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Alteracoes hematologicas, hemostaticas e bioquimicas induzidas
pela clofazimina e claritromicina, em doses
tnica e multiplas, em ratos

Hematological, hemostatic and biochemical alterations induced
by clofazimine and clarithromycin, in single
and multiple doses, in rats

Flavia Aparecida Paina', Regina Helena Costa Queiroz' e Ana Maria de Souza'

RESUMO

Claritromicina e clofazimina tém sido utilizadas no tratamento da hanseniase, tuberculose e infeccdes causadas pelo complexo Mycobacterium
avium. Como os dados sobre a toxicidade de esquemas terapéuticos que incluem estes firmacos sdo escassos, este estudo teve como objetivo
determinar os efeitos adversos destas terapias, por meio da avaliagio dos parametros hematolégicos, hemostiticos e bioquimicos. Os firmacos foram
administrados em ratos machos Wistar, em monoterapia, em regime de doses tinica e miiltipla. Claritromicina provocou aumento de leucécitos mono
e polimorfonucleares. Ambos os firmacos inverteram a proporcao entre células mono e polimorfonucleares e provocaram aumento do niimero de
células polimorfonucleares e células em degeneracio. Clofazimina e claritromicina prolongaram o tempo de protrombina e claritromicina também
prolongou o tempo de tromboplastina parcial ativa. Claritromicina causou aumento de bilirrubinas total e direta e, ambos os firmacos, elevaram os niveis
plasmdticos de gama-glutamiltransferase. Portanto, clofazimina e claritromicina induzem alteracdes hematoldgicas, hemostdticas e hepticas.

Palavras-chaves: Alteragdes hematoldgicas. Clofazimina. Claritromicina. Mycobacterium avium.

ABSTRACT

Clarithromycin and clofazimine have been used to treat leprosy, tuberculosis and infections caused by the Mycobacterium avium complex. Since
there is a scarcity of data on the toxicity of therapeutic regimens that include these drugs, this study had the aim of determining the adverse effects of
these therapies, through evaluation of hematological, hemostatic and biochemical parameters. The drugs were administered to male Wistar rats, as
monotherapy, in regimens of single and multiple doses. Clarithromycin caused increases in the numbers of mononuclear and polymorphonuclear
leukocytes. Both of the drugs inverted the proportions between mononuclear and polymorphonuclear cells and increased the numbers of
polymorphonuclear cells and degenerating cells. Clofazimine and clarithromycin prolonged the prothrombin time and clarithromycin also prolonged
the activated partial thromboplastin time. Clarithromycin caused increases in total and direct bilirubin. Both of the drugs increased the plasma levels
of gamma-glutamyltransferase. Therefore, clofazimine and clarithromycin induce hematological, hemostatic and hepatic changes.

Key words: Hematological changes. Clofazimine. Clarithromycin. Mycobacterium avium.

A investigacdo de efeitos adversos provocados por firmacos é
fundamental visto que os medicamentos podem interferir em virios
mecanismos de diferenciagdo e especializacio celular, inclusive
na producio de células sangiiineas, que é finamente regulada e
representa papel relevante nas fungoes vitais do organismo.

A combinagio de clofazimina e claritromicina tem sido
utilizada no tratamento de infecgdes causadas pelo complexo

Mycobacterium avium, que sdo comuns em pacientes portadores
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)®. Além disso, ambos
os firmacos so utilizados no tratamento da hanseniase’** doenga
que, apesar de todo avanco cientifico e tecnoldgico, ainda se
mantém prevalente nos dias atuais, constituindo um problema de
satde publica no Brasil"'. Claritromicina também é utilizada em
monoterapia no tratamento de infecces do trato respiratorio e
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tem sido indicada, em esquema de politerapia, para erradicacio
do Helicobacter pylori®.

