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Correlacdo entre dose/concentragdo plasmatica e avaliagéo de
alteracOes hepaticas e renais em ratos Wistar tratados
com o esquema ROM

Correlation between dose/plasma concentration and assessment of hepatic
and renal changes in Wistar rats treated with the ROM scheme

Wilson Roberto Malfaral, Sérgio Akira Uyemura! e Regina Helena Costa Queir oz*

RESUMO

Ahanseniase, doenca cronica, granulomatosa, infecto-contagiosa, transmitida pelo Mycobacterium leprae, ainda se mantém
prevalente nos dias atuais, principalmente em paises subdesenvolvidos e a sua forma paucibacilar com lesdo Unica, vem
sendo tratada através da administragdo de rifampicina (600mg), ofloxacina (400mg) e minociclina (100mg), em dose
Unica (esquema ROM). Assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a correlagdo dose/concentragdo plasmatica versus
alteracdes bioguimicas na administragéo da rifampicina, ofloxacina e minociclina a ratos machos Wistar, em regime de
dose Ginica em mono e politerapia. Concluimos que a rifampicina e a ofloxacina sofreram um aumento na concentracdo
plasmética quando administrados em politerapia, enquanto que a minociclina sofreu uma reducdo, provavelmente por
interferéncias na biotransformacdo e excrecdo. Constatamos através das analises bioquimicas que a rifampicina
provavelmente é a responsavel por alteragdes hepaticas e renais, e que as interacdes medicamentosas envolvendo o farmaco
exigem estudos individualizados principalmente quando o farmaco é usado associado a ofloxacina e minociclina.

Palavras-chaves: Esquema ROM. Concentragdo plasmatica. Alteracfes hepaticas e renais.

ABSTRACT

Leprosy, a chronic granulomatous infectocontagious disease transmitted by Mycobacterium leprae, continues to be prevalent
today, especially in underdeveloped countries and its paucibacillary form with a single lesion is being treated with rifampicin
(600mg), ofloxacin (400mg) and minocycline (100mg) administered as a single dose (ROM scheme). Thus, the objective of
the present study was to investigate the dose/plasma concentration correlation versus biochemical changes occurring in
male Wistar rats receiving a single dose of rifampicin, ofloxacin and minocycline in mono- and polytherapy. Rifampicin
and ofloxacin showed an increased concentration in plasma when administered in polytherapy, whereas minocycline was
reduced, probably due to interference with its biotransformation and excretion. Biochemical analyses showed that rifampicin
is probably responsible for hepatic and renal changes and that the medicamentous interactions involving the drug require
individualized studies, especially when the drug is associated with ofloxacin and minocycline therapy.

Key-words: ROM scheme. Plasma concentration. Hepatic and renal changes.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo (multibacilares) sem tratamento. Estudos mostram que grande
Mycobacterium leprae, bacilo que atinge pele e nervos e causa parte da populagdo é resistente a doenga, entretanto pode-se
sérias incapacidades fisicas e sociais quanto mais tardio for o garantir que a doenca encontra-se em expansdo quando muitas
seu diagndstico e tratamento. O contagio se da através do contato pessoas sao atingidas, em especial as criangas, e quando aparecem
entre individuos sadios e casos contagiantes da doenca doentes com incapacidades fisicas no momento do diagndstico™.
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O Brasil detém o segundo lugar no mundo, em nimero
absoluto de casos (77.676 casos) e indice de deteccdo
considerado muito alto (2,41/10.000 — 41.070 casos novos).
Contudo, acredita-se que a eliminacdo possa ser alcangada até
0ano de 2005, pois os estados que tem possibilidade de alcangar
ameta em curto e médio prazos detectam 46% dos casos novos
e concentram 80% da populacéo brasileira* 22

Em 1999, a Area Técnica de Dermatologia Sanitaria instituiu
novo Comité Assessor para a area de hanseniase, atualizando
todas as normas técnicas, com indica¢do de novos Centros de
Referéncia, além de instrugdes normativas que recomendam
esquemas terapéuticos para pacientes multibacilares, que
consiste em 12 doses mensais supervisionadas de rifampicina
(RFP 600mg) associada a clofazimina (300mg), associado a
doses diarias de dapsona (100mg) e clofazimina (50mg).
Recentemente, como tratamento alternativo tem-se o esquema
ROM (rifampicina+ofloxacina+minociclina), administrado em
dose Unica a pacientes paucibacilares com leséo Unica, podendo
ainda, ser utilizado para a doenca na forma multibacilar, na
impossibilidade do paciente utilizar a clofazimina’***. Mesmo
com a possibilidade de utilizacdo do esquema ROM para
multibacilares, no Brasil o esquema foi preconizado apenas para
0s casos paucibacilares com leso Unica.

