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RESUMO

VARELA, E.L.P. Efeito Protetor de antioxidantes na formacdo de
metemoglobina induzida pela dapsona-hidroxilamina in vitro. 116 f. Dissertagao
(Mestrado) — Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal do Para, Belém, 2017.

A dapsona, utilizada na terapia da hanseniase, e seu metabdlito, dapsona-
hidroxilamina sdo potentes agentes pré-oxidantes que causam a metemoglobinemia
adquirida. Para o tratamento desta doenca é utilizado o Azul de Metileno, no entanto
em altas doses este antidoto se torna pré-oxidante. Nesse sentido, antioxidantes
podem ser alternativas potenciais ao AM para o tratamento da metemoglobinemia.
Dessa forma, investigamos a capacidade de protecdo do Ebselen, N-acetilcisteina,
acido R-lipdico e L-lipdico contra a oxidagdo da hemoglobina induzida por DDS-NOH
em eritrocitos humanos in vitro. Nossos resultados demonstraram que o pré-
tratamento com os antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, acido R-lipdico e &cido S-
lipbico preveniu a formacdo de metemoglobina, a reducdo da glutationa e a
peroxidacdo lipidica induzida pelo metabolito dapsona-hidroxilamina em eritrécitos
humanos in vitro. Estas substancias foram capazes de aumentar a capacidade
antioxidante do eritrocito associado ao aumento da concentracdo de glutationa.
Dessa forma, os antioxidantes atuaram reduzindo a oxida¢do da hemoglobina e/ou
impediram direta ou indiretamente a acdo do metabolito dapsona-hidroxilamina.
Nossos resultados indicam que os antioxidantes testados podem proteger o0s
eritrocitos contra o dano oxidativo nas condigbes experimentais, sugerindo que 0s
antioxidantes podem servir como antidoto mais eficaz e seguro no tratamento da

metemoglobinemia.

Palavras-Chave: Antioxidante; Dapsona-Hidroxilamina; Ebselen; Glutationa;

Metemoglobina.
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ABSTRACT

VARELA, E.L.P. Protective effect of antioxidants on the formation of
methaemoglobin induced by dapsone-hydroxylamine in vitro. 116 f. Dissertation
(Master's) - Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of
Para, Belém, 2017.

Dapsone used in leprosy therapy its metabolite dapsone-hydroxylamine are potent
pro-oxidant agents that cause acquired methemoglobinemia. For the treatment of this
disease is used as antidote the Methylene Blue, however in high doses this antidote
becomes pro-oxidant. In this sense, antioxidant substances may be potential
alternatives to methylene blue for the treatment of methemoglobinemia. In this study
we investigated the effect of antioxidants Ebselen, N-acetylcysteine, R-lipoic acid and
L-lipoic acid on oxidative damage induced by dapsone-hydroxylamine in human
erythrocytes, in vitro. Our results demonstrated that pre-treatment with antioxidants
Ebselen, N-acetylcysteine, R-lipoic acid and S-lipoic acid prevented the formation of
methemoglobin, reduction of glutathione and lipid peroxidation induced by the
metabolite dapsone-hydroxylamine in human erythrocytes, In vitro. These
substances were able to increase the antioxidant capacity of the erythrocyte
associated with increased concentration of glutathione. Thus, antioxidants acted to
reduce the oxidation of hemoglobin and / or directly or indirectly impeded the action
of the metabolite dapsone-hydroxylamine. Our results indicate that the antioxidants
tested can protect erythrocytes against oxidative damage under experimental
conditions, suggesting that antioxidants may serve as the most effective and safe

antidote in the treatment of methemoglobinemia.

Keywords: Antioxidant; Dapsone-Hydroxylamine; Ebselen; Glutathione;

Methemoglobin.
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1 INTRODUCAO

A metemoglobina € uma forma de hemoglobina caracterizada pela presenca
do ferro no estado férrico, incapaz de se ligar ao oxigénio. Quando a concentracao
de metemoglobina ultrapassa os valores de 2% considerados normais, podem surgir
sintomas decorrentes de uma entrega inadequada de oxigénio aos tecidos. Doentes
com niveis inferiores a 10% sao geralmente assintomaticos. Niveis de 10-30%
provocam sintomas como cefaleias, alteracdo do estado de consciéncia, tonturas ou
sincope e niveis superiores a 50% podem ser fatais (ASH-BERNAL et al. 2004). A
metemoglobinemia é uma forma de anemia funcional que pode ser causada por
farmacos comumente prescritos, como a dapsona (KIM et al. 2016). Estudos
retrospectivos demonstraram que a etiologia mais comum da metemoglobinemia
adquirida foi a dapsona, representando a maioria de todos os casos (ASH-BERNAL
et al. 2004; PARK et al. 2010).

A dapsona é utilizada principalmente para o tratamento da hanseniase e € um
dos principais responsaveis pelo desenvolvimento da metemoglobinemia, mesmo
em doses terapéuticas (COLEMAN, 1995; DIORIO et al. 2005). Além da
metemoglobinemia, outras reacdes adversas estdo relacionados a dapsona, tais
como anemia hemolitica, neuropatias periféricas reversiveis, entre outros (VYAS et
al. 2005). Para o tratamento da metemoglobinemia é indicada, a administracéo
intravenosa do azul de metileno, que através de mecanismos ndo-enzimaticos reduz
a metemoglobina a hemoglobina (GIBSON, 2002; HAYMOND et al. 2005). Como o
efeito do azul de metileno é relativamente breve, e a meia-vida da dapsona,
prolongada, € comum a recorréncia da metemoglobinemia, sendo eventualmente
necesséria a aplicacdo de doses adicionais do azul de metileno. No entanto, doses
elevadas de azul de metileno podem agravar a metemoglobinemia e hemodlise
devido ao seu efeito oxidante (SHIHANA et al. 2010).

Uma alternativa adjuvante para as reacdes adversas da dapsona, com base
na sua circulagdo enteroepatica e a reacao oxirredugdo com a hemoglobina consiste
na utilizacdo de substancias antioxidantes que podem promover a reducdo dos

efeitos toxicos causados pelo metabolito dapsona-hidroxilamina, principalmente em



15

eritrocitos. Como estas substancias atuam por vias diferentes da do azul de
metileno, € possivel que possam servir como antidotos mais eficazes e seguros para
o tratamento da metemoglobinemia. Além disso, é importante investigar os
pardmetros pro-oxidantes e antioxidantes envolvidos no equilibrio redox celular e

melhorar a adesao dos pacientes com hanseniase durante a terapia com a dapsona.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dapsona e Dapsona-hidroxilamina

A 4.4-diaminodifenilsulfona (DDS, dapsona) € um pdé cristalino branco,
inodoro, pouco solivel em agua e de férmula molecular C;,H1,N20,S (Figura 1;
GRUNWALD e AMICHAI, 1996; GOULART et al. 2002). Esse farmaco foi sintetizado
em 1908 (FROMM e WITTMAN, 1908), e em 1937 teve sua atividade antibacteriana
contra 0 Mycobacterium leprae estabelecida devido a sua similaridade com as
sulfonamidas (BUTTLE et al. 1937; FORNEAU et al. 1937). Além disso, apresenta
efeitos contra o Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii e
Pneumocystis jiroveci (DHOPLE, 1999; AMUKOYE et al.1997).

Figura 1 - Estrutura molecular da Dapsona. Este farmaco possui grupo sulfonil (SO,) e grupo
arilamina (AR-NH,). Fonte: Monteiro et al. 2012.

A DDS é um farmaco pertencente a classe das sulfonas e, por ser analogo
estrutural do acido p-aminobenzoico (PABA), age inibindo a enzima diidropteroato
sintetase, impedindo a sintese de acido folico (Figura 2). A auséncia de acido folico
impede a sintese bacteriana de purinas, pirimidinas e alguns aminoacidos, e a
formacdo de RNA e DNA, resultando na interrup¢do do crescimento bacteriano
(WOLVERTON, 1992; COLEMAN et al. 1993; FARHI et al. 2005). Este mecanismo

explica o fato da DDS ser um agente antimicrobiano de amplo espectro com efeitos
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antibacterianos, antiprotozoarios e antifungicos (AMUKOYE et al.1997; DHOPLE,
1999).

Acido para-amino-benzdico (PABA)

Diidropteroato sintetase

DAPSONA

y
Acido diidropterdico

Acidd diidrofélico

Acido tetraidrofélico

| ! !

Timidina Purina Metionina

Figura 2 - Mecanismo de acéo da Dapsona (DDS). A DDS inibe a enzima diidropteroato sintetase e
impede a sintese de &cido félico e a formacdo de RNA e DNA, resultando na interrupgao
do crescimento bacteriano. Fonte: Adaptado de Farhi et al. 2005.

Além dessas propriedades, a DDS apresenta efeitos anti-inflamatorios, néo
relacionados a sua acao antibacteriana. Por isso, este farmaco € indicado para o
tratamento de inflamacfes na pele, como a dermatite herpetiforme, apesar desta
atividade ainda nao ser bem compreendida (COLEMAN et al. 1993; THUONG-
NGUYEN et al. 1993; WOLF et al. 2001). No entanto, sabe-se que o tratamento de
doencas inflamatdrias com DDS leva a diminui¢cdo da infiltracdo de neutréfilos no
tecido afetado (LANG, 1979), devido a sua acdo em bloquear os mecanismos de
adesdo mediados pelas integrinas (BOOTH et al. 1992). Além disso, a DDS inibe a
atividade de mieloperoxidase, a explosdo respiratoria e a atividade das enzimas
lisossomais dos neutréfilos. Portanto, a acéo anti-inflamatoria da DDS parece estar
relacionada a sua acéo nas funcdes dos neutréfilos (WOLF et al. 2001; OLIVEIRA et
al. 2014).

Até a década de 80 a DDS era o farmaco de escolha para o tratamento da
hanseniase (DHOPLE, 1999). No entanto, a resisténcia do M. leprae a monoterapia
que esta associada as mutacdes nos genes que codificam a diidropteroato sintetase,
fez com que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preconizasse a PQT como
novo esquema terapéutico (CAMBAU et al. 1997). Com isso, outros quimioterapicos

como a rifampicina (RMP) e a clofazimina (CFZ) passaram a ser associados a DDS,
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favorecendo o controle da transmissdo e evolugcdo da doenca em paises
considerados endémicos (DIORIO et al. 2005).

Por outro lado, a utilizacdo da DDS acarreta alguns problemas relacionados a
reagbes adversas (SCHALCHER et al. 2014). Mesmo em doses consideradas
terapéuticas, a DDS pode causar metemoglobinemia (MetHba), hemdlise, anemia
hemolitica e diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos (COLEMAN, 1995;
LANDERS et al. 1996; QUEIROZ et al. 1997; WARD e MCCARTHY, 1998;
SALAMAT e WATSON, 2003). Agranulocitose, problemas hepaticos e renais,
dermatite esfoliativa, neuropatia periférica, febre, cefaleias, psicoses e foto
dermatite, sdo outros efeitos adversos que podem ocorrer, em menor frequéncia
(COLEMAN, 1995; PAVITHRAN e SATISH, 1997; LESLIE et al. 2003).

A DDS é absorvida rapidamente, principalmente pelo trato gastrointestinal e o
pico de concentracdo plasmatico € alcancado dentro de 2-8 horas. A meia vida de
eliminacao é de cerca de 20-30 horas, sendo que 24 horas ap0s a ingestéo oral de
100 mg, a concentracdo no plasma alcanca de 0,4-1,2 ug/mL, e uma dose de 100
mg por dia produz uma concentragcdo constante de 0,1-0,3 pg/mL de DDS livre
(ZUIDEMA et al. 1986; ELLARD 1966). Cerca de 70% da droga se encontra ligada a
proteinas plasmaticas. A DDS é distribuida por todo o corpo e esta presente em
todos os tecidos. Com tudo, a DDS acumula-se na pele, nos muasculos e
especialmente no figado e rins. Tracos da droga podem ser encontrados nestes
orgaos até 3 semanas apoés a interrupcao da terapia. Cerca de 70-80% de uma dose
de DDS sao excretados na urina como um mono-N-glicuronideo e mono-N-sulfamato
(WOLF et al. 2000).

A DDS é metabolizada no figado por dois mecanismos distintos: N-acetilacéo
e N-hidroxilagdo. Na N-acetilagéo, a enzima N-acetiltransferase (NAT) biotransforma
a DDS formando monoacetildapsona (MADDS), um metabdlito pouco reativo que
apos conjugacdo é facilmente excretado (ZUIDEMA et al. 1986). Ja na N-
hidroxilagdo a DDS e a MADDS sao metabolizadas pelo citocromo P450, isoenzimas
CYP2E1 e CYP2C (WINTER et al. 2000), formando dapsona hidroxilamina (DDS-
NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH) como mostrado na figura
3 (MITRA et al. 1995). Estes metabdlitos, sdo considerados agentes pré-oxidantes e

responsaveis por reacdes adversas a terapia com DDS, principalmente a formacao
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de metemoglobina (MetHb; ELLARD et al. 1972; VAGE et al. 1994; SCHIFF et al.
2006).

NAT
—
DDS MADDS

HNCCH,

DDS-NOH MADDS-NOH O

Figura 3 - Mecanismos de biotransformac¢do da dapsona. P450, citocromo P450; DDS, dapsona;
DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MADDS, monoacetildapsona; MADDS-NOH,
monoacetildapsona-hidroxilamina; NAT, N-acetiltransferase. Fonte: Adaptado de GILL et
al.1995.

Estudos foram realizados para identificar, qual dos metabolitos seria o
principal responsavel pelos efeitos hematotoxicos apresentados pelos pacientes
durante a terapia com DDS (HJELM e DEVERDIE, 1965; GLADER e CONRAD,
1973). Nesse sentido, estudo in vitro utilizando modelo com eritrocitos humanos
relatou que ambos os metabolitos foram toxicos aos eritrocitos (ISRAILI et al. 1973).
Outros estudos in vitro e em modelos animais corroboram com estes resultados
(VAGE et al. 1994; COLEMAN et al. 1996). Por outro lado, como a DDS-NOH
apresenta maior potencial reativo com a hemoglobina (Hb), acredita-se que este
metabolito seria o principal responsavel pelos efeitos hematotoxicos provocados
pela ingestdo da DDS (EVELO et al. 1998; REILLY et al. 1999).

Nesse sentido, a acdo metemoglobinizante da dapsona parece estar
relacionada, a sua conversao metabdlica a dapsona-hidroxilamina (Figura 4). Esse

metabolito ao oxidar hemoglobina a metemoglobina é oxidado a dapsona-
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nitrosoareno que pode reagir com o0s sistemas NADH metemoglobina redutase
(NADH-MR) ou glutationa (GSH), formando novamente a dapsona-hidrolamina este
ciclo pode contribuir para permanéncia da droga in vivo favorecendo a
hematotoxicidade (COLEMAN et al. 1993).

