
1% de pacientes adultos utilizando claritromicina.

Estas alteragdes indicam que o uso de doses mais altas destes fairmacos podem

provocar disturbios da fun¢do hepatica. Segundo Balistreri ¢ Rej (1998), a doenga hepatica
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induz modificacdes na hemostasia devido a sintese reduzida dos fatores da coagulacao e pela

produgdo de proteinas qualitativamente anormais.

5.3 Perfil hepatico

Foi observado aumento nos niveis plasmaticos de AST, quando foram administrados
DMSO e clofazimina na menor dose e reducdo dos niveis na dose de 100mg/kg, em relagao
ao controle DMSO e a dose de 50mg/kg, em esquema de dose unica (Figura 28-A). A dose de
50mg/kg de peso ocasionou aumento nos niveis de ALT em relacdo a NaCl 0,9% e a de
200mg/kg causou diminui¢do dos niveis de ALT, embora esta reducdo tenha sido em relagao
a dose de 50mg/kg de peso (Figura 29-A). Em regime de dose multipla, nenhuma alteragao
nos niveis destas enzimas foi observada.

Claritromicina alterou os niveis plasmaticos de ALT apenas na dose 100mg/kg de
peso, reduzindo seus niveis em relacdo a dose de 50mg/kg, em regime de dose unica (Figura
31-A). Em regime de dose multipla, foi observada reducdo dos niveis plasmaticos desta
enzima em relagdo aos controles (Figura 31-B).

Os niveis plasmaticos de fosfatase alcalina diminuiram apds administragdo de
claritromicina, no esquema de dose multipla, em relagdo ao grupo controle NaCl 0,9%
(Figura 33-B). Embora sem significancia estatistica, observa-se tendéncia de reducao
dependente da dose também no esquema de dose unica (Figura 33-A).

Os resultados obtidos de AST, ALT e fosfatase alcalina sdo inconclusivos com relagao
a indu¢do de dano hepatico. Para Schanaider e Silva (2004), ha alteragdes que podem ser
resultantes de varidveis interferentes, como estresse, por exemplo, que prejudicam a aferigdo e
interpretacdo dos resultados.

Observou-se elevagdo nos niveis plasmaticos de y-GT quando da administragdo de

clofazimina na maior dose utilizada, em regime de dose unica (Figura 34-A).
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Claritromicina elevou os niveis plasmaticos de y-GT tanto quando o farmaco foi
administrado na dose tnica de 200mg/kg (Figura 35-A), como no esquema de dose multipla
(Figura 35-B).

Segundo Motta (2003), y-GT, por estar presente em grandes quantidades no reticulo
endoplasmatico liso, ¢ susceptivel a inducdo de aumento da sua atividade por farmacos,
inclusive os antimicrobianos. De acordo com Wilkinson (2003), a biotransformagdo dos
farmacos ocorre no reticulo endoplasmatico o que justifica as alteragdes observadas por nos.

Claritromicina, administrada na dose unica de 200mg/kg, provocou aumento tanto dos
niveis de bilirrubina total, em comparag¢do ao controle NaCl 0,9% e a dose de 100mg/kg
(Figura 38-A), como de bilirrubina direta, em relacdo aos controles e as outras doses (Figura
39-A). Alguns estudos indicaram aumento de bilirrubina total em cerca de 1% dos pacientes e
disfuncdo hepatica, inclusive colestase, em pacientes que receberam este farmaco (CASSELL;
DRNEC; WAITES, 1991; POIRIER, 1991). Motta (2003) e Chambers (2003) postulam que a
eritromicina, um analogo estrutural da claritromicina, estd entre os farmacos envolvidos com
a indugdo de colestase. Nossos resultados confirmam a possibilidade de ocorrer disfungao
hepatica associada a este farmaco. Balistreri e Rej (1998) afirmam que a colestase,
caracterizada pelo aumento de bilirrubina conjugada, acontece por causa da secreg¢do

diminuida nos canaliculos ou drenagem reduzida.

5.4 Concentracdes plasmaticas dos farmacos

A tabela 7 e a figura 40 mostram que houve aumento da concentragdo plasmatica de
clofazimina de acordo com o aumento da dose, em regime de dose Unica, embora nio tenha
sido verificada diferenca estatisticamente significante entre os grupos. O grafico da dose
versus concentragdo plasmatica (Figura 40) demonstrou, através do coeficiente de correlacio

(R?=0,9972), que este aumento apresentou boa correlagio linear. O fato de ndo ter sido
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verificada significancia estatistica pode ser explicado pela variabilidade bioldgica entre os
animais, além de alteragdes farmacocinéticas e farmacodinamicas. Segundo Schaad-Lanyi,
Dieterle ¢ Dubois (1987) e Yawalkar e Visher (1979), a extensdo da absor¢do oral de
clofazimina exibe variagdes interindividuais consideraveis.

Para o esquema de dose multipla, foi escolhida a dose intermediaria de 100mg/kg,
visto que houve alteragdes aprecidveis em varios parametros analisados nesta dose, em
esquema de dose unica. Além disso, houve grande dificuldade de solubilizagdo dos farmacos
na dose de 200mg/kg, o que compromete a administragdo ¢ a absor¢do dos farmacos,
tornando dificil a interpretacdo dos resultados. Além disso, a escolha de uma tnica dose para
o regime de dose multipla evita o sacrificio desnecessario de animais, atendendo
recomendagio feita pelo Comité de Etica no Uso de Animais.