Mane et al*? concluiram eficacia com relagdo ao esquema
ROM em pacientes pauci e multibacilares, evidenciada por uma
diminuicdo significativa da atividade do M. leprae. Uma eficacia
comprovada também foi observada com relagdo a presenca de
granulomas e bacilos, que foram significativamente reduzidos
apos a terapia®.

Apesar das constatacBes da efetividade do esquema ROM,
ndo existem estudos em relagdo a possiveis alteraces hepéticas
e renais que a associacdo dos fArmacos possa resultar, fato que
pode contribuir principalmente onde a terapia é indicada como
alternativa a pacientes impossibilitados de utilizar a clofazimina,
sendo administrada durante 24 meses, sendo rifampicina
(600mg) associada a ofloxacina (400mg) e a minociclina
(100mg), em doses mensais supervisionadas®.

A rifampicina € um potente indutor do citocromo P450
hepatico e intestinal e da Gly-P do sistema de transporte, 0 que
resulta em numerosas interagdes medicamentosas clinicamente
significativas, incluindo intera¢es com ciclosporina,
glicocorticoides, cetoconazol ou itraconazol, inibidores da
protease relativos ao HIV, zidovudina, nifedipina e midazolam®.

Segundo Royer®, as fluoroquinolonas ndo demonstram
efeitos adversos severos, estando estes, mais relacionados a
reacOes de hiperssensibilidade, destacando-se alteragdes
cutaneas, reagOes anafilaticas e faléncia renal.

Ruef e Blaser®® ressaltam como drgdos alvo para reagdes
adversas a quinolonas o figado e rins sendo porém, reagdes raras
de observacdo. Aumento transitdrio na aspartato-aminotransferase
e fosfatase alcalina podem ser observadas com todas as
fluoroquinolonas, com relato de um caso de insuficiéncia renal
aguda relacionada a ofloxacina, e aumento na creatinina e uréia
em alguns pacientes. As fluoronoquinolonas sdo potentes
inibidores de isoenzimas hepéticas do citocromo P450.
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Krause® descreve algumas reac@es irritativas gastrintestinais
em pacientes que usam a minociclina e que as reacdes adversas
sdo semelhantes as outras tetraciclinas, e faz um alerta quanto a
necessidade de monitorizacdo de enzimas hepaticas e renais. Como
a minociclina é eliminada completamente pelo figado e via biliar,
0 que pode acelerar a sua eliminagdo quando associada a agentes
que induzem enzimas hepaticas.

Bocker et al* constataram que a minociclina aumentou 0s
niveis de aspartato amino-transferase (AST), uréia e bilirrubina
em camundongos tratados com duas doses. Observaram ainda
que, em animais tratados previamente com fenobarbital
(indutor enzimatico), os niveis dos trés parametros foram ainda
maiores.

Min et al*® relataram um caso de faléncia hepética aguda
associada com minociclina administrada por via oral durante
quatro semanas. Concluiram que a causa teve origem
idiossincrética, onde se observou alterages hepaticas e
prolongamento do tempo de protrombina (TP), sugerindo dano
hepatocelular.

Lawrenson et al** evidenciaram também casos de
hepatotoxicidade associada ao uso de minociclina, relacionados
areag0es de hipersensibilidade, que ocorreram dentro de poucas
semanas.

A'interacdo entre fArmacos representa um papel importante
na terapia farmacoldgica, sejam essas intera¢des de origens
farmacodindmicas ou farmacocinéticas, representando uma
grande fonte de problemas clinicos®.

Amodificacdo dos efeitos farmacoldgicos por interacdo entre
farmacos pode ser no sentido de aumentar ou diminuir a eficacia
terapéutica, da mesma maneira pode acentuar ou atenuar 0s
efeitos indesejéveis. Podem aparecer também efeitos totalmente
novos, diferentes dos observados com quaisquer dos farmacos
utilizados isoladamente ou pode ndo ocorrer nenhuma
modificacdo no efeito final, apesar da cinética e do metabolismo
de um ou ambos terem sido alterados.