DDS DDS-NOH DDS-NO

0=S=0 + Hemoglobina (Fe2*) + o, Metemoglobina (Fe**) + O=S=0

0=S=0
cvpaer
cwPac
=
.

NH, NH, NH,

‘ Sistema NADH Metemoglobina Redutase ou Glutationa

Figura 4 - Mecanismos de formacdo da metemoglobina, por acdo da dapsona hidroxilamina e do
ciclo redox que recupera o composto nitrosoareno até o precursor dapsona-hidroxilamina.
DDS, Dapsona; DDS-NOH, Dapsona-Hidroxilamina; DDS-NO, Dapsona Nitrosoareno,
P450, Citocromo P450; NADH-metemoglobina redutase. Fonte: Adaptado de GILL et
al.1995.

A DDS-NOH tem sido estudada com intuito de se verificar a relacdo com os
distarbios hematolégicos e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO; WOLF
et al. 2000). Nesse sentido, observa-se que a DDS-NOH induz aumento da
formacdao de MetHb (TIMOTHY et al. 1997) e reducdo da concentragdo de
glutationa, deixando o eritrécito susceptivel ao estresse oxidativo (CICCOLI et al.
1999; REILLY et al. 2000). Estudo recente demonstrou que apés a terceira dose
supervisionada da PQT, os niveis de MetHb e numero de corpos de Heinz
aumentam, sugerindo que a DDS seria a responsavel por este efeito.
Adicionalmente, outro estudo comprovou que o metabolito da dapsona induziu a
formacdo de 19% de MetHb, além de aumentar a producéo intracelular de ERO
(SCHALCHER et al. 2014; ALBUQUERQUE et al. 2015).

Como o potencial da DDS-NOH em induzir MetHb em eritrécitos esta

intimamente relacionado com o ciclo de oxidacdo-reducdo (REILLY et al. 1999), esta
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reacdo pode provocar desnaturacdo oxidativa da membrana dos eritrcitos
(COLEMAN, 1993). Além disso, pode induzir alteracdes progressivas no dominio
citosolico das proteinas de membrana dos eritrocitos, impedindo as interacdes da
membrana, levando a agregacédo das proteinas banda 3 e a circulagcdo de anticorpos

autdlogos na circulacéo e a remocédo prematura dos eritrécitos (BORDIN et al. 2010).

2.2 Eritrécitos humanos

Os eritrécitos humanos sdo células anucleadas que apresentam a funcéo vital
de transportar O, aos tecidos através da Hb (DACIE e LEWIS, 1995). Os eritrocitos
maduros ndo possuem mitocondria, portanto, ndo realizam a respiracao celular, nem
o ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa, fazendo com que as heméacias nao
consumam O,, passando a desempenhar eficientemente sua funcédo de transporte
de Hb (CIMEN, 2008). Cerca de 1% da populacdo de eritrécitos é substituida
diariamente, visto que, o periodo de vida do eritrocito normal corresponde a 120 dias
(MURRAY et al. 2006).

2.2.1 MEMBRANA DO ERITROCITO

A membrana plasmatica tem como funcdo mediar transportes e, ainda,
fornecer ao eritrocito resisténcia e flexibilidade (MURADOR et al. 2007), sendo
essencialmente constituida de uma bicamada lipidica com 42% de lipidios, 52% de
proteinas e 7% de carboidratos (Figura 5; PINTO et al. 2013).
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Figura 5 - Arquitetura da membrana eritrocitaria mostrando a disposicdo de importantes proteinas
integrais e também proteinas que formam o citoesqueleto celular. Fonte: Adaptado de
PINTO et al. 2013.

Os fosfolipidios (FL) distribuidos na bicamada dos eritrocitos e encontrados
do lado externo da membrana sao principalmente, esfingomielina (EM) e a
fosfatidilcolina (FC), ambas redutoras da fluidez da membrana. Ja a
fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina (FS) e fosfatidilinositol (Fl), responsaveis
por membranas mais fluidas, sdo encontrados no lado citosoélico da membrana. A
distribuicdo destes lipidios pode estar relacionada a curvatura da membrana
(LODISH, 2004). As proteinas de membrana eritrocitaria sdo estruturalmente
classificadas em integrais ou transmembranas e periféricas ou extramembranas.
Estas proteinas compdem o citoesqueleto e sdo responsaveis pela forma bicbncava
normal, ou anormal em caso de defeitos genéticos, pela deformidade de sua
membrana, fluidez de seu citoplasma e complexidade da superficie de sua
membrana. Além disso, estas proteinas asseguram as funcdes de transporte de O,
aos tecidos e remocédo do diéxido de carbono (CO,) para os pulmées (MURRADOR
et al. 2007).

A banda 3 ou proteina de troca anidnica (anion exchanger 1, AE1), a principal
proteina integral da membrana do eritrdcito € dividida em trés regides: um dominio
externo, domino transmembrana e o dominio citosolico (BORDIN et al. 2010). O
domino externo, provavelmente permite que a proteina banda 3 seja reconhecida
como antigeno especifico (BRATOSIN et al. 1998). O dominio transmembrana,
atravessa de 12 a 13 vezes a bicamada lipidica, tem a funcdo de mediar a troca de
cloreto (CI) e anions de bicarbonato (HCO3) através da membrana plasmatica. Este

processo leva ao aumento da capacidade eritrocitaria de transportar CO,, visto que
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mais de 60% desse gas é transportado no interior do eritrécito na forma de HCOg,
assegurando a homeostase e o equilibrio acido-basico (ZHANG et al. 2000).

O dominio citosodlico contém os locais de fosforilacdo de proteinas que séo
responsaveis por estimulos extracelulares e intracelulares, que fornecem um
mecanismo altamente eficiente para o controle da atividade celular (WANG, 1994). A
fosforilacdo de grupos especificos de serina e treonina do dominio citosélico da
banda 3 regula a taxa de fluxo de anions (BAGGIO et al. 1993), enquanto, a
fosforilacdo da tirosina estd envolvida em varias fungdes, incluindo regulacdo da
glicolise (LOW et al. 1993), alteracdo da morfologia do eritrocito, volume e
senescéncia do eritrocito (BORDIN et al. 1995; MUSCH et al. 1999; BORDIN et al.
2009; PANTALEO et al. 2009).

A segunda proteina integral mais abundante é a sialoglicoproteina glicoforina
A (GPA), que possui alto conteudo de acido sialico. A GPA contribui com a rede de
carga negativa na superficie da membrana do eritrécito, minimizando a interacéo
célula-célula e prevenindo, assim, sua agregacdo. Além disso, esta proteina
estabiliza o citoesqueleto através de ligacdbes com as proteinas periféricas,
principalmente, espectrina, actina, anquirina, proteina 4.1 na face interna da
membrana plasmatica (GALLAGER et al. 1998; AUFFRAY et al. 2001).

2.2.2 METABOLISMO DO ERITROCITO

Por ndo possuirem mitocondrias, os eritrocitos maduros sao dependentes do
catabolismo da glicose para seu suprimento de adenosina trifosfato (ATP). Esta
atividade metabdlica ocorre principalmente pela via de Embden-Meyerhof e pela via
da hexose monofosfato, sendo importantes para a manutencédo da forma e fungéo
celular (CIESLA, 2007).

A via de Embden-Meyerhof ou glicélise é a principal fonte de energia
metabdlica para os eritrécitos. Mais de 90% da glicose consumida pelo eritrocito €
metabolizada por esta via, gerando o ATP, como fonte de energia, o 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) e o nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH; TELEN e
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KAUFMAN, 1999). As moléculas de ATP produzidas liberam energia para a
manutencdo do volume do eritrécito, da sua forma discoide e da sua flexibilidade
(LORENZI et al. 2003). O 2,3-DPG € uma substancia que modula a afinidade da Hb
pelo O,. A via da hexose monofosfato metaboliza aproximadamente 10% da glicose
em condi¢cdes normais. O produto mais importante dessa via € a nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). A NADPH é gerada a partir da oxidacéo da
glicose-6-fosfato (G6P), pela glicose 6-fosfato deidrogenase (G6-PD). O consumo de
NADPH é o principal estimulo para a utilizacdo de G6PD pela via da hexose
monofosfato (HILLMAN, 2001). O NADPH além de ser consumido na via de sintese
da GSH, também € essencial para manutencdo dos niveis normais desse
antioxidante (GREER et al. 2003), assim como pode ser utilizado por alguns agentes
redutores, como o azul de metileno, na redugédo da MetHb a Hb (HAYMOND et al.
2005).

2.2.2 HEMOGLOBINA (Hb)

A Hb é a principal proteina do eritrocito e tem alta afinidade pelo O, e, por
isso, pode transporta-lo para os tecidos (Figura 6). A Hb é formada por quatro
subunidades, compostas de dois pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo
um par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-a ou zeta-¢) e o outro de cadeias do
tipo ndo-alfa (beta-B, delta-6, gama-y ou epsilon-¢). Cada cadeia polipeptidica da
globina possui uma sequéncia de aminoacidos, tendo as cadeias alfa 141
aminoacidos e as cadeias ndo-alfa 146. CombinagBes entre essas cadeias de
proteinas séo responsaveis por formar as diferentes Hbs presentes nos eritrécitos
desde o periodo embrionario até a fase adulta (GALIZA NETO e PITOMBEIRA,
2002).
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Figura 6 - A hemoglobina A é formada por duas cadeias de globina a e duas cadeias de globina £.
Cada cadeia contém uma molécula heme (azul). Fonte: Mader (1997).

No adulto, as Hbs constituem arranjos tetraméricos de cadeias alfa e beta
(a2B2 = Hb Ay, principal nos adultos), alfa e delta (020, = Hb Ay). A hemoglobina Fetal
(Hb F), predominante ao nascer, € substituida gradativamente até aproximadamente
a vigésima oitava semana de vida, quando as concentracdes das hemoglobinas
chegam as proporc¢des do adulto, de 96 a 98% para Hb A1, de 2,0 a 3,7% para Hb A,
e de até 1% para Hb F (STAMATOYANNOPOULOQOS, 1992).

A molécula de Hb é constituida por uma cadeia de globina e um grupo heme
que consiste numa porfirina complexada a um atomo de ferro ferroso (Fe?*; PERCY
et al. 2005). O Fe®" pode formar duas interacdes adicionais, no plano do anel
porfirinico. Uma com a cadeia lateral de um residuo de histidina da molécula da
globina, e a outra com o O, (Figura 7). Dessa forma, a Hb mantém o ferro no seu
estado reduzido, Fe*?, permitindo a ligacéo reversivel do O, no grupo heme, além de
facilitar a troca do CO; produzido pelos tecidos com os pulmdes (NOHL e STOLZE,
1998; CIMEN, 2008).
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Figura 7 - RepresentacBes da estrutura do grupo heme, que é o sitio de ligagdo do oxigénio a
hemoglobina. Cada molécula de hemoglobina carrega quatro moléculas de oxigénio.
Fonte: Pefiuela (2005).

A estrutura tetramérica da Hb permite ligacdo de quatro moléculas de O, por
tetrAmero. Esta ligacdo € favorecida por interacdes que sao fundamentais para o
funcionamento da Hb como a ‘ligacédo cooperativa” e o 2,3-DPG. Na ‘ligagéao
cooperativa” o O, se liga mais rapidamente se outras moléculas de O, ja estiverem
ligadas. Isto permite que a Hb maximize tanto a quantidade de O, transportada sob a
presséo parcial de O, (pO,) dos pulmdes quanto a quantidade de O, liberada sob
pO, tipica dos tecidos periféricos. JaA o fosfato organico, 2,3-DPG, promove a
liberacao eficiente de O, nos tecidos periféricos através da estabilizacdo da estrutura
quaternaria da Hb (MURRAY et al. 2006).

2.2.3 FORMACAO E REDUCAO DA METEMOGLOBINA

Durante a formacgéo da oxihemoglobina (O,Hb) a partir da desoxihemoglobina
(HHb) e de moléculas de O,, um elétron é transferido do Fe** para o O,, formando-
se um complexo férrico/anion superéxido (Fe**/0,%). Na reacéo de desoxigenacéo,
o elétron que havia sido “emprestado” regressa ao atomo de ferro, liberando o O,
para ser consumido pelo organismo. No entanto, cerca de 2% de O, € convertido em

0,*, deixando o ferro no estado férrico (Fe** ou MetHb). Este processo de auto-
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oxidacdo (Figura 8) ocorre espontaneamente em individuos normais, convertendo,
diariamente, cerca 2% da Hb em MetHb (MISRA e FRIDOVICH, 1972; GREGG e
PRCHAL, 2005).

Desoxihemoglobina
Fe?*
Desoxihemoglobina Complexo Férrico - Anido Superéxido
Fe? Fe3*-02+- \
Metemoglobina
Fe*
(o) .

Figura 8 - Mecanismo de formacdo de metemoglobina pelo processo de auto-oxidacdo da
hemoglobina. HHb, desoxihemoglobina; O,", anion superdxido; MetHb, Metemoglobina;
Fe®", ferro ferroso; Fe*, ferro férrico; O oxigénio. Fonte: adaptado de CARVALHO et
al. (2008).

O acumulo de MetHb é prevenido pela acdo de varios mecanismos que
reduzem o Fe®* a Fe?, numa cadeia de transferéncia de elétrons (Figura 9). O
mecanismo fisiolégico mais importante, responsavel por 95% da reducdo da MetHb,
€ realizado pela citocromo bs redutase (CBsR ou diaforase 1), numa reacéo
dependente de NADH que atua como aceptor de elétrons. Assim, o NADH, gerado
pela glicdlise, reduz a NAD que por sua vez reduz a CBsR. A CBsR transfere o
elétron para o Fe** da MetHb reduzindo-o a Fe?* (PASSON, P. G. e HULTQUIST,
1972).
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Figura 9 - (A) Reducédo da hemoglobina em circunstancias normais e (B) apos administragéo de azul
de metileno. Em circunstancias normais o sistema citocromo b5 redutase dependente de
NADH reduz a metemoglobina em hemoglobina. O azul de metileno € uma via de reducao
alternativa, dependente de NADPH. NADH-MR, nicotinamida adenina dinucleotideo
metemoglobina redutase; NADH, nicotinamida adenina dinucleotideo; MetHb,
metemoglobina; Hb, hemoglobina; AM, azul de metileno; G6P, glicose 6 fosfato; G6PD,
glicose 6 fosfato desidrogenase. Fonte: Adaptado de CARVALHO et al. (2008).

s

Uma via alternativa para a reducdo da MetHb & mediada pela MetHb
redutase. Nesta reacdo € utilizada a NADPH, gerado na via das pentoses, como
fonte de elétron, porém nao existem aceptores fisiologicos para estes elétrons, por
isso esta reacdo depende de aceptores exdgenos, como o azul de metileno (AM;
MANSOURI, A. e LURIE, 1993; GIBSON, 2002). Em condicbes normais, 0S
mecanismos de formacao e de reducédo descritos mantém os niveis fisiologicos de
MetHb no sangue entre 0 a 2 % (YAWATA et al. 1992; REHMAN, 2001). No entanto,
quando ocorre um desequilibrio na producédo ou na reducdo da MetHb, surge a
sindrome clinica, metemoglobinemia (MetHba), levando a um estado de anemia
funcional.

