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RESUMO

PAINA, F.A. Efeitos da clofazimina e claritromicina sobre os sistemas hematol4gico,
hemostatico e bioquimico de ratos Wistar. 2011. 140f. Tese (Doutorado). Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Claritromicina e clofazimina sdo utilizadas no tratamento da hanseniase e em infecctes
causadas pelo complexo Mycobacterium avium, comuns em portadores do HIV. Devido a
escassez de dados sobre a toxicidade de esquemas terapéuticos que associam estes farmacos,
este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos adversos desta terapia, em ratos machos
Wistar, por meio da determinacdo de parametros hematol 6gicos, hemostéticos e bioquimicos
e correlacd@o destes parametros com a dose e concentracdo plasmatica dos medicamentos, em
regime de doses Unicas e multiplas. Para tanto foram realizados. a) contagem globa e
especifica de leucdcitos (método manual) e ensaios de fagocitose e burst oxidativo de
neutrofilos (citometria de fluxo); b) contagem de plaguetas (método manual), tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, niveis plasméticos dos fatores VIl e X
(método automatizado); c) nivels sericos de gama-glutamiltransferase (método cinético-
colorimétrico) e bilirrubinas total e direta (método colorimétrico); d) concentragcBes
plasméticas dos farmacos (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Nao houve diferencas
entre as concentragdes plasmaticas dos farmacos administrados em monoterapia ou
politerapia. Entretanto, tanto clofazimina como claritromicina tiveram reducdo das
concentracfes plasméticas em regime de doses multiplas, quando comparadas a dose Unica.
Houve aumento do numero de leucocitos (dose multipla) e de células polimorfonucleares
(doses Unica e multipla) nos grupos tratados com claritromicina em monoterapia ou associada
a clofazimina, e reducéo das células mononucleares, em doses Unica e multipla, nos mesmos
grupos. Os farmacos parecem inverter a propor¢éo entre células mono e polimorfonucleares.
Observou-se aumento do burst oxidativo nos animais tratados com os farmacos tanto em
monoterapia como em regime de politerapia. Entretanto, ndo houve diferenca entre os
tratamentos com os farmacos em relacdo ao controle DMSO, em dose Unica. Em doses
multiplas, os tratamentos com clofazimina e claritromicina em monoterapia ou politerapia
estimularam o0 aumento do burst oxidativo (p < 0,0001) em relacéo ao controle DMSO. Nao
foram verificadas diferencas na fagocitose entre os grupos tratados e controle, tanto em dose
anica como em doses multiplas. Tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial
ativada ndo foram alterados com o uso dos farmacos. Os fatores VII e X da coagulagdo
tiveram aumento de suas atividades quando os ratos foram tratados em regime de dose
multipla com claritromicina, em regime de mono e politerapia. Houve perda de cerca de 8 %
do peso de ratos tratados com clofazimina e 18 % daqueles tratados com claritromicina ou
com a associagdo dos dois farmacos, no esguema de doses multiplas, entretanto ndo houve
diferenca entre os grupos quando foram avaliados os nivels de gama-glutamiltransferase e
bilirrubinas total e direta. Concluindo, clofazimina e claritromicina provocam alteractes
hematol gicas, hemostéticas e bioquimicas e os resultados de concentracdo plasmética séo
valiosos para avaliacdo de efeitos adversos em estudos comparativos de monoterapia e
politerapia entre os medicamentos.

Palavras-chave: clofazimina, claritromicina, leucdcitos, fagocitose, burst oxidativo, ateractes
hemostaticas.



ABSTRACT

PAINA, F.A. Clofazimine and clarithromycin effects on the hematological, hemostatic
and biochemical systems of Wistar rats. 2011. 140f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Clarithromycin and clofazimine have been used to treat leprosy and infections caused by
Mycobacterium avium complex in HIV patients. Because there are few data about the toxicity
of treatment regimens involving these drugs, this study aimed to evaluate the adverse effects
of this therapy in male Wistar rats through the determination of hematological, haemostatic
and biochemical parameters and correlate them with the dose and plasma concentrations of
drugs, under a single and multiple dose regimen. Evaluation was performed as follows: @)
Global and specific count of leukocytes (manual method), phagocytosis and oxidative burst of
neutrophils assays (flow cytometry), b) platelet count (manual method), prothrombin time,
activated partial thromboplastin time, plasma levels of factors VIl and X (automated method),
c) Gamma-glutamyltransferase (kinetic-colorimetric method) and total and direct bilirubin
serum levels (colorimetric method), d) plasma concentrations of drugs (High-Performance
Liquid Chromatography). There were no differences between plasma concentrations of the
drugs administered in monotherapy or polytherapy. However, the concentrations of both
clofazimine and clarithromycin have decreased in plasma in multiple dose regimen compared
to single dose. There was an increase in the number of leukocytes (multiple dose) and
polymorphonuclear cells (single and multiple doses) in the groups treated with clarithromycin
in monotherapy or in association with clofazimine, and a decrease in the number of
mononuclear cells in single and multiple doses, in the same groups. Both drugs seemed to
reverse the proportion between mononuclear and polymorphonuclear cells. The oxidative
burst was observed in animals treated with drugs in polytherapy or in monotherapy, however
there was no difference between the treatment with drugs and the control with DMSO in
single dose. In multiple doses, treatment with clofazimine and clarithromycin in monotherapy
or polytherapy stimulated the increase of oxidative burst (p <0.0001) compared to control.
There were no differences in phagocytosis between the treated and control groups in single
and multiple doses. Prothrombin time and activated partial thromboplastin time have not
changed with the use drugs. In contrast, the activities of factors VIl and X of coagulation have
increased when rats were treated with multiple doses regimes with clarithromycin alone or in
association with clofazimine. There was weight loss of 8% in rats treated with clofazimine
and 18% in those treated with clarithromycin or with association of the drugs in the multiple
doses regimen. However, there was no difference between the groups when gamma
glutamyltransferase and total and direct bilirubin levels were analyzed. Therefore, clofazimine
and clarithromycin induce hematological, hemostatic and biochemical changes and the results
of plasma concentration is valuable for assessing adverse effects in comparative studies of
monotherapy and polytherapy of these drugs.

Keywords: clofazimine, clarithromycin, leukocytes, phagocytosis, oxidative burst, hemostatic
abnormalities.
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Estudos sobre efeitos adversos causados por férmacos, utilizando modelos
experimentais, sGo importantes, pois permitem avaliar diferenciacéo e especializacdo celular,
0 que é fundamental para o direcionamento da melhor forma de tratamento das doencas
hematoldgicas humanas (EVANS, 1997). Schanaider e Silva (2004) reforcam essa idéia,
postulando que modelos animais sdo Uteis no aprimoramento do conhecimento de
mecanismos patoldgicos de doencas, e ainda acrescentam a importancia da utilizacdo de
animais no estudo de marcadores biolégicos e na avaliacdo de novas técnicas aplicaveis a
espécie humana.

Para se definir o modelo ideal é necesséria a aproximagdo de suas caracteristicas
fisiologicas, anatdbmicas e organicas com as dos seres humanos, através de estudos de
anatomia comparada, entretanto ha poucos relatos na literatura referentes a estes estudos.
Além disso, € preciso avaliar 0s custos da compra de matrizes compativeis com a metodologia
dos grupos experimentais e da manutencdo dos animais em laboratorio (SCHANAIDER,;
SILVA, 2004).

A investigacdo de efeitos adversos provocados por farmacos pode ser realizada
utilizando-se parametros previamente estabelecidos que permitam avaliar as alteracbes que
estggam ocorrendo no organismo, decorrentes do uso dos medicamentos. Os resultados séo
importantes para estabelecer critérios que direcionem a forma correta de tratamento e os
regimes terapéuticos mais eficazes e seguros para o paciente, minimizando os efeitos

indesgjaveis.

1.1 Hematopoese
A producéo das células sanguineas, chamada hematopoese, ocorre através da expansdo
e diferenciacdo de um pequeno nimero de células-tronco, sendo formadas cerca de 10™

células por dia. Este processo inclui auto-renovagdo das células-tronco, restricéo da progénie
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das células-tronco para uma unica linhagem celular, proliferacéo e diferenciacéo das células
precursoras em células maduras e funcionais (KAUSHANSKY, 2006). Para que isso ocorra, é
necessario um microambiente adequado na medula Ossea, capaz de sintetizar fatores de
crescimento, acomodar as células em desenvolvimento e favorecer as interagbes entre
diferentes células. Este microambiente € fornecido pelo estroma medular constituido por
fibroblastos, adipdcitos, macréfagos, linfécitos e células endoteliais dos capilares sinusdides e
pela matriz extracelular (ABBOUD; LICHTMAN, 2006). Fatores de transcricdo e sinais
externos sdo necessarios para a determinagcdo do destino das células enquanto citocinas e
mol éculas de adesdo suportam expansdo, diferenciacdo e sobrevida celular (KAUSHANSKY,
2006).

Os progenitores e precursores da linhagem eritréide constituem cerca de um terco das
células da medula 6ssea. Os eritrécitos caracterizam-se principamente pela sintese de
hemoglobina necessaria ao transporte de oxigénio para os tecidos. As unidades formadoras de
burst eritréide (BFU-E) d&o origem as unidades formadoras de colénia eritréide (CFU-E), que
formam colénias de precursores morfologicamente reconheciveis (proeritroblastos,
eritroblastos basofilo, eritroblastos policromético, eritroblastos ortocromético e reticul écitos)
em 2 a5 dias (BULL, 2006).

Os leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs) incluem neutrofilos, eosinéfilos e basofilos.
Os neutrofilos sdo granulécitos produzidos a partir de células progenitoras multipotenciais,
sob acdo de mediadores, especiamente os fatores estimuladores de colénias granulociticas e
monociticas (G-CSF e GM-CSF). A partir do precursor mieléide, passando por fases de
proliferacéo e diferenciacdo na medula 0ssea, ha formagdo de bastonetes e segmentados, que
vao para 0 sangue periférico e em seguida para os tecidos, onde iréo exercer seu papel na

fagocitose e destrui¢éo intracelular de bactérias (ZAGO, 2004a).
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Os eosindfilos séo produzidos a partir do precursor mielGide, sob estimulo de GM-
CSF, IL-3 e IL-5. Possuem atividade pré-inflamatéria e citotoxica, participando da
patogénese de numerosas doencas alérgicas, parasitérias e neoplésicas (ZAGO, 20044).
Permanecem cerca de 6 a 12 horas em circulagdo, mas podem sobreviver por até duas
semanas quando estimulados por IL-5 e outras citocinas (LOWELL, 2000).

Os basofilos so os PMNs mais escassos do sangue. A interagao de seus receptores de
Fc com IgE determina a degranulagdo com liberacdo de histamina e calicreina, que sdo os
principais mediadores de reagGes de hipersensibilidade imediata em anafilaxia, asma e
urticaria (ZAGO, 2004a).

O sistema mononuclear fagocitario (SMF) € composto por um conjunto de células com
capacidade fagocité&ria e lisossomos bem desenvolvidos, adaptados a defesa contra
microrganismos, eliminacdo de restos celulares e tecidos lesados e participagdo nos
mecanismos imunes pela interacdo com células do sistema linfoide. Os precursores mais
imaturos sdo 0s monoblastos e promondcitos (ZAGO, 2004b). Estas células sdo liberadas da
medula 6ssea, transitam pelo sangue periférico por cerca de 4 a 8 horas como mondcitos e, em
seguida, migram para os tecidos diferenciando-se em macréfagos (SUZUKI et al., 2004).

Os linfacitos fazem parte do sistema imune e tém como funcgdo principal a defesa do
organismo contra infecgdes. Para 0 desenvolvimento de linfocitos T e B maduros, sdo
essenciais caracteristicas do microambiente do timo e da medula déssea, respectivamente,
representadas pelo contato com células do estroma e pela agéo 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 linfécitos T sdo subdivididos, de
acordo com a funcdo, em células T auxiliares (helper), que sob estimulacdo antigénica
secretam citocinas envolvidas na proliferacéo e diferenciacéo de células T e B, macréfagos e

outros leucdcitos, e linfocitos T citotdxicos, que destroem células infectadas por virus e outros
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microrganismos intracelulares. Ha ainda as células natural killer (NK), que derivam da
mesma célula progenitora e sdo capazes de reconhecer e matar células anormais (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

A trombopoetina (TPO) é um horménio produzido constitutivamente pelo figado e
atua sinergicamente com outras citocinas, como um importante regulador de células mais
primitivas. E um fator de crescimento primério que induz a proliferacdo e maturago dos
progenitores dos megacariécitos, formando os trombdcitos ou plaguetas. A producdo das
plaquetas acontece por fragmentacdo citoplasmética e ateragcbes no citoesqueleto dos
megacariocitos. As plaquetas tém importante funcéo na hemostasia e vivem em média 10 dias
na circulagdo. Desordens na trombopoese que prejudicam a producdo de plaguetas podem

causar trombocitopenias, favorecendo os sangramentos (DEUTSHC; TOMER, 2006).

1.1.1 Funcao efetora dos neutr 6filos

Neutrofilos e outros leucdcitos fagociticos sdo células especializadas no
reconhecimento, internalizacdo e morte intracelular de bactérias (EL-BENNA; DANG;
GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

Os neutréfilos constituem a primeira linha de defesa do organismo contra patdgenos
invasores. Sdo fagocitos eficientes que englobam e degradam microrganismos utilizando
mecanismos oxidativos e ndo oxidativos (PHAM, 2006). Ap6s a internalizacdo dos
microrganismos, o0s neutrdfilos passam a consumir grandes quantidades de oxigénio e os
patdgenos s8o0 mortos pela exposicao a espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas pelo
complexo enzimdtico NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase) oxidase,
presente na membrana do fagossomo, e por enzimas dos granulos neutrofilicos (ROOS; VAN

BRUGGEN; MEISCHL, 2003). Na doenca granulomatosa cronica (DGC), caracterizada por
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um defeito no sistema NADPH oxidase, os pacientes demonstram inabilidade em gerar EROs
€, por isso, apresentam infecgdes bacterianas e fungicas recorrentes (PHAM, 2006).

Em condi¢Bes normais, os neutrdfilos circulam livremente em um estado dormente
com baixa eficiéncia de captura e prisdo no endotélio quiescente. A resposta inflamatéria
aguda causada por infeccdo ou lesdo tecidual recruta leucocitos para o local da leséo e
mediadores pré-inflamatérios induzem alteragdes no endotélio vascular que sinalizam para
neutréfilos circulantes rolar, aderir e atravessar o endotélio (EL-BENNA; DANG;
GOUGEROT-POCIDALO, 2008). O reconhecimento inicia é mediado por macréfagos
residentes e mastocitos, levando a producdo de mediadores inflamatdrios como citocinas,
quimiocinas, aminas vasoativas, eicosandides e produtos da cascata proteolitica. Proteinas
plasmaticas e leucdcitos, normal mente restritos aos vasos sanguineos, vao para os tecidos no
local da infeccdo ou lesdo. Ha saida seletiva de neutrdfilos, proporcionada pela ligagdo de
selectinas da célula endotelial com integrinas e receptores de quimiocinas dos leucdécitos. Os
neutréfilos sdo ativados pelo contato direto com patdégenos e pela agdo das citocinas
secretadas pelas células residentes nos tecidos (MEDZHITOV, 2008).

Quando os neutrofilos migram do sangue periférico para o loca da infecgcdo, a
NADPH oxidase existe em diferentes estados. em repouso (resting), iniciada (primed),
ativada ou inativada (EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008), conforme
mostrado na Figura 1. O estado de repouso é encontrado nos neutréfilos dormentes enquanto
0 primed pode ser induzido por uma variedade de processos, entre 0os quais adesdo de
neutréfilos, ou por agentes como citocinas pro-inflamatérias, LPS (lipopolissacarideo) e
outros. A exposicao de neutréfilos primed a um segundo estimulo como fMLP (N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina) provoca uma resposta mais forte e rapida do que a resposta
induzida pelo mesmo estimulo em neutréfilos em repouso, fendmeno este observado nos

estudos de Bitzinger e colaboradores (2008). Finalmente, a inativagdo da NADPH oxidase
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ocorre no sitio inflamatorio para limitar a secrecdo de EROs e a reacdo inflamatéria (EL-

BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

Endotélio

TNFa C5a
GM-CSF PAF

IL-8 fMLP
LPS Bactérias

Tecido

Repouso == -=> |niciacdo ==> Ativagdo  ===> Inativagao

Figura 1. Etapas de ativagdo dos neutrofilos. Adaptado de El-Benna, Dang e Gougerot-
Pocidalo, 2008

NADPH oxidase, ou oxidase do burst respiratorio, € uma enzima que cataliza a
reducdo de oxigénio (O,) a superdxido (O,~) por meio datransferéncia de elétrons do NADPH
para o oxigénio molecular (BABIOR, 2002). Ha producéo de EROs pelos fagécitos através do
burst oxidativo, caracterizado por rdpido aumento do consumo de oxigénio (EL-BENNA;
DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008). O,* reage consigo mesmo, espontaneamente ou
sob catélise pela superoxido dismutase, para formar peréxido de hidrogénio (H20, e
oxigénio. Nos neutrofilos e mondcitos, H,O, é entdo utilizado para oxidar Cl°, em uma reacéo
catalizada pela mieloperoxidase, para formar acido hipocloroso (HOCI), utilizado para matar
bactérias. Eosindfilos também contém NADPH oxidase, mas sua peroxidase ndo cataliza a

oxidacdo de CI" e sim a oxidacdo de Br para &cido hipobromoso (HOBr), outro agente
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microbicida. ReagBes adicionais oxidantes incluem oxigénio singlet (*O,) e radical hidroxil
(OH-), quando H,0, oxida Cu* ou Fe** (BABIOR, 2002).

Oxido nitrico (NO) também desempenha funcdo na morte de patdgenos. A producio
de NO é peguena em neutréfilos, mas abundante em macréfagos ativados. NO reage com O,
formando peroxinitrito (ONOQO’), que se combina com didxido de carbono (CO,) dando como
produto nitrocarbonato (O.NOCO) reativo. NO também pode reagir com HOCI, produzindo
cloreto de nitrila (NO,CI), outro composto altamente toxico. Estes produtos reativos de
fagocitos indicam ampla variedade de agentes empregados por estas células para matar
bactérias (BABIOR, 2002).