Assim, o presente trabalho objetiva investigar a correlagdo
entre dose administrada versus concentracdo plasmatica dos trés
farmacos componentes do esquema ROM, administrados a ratos
machos Wistar, no esquema de dose Unica em monoterapia
(farmacos isolados) e politerapia (farmacos associados — esquema
ROM), seguido de avaliacdo de possiveis alteragdes hepaticas e
renais através da investigacdo de pardmetros bioquimicos.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados 5 grupos (n=8) de ratos machos
jovens, linhagem Wistar, que receberam intraperitonealmente
os farmacos solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), em
regime de dose Unica (Grupo cont), grupo rfp100, que recebeu
500mL de rifampicina 100mg/kg em DMSO, grupo oflx80, que
recebeu 200mL de ofloxacina 80mg/kg em DMSO, grupo
mino20, que recebeu 200mL de minociclina 20mg/kg em DMSO
e grupo rom, que recebeu 100mg/kg de rifampicina associada a
80mg/kg de ofloxacina e a 20mg/kg de minocilina em 900pL de
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DMSO. Duas horas ap6s o tratamento, 0s animais foram anestesiados
com éter etilico, e 0 sangue foi colhido da aorta e utilizado para
determinagéo da concentracdo plasmética dos farmacos e para
determinagdo dos parametros bioquimicos. Os animais foram
eutanasiados logo em seguida da colheita do material.

Procedimentos analiticos. Anélise da rifampicina,
ofloxacina e da minociclina em plasma de ratos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia: os farmacos foram
quantificados através de CLAE, onde desenvolveu-se e validou-
se metodologias analiticas especificas aplicaveis para o estudo
em questéo.

Pardmetros bioquimicos. Os parametros bioquimicos

comparagéo multipla entre os grupos utilizando ANOVA (Tukey-
Kramer). O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.

RESULTADOS

AFigura 1 ilustraa comparagao da rifampicina 100mg/kg isolada
(Grupo rfp100) com a mesma associada com ofloxacina e
minociclina ( Grupo ROM), evidenciando um aumento significativo
na concentracgdo plasmatica do farmaco no grupo ROM. O mesmo
aumento foi observado com a ofloxacina 80mg/kg isolada

analisados no presente trabalho foram quantificados por técnicas 140 *

analiticas automatizadas utilizando o auto-analisador ABBA-VR da £ - | 77

marca Abbott e reagentes da marca Labtest®, sendo: bilirrubina o

total e direta pelo método colorimétrico, segundo Sims & Horn?®, g 100 1

fosfatase alcalina (ALP) pelo método cinético-enzimatico § 80

otimizado, aspartato-aminotransferase (AST) e alanina- o

aminotransferase (ALT) pelo método cinético-enzimatico % 607

otimizado, gama-glutamiltransferase (GGT) pelo método cinético- § 40

enzimatico, uréia pelo método cinético-enzimatico, creatinina pelo § 20 - .

método cinético-colorimétrico, proteinas totais pelo método 77 .
0 % /| |7 ZI, !

colorimétrico do biureto® e albumina pelo método colorimétrico
do verde-bromocresol® e amilase pelo método CNPG3E,

Analise estatistica. Os grupos tratados foram comparados
a seus respectivos controles através de metodologia néo-
paramétrica para mais de duas amostras independentes (Teste
de Kruskal-Wallis), e metodologia paramétrica através de

RFP 100 ROM OFLX 80 ROM MINO 20 ROM

Grupos * p<0,05.
Figura 1 - Comparagcao das concentracdes plasmaticas da rifampicina
100mg/kg, ofloxacina 80mg/kg e minociclina 20mg/kg (rfp100, ofIx80
e mino20) administradas de forma isolada, com as respectivas formas
associadas (ROM).

Tabela 1 - Valores dos parametros hepaticos e renais em animais que receberam rifampicina 100mg/kg, ofloxacina 80mg/kg e minociclina 20mg/kg em
esquema de mono e politerapia (ROM).