A MetHba pode ser congénita ou adquirida. Embora rara, a MetHba
hereditaria, ocorre quando a uma deficiéncia da CBsR ou uma muta¢do na cadeia
globina no caso da doenca da hemoglobina M (REHMAN, 2001). A principal causa

de MetHba € a adquirida, que & provocada por mecanismos iatrogénicos, ou seja,
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por farmacos comumente prescritos, como a DDS e seu metabdlito, o DDS-NOH,
primaquina, clofazimina, cloroquina, benzocaina, corantes de anilina, azul de
metileno (REHMAN, 2001, BOLCHOZ et al, 2001; ASH-BERNAL et al. 2004). Nesta
sindrome, concentracfes abaixo de 10% de MetHb podem ser bem toleradas, porém
niveis acima sao frequentemente associados a sintomas, como dispneia, nauseas e
taquicardia. Niveis proximos a 55% provocam letargia e perda da consciéncia e
niveis mais elevados que 60% podem causar arritmias cardiacas e insuficiéncia
circulatoria, enquanto acima de 70% levam a morte (COLEMAN, 1995; REHMAN,
2001).

2.2.4 IMPORTANCIA DE ESTUDOS IN VITRO COM ERITROCITOS

Os eritrgcitos sé@o as células mais abundantes e altamente especializadas no
corpo humano. Além do seu papel especifico no transporte dos gases respiratorios,
0, e CO,, estas células também desempenham um papel importante no estado
oxidativo dos constituintes do sangue total. Em vista de uma combinacado de fatores,
como a exposicdo a alta concentracdo de O,, a presenca do forte catalisador
oxidativo, a hemoglobina (Hb), os glébulos vermelhos sé@o altamente suscetiveis ao
dano oxidativo. Nesse sentido, para inibir o dano oxidativo, o sistema antioxidante
enzimatico e a GSH estdo presentes, predominantemente, no meio intracelular, dai
importancia da utilizagcdo de eritrocitos em ensaios in vitro (FURMAN, 2011,
HENNEBERG, 2013).

Dessa forma, modelos experimentais com eritr6citos humanos sdao
comumente utilizados para investigar o potencial antioxidante de diferentes
substancias. A suspensao de eritrécitos é um sistema eficaz para a investigacéo do
efeito protetor de substancias antioxidantes, visto que as drogas oxidantes podem
levar a alteragBes em lipidios, proteinas e DNA eritrocitario (SHIVA et al. 2007).
Nesse sentido, a utilizacdo de eritrocitos humanos para o modelo experimental in
vitro, para avaliar a acdo antioxidante, constitui uma 6tima estratégia para avaliar o

efeito de farmacos, sobre parametros do estresse oxidativo, que levam a
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citotoxicidade, dano no DNA, peroxidacao lipidica entre outros (ALBUQUERQUE et
al. 2015).

2.2.5 SISTEMA ANTIOXIDANTE DO ERITROCITO

O estresse oxidativo pode resultar de uma alteracdo na homeostase celular
caracterizada por um aumento da producdo de ERO e/ou diminuicdo das defesas
celulares antioxidantes responsaveis pela neutralizacdo destas espécies oxidantes
(SIES, 2015). O resultado deste fenbmeno é o dano celular pela oxidagdo de
moléculas, como proteinas e lipidios que ainda podem gerar outras ERO, ampliando
o dano celular (TEDESCO et al. 2000; RAHAL et al. 2014).

A producdo de ERO ocorre naturalmente por fontes enddgenas, como
resultado do metabolismo celular (POLI et al. 2004). Além disso, sistemas
enzimaticos, como o da NADPH oxidase, NOS, hipoxantina/xantina oxidase podem
gerar ERO, como o O,", H,O,, oxido nitrico (NO") e peroxinitrito (ONOO"; IRANI et al.
1997; HARRISON, 2002). No entanto, O,” e H,O, sdo pouco reativos com
biomoléculas, contudo na presenca de metais de transicdo, como ferro ou cobre,
podem gerar espécies muito reativas, como radical hidroxila (OH"), através da
reacdo de Fenton (H,O, + Fe?* — OH" + OH + Fe®*") e reacdo de Haber-Weiss (H-O5
+ 0" — OH’ + OH + O,; DIZDAROGLU et al. 1991, MELLO-FILHO e MENEGHINI,
1984; VALKO et al. 2007). Além disso, a producdo de radicais livres, pode ser
induzida por fontes exdgenas, como luz ultravioleta, radiacdo ionizante, drogas ou
exposicao a contaminantes ambientais (RAHAL et al. 2014).

Na circulacado, os eritrocitos sdo continuamente expostos a fontes endogenas
e exogenas de substancias oxidantes (MOHANTY et al. 2014). Além disso, possuem
elementos, como ferro, O e lipidios insaturados, que contribuem para a formacgéo de
ERO que podem causar estresse oxidativo e, consequentemente, danos celulares
gue podem ser irreversiveis (HEBBEL, 1986; ASLAN et al. 2000). Para o controle
dos efeitos das ERO, os eritrocitos tém um sistema antioxidante envolvendo tanto

antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular, como GSH e &cido
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ascorbico, quanto antioxidantes enzimaticos incluindo superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), entre outros (GONZALES et al. 1984,
NAGABABU et al. 2003).

As defesas antioxidantes enziméticas do eritrécito sdo representadas,
principalmente, pelos seguintes enzimas: i) NADH-MR que converte a MetHb em Hb;
ii) superoxido dismutase cobre-zinco (SOD Cu-Zn) dependente que converte O;",
formado na auto-oxidacdo da Hb, a H,O,, o qual tem reatividade limitada; iii) CAT,
uma enzima citoplasmatica, que decompde o H,O, em H,O e O, e realiza a
oxidagdo de doadores de H*, como metanol, acido formico e formdis, com o
consumo de peréxidos; iv) glutationa redutase (GR) NADPH dependente, uma
enzima citoplasmatica que reduz a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa
reduzida (GSH); e v) pela GPx (Figura 10; HARRIS, 1991; COLEMAN, 1995;
CIESLA, 2007; CIMEN, 2008).
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Figura 10 - Mecanismo de protecdo do sistema antioxidante dos eritrocitos a partir da producao de
espécies reativas de oxigénio e producéo de metemoglobina. Fonte: HARRIS (1991).
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A GPx catalisa a reducéo de H,O; e hidroperoxidos organicos (ROOH) a H,O
e ao alcool (ROH) correspondente, utilizando a GSH como cofator. A familia da GPx
é dividida em seis classes de acordo com a sequéncia de aminodcidos, o substrato
especifico e a localizacdo subcelular: i) a classica ou citosolica (GPx 1), a primeira
GPx identificada; ii) a gastrointestinal (GPx 2); iii) a plasméatica ou extracelular (GPx
3); iv) a fosfolipidio hidroperoxido (GPx-PH ou GPx 4); v) a epididimal (GPx 5); vi) e a
do epitélio olfativo (GPx 6). Exceto a GPx 5 e GPx 6, todas as selenoproteinas
contem em seu sitio ativo, o selénio (Se; AMAYA-FARFAN et al. 2001; HERBETTE
et al. 2007).

O sistema antioxidante ndo-enzimatico do eritrcito € formado por substancias
como NADPH, NADH e algumas vitaminas provenientes da dieta, como o a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), é&cido ascoérbico (vitamina C), e
substancias fendlicas, como flavonoides (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
VASCONCELOS et al. 2007; COTINGUIBA et al. 2013), com destaque para a GSH,
principal antioxidante intracelular.

A GSH é um tripeptideo formada a partir de glutamato, cisteina e glicina
(ROVER JUNIOR et al. 2001) que exerce funcfes essenciais na célula, destacando-
se sua funcdo como cofator da familia de enzimas GPx, com a qual protege as
células contra danos oxidativos mediante a remocdo de agentes pré-oxidantes. A
GSH mantém a Hb e outras proteinas do eritrécito, no estado reduzido. Além disso,
por ser o Unico tiol ndo proteico presente em espécies aerObias, seu papel
intracelular antioxidante inclui a eliminacdo de ERO (HERBETTE et al. 2007).

Problemas na sintese e/ou metabolismo da GSH e das enzimas que
participam do seu ciclo catalitico estdo associados a alteracdes do sistema de
defesa antioxidante e dos agentes oxidante (VASCONCELOS et al. 2007). Além
disso, a presenca de ERO tem sido correlacionada com varias doengas, como
cardiovasculares, degeneracao neuronal, cancer e no processo de envelhecimento
(ROVER JUNIOR et al. 2001; RAHAL et al. 2014). Assim, o equilibrio entre a
formacao e a remocéo desses agentes no organismo deve ser regulado, para que as
reacfes e processos metabdlicos possam ocorrer em nivel adequado para a
manutencdao da fisiologia celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
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2.3 Tratamento da Metemoglobinemia adquirida

2.3.1 AZUL DE METILENO

Para o tratamento da MetHba adquirida pela exposicdo a agentes oxidantes,
a primeira linha de defesa consiste em uma infuséo de azul de metileno, na dose de
1-2 mg/kg em solugdo de 1-2 g/dl, em tempo de infusdo de 5 minutos. O AM
apresenta efeito rdpido na reducdo da MetHb tanto in vivo, como também in vitro
(GIBSON, 2002). Estudos ja confirmaram o efeito do AM como redutor da MetHb em
modelos in vitro (MALCHER et al. 2014; ALBUQUERQUE et al. 2015). No entanto,
doses de azul de metileno superiores a 4 mg/kg podem desencadear sintomas como
dispnéia, dor precordial, cianose persistente, anemia hemolitica e
metemoglobinemia devido ao seu potencial oxidante (SILLS e ZINKHAM, 1994,
SHIHANA et al. 2010). Em seu mecanismo de ac¢do, o azul de metileno atua como
um cofator para a NADPH-MR, acelerando a atividade e aumentando a taxa de
conversdo do Fe*" da MetHb a Fe?* (Figura 9; HAYMOND et al. 2005).

2.4 Terapias alternativas com antioxidantes para tratamento da

metemoglobinemia

A MetHba adquirida provocada pela DDS em pacientes hansenianos que
utilizam esse medicamento como terapia para a eliminagdo do virus, pode ser
recorrente, ou seja, pode aumentar mesmo apos o tratamento com o AM. Este efeito
metemoglobinizante da dapsona parece ser dependente da conversao metabdlica a
dapsona-hidroxilamina, pois o metabdlito ao oxidar hemoglobina a MetHb regenera a
dapsona, que pode ser novamente metabolizada ao metabolito oxidativo. Dessa

forma, eventualmente é necessaria a aplicacdo de doses adicionais de AM. No
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entanto, doses elevadas do AM podem agravar a oxidagcdo da hemoglobina e a
leséo celular, devido sua capacidade oxidante.

Assim, substancias antioxidantes podem ser alternativas potenciais ao AM
para o tratamento da MetHba adquirida. Os antioxidantes podem atuar como
doadores de elétrons para reduzir o Fe* da MetHb ou impedir direta ou
indiretamente a acado do metabolito DDS-NOH, sendo assim um antidoto mais eficaz

e seguro no tratamento da MetHba.

2.4.1 EBSELEN

O Ebselen (EbSe ou 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona; Figura 11) é
uma substancia orgéanica de selénio com propriedades antioxidantes, cuja formula
molecular é C;3HsNOSe (NOGUCHI et al. 1992; ZHAO e ARNE HOLMGREN, 2002).
Esta substancia foi originalmente sintetizada durante a procura por substancias com
acdo semelhante a enzima GPx (MULLER et al. 1984). Uma vez que ambos
compartilham a presenca de um Se cataliticamente ativo, o EbSe pode ser um
modelo para o mecanismo enzimatico da GPx. Nesse sentido, um estudo cinético de
reacdo catalitica do EbSe concluiu que o mecanismo é cineticamente idéntico ao da
reacdo da enzima (MAIORINO et al. 1988). Assim, na década de 80, EbSe foi
descrito e caraterizado como um mimético da GPx e da GPx-PH (MULLER et al.
1984; WENDEL et al. 1984; MAIORINO et al. 1988; TIEGS et al. 1998).

Figura 11 - Estrutura molecular do Ebselen (EbSe).
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O EbSe foi uma das primeiras substancias sugeridas para terapia de
inativagdo de peroxidos organicos (ROO; PARNHAM e KINDT, 1984). A partir de
entdo, o EbSe passou a ser considerado como possivel agente terapéutico Util em
situacdes clinicas envolvendo o estresse oxidativo (FARINA et al. 2004). Suas
propriedades biolégicas como um agente antioxidante, anti-inflamatorio,
antiaterosclerdtico, citoprotetor e neuroprotetor tem sido descritas em modelos
animais in vitro e in vivo e em humanos (SIES, 1993; SCHEWE, 1995; OZAKI et al.
1997; SAITO et al. 1998; YAMAGUCHI et al. 1998; PORCIUNCULA et al. 2001;
ZHAO e HOLMGREN, 2002; ZHANG et al. 2002; FARINA et al. 2003; MORETTO et
al. 2004; BURGER et al. 2005; MORETTO et al. 2005; XU et al. 2006; POSSER et
al. 2009).

Diferente de outras substancias contendo o0 Se em sua estrutura tais como
selenito, acido metil-seleninico, Se-metilselenocisteina (SPALLHOLZ, 1994; MISRA
et al. 2015), o EbSe possui uma toxicidade muito baixa, porque sua por¢ao selénio
nao é liberada durante a biotransformacéo, impedindo o seu acumulo no organismo
(WENDEL et al. 1984; ZHAO e ARNE HOLMGREN, 2002; PARNHAM e GRAF,
1987). Esta estabilidade estrutural € uma consequéncia energética favorecida pelo
seu anel de cinco membros (SCHEWE, 1995). Além disso, sua caracteristica
lipofilica assegura uma melhor interacdo com os lipideos de membrana, levando,
assim, uma menor concentracao necessaria para alcancar o efeito protetor contra o
dano oxidativo (MULLER et al. 1984; AZAD e TOMAR, 2014).

Como EbSe é quimicamente um eletrofilo, para iniciar seu mecanismo de
acdo, é necessario um sistema eficiente que funcione como doador de elétrons
(RUFFMANN e WENDEL, 1991; SAKURAI et al. 2006). Estudos demonstraram que
a GSH, por possuir caracteristicas nucleofilicas (RUFFMANN e WENDEL, 1991),
atua como doador de elétrons para iniciar a atividade do EbSe (MULLER et al. 1984;
WENDEL et al. 1984). Assim, a GSH, reage com o atomo de selénio do EbSe para
formar sulfeto de selenenil (EbSe-S-GSH). Este reage com um segundo equivalente
de GSH e forma o selenol (EbSe-H) e GSSG. O EbSe-H reage com H,0, e/ou

ROOH, reduzindo-os a H;0, e a seu alcool (ROH) correspondente, respectivamente.
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O acido seleninico (EbSe-OH) espontaneamente produz outra molécula de H-O,
regenerando o EbSe (Figura 12; HAENEN et al. 1989; COTGREAVE et al. 1992;
NOGUCHI et al. 1992; MAULIK et al. 1998). Dessa forma, assim como a GPx, o
EbSe catalisa a reducdo de hidroperoxidos inorganicos, incluindo fosfolipidios
ligados a membrana e hidroperoxidos de colesterol reduzindo-os a ROH (SAKURAI
et al. 2006).