NADPH oxidase € atamente complexa (Figura 2), ndo somente pelo nimero de
subunidades, mas também pela estrutura e interacBes entre elas. Quatro subunidades sao
especificas para a enzima: gp91phox (glicoproteina de 91 KDa; phox: phagocyte oxidase),
p22phox, p47phox e p67phox (BABIOR, 2002). O flavocitocromo bssg € 0 componente
central associado a membrana e € composto de uma subunidade protéica glicosilada de 91
KDa, ligada ndo-covalentemente em um complexo estabilizado & subunidade de 22 KDa
(p22phox) que é essencia para maturacdo e expressdo estével de flavocitocromo bssg. As
proteinas citosolicas sdo p47phox, p67phox e p40phox, que interagem entre si para formar um
complexo, e proteinas-G Racl, em mondcitos, ou Rac2, em neutréfilos (EL-BENNA; DANG;

GOUGEROT-POCIDALO, 2008).
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NADPH NADP+

Figura 2. Complexo NADPH oxidase. Adaptado de El-Benna, Dang e Gougerot-Pocidalo,
2008

A separacdo espacia dos componentes do complexo enziméatico garante que a enzima
esteja dormente nas células em repouso. Em resposta a estimulagéo, os componentes citosolicos
migram quase que instantaneamente para a membrana onde se agrupam com o flavocitocromo
bssg para formar a enzima ativa, um processo que € regulado por interagdes entre as proteinas e
por fosforilaco (EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

A ativacdo da oxidase ocorre pela mobilizacdo de dois componentes citosolicos para a
membrana plasmética e ligacdo ao flavocitocromo bsss. A chave para ativacdo da oxidase € a
fosforilagdo de p47phox. Sob acdo da proteina kinase C, isto €, ativagdo do neutréfilo com PMA-
acetato miristato de forbol, a proteinapd7 é fosforilada. A fosforilacdo € necesséria para ativacdo da
oxidase e causa uma dteracdo na conformagdo de p47phox. Quando a proteina é fosforilada ela se
abre e auxilia na retencdo dos componentes citosdlicos namembrana (BABIOR, 2002).

Estudos de fagocitose utilizam estimulos como microrganismos opsonizados, ésteres

de forbol, como o acetato de forbol miristato (PMA) e peptideos que mimetizam partes de



Introducdo 10

proteinas de algumas bactérias, como o N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (f(MLP). Como
resposta a estes estimulos, os neutréfilos promovem um aumento acentuado do consumo de
oxigénio, o burst respiratério, a partir do qual haformagdo das EROs, por meio da ativagéo do
complexo enzimatico NADPH oxidase em parte da membrana plasmética que forma o

fagossomo (HALLIWELL, 2006).

1.2 Hemostasia

O sistema hemostético tem por fungdes manter o sangue em estado fluido sob
condi¢cbes normais e interromper sangramentos quando ha lesdo vascular (MACKMAN;
TILLEY; KEY, 2007). Para tanto, ocorre uma série de eventos que envolvem vasos
sanguineos, plaguetas, proteinas da coagulagdo, fibrindlise e anticoagul antes naturais.

As células endoteliais inibem a coagulagdo sanguinea pela sintese de trombomodulina
e heparan sulfato, modulam a fibrindlise pela secregcéo de plasminogénio, inibem a agregagdo
plaquetéria pela liberacdo de prostaciclina e 6xido nitrico e regulam o ténus vascular pela
sintese de endotelinas (HARRISON, 2005).

Quando hé lesdo vascular, ocorre exposicdo de coldgeno e proteinas subendoteliais
(Figura 3). A adesdo inicia das plaguetas € mediada pela ligacdo do fator de von Willebrand
ao complexo gp 1b/1X/V na superficie plaquetéria, resultando em adesdo lenta e transitoria. A
ligacdo do colégeno a gp 1V favorece a ativagéo celular, resultando na adesdo firme através
dos receptores ativados gp lIb/llla e opB;:. Ha sinalizacdo intracelular e ativagcdo plaquetaria,
causando degranulacdo das plaguetas com liberacdo de ADP, geracdo de tromboxano,
ativacdo do complexo gp llb/llla, exposicdo de fosfolipideos anibnicos e geracdo de
microvesiculas procoagulantes. Estes eventos facilitam o recrutamento local de plaguetas
vizinhas, ocorrendo entéo agregacao mediada pelo fibrinogénio e fator de von Willebrand, por

ligacdo a gp llb/llla ativada nas células adjacentes. A exposicdo de fosfolipideos aniénicos
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propicia uma superficie de contato com plaquetas, mantendo a geracdo de trombina e

formacao de fibrina e consegiiente estabilizacdo do tamp&o hemostatico (HARRISON, 2005).

Complexo receptor-gp lb-lla

SECRECAO

Liberagdo de: Liberagao de: ——
Fibrinogénio

Tramboxano A2 \ &

[ 1
AGREGACAO

- ADP

- Glicoproteinas )
W - Serotonina

- Fibrinogénio - Calclo
- Fatores da coagulagio i

Plagueta

ATIVIDADE
PROCOAGULANTE

Complexo receptor-gp 1b-1X

Fator de von Willebrand

Célula endotelial

Fibras de colageno

ADESAO

Figura 3. O papel das plaguetas na hemostasia. Adaptado de Harrison, 2005

Embora sgja tradicional dividir a hemostasia em primaria e secundéria e o sistema da
coagulacdo em vias intrinseca e extrinseca, essa divisdo ndo ocorre in vivo, pois todos os
eventos sdo integrados (Figuras 4 e 5). A via extrinseca inicia-se pela formagéo do complexo
fator tecidual/fator Vlla, que ativa os fatores IX e X. A via intrinseca ocorre por ativacdo do
fator X1 pelo complexo Xlla/cininogénio de alto peso molecular ativado. O fator Xla, bem
como fator tecidual/fator Vlla e fosfolipideos, converte fator IX a IXa O fator 1Xa, em
conjunto com os fatores Vllla e fosfolipideos (complexo tenase), bem como fator
tecidual/fator Vlla 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 (KRUPICZOJC;

SCOTTON; CHAMBERS, 2008).
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i

Via

Intrinseca

Tilley; Key, 2007

Figura 4. Vias da coagulacéo para a geracdo de trombina e fibrina. Adaptado de Mackman;

. : ° (=] o
micropaiculas o o
plaguetas OO %\
endotélio o |
rrE—— u:%?m 2
\ | 4 A
Tecido

Iniciagéo

i Propagagéo Estabilizagio

- Ligagéo d‘? plagquetas - Recrutamento de - Interac4o plaqueta-

el colégeno . plaguetas para o plagueta
- Inicio da coagulacéo crescimernto do trombo - Deposicao de fibrina
dependente de fator - Amplificagéo da
tecidual cascata da coagulacio

Figura 5. Formag&o do coagulo de fibrina no local dalesio vascular. Adaptado de Mackman;

Tilley; Key, 2007
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A regulacdo da coagulacdo ocorre pela agdo dos inibidores naturais presentes no plasma,
como: o inibidor C1, que neutrdiza o fator XIla; o inibidor davia do fator tecidual (tecidual factor
pathway inhibitor, TFP), que bloqueia o fator Vllafator tecidual; a antitrombina Il1, que bloqueia
osfatores | Xa, Xaetrombina; a proteina C que, ativada pelo complexo trombina/trombomodulina,
interage com proteina S einibe osfatoresVae Vllla (FRANCO, 2001).

O sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina é responsavel pela
degradacdo do coadgulo de fibrina. A ativacdo da pré-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 agéo de inibidores dos ativadores de
plasminogénio (PAIS), principalmente o PAI-1, ou por agdo direta sobre a plasmina, funcéo
esta exercida pela o, — antiplasmina (COLVIN, 2004).

Hé& vérios testes laboratoriais que podem ser realizados para avaliar a hemostasia,
como determinacéo dos niveis plasmaticos dos fatores da coagulacdo, do sistema fibrinolitico
e inibidores naturais bem como a avaliacdo da funcéo plaquetéria.

Farmacos podem ocasionar lesdo hepatica e, na insuficiéncia hepatica aguda, ocorre
diminuicdo da sintese tanto dos fatores de coagulacdo como dos fatores fibrinoliticos. Desta
forma, os nivels dos fatores I, V, VII e X sdo reduzidos apds leséo hepatica. Os fatores V e
VIl que tém meia-vida curta (12 a 15 horas e 2 a 6 horas, respectivamente), alteram-se muito
precocemente (OLIVEIRA; NETO, 2004). A ativacdo da cascata da coagul acdo, iniciada pelo
fator tecidual, leva ao consumo dos fatores 11, V, VIl e X devido alesdo, entretanto a sintese
do fator VIII é mantida por causa de sua producéo extra-hepatica (CHIU et a., 2007; KERR
et al., 2003).

Todas as proteinases da cascata da coagulacdo, incluindo o fator Xa, sdo sintetizadas
como zimogénios inativos no figado (KRUPICZOJC; SCOTTON; CHAMBERS, 2008). O

fator VIl é ligante natural do fator tecidual e parceiro nas fungdes hemostéticas e ndo
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hemostaticas. Aproximadamente 99% do fator VII circula como zimogénio inativo. A
ativagdo ocorre apés dano tecidual. Embora ativado, o fator VII ndo expressa sua

funcionalidade procoagulante total até ser ligado ao fator tecidual (MONROE; KEY, 2007).

1.3 Funcéo hepatica

Reacdo adversa a medicamentos congtitui a principa causa de insuficiéncia hepética
aguda em paises ocidentais desenvolvidos, sendo responsdvel por mais da metade dos casos
relatados na literatura. Grande parte dos farmacos utilizados € biotransformada pelo figado, sendo
responsavei s direta ou indiretamente pelas lesdes teciduais do 6rgéo (GILL; STERLING, 2001).

Dois mecanismos bésicos estéo associados ao dano do tecido hepdtico. Primeiro, a
hepatotoxicidade intrinseca, em que o farmaco € considerado uma toxina direta e se caracteriza
pela atuacdo dose-dependente. Segundo, o mecanismo idiossincratico, em que o farmaco age
como umatoxinaindireta e se caracteriza como resultado da leséo hepéticaimune deflagrada pelo
f&rmaco ou pelo seu metabdlito, em pacientes susceptivels. Apesar da relativa frequéncia destas
lesbes, h& pouca informagdo a respeito dos efeitos em longo prazo. Algumas razdes para isto
incluem: falha em considerar medicamentos como causa primaria de funcéo anormal do figado,
levando a diagnostico errado; dificuldade em estabelecer um diagnéstico definitivo de lesdo
induzida por farmacos excluindo outros diagndsticos; e a crenca de que, com poucas excegdes, a
hepatotoxicidade induzida por farmacos é reversivel e que apds a retirada da droga os pacientes
ndo necessitam de acompanhamento (AITHAL; DAY, 1999).

Medicamentos podem ocasionar lesdes hepaticas, uma vez que o figado atua na
biotransformacdo e eliminacdo de agentes terapéuticos. Na disfuncdo hepatica, o metabolismo
dos f&rmacos pode ser aterado, sofrendo transformagdo limitada ou aberrante, acumulando-se

no organismo e exercendo efeitosindesgjaveis (BALISTRERI; REJ,1998).
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Os testes de fungdo hepética sdo importantes na triagem de anormalidades, identificacdo
do tipo e local da lesdo e também no progndstico e acompanhamento de pacientes com doenca
hepética. Sdo indices que se baseiam em medidas de substancias liberadas no dano tissular ou
andlise de substancias metabolizadas ou produzidas pelo figado (MOTTA, 2003).

A doenca hepatica produz ateracGes na hemostasia pela sintese diminuida dos fatores
da coagulacdo e pela producdo de proteinas qualitativamente anormais. Além disso,
anticoagulantes endégenos podem estar presentes, o que leva a coagulacdo intravascular e
fibrindlise anormais. Pode haver também alteracfes quantitativas e funcionais das plaquetas
(BALISTRERI; REJ, 1998). Desta forma, tanto a avaliacdo bioguimica como a hemostética

sd0 importantes na avaliagéo da funcdo hepética.

1.4 Farmacos

A investigacdo dos efeitos provocados pelos farmacos é importante, pois estes podem
interferir em vérios processos organicos fundamentais ao funcionamento de 6rgdos e no
controle da producdo de células sanguineas, que € finamente regulada e representa papel
relevante nas fungdes vitais do organismo.

Nestas investigacdes deve-se determinar a relacdo dose/efeito dos farmacos, visto que
ha variabilidade entre pacientes, devido a diferencas na farmacocinética, principalmente na
absorcéo e eliminacdo, e, além disso, pode haver também pobre aderéncia do paciente ao
regime de dosagem. Devido as variabilidades biolégicas interindividuais, € necessaria a
correlacdo entre dose administrada e concentragdo plasmatica para que se possa determinar a
concentracdo efetivamente responsavel pelos efeitos ou alteracdes observados, minimizando
os riscos de toxicidade (MALFARA; UYEMURA; QUEIROZ, 2005). Nos estudos de Gandhi
e Singh (2004), a avaliacdo de linfocitos sanguineos de pacientes hansénicos e tuberculosos
tratados revelou a ocorréncia de danos ao DNA. Pacientes com baixaresisténciaao M. leprae

necessitavam de maior dosagem dos antibidticos e tratamento mais prolongado, aumentando
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os danos a0 DNA. Este exemplo evidencia a importancia de se determinar os niveis
plasméticos dos farmacos que causam os efeitos adversos, visando reduzir estes danos.

Hé algumas variaveis que podem interferir nos resultados dos exames hematol 6gicos e
bioquimicos, como idade e sexo dos animais, a dieta e também variabilidades que podem
ocorrer devido a fatores como o ambiente e estresse (PETTERINO; ARGENTINO-
STORINO, 2006). E importante, portanto, que sejam padronizadas as condi¢des ideais para
reaizacdo dos experimentos, permitindo que os resultados sgjam adequadamente

interpretados e as alteragdes relacionadas ou ndo a administragdo dos farmacos estudados.

1.4.1 Claritromicina

Claritromicina € um antibidtico macrolideo sistémico semi-sintético (Figura 6). O
farmaco difere estruturalmente da eritromicina pela metilacdo de um grupo hidroxila na
posi¢cao 6 do anel lactonico (ADACHI; MORIMOTO; KONDOH, 1988). A presenca de um
grupo metil nesta posicdo minimiza sua degradacdo em 8,9-anidro-6,9-hemicetal inativo,
catalisada por acido (HARDY; GUAY; JONES, 1992). Alguns produtos de degradacéo da
eritromicina, como a forma anidroemiceténica, aumentam a motilidade do trato gastrintestinal

e contribuem com os efeitos adversos gastrintestinais do farmaco (ZHANEL et al., 2001).

Figura 6. Estrutura quimica da claritromicina. Nome quimico: 6-O-metil-eritromicina
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Em organismos suscetiveis, a claritromicina inibe a sintese de proteinas penetrando a
parede celular e ligando-se as subunidades ribossomais 50S, blogueando a translocagdo de
aminoécidos pelo RNA transportador e interrompendo a sintese de polipeptidios
(PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992). Néo se liga, todavia, aos ribossomos 80S
dos mamiferos, o que explica, em parte, sua toxicidade seletiva (KOROLKOVAS, 2004).

O metabdlito principal da claritromicina, 14-hidroxiclaritromicina, é tdo ativo ou
ligeiramente menos ativo que a prépria claritromicina contra a maioria dos organismos e
parece aumentar a atividade antimicrobiana do composto origina contra pat6genos
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 concentracdo de 14-hidroxiclaritromicina ndo aumenta
proporcionalmente a dose de claritromicina e a meia-vida dos dois farmacos tende a ser mais
longa com doses maiores. O comportamento farmacocinético ndo-linear da claritromicina,
associado ao decréscimo na formagdo dos produtos 14-hidroxilados e N-dimetilados com
doses maiores indicam que o metabolismo da claritromicina aproxima-se da saturagdo com
altas doses (CHAMBERS, 2007).

O complexo do M. avium engloba dois organismos relacionados, M. avium e M.
intracellulare. S&o organismos amplamente distribuidos no ambiente sendo a &gua e solo seus
reservatorios naturais (THORELL; HUCHZERMEY ER; MICHEL, 2001). E um importante
patdgeno que causa doenca pulmonar crénica em pacientes imunocompetentes e infeccéo
disseminada em portadores de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). O tratamento

de infeccdo disseminada por M. avium com férmacos tuberculostaticos mostrou-se
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insatisfatorio, porém a introducdo de novos macrolideos, como a claritromicina e
azitromicina, e de rifabutina melhorou muito os resultados terapéuticos (KATOCH, 2004).

Estudos in vitro indicam que claritromicina € bactericida contra M. avium e que esta
atividade é 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 (Jl et a., 1993) e tem sido utilizada em associagdo com a
minociclina no tratamento da hanseniase lepromatosa (CHAMBERS, 2007). Em monoterapia,
€ utilizada no tratamento de infecgdes do trato respiratério. Para a erradicacdo de
Helicobacter pylori, € indicada em esguema de politerapia (OZSOYLAR; SAYIN; BOLAY,
2007). Foi observada atividade bactericida contra Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae,
Haemophilus influenzae e Chlamydia trachomatis (NEU, 1991).

Claritromicina € habitualmente administrada duas vezes ao dia, na dose de 250 mg,
para criangas acima de 12 anos e adultos com infeccdo leve a moderada. Indicam-se doses
mais atas, como 500 mg, duas vezes ao dia, para infeccOes mais graves ou para as causadas
por microrganismos mais resistentes como o Haemophilus influenzae. E também utilizada na
dose de 500 mg, 1 a 2 vezes ao dia, durante 14 dias, associada com lansoprazol e amoxicilina
para erradicar o H. pylori. Na profilaxia e tratamento de infec¢do disseminada causada pelo
complexo M. avium, em pacientes com SIDA, bem como no tratamento de doenga pulmonar
nos ndo infectados pelo HIV, é utilizada na dose de 500 mg, 2 vezes ao dia, associada ao
etambutol. Os macrolideos sdo utilizados no tratamento de infecgbes causadas por
micoplasmas, vérias espécies de Legionella, clamidias, difteria, coqueluche, infeccbes

estreptocdécicas, estafilococicas, por Campylobacter, tétano, sifilis, encefalite e toxoplasmose,
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e, nestes casos, o tratamento inclui diversos esquemas de administracdo com dose e duracéo
variaveis dependendo do tipo e da gravidade da doenca (CHAMBERS, 2007).