Parametros hepaticos e renais Controle (n=8) Rifampicina 100mg/kg (n=8)  Ofloxacina80mg/kg(n=8)  Minaciclina20mg/kg(n=8) ROM(n=8)
(mediana) (mediana) (mediana) (mediana) (mediana)
(minimo/méximo) (minimo/méximo) (minimo/méximo) (minimo/méximo) ~ (minimo/maximo)
Aspartato aminotransferase (U/L) 135,09 389,80 * 120,73 137,18 235,50
(130,0-141,7) (166,7-458,2) (90,0-180,2) (115,6-218,5) (120,9-341,0)
Alaninaaminotransferase (U/L) 51,21 91,48 * 66,09 46,13 57,64
(46,7-59,0) (66,5-107,6) (52,3-70,7) (39,4-60,5) (48,1-89,5)
Bilirrubibna total (mg/dL) 0,32 1,61* 0,37 0,42 1,06*
(0,30-0,36) (0,81-1,94) (0,33-0,44) (0,29-0,63) (0,76-1,57)
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,16 0,93* 0,22 0,15 0,63*
(0,12-0,20) (0,51-1,12) (0,17-0,30) (0,09-0,36) (0,42-1,00)
Gamaglutamiltransferase (U/L) 8,57 7,84 7,08 6,12 7,87
(6,5:9,7) (5,78-8,76) (7,95-9,12) (5,1-87) (6,4-8,9)
Fosfatase alcalina(U/L) 389,44 280,90 453,20 365,57 421,48
(327,7-469,3) (215,0-420,6) (343,9-581,7) (231,1-451,4) (241,2-580,9)
Proteinas totais(g/dL) 6,28 5,40 6,27 585 6,22
(5,97-6,46) (4,73-5,60) (5,85-6,80) (5,31-6,41) (5,90-6,62)
Albumina (g/dL) 331 2,25 3,40 317 3,77
(3,10-3,37) (1,72-2,83) (3,35-4,15) (2,85-3,55) (3,25-4,00)
Amilase (UL) 1448,7 1380,3 1589,3 13938 1601
(1384,3-1481) (1092-1519) (1391-1796) (1103-1550) (1301,5-2028)
Uréia (mg/dL) 52,30 81,85* 62,89 54,48 60,25
(46,23-58,05) (57,71-104,25) (53,67-69,68) (47,08-62,72) (45,61-77,32)
Creatinina (mg/dL) 0,505 0,855* 0,50 0,40 0,62
(0,45-0,52) (0,660-1,05) (0,44-0,52) (0,36-0,53) (0,55-0,72)

* p<0,05 em relagéo ao controle
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Figura 2 - Comparacao dos parametros relacionados a alteragbes hepaticas através de concentragles séricas de
bilirrubina direta (A), bilirrubina total (B), AST (C) e ALT (D), entre animais que receberam DMSO (Cont.) com
100mg/kg de rifampicina (rfp100), 80mg/kg de ofloxacina (ofIx80), 20mg/kg de minociclina (mino20) e os trés

farmacos associados nas mesmas concentragdes (ROM).

comparada com a mesma associada a rifampicina e a minociclina.
Contrariamente ao que ocorreu com a rifampicina e com a
ofloxacina, observou-se com a minociclina isolada comparada
com a associada com rifampicina e ofloxacina, uma redugéo dos
niveis plasmaticos do farmaco.

A Tabela 1 representa os valores de todos 0s pardmetros
analisados expressos como mediana, com seus respectivos
valores minimos e maximos, onde se observa diferencas
estatisticamente significativas nos parametros representados nas
Figuras 2 e 3.

A Figura 2 ilustra a comparacdo entre 0s pardmetros para
avaliacdo de dano hepatico, que ofereceram resultados
estatisticamente significativos: bilirrubina direta (A), bilirrubina total
(B),AST (C) e ALT (D), observando-se um aumento nos niveis séricos
em todos os parametros quando se administrou a rifampicina e
elevacdo de hilirrubina direta e total, no esquema associado.

A Figura 3 ilustra a comparagdo entre 0s parametros para
avaliacdo de dano renal, que ofereceram resultados estatisticamente
significativos: uréia (A) e creatinina (B), observando-se um aumento
nos niveis séricos em ambos, quando se administrou a rifampicina.

DISCUSSAO

A relagdo dose-efeito ou a relagdo concentragéo plasmatica-
efeito sdo elementos basicos na farmacologia experimental.
Contudo, na farmacologia clinica a demonstracao destas relacdes
é dificil. Para alguns farmacos, a relacdo dose-efeito varia
consideravelmente entre os pacientes e esta alta variabilidade é
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Figura 3 - Comparacéo dos parametros relacionados a alteracdes renais
através de concentragBes séricas de uréia (A) e creatinina (B), entre
animais que receberam DMSO (Cont.) com 100mg/kg de rifampicina
(rfp100), 80mg/kg de ofloxacina (ofIx80), 20mg/kg de minociclina
(mino20) e os trés farmacos associados nas mesmas concentracdes (ROM).