0
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Figura 12 - Acéo antioxidante do ebselen via glutationa. No primeiro passo, o selenio do ebselen
[EbSe] (A) interage com uma molécula de glutationa [GSH] para formar o selenenil sulfeto
[EbSe-S-GSH] (B). Este interage com outra GSH produzindo o selenol [EbSe-H] (C), que,
em seguida interage com hidroperoxidos organicos [ROOH], formando 4cido selenenico
[EbSe-OH] (D). Este, por sua vez pode interagir com a GSH para regenerar EbSe-S-GSH
(B) ou via a formagdo de agua, o ebselen (A) é regenerada. GSH, glutationa reduzida;
GSSG, glutationa oxidada; ROOH hidroperoxidos organicos; EbSe ebselen; EbSe-S-
GSH, selenenil sulfeto; EbSe-H, Selenol, EbSe-OH, acido seleninico. Fonte: Adaptado de
Tan et al. (2013).

Por outro lado, o EbSe exibe um padréo unico de reacfes quimicas que nao
se restringe a presenca de GSH (MULLER et al. 1984). Ja foi reportado que tibis
sintéticos tais como N-acetilcisteina (COTGREAVE et al. 1987) e ditiotreitol
(MULLER et al. 1985) podem substituir a GSH, sendo doadores de elétrons para a
atividade de peroxidase do EbSe (HAENEN et al. 1989). Isto pode ser a razdo para
a sua diversidade de acdo em modelos in vitro e in vivo (SCHEWE, 1995). Além
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disso, Zhao et al. (2002) demonstraram a reatividade do EbSe com o sistema de
tiorredoxina (Trx), um poderoso sistema dissulfeto redutase de proteinas celulares
que esta presente em todos os organismos vivos (FANG et al. 2005).

Nesse sentido, estudos mostraram que o EbSe utiliza o sistema de Trx de
forma mais eficiente que a GSH, sugerindo que este € um importante mecanismo de
acado antioxidante. Assim, o sistema de Trx, em particular a tiorredoxina redutase
(TrxR), um excelente ditiol redutor da célula, se comporta como um doador de
elétrons para o EbSe. Consequentemente, o EbSe é reduzido por NADPH catalisado
por TrxR, formando o EbSe-H. Este reage com o H,0O, e/ou ROOH reduzindo-os a
H,O, e ao ROH correspondente. O acido selénico (EbSe-OH) formado elimina H,O e
regenera o EbSe para o outro ciclo catalitico (Figura 13). Assim, o EbSe age como
uma Trx peroxidase, potencializa a agdo da TrxR e aumentando a atividade
catalitica de reducédo de H,O, e ROOH (ZHAO e HOLMGREN, 2002; ZHAO et al.
2002; FANG et al. 2005).
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Figura 13 - Acdo antioxidante do Ebselen via sistema de tioredoxinas. No primeiro passo, 0
ebselen [EbSe] é reduzido por NADPH catalisado por TrxR, formando o selenol [EbSe-
H]. Este reage com o peroxido de hidrogénio [H,O,] e/ou hidroperdxido orgénico
[ROOH] reduzindo-os a agua [H,0], e ao alcool [ROH] correspondente. O acido selénico
[EbSe-OH] formado elimina H,O e regenera o EbSe para o outro ciclo catalitico. Trx,
tioredoxina; TrxR, tioredoxina redutase; ROOH hidroperoxido orgénico; EbSe ebselen;
EbSe-S-GSH, selenenil sulfeto; EbSe-H, Selenol, EbSe-OH, acido seleninico. Fonte:
Adaptado de Zhao et al. (2002).
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Além de atenuar e prevenir a formacdo de ERO, o EbSe também inibe
enzimas que estdo implicadas em processos inflamatérios (Figura 14) e que sdo
fontes de ERO envolvidas na inflamagéo, como lipoxigenase (LOX; SCHEWE et al.
1994; WALTHER et al. 1999), NADPH oxidase, proteina kinase C, ciclooxigenase
(COX; COTGREAVE et al. 1989; MIORELLI et al. 2008), oxido nitrico sintase (NOS;
HATTORI et al. 1996), bomba de H*/K"ATPase (SCHEWE et al. 1994; SAKURAI et
al. 2006), prostaglandina E; (PARNHAM e KINDT, 1984) e leucotrieno B4 (LTB,). O
LTB,4 € um potente mediador da acéo dos neutréfilos, convertendo-o em um isémero
6-trans biologicamente inativo (SAFAYHI et al. 1985; KUHL et al. 1986).

Adicionalmente, o EbSe inibe a formacdo de ERN, como oxido nitrico (NO) e impede
a reacdo com anion superoxido (02._) e a consequente formacédo de peroxinitrito

(ONOO ;WANG et al. 1992) que é um agente oxidante potente, mediador da
toxicidade em estados inflamatérios (MASUMOTO et al. 1996).
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Figura 14 - Acdo anti-inflamatéria do Ebselen. (A) Na formac&o produtos intermediarios do acido
araquidénico produzidos durante a inflamacao. (B) Na formacao de NO. (C) Na formacao
de hiroperoxidos. EbSe, Ebselen; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada;
SOD, superdxido dismutase; CAT, catalase; NOS, oxido nitrico sintase; NO, oxido nitrico;
ONOO’, peroxinitrito; NADPH oxidase, oxidase nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato; O,, oxigénio singlet; O,", anion superoxido; H,O,, perdxido de hidrogénio; OH",
radical hidroxila; H,O, agua; LH, acido graxo poli-insaturado; L, radical lipidico; LOOs,
radical peroxil; LOOH, hidroperoxido lipidico; LO-, radicais alcoxil; Fe**, ferro ferroso;
Fe®*, ferro férrico. Fonte: adaptado de Schewe et al. (1995).
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Do mesmo modo, O EbSe também pode reagir, com outra ERN, o ONOO’
formando 6xido de selénio (EbSe-O) e nitrito (ONO") como pode ser observado na
figura 15. O EbSe-O na presenca de tidis pode ser reconvertido a EbSe. Este forma
EbSe-S-GSH pode reagir novamente com o0 ONOO" para formando EbSe-O e ONO'.
Outra possibilidade é a conversdo do EbSe-S-GSH, na presenca de tiol, formando
EbSe-H, que formara o EbSe-Se (MASUMOTO et al. 1996; DAIBER et al. 2000).
Com isso, 0 EbSe diminui a oxidacéo e a nitracao induzidas por ONOO™ (BRIVIDA et
al. 1996; SIES et al. 1997), prevenindo processos oxidativos desencadeados durante
a inflamacéo (PARNHAM e SIES, 2000).
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Figura 15 - Mecanismo catalitico do Ebselen na reducéo de peroxinitrito para nitrito. (A) EbSe
reage com o0 ONOO’ formando 6xido de selénio (EbSe-O) e nitrito (ONO). (B) EbSe-O
na presenca de tidis regenera o EbSe. Esta forma selenenil sulfeto (EbSe-S-GSH) na
presenca de GSH. (C) EbSe-S-GSH reage com o ONOO™ formando EbSe-O e ONO', e
na presenca de tiol, forma selenol (EbSe-H). Este por sua vez, formara diseleneto
(EbSe-Se). EbSe, Ebselen; ONOO', peroxinitrito; EbSe-O, 6xido de selénio; ONO’, nitrito;
EbSe-S-GSH, selenenil sulfeto; EbSe-H, selenol; EbSe-Se, diseleneto. Fonte: Adaptado
de Daiber et al. (2000).

Além da acdo anti-inflamatoria, estudos evidenciaram a capacidade do EbSe
em inibir a peroxidacéo lipidica (OZAKI et al. 1997; KONO et al. 2001), através da
prevengao da formagdo de ERO (MAULIK et al. 1998; UEDA, et al. 1990). Com

esses efeitos, 0 EbSe se mostrou util como neuroprotetor em modelo de isquemia
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cerebral in vitro e in vivo (PORCIUNCULA et al. 2001; DAWSON, et al. 1995;
GABRYEL e MALECKI, 2006). Adicionalmente, o EbSe protegeu o cérebro contra a
lesdo isquémica e reperfusao focal aguda (DAWSON et al. 1995; IMAI et al. 2003).
Em cultura de astrocitos, Gabryel e Malecki (2006) observaram que o EbSe preveniu
a apoptose induzida por isquemia (HARDEJ e TROMBETTA et al. 2002; GABRYEL
et al. 2006). Em um estudo feito por Namura et al. (2001) o EbSe diminuiu a
fragmentacdo do DNA no cérebro de ratos apés isquemia (NAMURA et al. 2001).
Além disso, o0 EbSe apresentou efeitos benéficos em ensaios clinicos para o
tratamento de pacientes com déficit neurolégico tardio, ap6s hemorragia
subaracnoidea aneurismal (SAITO et al. 1998) e acidente vascular cerebral
isquémico agudo (YAMAGUCHI et al. 1998; MOUSSAOQUI et al. 2000).

Nesse sentido, estudos apontam que o EbSe pode modificar a funcdo do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e neutralizar as ERO que séo produzidas
apos a ativacado dos receptores de NMDA (HERIN et al. 2001; LAPCHAK et al.
2003). Adicionalmente, ja foi demonstrado que o EbSe impediu neurotoxicidade
induzida pela diminui¢do da captacéao do glutamato induzida tanto por metilmercurio,
guanto pelo acido quinolinico. Desta forma, demonstrou-se a eficacia do EbSe na
prevencao do estresse oxidativo provocada pela toxicidade do glutamato, através do
reducdo de ERO, evitando a cascata de reac¢des que pode culminar na peroxidagao
de lipideos em membrana neuronal (PORCIUNCULA et al. 2001; ROSSATO et al.
2002; FARINA et al. 2003).

Além disso, foram investigados os efeitos mutagénico e anti-mutagénico,
assim como o perfil genotoxico e anti-genotoxico do EbSe. Nestes estudos o EbSe
protegeu contra a citotoxicidade, a mutacao, e o dano em DNA induzidos por H,0,
através da reducéo da formagéo de ERO causados por H,O, (MIORELLI et al. 2008).
Além de proteger as células da linhagem V79, o EbSe protegeu as células da
linhagem HepG, e HL-60 contra o estresse oxidativo (YANG et al. 1999). A razéo
desta protecao reside, provavelmente, na protecado antioxidante adicional, em virtude
da sua acdo mimética da GPx. Demonstrando-se que o0 EbSe é capaz de suprimir a
formacao intracelular de H,O, podendo ser usado como um potente antioxidante
para proteger as células contra o dano oxidativo, associado com o aumento na
producdo de ERO (YANG et al. 1999; MIORELLI et al. 2008).
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2.4.2 N-ACETILCISTEINA

A N-acetilcisteina (NAC; Figura 16) € uma substancia tiélica que contém um
gurpo sulfidril e formula quimica CsHgNO3S. A NAC € amplamente utilizada na
clinica como farmaco mucolitico (ZIMENT 1988) e, no tratamento de doencas
congestivas e obstrutivas pulmonares associadas a hipersecrecdo (DODDS et al.
2008; TUMUR, 2010). Além disso, a NAC pode servir como antidoto em casos de
intoxicacao pelo paracetamol (acetominofeno), reduzindo o grau de lesdo hepética e
sendo bastante efetivo quando administrada dentro de 8 a 10 horas previamente a
ingestdo do farmaco (ALGREN, 2008).

O

HS OH

Figura 16 - Estrutura molecular da N-acetilcisteina (NAC).

Em relagéo a atividade antioxidante, a NAC contribui para a sintese da GSH,
promovendo assim a homeostase celular, visto que a reducdo dos niveis de GSH
apresenta associagcdo com alteracbes do estado antioxidante e com o aumento do
estresse oxidativo (DE FLORA et al. 2001; PINHO et al. 2005). Nesse sentido, a
atividade antioxidante da NAC pode ocorrer através da reducdo direta de ERO a
espécies menos reativas formando radical sulfarico e cisteina ou através da
promocao da biossintese de GSH que funciona como sequestrador de radicais livres
ou como substrato no ciclo redox da GPx (ARUOMA et al. 1989).
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Em seu mecanismo de acdo, a NAC, € hidrolisada, liberando a cisteina no
meio extracelular (RUFFMANN e WENDEL, 1991). A cisteina é transportada pelo
sistema de transporte de aminoacidos alanina-serina-cisteina (ASC), dependente de
Na’, presente em vérias células. No entanto, a NAC é uma substancia lipofilica,
precursora de cisteina e que néo necessita de transporte ativo para atravessar a
membrana (LAUTERBURG et al. 1983). Ja no meio intracelular, a NAC é
rapidamente hidrolisada para liberar a cisteina, um precursor de GSH. A GSH ¢é
sintetizada pelas agbes consecutivas de y-glutamil cisteina sintetase e GSH-
sintetase (Figura 17). Desse modo, a NAC é capaz de regenerar e/ou aumentar 0s
niveis de GSH intracelular, componente importante para a remoc¢édo de ERO que séo
capazes de proteger as células contra o estresse oxidativo (MARMOLINO e MANTO,
2010; SHAHRIPOUR et al. 2014).

Hidrélise

Hidrélise
cls ¢————

lu
" i y-GCS

y-glucis

gli 2RSH
NADN GSH sintetase (GSH,NAC etc.)

GSH H,0,, ROOH
GSH redutase GSH peroxldase: ebselen
GSSH HZO,ROH

NADPH

RSSR+H.0,

Figura 17 - Mecanismo de acao da N-acetilcisteina (NAC). ASC, alanina-serina-cisteina (ASC)
sistema de transportes; Cis, cisteina; y-GCS, y-glutamil cisteina sintetase; y-Glucis, y-
glutamil cisteina; Glu, glutamato; Gli, glicina; GSH, glutationa. Fonte: Adaptado de
Marmolino e Manto, 2010.
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Apoés a administracdo oral, a NAC é rapidamente absorvida e metabolizada e
cerca de 10% da quantidade ingerida permanece na circulacdo por um tempo
razoavel, sendo a maior parte da droga consumida na producdo de GSH. O pico de
concentracdo plasmética é atingido em 2 a 3 horas apés a administracdo e a meia-
vida plasmatica é de 5 a 6 horas em adultos e 11 horas em neonatos. A NAC sofre o
processo de metabolismo de primeira passagem no figado, resultando em baixa
biodisponibilidade (VINCENZINI et al. 1998; DEKHUIJZEN, 2004).