A absor¢do da claritromicina ocorre no trato gastrintestinal, apos administracéo oral,
excedendo a absorc¢éo de dose equivalente de eritromicina (NEU, 1991). A biodisponibilidade
absoluta de claritromicina, apos administracéo oral de comprimidos de 250 mg, é da ordem de
50 a 55%, que provavelmente € uma subestimacdo de sua atividade sistémica devido a rdpida
metabolizacdo de primeira passagem do farmaco a0 seu metabdlito ativo 14-
hidroxiclaritromicina (FRASCHINI, SCAGLIONE E DEMARTINI, 1993).

Claritromicina e 14-hidroxiclaritromicina parecem ser distribuidas para a maioria dos
tecidos e fluidos do corpo. N&o ha informagBes referentes a penetragdo de claritromicina
através da barreira hemato-encefélica. A ligag&o de claritromicina a proteinas plasmaticas in
vitro varia entre 42 a 72% nas concentragOes terapéuticas habituais (PISCITELLI;
DANZIGER; RODVOLD, 1992).

Em homens saudaveis, apos a administracdo oral Unica de comprimidos de 250 mg ou
1,2 g de claritromicina, calculou-se que a meia-vida de eliminagdo média é de 4 e 11 horas,
respectivamente (FERRERO; BOPP, MARSH, 1990).

Os efeitos adversos mais comuns envolvem o trato digestivo. Em estudos clinicos,
foram observados diarréia, nauseas, ateracdes no paladar, dispepsia e desconforto abdominal
(ZHANEL et a., 2001). Outros raros efeitos informados incluem candidiase oral, estomatite,
vomitos, flatuléncia, constipacdo, descoloragdo da lingua, pancredtite e laringismo
(PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD, 1992).

Com menor frequéncia, podem ocorrer colestase hepética, erupgdes cutaneas e
ototoxicidade com surdez temporaria. Ha poucos relatos sobre alteragdes neurol gicas, entre
eles um caso de delirio ocasionado por claritromicina utilizada em monoterapia

(OZSOYLAR; SAYIN; BOLAY, 2007). Em relacio as ateragdes hematolOgicas e
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hemostaticas, foi relatado leucopenia e aumento do tempo de protrombina em 1% dos
pacientes adultos (WALLACE; BROWN; GRIFFITH, 1995). Baz et al. (2004) observaram
um caso fatal de anemia apléstica induzida possivelmente pelo uso de claritromicina em uma
mulher de 65 anos de idade.

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

Os antibi 6ticos macrolideos atuam como imunomoduladores em doencas inflamatorias
crbnicas do trato respiratério através da inibicdo da producdo de vérias citocinas pro-
inflamatorias e de efeitos inibitorios sobre 0 RNA mensageiro de fatores de transcricéo destas
citocinas (ISHIDA; ABE; HARABUCHI, 2007). A claritromicina, devido aos seus efeitos
antiinflamatdrios, bloqueia a formagcdo de moléculas de adesdo, necessarias a migracdo dos
neutrofilos para os tecidos. Assim, os macrolideos reduzem o nimero de infec¢fes das vias
aéreas ndo somente por seus efeitos diretos sobre bactérias, mas também por sua habilidade
em diminuir a inflamac8o. A redugcdo dos neutrofilos nas vias aéreas dos pacientes leva
também a reducdo da liberacdo de anion superdxido, leucotrieno B, e defensinas destas
células (TAMAOKI; KADOTA; TAKIZAWA, 2004).

Véios fatores influenciam a atividade dos antibiéticos 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, e também o sitio de infeccdo, em relagdo ao

regime de dosagem (BAKKER-WOUDENBERG et al., 2005). Os antibi6ticos macrolideos
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possuem a habilidade de penetracdo e acimulo em vérios tipos celulares, 0 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 (Figura 7) com atividades antimicobacteriana e
antiinflamatéria que se encontra em uso clinico ha cerca de 40 anos, porém pouco foi
esclarecido sobre seu mecanismo de agdo. Esta fenazina, originalmente desenvolvida para o
tratamento da tuberculose, € Util em uma série de outras infecgdes por micobactérias. Com o
advento da SIDA, clofazimina adquiriu nova utilidade como componente da multiterapia para
o tratamento da infeccdo oportunista disseminada pelo complexo M. avium (KATOCH,

2004).
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Figura 7. Estrutura quimica da clofazimina. Nome quimico: 3-(p -cloroanilino)-10-(p -
clorofenil)-2,10-dihidro-2-isopropiliminofenazina.

O mecanismo de a¢do da clofazimina contra micobactérias parece envolver a ligagdo
do famaco com o DNA micobacteriano e inibicdo de sua replicacdo e crescimento
(KOROLKOVAS, 2004). O farmaco liga-se principalmente a sequéncias contendo guanina, o

que conduz a uma ligagdo preferencial a0 DNA de micobactérias, uma vez que este contém
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proporcao relativamente maior de guanina e citosina quando comparada a0 DNA humano
(YANO et a., 2010; YAWALKAR; VISCHER, 1979).

Clofazimina apresenta diferentes efeitos sobre o sistema imune, como aumento do
numero e tamanho dos lisossomos e fagolisossomos de macrofagos, inibicdo da solubilizagdo
de complexos imunes mediada pelo complemento e aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio pelos leucdcitos polimorfonucleares devido a estimulagdo de fosfolipase A2.
Como é transportada pelo LDL (low-density lipoprotein), e adipécitos e células do sistema
monocitico fagocitario possuem receptores especificos para o LDL, a clofazimina possui a
propriedade de se concentrar em um dos principais avos micobacterianos, as células
fagociticas. Estes efeitos, somados a agdo antibacteriana direta, explicam seus efeitos
antimicobacterianos (O’ CONNOR; O'SULLIVAN; O KENNEDY/, 1995).

Este f&rmaco causa perturbacdes na membrana no Staphylococcus aureus e efeitos nos
transportadores de potéssio. Tem alto potencial redox e pode resultar na geracéo de peroxido
de hidrogénio. Pode inibir o crescimento bacteriano por interferir com o transporte de elétrons
(CLOFAZIMINE, 2008).

Clofazimina é bactericida contra M. leprae in vivo, porém a avaliacdo dos efeitos do
farmaco é dificil visto que M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro. E também bactericida
contra M. tuberculosis e M. marinum in vitro, mas parece ser sO bacteriostética in vitro contra
outras micobactérias, inclusive o complexo M. avium (YANO et al., 2010; YAWALKAR,;
VISCHER, 1979).

A apresentacdo 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
relac@o entre concentragdes plasmaticas de clofazimina e os efeitos terapéuticos do farmaco
ndo foi determinada (YAWALKAR; VISCHER, 1979). O farmaco ndo é distribuido para o

cérebro, mas atravessa a placenta e é distribuido no leite. Quanto a eliminagcdo, a meia-vida
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tecidual de clofazimina, depois de seguidas doses orais, pode ser de pelo menos 70 dias
(CLOFAZIMINE, 2008).

Por ser altamente lipofilica, a clofazimina acumula-se rapidamente no tecido adiposo e
células do sistema reticuloendotelial (KOROLKOVAS, 2004). Alguns dos efeitos adversos
incluem coloracdo avermelhada da pele, urina, suor e lagrimas e fotossensibilidade. Podem
ocorrer reagOes gastrintestinais como ndusea, vomito e diarréia devido a deposicéo de cristais
namucosaintestinal (O’ CONNOR; O'SULLIVAN; O'KENNEDY/, 1996).

Clofazimina prejudica a fertilidade em ratos, em dose 25 vezes maior que a utilizada
em humanos. Em camundongos, a toxicidade fetal € 12 a 25 vezes a dose em humanos,
ocasionando retardo da ossificagdo craniana fetal, aumento da incidéncia de abortos e
natimortos e prejuizo da sobrevida neonatal. A pele e o tecido adiposo da prole tornam-se
descorados aproximadamente trés dias ap0s 0 nascimento, o que € atribuido a presenca de
clofazimina no leite materno. Com relagéo a genotoxicidade, clofazimina inibe o crescimento
de fibroblastos na concentracdo de 2,5 mg/mL, provocando alteracdes relacionadas a dose em
indices mitéticos e elevada incidéncia de aberracbes cromossdmicas em camundongos
tratados com 40 mg/kg/dia, durante sete dias. O f&rmaco ndo é teratogénico em animais de
laboratério em doses equivalentes a oito vezes a dose diaria humana, em coelhos, e 25 vezes,
em ratos. Nivels elevados de albumina, bilirrubina sérica e AST, eosinofilia e hipocalemia
foram encontrados em estudos utilizando animais (CLOFAZIMINE, 2008).

N&o ha informagdo disponivel em relacdo a sobredosagem com clofazimina em
humanos. A DL s, oral do farmaco é 3,3g/kg em coelhos e superior a 5g/kg em camundongos,
ratos e cobaias (YAWALKAR; VISCHER, 1979).

No tratamento de infec¢Oes por M. avium, recomenda-se para adultos a administracéo
de doses de 100mg de clofazimina, uma a trés vezes ao dia, associada a outros agentes

antimicobacterianos. Doses diérias de 1-2mg/kg sdo usadas no tratamento de criancas, porém
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doses mais altas de até 50mg/dia ou 4mg/kg diarias, também foram utilizadas (HAWKINS,
GOLD; WHIMBEY, 1986). Um esquema de tratamento que inclui um macrolideo,
claritromicina ou azitromicina, em combinagéo com etambutol e clofazimina, apresenta maior
facilidade na administracdo e exige menor monitoramento em relagdo a outros regimes
contendo macrolideos, além de ser relativamente bem tolerado (FIELD; COWIE, 2003).

Um regime terapéutico efetivamente superior para o tratamento de infecgdes por M.
avium disseminadas em pacientes com SIDA ndo foi estabelecido. Porém, ha relato que
regimes multi-fa&rmacos 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 tratados com claritromicina
associada a clofazimina ou rifampicina e recomendam o uso desta terapia no tratamento de
infeccOes pelo complexo M. avium, em gatos.

O tratamento para hanseniase resistente a dapsona e hanseniase multibacilar sensivel a
dapsona consiste da administracéo oral de 50 a 100mg/dia de clofazimina em adultos, em
associacdo 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).

1.4.3 Uso dos farmacos em associacao

A interac8o medicamentosa € importante nos esguemas terapéuticos, visto que pode
aumentar ou diminuir a eficicia terapéutica, bem como acentuar ou minimizar os efeitos
indesgjaveis. Podem surgir ainda efeitos diferentes daqueles observados nos féarmacos
utilizados isoladamente ou mesmo n&o ocorrer nenhuma alteracdo, 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 enzimético citocromo P450 (CY P3A4) e da glicoproteina
P do sistema de transporte, na biotransformacdo de farmacos, frequentemente resulta em
interagbes farmacol dgicas com significancia clinica (MALFARA; UYEMURA; QUEIROZ,
2005). A claritromicina atua como inibidor dessa isoforma enzimética (GALETIN et a.,
2006), e é responsavel pelainibicdo da glicoproteina P, um transportador de mdiltiplas drogas,
sendo responsavel pelo efluxo de farmacos das células (PORRAS et al., 2005).

Infeccdo disseminada causada pelo complexo Mycobacterium avium ocorre em
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com aumento da morbidade e
mortalidade destes pacientes. Além disso, pacientes imunocompetentes podem desenvolver
doenca pulmonar cronica devido a acdo deste patégeno. O tratamento da infeccdo
disseminada é de longo prazo e deve incluir dois agentes antimicrobianos. A associacdo entre
claritromicina e etambutol é o0 regime terapéutico padrdo, mas aternativas incluem
azitromicina, ciprofloxacina, clofazimina e amicacina. A combinagdo claritromicina e
clofazimina tem se mostrado eficaz, com boa tolerdncia dos farmacos (FIELD; COWIE,
2003).

A hanseniase, doenca infecto-contagiosa crénica e granulomatosa, transmitida pelo M.
leprae, ainda se mantém prevalente nos dias atuais, principamente em paises
subdesenvolvidos, apesar de todo avanco cientifico e tecnoldgico. A Organizacdo Mundial de
Salde (OMYS) preconiza um esguema de poliquimioterapia para o tratamento, que inclui a
associacdo de dapsona, clofazimina e rifampicina, que pode levar a cura em tempo
relativamente curto, sendo o tratamento realizado em regime ambulatorial (BRASIL, 1999).
Outros protocolos de tratamento tém sido utilizados como, por exemplo, o esquema ROM
(rifampicina, ofloxacina e minocicling). Além disso, claritromicina também exibe ag&o

bactericida sobre 0 M. leprae em pacientes portadores da hanseniase (JI et al., 1993).
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Em um estudo anterior, observamos alteracdes em parametros hematoldgicos,
hemostéticos e bioquimicos, decorrentes do uso de clofazimina e claritromicina de forma
isolada. H& alguns dados na literatura referentes aos efeitos adversos ocasionados por ambos
os farmacos (PAINA; QUEIROZ; SOUZA, 2008), entretanto, ndo ha relatos que indiquem
ateracOes destes pardmetros quando os farmacos sdo administrados em associacdo. Como a
claritromicina € um inibidor do sistema enzimético citocromo P450 (CY P 450) e também da
glicoproteina P, o que pode determinar interagdes farmacoldgicas, no presente estudo nos
propomos a investigar os possivels efeitos adversos decorrentes da administracdo dos
medicamentos isolados e associados pela avaliagdo de pardmetros hematol 6gicos,
hemostéticos e bioguimicos, e ainda estabelecer a correlagéo dos efeitos adversos com a dose

dos farmacos e desta com a concentragéo plasmética.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
- Determinar as concentragfes plasméticas e os possiveis efeitos adversos provocados
pela clofazimina e claritromicina em monoterapia e associagcdo, nos esquemas de doses Unicas

e multiplas, administrados a ratos machos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

Nos diferentes esquemas de tratamento:

- Redlizar avaliagdo quantitativa e funciona dos leucdcitos polimorfonucleares,

- Redlizar avaliagao quantitativa das plaquetas e dos fatores da coagulagdo por meio da
determinacéo do tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e dosagem
dosfatores VIl e X;

- Determinar os nivels plasméticos de y-glutamiltransferase e bilirrubinas total e direta;

- Correlacionar as possiveis ateracdes hematol 6gicas, hemostaticas e bioguimicas com
as doses dos farmacos i solados e associados;

- Correlacionar as doses com as concentracdes plasméticas dos farmacos isolados e

associados.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos jovens, da espécie Rattus novergicus, linhagem Wistar,
pesando entre 220 e 250 gramas, provenientes do Biotério Central de Ribeirdo Preto da
Universidade de S3o Paulo, somente nos experimentos que envolveram os pilotos de
anestésicos (item 3.1.5). Para garantir a confiabilidade dos resultados, em todos os demais
experimentos utilizamos ratos SPF (specific pathogen free) do Biotério II da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram alojados em niimero maximo de cinco, 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 aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Campus de

Ribeirao Preto — USP (Parecer 05.1.297.53.0) (Anexo 1).

3.1.2 Viade administracao

A via de administracdo 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 alcancando a cavidade peritoneal. Embora tenha risco de injecdo dentro do trato

gastrintestinal, esta ¢ uma complicagao rara.

3.1.3 Esguemas de dosagem de clofazimina e claritromicina

Para todos os regimes de dosagem, foi escolhida a dose de 100 mg/kg de peso
corpéreo, baseado nos resultados encontrados por Paina, Queiroz e Souza (2008) em que os
farmacos foram administrados em monoterapia, tendo sido testadas as doses tinicas de 50, 100

e 200 mg/kg e a dose multipla de 100 mg/kg de cada farmaco.
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Os farmacos foram administrados seguindo o esquema:

3.1.3.1 REGIME DE DOSAGEM: dose Uinica— monoterapia

Controle

=  Grupo controle do excipiente (DMSO) (n=7): solugdo de dimetilsulfoxido.

Clofazimina

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

Claritromicina
» Grupo CRT (n=7): solugdo de 100 mg de claritromicina/kg de peso, em

dimetilsulfoxido.

3.1.3.2REGIME DE DOSAGEM: dose Unica — politerapia

Controle

=  Grupo controle do excipiente (DMSO) (n=7): solugdo de dimetilsulfoxido.

Clofazimina e claritromicina
*  Grupo CFZ x CRT (n=7): solucdo de 100 mg de clofazimina/kg de peso associada a

100 mg de claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido.
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3.1.3.3REGIME DE DOSAGEM: doses multiplas—monoterapia e politerapia

Foi realizado um estudo piloto para estabelecer os esquemas de administrag@o e coleta
dos grupos controle e tratados deste regime de dosagem (Figura 8).

Os farmacos foram administrados seguindo o esquema:

= Doses multiplas— monoterapia

Clofazimina

* Grupo CFZ (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24 h,
por 2 dias consecutivos.

* Grupo CFZ (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24 h,
por 3 dias consecutivos.

* Grupo CFZ (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24 h,
por 4 dias consecutivos.

* Grupo CFZ (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24 h,

por 5 dias consecutivos.

Claritromicina
* Grupo CRT (n=10): 100 mg de claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24
h, por 2 dias consecutivos.
* Grupo CRT (n=10): 100 mg de claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24
h, por 3 dias consecutivos.
* Grupo CRT (n=10): 100 mg de claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24

h, por 4 dias consecutivos.
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=  Grupo CRT (n=10): 100 mg de claritromicina/’kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24

h, por 5 dias consecutivos.

= Doses multiplas— politerapia

Clofazimina e claritromicina

* Grupo CFZ x CRT (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso associada a 100mg de
claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24 h, por 2 dias consecutivos.

* Grupo CFZ x CRT (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso associada a 100mg de
claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24h, por 3 dias consecutivos.

* Grupo CFZ x CRT (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso associada a 100mg de
claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24h, por 4 dias consecutivos.

* Grupo CFZ x CRT (n=10): 100 mg de clofazimina/kg de peso associada a 100mg de

claritromicina/kg de peso, em dimetilsulfoxido, a cada 24h, por 5 dias consecutivos.

Em cada grupo, a coleta foi realizada apds 2 h da ultima dose em metade dos animais

(n=5) e apds 24 h da tltima dose nos animais restantes (n=5).