Alguns estudos tém relatado efeitos adversos provocados
por ambos os firmacos. Com relacio a claritromicina, os efeitos
mais comuns envolvem o trato digestivo, como diarréia, ndusea,
alteracdes no paladar, dispepsia e desconforto abdominal.
Podem ocorrer ainda candidiase oral, estomatite, vomitos,
flatuléncia, constipacio, descoloracdo da lingua, pancreatite e
laringismo"’”. Com menor freqiiéncia, ocorrem colestase hepdtica,
erupcoes cutaneas, ototoxicidade com surdez temporiria e
alteracdes neuroldgicas®. Foram observados ainda elevagio
dos niveis plasmdticos de aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina, lactato
desidrogenase (LDH) e/ou bilirrubina total, hepatomegalia e
distuncio hepdtica, incluindo colestase com ou sem ictericia,
em pacientes recebendo claritromicina isoladamente ou em
combinagio com omeprazol®. Foi observada ainda elevacio
da concentragio plasmdtica de creatinina em menos de 1% de
pacientes que receberam o firmaco, isolado ou combinado com
omeprazol e disfun¢do renal aguda®. Com relagio aos parimetros
hematolgicos, pesquisadores observaram prolongamento do
tempo de protrombina (TP), leucopenia e trombocitopenia em
cerca de 1% dos pacientes*. Um estudo relatou um caso fatal
de anemia apldstica induzida pelo firmaco® ao passo que em
outro foi observado aumento na contagem de plaquetas de trés
pacientes com purpura trombocitopénica idiopatica tratados
com claritromicina'®.

A clofazimina € um firmaco altamente lipofilico que se acumula
no tecido adiposo e células do sistema reticuloendotelial®. Os
efeitos adversos gastrointestinais sdo os principais limitantes
da dosagem, devido 2 deposigdo de cristais de clofazimina na
mucosa intestinal’®. Pode causar coloracdo avermelhada da
pele, suor e ldgrimas e fotossensibilidade'?. Um estudo realizado
com 45 pacientes com hanseniase tratados com clofazimina
detectou a ocorréncia de metemoglobinemia e anemia hemolitica
somente quando havia associacio da clofazimina com dapsona
e rifampicina®.

Embora os relatos sobre a eficicia sejam satisfatorios, as
informagdes sobre a toxicidade de esquemas terapéuticos que
incluam clofazimina ou claritromicina sdo escassas. Assim, neste
estudo, nos propusemos a investigar os possiveis efeitos adversos
destas terapias, em regimes de doses tinica e multipla, por meio
da avalia¢io dos parametros hematoldgicos, hemostiticos e da
fungdo hepdtica, em ratos machos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos jovens, da linhagem Wistar,
pesando entre 220 e 250g. O trabalho foi aprovado pelo Comité
de Ftica no Uso de Animais do Campus de Ribeirdo Preto (USP).
Os animais foram assim divididos: grupos controles NaCl 0,9%
e dimetilsulféxido (DMSO), grupo clofazimina nas doses de 50,
100 e 200mg/kg de peso corpdreo; grupo claritromicina nas
doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso corpéreo, em regime de

dose tinica. Para o regime de dose multipla, foi utilizada apenas a
dose intermedidria de 100mg/kg, sendo administrada, a cada 24
horas, durante 4 dias consecutivos. Os firmacos e os controles
foram administrados via intraperitoneal e a coleta das amostras
de sangue foi realizada ap6s 2 horas da administragdo, em regime
de dose tnica, e apos 24 horas da tltima dose, em regime de
dose muiltipla.