Em relacdo a intervencdo com antioxidantes na reversdo de MetHb, estudos
ja evidenciaram a capacidade da NAC em prevenir 0 estresse oxidativo em
eritrocitos (WRIGHT et al. 1996), através da reducdo da formacdo de MetHb
(WRIGHT et al. 1998; COLEMAN e TAYLOR, 2003). Além disso, a NAC apresentou
propriedades citoprotetoras através do aumento dos mecanismos de defesa
pulmonar, devido suas propriedades antioxidantes diretas e indiretas, como
precursor da sintese da GSH (DEKHUIJZEN, 2004). Adicionalmente, a NAC também
apresentou um efeito atenuante e até preventivo na producdo de ERO, como o acido
hipocloroso (HCIO), o *OH e o H,0,, devido ao grupo sulfidrilico presente em sua
estrutura quimica (SHAIK e MEHVAR, 2006).

Devido a potente capacidade antioxidante, a NAC tem-se mostrado bastante
eficiente como protetor em doenca renal cronica (IVANOVSKI, 2005), cancer,
insuficiéncia pulmonar, e outras doencas sistémicas (NOLIN, 2007). Pode também
melhorar a funcdo endotelial e atenuar a doenca inflamatéria vascular
(aterosclerose), antagonizando os efeitos da geracdo de substancias reativas
intracelulares (TUMUR, 2010). Adicionalmente, a NAC apresenta efeitos benéficos
sobre complicacbes cardiovasculares, atraves da habilidade em reduzir a
concentracbes de homocisteina e lipoproteinas. Além disso, a NAC aumenta a
capacidade de reparo no DNA e promove a indugéo de apoptose seletiva de células
em transformacéo. Estudos também indicam que NAC reduz disfuncédo endotelial,
inflamacgéo e fibrose em pacientes renais crénicos, com evidente de melhora clinica
(MASSY, 2009).
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2.4.3 ACIDO a-LIPOICO

O acido a-lipéico (ALA; é&cido 1,2-ditiolano-3-pentandico) é um substancia
sintetizada em pequenas quantidades por plantas e animais (REED, 2001). Estudos
mostram que o ALA apresenta algumas propriedades antioxidantes, como
capacidade de sequestrar diretamente ERO e, indiretamente, através da capacidade
de regenerar antioxidantes enddégenos, como GSH, vitamina E e C (MAITRA et al.
1995; ROY et al. 1997;HAGER et al. 2001). Além disso, o ALA é capaz de quelar
metais, como o ferro, prevenindo a producdo de ERO (PACKER et al. 1995;
MATSUGO et al. 1996). Além disso, o ALA funciona como cofator para complexos
multienzimaticos importante para mitocondria, como a piruvato desidrogenase
(BRAMANTI et al. 2010). Adicionalmente, o ALA participa de processos metabdlicos,
incluindo o metabolismo de glicose, em diferentes tipos celulares (GRASSO et al.
2014). Devido a essas propriedades, o ALA foi capaz de proteger contra o dano
oxidativo em varios processos patoldgicos, incluindo diabetes, sindrome de isquemia
e reperfusdo e doencas neurodegenerativas (PACKER et al. 1995; EVANS e
GOLDFINE, 2000).

O ALA ¢ sintetizado endogenamente pela enzima acido lipbico sintetase a
partir do &cido octandico (MORIKAWA et al, 2001). O ALA pode se ligar
covalentemente a proteinas especificas, como residuos de lisina. Além das funcbes
fisiol6égicas do ALA ligado a proteinas, ha um crescente interesse médico e cientifico
na potencial utilizac&o terapéutica de outras formas desta substancia (UCHIDA et al.
2015). O ALA apresenta dois grupos tiol (-SH), um em cada um dos atomos de
carbono, C6 e C8, que estdo conectados por ponte disulfeto, que pode ser oxidado
ou reduzido. A forma oxidada, ALA, pode ser rapidamente reduzida no organismo
resultando na formacao do acido dihidrolipoico (ADHL; KRAMER e PACKER, 2001,
MOINI et al. 2002). Além disso, o ALA também contém um carbono quiral, C6,
existindo como dois enantiomeros ou estéreoisémeros: acido R-(+)-lipdico (R-ALA) e
S-(-)-lipéico (S-ALA; Figura 18; CARLSON et al. 2007).



45

R-(+)-ALA S-(-)-ALA

" OH

Figura 18 - Estrutura do acido R-a-lipéico e do S-a-lipdico. Fonte: Carlson et al. 2007.

O R-ALA é o enantibmero de ocorréncia natural, sintetizado no organismo
pela enzima mitocondrial dihidrolipoamida desidrogenase a partir do ALA, enquanto
0 S-ALA é um subproduto da sintese quimica (SOHAL et al. 1994). Além disso, a
GSH também pode catalisar a reducdo do ALA, de forma mais lenta, formando
preferencialmente o S-ALA, com consumo de NADPH (HARAMAKI et al. 1997). O R-
ALA, assim como o ALA, é um cofator essencial de varias enzimas do complexo
mitocondrial que catalisam reacdes relacionadas a producdo de energia e o
catabolismo de a-cetoacidos e aminoacidos (BUSTAMANTE et al. 1998; REED,
1998). Este composto se liga covalentemente ao grupo amino de um residuo de
lisina, através de uma ligacdo amida e, portanto, apresenta-se como lipoamida
(MOINI et al. 2002).

Por outro lado, o S-ALA apresenta menor afinidade de ligacdo a enzimas
mitocondriais. Anteriormente, Hagen et al. (1999) ja haviam demonstrado que a
funcdo mitocondrial de ratos aumentava com suplementacdo com R-ALA, enquanto
0 S-ALA, por ser incapaz de se ligar a enzimas mitocondriais, provocava uma
reducdo na producdo de ATP (HAGEN et al. 1999). Além disso, o0 R-ALA também
aumenta ou mantém os niveis de antioxidantes como a GSH e o acido ascorbico
(SUH et al. 2001). Em estudo in vitro, o R-ALA foi mais efetivo em quelar metais em
eritrécitos humanos e impedir a formacdo de ERO do que o ALA e 0 S-ALA (OU et
al. 1995). Em modelo animal, o R-ALA foi capaz de melhorar o transporte, a

absorcdo e o metabolismo de glicose em ratos deficientes de insulina, sendo mais
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eficaz que S-ALA (YAWORSKY et al. 2000; KONRAD et al. 2001; MOINI et al.
2002).

Diante do exposto, € importante avaliar o efeito das substancias previamente
apresentadas na prevencéo e/ou reversao da formacao da MetHb, visto que ambos
estdo envolvidos direta ou indiretamente com o sistema de defesa antioxidante da
GSH. Dessa forma, essas substancias podem atuar no sequestro de ERO,
desempenhando assim um papel importante na defesa antioxidante dos eritrocitos

contra o estresse oxidativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor dos antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, acido R e
S-lipéico na metemoglobinemia induzida pelo metabdlito dapsona-hidroxilamina em

eritrocitos in vitro, correlacionando a protecdo ou reversdo do estresse oxidativo.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito do Ebselen, da N-acetilcisteina e dos acidos R e S-
lipbico na metemoglobinemia induzida pelo metabdlito DDS-NOH em eritrdcitos in
vitro.

o Determinar a concentracdo de GSH nos eritrocitos expostos a DDS-
NOH na presenca ou ndo de Ebselen, N-acetilcisteina e acidos R e S-lipdico in vitro.

o Determinar os niveis de capacidade antioxidante total (TEAC) nos
eritrécitos expostos a DDS-NOH na presenca ou ndo de Ebselen, N-acetilcisteina,
acido R-lipdico e S-lipdico in vitro.

o Determinar a concentracdo de substancias reativas ao &acido
tiobarbittrico (TBARS) nos eritrocitos expostos a DDS-NOH na presenca ou nédo de
Ebselen, N-acetilcisteina, acido R-lipdico e S-lipdico in vitro.

o Determinar a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT nos
eritrocitos expostos a DDS-NOH na presenca ou ndo de Ebselen, N-acetilcisteina,
acido R-lipdico e S-lipdico in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao e preparacao das amostras

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para (CEP-
ICS/UFPA), sob parecer n° 1.898.698 e CAAE 60044516.9.0000.0018 (ANEXO B).
Amostras de sangue venoso foram obtidas de voluntarios mediante a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; ANEXO A).

Amostras de sangue venoso humano de 21 voluntarios saudaveis (ambos 0s
sexos e idades de 20-25 anos) foram obtidas por pun¢éo venosa, ap6s uma noite de
jejum. Os critérios de exclusédo utilizados foram: uso recente de algum medicamento
e/ou vitamina, doencas cronicas, menor de 20 anos e maiores de 25 anos e uso de
tabaco. ApGs a coleta, o sangue total foi armazenado em tubos de ensaio contendo
0 anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA 5%) [adquirido da NewProv]
(50 pL/mL) por no méaximo 4 horas a 37°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min a 37°C. ApGés isto, o plasma e a camada
de Buffy coat (leucécitos e plaquetas) foram removidos e o concentrado de
hemacias (eritrécitos), isolado, foi lavado trés vezes com solucéo fisiolégica (NaCl
0,9%). Em seguida, os eritrécitos foram diluidos em NaCl 0,9% na propor¢édo 1:1,
resultando em uma suspenséo de eritrocitos de aproximadamente 50% (Figura 20).

A suspenséo de eritrécitos a 50% foi usada para os procedimentos experimentais.
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Figura 19 - Representacao esquemética da obtencdo da suspensédo de hemécias a 50%.

4.2 Preparacgao das substéncias de trabalho

Ebselen ou 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona (EbSe) [adquirido da
Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)] foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO;
(CH3),SO) [adquirido da Dinadmica] antes da adicdo de solvente aquoso para
preparacao das concentra¢des de trabalho [0,1; 1; 5; 10 uM];

N-acetilcisteina (NAC; CsHgNO3S) [adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St.
Louis, Mo)] foi dissolvido em solucdo salina com tampéao fosfatos 1x (PBS 1x) para
preparacao da concentracdo de trabalho [10 uM];

Acido R-lipdico (R-ALA) e Acido S-lipdico (S-ALA) [adquiridos da Sigma-
Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)] foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO;
(CH3),SO) [adquirido da Dinamica] antes da adicdo de solvente aquoso para
preparacao das concentracdes de trabalho [0,1; 1; 5; 10 uM];

Azul de metileno (AM; Ci6H1sN3SCL.3H,0) [adquirido da Nuclear] foi
dissolvido em solvente aquoso para preparacdo da concentracédo de trabalho [0.04
pM]. O AM foi utilizado no estudo como o controle positivo na prevengao da MetHb
induzida pela DDS-NOH em eritrécitos in vitro, uma vez que clinicamente este
agente redutor é considerado o Unico tratamento para a MetHb (REILLY et al. 1999;
ALBURQUEQUE, 2013).



50

Dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH) [adquirido da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA)] foi dissolvido em Alcool Metilico (CH30H) [adquirido da Dinamica]
para preparacao das concentracoes de trabalho [2,5 e 7,5 pg/mL].

4.3 Pré-tratamento das amostras

Inicialmente, 0.5 mL da suspenséo de eritrécitos a 50% obtido conforme o
item 4.1.1, foi distribuido para cada tubo de ensaio de vidro, de acordo com 0s
grupos estudados. Apés isto, os eritrécitos foram pré-tratados com 0.1 mL de PBS
1x, de EbSe, de NAC, R-ALA, S-ALA e de AM, de acordo com seus grupos, e
incubados por 60 minutos a 37°C. Apos este periodo, foi adicionado as amostra 0.1
mL de PBS 1x ou metanol ou DDS-NOH, de acordo com seus grupos, e novamente
incubados por 60 minutos a 37°C (Figura 21). Ap6s o periodo de incubacdo, as

amostras foram imediatamente preparadas para os procedimentos experimentais.
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DISTRIBUIGAD DAlAMOSTRA EM ALICOTAS

[ = = = =)

Pré-incubagio

com antioxidantes m v v

1 1
- Jguouo o
@ APOS 60 MINUNTOS

®

Incubagéo
com DDS-NOH L] v

e ll.l Jguu Ll,
A APOS 60 MIN. ‘
© XX
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Determinagéo de TEAC.  Determinagio de CAT.

Figura 20 - Representacao esquematica do pré-tratamento da suspensao de eritrdcitos a 50%. 1)
controle metanol (solvente da DDS-NOH) - esse grupo foi pré-tratado com solugéo
tampao fosfato salina (PBS) e apds 60 minutos foi exposto ao metanol. 1) controle
negativo (DDS-NOH) - esse grupo foi pré-tratado com PBS e apds 60 minutos foi
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exposto a DDS-NOH na concentragdo de 2,5 pg/mL. Ill) controle positivo (AM) -
esse grupo foi pré-tratado com o azul de metileno (0,04 uM) e, apés 60 minutos de
incubacéo foi exposto a DDS-NOH na concentragdo de 2,5 ug/mL. 1V) antioxidante
+ agente oxidante [EbSe + DDS-NOH; NAC + DDS-NOH; R-ALA + DDS-NOH; S-
ALA + DDS-NOH; AM + DDS-NOH] - esses grupos foram pré-tratados com EbSe ou
NAC ou R-ALA ou S-ALA nas suas diferentes concentragdes e apds 60 minutos de
incubacéo foram expostos a DDS-NOH (2,5 pug/mL).

4.4 Determinacao de metemoglobina

A metemoglobina (MetHb) foi determinada pelo método de Evelyn e Malloy
(1938). O percentual de MetHb foi determinado em triplicata, e os valores inferiores
a 2% foram considerados normais.

Inicialmente, para a obtencdo do hemolisado, 500 yL da suspensédo de
hemacias a 50% preé-tratada conforme item 4.1.2, foi adicionado em tubos de ensaio,
seguido pela adicdo de 2.5 mL de 4gua destilada e agitadas por inversao trés vezes
e mantidas em repouso por 3 min. Em seguida, foi adicionado ao tubo 1 mL de
solugdo tampdao-fosfato 0,5 mol/L e 3 gotas de t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
(Triton X-100) [adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, M0)], e apds isto, o tubo
foi agitado no vortex por 30 segundos, obtendo-se uma hemdlise completa. Deste
tubo, foram transferidos 2.4 mL para cubeta (Al) e 0.2 mL para outra cubeta (A2),
esta contendo 2,2 mL do reativo ferricianeto-fosfato. Seguiu-se a leitura das
amostras em A= 632 nm em espectrofotdmetro, para obtencdo das absorbancias de
A1 e A2. Apds as leituras, foi adicionado 100 pL da solugédo neutralizada de cianeto
de sédio a 10% nos tubos Al e A2, e apos 1 minuto, foi realizada nova leitura das
absorbancias para obtencdo do A3 e A4 (Figura 22).

