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REesumo

Na terapéutica, os anti-inflamatorios ndo esterdides (Aines) sdo muito
utilizados para tratamento de estados inflamatorios leves e para desordens
musculo-esqueléticas severas. No entanto, alguns efeitos adversos podem ocorrer
devido a sua utilizacdo, como agranulocitose, leucopenia e anemia aplastica.
Obijetivos: avaliar o efeito de alguns Aines na producdo leucocitaria; avaliar
possivel alteracdo dos granulos dos neutrofilos; e comparar a contagem global
de leucécitos por metodologia manual e automatizada. Foram analisadas 42
amostras de sangue total de ratos fémeas da raca Wistar. Os animais ingeriram
solucdes de diclofenaco (DC), dipirona (DP) e naproxeno (NX) em duas
concentracdes: a plasmatica terapéutica e outra dez vezes mais concentrada,
durante cinco dias. Foi realizada a contagem diferencial em esfregaco corado e
contaram-se leucécitos utilizando metodologia manual com Camara de Neubauer
e por metodologia automatizada (Coulter T-890). Na comparagéo entre 0s
métodos, ndo se observaram diferencas significativas em nenhum grupo analisado.
Com relacéo ao nimero global de leucdcitos, também ndo foram constatadas
alteracGes significativas entre os grupos. Quanto a contagem diferencial,
observamos um aumento significativo no namero de linfocitos atipicos encontrados
no grupo tratado com DP diluida. O presente estudo demonstrou que a dipirona:
1) funcionou como agente toxico devido a ativagdo linfocitaria e ao grande

*Biomédicos formados pelo Centro Universitario de Araraquara — Uniara.

**Técnico do Laboratério Clinico de Biomedicina do Centro Universitario de Araraquara — Uniara.
***Mestre e doutora em Analises Clinicas (FCF-Unesp), professora de Hematologia Clinica e Bioquimica
e Enzimologia Clinica — Uniara e professora de Hematologia Clinica nos Cursos de Especializagdo em
Andlises Clinicas e Hematologia e Hemoterapia — Bardo de Maua. E-mail: mcostagileno@yahoo.com.br.

REVISTA UNIARA, v. 12, n.2, dez. 2009 89



numero de neutréfilos com picnose nuclear; 2) o Coulter T-890 pode ser utilizado
para a contagem global de leucécitos de animais; 3) os demais anti-inflamatdrios
estudados ndo causaram alteracGes hematoldgicas.

PALAvRAs-cHAVE: Leucdcitos; Agranulocitose; Anti-inflamatorios ndo esteroidais;
Dipirona; Hematologia.

1. INTRODUCAO

A pesquisa realizada refere-se aos efeitos de farmacos anti-inflamatorios ndo
esteroidais (Faines) sobre a producao leucocitéria, sendo delimitada nos seguintes
farmacos: dipirona, naproxeno e diclofenaco de potassio, 0s quais podem causar
em neutrdéfilos a agranulocitose (contagem de neutrofilos inferior a 500/mma3)
(HAMERSCHLAK; CAVALCANTI, 2005).

Ao ser administrada pela via parenteral, a dipirona apresenta acdo analgésica,
similar aos anti-inflamatorios ndo esteroidais. Esse farmaco também é conhecido
como metamizol e vem causando muita polémica, chegando a ser proibido em
alguns paises, como nos EUA, pelo suposto papel de deprimir a medula éssea,
causando anemia aplastica e, principalmente, agranulocitose. Esta se caracteriza
pela leve queda do nimero de granuldcitos no sangue, podendo se manifestar por
calafrios, febre, ulceracdes na garganta e no trato gastrointestinal e dor de cabeca.
Ja& na anemia aplastica os pacientes ndo apresentam nenhuma célula precursora
hematopoética, e os sintomas sdo hematomas em excesso, fadiga, infeccdes e
hemorragias (DANIELI; LEAL, 2003).

Como possivel efeito colateral da dipirona, a agranulocitose foi avaliada em
Vvarios paises do mundo, de formas diferentes. Publicado em 1986, o Estudo
Internacional da Agranulocitose e Anemia Aplastica, também conhecido como
Estudo de Boston, tinha como objetivo obter dados a respeito da seguranca do
uso da dipirona e outros analgésicos, avaliando o risco de agranulocitose e anemia
aplastica atribuida ao uso desses farmacos. O resultado desse trabalho mostrou
um excessivo risco de agranulocitose devido a dipirona: 1,1 caso por milhdo de
pessoas afetadas, que administraram o farmaco durante um periodo de sete dias
antes do inicio da doenca. Também foi observado que o indice de incidéncia de
agranulocitose induzida pela dipirona se apresentou com grande diferenca nas
diferentes regides analisadas (DANIELI; LEAL, 2003).