3.1.4 Estabelecimento das doses a partir dos pesos dos animais

Para o estabelecimento do volume correto de farmaco a ser injetado em cada animal
para a obten¢do da dosagem final de 100 mg/kg de peso, foram realizados calculos a partir
dos pesos dos ratos. Cada animal foi pesado antes da administragdo da dose correspondente,
tanto em regime de dose inica como em doses multiplas. Neste ultimo esquema de dosagem,
cada rato recebeu o tratamento correspondente durante todos os dias do seguimento e foi

eutanasiado ap6s o término do mesmo, para a coleta das amostras bioldgicas.
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120 ratos machos
Wistar, SPF
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injecdo 2 dias, coleta ap6s 2 h
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: injecdo 3 dias, coleta ap6s 2 h

: injecdo 3 dias, coleta apos 24 h

injecdo 4 dias, coleta apés 2 h
injecdo 4 dias, coleta apds 24 h

injecdo 5 dias, coleta apdés 2 h

5 ratos:
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injecdo 4 dias, coleta apds 24 h

injecdo 5 dias, coleta apds 2 h
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: injecdo 2 dias, coleta apds 2 h

injecdo 2 dias, coleta apds 24 h
injecdo 3 dias, coleta apds 2 h
injecdo 3 dias, coleta apds 24 h
injecdo 4 dias, coleta apds 2 h
injecdo 4 dias, coleta ap6s 24 h
injecdo 5 dias, coleta apds 2 h

injecdo 5 dias, coleta ap6s 24 h

Figura 8. Piloto das concentragdes plasmaticas dos farmacos

* Para a coleta das amostras neste piloto, foi administrada, intraperitonealmente, uma associagdo de
ketamina 84 mg/kg com xilazina 9 mg/kg nos animais. Estas concentragdes foram estabelecidas no

piloto apresentado no item 3.1.5 e esquematizado na Figura 9.
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3.1.5 Colheita de material

Foram colhidos aproximadamente 7 mL de sangue, por puncdo cardiaca, que foram
assim distribuidos: 0,5 mL em tubo contendo 5 puL de uma solucdo aquosa de
etilenodiaminotetracetato dissodico (EDTA Na,) a 10%; 1,35 mL em tubo conico graduado
contendo 150 puL de uma solugdo aquosa de citrato de sodio dihidratado 3,8g%; 5 mL
divididos em 2 tubos com 2 mL cada um contendo 20 puL (20U) de heparina e um tubo com
ImL contendo 8 pL de heparina.

Para a colheita de sangue, os ratos foram anestesiados com ketamina e xilazina. A
melhor dosagem dos anestésicos, eficiente para o efeito anestésico € que ndo provocasse
alteracdes nos leucocitos, foi definida em um estudo piloto, conforme descrito no item 3.1.5.
Em regime de dose Unica, a colheita foi realizada 2 h ap6s a administracdo dos farmacos. Em
regime de dose multipla, a coleta foi realizada conforme os resultados do estudo piloto de
dose multipla, descrito no item 3.1.3.3. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical apds a colheita do material.

A obtencdo dos plasmas foi realizada centrifugando as amostras heparinizadas e
citratadas, a 1600 x g, 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 armazenadas a -20°C. As analises dos parametros bioquimicos foram realizadas apds no
maximo trés dias do armazenamento e a determinagdo das concentragdes plasmaticas dos
farmacos, em um periodo ndo superior a 15 dias. As analises hematoldgicas foram feitas no

mesmo dia da colheita do material.

3.1.6 Ensaio piloto de anestésicos
Os ensaios realizados para a determinagdo das concentragdes dos anestésicos estao

descritos neste item e esquematizados na Figura 9.
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Inicialmente, foram utilizados nos experimentos animais provenientes do Biotério
Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. Foi realizado um estudo
piloto para determinar a dose e o tempo de acdo dos anestésicos ketamina e xilazina a serem
utilizados nos experimentos. Como um dos objetivos deste estudo foi avaliar a quantidade e a
funcdo de neutroéfilos, isto foi necessario para garantir que os anestésicos ndo provocassem
alteracdes na mobilizagdo de leucocitos.

Na primeira etapa, uma mistura de ketamina e xilazina foi administrada em 10 ratos
machos Wistar. As concentragdes variaram de 50 a 100 mg/kg para ketamina e de 5 a 10
mg/kg para xilazina, até se obter a concentracdo minima possivel de cada anestésico
necessaria para manter o animal anestesiado por pelo menos 5 minutos, tempo suficiente para
a coleta de sangue. Numa segunda etapa, foram determinadas as contagens globais e
especificas de leucocitos em sangue total anticoagulado com EDTA apds administracdo de
DMSO, CFZ e CRT em 40 ratos machos Wistar anestesiados, para verificacdo de alteragdes
leucocitarias quantitativas (Figura 9).

Entretanto, ap6s observacao de algumas alteragdes fisicas nos ratos provenientes do
Biotério Central do Campus, optou-se por repetir os experimentos e utilizar, a partir dai, ¢ em
todos os experimentos do projeto, animais controlados (SPF — livres de patdgenos
especificos), para garantir maior confiabilidade dos resultados. Nesta terceira etapa, foram
utilizados 15 ratos machos Wistar SPF, provenientes do Biotério II da FCFRP da USP, e
repetido o mesmo procedimento, ou seja, administragdo de DMSO, CFZ e CRT nos animais e
coleta ap6s 2 horas da injecdo, utilizando a associacdo dos anestésicos nas concentragdes
padronizadas na primeira etapa do experimento. Em seguida, foram realizadas as contagens

globais e especificas dos leucécitos (Figura 9).
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10 ratos machos

Wistar

12 ETAPA

5 min Injecéo intraperitoneal

(ketamina 50 a 100 mg/kg + xilazina 5 a 10 mg/kg)

Ketamina — 84 mg/kg
Xilazina — 9 mg/kg

40 ratos machos Wistar

Injecédo intraperitoneal
22 ETAPA e P
(DMSO, CFZ, CRT)

Coleta ap6s 2 h

R\

Ketamina 84 mg/kg + xilazina 9 mg/kg
5 min

Contagem global e especifica de

leucédcitos

15 ratos machos Wistar, SPF

32 ETAPA Injecéo intraperitoneal
(DMSO, CFZ, CRT)

Coleta ap6s 2 h

R\

Ketamina 84 mg/kg + xilazina 9 mg/kg

5 min

Contagem global e especifica de
leucdcitos

Figura 9. Fluxogramas dos pilotos dos anestésicos
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3.2METODOS

Para melhor compreensdo do desenvolvimento da pesquisa, apresentamos um

fluxograma onde esta demonstrado como as andlises foram conduzidas (Figura 10).

Ratos machos

Wistar

l

Injecéo intraperitoneal
(DMSO, CFZ, CRT, CFZ+CRT)

/ \

Dose Unica Dose multipla Piloto de
2 horas 277 EEEEP| concentracdo
Coleta Coleta plasmatica
(puncéo cardiaca) (puncéo cardiaca)

C Piloto de :

anestésicos

/\
- N

Sangue - Sangue - Sangue - Sangue - Sangue

com EDTA citratado heparinizado heparinizado heparinizado
Pl
Sangue Plasma asma _ Plasma Sangue
total (1600 x g, 15min) (1600 x g, 15min) (1600 x g, 15min) total
-Leucograma -TP -v-GT -Concentracdo -Burst oxidativo
a
-Contagem de -TTPA -Bilirrubinas plasmatica dos -Fagocitose “
plaquetas -Fator VII direta e indireta farmacos g
-Fator X \
Piloto Piloto

Figura 10. Fluxograma geral da metodologia
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3.2.1 Métodos Analiticos

A determinagdo das concentragdes plasmaticas dos farmacos, em plasma obtido de
sangue anticoagulado com heparina, por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia),
esteve a cargo da Prof. Dra. Regina Helena Costa Queiroz, docente das disciplinas de
Toxicologia e Andlises Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP e colaboradora do projeto.

Para determinagdo das concentragdes plasmaticas da clofazimina, foi construida uma
curva de calibragdo nas concentracdes de 25, 50, 100 e 250 ng/mL. Clofazimina foi extraida
de 500 pL de plasma por adicdo de 1 mL de tampao acetato 0,25 M pH 4,4 e 5 mL de
diclorometano e ressuspensa na fase movel, constituida de 74 mL de metanol ¢ 26 mL de
tampdo acetato 0,25 M pH 4,4. A mistura foi injetada em coluna RP 8, com fluxo
condicionado em 1 mL/min e comprimento de onda de 254 nm.

Para determinacdo das concentragdes plasmaticas da claritromicina, foi construida uma
curva de calibragdo nas concentragdes de 2,5, 5,0, 10,0 e 15,0 pg/mL. Claritromicina foi extraida de
500 pL de plasma por adi¢do de 1 mL de tampao acetato 0,25 M pH 4,4 e 5 mL de diclorometano e
ressuspensa na fase movel, constituida de 55 mL de metanol, 5 mL de acetonitrila, 10 mL de
isopropanol e 30 mL de tampao acetato 0,25 M pH 4,4. A mistura foi injetada em coluna RP 18,

com fluxo condicionado em 1 mL/min e comprimento de onda de 285 nm.

3.2.2 Par ametr os Hematol 6gicos

Amostras de sangue anticoaguladas com EDTA (a e b) e heparina (¢ e d) foram
utilizadas na determinagdo dos seguintes parametros hematologicos:
a) Contagem global de leucocitos: 20 uL de sangue diluido em 0,38 mL de liquido de
Turk, na propor¢ao de 1:20. Os leucocitos foram contados em camara de Neubauer,
em microscopio optico (COATES; MAEDEL, 1995);
b) Contagem diferencial de leucocitos: foram contadas 100 células em extensdo
sanguinea corada com May-Griinwald/Giemsa, em microscopia Otica, para estabelecer

as propor¢des relativas e os numeros absolutos de cada tipo de leucocito (COATES;

MAEDEL, 1995);
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c) Avaliagdo do burst oxidativo de leucocitos: avaliagdo das espécies reativas de
oxigénio produzidas pelos neutrofilos, em sangue total heparinizado, por citometria de
fluxo, utilizando o citdmetro BD FACSCanto, software FACSCan Diva (Becton
Dickinson, San Jose, USA). A técnica, padronizada por noés, baseando-se em
Richardson et al. (1998), esta descrita no item 3.2.2.1;

d) Avaliagdo da fagocitose dos neutrofilos: realizada em sangue total heparinizado, por
citometria de fluxo, utilizando o citdmetro BD FACSCanto, software FACSCan Diva
(Becton Dickinson, San Jose, USA). A técnica, padronizada por nos, esta descrita no

item 3.2.2.2.

3.2.2.1 Ensaio do burst oxidativo de neutr 6filos

Reagentes:

- Solugdo estoque de dihidrorodamina (DHR) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA): 1 mg
DHR em 1 mL de DMSO, estocado em aliquotas de 40 uL a -80°C. Antes da analise, 20 uL
foram dissolvidos em 650 uL de tampao de fosfato/salina (PBS), para dar uma solucdo de
trabalho de 30 pg/mL.

- PMA e fMLP, ambos do kit Burst Test (ORPEGEN Pharma, Heidelberg, Germany):

solugdo de trabalho a 8,1 uM, diluido em PBS.

Ensaio:

O ensaio do burst oxidativo de neutrofilos foi realizado utilizando-se ratos SPF. Para a
realizacdo do teste, a 100 uLL de sangue total colhido com heparina foram adicionados 25 pL
de PMA 8,1 uM (tubo estimulado), 25 puL. de fMLP 8,1 uM (tubo estimulado) ou 25 pL de

PBS aos tubos branco e¢ sem estimulo. Todos os tubos foram incubados a 37°C por 15



Material e Métodos 4]

minutos. Apds este tempo, 25 pL. de DHR foram adicionados aos tubos estimulados e sem
estimulo, e 25 pul. de PBS ao tubo branco. Todos os tubos foram incubados a 37°C por 5
minutos. Para a lise das hemécias, 1 mL de solugdo de lise (BD FACS™ Lysing Solution,
Becton Dickinson) foi adicionado a todos os tubos por 10 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, acrescentou-se 1 mL de PBS aos tubos. As células foram lavadas por duas vezes
e ressuspensas com 1 mL de paraformaldeido 1% em PBS. Foi realizada a leitura no
citometro de fluxo utilizando luz de excitagdo azul-verde (488 nm, laser ion argdnio),

coletando-se 10000 eventos por amostra.

3.2.2.2 Ensaio de fagocitose de neutr éfilos

Preparo das bactérias:

As bactérias Escherichia coli cepa DH 10B foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Ana Lucia da Costa Darini, docente do departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e
Bromatologicas da FCFRP - USP. Foi preparada uma suspensdo de E. coli a partir de cultura
fresca de 24 h em PBS, de acordo com a escala 2 de Mac Farland. A suspensdo foi
centrifugada a 400 x g por 15 minutos ¢ o pellet ressuspenso em 1 mL de solugdo de FITC -
isotiocianato de fluoresceina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a 0,5 mg/mL em PBS. O pellet
ressuspenso em FITC foi incubado a 37°C por uma hora e em seguida lavado com PBS até

que o sobrenadante ficasse incolor, sendo ressuspenso ao final em PBS.

Ensaio:
O ensaio foi realizado utilizando-se ratos SPF. Foram pipetados 100 pL. de sangue
total heparinizado em tubos de citometria (1 tubo teste e 1 tubo controle), no banho de gelo.

Em seguida, adicionou-se 100 puL da suspensdo de E. coli marcada com FITC e misturou-se
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em Vvortex suavemente. Os tubos teste foram incubados a 37°C por 10 minutos e as amostras
controle permaneceram no gelo. Apos o tempo de incubagdo, os tubos teste voltaram para o
banho de gelo e foram adicionados 100 puL da solugido quenching (azul de tripan 4 mg/mL em
tampao citrato de so6dio 0,02 M) em cada amostra e em seguida 500 pL de formaldeido 1%.
As amostras foram lavadas com 3 mL de PBS e centrifugadas a 250 x g, por 5 min a 4°C. Em
seguida, o sangue foi lisado com 1 mL de solugio de lise (BD FACS™ Lysing Solution,
Becton Dickinson) por 10 minutos a temperatura ambiente e as amostras lavadas apds este
tempo com 3 mL de PBS e centrifugadas a 250 x g, por 5 min a 4°C. A suspensdo foi
ressuspensa em 500 pL de PBS e submetida a leitura no citometro de fluxo utilizando luz de
excita¢ao azul-verde (488 nm, laser ion argonio), coletando-se 10000 eventos por amostra.

A viabilidade celular foi avaliada em tubo com sangue total submetido a todos os
passos do procedimento anterior, porém utilizando apenas PBS. A leitura no citometro foi
realizada antes e apos a adi¢ao de PI (iodeto de propideo), a uma concentracao final de 16,6

pug/mL.

3.2.3 Par ametr os Hemostaticos

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

b) Tempo de protrombina (TP) determinado, em plasma citratado, pelo método da
tromboplastina calcica anti-heparina (Quick, 1938) utilizando kit comercial da marca
Wiener (Wiener Lab., Santa Fé, Argentina) e aparelho Start — Bayer (Diagnostica
Stago, Paris, France).

¢) Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) determinado, em plasma citratado,

pelo método da cefalina ativada (BELL; ALTON, 1954) utilizando kit comercial da
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marca Wiener (Wiener Lab., Santa Fé¢, Argentina) e aparelho Start — Bayer
(Diagnostica Stago, Paris, France).

d) Avaliagdo dos fatores VII e X da coagulagdo sangiiinea, em plasma citratado,
utilizando o aparelho Start — Bayer e kit comercial da Stago (Diagnostica Stago, Paris,

France).

3.2.4 Par ametr os bioquimicos

A avaliacdo do perfil hepatico foi realizada com plasma obtido por sangue
anticoagulado com heparina, por meio da determinagdo dos seguintes parametros:

a) Gama-glutamiltransferase (y-GT), por método cinético colorimétrico. 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);

b) Bilirrubinas direta e total, por método colorimétrico, de acordo com Sims ¢ Horn
(1958). A bilirrubina reage com o diazo-reagente na presenga de um acelerador (benzoato e
cafeina tamponada). 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 hidrossolavel
reage, ou seja, os glicuronideos de bilirrubina, formando um produto colorido cuja intensidade

de cor ¢ proporcional a concentragdo de bilirrubina direta.

Ambas as determinagdes foram realizadas utilizando o espectrofotometro digital
Micronal B342II (Micronal, Sao Paulo, Brasil) e kits comerciais da marca Labtest (Labtest

Diagnostica, MG, Brasil).



Material e Métodos 44

3.2.5 Andlise estatistica

A avaliagdo estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism®
versdo 5.0, utilizando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de
Dunns, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e os testes paramétricos t ndo pareado e
Andlise de Variancia, seguido do pos-teste de Tukey. O nivel de significancia estabelecido foi

p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Pilotos

4.1.1 Concentracdo plasmatica dos farmacos: estabelecimento do regime de doses
multiplas

No estudo de Paina, Queiroz e Souza (2008), verificou-se efeitos adversos causados
pela claritromicina como aumento da contagem de leucdcitos, de células mononucleares e dos
niveis plasméticos de gama-glutamiltransferase. Clofazimina e claritromicina ocasionaram
aumento do numero de células polimorfonucleares e prolongamento dos tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada. Estes efeitos foram verificados quando os
farmacos foram administrados em monoterapia, a cada 24 horas, durante 04 dias
consecutivos, sendo a coleta do material bioldgico realizada ap6s 24 horas da Ultima dose.
Utilizamos este regime de tratamento para estabelecer o melhor esquema terapéutico para este
trabalho, administrando os farmacos em mono e politerapia a cada 24 horas durante 2, 3, 4 ou
5 dias e realizando a coleta apds 2 ou 24 horas da Ultima dose, conforme o item 3.1.3.3.1 da
metodol ogia.

N&o foram observadas alteracfes estatisticamente significantes entre as concentragdes
plasméticas nos diferentes esquemas de tratamento dos férmacos administrados em

monoterapia e em politerapia (dados ndo mostrados).

4.1.2 Ensaio piloto de anestésicos

As concentragdes de ketamina e xilazina suficientes para anestesar 0s animais
durante, pelo menos, 5 minutos foram 84 mg/kg e 9 mg/kg, respectivamente. As contagens
globais e especificas de leucécitos em ratos anestesiados com 0S anestésicos nestas
concentragdes estéo representadas nas figuras 11 a 16 e foram comparadas com os resultados

obtidos por Paina, Queiroz e Souza (2008), cujo anestésico utilizado, éter etilico, ndo causou
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alteracbes leucocitarias nos animais. Este ensaio foi redlizado com ratos ndo SPF,
provenientes do Biotério Central, e com ratos SPF, provenientes do Biotério Il da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo.