Foram avaliados os seguintes parametros hematoldgicos:
ntimero de eritrgcitos, leucdcitos e plaquetas (método manual),
concentra¢do de hemoglobina (método cianometahemoglobina
colorimétrico), hematcrito (método microhematdcrito), calculo
dos indices eritrocitométricos, formula leucocitaria (extensio
sanguinea corada com May-Griinwald/Giemsa) e contagem
de reticuldcitos (azul de cresil brilhante), em sangue total
anticoagulado com 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
A avaliacdo hemostdtica incluiu a determinagdo do tempo de
protrombina (TP)* e do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA)?, em plasma obtido de sangue anticoagulado com
citrato de sodio, utilizando kits comerciais da marca Wiener.
Na avaliacio bioquimica (perfil hepitico) foram determinados
os niveis plasmdticos da aspartato aminotransferase?' (AST)
e alanina aminotransferase’' (ALT), com reagentes Labtest
(Labtest Diagndstica, MG, Brasil), fosfatase alcalina’, gama-
glutamiltransferase* (y-GT) e bilirrubinas®* direta e total,
com reagentes Bayer (Bayer, Produits Diagnostics, France),
utilizando-se o analisador automatico modelo Opera Chemistry da
Bayer (Bayer Corporation, Tarrytown, USA), através de métodos
cinéticos e/ou colorimétricos, em plasma obtido de sangue
anticoagulado com heparina.

Os dados foram analisados aplicando-se o teste de
normalidade, com auxilio do programa GMC, e o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunns,
utilizando o programa GraphPad Prism®. O nivel de significAncia
estabelecido foi p< 0,05.

RESULTADOS

Parametros hematologicos. Clofazimina e claritromicina ndo
ocasionaram alteracGes estatisticamente significantes no niimero de
eritrdcitos, concentracio de hemoglobina, hematdcrito, contagem
de reticulcitos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragio de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (FA Paina, RHC Queiroz, AM Souza:
dados nfo publicados). Foram observadas alteracoes morfoldgicas
nos eritrgcitos, tanto em ratos tratados com clofazimina como com
claritromicina, apenas em regime de dose muiltipla (Tabela 1).

A clofazimina causou aumento apenas do nimero de
leucdcitos polimorfonucleares, tanto em dose tnica (Figura
1A) como em dose muiltipla (Figura 1B), embora significincia
estatistica tenha sido observada apenas na maior dose tnica
utilizada. A contagem total de leucdcitos e o niimero de células
mononucleares permaneceram sem alteragdes (FA Paina, RHC
Queiroz, AM Souza: dados no publicados). Claritromicina causou
aumento do nimero de leucécitos (Figura 1C) e de células
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Tabela 1 - Porcentagem de animais com alteracées morfologicas nos eritrocitos do sangue periférico, tratados com clofazimina
na dose de 100mg/kg e claritromicina na dose de 100mg/kg, em esquema de dose miiltipla.

NaCl 0,9% DMSO CFZ 100 CRT 100
Condicdes morfologicas (n°=10) (n°=10) (n°=9) (n°=9)
Normocromia, poiquilocitose e anisocitose discretas 100 100 77,8 77,8
Normocromia, poiquilocitose e anisocitose moderadas 0 22,2 11,1
Hipocromia discreta, poiquilocitose e anisocitose discretas 0 0 11,1
Hipocromia discreta, poiquilocitose e anisocitose moderadas 0 0 0

NaCl 0,9%: cloreto de sédio 0,9%, DMSO: dimetilsulfoxido, CFZ 100: clofazimina na dose de 100mg/kg, CRT 100: claritromicina na dose de 100mg/kg.
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As barras representam as medianas. [Jp<0,05 em relacio a NaCl 0,9%; i m p<0,01 em relagiio 2 DMSO; I p<0,001 em relacio a NaCl 0,9%; °°p<0,01 em relagiio a

NaCl 0,9% e DMSO; I p<0,001 em relagio a NaCl 0,9% e DMSO.