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 38(2):167-172, mar-abr, 2005

principalmente o resultado de uma pobre aderéncia do paciente
ao regime de dosagem ou diferencas na farmacocinética,
particularmente na absorcao e eliminag&o. Portanto, em algumas
terapias € importante ajustar a dose para se atingir o efeito
terapéutico desejado sem correr o risco de toxicidade®®.

No presente trabalho, tem-se especificamente o interferente
variabilidade bioldgica inerente a qualquer ser vivo. A relacdo entre
dose administrada e concentracdo plasmatica, entdo, torna-se
instrumento valioso para se eliminar interferentes que antecedem
o efeito propriamente dito, ou seja, trabalha-se com a concentragéo
efetivamente responséavel pelo efeito ou alteragéo observados.

Para se correlacionar a dose administrada com concentracao
plasmética, usamos a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Apbs a validacdo da metodologia, realizou-se a dosagem de
concentragdo plasmatica dos grupos que receberam rifampicina
100mg/Kg (rfp100), ofloxacina 80mg/kg (oflx80) e minociclina
20mg/kg (mino20) isolados, que foram comparados com os farmacos
associados (ROM). Observa-se pela Figura 1 que as concentragdes
plasméticas da rifampicina e da ofloxacina aumentaram e que
inversamente, a concentragdo plasmatica da minociclina diminuiu.
Tal observacao pode ser explicada pelas diferencas de velocidade
nos processos farmacocinéticos e farmacodindmicos ou até mesmo
por uma interferéncia na biotransformagéo da mesma, ou seja,
quando a rifampicina foi associada a ofloxacina e a minociclina, a
sua concentragdo plasmatica aumentoul.

Diferencas interindividuais na oxidacéo de farmacos vém
sendo referenciadas como fonte de maior importancia na
variabilidade da farmacocinética de farmacos, pois esta
oxidacdo €é catalisada por enzimas do citocromo P450
(CYP450) e a atividade de metabolizacdo de farmacos através
CYP é determinada por fatores que variam de individuo para
individuo, como a disposicdo genética, fatores ambientais e
fatores constitucionais® O envolvimento de isoformas
especificas do CYP na biotransformacdo dos farmacos em
questdo, além de um provavel envolvimento da glicoproteina-
P (GLY-P), podem explicar os fatos observados. Logicamente
estas sdo suposicfes que exigem maiores estudos para a
conclusdo completa da questdo, mas isso também ressalta a
grande importéncia da relacdo de efeito ou provaveis
alteragOes, com a concentragéo plasmatica e ndo com a dose
administrada, o que facilita o entendimento de alguns
processos eliminando interferéncias significativas.

Com relacdo as alteragBes hepaticas, observa-se um aumento
nos niveis séricos de bilirrubinas direta e totais, AST e ALT nos
animais que receberam a rifampicina isoladamente (rfp100),
(Figura 2A, B, C e D), e aumento também nos niveis séricos de
bilirrubinas direta e totais, quando administrou-se 0s trés
farmacos associados (rom), (Figura 2A e B). Acreditamos pelos
resultados obtidos que a rifampicina é a provavel responsavel
por essas alteragdes, como constatado por Sodhi et al?® 2,

Da mesma forma, observa-se um aumento nos niveis
séricos de uréia e creatinina, nos animais que receberam a
rifampicina isolada (rfp100) comparando-a com o0 grupo
controle (Figura 3A e B).

Nos outros parametros avaliados (amilase, fosfatase alcalina,
proteinas totais, albumina e gamaglutamil-transferase), néo
observamos alteragdes estatisticamente significativas (Tabela 1).

Assim, com tais constatacdes, concluimos que na administragéo
do esquema ROM, tem-se uma elevagdo na concentragdo plasmatica
da rifampicina e da ofloxacina, diferindo da minociclina que
sofreu uma reducdo dos seus niveis plasmaticos, devido
provavelmente a uma interferéncia nos processos de
biotransformacdo e excregdo dos farmacos. Ainda, ratificando
os dados da literatura?® 2, concluimos que a rifampicina pode
causar danos hepaticos e renais, 0 que na clinica pode ser de
fundamental importancia principalmente quando se administra
o farmaco na associacdo com a ofloxacina e minociclina, e que
as mesmas ndo demonstraram alterac@es significativas nos
pardmetros hepéticos e renais avaliados, sugerindo que a
probabilidade de tais farmacos induzirem alteracfes hepéticas
e renais, pode estar relacionada a reaces de hipersensibilidade,
segundo Royer* e Lawrenson et al'.
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