Outro estudo teve o objetivo de analisar os analgésicos dipirona, aspirina,
diclofenaco e paracetamol com base em quatro aspectos de rea¢des adversas:
agranulocitose, anemia aplastica, hemorragia digestiva e anafilaxia. Foi calculada
a taxa de mortalidade de cada um dos farmacos, e os resultados demonstraram
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que adipirona foi a substancia que apresentou a menor taxa — 25 mortes por 100
milhdes de usuarios. Esses dados foram confirmados pelo Council for International
Organizations of Medical Sciences (Cioms), em 1998, e sdo as bases que a Anvisa
utilizou para manter a dipirona como ummedicamento de venda livre no Brasil, no
Painel Internacional sobre Segurancga da dipirona em julho de 2001 (DANIELI;
LEAL, 2003).

Esta em fase de desenvolvimento o estudo Latin, para analisar a incidéncia
continental de agranulocitose e anemia aplastica relacionada a medicamentos. O
levantamento pretende envolver uma populagdo mais ampla e um nmero mais
expressivo de casos dessas patologias (DANIELI; LEAL, 2003).

O consumo e a prescri¢éo da dipirona séo elevados; apesar disso, a experiéncia
indicada pela frequéncia clinica de agranulocitose é baixa, mas a agranulocitose é
ainda um evento adverso pouco freqiiente na populagdo pediatrica. E estimado
que, quando administrada por periodos inferiores a sete dias, o0 risco é baixo.
Assim mesmo, entre pacientes do sexo feminino e com idade acima de 65 anos, o
risco € maior (BANCHERO; GIACHETTO, 2002).

Essa pesquisa é importante em razdo do elevado consumo desses anti-
inflamatdrios — utilizados para tratamento de estados inflamatdrios leves (bursites
e dismenorréias) e para desordens musculo-esqueléticas severas (artrite reumatdide)
— pela populacdo sem prescricdo médica, pois podem causar varias reacdes
adversas.

2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito de anti-inflamatérios ndo esteroidais (Aines) na producado
leucocitéria. Pesquisar possiveis alteracdes nos neutréfilos como auséncia de seus
granulos, bem como a presenca de alteracfes toxico-degenerativas.

Pesquisar a ocorréncia de alteragdes envolvendo série eritrocitaria e comparar
a contagem global de leucécitos por metodologia manual e automatizada.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Apresentacao e caracterizacdo do universo empirico

A pesquisa foi realizada no biotério do Centro Universitario de Araraquara —
Uniara, local onde os ratos séo criados e preparados para posterior utilizagéo.
Foi utilizada neste estudo uma amostragem de 42 animais do sexo feminino da
raca Wistars, procedimento aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
instituic&o.

3.2. Apresentacdo das técnicas
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3.2.1. Medicamentos utilizados

Os anti-inflamatérios (dipirona, naproxeno e diclofenaco de potéssio) utilizados
neste estudo (Figura 1) foram obtidos em farmacias comuns e a marca comprada foi
Medley. As diluigBes dos medicamentos foram realizadas em solugéo fisiologica 0,9%.

3.2.2. Administracdo dos farmacos

Os animais foram tratados durante sete dias consecutivos com os devidos farmacos
(o grupo controle, com salina) — administrados por meio de canula— e sacrificados
com éter no oitavo dia. O sangue total para realizacéo dos testes foi colhido com os
animais anestesiados por puncdo cardiaca. As concentracdes utilizadas foram a
plasmética terapéutica e a concentragdo dez vezes maior que a plasmatica terapéutica.
(SHACTER et al, 1991; PARFITT, 1986; ZANINI; OGA, 1994).

Os grupos foram divididos da seguinte forma, contendo oito ratos em cada grupo:
Grupo controle; Naproxeno Diluido (NX-D); Naproxeno Concentrado (Nx-C);
Diclofenaco de Potassio Diluido (DC-D); Diclofenaco de Potassio Concentrado
(DC-C); Dipirona Diluida (DP-D) e Dipirona Concentrada (DP-C).

3.2.3. Contagem global de leucécitos

Logo ap6s a puncao cardiaca, o sangue total foi transferido para tubos contendo
o0 anticoagulante K2-EDTA. A contagem global de leucécitos foi realizada por
metodologia automatizada no equipamento T-890, junto ao Laboratorio de Analises
Clinicas da Santa Casa, e por metodologia manual em Camara de Neubauer.