Figura 1 — A: Numero de células polimorfonucleares em ratos tratados com clofazimina em regime de dose tinica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg
B: Em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso. C: Niimero de leucocitos em ratos tratados com claritromicina em regime de
dose multipla, na dose de 100mg/kg de peso. D: Nimero de células mononucleares em ratos tratados com claritromicina em regime de dose miiltipla,
na dose de 100mg/kg de peso. E: Niimero de células polimorf l

de peso.

tadds

es em ralos 1t

de 50, 100 e 200mg/kg de peso. F: Em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso.

mononucleares (Figura 1D) em regime de dose muiltipla, e
polimorfonucleares, em ambos os regimes de dosagem (Figuras
1E e 1F). Foram observadas alteracdes morfoldgicas em células
nucleadas do sangue periférico, ocasionadas por ambos os
firmacos, apenas na maior dose tnica utilizada (Tabela 2).

Nenhum dos firmacos provocou alteracdes no niimero de
plaquetas (FA Paina, RHC Queiroz, AM Souza: dados ndo publicados).

Parametros hemostaticos. Ambos os firmacos provocaram
prolongamento do tempo de protrombina (TP), sendo clofazimina
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claritromicina, em regime de dose miltipla (Figura 2F).

Tabela 2 - Porcentagem de animais com alteracoes em células nucleadas do sangue periférico, tratados com
clofazimina e claritromicina nas doses de 50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg, em esquema de doses tinica (du) e

mailtipla (dm).
NaCl 0,9% DMSO CFZ 50 CFZ 100 CFZ 200 CRT 50 CRT 100 CRT 200
(n=30, du)  (n°=30,du) (n°=8,du) (n2=8,du) (n2=8,du) (n2=9;du) (n2=9; du) (n°=7; du)
(n°=10, dm) (n°=10, dm) (n°=9, dm) (n°=9; dm)
Dose tinica 16,7 17,9 0 20 60 0 20 71,4
Dose multipla 10 30 - 22,2 - - 40 -

NaCl 0,9%: cloreto de sodio 0,9%, DMSO: dimetilsulfoxido, CFZ 50: clofazimina na dose de 50mg/kg, CFZ 100: clofazimina na dose de
100mg/kg, CFZ 200: clofazimina na dose de 200mg/kg, CRT 50: claritromicina na dose de 50mg/kg, CRT 100: claritromicina na dose de
100mg/kg, CRT 200: claritromicina na dose de 200mg/kg.

com claritromicina em regime de dose iinica, nas doses

na dose tinica de 100mg/kg (Figura 2A) e também na dose miiltipla
(Figura 2B), embora sem significancia estatistica, e claritromicina
em ambos os regimes de dosagem (Figuras 2C e 2D). O tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) se mostrou ligeiramente
aumentado quando os ratos foram tratados com clofazimina (Figura
2E) e significantemente maior quando o tratamento foi feito com

Perfil hepatico. Os niveis plasmdticos de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase
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alcalina sofreram variagdes inconclusivas provocadas por tratados com ambos os firmacos, na maior dose tinica utilizada
ambos os firmacos (FA Paina, RHC Queiroz, AM Souza: dados (Figuras 3A e 3B), e por claritromicina em dose multipla (Figura
ndo publicados). Entretanto, os niveis plasmiticos de gama- 3C). Claritromicina ainda ocasionou aumento de bilirrubinas total
glutamiltransferase (y-GT) aumentaram quando os animais foram e direta, em regime de dose tinica (Figuras 3D e 3E).
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As barras representam as medianas. B p<0,05 em relagio 2 DMSO; °p<0,05 em relagio a NaCl 0,9% e DMSO; [ p<0,01 em relagio a NaCl 0,9 %.

Figura 2 — A: Tempo de protrombina (IP) em ratos tratados com clofazimina em regime de dose tinica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso. B:
Em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso. C: Tempo de protrombina (TP) em ratos tratados com claritromicina em regime de dose
unica, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de peso. D: Em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso. E: Tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) em ratos tratados com clofazimina em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso. F: Tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) em ratos tratados com claritromicina em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso.
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As barras representam as medianas. [] p<0,05 em relacio a NaCl 0,9%; [l p<0,05 em relagio a DMSO; ] p<0,001 em relagdo a NaCl 0,9%; °p<0,05 em relagdo a
NaCl 0,9% e 100 mg/kg; ° °p<0,01 em relagio a DMSO, 50mg/kg e 100mg/kg.