ApoOs a leitura das absorbéncias, o céalculo do percentual de % MetHb foi feito

pela seguinte equacéo.

A1-A3

12x (A2Ad) 100

% MetHb =

Onde:
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12: fator de correcéao;

Al:
A2:
A3:
A4:

% de metemoglobina na amostra,
% de cianometemoglobina da amostra;
100% de metemoglobina na amostra;

100 % de cianometemoglobina na amostra.
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Figura 21 - Representacdo esquematica da determinacéo da metemoglobina.

4.5 Determinagéo de Glutationa reduzida

A glutationa reduzida foi determinada de acordo com a metodologia adaptada

de Ellman (1959). Inicialmente, foi retirada da suspenséo de eritrocitos a 50% pré-

tratados (item 4.1.2), uma aliquota de 200 uL e transferidos para um tubo de ensaio

contendo 1800 pL de agua. Em seguida, 20 pL deste hemolisado foi transferido para

tubo de ensaio contendo 20 pL de agua destilada e 4 mL de solugdo tampéo de

SOD. Deste tubo, foram retirados 3 mL de amostras e transferidos para a cubeta,

seguida da 12 leitura da amostra (T0) a 412 nm. Logo depois, foram adicionados, na
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amostra, 100 uL da solugao de DTNB e apds 3 minutos, foi realizada a 22 leitura (T3)

para a determinagao da concentracdo de GSH expressa em ug/ml (Figura 23).

20
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Figura 22 - Representacdo esquematica da determinacéo de glutationa.

3°

4.6 Determinacao da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox

A capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi determinado de
acordo com a metodologia adaptada de Miller et al. (1993) e modificado por Re et al.
(1999). Inicialmente, foi colocado 2970 pL da solugdo de trabalho de ABTS™ para a
cubeta, seguido da primeira leitura (T0). Depois, foi retirada da suspensdo de
eritrocitos a 50% preé-tratada (item 4.1.2), uma aliquota de 100 pL e transferidos para
um tubo de ensaio contendo 900 uL de agua. Em seguida, 30 uL deste hemolisado
foi transferidos para a cubeta contendo o radical, e ap6s 5 minutos foi realizada a
segunda leitura (T5; Figura 24). A reacao foi mensurada em espectrofotometria pela

observacdo da mudanca na absorbancia lida a 734nm durante cinco minutos. Assim,
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foi determinada a atividade antioxidante total da amostra, sendo calculada a sua
relacdo com a reatividade do Trolox como padrdo, através da realizacdo de curva
padrao sob as mesmas condi¢des.

o ABTS ’

e K208S2 J ’

2970 uL de ABTS™

12 Leitura 734 nm

(T0) 30 pL de amostra

(5 minutos)

( Solugao de trabalho
ABTS™
r/\

22 Leitura 734 nm I
(T5) LN d

Figura 23 - Representacdo esquemética da determinacdo da Capacidade Antioxidante Equivalente
ao Trolox (TEAC).

4.7 Dosagem de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico

A dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) € um
meétodo utilizado para avaliar a peroxidacao lipidica. Neste estudo o método foi
utilizado como um indicador do estresse oxidativo. O procedimento técnico foi
realizado de acordo com fundamentos propostos por Percério et al. (1994).

Inicialmente, foi retirada da suspensédo de hemacias a 50% pré-tratada (item
4.1.2), uma aliquota de 100 L, e transferidos para um tubo de ensaio contendo 900
ML de agua. Em seguida, 0.5 mL deste hemolisado foram transferidos para tubo de

ensaio contendo 1 mL da solucdo de TBA (10 nM). Em seguida, este tubo foi
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colocado no banho-maria a 94°C por 60 min. Apds este periodo foi adicionado ao
tubo 4 mL de alcool n-butilico (adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)), que
em seguida foi agitado em agitador tipo vortex, seguido de centrifugacédo a 175 x g
(15 min). Ap6s isto, 3 mL do sobrenadante foram transferidos para cubeta, e em

seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica a 535 nm (Figura 25).

(1
e 0.5 mL‘de amostra 4 mL alcool 3mlL do enadante
.I 1 mL de TBA . . n-butilico . \ Y J
i '< - '4 - (d <>
o Banho-maria . o Vortex 30's > {;zgur:;
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Figura 24 - Representacdo esquematica da dosagem das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS).

4.8 Determinacao da superoxido dismutase

A atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) foi determinada de
acordo com a metodologia adaptada de McCord e Fridowich (1969). Apdés os
processos descritos no item 4.1.2, foi obtido um hemolisado a partir de 50 puL dos
grupos estudados. Uma aliquota foi adicionada a uma mistura de tampé&o, citocromo
¢ 0,075 mM, hipoxantina 1,5 mM e xantina oxidase 56 mM; a solugéo resultante foi
incubada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 15 min, seguida de leitura
na faixa de 550 nm em espectrofotdbmetro UV-1800 (Shimatzu). Os valores de
absorbancia foram aplicados em curva padrédo de citocromo c para determinacdo da
concentracdo enzimética, expressa em Unidade SOD/mg proteina: uma unidade de
SOD é a guantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a velocidade de

reducado do citocromo ¢ a 550 nm.
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4.9 Determinacao da atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme, o método descrito
por Aebi (1984). Inicialmente, as suspensdes de eritrocitos foram hemolisadas em
agua (1:3) para em seguida serem diluidas em tampao TRIS base (Tampdao Tris 1
M/EDTA 5mM pH8,0). No entanto, para verificar o decaimento do H,O, (Merck),
aliquotas das amostras diluidas foram adicionados a 900uL de solugao de reacao
(Tampdo TRIS base, H,O, 30% e agua ultrapura) pH 8. A diminuicdo da
concentragdo de H,O, foi verificada a A=240 nm a 25°C durante 60 segundos. A
atividade de catalase foi definida como a atividade necessaria para degradar um 1
mol H,O, em 60 seg, em pH 8 a 25°C, sendo expressa como U/mg Hb nos
eritrécitos (BUKOWSKA e KOWALSKA, 2004). O coeficiente de extincdo molar H,O,
utilizado para o célculo foi de 39,4 cm?mol.

4.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por andlise de variancia uma via (ANOVA)
seguida por teste de Tukey multiplas compara¢des. Os valores foram expressos em
média + desvio padrdo e considerados estatisticamente significativos quando p <
0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do Ebselen, da N-acetilcisteina, do Acido R-lipdico e do Acido S-
lipéico na formacdo de metemoglobina induzida por DDS-NOH em eritrocitos

A DDS-NOH (2,5 pg/mL) induziu aumento nos niveis de MetHb de forma
significativa (p < 0,05), em relacdo ao grupo controle metanol. O pré-tratamento com
EbSe impediu, parcialmente a formacdo de MetHb quando comparado ao grupo
DDS-NOH sem tratamento (p < 0,05). Além disso, ndo houve diferencas
significativas entre as diferentes concentracbes de EbSe. O pré-tratamento com AM
(0,04 uM) foi capaz de impedir a formacao de MetHb (Figura 25).
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Figura 25 - Efeito do EbSe na formacdo de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrcitos. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo de triplicata. “p < 0,05 comparado ao
metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. EbSe, Ebselen; AM, azul de
metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina; Metemoglobina
(%), percentual de formacdo de metemoglobina.



58

Adicionalmente, a NAC preveniu de maneira significativa (p < 0,05) a
formacdo da MetHb em relacdo a DDS-NOH. N&o houve diferencas significativa

entre a NAC e o controle positivo, 0 AM (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da NAC na formacdo de MetHb induzida por DDS-NOH em eritr6citos. Os dados
foram expressos como média + desvio padréo de triplicata. “p < 0,05 comparado ao
metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. NAC, N-acetilcisteina; AM,
azul de metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina;
Metemoglobina (%), percentual de formacdo de metemoglobina.
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Todas as concentracdes testadas do R-ALA preveniram a formacao de MetHb

comparado ao grupo DDS-NOH (p =< 0,05). Nao foram observadas diferencas

estatisticas entre as concentracdes de R-ALA e o controle positivo, o0 AM (Figura

27).
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Figura 27 - Efeito do R-ALA na formacao de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrécitos. Os dados
foram expressos como média = desvio padrdo de triplicata. #p < 0,05 comparado ao
metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. R-ALA, acido R-lipbico; AM,

azul de

metileno;

DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina;

Metemoglobina (%), percentual de formacdo de metemoglobina.
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Nos grupos pré-tratados com S-ALA, observou-se uma prevengao no
aumento da concentracdo de MetHb em comparacéo ao grupo DDS-NOH (p < 0,05).

N&o houve diferencas estatisticas entre as concentragfes de S-ALA (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito do S-ALA na forma¢&o de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrocitos. Os dados
foram expressos como média + desvio padréo de triplicata. “p < 0,05 comparado ao
metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. S-ALA, &cido S-lipbico; AM,
azul de metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina;
Metemoglobina (%), percentual de formacao de metemoglobina.
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5.2 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Acido R-lip6ico ou
Acido S-lipoico sobre os niveis de glutationa em eritrocitos tratados com DDS-
NOH

A DDS-NOH reduziu os niveis de GSH comparado ao metanol. O pré-
tratamento em todas as concentracdes de EbSe induziu aumento significativo (p <
0,05) nos nivel de GSH em relacdo ao DDS-NOH sem tratamento, metanol e AM. O
pré-tratamento com AM reduziu os niveis de GSH comparado aos grupos DDS-NOH

e metanol (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito do EbSe nos niveis de GSH em eritrécitos estimulados com DDS-NOH. Os
eritrocitos foram pré-tratados com EbSe (0,1; 1; 5 e 10 uM) e estimulados com DDS-
NOH (2,5 pg/mL), em seguida, a concentracdo de GSH foi avaliada. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo de triplicatas. “p < 0,05 comparado ao metanol;
*p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. EbSe,
Ebselen; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; GSH, glutationa; AM, Azul de Metileno;
Met, Metanol.
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Adicionalmente, a NAC induziu aumento na concentracdo de GSH quando
comparado aos grupos DDS-NOH, metanol e AM (p < 0,05; Figura 30).
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Figura 30 - Efeito da NAC nos niveis de GSH em eritrécitos estimulados com DDS-NOH. Os
eritrécitos foram pré-tratados com NAC (10 uM) e estimulados com DDS-NOH (2,5
pg/mL), em seguida, a concentracdo de GSH foi avaliada. Os dados foram expressos
como média * desvio padrdo de triplicatas. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05
comparado ao DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. *p =< 0,05
comparado ao controle metanol. NAC, N-acetilcisteina; DDS-NOH, dapsona-
hidroxilamina; GSH, glutationa; AM, Azul de Metileno; Met, Metanol.
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Em relacdo ao pré-tratamento com R-ALA, somente a menor concentracao
(0,1 uM) levou a um aumento significativo (p < 0,05) na concentracdo de GSH
comparado ao grupo DDS-NOH e metanol. As concentragcbes de 1, 5 e 10 pM
preveniram a reducdo da concentracdo de GSH em relacdo ao grupo DDS-NOH
(Figura 31).
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Figura 31 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA nos niveis de GSH em eritrcitos estimulados com
DDS-NOH. Os eritrdcitos foram pré-tratados com R-ALA (0,1; 1; 5 e 10 uM) e estimulados
com DDS-NOH (2,5 pg/mL), em seguida, a concentracdo de GSH foi avaliada. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo de triplicatas. “p < 0,05 comparado ao
metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao
AM. R-ALA, acido R-lipdico; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; GSH, glutationa, AM,
Azul de Metileno; Met, controle metanol.
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Em relacdo ao S-ALA, somente o pré-tratamento com 5 e 10 pM induziram
aumento significativo (p < 0,05) na concentracdo de GSH comparado ao grupo DDS-
NOH, metanol e AM (Figura 32).
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Figura 32 - Efeito do S-ALA nos niveis de GSH em eritrocitos estimulados com DDS-NOH. Os
eritrocitos foram pré-tratados com S-ALA (0,1; 1; 5 e 10 pM) e estimulados com DDS-
NOH (2,5 pg/mL), em seguida, a concentracdo de GSH foi avaliada. Os dados foram
expressos como média £ desvio padréo de triplicatas. #p < 0,05 comparado ao metanol;
*p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. S-
ALA, &cido S-lipéico; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; GSH, glutationa; AM, Azul de
metileno; Met, controle metanol.
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5.3 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Acido R-lipdico ou
Acido S-lipéico sobre capacidade antioxidante total em eritrocitos tratados
com DDS-NOH

A DDS-NOH diminuiu a capacidade antioxidante total dos eritrocitos de forma
significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle metanol. Por outro lado, o pré-
tratamento com as diferentes concentracdes de EbSe preveniram a reducédo da
capacidade antioxidante total induzida pelo DDS-NOH (p < 0,05). Adicionalmente, a
concentracdo de 1 pM de EbSe induziu aumento significativo (p < 0,05) na
capacidade antioxidante de eritrécito comparado ao metanol e AM. O pré-tratamento
com AM também preveniu a reducéo dos niveis de TEAC induzido pelo DDS-NOH,

obtendo valores similares ao grupo metanol (Figura 33).
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Figura 33 - Efeito do pré-tratamento com o EbSe sobre a capacidade antioxidante de eritrocitos
tratado com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-
NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. EbSe: Ebselen; TEAC: Capacidade
antioxidante equivalente ao trolox; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol;
AM: Azul de metileno.
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O pré-tratamento com a NAC preveniu a diminuicdo da capacidade
antioxidante total induzida pelo DDS-NOH (p < 0,05), assim como o AM que

apresentou efeito similar (Figura 34).
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Figura 34 - Efeito do pré-tratamento com a NAC sobre a capacidade antioxidante de eritrécitos
tratado com DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao
DDS-NOH sem tratamento. NAC: N-acetilcisteina; TEAC: Capacidade antioxidante
equivalente ao trolox; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de
metileno.
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Adicionalmente, o pré-tratamento com o0 R-ALA também preveniu a
diminuicdo da capacidade antioxidante dos eritrécitos induzido pelo DDS-NOH (p <
0,05). Além disso, a concentracdo de 0,1 pM de R-ALA induziu um aumento

significativo (p < 0,05) da capacidade antioxidante do eritrocito em comparacao ao
metanol e AM (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre a capacidade antioxidante de eritrécitos
tratado com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-
NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. R-ALA: Acido R-lipéico; TEAC:

Capacidade antioxidante equivalente ao trolox; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met:
Metanol; AM: Azul de metileno.
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O pré-tratamento com o S-ALA, em todas as concentracdes, preveniu a
reducdo da capacidade antioxidante induzida pelo DDS-NOH (p < 0,05), mostrando

efeito similar ao AM (Figura 36).
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Figura 36 - Efeito do pré-tratamento com o S-ALA sobre a capacidade antioxidante de eritrécitos
tratado com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-
NOH sem tratamento. S-ALA: Acido S-lipdico; TEAC: Capacidade antioxidante

equivalente ao trolox; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de
metileno.
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5.4 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Acido R-lipdico ou
Acido S-lipéico sobre os niveis de TBARS em eritrécitos tratados com DDS-
NOH