Para a metodologia manual o liquido utilizado para se diluir o sangue foi o Liquido
de Turk, e a diluicdo utilizada foi a padrao 1/20. Depois de preparada a diluicdo —e
ja homogeneizada —, preencheu-se a cdmara no espaco cadmara e laminula com
cuidado de ndo haver falta nem excesso de liquido ou presenca de bolhas. A contagem
dos leucdcitos foi realizada com a objetiva de 10x nos conjuntos laterais de quatro
quadrantes da Camara de Neubauer.

3.2.4. Contagem diferencial de leucécitos
No periodo méaximo de quatro horas apds a coleta de sangue, foram realizados
esfregacos sanguineos, corados logo em seguida, utilizando o corante de May-
Grunwald-Giemsa. Foi realizada a contagem diferencial em objetiva de imerséo, e
os valores de referéncia para ratos se encontram demonstrados no Quadro 1.
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Série Branca Rato
Leucocitos totars/ul 9.8
Polinucleares (x1000) 1.9
Linfocitos (x1000) 7.4
Monaocitos (x1000) 0.26
Eosmofilos (x1000} 0.16

Basofilos Raros

Quadro 1. Valores de Referéncia para Leucdécitos de Ratos.
Fonte: CRC Handbook of Laboratory Animal Science, 2002.

3.2.5. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparando os grupos em que foram
administradas diferentes concentracdes dos anti-inflamatdrios e também frente ao
grupo controle. Os resultados foram calculados como média +/- desvio padréo
(n=8) e as analises estatisticas, realizadas pelo teste — F (duas amostras para
variancias), seguido do teste —t, estabelecendo-se o nivel de significancia de p <
0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo realizado, comparando-se a contagem manual e eletrénica (Coulter
T-890) dos leucdcitos totais, ndo foram observadas diferencas significativas em
nenhum grupo analisado. Esse resultado ¢ bastante interessante, demonstrando que
0 Coulter T-890 se torna uma opcao viavel para analises hematoldgicas de sangue
de animais, visto que a maioria dos laboratorios de analises clinicas ndo trabalham
com aparelhos especificos (calibrados) para essa finalidade, apenas laboratérios
veterinarios.

Em relacdo ao nimero global de leucdcitos, também ndo foram observadas
alteragdes significativas quando comparados o grupo controle e 0s grupos em que
foram administrados os medicamentos (Figura 1), demonstrando que a génese
leucocitéaria ndo foi afetada nesse intervalo de tempo (cinco dias) por nenhum dos
medicamentos estudados, mesmo em doses muito altas.
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Figura 1. Comparacédo da contagem manual e automatizada dos grupos
de estudo.

Na analise da contagem diferencial dos leucdcitos (segmentados, bastonetes,
eosindfilos, mondcitos e linfocitos), ndo houve diferencas significativas na
comparag¢ao com o grupo sem medicamento (Figuras 2, 3, 4, 5 e 6). Uma
observacgéo importante foi a morte da maioria dos ratos tratados com dipirona
dez vezes mais concentrada, que esta sendo representada nos graficos por apenas
uma amostra — estatisticamente, ndo foi possivel fazer a comparacéo deste grupo
com os demais. Nele também foi observada a auséncia de eosinofilos no esfregaco
(Figura 4), indicando uma reacéo de alarme, que demonstra um quadro agudo
do organismo. A reagdo de alarme, hematologicamente caracterizada por
eosinopenia, ocorre quando ha uma maior liberacdo de adrenalina, caracteristica
de estados inflamatdrios e infecciosos agudos e mesmo estresse emocional. A
adrenalina induz uma maior liberacdo de ACTH (horménio adenocorticotroéfico)
pela hipdfise, e este, agindo sobre as glandulas suprarrenais, estimula uma maior
liberacdo de corticoides e glicocorticdides, que bloqueiam o eosinéfilo na medula
Ossea.

Com relagdo a morte da maioria dos ratos tratados com dipirona pura,
podemos supor que ocorreu em decorréncia da aplasia medular seguida de
choque séptico; no entanto, é apenas uma suposi¢do. Para o esclarecimento
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completo da causa da morte, seria necessaria uma biépsia de medula 6ssea, 0
que ndo foi possivel com os recursos financeiros e técnicos disponiveis.

Entretanto, podera ser um tema para trabalhos futuros.
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Figura 2. Comparagdo da contagem diferencial de segmentados nos

grupos estudados.
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grupos estudados.
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Figura 6. Comparagdo da contagem diferencial de linfocitos nos
grupos estudados.