Figura 3 - A: Niveis pl, iticos de gama-glutamiltransferase (y-GT) em ratos tratados com clofazimina, em regime de dose tinica, nas doses de
50, 100 e 200mg/kg de peso. B: Niveis pl. iticos de gama-gl jltransferase (v-GI) em ratos tratados com claritromicina, em regime de dose
tinica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso. C: Em regime de dose miiltipla, na dose de 100mg/kg de peso. D: Niveis pl. iticos de bilirr

total em ratos tratados com claritromicina em regime de dose tinica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso. E: Niveis plasmdticos de bilirrubina
direta em ratos tratados com claritromicina em regime de dose tinica, nas doses de 50, 100 e 200mg/kg de peso.
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DISCUSSAO

Devido 2 escassez de relatos referentes 2 toxicidade de
clofazimina e claritromicina, neste estudo foram avaliados os
possiveis efeitos adversos destas terapias, através da avaliacdo de
pardametros hematoldgicos, hemostaticos e da fungdo hepatica.
Valores anormais encontrados em animais sob tratamento
podem significar alteracoes devido a efeitos farmacoldgicos
e/ou toxicoldgicos e a avaliacio de parametros hematolégicos
e bioquimicos é fundamental para a determinagio destes
efeitos!®.

A andlise da série leucocitdria mostrou que clofazimina, em
regime de dose tnica, provocou redugio do niimero de células
mononucleares, em todas as doses, embora esta diferenca nio
seja estatisticamente significante (dados no publicados). Ocorreu
aumento significante do nimero de células polimorfonucleares
quando se utilizou a dose de 200mg/kg (Figura 1A). Nos
ratos controles, o nimero de células mononucleares é maior
do que o das polimorfonucleares. Assim, parece que este
firmaco leva a uma inversao da proporcdo entre células mono
e polimorfonucleares, provavelmente devido 2 mobilizaco
de neutréfilos marginados, visto que o tempo entre a injecio
dos firmacos e controles e a coleta foi de apenas duas horas.
Embora o nimero de polimorfonucleares nio tenha variado
significantemente nos grupos controles e tratado, em regime
de dose muiltipla (Figura 1B), observou-se uma tendéncia de
aumento destas células, que pode estar relacionado a agdo do
farmaco, visto que clofazimina estimula a geragdo de oxidantes
como o anion radical superdxido nos neutréfilos'’, o que contribui
para a defesa do organismo contra patgenos intracelulares. A
dose intermedidria de 100mg/kg, tanto em regime de dose tinica
(Figura 1A) como dose multipla (Figura 1B), foi suficiente para
ocasionar aumento do nimero de células polimorfonucleares,
embora sem significincia estatistica. Em regime de dose muiltipla,
o tempo de exposi¢ao ao firmaco (4 dias) pode estar provocando
aumento da producgio de neutréfilos, visto que estas células
permanecem em circulacio por cerca de 8 horas. Em dose
tinica, houve uma tendéncia maior de aumento em relaco a
dose muiltipla, devendo-se considerar que, além da variabilidade
bioldgica individual, a exposicdo aguda (2 horas) pode causar
rapida mobilizacio dos neutréfilos marginados.