A incubacdo com DDS-NOH aumentou os niveis de TBARS de forma
significativa (p < 0,05) em relagcdo ao metanol. O pré-tratamento com o EbSe, em
todas as concentracdes, reduziu os nivel de TBARS de forma significativa (p < 0,05)
induzida pelo DDS-NOH (2,5 pg/mL). O pré-tratamento com AM diminuiu 0s niveis
de TBARS induzido pelo DDS-NOH, mas obteve valores maiores que o metanol
(Figura 37).
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Figura 37 - Efeito do pré-tratamento com EbSe sobre os niveis de TBARS em eritrécitos tratado com
DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. EbSe: Ebselen; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; MDA:
malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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O pré-tratamento com o NAC reduziu os niveis de TBARS induzido pelo DDS-

NOH, obtendo valores similares ao metanol (Figura 38).
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Figura 38 - Efeito do pré-tratamento com NAC sobre os niveis de TBARS em eritrécitos tratado com
DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. NAC: N-acetilcisteina; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
MDA: malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de

metileno.
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Em relacdo ao pré-tratamento com o R-ALA, somente as concentracfes de
0,1 e 1 pM de R-ALA diminuiram os niveis de TBARS induzido pelo DDS-NOH

(Figura 39).
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Figura 39 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre os niveis de TBARS em eritr4citos tratado com
DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. R-ALA: Acido R-lipdico; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
MDA: malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de

metileno.
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Em relacéo ao pré-tratamento com S-ALA, todas as concentracdes de S-ALA
foram capazes de reduzir (p < 0,05) os niveis de TBARS induzido pelo DDS-NOH,

obtendo valores similares ao metanol (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA sobre os niveis de TBARS em eritrécitos tratado com
DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. S-ALA: Acido S-lipéico; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
MDA: malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de

metileno.
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5.5 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Acido R-lipdico ou
Acido S-lipéico sobre a atividade da enzima catalase em eritrocitos tratados

com DDS-NOH

A atividade da catalase estava significativamente aumentada (p < 0,05) nos
eritrocitos tratados com 2,5 pg/mL de DDS-NOH em comparagdo ao metanol. No
entanto, o pré-tratamento com EbSe, em todas as concentracbes, e o AM
preveniram este aumento induzido pelo DDS-NOH. Desta forma, o EbSe apresentou

atividade semelhante ao grupo AM (Figura 41).
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Figura 41 - Efeito do pré-tratamento com EbSe sobre a atividade de catalase de eritrocitos
estimulados com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao
DDS-NOH sem tratamento. EbSe: Ebselen; CAT: Catalase; DDS-NOH: Dapsona-
hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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O pré-tratamento com a NAC reduziu significativamente (p < 0,05) a atividade

de catalase induzida pelo DDS-NOH, obtendo valores menores que o AM e metanol

(Figura 42).
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Efeito do pré-tratamento com NAC sobre a atividade de catalase de eritrécitos

estimulados com DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao
DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. NAC: N-acetilcisteina; CAT:
Catalase; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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Da mesma forma, todas as concentracbes de R-ALA (0,1; 1; 5 e 10 uM)
preveniram o aumento da atividade da catalase de forma significativa (p < 0,05)

induzida pelo DDS-NOH, obtendo valores similares da atividade de CAT do grupo

metanol (Figura 43).
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Figura 43 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre a atividade de catalase de eritrdcitos
estimulados com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao
DDS-NOH sem tratamento. R-ALA: Acido R-lipdico; CAT: Catalase; DDS-NOH:
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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Além disso, as concentracdes de 0,1, 1, e 5 pM de S-ALA também foram
capazes de prevenir o aumento da atividade da catalase (p < 0,05) induzida pelo

DDS-NOH, obtendo valores menores de atividade da CAT que os grupos metanol e

AM (Figura 44).
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Figura 44 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA sobre a atividade de catalase de eritrocitos
estimulados com DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao
DDS-NOH sem tratamento, &p < 0,05 comparado ao AM. S-ALA: Acido S-lipéico; CAT:
Catalase; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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5.6 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Acido R-lip6ico ou
Acido S-lipéico sobre a atividade da enzima superdxido dismutase de
eritrécitos tratados com DDS-NOH

O tratamento com DDS-NOH (2,5 pg/mL) levou um aumento da atividade da
SOD de forma significativa (p < 0,05), em relagao ao metanol. O pré-tratamento com
EbSe, em todas as concentracfes, preveniu o0 aumento da atividade da SOD de
maneira significativa (p < 0,05) induzido pelo DDS-NOH, similar ao grupo AM e

obteve valores similares ao metanol (Figura 45).
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Figura 45 - Efeito do pré-tratamento com o EbSe na atividade da SOD de eritrdcitos tratados com
DDS-NOH. #p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. EbSe: Ebselen; SOD: enzima superoxido dismutase; DDS-NOH: Dapsona-
hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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Do mesmo modo, o pré-tratamento com NAC (10 uM) também preveniu o
aumento da atividade da SOD induzida pelo DDS-NOH (p < 0,05), obtendo valores

similares de atividade desta enzima aos grupos metanol e AM (Figura 46).
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Figura 46 - Efeito do pré-tratamento com NAC na atividade da SOD de eritrécitos tratados com DDS-
NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. NAC: N-acetilcisteina; SOD: enzima superdxido dismutase; DDS-NOH:

Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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Adicionalmente, o pré-tratamento com R-ALA, em todas as concentragdes,
preveniu o aumento da atividade da SOD de forma significativa (p < 0,05) induzida

pelo DDS-NOH, obtendo valores similares ao metanol e AM (Figura 47).
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Figura 47 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA na atividade da SOD de eritrécitos tratados com
DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento. R-ALA: Acido R-lipdico; SOD: enzima superéxido dismutase; DDS-NOH:
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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Além disso, todas as concentracdes testadas de S-ALA também preveniram o
aumento da atividade de SOD induzida pelo DDS-NOH (p < 0,05), obtendo valores
similares aos grupos AM e metanol (Figura 48).
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Figura 48 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA na atividade da SOD de eritrécitos tratados com
DDS-NOH. *p < 0,05 comparado ao metanol; *p < 0,05 comparado ao DDS-NOH sem
tratamento.  S-ALA: Acido S-lipdico; SOD: enzima superoxido dismutase; DDS-NOH:
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo fornece evidéncias adicionais para implicar a DDS-NOH
como a responsavel em causar alteracdes do equilibrio redox em eritrécitos de
pacientes que usam a DDS, como € o caso de pacientes hansenianos. Nossos
dados mostram que a administracdo de DDS-NOH (2,5 pg/mL) aumentou o dano
oxidativo e diminuiu as defesas antioxidantes em eritrocitos humanos. Os eritrocitos
expostos a DDS-NOH apresentaram aumento significativo nos percentuais de
MetHb, nas atividades de SOD e CAT, assim como nos hiveis de peroxidacao
lipidica. A DDS-NOH também causou diminui¢des significativas na concentracao de
GSH e na capacidade antioxidante total nos eritrocitos. Por outro lado, o pré-
tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, &cido R-lipéico ou acido S-lipdico
reverteram os efeitos oxidativos da DDS-NOH no sangue.

Os eritrocitos sdo expostos a varias situacdes de estresse, principalmente
durante a exposicdo as drogas, uma vez que varias drogas podem interferir com a
hemoglobina (IBRAHIM et al. 2006). Devido a combinacdo de fatores, como o0s
mecanismos de reparo limitados, exposicao a alta concentracdo de O, presenca da
Hb que é um forte catalisador oxidativo, 0 sistema antioxidante do eritrocito pode
nao fornecer protecdo apropriada quando estas células sdo expostas a agentes
oxidantes, deixando-as altamente suscetiveis aos danos oxidativos, levando a
MetHba e hemodlise (IYER et al. 2013). Estas alteracbes hematoldgicas séao
encontradas, frequentemente em pacientes hansenianos que usam DDS (HALIM e
OGBEIDE, 2002).

A DDS é administrada diariamente, em doses de 50-100 mg, levando a
concentracbes séricas de 0,5 a 5 pg/mL do seu principal metabolito, DDS-NOH,
equivalentes a 2-20 uM (LEONARD e FRY, 1991). Como a DDS, quando incubada
com eritrécitos ndo induz efeitos hematotoéxicos, foi sugerido que o seu metabolito, a
DDS-NOH seria o principal responsavel pelas alteragbes hematologicas, como a
formacdo de MetHb (GROSSMAN e JOLLOW, 1988; COLEMAN, 1993). Neste
estudo, nos utilizamos a DDS-NOH na concentracao de 2,5 pg/mL, equivalente a 9

UM comparaveis as concentracdes séricas encontradas em pacientes que utilizam a
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terapia com a DDS. Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa
utilizaram modelo de eritrocitos e demonstraram que 2,5 ug/mL de DDS-NOH,
correspondente a aproximadamente 9 puM foram capazes de induzir 19% de MetHb
(ALBUQUERQUE et al. 2015). Adicionalmente, outros estudos também mostraram
que a DDS-NOH na concentragcdo de 10 uM induziu 15% de MetHb (VAGE et al.
1994; REILLY et al. 1999).

A MetHb, um marcador da oxidacéo da Hb, é formada quando o Fe? da Hb
perde um elétron. Este elétron pode ser transferido a uma molécula de O,
resultando na formacdo do O,* (WINTERBOURN, 1990). Os resultados deste
estudo mostraram que a MetHb aumentou, em aproximadamente 14% apds a
exposicdo dos eritrécitos & DDS-NOH, evidenciando o dano oxidativo induzido pela
DDS-NOH no eritrécito. Este mecanismo € devido a DDS-NOH se ligar ao complexo
férrico/anion superéxido (Fe*'/O,*) da O,Hb favorecendo a formacdo de MetHb,
ERO e DDS-NO. Enquanto as ERO, principalmente o O,* e o H,0O;, formadas
durante o processo de oxidacdo podem oxidar outras moléculas de Hb a MetHb
(HATHERILL et al. 1991), a DDS-NO pode reagir com a glutationa para se converter
a DDS-NOH, que oxida outras moléculas de Hb. Este ciclo redox s6 termina quando
a GSH é totalmente consumida (COLEMAN e JACOBUS, 1993; COLEMAN et al.
1994; DONA et al. 2012).

Diante disso, investigou-se o efeito da DDS-NOH sobre um dos mais
importantes antioxidantes do eritrocito, a GSH. Um estudo anterior demonstrou a
capacidade da DDS-NOH em reduzir a concentracdo de GSH reduzida (BORDIN et
al. 2010). Nossos resultados também demonstraram que apdés a exposicao dos
eritrocitos a DDS-NOH, a concentracdo de GSH reduzida diminuiu em
aproximadamente 10% em relagcdo as células sem tratamento. Os agentes oxidantes
podem reagir e consumir substancias antioxidantes, como a GSH ou inibir a sintese
desta substancia. Dessa forma, os agentes oxidantes podem induzir a oxidacdo da
Hb, geracdo de ERRO e peroxidacéo lipidica (MURAKAMI e MAWATARI, 2003;
JADHAYV et al. 2007). Além disso, devido a importancia da GSH na inducdo da
atividade da GPx e na reciclagem de acido ascorbico e a-tocoferol no organismo, a

diminuicdo da concentracdo de GSH pode reduzir fatores antioxidantes nao-
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enzimaticos e a capacidade dos eritrocitos em remover ERO do interior destas
células (NUTTALL et al. 1999).

De maneira geral, a exposicdo do eritrocito a DDS-NOH pode levar a
oxidacdo da Hb e diminuicdo da capacidade antioxidante enddgena, incluindo GSH
e inducdo da peroxidacao lipidica, o que pode levar o dano eritrocitario. Nesse
sentido, neste estudo a exposicao dos eritrocitos a DDS-NOH induziu o aumento da
concentracdo do MDA em relagcdo ao controle. O MDA é um produto final estavel,
indicador indireto da peroxidacdo lipidica (RIFAIOGLU et al. 2014). Estudos
anteriores demonstraram que os niveis de MDA no eritrocito aumentam apos o dano
oxidativo (ESTERBAUER et al. 1991; KROLOW et al. 2014). A partir do aumento da
concentracdo de MDA e da atividade das enzimas SOD e CAT observadas no
presente estudo, nGs podemos sugerir que a exposicdo a DDS-NOH leve a niveis
aumentados de O,* e H,O, nos eritrécitos, como resultado da oxidacdo da Hb.
Estas ERO podem reagir com o Fe®* da Hb, via reacdo de Fenton e Haber-Weiss,
produzindo o *OH. Este radical é o mais reativo e lesivo para o organismo humano,
capaz de causar entre outros danos a peroxidacao lipidica.

Além da peroxidacdo lipidica as ERO induzem danos as proteinas de
membrana do eritrécito levando a alteracbes na morfologia celular, que estdo
associadas a desnaturagdo oxidativa na membrana dos eritrécitos induzida pelas
ERO (COLEMAN, 1993; BRADSHAW et al. 1997; McMILLAN et al. 2005).
Resultados de estudos anteriores relataram que a DDS-NOH pode induzir alteracdes
progressivas na proteina de membrana, a banda 3, através da oxidacao direta da
cisteina localizada no dominio catalitico da proteina (BORDIN et al. 2010; BAGGIO
et al. 1993; LOW et al. 1993). A oxidacdo desses grupos sulfidrila leva a
desnaturacado das proteinas de membrana que formam massas insolluveis chamadas
de corpos de Heinz. A oxidacdo das proteinas de membranas, além de impedir as
trocas anibnicas, faz com que os eritrocitos se tornem rigidos e ndo deformaveis,
sendo removidos da circulacdo por macrofagos no baco e no figado (COLLEMAN,
1993; BORDIN et al. 1995; MUSCH et al. 1999; BORDIN et al. 2009). Estes
processos sdo encontrados principalmente em eritrocitos de pacientes que usam a
DDS (BORDIN et al. 2010).
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Adicionalmente, a oxidacdo da Hb e diminuicdo da capacidade antioxidante
provocadas pela exposicdo a DDS-NOH demonstram que este metabdlito induz o
dano oxidativo, afetando a homeostase celular e levando a MetHba (McMILLAN et
al. 1995; 2005). O AM, utilizado no tratamento da MetHba, atua como cofator para
NADPH-MR acelerando a atividade e aumento a taxa de conversédo da MetHb a Hb.
No entanto, apesar de prevenir o agravamento da MetHba nos doentes submetidos
a terapéutica com dapsona, o seu modo lento de atuacéo torna o uso do AM ineficaz
no contexto de MetHba adquirida (ASH-BERNAL et al. 2004). Nesse sentido,
antioxidantes podem contribuir com a reducédo da MetHba, inibindo a acdo oxidante
da DDS-NOH, servindo com antidoto mais eficaz e seguro para tratamento da
MetHba adquirida (BORAN et al. 2008; ELHUSSEINI e AZAROV, 2010).