Ratos nao SPF

Foram utilizados 40 animais, divididos em 03 grupos. controle DMSO e tratados com
clofazimina e claritromicina, em regime de dose Unica, ambos na dose de 100 mg/kg. As figuras
11 e 12 gpresentam o nimero de leucdcitos em ratos tratados com clofazimina e claritromicing,
respectivamente, quando comparados ao controle DMSO, sendo A 0 estudo realizado com
ketamina e xilazina e B 0 estudo de Paina, Queiroz e Souza (2008), realizado com éter. Asfiguras
13 e 14 mostram o nimero de células mononucleares e as figuras 15 e 16 o nimero de céulas
polimorfonucleares em ratos tratados com clofazimina e claritromicina em ambos os estudos. Foi
observado aumento do nimero de leucdcitos totais (Figuras 11 e 12), de células mononucleares
(Figuras 13 e 14) e de polimorfonucleares (Figuras 15 e 16) no estudo com ketamina e xilazina

(A) em relacéo ao estudo de Paina, Queiroz e Souza (2008), com éter (B).
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Figura 11. Numero de leucocitos em ratos tratados com DM SO e clofazimina em regime de
dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e no estudo
com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, OO p<0,01
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Figura 12. Numero de leucocitos em ratos tratados com DM SO e claritromicina em regime
de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e no
estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, OO
p<0,01
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Figura 13. Numero de células mononucleares em ratos tratados com DM SO e clofaziminaem
regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e
no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, O
p<0,05; OO p<0,01
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Figura 14. Numero de células mononucleares em ratos tratados com DM SO e claritromicina
em regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina
(A) e no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, O
p<0,05; OO0 p <0,001.

N° de cél.
polimorfonucleares

/mm? de sangue

DMSO (A) DMSO (B) CFZ(A) CFZ(B)
Grupos

Figura 15. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com DMSO e
clofazimina em regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina
e xilazina (A) e no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-
Wallis, p>0,05
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Figura 16. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com DMSO e
claritromicina, em regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com
ketamina e xilazina (A) e no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste
de Kruska-Wallis, p>0,05

Ratos SPF

Foram utilizados 05 animais SPF em cada grupo (controle DMSO e tratados com
clofazimina e claritromicing). O nuimero de leucdcitos totais, células mononucleares e
polimorfonucleares deste estudo (A), comparados com o estudo de pesquisa realizada com
éter (B), estéo apresentados nas figuras 17 a 22. Observa-se que ndo ha diferenca entre as

medianas dos grupos tratados com DM SO e com os farmacos nos dois estudos.
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Figura 17. Numero de leucdcitos em ratos tratados com DM SO e clofazimina em regime de
dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e no estudo
com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05
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Figura 18. Numero de leucdcitos em ratos tratados com DM SO e claritromicina em regime
de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e no
estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05
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Figura 19. Numero de células mononucleares em ratos tratados com clofazimina em regime
de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e no
estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05
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Figura 20. NUumero de células mononucleares em ratos tratados com claritromicina em
regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e
no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, O
p<0,05
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Figura 21. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com clofazimina em
regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e
no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05
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Figura 22. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com claritromicina em
regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso, no estudo com ketamina e xilazina (A) e
no estudo com éter (B). As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05

4.2 Experimentos

4.2.1 Variagao de peso dos animais em regime de dose multipla

Os valores destas pesagens foram submetidos a andlise, visto que tanto clofazimina
como claritromicina podem ocasionar efeitos adversos no trato gastrointestinal, que poderia
comprometer o ganho de peso dos animais. Os resultados das andlises estéo representados nas
tabelas 1 a 5 e figura 23. Os resultados representam os pesos dos animais apés os 4 dias do
seguimento, tendo sido realizadas duas pesagens ao dia, uma antes de cada dose administrada.

Pela Andlise de Variancia, foi possivel inferir que houve significancia estatistica
(p<0,0001) tanto em relacdo ao tempo como ao tipo de tratamento. Observou-se que os ratos
tratados com os farmacos, em monoterapia e politerapia, apresentaram perda de peso no
decorrer dos dias de tratamento em relagdo ao controle DMSO (Tabelas 1 a 5; Figura 23).
Ratos tratados com DM SO praticamente ndo perderam peso ao fina do tratamento, ao passo
gue os tratados com clofazimina perderam em média 8 % do seu peso corporal, enquanto 0s
gue receberam claritromicina e a associacdo dos farmacos tiveram perda de aproxi madamente

18 % do peso total corporal.
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Tabela 1. Pesos (gramas) de ratos tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), clofazimina
(CF2), claritromicina (CRT) e com a politerapia (CFZ + CRT), na dose de 100mg/kg de peso,
no primeiro dia do esquema de dose multipla

DM SO CFz CRT CFZ + CRT
(n=16) (n=16) (n=18) (n=19)
240 230 275 247
275 246 222 245
274 246 287 232
247 264 220 279
258 260 259 280
264 240 243 258
271 273 283 242
256 236 267 265
229 238 247 242
256 265 245 236
272 255 247 251
254 258 259 254
250 254 259 261
236 254 254 254
279 284 241 250
290 275 261 272

274 255
290 260
285
259+ 17* 255 + 15* 257 £ 20* 256 + 15*

*média +desvio padrao
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Tabela 2: Pesos (gramas) de ratos tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), clofazimina
(CF2), claritromicina (CRT) e com politerapia (CFZ + CRT), na dose de 100mg/kg de peso,
no segundo dia do esquema de dose mdiltipla

DM SO CFz CRT CFZ + CRT
(n=16) (n=16) (n=18) (n=19)
237 218 241 224
245 226 235 248
282 245 228 228
248 229 216 226
250 222 230 216
267 234 263 256
272 268 258 259
262 211 248 247
228 230 221 223
259 270 223 214
275 232 248 234
257 245 236 240
246 243 253 241
235 239 233 234
277 267 221 227
280 262 242 249

257 232
269 238
268
258 + 17* 240 + 18* 240+ 16* 237+ 15*

*média +desvio padrao
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Tabela 3. Pesos (gramas) de ratos tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), clofazimina
(CF2), claritromicina (CRT) e com a politerapia (CFZ + CRT), na dose de 100mg/kg de peso,
no terceiro dia do esquema de dose mdiltipla

DM SO CFz CRT CFZ + CRT
(n=16) (n=16) (n=18) (n=19)
257 196 201 202
242 210 200 217
278 222 225 210
244 219 190 199
248 213 209 206
271 230 258 243
264 258 243 246
263 208 241 232
219 222 211 209
254 261 216 204
270 228 234 220
254 240 224 225
252 239 232 231
234 244 225 222
268 263 215 212
265 253 231 237

244 218
260 224
256
255 + 15* 232 + 20* 226 + 20* 222 + 16*

*média +desvio padrao
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Tabela 4: Pesos (gramas) de ratos tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), clofazimina
(CF2), claritromicina (CRT) e com a politerapia (CFZ + CRT), na dose de 100mg/kg de peso,
no quarto dia do esqguema de dose multipla

DM SO CFz CRT CFZ + CRT
(n=16) (n=16) (n=18) (n=19)
240 180 183 180
220 214 190 215
274 219 200 196
254 225 186 189
253 216 197 201
271 230 246 235
267 258 242 238
252 214 228 229
218 226 205 206
251 248 204 200
268 229 228 211
261 238 222 212
250 239 228 223
243 247 215 215
273 266 204 210
264 258 224 234

231 215
253 218
245
254 + 17* 232 + 22* 216 £ 21* 214+ 17*

*média +desvio padrao
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Tabela 5: Pesos (gramas) de ratos tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), clofazimina
(CF2), claritromicina (CRT) e com a politerapia (CFZ + CRT), na dose de 100mg/kg de peso,
no quinto dia do esquema de dose multipla

DM SO CFz CRT CFZ + CRT
(n=16) (n=16) (n=18) (n=19)
224 203 180 210
226 200 187 200
275 220 190 192
258 226 190 188
257 220 191 191
267 231 235 230
270 260 240 239
255 219 220 223
227 228 202 200
241 245 195 202
267 228 227 207
252 232 211 206
251 242 220 213
245 257 213 205
276 268 193 199
266 261 215 224

231 210
247 215
238
254 + 17* 234 + 20* 210+ 20* 210+ 15*

*média +desvio padrao
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Figura 23. Médias dos pesos de ratos tratados com clofazimina, claritromicina e com a
politerapia em regime de dose multipla, na dose de 100 mg/kg de peso, comparados com 0
controle DM SO.

4.2.2 Concentracao plasmatica dos far macos
Clofazimina e claritromicina foram administradas em monoterapia e em politerapia
com clofazimina, em regime de doses Unica e multipla, seguindo os esquemas de dosagem

previamente propostos.

Relacéo entre dose e concentracao plasmatica de claritromicina

A tabela 6 e a figura 24 mostram os resultados das concentracdes plasmaticas de
claritromicina administrada em mono ou politerapia. Os farmacos foram administrados na
dose de 100 mg/kg de peso, em regime de dose Unica.

N&o foram observadas alteracfes estatisticamente significantes entre as concentragdes

plasméticas de claritromicina, administrada em monoterapia ou politerapia.
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Tabela 6: Concentracdes plasméticas de claritromicina (ug/mL), administrada no esquema de
dose Unica, em monoterapia ou politerapia com clofazimina, na dose de 100mg/kg de peso

Animal CRT Animal CRT + CFZ

1 6,33 8 5,33

2 5,98 9 5,42

3 5,13 10 5,16

4 6,90 11 6,28

5 5,65 12 5,82

6 5,32 13 4,73

7 6,11 14 6,55
Média + sd 592+ 0,61 Média + sd 5,62+ 0,64

sd = desvio padréo
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Figura 24. Concentragdes plasmaticas de claritromicina em monoterapia ou politerapia com
clofazimina, em ratos tratados em regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso para
ambos os farmacos. As barras representam a média. Teste t ndo pareado, p>0,05
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As concentraces plasmaticas de claritromicina administrada em monoterapia ou em
politerapia estdo representadas na tabela 7 e figura 25. Os farmacos foram administrados na
dose de 100 mg/kg de peso, em regime de dose mdiltipla.

N&o houve alteragbes significantes entre as concentracbes plasmaticas de

claritromicina administrada em mono ou politerapia.

Tabela 7: Concentragdes plasméticas de claritromicina (ug/mL), administrada no esquema de
dose mltipla, em monoterapia ou politerapia com clofazimina, na dose de 100mg/kg de peso

Animal CRT Animal CRT +CFz

1 2,05 09 2,92

2 2,24 10 2,09

3 2,56 11 2,22

4 2,33 12 2,60

5 2,63 13 2,20

6 2,01 14 2,63

7 2,71 15 2,10

8 2,36 16 2,14
Média+ sd 2,36 + 0,26 Média+ sd 2,36+ 0,31

sd = desvio padréo

(o]
(]

(e}
(]

N
1
[]
°

Concentracdo plasmatica (ug/mL)
SN
[]

o

A A\
& xcf‘

A
&

Figura 25. ConcentracOes plasmaticas de claritromicina em monoterapia ou politerapia com
clofazimina, em ratos tratados em regime de dose multipla, na dose de 100 mg/kg de peso
para ambos os farmacos. As barras representam a média. Teste t ndo pareado, p>0,05
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Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre monoterapia e politerapia no mesmo
regime de dosagem, h& diferenca significativa (Figura 26) quando se comparam as
concentracfes plasmaticas de claritromicina administrada em regime de dose Unica (CRT du)
em relacdo a dose multipla (CRT dm), tanto em monoterapia como associada a clofazimina
(CRT + CFZ dm). Foi observada ainda diferenca estatistica entre claritromicina administrada
em regime de dose multipla (CRT dm) e associada a clofazimina em dose Unica (CRT + CFZ
du) e na politerapia em doses Unica e multipla (CRT + CFZ du e CRT + CFZ dm,

respectivamente).
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Figura 26. Concentragdes plasmaticas de claritromicina em monoterapia ou politerapia com
clofazimina, em ratos tratados em regime de doses Unica e multipla, na dose de 100 mg/kg de
peso para ambos os farmacos. As barras representam a média. Teste Anadlise de Variancia,
***p < 0,0001 em relagcéo a CRT du e CRT + CFZ du
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Relacéo entre dose e concentracao plasmatica de clofazimina

Na tabela 8 e a figura 27 estdo demonstrados os resultados das concentragdes
plasmaticas de clofazimina administrada em mono ou politerapia. Os farmacos foram
administrados na dose de 100 mg/kg de peso, em regime de dose Unica. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre as concentragcdes plasméticas de
clofazimina administrada em monoterapia ou politerapia.

As concentragfes plasméticas de clofazimina, administrada nas duas formas, ndo
apresentaram diferencas estati sticamente significantes em regime de dose multipla (Tabela9 e

Figura 28).

Tabela 8: Concentragdes plasméticas de clofazimina (ng/mL), administrada no esquema de
dose Unica, em monoterapia ou politerapia com claritromicina, na dose de 100mg/kg de peso

Animal CFz Animal CFZ +CRT
1 128,9 7 126,4
2 125,9 8 130,4
3 124,6 9 1357
4 132,9 10 129,8
5 126,0 11 124,6
6 1254 12 122,6
13 128,1
Média + sd 1273+31 Média+ sd 128,2+ 4,3

sd = desvio padrédo
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Figura 27. Concentragdes plasmaticas de clofazimina em monoterapia ou politerapia com
claritromicina, em ratos tratados em regime de dose Unica, na dose de 100 mg/kg de peso para
ambos os farmacos. As barras representam a méedia. Teste t ndo pareado, p>0,05

Tabela 9: Concentragdes plasméticas de clofazimina (ng/mL), administrada no esquema de
dose multipla, em monoterapia ou politerapia com claritromicina, na dose de 100mg/kg de
peso

Animal CFz Animal CFZ + CRT
1 100,4 7 105,4
2 109,6 9 103,3
3 104,1 10 101,0
4 1034 11 106,1
5 103,8 12 102,0
6 106,8 13 108,5
14 101,9
15 108,5
Média + sd 1052+ 3,2 Média + sd 104,6 + 3,0

sd = desvio padrédo
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Figura 28. Concentracdes plasmaticas de clofazimina em monoterapia ou politerapia com
claritromicina, em ratos tratados em regime de dose multipla, na dose de 100 mg/kg de peso
para ambos os farmacos. As barras representam a média. Teste t ndo pareado, p>0,05

Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre monoterapia e politerapia dentro
do mesmo regime de dosagem, ha diferenca significativa quando se comparam as
concentracfes de dose Unica e dose multipla, tanto em mono como em politerapia.

Observam-se  diferencas estatisticamente significantes (Figura 29) entre as
concentrages de clofazimina administrada em regime de dose Unica (CFZ du) quando
comparadas ao farmaco administrado em dose multipla em monoterapia (CFZ dm) ou
associada a claritromicina (CFZ + CRT dm) bem como quando compara-se a clofazimina
administrada em dose multipla (CFZ dm) com o farmaco associado a clofazimina, em dose
anica (CFZ + CRT du).

Também houve diferenca estatisticamente significante quando foram comparadas as
concentragfes plasmaticas das associacles entre clofazimina e claritromicina em doses Unica

e multipla (CFZ + CRT du e CFZ + CRT dm, respectivamente).
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Figura 29. Concentragdes plasmaticas de clofazimina em monoterapia ou politerapia com
claritromicina, em ratos tratados em regime de doses Unica e multipla, na dose de 100 mg/kg
de peso para ambos os farmacos. As barras representam a média. Teste Andlise de Variancia,
***p < 0,0001 em relagcdo aCFZ du e CFZ + CRT du

4.2.3 Par ametr os hematol 6gicos

Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre o nimero de leucdcitos, células
mononucleares e polimorfonucleares do sangue periférico

A figura 30 apresenta o numero global de leucdécitos dos ratos tratados com os
farmacos e do controle DM SO. Pode-se observar que, em regime de dose Unica (Figura 30-A)
ndo ha diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Nas doses multiplas (Figura
30-B), tanto animais tratados com claritromicina como com os farmacos em politerapia

apresentaram numero de leucocitos aumentado em relacéo ao grupo controle.
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Figura 30. NUmero de leucdcitos em ratos tratados com clofazimina, claritromicina e a
politerapia em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100 mg/kg de peso,
comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-
Wallis, p>0,05 (A); *p<0,05 e **p<0,001 em relacdo a DM SO (B)

Houve reducdo do nimero de células mononucleares em ratos tratados com
claritromicina em monoterapia ou em politerapia com clofazimina (Figura 31). Em regime de
dose Unica, esta reducdo ndo foi estatisticamente significante, entretanto, em doses mdltiplas,
é possivel observar significancia estatistica no grupo tratado com o esquema de politerapia
(p<0,05).

Houve aumento do nimero de células polimorfonucleares em todos os regimes de
dosagem em relagéo ao controle DM SO, conforme mostrado nafigura 32.

Desta forma, parece que os farmacos sdo capazes de provocar inversdo da proporgéo
entre células mono e polimorfonucleares em relacdo ao grupo controle (Figuras 31 e 32) e, as

alteragcOes na politerapia CFZ + CRT, parecem ser provocadas pela claritromicina.
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Figura 31. NUmero de células mononucleares em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100
mg/kg de peso, comparados com o controle DM SO. As barras representam as medianas. Teste
de Kruska-Wallis, p<0,05 (A); **p<0,001 em relacdo aDM SO e a CFZ (B)
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Figura 32. Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100
mg/kg de peso, comparados com o controle DM SO. As barras representam as medianas. Teste
de Kruskal-Wallis, *p<0,05 em relagdo a DMSO (A); **p<0,001 em relacdo a CFZ,
***p<0,0001 em relagdo a DM SO, *p<0,05 em relagdo a CFZ, ***p<0,0001 em relagdo a
DMSO (B)



Resultados 69

Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre o burst oxidativo de neutréfilos

A figura 33-A mostra a distribui¢do das células sanguineas de acordo com a dispersdo
de luz, quando uma amostra de sangue é analisada por citometria de fluxo. A dispersdo de luz
pelas células esté rel acionada ao seu tamanho e contelido celular ou complexidade interna.

A partir deste gréafico, foi selecionada a populacéo de neutréfilos (gate) para avaliagéo
da emissdo de luz da sonda fluorescente incorporada as células, neste caso a dihidrorodamina
(DHR). A medida daintensidade de fluorescénciareflete a atividade do burst respiratério.

A figura 33-B mostra um exemplo de grafico do tipo dot plot de complexidade interna
(eixo X) versus fluorescéncia (eixo Y), originado a partir de uma gate de neutréfilos. Em
vermelho, estdo representados neutrofilos que ndo exibiram fluorescéncia e em verde, estéo
representados neutrofil os fluorescentes e, portanto, com atividade de burst oxidativo.