Claritromicina provocou redu¢do do nimero de células
mononucleares, em todas as doses unicas, embora estes
resultados ndo tenham significincia estatistica (dados nio
publicados). Ocorreu aumento significativo do nimero de
células polimorfonucleares utilizando-se claritromicina na dose
de 100mg/kg (Figura 1E). Do mesmo modo que a clofazimina,
claritromicina parece também inverter a proporgao entre células
mono e polimorfonucleares, possivelmente pela mobilizagao
do pool marginal de neutréfilos causada pelo firmaco, ja que
esta inversdo no foi observada nos grupos controles. Em
regime de dose miiltipla, claritromicina ocasionou aumento do
ntimero de leucdcitos (Figura 1C) e das células mononucleares
e polimorfonucleares (Figuras 1D e 1F). De acordo com alguns
estudos’, dentre os efeitos adversos observados para eritromicina,
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um andlogo estrutural da claritromicina, estd leucocitose e
eosinofilia e a bidpsia hepdtica revela infiltracio periportal
por neutroéfilos, linfécitos e eosindfilos. Em nossos estudos, foi
verificado aumento do niimero de células polimorfonucleares na
dose intermedidria de 100mg/kg, tanto em regime de dose tnica
(Figura 1E) como dose miltipla (Figura 1F), demonstrando que,
de forma andloga a clofazimina, doses mais altas deste firmaco
podem provocar mobilizacio do poo/ marginal de neutréfilos,
em exposi¢io aguda, ou aumento da produgdo, na exposi¢io
cronica. Entretanto, pesquisadores afirmam que este quadro pode
se reverter e as manifestacdes desaparecem dentro de poucos dias
ap6s a suspensdo do tratamento’.

Ambos os firmacos provocaram prolongamento do tempo
de protrombina (TP), nos dois regimes de dosagem (Figuras
2A 2 2D), e prolongamento do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA), em regime de dose multipla (Figuras 2E e 2F).
Wallace e colaboradores® relataram aumento do tempo de
protrombina (TP) em pacientes adultos utilizando claritromicina.
Estas alteracoes indicam que o uso de doses mais altas destes
farmacos pode provocar distiirbios da funcio hepética. Doencas
hepiticas induzem modificagdes na hemostasia devido 2 sintese
reduzida dos fatores da coagulacio ou produgio de proteinas
qualitativamente anormais’.

Observou-se elevagio dos niveis plasmdticos de gama-
glutamiltransferase (y-GT), provocada pelos dois firmacos, na
maior dose tinica utilizada (Figuras 3A e 3B). Claritromicina ainda
elevou estes niveis em dose multipla (Figura 3C), além de alterar
os niveis plasmdticos de bilirrubinas total e direta em regime de
dose tinica (Figuras 3D e 3E). A gama-glutamiltransferase, por
estar presente em grandes quantidades no reticulo endoplasmatico
liso, € susceptivel 2 indugdo de aumento da sua atividade por
firmacos, inclusive os antimicrobianos'. A biotransformacio
dos farmacos ocorre no reticulo endoplasmdtico, o que justifica
as alteracOes observadas por ndés®. Alguns estudos indicaram
aumento de bilirrubina total e disfuncdo hepdtica, inclusive
colestase, em pacientes que receberam claritromicina® '®, H4
resultados mostrando que a eritromicina, um andlogo estrutural
da claritromicina, estd entre os firmacos envolvidos com indugio
de colestase’ '2.

Portanto, observamos que clofazimina e claritromicina
provocam alteracGes tanto em parametros hematologicos como
hemostaticos e bioquimicos, sendo que as alteragdes observadas
nos dois ultimos sugerem que estes firmacos provocam lesdo
hepitica. Entretanto, em estudos clinicos, os efeitos adversos
sdo passageiros, diminuindo com a reducdo da dosagem* ou
cessando com a suspensdo do tratamento'’.

As alteragdes das células polimorfonucleares verificadas
em nosso estudo, indicam a necessidade de avaliar se a
funcdo dos neutréfilos estd comprometida. Além disso, como
a claritromicina € inibidora do sistema enzimdtico citocromo
P450, torna-se importante a avaliacio dos efeitos adversos
provocados pela associacio dos firmacos, esquema o qual é
utilizado no tratamento de infecgdes provocadas pelo complexo
Mycobacterium avium. Estas avaliacdes j estdo sendo realizadas
em nosso laboratdrio.
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