Os resultados das concentragdes plasmaticas de clofazimina referentes ao regime de
dose multipla, apresentados na tabela 8, mostram que houve uma dispersao menor dos dados
obtidos em torno da média, ou seja, os resultados foram mais homogéneos em comparacao ao
regime de dose tnica. Conforme ja mencionado, as variagdes nas concentragcdes plasmaticas
podem estar associadas a variabilidade individual dos animais e/ou a fatores relacionados a
farmacocinética e farmacodindmica.

Segundo Bakker-Woudenberg et al. (2005), para que o tratamento com
antimicrobianos seja adequado e eficiente, minimizando tanto quanto possivel os riscos de
toxicidade, ¢ importante considerar, entre outras coisas, o perfil de concentragdo do farmaco
no soro, em outros fluidos corporais e nos tecidos, e também o sitio de infec¢do, em relacao
ao regime de dosagem. Kuze, Kurasawa ¢ Bando (1981) observaram que concentragdes de
clofazimina de 0,1-10pg/mL inibem in vitro isolados de M. avium. Desta forma, os resultados

deste trabalho sdo importantes visto que ha possibilidade de avaliar, a partir da determinagao
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das concentragdes plasmaticas, se concentracdes que inibem o crescimento de
microrganismos in Vvitro nao causam danos ao hospedeiro in vivo.

A andlise de claritromicina, em regime de dose unica, demonstrou aumento da
concentragdo plasmatica na medida em que se aumentou a dose (Tabela 9 e Figura 41),
embora este aumento nio tenha obedecido a uma boa correlagio linear (R*=0,9052) ¢ nem
tenha havido variagdo estatistica significativa entre os grupos. De acordo com Chambers
(2003), a velocidade do metabolismo deste farmaco parece ser saturavel e provavelmente ¢
responsavel pela farmacocinética ndo-linear com doses mais altas. Do mesmo modo que
clofazimina, alteragdes na farmacocinética e farmacodinamica, somadas a variabilidade
bioldgica, podem determinar a auséncia de significancia estatistica entre os grupos tratados
com claritromicina.

Para a administragdo de claritromicina em esquema de dose multipla (Tabela 10)
também foi escolhida a dose intermedidria de 100mg/kg, pelos mesmos motivos e limitagdes
referidos em relagdo a clofazimina. Da mesma forma, os resultados se mostraram mais
consistentes quando comparados ao regime de dose unica, oscilando pouco em torno da
média.

Claritromicina possui a propriedade de inibir o sistema enzimadtico citocromo P450,
responsavel pelo metabolismo dos fairmacos, e também a glicoproteina P, uma proteina de
transporte envolvida na farmacocinética de fArmacos. Portanto, quando utilizada em regimes
de politerapia, pode ocasionar interagdes medicamentosas importantes. O conhecimento de
concentragdes plasmaticas efetivamente responsaveis pelos efeitos terapéuticos e/ou adversos
permite estabelecer critérios que direcionem para regimes terapéuticos eficazes e seguros para
0 paciente. Pesquisadores observaram que o efeito da claritromicina sobre a inibicdo da

producao de IL-8 (KIKUCHI et al., 2002) e IFN-y (ISHIDA; ABE; HARABUCHI, 2007) foi
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atribuido a concentragdes séricas proximas de 10ug/mL. Em nosso estudo, foram

determinadas concentragdes menores, o que poderia interferir no efeito desejado.
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6. CONCLUSOES
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6.1 Parametros hematologicos

Dose unica:

- A clofazimina induziu alteracdes na série vermelha, aumentando o numero de
eritrocitos e reduzindo VCM, na dose unica de 100mg/kg de peso, e reduzindo CHCM, na
dose unica de 200mg/kg de peso. Entretanto, estas alteragcdes parecem nao ter significado
clinico;

- Clofazimina e claritromicina, em todas as doses, levam a uma inversao da propor¢ao
entre células mono e polimorfonucleares, reduzindo o numero de mononucleares e
aumentando o de polimorfonucleares, sendo que os valores destas ultimas se elevam
significativamente quando os animais sdo tratados com clofazimina (200mg/kg) e
claritromicina (100mg/kg);

- Clofazimina e claritromicina causam aumento do nimero de células em degeneracao,
na maior dose.

Dose multipla:

- Claritromicina provoca aumento de leucocitos e de células mono e

polimorfonucleares.

6.2 Parametros hemostaticos

Dose unica:

- Clofazimina prolonga o TP na dose de 100mg/kg, enquanto claritromicina causa o
mesmo efeito apenas na dose de 200mg/kg.

Dose multipla:

- Claritromicina prolonga o TP e o TTPA.
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6.3 Parametros bioquimicos

Dose tnica:

- Clofazimina causa aumento dos niveis plasmaticos de y-GT na maior dose utilizada e
claritromicina, além de ser responsdvel por este mesmo efeito, ainda eleva os niveis
plasmaticos de bilirrubinas total e direta na dose de 200mg/kg de peso.

Dose multipla:

- Claritromicina provoca aumento dos niveis plasmaticos de y-GT.

6.4 Concentracdes plasmaticas dos farmacos
- Observou-se aumento da concentragdo plasmatica com o aumento da dose, tanto para
clofazimina como para claritromicina, embora em doses mais altas o metabolismo da

claritromicina seja saturavel.

Portanto, observam-se alteragdes provocadas pela clofazimina e claritromicina tanto
em parametros hematologicos como hemostaticos e bioquimicos, sendo que as alteragdes
observadas nos dois ultimos sugerem que estes farmacos provocam lesao hepatica.

Os valores de concentracdo plasmatica serdo uteis em estudos posteriores de
associacdo dos farmacos para o estabelecimento de comparagdes entre as concentragdes

determinadas em monoterapia e associagao e sua correlacdo com possiveis efeitos adversos.
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