Os resultados do burst oxidativo, ndo estimulado e estimulado por PMA e fMLP,
produzido pelos neutréfilos de ratos apds administragdo do controle DM SO e dos farmacos

em mono ou politerapia so apresentados na figura 34.
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Figura 33. Esguema representativo de gréfico dot-plot obtido por citometria de fluxo em
amostra de sangue de ratos. A) Tamanho versus complexidade interna. As gates representam
as populagdes celulares derivadas de sangue; B) Complexidade interna versus intensidade de
fluorescéncia. Em verde, neutréfilos positivos para burst oxidativo e, em vermelho,
neutrofilos negativos para burst oxidativo.
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Figura 34. Burst oxidativo de neutrofilos de ratos tratados com clofazimina, claritromicina e
a politerapia em regime de doses unica (A) e multipla (B), na dose de 100 mg/kg de peso,
comparados com o controle DMSO. Teste Andlise de Variancia. A) DMSO: **p<0,01 em
relacdo ao ndo estimulado e fTMLP;, CFZ: *p<0,05 em relacdo ao ndo estimulado; CRT:
**p<0,01 em relagdo a fMLP. B) CFZ: ***p<0,001 em relacéo ao ndo estimulado e fMLP,
CRT: ***p<0,001 em relacdo ao ndo estimulado e fMLP; CFZ + CRT: ***p<0,001 em
relagdo ao ndo estimulado e fMLP.
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Em regime de dose Unica, o grupo controle DMSO apresentou aumento do burst
oxidativo estimulado com PMA em relagdo aos grupos ndo estimulado e estimulado com
fMLP. O grupo CFZ apresentou diferenca estétistica somente em relagdo ao grupo nao
estimulado, enquanto o grupo CRT teve maior intensidade de fluorescéncia quando
estimulado por PMA, em relacdo a fMLP. Todos os grupos apresentaram intensidades de
fluorescéncia aumentadas quando estimulados com PMA, porém ndo houve diferenca entre os
tratamentos com os farmacos em relagdo ao controle DM SO (Figura 34-A).

Em regime de dose mdltipla, 0 aumento da intensidade de fluorescéncia ficou bem
caracterizado nos grupos tratados com clofazimina, claritromicina e na politerapia, nos grupos
estimulados com PMA em relacéo aos ndo estimulados e estimulados com fMLP. Além disso,
fica evidenciado pela significancia estatistica (p< 0,0001) da comparagcdo entre 0s grupos
CFZ, CRT e CFZ + CRT em relagdo ao controle DM SO, gue os ratos que foram tratados com
CFZ + CRT tiveram atividade de burst oxidativo maior em relacdo agueles tratados
respectivamente com claritromicina, clofaziminae DM SO (Figura 34-B).

A figura 35 mostra a porcentagem de neutrofilos positivos para o burst oxidativo dos
animais tratados com o controle DM SO e com os farmacos. Houve aumento da porcentagem
de células positivas em todos os grupos estudados, tanto controle como tratados, quando
comparados ao grupo em que o burst foi estimulado com PMA em relagdo ao ndo estimulado
(Figura 35-A). Nos grupos clofazimina e claritromicina, em monoterapia, ha diferenca
estatistica também em relagdo ao grupo em que o burst foi estimulado com fMLP, sendo
observado que a maior significancia estatistica encontra-se no grupo em que foi administrada
claritromicina em monoterapia. Todos 0s grupos apresentaram aumento da porcentagem de
neutréfilos positivos, com a mesma significancia estatistica, no grupo em que o burst foi
estimulado com PMA em relagdo aos ndo estimulados e estimulados com fMLP (Figura 35-

B).
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Figura 35. Porcentagem de neutrofilos positivos para o burst oxidativo de ratos tratados com
clofazimina, claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na
dose de 100 mg/kg de peso, comparados com o controle DM SO. Teste Anadlise de Variancia.
A) DMSO: *p<0,05 em relagdo ao ndo estimulado; CFZ: **p<0,01 em relagdo a0 nédo
estimulado e *p<0,05 em relacdo a fMLP; CRT: ***p<0,001 em relacdo ao ndo estimulado e
**p<0,01 em relagdo a fMLP; CFZ + CRT: *p<0,05 em relagdo ao nédo estimulado. B)
DMSO, CFZ, CRT e CFZ + CRT: ***p<0,001 em relacéo ao ndo estimulado eafMLP

Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre a fagocitose de neutr 6filos

O ensaio de fagocitose foi realizado por citometria de fluxo. Foi selecionada a gate
dos neutrdfilos para avaliacdo da emissdo de luz do composto fluorescente FITC ligado a
bactéria Escherichia coli, que estimula o processo de fagocitose pelos neutréfilos, o que €
refletido na medida da intensidade de fluorescéncia.

N&o houve diferenca estatisticamente significante nas intensidades de fluorescéncia
gerada pelos neutréfilos (Figura 36) bem como nas porcentagens de células fagociticas
(Figura 37), entre os grupos controle DM SO e tratados com claritromicina e clofazimina em

monoterapia e em politerapia, nos regimes de doses Unica e multipla.
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Figura 36. Média da intensidade de fluorescéncia produzida na fagocitose pelos neutrofilos
de ratos tratados com clofazimina, claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica
(A) e multipla (B), na dose de 100 mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. Teste
Andlise de Variancia, p>0,05 (A e B)
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Figura 37. Porcentagem de neutrdfilos fagociticos de ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100
mg/kg de peso, comparados com o controle DM SO. Teste Andlise de Variancia, p>0,05 (A e

B)
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4.2 4 Par ametr os hemostéticos

Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre o nimero de plaquetas do
sangue periférico
Os farmacos administrados em mono ou politerapia, nos regimes de doses Unica e

multipla, ndo interferem no nimero de plaquetas dos ratos tratados (Figura 38).
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Figura 38. Numero de plaguetas em ratos tratados com clofaziming, claritromicina e a
politerapia em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100mg/kg de peso,
comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-
Wallis, p>0,05 (A e B)
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Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre o tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

N& houve diferenca estatisticamente significante nos valores dos tempos de
protrombina (Figura 39) e tromboplastina parcia ativada (Figura 40) entre 0s grupos controle

e tratados, em ambos os regimes de dosagem.
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Figura 39. Tempo de protrombina em ratos tratados com clofazimina, claritromicina e a
politerapia em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de 100mg/kg de peso,
comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas. Teste de Kruskal-
Wallis, p>0,05 (A eB)
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Figura 40. Tempo de tromboplastina parcial ativada em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia em regime de doses unica (A) e multipla (B), na dose de
100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas.
Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05 (A e B)
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Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre a atividade dos fatores VII e X
da coagulacéao sanguinea

As atividades dos fatores V11 e X da coagulagdo estdo representadas nas figuras 41 e
42. Em regime de dose Unica, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados e
controle, para ambos os fatores (Figuras 41-A e 42-A).

Entretanto, no regime de doses muiltiplas, € possivel observar aumento significativo da
atividade do fator VIl no grupo de ratos tratados com claritromicina em relacéo ao controle
DM SO e ao grupo de ratos tratados com clofazimina (Figura 41-B). Apesar da diferenca néo
ser estatisticamente significante no grupo CFZ + CRT, percebe-se um aumento em relacdo ao
grupo controle e ao grupo tratado com clofazimina, sugerindo tendéncia de aumento em
func&o da presenca de claritromicina na mistura (Figura 41-B).

Houve também aumento significante da atividade do fator X nos ratos tratados com
claritomicina tanto em relacdo ao DM SO como em relagéo a clofazimina, no regime de doses
multiplas. A atividade do fator X também foi maior no grupo no qual os animais receberam a

os farmacos em politerapia, em relagdo ao controle DM SO (Figura 42-B).
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Figura 41. Atividade do fator VIl da coagulacdo em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e mdltipla (B), na dose de
100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas.
Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05 (A); **p<0,01 em relagdo ao DM SO e aCFZ (B)
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Figura 42. Atividade do fator X da coagulagdo em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de
100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas.
Teste de Kruska-Wallis, p>0,05 (A); *p<0,05 em relacdo a CFZ, **p<0,01 em relagdo ao
DMSO e *p<0,05 em relacéo ao DM SO (B).
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4.2.5 Par ametr os bioquimicos

Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre os niveis plasmaticos de gama-
glutamiltransferase (3+GT)

Os niveis plasmaticos de gama-glutamiltransferase (y-GT) ndo sofreram alteragdes
significantes quando da administragdo de clofazimina e claritromicina, em mono ou
politerapia, em relacdo ao controle DM SO, tanto em regime de dose Unica (Figura 43-A)

como em dose multipla (Figura 43-B).
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Figura 43. Niveis plasméticos de gama-glutamiltransferase (y-GT) em ratos tratados com
clofazimina, claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na
dose de 100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as
medianas. Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05 (A e B)
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Efeitos da clofazimina, claritromicina e da politerapia sobre os niveis plasmaticos de
bilirrubinas total e direta

Clofazimina e claritromicina, administradas em mono ou politerapia, ndo provocaram
ateragbes significantes nos niveis plasmaticos das bilirrubinas total (Figura 44) e direta

(Figura 45), em ambos os regimes de dosagem.
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Figura 44. Niveis plasméticos de bilirrubina total em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia, em regime de doses Unica (A) e multipla (B), na dose de
100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas.
Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05 (A e B)
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Figura 45. Niveis plasméticos de bilirrubina direta em ratos tratados com clofazimina,
claritromicina e a politerapia em regime de doses unica (A) e mdltipla (B), na dose de
100mg/kg de peso, comparados com o controle DMSO. As barras representam as medianas.
Teste de Kruskal-Wallis, p>0,05 (A e B)
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Infecgdo por Mycobacterium. avium ¢ uma complicagio comum em estagios
avancados de infec¢do por HIV, aumentando os niveis de morbidade e mortalidade. Infecgdes
estabelecidas sdo tratadas com a combinagdo 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 associacdo claritromicina ¢ etambutol é 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 infec¢do oportunista por M. avium. A combinagdo de claritromicina e
clofazimina tem se mostrado eficaz, com boa tolerancia dos farmacos (FIELD; COWIE,
2003).

Clofazimina e claritromicina s3o também f1teis no tratamento de pacientes
hansenianos. 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 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). A claritromicina possui uma
potente atividade bactericida contra o M. leprae em pacientes hansenianos, sendo considerada
um importante componente para os novos regimes de tratamento de hanseniase (JI et al.,
1993).

Devido a escassez de relatos referentes a toxicidade destes farmacos, em um estudo
anterior observamos alteragdes em pardmetros hematoldgicos, hemostaticos e bioquimicos,
decorrentes do uso de clofazimina e claritromicina de forma isolada (PAINA; QUEIROZ;

SOUZA, 2008). Ha poucos dados na literatura referentes aos efeitos adversos ocasionados
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por ambos os fairmacos, entretanto nao ha relatos que indiquem alteragdes destes parametros
quando os farmacos sdo administrados em associagdo. Segundo Petterino e Argentino-Storino
(2006), valores anormais encontrados em animais sob tratamento podem significar alteragdes
devido a efeitos farmacoldgicos e/ou toxicoldgicos e a avaliagdo de pardmetros hematologicos
e bioquimicos ¢ fundamental para a determinagao destes efeitos.

Desta forma, neste estudo investigamos os possiveis efeitos adversos provocados pela
administracdo dos medicamentos em monoterapia e politerapia através da avaliacdo de
parametros hematoldgicos, hemostaticos e bioquimicos, e ainda estabelecemos a correlagdo

dos efeitos adversos com a dose dos farmacos e desta com a concentracao plasmatica.

5.1 Pilotos

5.1.1 Concentracdo plasmética dos farmacos. estabelecimento do regime de doses
multiplas

No presente estudo piloto ndo houve diferenga estatistica entre os regimes testados a
cada 24 horas durante 2, 3, 4 ou 5 dias. Paina, Queiroz ¢ Souza (2008) evidenciaram efeitos
adversos nos sistemas hematoldgico, hemostatico e bioquimico de ratos tratados com
clofazimina ou claritromicina quando os fdrmacos foram administrados em monoterapia, a
cada 24 horas durante 04 dias consecutivos e a coleta do material bioldgico realizada apds 24
horas da ultima dose. Desta forma, optamos por associar o esquema de tratamento do estudo
de Paina, Queiroz ¢ Souza (2008) com aqueles utilizados na pratica clinica, em que
clofazimina ¢ administrada de uma a trés vezes ao dia e claritromicina de uma a duas vezes ao
dia, conforme relatado por Chambers (2007), Assem e colaboradores (2010) e Fujimura e

colaboradores (2009). Assim, estabelecemos como melhor esquema de doses multiplas a
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administracdo de clofazimina e/ou claritromicina a cada 12 horas, durante 04 dias

consecutivos e a coleta do material biologico realizada ap6s 12 horas da tltima dose.

5.1.2 Ensaio piloto de anestésicos

O estudo piloto para determinar a dose ¢ o tempo de acdo dos anestésicos ketamina e
xilazina foi necessario para garantir que sua a¢ao nao provocasse alteragdes no numero de
leucocitos. As doses e o tempo necessarios para a sedagao foram padronizados no ensaio
piloto para que fossem os menores possiveis. Os resultados foram comparados ao estudo de
Paina, Queiroz e Souza (2008), que utilizaram éter etilico como anestésico e ndo foram
evidenciadas alterag¢des leucocitarias.

Diferengas em parametros hematoldgicos podem ocorrer devido a diferencas de idade,
sexo e/ou linhagem. Neste estudo, os grupos foram homogéneos em relagao a estas variaveis.
Ainda assim, optamos por realizar o estudo piloto para garantir que as contagens leucocitarias
nao seriam influenciadas pelos anestésicos.

Alguns estudos, como os de Weigand e colaboradores (2000), Son, Kang e Yang
(2009), Zhou e colaboradores (2007) e Zilberstein et al (2002) mostram que ketamina pode
provocar alteragdes em neutrofilos. Entretanto, ndo foram observadas quaisquer alteragdes
nos leucogramas dos animais controle e tratados com clofazimina e claritromicina que

pudessem ser atribuidas aos anestésicos.

Ratos nao SPF

Foram observados alguns problemas com os ratos ndo SPF utilizados que podem
indicar ocorréncia de patologias, como pelagem escassa (queda de pélos), presenca de hérnias
e alteragdes no comportamento. O namero maior de leucocitos totais, mono e

polimorfonucleares no grupo controle DMSO e nos grupos tratados com clofazimina e
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claritromicina (Figuras 11 a 16), em relagao ao estudo de Paina, Queiroz e Souza (2008), pode
ser consequéncia destes sinais de doencga. Segundo Medzhitov (2008), a resposta inflamatoria
aguda causada por infec¢do ou dano tissular envolve liberagdo de componentes do sangue
para o local da infeccdo ou lesdo. Proteinas plasmaticas e leucdcitos, principalmente
neutrofilos, que s3o normalmente restritos aos vasos sanguineos vao para tecidos
extravasculares no local da infec¢do ou lesao.

Estas alteragdes fisicas comprometeram a avaliacdo adequada dos resultados nao
sendo possivel determinar se o aumento do niimero de leucécitos era devido a estas condi¢des
ou pela agdo dos anestésicos ketamina e xilazina. Assim, optamos por trabalhar com ratos
SPF, provenientes do Biotério II da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo. A escolha permitiu a obtenc¢ao de resultados mais confiaveis,
principalmente por se tratar de pesquisa em que se avaliam a¢ao de farmacos e fungdo celular.
Além disso, pode-se utilizar menor nimero de animais, atendendo as orientacdes do Comité

de Etica no Uso de Animais em Pesquisas.

Ratos SPF

No estudo com ratos SPF, utilizamos apenas 15 animais, enquanto no primeiro piloto,
foram necessarios 40 animais. Segundo Politi e colaboradores (2008), com a padronizagao
microbioldgica, tem-se conseguido reduzir o numero de animais usados, sobretudo
diminuindo as varia¢des nos grupos de animais-teste e favorecendo o bem estar dos animais e
dos profissionais envolvidos no processo, uma vez que diminuem os riscos de zoonoses. As
patologias responsaveis pelas alteragdes fisicas, detectadas no primeiro piloto, ocasionaram
modificacdes nos numeros global e especifico de leucocitos. Além disso, poderiam

comprometer as outras etapas do estudo como avaliagdo de pardmetros hematologicos e da
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funcdo de neutrofilos, bem como avaliacdo bioquimica e concentragao plasmatica dos
farmacos.

Conforme evidenciado nas figuras 17 a 22, os nuimeros global e especificos de
leucdcitos ndo foram afetados pela acdo da associagdo ketamina (84 mg/kg) e xilazina (9
mg/kg) durante cerca de 10 minutos (tempo necessario para sedagdo e coleta de sangue). Estes
resultados sdo comparaveis aos obtidos em estudo realizado por Paina, Queiroz e Souza
(2008), em que foi utilizado éter etilico como anestésico. O numero de células
polimorfonucleares ¢ maior em ratos tratados com clofazimina e claritromicina, em relacdo ao
controle DMSO (Figuras 21 e 22), possivelmente devido a mobilizagdo de neutrdfilos
marginados. Esta alteracdo ndo estd associada aos anestésicos tem em vista que 0s mesmos
resultados foram encontrados por Paina, Queiroz e Souza (2008)

Desta forma, estabeleceu-se o uso da associagdo ketamina e xilazina para a coleta de
sangue em todos os experimentos, atendendo recomendagdo do Comité de Etica no Uso de

Animais em Pesquisas.

5.2 Experimentos

5.2.1 Variacao de peso dos animais em regime de dose multipla

As tabelas 1 a 5 e a figura 23 mostram que ratos tratados com DMSO praticamente
ndo perderam peso ao final dos quatro dias de tratamento do regime de doses multiplas. Em
contrapartida, os tratados com clofazimina perderam em média 8 % do seu peso corporal. Os
que receberam claritromicina e aqueles em que foi administrada a associagdo dos farmacos
tiveram perda de aproximadamente 18 % do peso total corporal.