Nas analises dos esfregacos da dipirona diluida, observamos eosinéfilos com o
nucleo bastonete emanel, caracteristico também de cachorros (REBAR et al, 2003).

Um outro importante resultado encontrado neste estudo ocorreu durante a
contagem diferencial de linfocitos atipicos no grupo tratado com dipirona diluida.
Foi observado um aumento significativo (p<0,05) na sua contagem (Figura 7),
também constatado entre os ratos tratados com dipirona pura. No grupo com
dipirona diluida também se detectou a presenca de raro a moderado numero de
neutrofilos, o que caracteriza picnose nuclear e de eritrcitos com moderada a
acentuada policromasia. A picnose nuclear € uma alteragéo toxico-degenerativa
dos neutrofilos e acontece em processos infecciosos e intoxicacoes bastante graves,
resultando em cariorrex. Este resultado, juntamente com o de linf6cito atipico,
demonstra que a dipirona funcionou como agente téxico para o organismo.

A policromasia ocorre quando reticuldcitos sao liberados em maior quantidade
para o sangue periférico, emrazdo de hemorragia, hemolise ou tratamento com
vitaminas que estavam deficientes no organismo, indicando eritroformacao e uma
medula 6ssea funcionante.

Como visualmente (fezes, urina e orificios) os ratos em estudo ndo estavam
apresentando perda sanguinea, podemos supor que a dipirona pode ter causado
destruicdo eritrocitaria (hemdlise). Este resultado se torna conflitante com a
suposicao de aplasia medular, pois a reticulocitose é um importante indicio de
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atividade medular. Esta contradi¢do torna ainda mais interessante a continuagédo
deste trabalho.
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Figura 7. Comparacdo da contagem de linfocitos atipicos nos
grupos estudados.

5. CoNcLusAo

O presente estudo demonstrou que a dipirona funcionou como agente tdxico,
devido a ativacdo linfocitéaria e ao grande nimero de neutr6filos com picnose
nuclear, e que pode estar causando uma leve hemdlise, resultando no aumento do
numero de reticuldcitos no sangue periférico (policromasia). Mostrou também que
a dipirona concentrada induz a uma resposta aguda do organismo, visualizada
pela reacdo de alarme, e que a morte dos ratos tratados com o farmaco concentrado
ocorreu, provavelmente, em razéo de aplasia medular e consequente infeccao
generalizada.

O trabalho também constatou que o equipamento hematoldgico Coulter T-890
pode ser utilizado para a contagem global de leucdcitos de animais. Os demais
anti-inflamatérios estudados (diclofenaco de potassio e naproxeno) ndo causaram
alteracdes hematoldgicas nas doses e tempo de administracédo estudados.

No entanto, 0s mecanismos propostos neste trabalho precisam ainda ser
esclarecidos, 0 que se torna uma inspira¢ao e um impulso para a realizacao de
pesquisas cientificas nesta area.

Com relag&o a agranulocitose, ndo foram observadas altera¢cdes em granulos
de neutrofilos.
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TiTLE: EFFECT OF DIPYRONE, NAPROXEN AND DicLoFENAC PoTASSIUM ON BLOOD
CELLS

ABSTRACT

In therapy, nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used
to treat mild conditions and severe musculoskeletal disorders. However, some
effects may occur due to their use, such as agranulocytosis, leukopenia and
aplastic anemia. Objectives: to evaluate the effect of some NSAIDs on
leukocyte production; to evaluate possible modification of the granules of
neutrophils and to compare the total leukocyte count, by using manual and
automated methods. 42 samples of whole blood of female rats, Wistar race,
were analyzed in this experiment. The animals ingested solutions of diclofenac
(DC), dipyrone (DP) and naproxen (NX), in two concentrations: the
therapeutic plasma and another ten times more concentrated, for 5 days. We
performed differential counts on stained smear and leukocytes were counted
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using manual methods with the Neubauer counting chamber and automated
method (Coulter T-890). The comparison between the methods presented no
significant differences in any analyzed group. Regarding to the overall number
of leukocytes, no significant changes between the groups were observed.
Regarding to the differential count we observed a significant increase in the
number of atypical lymphocytes found in the group treated with diluted DP.
This study demonstrated that dipyrone: 1) served as a toxic agent due to
lymphocyte activation and the large number of neutrophils with nuclear
pyknosis; 2) the Coulter T-890 can be used for total leukocyte count of
animals; 3) other anti-inflammatory drugs studied did not cause abnormalities.

Kevyworbps: Leukocytes; Agranulocytosis; NSAIDs; Dipyrone; Hematology.
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