Um dos efeitos adversos mais comumente associado ao uso dos macrolideos ¢ a

intolerancia gastrointestinal, sendo esta relacionada a dose. Os sintomas mais comuns sao dor,
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colicas, flatuléncia, diarréia, nauseas e vOomitos. Parece que a estimulacdo da motilidade
gastrointestinal se da pela ligagdo do farmaco ao receptor de motilina, sendo necessaria a
presenca do grupo dimetilamino e actcar neutro na posi¢do C-3 do anel lactdnico,
caracteristica dos macrolideos de 14 ¢ 15 membros (PISCITELLI; DANZIGER; RODVOLD,
1992; ZHANEL et al., 2001). Por isso este efeito adverso ¢ mais frequente com o uso de
eritromicina e menos frequente em pacientes que receberam azitromicina, claritromicina ou
roxitromicina. Além disso, a administragdo intravenosa de eritromicina estd mais associada
com alta incidéncia de efeitos gastrointestinais quando comparada a administragdo via oral
(ZHANEL et al., 2001). Em contrapartida, este efeito adverso como agonista de receptores de
motilina tem sido usado com objetivos terapéuticos. Costalos e colaboradores (2002), Ng et
al. (2001) e Chicella e colaboradores (2005) estudaram o uso de eritromicina no tratamento da
intolerancia alimentar em prematuros e criangas. Cucchiara e colaboradores (1997) relataram
0 uso de eritromicina no tratamento de desordens de motilidade.

Reacdes gastrintestinais como nauseas, vomitos e diarréia também podem ocorrer em
consequéncia do uso de clofazimina, devido a deposicdo de cristais na mucosa intestinal
(O’CONNOR; O’SULLIVAN; O’KENNEDY, 1996). Este armazenamento de cristais produz
dor abdominal e ¢ importante o diagndstico correto através de alteragdes patoldgicas, além da
propria informacdo acerca do uso do farmaco para evitar erros de diagndstico. Como a
clofazimina ¢ util no tratamento de varias doencas como hanseniase, desordens
dermatolégicas ¢ infecgdes causadas pelo complexo Mycobacterium avium em pacientes com
HIV, ¢ fundamental que os médicos estejam cientes dos efeitos adversos causados pelo
farmaco para evitar intervengdes cirirgicas desnecessarias (SUKPANICHNANT et al., 2000).

Uma vez que agua e alimentagdo foram fornecidas ad libitum durante todo o
experimento, provavelmente a perda de peso aconteceu em consequéncia das alteragdes

gastrointestinais citadas. As alteracdes de peso mais marcantes ocorreram nos grupos de
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animais tratados com claritromicina em monoterapia e associada a clofazimina. No grupo de
ratos em que foi administrada a associagdo dos farmacos a variagdo de peso ¢ praticamente a
mesma em relagdo ao grupo tratado com claritromicina isolada, ou seja, perda de
aproximadamente 18% do peso corporal ao fim do tratamento, sugerindo que este efeito
parece estar fortemente associado a presenca de claritromicina na mistura.

Para ambos os farmacos, os efeitos sdo relacionados a dose ¢ a duragdo do tratamento,
cessando ao final da terapéutica. Entretanto, o monitoramento dos pacientes, especialmente os
pediatricos utilizando macrolideos, ¢ fundamental para que seja instituido o esquema
terapéutico mais adequado com ajustes da dose, a fim de se evitar efeitos adversos que, neste

caso, podem comprometer a absor¢ao de alimentos e medicamentos.

5.2.2 Concentracdo plasmatica dos far macos

Apbs a administragdo de clofazimina e claritromicina, em monoterapia e politerapia,
em regime de doses Unica e multipla de acordo com os esquemas de dosagem previamente
propostos, foram obtidos os resultados apresentados nas figuras 24 a 29 e tabelas 6 a 9.

A analise dos resultados permite inferir que ndo houve alteragdes das concentragdes
plasmaticas de claritromicina quando administrada em monoterapia em relacdo ao esquema de
associagdo, tanto em regime de dose unica (Tabela 6 ¢ Figura 24) como em regime de doses
multiplas (Tabela 7 e Figura 25). Do mesmo modo, ndo ocorreu alteracdo em nas
concentragdes plasmaticas de clofazimina em doses unica (Tabela 8 e Figura 27) ou multipla
(Tabela 9 e Figura 28) tanto em monoterapia como em politerapia.

Claritromicina possui a propriedade de inibir o sistema enzimatico citocromo P450,
responsavel pelo metabolismo dos farmacos (QUINNEY et al., 2010), e também a
glicoproteina P, uma proteina de transporte envolvida na absor¢do, distribui¢do e eliminagao

de varios farmacos (SUGIE et al, 2004). Em humanos, claritromicina ¢ conhecida por inibir o
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CYP3A4. Em ratos, a isoforma do citocromo ¢ a CYP3A23, que apresenta 73% de
homologia com a isoforma humana (AHN et al, 2003). Portanto, quando utilizada em regimes
de politerapia, pode ocasionar interagdes medicamentosas importantes.

Neste trabalho, os resultados dos experimentos mostraram que o0s esquemas
posologicos utilizados ndo foram capazes de interferir nas concentragdes plasmaticas dos
farmacos, quando associados. Segundo Malfara, Uyemura e Queiroz (2005), diferencas
interindividuais na oxida¢do de farmacos podem determinar variabilidade em sua
farmacocinética, ja que esta oxidagdo ¢ catalisada por enzimas do CYP450 e a atividade de
metabolizacdo de farmacos através do CYP ¢ determinada por fatores que variam de
individuo para individuo, de acordo com a variabilidade genética, fatores ambientais e
constitucionais.

A ndo observancia de interagdes farmacoldgicas apos a administragdo dos farmacos
nos regimes de tratamento propostos ¢ relevante, visto que estes medicamentos t€ém sido
utilizados em associacdo no tratamento de algumas doencas (BRASIL, 1999; FIELD;
COWIE, 2003; SUKPANICHNANT et al., 2000). Nossos resultados coincidem com os da
literatura, que apontam que regimes de associagdo entre estes farmacos tém sido bem
tolerados pelos pacientes (FIELD; COWIE, 2003). 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 o
paciente.

Houve redugdo estatisticamente significante das concentragdes plasmaticas de
claritromicina, isolada ou associada a clofazimina, bem como da clofazimina, isolada ou
associada a claritromicina, em esquema de dose multipla, em relacdo a dose Uunica

(respectivamente, Figuras 26 e 29).
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Clofazimina apresentou, em esquema de dose Unica, concentracdo plasmatica média
de 127,3 ng/mL, em monoterapia, ¢ de 128,2 ng/mL associada a claritromicina (Tabela 8). Em
dose multipla, a média de concentragdo plasmatica para o fArmaco isolado foi de 105,2 ng/mL
e para a associagdo, de 104,6 ng/mL (Tabela 9). Segundo Venkatesan (1989), o pico de
concentragdo plasmatica de clofazimina ocorre de 4 a 8 horas ap6s a administracdo do
farmaco. Em nosso estudo, a coleta foi realizada apds 2 horas em dose unica e apos 12 horas
da ultima dose no esquema de dose multipla, o que poderia justificar as diferencas entre os
valores de concentragdo plasmaticas encontradas nos diferentes regimes de dosagem.

Em regime de dose Unica, a concentragdo de claritromicina foi em média 5,92 ug/mL
do farmaco isolado e 5,62 pg/mL do farmaco associado a clofazimina (Tabela 6) e, em dose
multipla, a média de concentracdo plasmatica para ambas as formas de administra¢ao foi de
2,36 ug/mL (Tabela 7). De acordo com Fraschini, Scaglione ¢ Demartini (1993), as
concentragdes séricas maximas de claritromicina ap6s dose unica por via oral sdo
proporcionais a dose e aparecem em cerca de 3 horas. Em doses multiplas, as concentragdes
do estado de equilibrio sdo alcancadas apds 05 doses e as concentragdes séricas maximas
aparecem dentro de duas horas apds a ultima dose. Estas caracteristicas da farmacocinética da
claritromicina justificam as diferencgas entre os valores de concentragdao plasmatica em regime
de doses unica e multiplas encontradas em nosso estudo. Em dose unica, a coleta de sangue
foi realizada apds 2 horas da administra¢do e em dose multipla, ap6s 12 horas da tltima dose.

Para que o tratamento com antimicrobianos seja adequado e eficiente, minimizando
tanto quanto possivel os riscos de toxicidade, ¢ importante considerar o perfil de concentracao
do farmaco no soro, em outros fluidos corporais e nos tecidos, e também o sitio de infeccao,
em relacdio ao regime de dosagem (BAKKER-WOUDENBERG et al., 2005). Tanto
clofazimina como claritromicina possuem a propriedade de se acumular nos

polimorfonucleares (PMNs), o que favorece a morte de microrganismos intracelulares
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(LABRO, 2000), por isso varios estudos tém testado a eficacia dos antimicrobianos in vitro.
Entretanto, enquanto algumas bactérias intracelulares podem residir nos fagossomos das
células em pH neutro, uma grande propor¢do também pode residir nos fagolisossomos, ¢ a
atividade do farmaco em meio acido pode se reduzir significativamente. Assim, modelos in
vitro podem nao refletir os processos biologicos que ocorrem in vivo (HEIFETS, 1996).

Desta forma, a determinacdo das concentragdes plasmaticas dos farmacos ¢
importante, pois reflete de forma mais fidedigna os possiveis efeitos adversos, podendo,
através de ajustes nas doses, proporcionar esquemas de tratamento mais eficazes e seguros

para o paciente.

5.2.3 Par ametr os hematol 6gicos

Em regime de doses multiplas, a andlise da série leucocitdria mostrou que tanto
claritromicina como clofazimina, em monoterapia e em politerapia, provocaram aumento do
numero de leucocitos. Apesar de ndo ter havido significancia estatistica, observa-se que o
grupo de animais tratados com clofazimina apresentou valor de mediana superior ao grupo
controle DMSO (Figura 30). Dentre os efeitos adversos observados para eritromicina, um
analogo estrutural da claritromicina, estdo leucocitose e eosinofilia, mas em geral todas as
manifestagdes desaparecem dentro de poucos dias apds a suspensdo do tratamento
(CHAMBERS, 2007).

Houve reduciao do nimero de células mononucleares de ratos que foram tratados com
CRT e CFZ + CRT, em dose tnica. Embora ndo tenha sido verificada significancia estatistica
entre os grupos, pelo pos-teste de Dunns, houve diferenca entre as medianas (p<0,05),
segundo o teste de Kruskal-Wallis (Figura 31-A). Com relagdo ao nimero destas células em
regime de dose multipla, houve redugdo tanto no grupo CRT como CFZ + CRT, embora

significancia estatistica tenha sido observada apenas no grupo da politerapia (Figura 31-B).
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Houve aumento do nimero de células polimornucleares, nos grupos tratados com CFZ, CRT
e CFZ + CRT em relagdo ao controle DMSO (Figura 32).

Observou-se tendéncia de redug¢do de células mononucleares e aumento das
polimorfonucleares dos grupos tratados com doses multiplas, em relagdo ao controle com
dose tnica. Assim, parece que os farmacos levam a uma inversdo da propor¢ao entre células
mono e polimorfonucleares, provavelmente devido a mobilizacdo de neutréfilos marginados,
visto que o tempo de duas horas, entre a injecdo dos fArmacos e controles e a coleta, ndo ¢
suficiente para este aumento ser justificado por alteragdo na produgdo das células. Em doses
multiplas, podem-se fazer as mesmas observagdes em relaciao a propor¢ao de células, mas os
efeitos sdo mais evidentes, podendo indicar até mobilizacdo de neutrofilos do compartimento
de reserva da medula 6ssea. Neste caso, o mecanismo pode estar relacionado as agdes
antimicrobiana ¢ antiinflamatéria dos farmacos, que influenciam a resposta funcional dos
neutrofilos, avaliada neste trabalho através do burst oxidativo e da fagocitose.

Em relagdo as células mononucleares, tem sido relatado que ha reducdo do numero de
linfocitos no lavado bronco-alveolar de pacientes com doenga crénica no trato respiratorio
que utilizaram macrolideos em longo prazo. Ishimatsu e colaboradores (2004) testaram o
efeito dos macrolideos sobre linfocitos isolados do sangue periférico humano e verificaram
indugdo de apoptose, evidenciando o efeito antiinflamatdrio de claritromicina, azitromicina e
josamicina. Em um estudo que testou o efeito da claritromicina sobre os linfécitos na infecg@o
respiratoria por Pseudomonas aeruginosa houve reducdo do ntimero destas células nos
pulmdes dos camundongos tratados, resultados similares aos estudos da doenca pulmonar em
humanos (YANAGIHARA et al., 1997).

A analise da intensidade de fluorescéncia produzida pelo burst oxidativo de
neutrofilos em ratos tratados em regime de dose unica (Figura 34-A) permite inferir que

houve aumento do burst nas células estimuladas com PMA em relagdo as ndo estimuladas ou
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as estimuladas com fMLP, independente do tratamento, ou seja, nao houve diferencas entre os
grupos tratados com DMSO, CFZ, CRT ou CFZ + CRT. Entretanto, nos grupos tratados em
regime de doses multiplas (Figura 34-B), houve aumento da atividade de burst oxidativo em
todos os grupos tratados com os farmacos, seja em monoterapia ou politerapia, quando
estimulados com PMA, em relagdo as células ndo estimuladas ¢ as estimuladas com fMLP. A
analise de varidncia permitiu concluir que o aumento da atividade do burst oxidativo
(p<0,001) seguiu a seguinte ordem CFZ < CRT < CFZ + CRT, em relagdo ao DMSO (Figura
34-B). Segundo Vuorte, Jansson e Repo (1996), poucos receptores para fMLP estdo
disponiveis para ligacdo nos neutrdfilos. O PMA ¢ um estimulo potente, lipofilico, atravessa
facilmente a membrana celular e ativa o burst oxidativo por meio da ativagdo da proteina
kinase C (PKC), por ser um analogo estrutural do diacilglicerol (SHEPPARD et al., 2005).

A intensidade de fluorescéncia produzida pela fagocitose dos neutréfilos ndo
apresentou diferenca entre o grupo controle DMSO e os tratados com os farmacos, em todos
os regimes testados (Figuras 36 e 37). A literatura ¢ controversa com relagdo a fagocitose
realizada por neutr6filos quando do uso de claritromicina. Wenish et al. (1996) observaram
reducdo da fagocitose, enquanto Xu et al. (1995), Scaglione et al. (1993) e Roszkowski et al.
(1990) observaram aumento. Diferencas na metodologia, modelos animais e humanos,
concentragdes do farmaco, estudos in vivo e in vitro e protocolos de dosagem e administragido
podem explicar, em parte, as diferengas entre os resultados (LABRO, 2000).

Ha alguns estudos relacionados @ modulacdo do anestésico ketamina sobre a adesao,
atividade fagocitica e/ou burst oxidativo de neutrofilos (SON; KANG; YANG, 2009;
WEIGAND et al., 2000; ZHOU et al., 2007; ZILBERSTEIN et al., 2002). Entretanto, o tempo
de acdo do anestésico utilizado em nosso estudo foi em média de 10 minutos, tempo
suficiente para a sedagdo e colheita do material bioldgico. Em contrapartida, o efeito dos

farmacos se estendeu por 2 horas em dose unica e 04 dias em doses multiplas. Mesmo em
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regime de dose multipla, a anestesia foi realizada somente apos 12 horas da tltima dose, ou
seja, no quinto dia. Portanto, provavelmente os efeitos verificados com relagdo ao burst e a
fagocitose dos neutrofilos foram provocados por clofazimina e claritromicina, em mono ou
politerapia. Além disso, a utilizagdo de grupos controle DMSO comparados com os tratados
com CFZ e CRT descartam alteragdes decorrentes do uso do anestésico, pois todos passaram
pelos mesmos procedimentos.

Em condi¢des normais, os neutréfilos circulam livremente pelo sangue periférico. Na
presenga de resposta inflamatéria aguda causada por infec¢do ou lesdo tecidual, ha
recrutamento de leucécitos para o local da lesdo e mediadores pro-inflamatérios induzem
alteracdes no endotélio vascular que sinalizam para neutréfilos circulantes rolar, aderir e
atravessar o endotélio (EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008). O processo
de destruicdo intracelular de microrganismos ocorre pela aderéncia do neutréfilo a bactéria,
fagocitose do patogeno e liberagdo do conteudo dos granulos, destruindo microrganismos pela
geracdo de radicais de oxigénio ou liberacdo de substincias independentes da geragdo de
superoxido, como lisozima, lactoferrina, catepsina G e defensina (ZAGO, 2004a).

Clofazimina estimula a geracdo de oxidantes como o anion radical superéxido nos
neutrofilos, o que contribui para a defesa do organismo contra patégenos intracelulares
(LEMKE, 1995). Também apresenta diferentes efeitos sobre o sistema imune, como aumento
do numero e tamanho dos lisossomos e fagolisossomos de macrofagos, inibi¢do da
solubilizagdo de complexos imunes mediada pelo complemento (O’CONNOR;
O’SULLIVAN; O’KENNEDY, 1995) e aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio pelos leucocitos polimorfonucleares devido a estimulagdo de fosfolipase A2, com
consequente acumulagdo de acido araquidonico e lisofosfolipideos, que agem como segundos-
mensageiros para ativar a oxidase (LABRO, 2000). Adipécitos e células do sistema

monocitico fagocitario possuem receptores especificos para o LDL. Como ¢ transportada pelo
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LDL (low-density lipoprotein), a clofazimina possui a propriedade de se concentrar nas
células fagociticas, um dos principais alvos micobacterianos. Estes efeitos, somados a agao
antibacteriana  direta, explicam seus efeitos antimicobacterianos (O’CONNOR;
O’SULLIVAN; O’KENNEDY, 1995).

A clofazimina concentra-se nas membranas ¢ esta associagdo estabiliza a forma
catidnica do farmaco, que ¢ a forma redox ativa. A transferéncia de elétrons de NADH para
CFZ torna o farmaco instavel, e este passa a reagir com O,, produzindo espécies reativas de
oxigénio (EROs). CFZ possui efeitos antiinflamatorios nos neutrofilos, macréfagos e
linfocitos. Alteracdes fisioldgicas relatadas nestas células incluem aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), mas a reducdo direta do CFZ nestas células nao foi
demonstrada (YANO el al., 2010).

Nosso estudo evidenciou o aumento da atividade do burst oxidativo de neutrofilos em
ratos tratados com clofazimina, em regime de doses multiplas, corroborando com os dados da
literatura que se referem a geracdo de EROs como mecanismo de agdo antimicrobiano,
contribuindo para o combate as infecgdes. Entretanto, dados disponiveis na literatura
(ABDELGHAFFAR; VAZIFEH; LABRO, 1997; ABDELGHAFFAR et al., 2002; JAIN et
al., 2002; KADIR et al., 2000; KADOTA et al., 1998; SUGIHARA et al., 2003; UMEKI,
1993) relatam que os macrolideos inibem a produgdo de espécies reativas de oxigénio pelos
neutrofilos.

Em nosso estudo, a analise do burst oxidativo e da fagocitose de neutréfilos foi feita
ex Vvivo, através da avaliagdo dos PMNs oriundos do sangue periférico de ratos. Segundo
Labro (2000), ha problemas de extrapolacao dos dados para o potencial imunomodulatério de
um farmaco. Os modelos animais diferem dos humanos no que se referem ao metabolismo
dos farmacos, fungdes, receptores fagociticos e cronobiologia. H4 ainda diferencas entre as

espécies, variabilidade individual e variagdes cronobioldgicas entre homens e animais.
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Problemas de isolamento de células podem interferir nos resultados, pois pela
separagdo do fagocito do seu contexto, pode haver supressdo induzida pelo farmaco de um
fator necessario para modulagdo do fagocito (LABRO, 2000). O método usando sangue total
evita a separacao dos granuldcitos e ativagdo celular, além de possuir alta precisdo e
reprodutibilidade (WENISH et al., 1996). Outro ponto a ser considerado sdo as diferentes
capacidades funcionais de varios pools de granulédcitos e mondcitos/macrofagos. Além disso,
ha problemas relacionados a padronizacdo de técnicas em diferentes laboratorios e, as vezes,
artefatos introduzidos pela propria técnica (LABRO, 2000).

Uma questdo importante a ser considerada ¢ com relagdo as diferengas da metodologia
utilizada em nosso estudo, quando comparadas as dos autores que verificaram inibicdo da
produg¢do de EROs, induzida pela claritromicina. Em alguns deles houve incubagdo dos
farmacos com as células de interesse, in vitro ou ex vivo (ABDELGHAFFAR; VAZIFEH;
LABRO, 1997; ABDELGHAFFAR et al., 2002; JAIN et al., 2002; KADIR et al., 2000;
KADOTA et al., 1998; SUGIHARA et al., 2003; UMEKI, 1993). No protocolo utilizado por
nés, a administragdo dos farmacos foi realizada intraperitonealmente nos ratos, para a
avaliacdo da concentragdo plasmatica efetivamente responsavel pelos possiveis efeitos
adversos investigados. A avaliagao do burst e fagocitose foi feita apos a colheita do sangue
dos animais e apenas a estimulagdo com fMLP e PMA foi ex vivo, fato que pode ter sido fonte
de resultados controversos em relagao aos trabalhos citados.

Para avaliagdo da atividade do burst, os trabalhos de Abdelghaffar; Vazifeh; Labro
(1997), Abdelghaffar e colaboradores (2002), Jain e colaboradores (2002), Kadir e
colaboradores (2000), Kadota e colaboradores (1998), Sugihara e colaboradores (2003) e
Umeki (1993) utilizaram técnicas como ensaio de reducdo do citocromo ¢ ou
quimioluminescéncia por luminol/lucigenina, que avaliam a liberacio de EROs no meio

extracelular. A citometria de fluxo, utilizando diferentes sondas, avalia a medida da difusdo
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intracelular de EROs. A dihidrorodamina-123 (DHR-123), sonda fluorescente utilizada em
nosso trabalho para detec¢do das EROs, atravessa livremente a membrana das células e, apds
oxidacdo a rodamina-123, emite fluorescéncia. Como DHR liga-se as membranas celulares e
mitocondriais, o sinal fluorescente detectado ¢ intracelular e responsivo a presenca especifica
de H,O, (ELBIM; LIZARD, 2009). Estudos de Wenisch et al. (1995) e Wenisch et al. (1996)
avaliaram a atividade do burst oxidativo e fagocitose de neutrofilos usando citometria de
fluxo para determinar o efeito do tratamento antimicrobiano e verificaram que pacientes
tratados com claritromicina ndo apresentaram alteracdo na produ¢do de EROs. Estudos
semelhantes de Shirai, Sato e Chida (1995) detectaram aumento da atividade do burst
oxidativo de neutrofilos. Métodos como quimioluminescéncia e testes de reducdo do
nitrobluetetrazolium exibem ampla variacdo intra e interensaios e t€ém sido considerados de
baixa precisao (WENISCH et al., 1996).

Outro ponto a ser considerado ¢ a relacdo entre concentragdo plasmatica e/ou
intracelular dos macrolideos e a capacidade fagocitaria dos PMNs e producdo de espécies
reativas de oxigénio. Os trabalhos citados (ABDELGHAFFAR; VAZIFEH; LABRO, 1997;
ABDELGHAFFAR et al., 2002; JAIN et al., 2002; KADIR et al., 2000; KADOTA et al.,
1998; SUGIHARA et al., 2003; UMEKI, 1993) tiveram controle da concentra¢do do fairmaco
responsavel pela inibi¢do in vitro da geragao de EROs pelo neutréfilo, visto que a incubagao
dos farmacos foi realizada diretamente com as células. Nosso trabalho avaliou apenas a
concentragdo plasmatica dos farmacos, ndo tendo resultados referentes a concentracao
intracelular. Estudos de Wenisch et al. (1996) relataram que o grau de concentragdo
intracelular de um antimicrobiano no fagdcito ndo necessariamente correlaciona-se com a
atividade intracelular do farmaco. Devem ser consideradas a penetragdo e sua localizacao

intracelular.
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Viérios fatores influenciam a atividade dos antibidticos in vivo. E importante
considerar a susceptibilidade do agente infeccioso, o perfil de concentragdo do farmaco no
plasma, em outros fluidos corporais e nos tecidos, e também o sitio de infec¢do, em relagao ao
regime de dosagem (BAKKER-WOUDENBERG et al., 2005). Amsden (2001) relata que ha
o aumento ou reducdo da concentragdo do fdrmaco nos fagdcitos ¢ diretamente proporcional
as concentragdes séricas. O autor aponta também que estudos de susceptibilidade in vitro nao
refletem as concentragdes do antibidtico as quais o patdogeno € exposto no local da infec¢ao
uma vez que ele é fagocitado pelo sistema imune. Outra desvantagem de determinagdes in
vitro da concentragdo minima inibitdria é que os testes ndo consideram a atividade inerente do
plasma, que pode causar alteragdes em seus valores.

Outra questdo reside na inversio da propor¢do entre células mono e
polimorfonucleares. O nimero aumentado de leucocitos polimorfonucleares poderia justificar
o aumento da a¢do funcional dos neutréfilos, ou seja, do burst oxidativo. Todos os fatores
citados podem se relacionar aos dados controversos apresentados na literatura em relagdo aos
efeitos da claritromicina sobre o burst oxidativo de neutrofilos.

Citocinas proinflamatorias sdo importantes mediadores da inflamagdo e os antibidticos
macrolideos exercem efeitos antiinflamatorios através da inibicdo da produgdo destas
citocinas por meio de modulagdo e ativagdo 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-q., 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 concentragdes séricas proximas de 10 pg/mL, em que o fator
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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 concentragdes
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 10 pg/mL.

Os macrolideos inibem a producdo de secrecdo purulenta, que ¢ causa de maior
morbidade e mortalidade de pacientes com inflamag¢ao cronica das vias aéreas. Eles inibem as
moléculas de adesdo, que permitem o extravasamento de neutrédfilos, e reduzem o acimulo
dos neutrofilos nas vias aéreas pela inibicdo da expressdo de citocinas proinflamatérias, como
IL-1, IL-8 e TNF-a (TAMAOKI; KADOTA; TAKIZAWA, 2004). Sugiyama e colaboradores
(2007) pesquisaram o efeito de claritromicina sobre a producdo de citocinas pelas células
dendriticas e células T e verificaram que o firmaco inibiu a produgdo de IL-2 e IL-6, que
causa supressao da ativacdo de células B, melhorando o status da doenga pulmonar. Além
disso, houve aumento da producdo de IL-10, a qual tem a propriedade de inibir a producao de
IL-2, IL-8 e TNF-o, que sdo citocinas pro-inflamatérias. De forma similar, Mukae e
colaboradores (2010) verificaram que infec¢des por Pseudomomas aeruginosa alteram as
fungdes das células dendriticas e que os macrolideos funcionam como agentes
antiinflamatérios modulando as fungdes destas células por reduzirem a producdo de IL-6, IL-
12 e TNF-o.

A reducdo de neutrofilos nas vias aéreas dos pacientes também leva a reducdo da
liberacdo de leucotrieno B4 e enzimas dos granulos, como B-glicuronidase, hidrolase e
lisosima, além da redu¢do da produgdo de espécies reativas de oxigénio, que podem causar

lesao tecidual (DIEP et al., 2010). Assim, os macrolideos diminuem o niumero de infecg¢des
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das vias aéreas ndo somente por seus efeitos diretos sobre bactérias, mas também por sua
habilidade em diminuir a inflamagao (YANAGIHARA et al, 1997).

A secregdo de citocinas, como interleucinas, fatores de crescimento, interferons e
fatores de necrose tumoral, ¢ feita por leucocitos e outros tipos celulares. Elas promovem
tanto estimulagdo como inibi¢ao da hematopoese (SOCOLOVSKY et al., 1998). Portanto, os
efeitos dos medicamentos macrolideos relacionados a atividade antimicrobiana, somados ao
seu envolvimento na producdo e liberagdo de varias citocinas, por seu mecanismo
imunomodulatério, podem afetar a regulacdo da hematopoese. Esta ¢ mediada por uma gama
de citocinas, promovendo alteragdes na produgdo e liberagdo das células sanguineas, tanto da
medula 6ssea para o sangue periférico como deste para os tecidos, em um padrao dependente
da concentragdo plasmatica dos farmacos e do regime de dosagem, o qual determina o tempo
de acdo do farmaco sobre as células sangiiineas.

Nao verificamos nenhum relato na literatura sobre a fun¢do dos neutrofilos quando
ratos sdo tratados com a associagdo clofazimina e claritromicina. Verificamos que o burst
oxidativo foi maior nesses animais do que naqueles tratados com os farmacos em
monoterapia, o que sugere um efeito sinérgico de ag¢do antimicrobiana, ja que ambos os
farmacos possuem a capacidade de se acumular nos fagdcitos. Ainda sdo necessarios estudos
para elucidar os possiveis mecanismos relacionados a estes efeitos, Como a politerapia tem
sido recomendada no tratamento da hanseniase (BRASIL, 1999) e de infec¢des pelo
complexo Mycobacterium avim (FIELD; COWIE, 2003), nossos dados podem contribuir para

estudos sobre os efeitos relacionados a estas terapias.

5.2.4 Par ametr os hemostéticos
Nao foram observadas alteragdes na contagem de plaquetas e nem nos tempos de

protrombina (TP) e tromboplastina parcial ativada (TTPA) quando os ratos foram tratados
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com os farmacos, em monoterapia ¢ em politerapia, em ambos os regimes de dosagem
(Figuras 38, 39 e 40). Wallace, Brown e Griffith (1995) relataram aumento do TP em apenas
1% de pacientes adultos utilizando claritromicina. Apesar dos estudos de Paina, Queiroz e
Souza (2008) terem verificado aumento no TP e TTPA em ratos tratados com claritromicina,
no presente trabalho foram utilizados ratos SPF, diferentes regimes de dosagem e a
metodologia utilizada para determina¢do do TP e TTPA naquele trabalho foi manual e neste,
automatizada.

Os fatores VII e X (respectivamente, Figura 41-B ¢ Figura 42-B) tiveram suas
atividades aumentadas nos animais tratados com CRT e CFZ + CRT em regime de dose
multipla, o que evidencia que a cascata da coagulacdo estd mais ativada na presenca dos
farmacos.

Millrose e colaboradores (2008) estudaram os efeitos dos macrolideos sobre as células
endoteliais e verificaram efeito citotoxico sobre estas células. O endotélio desempenha papel
fundamental para a interacdo com leucdcitos e plaquetas, expressando varios antigenos em
sua superficie para permitir o recrutamento e a migragdo de leucocitos para o local de
inflamacdo. Lanbeck, Odenholt e Riesbeck (2004) tém relatado que os macrolideos induzem
flebite quando ha infusdo dos farmacos e sdo citotoxicos para as células endoteliais. A
patogénese da flebite de infusdo ndo esta clara, mas a toxicidade quimica parece levar a
inflamacao através da expressao de ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular) e subsequente
trombose. Segundo van de Stolpe ¢ van der Saag (1996), TNF-q, entre outras citocinas,

aumenta a expressdo de ICAM-1 através do fator nuclear-kB. Entretanto, um dos efeitos dos
macrolideos ¢ a inibigdo da expressao de citocinas proinflamatdrias, como TNF-oo (MUKAE
et al.,, 2010; SUGIYAMA et al., 2007, TAMAOKI; KADOTA; TAKIZAWA, 2004).
Zimmerman e colaboradores (2001) verificaram o desenvolvimento de tromboflebite em

varios pacientes no local da infusdo com claritromicina.
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Como se vé, as interagdes existentes entre farmacos, endotélio e citocinas, no que se
refere aos mecanismos pré e antiinflamatérios, sdo complexas. O aumento da atividade dos
fatores poderia estar ligado a lesdo endotelial causada pelo farmaco, relacionada a ocorréncia
de tromboflebite por infusdo do antibiotico. No entanto, novos estudos sdo necessarios para
elucidar os mecanismos patobioquimicos envolvidos, principalmente no que se refere ao
efeito de aumento da atividade dos fatores VII e X em ratos tratados com a politerapia CFZ +

CRT.

5.2.5 Par ametr os bioquimicos

A andlise estatistica dos niveis plasmaticos de gama-glutamiltransferase (y-GT)
(Figura 43) e de bilirrubinas total (Figura 44) e direta (Figura 45) revelam que houve grande
dispersdao dos dados em torno das medianas. Este fato pode explicar a auséncia de diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos tratados e controle.

Segundo Motta (2003), por estar presente em grandes quantidades no reticulo
endoplasmatico liso, a atividade de y-GT ¢ susceptivel a aumento induzido por farmacos,
inclusive os antimicrobianos. De acordo com Wilkinson (2003), a biotransformagdo dos
farmacos ocorre no reticulo endoplasmatico, o que justificaria as alteragdes. Paina, Queiroz e
Souza (2008) verificaram aumento dos niveis de y-GT em ratos tratados com claritromicina
em regime de doses multiplas, na dose de 100 mg/kg de peso.

Alguns estudos indicaram aumento de bilirrubina total em cerca de 1% dos pacientes e
disfungdo hepatica, inclusive colestase, naqueles que receberam claritromicina (CASSELL;
DRNEC; WAITES, 1991; POIRIER, 1991). Motta (2003) e Chambers (2003) postulam que a
eritromicina, um analogo estrutural da claritromicina, estd entre os firmacos envolvidos com
a inducdo de colestase que, segundo Balistreri e Rej (1998), ¢ caracterizada pelo aumento de

bilirrubina conjugada, pela secre¢do diminuida nos canaliculos ou drenagem reduzida.
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Vérios macrolideos tém demonstrado provocar elevagdo de enzimas hepaticas.
Embora os mecanismos envolvidos ndo sejam bem esclarecidos, € possivel que estejam
envolvidas reagdes toxicas e hipersensibilidade. Entretanto, claritromicina, fluritromicina,
roxitromicina, miocamicina, josamicina ¢ midecamicina apresentam baixo potencial

hepatotoxico (ZHANEL et al., 2001).



6. CONCLUSOES
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6.1 Pilotos

6.1.1 Concentracdo plasmética dos farmacos. estabelecimento do regime de doses
multiplas

Nao houve diferengas significantes nas concentragdes plasmaticas dos farmacos nos
esquemas terapéuticos estabelecidos para o regime de doses multiplas. O esquema terapéutico
utilizado, em regime de doses multiplas, foi administragdo dos farmacos a cada 12 horas

durante 4 dias consecutivos e a coleta de sangue apods 12 horas da ltima dose.

6.1.2 Ensaio piloto de anestésicos

Os anestésicos ketamina, na concentracao de 84 mg/kg e xilazina, na concentragdo de
9 mg/kg associados ndo afetaram os numeros dos leucécitos totais, polimorfonucleares e
c¢lulas mononucleares, o que viabilizou a utilizacdo dos anestésicos nos procedimentos de

coleta de sangue.

6.2 Experimentos

6.2.1 Variagao de peso dos animais em regime de dose multipla
Clofazimina e claritromicina, administradas em mono ou politerapia, em regime de

doses multiplas, provocaram perda de peso significativa nos ratos.

6.2.2 Concentracdo plasmatica dos far macos

Nao houve diferengas entre as concentragdes plasmaticas dos farmacos administrados
em monoterapia, em relacdo ao esquema de politerapia. As concentragdes de ambos o0s
farmacos, em regime de doses multiplas, foram menores quando comparadas ao regime de

dose tnica.
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6.2.3 Par ametr os hematol 6gicos

Claritromicina, em mono ou politerapia, provocou aumento do numero de leucécitos,
em dose Unica, aumento de células polimorfonucleares ¢ reducdo do numero de células
mononucleares, em ambos os regimes de dosagem. Os farmacos parecem inverter a
proporg¢do entre células mono e polimorfonucleares.

Houve aumento da atividade de burst oxidativo de neutréfilos nos ratos tratados com
clofazimina e claritromicina, em monoterapia, no esquema de dose multipla. Este aumento foi

mais evidente quando os farmacos foram administrados em regime de politerapia.

6.2.4 Par metr os hemostaticos
Os ratos que receberam claritromicina em mono ou politerapia, em doses multiplas,

tiveram aumento significativo da atividade dos fatores VII e X da coagulagdo sanguinea.

6.2.5 Par @metr os bioquimicos
Os niveis plasmaticos de gama-glutamiltransferase e de bilirrubinas total e direta
variaram largamente, o que pode explicar a auséncia de diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos tratados e controle.

Concluindo:

¢ Clofazimina e claritromicina provocaram alteracdes em parametros hematologicos e
hemostaticos, nos esquema de monoterapia e politerapia.

¢ A determinagcdo dos valores de concentragdo plasmatica foi essencial para o
estabelecimento de sua correlacio com os efeitos adversos observados nos diferentes
esquemas de tratamento.

¢ A utilizagdo de ratos SPF foi fundamental para a realizagdo deste estudo, pois permitiu o

uso de menor nimero de animais e determinou maior confiabilidade nos resultados.
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Par ecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus de Ribeirdo Preto

Comissdo de Etica no Uso de Antinais

CERTIFICADO

Certificamos que o frabalho (Protocolo n® 05.1.297.53.0), intitulado:
"Alteragdes Hematoldgicas e Hemostaticas Induzidas pela Clofazimina e Claritromicina,
em Monoterapia e Associagao, em Ratos", de autoria de Flavia Aparecida Paina, por
estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeiréo Preto — USP
foi aprovado em reunido da CEUA de 03.05.05.
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