Nesse sentido, o Ebselen é um antioxidante que possui efeitos
particularmente benéficos devido as suas potenciais aplicacbes médicas (PAWLAS
e MALECKI, 2007; SALUK et al. 2013). Ebselen é um composto organico selénio
que foi originalmente descrito como um mimético da GPx, esta habilidade, o torna
capaz de inibir a formacdo de ERO. Dessa forma, resultados anteriores
demonstraram que o EbSe inibiu a conversdo de O,Hb a MetHb, devido supressao
de ERO, como H,0, e O,* (WANG et al. 1992; TIANO et al. 2003). Nossos dados
mostraram que o pré-tratamento com EbSe preveniu a formacédo de MetHb induzida
por DDS-NOH. O EbSe apresentou este efeito, provavelmente devido a sua
capacidade catalitica de inibicdo das ERO, principalmente o H,O, O,*, formados
durante a oxida¢éo induzida por DDS-NOH.

O EDbSe realiza uma serie de reag¢des quimicas, utilizando como substrato a
GSH ou outras moléculas tiolicas para reduzir as ERO (SCHEWE, 1995).
Previamente, foi descrito que o EbSe protege contra a reducdo dos niveis de GSH,
devido sua capacidade antioxidante, o que leva este composto a interagir com 0
sistema GSH (WENDEL et al. 1984; WILHELM et al. 2014). No presente estudo, 0
EbSe foi capaz de prevenir a diminuicdo dos niveis de GSH em eritrocitos humanos
induzidas pela DDS-NOH. A partir desse resultado, nés sugerimos que o EbSe atua
diretamente ou utiliza outros compostos tiélicos como cofator para a atuar frente as
ERO. Dessa forma, o EbSe ndo consome a GSH, mantendo a concentracdo desta

substancia ou até mesmo aumentando os niveis da GSH.
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Nesse sentido, ressalta-se que o principal mecanismo protetor e a acao
antioxidante do EbSe, esta associado a sua habilidade mimética de GPx e GPx-PH
(MULLER et al. 1984; MAIORINO et al. 1988, KADE et al. 2013). Sendo assim, 0
EbSe, assim com a GPx pode usar a GSH como substrato para iniciar o sua acao.
Por outro lado, o EbSe pode nao alterar a concentracdo de GSH, sugerindo que o
seu mecanismo também pode ser independente de GSH (GABRYEL et al. 2006).
Adicionalmente, tem sido sugerida uma interacdo mais eficiente do EbSe com o
sistema de Tiorredoxinas (Zhao et al. 2002).

LUGOKENSKI et al. (2010) mostraram que o EbSe foi capaz de reduzir a
concentracdo de grupos tiol, provavelmente devido a sua atividade como tiol-
oxidase. Outros estudos também sugeriram que, ao contrario da enzima GPx, o ciclo
redox de EbSe ndo é estritamente dependente de GSH e, como tal, EbSe pode
alternativamente utilizar outras moléculas estruturalmente diversas contendo tiol tais
como, a TrxR, &-aminolevulinato desidratase (8-ALA-D) e a Na+/K+-ATPase como
geralmente € observado in vitro (AITKEN et al. 2012; KADE et al. 2013). Desta
forma, a partir dos nossos dados, pode-se sugerir que a agao antioxidante do EbSe
pode estar associado a utilizacdo de tiois livres disponiveis em enzimas sulfidrilas
presente nos eritrocitos.

Em condi¢cdes normais, a acdo das ERO pode ser prevenida por enzimas
defensivas enddgenas presente nos eritrocitos, como SOD e CAT. Quando estes
mecanismos defensivos se tornam fracos, as ERO geradas por fontes enddgenas e
exdgenas podem escapar e danificar proteinas, lipidios e DNA, o que resulta na
alteracdo do comportamento e desenvolvimento do dano oxidativo nos eritrocitos
(PANDEY e RIZVI, 2010). Neste estudo, o EbSe ndo alterou a atividade das
enzimas SOD e CAT, no entanto impediu a peroxidagdo lipidica, resultando numa
reducdo dos niveis de MDA. Estes dados reforcam a hip6tese que o EbSe atua,
principalmente pela sua atividade mimética sobre a atividade da GPx-PH. Nesse
sentido, assim como a GPx-PH, o EbSe pode catalisar a reduc&o de hidroperoxidos
inorganicos, incluindo fosfolipidios ligados a membrana e hidroperéxidos de
colesterol reduzindo-os a ROH para impedir a peroxidagéo lipidica (SAKURAI et al.
2006).
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O Ebselen também pode exercer a sua capacidade antioxidante por outros
mecanismos, como catalisar a reducdo de peréxidos e inibir a formacao de espécies
oxidantes. Desta forma, pode-se inferir que a acéo protetora do EbSe contra danos
causados pela DDS-NOH possivelmente estd associada a sua propriedade
antioxidante, dependente do seu efeito mimético sobre a atividade da GPx e GPX-
PH e através da utilizacdo de outros grupos tidis como substrato. Nosso estudo
experimental € o primeiro estudo que mostra o efeito protetor do EbSe contra
estresse oxidativo eritrocitario provocado pela DDS-NOH. De acordo com os dados
apresentados neste estudo, pode-se propor que a aplicacéo clinica de EbSe possa
ser uma nova abordagem terapéutica para casos de MetHba, além do tratamento
convencional com o azul de metileno.

Outro composto antioxidante avaliado foi a NAC, que é uma substancia
lipofilica, que ndo necessita de transporte ativo para atravessar a membrana, com
capacidade de aumentar as concentracfes de GSH intracelular, fornecendo um dos
seus precursores biossintéticos, a cisteina (LAUTERBURG et al. 1983; SEHIRLI et
al. 2003). Varios estudos demonstram que a NAC foi capaz de aumentar os niveis
de GSH e com isso promover a reducdo do dano oxidativo celular (ARAKAWA et al.
2007; DOBIS et al. 2008; PAWLAS e MALECKI, 2009; HAMZEH et al. 2016; JIAO et
al. 2016; TAKHTFOOLADI et al. 2016). Outros estudos relataram que, através do
aumento da capacidade antioxidante, a NAC impediu a oxidacdo da Hb e a
consequente formacdo de MetHb (ARUOMA et al. 1989; TAKHTFOOLADI et al.
2013; CUZZOCREA et al. 2000). No presente estudo, verificou-se que a NAC foi
capaz de reduzir os niveis MetHb, aumentar a concentracdo de GSH e aumentar
capacidade antioxidante total dos eritrocitos.

O aumento da concentracdo da GSH ocasionado pelo NAC, possivelmente,
foi o responsavel por reverter a acdo oxidativa da DDS-NOH sobre a Hb. Isto foi
possivel, devido o nitrosoareno, que é formado durante a oxidagdo da hemoglobina
reagir com a GSH, formando o derivado sulfenamida ou outros adultos de GSH que
nao participam do ciclo redox da DDS-NOH, levando a diminuigdo da toxicidade.
Estes derivados séo facilmente hidrolisados e liberam a DDS-NOH, que se difunde
para fora do eritrécito (MORAES et al. 2008).
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Além disso, nossos resultados demonstraram que a NAC restabeleceu os
niveis de SOD e reduziu a atividade da CAT. A SOD é responsavel pela dismutacao
do O,* a H,O; e a CAT, encarregada pela converséo de H,O, em agua e O,. Dessa
forma estas enzimas atuam prevenindo a agdo das ERO (GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 2000). Estudos anteriores indicaram que a oxidacdo da Hb pode
promover alteracdo da atividade da SOD em eritrocitos de mamiferos em resposta
ao dano oxidativo (OZTURK et al. 2004; SULIMAN, H. B. et al. 2004). Desta forma,
nés sugerimos que a NAC pode atuar diretamente, impedindo a formacédo do H,0, e
*OH, com isso a NAC reestabeleceu a atividade da SOD e inibiu a atividade da CAT.
Além disso, in vivo, a NAC pode induzir a biossintese de GSH, dessa forma a NAC
pode exercer acdo indireta sobre numerosos componentes oxidantes, como O,",
H,O, e *OH. Estes processos favorecem a eliminagdo de ERO e protegem o0s
eritrocitos do dano oxidativo induzido pela DDS-NOH.

Além da catalase, a GPx também esta envolvida no processo de eliminacéo
das ERO (CERESER et al. 2001, KOH et al. 2000), principalmente o *OH implicado
no processo de peroxidacao lipidica (AFAQ et al. 2000; VENDEMIALE et al. 2001).
De acordo com resultados anteriores, a administracdo da NAC induziu a sintese de
GSH, promoveu a reducdo do MDA. Dessa forma, a NAC foi capaz de impeir o
desenvolvimento da peroxidacéo lipidica (GIANNIKOURIS, 2015). Nossos dados
mostraram que a NAC protegeu as macromoléculas do dano oxidativo, prevenindo o
aumento dos niveis de MDA induzidos por DDS-NOH. Como a GPx utiliza a GSH
como cofator durante a sua acao antioxidante, € possivel que a partir do aumento da
concentracédo da GSH induzida pela NAC, a atividade da enzima seja potencializada,
aumentando a sua capacidade de eliminacdo de ERO. Dessa forma, é possivel que
a NAC possa ser capaz de prevenir a peroxidacdo lipidica, mediada pela acdo da
GPx e em conjunto com a GSH. Diante disso, sugere-se que a NAC € um
medicamento que pode ser Util para proteger contra a formacdo da MetHb e a
peroxidacao lipidica em pacientes que utilizam a DDS.

Outro composto estudado por nosso grupo € o ALA, que sinteticamente existe
como uma mistura 1:1 de dois diferentes isbmeros: o isbmero R de ocorréncia
natural e o isdbmero sintético S (MADDUX et al. 2001). Estudos farmacocinéticos

demonstraram que apos a administracdo oral de ALA, o pico de concentracao
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plasmatica do R-ALA foi 40-50% maior que o S-ALA, sugerindo que o R-ALA é
melhor absorvido (GLEITER et al. 1996; HERMANN et al. 1996; BREITHAUPT-
GROGLER et al. 1999). O R-ALA pode ser reduzido a acido dihidrolipoico, um
potente redutor tiol com atividade antioxidante, capaz de aumentar esta atividade
mitocondrial e celular, através reducao da cistina a cisteina, e dessa forma, aumenta
a biossintese da GSH (PACKER et al. 2001; SUH et al. 2001). O S-ALA é reduzido
mais lentamente e de uma maneira inespecifica por meio de um processo
metabolico envolvendo o ciclo catalitico da GSH (HAGEN et al. 2000).

Estudos anteriores demonstraram que o pré-tratamento de células hepaticas,
com os enantiomeros R e S protegeram contra a citotoxicidade (PACKER et al.
2001) e impediram a peroxidacdo lipidica induzida por cobre (OU et al. 1995),
através do aumento da concentracdo de antioxidantes enddgenos, como GSH e o
acido ascorbico. No presente estudo, nossos dados mostraram que o pré-tratamento
com as formas R e S preveniram também a formacdo de MetHb, e aumentaram os
niveis de GSH. Além disso, o0 R-ALA ou S-ALA reduziram a peroxidacao lipidica e
restauraram a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT para parametros
normais. Desta forma, a partir dos resultados nds sugerimos que estes efeitos
podem estar relacionados a capacidade dos isbmeros em preservar o equilibrio
redox intracelular, atuando diretamente, através da reacao do grupo tiol com radicais
oxidantes e/ou através do aumento da concentragdo do antioxidante enddgeno,
GSH, que pode atuar sinergicamente com a GPx, reduzindo peréxidos organicos
potencializando a capacidade antioxidante do eritrécito (KHALID, 2007).

Nesse sentido, estudos relataram que o pré-tratamento, com R-ALA e S-ALA
preveniram a deplecdo de GSH (HAGEM et al. 2000; SUH et al. 2001), assim como
0 R-ALA preveniu a disfungéo mitocondrial (BHARAT et al. 2002), assim revertendo
0 estresse oxidativo (LIU et al. 2002). Estudos em células de adipécitos 3T3-L1 e
musculares L6 mostraram reducdo na captacao de glicose estimulada por insulina
guando expostas ao estresse oxidativo, o que foi prevenido pelo pré-tratamento com
0s agentes antioxidantes R-ALA e S-ALA (RUDICH et al. 1999; MADDUX et al.
2001). Com isso, os autores sugeriram a manutencdo dos niveis de GSH pelos
isdmeros do ALA, que pode ser o seu principal mecanismo antioxidante (HAN et al.
1997; RUDICH et al. 1999; MADDUX et al. 2001).
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No estudo realizado por Estrada et al. (1996), os dois isbmeros foram
capazes de estimular o transporte da glicose in vitro, no entanto o R-ALA foi mais
potente que o S-ALA (ESTRADA et al. 1996). Streeper et al. (1997) demonstraram
que a suplementacdo com R-ALA e S-ALA melhoraram tanto o metabolismo
oxidativo quanto o nao-oxidativo da glicose em ratos obesos resistentes a insulina
(STREEPER et al. 1997). Esses dados mostraram que tanto o R-ALA quanto o S-
ALA fornecem protegéo contra o estresse oxidativo (LYKKESFELDT et al. 1998;
KHANNA et al. 1999; MADDUX et al. 2001).

Em resumo, como o fator limitante na sintese de GSH ¢é a biodisponibilidade
da cisteina intracelular, tanto o ALA gquanto o NAC, podem gerar cisteina intracelular
a partir de cistina extracelular e assim manter a concentragdo de GSH em niveis
basais e até mesmo aumentar a concentracdo desse antioxidante (HAN et al. 1997,
MADDUX et al. 2001). Estudos relataram que em eritrécitos humanos, células 3T3-
L1 e outros, o pré-tratamento com ALA mantém a concentragéo celular de GSH em
resposta ao estresse oxidativo (HAN et al. 1997; RUDICH et al. 1999). Neste estudo,
a partir dos resultados nés sugerimos que os isébmeros R e S podem atuar
favorecendo a manutencdo ou até mesmo aumentando a concentracdo da GSH,
proporcionando maior protecdo para o eritrocito contra o dano oxidativo provocado
pela DDS-NOH.
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7 CONCLUSAO

Desta forma, conclui-se com este estudo que:

O metabdlito dapsona-hidroxilamina induz a formagédo de metemoglocina e a
peroxidacdo lipidica, assim como diminui os niveis de glutationa e estimula a
atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase em eritrocitos humanos in
vitro.

O pré-tratamento com os antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, &cido R-
lipéico e acido S-lipdico preveniu a formacdo de metemoglobina, a reducdo da
glutationa e a peroxidacao lipidica induzida pelo metabolito dapsona-hidroxilamina
em eritrocitos humanos in vitro. Além disso, o Ebselen e o acido R-lipdico
mantiveram em niveis basais as atividades das enzimas SOD e CAT de eritrgcitos,
enquanto a N-acetilcisteina e o &cido S-lipdico reduziram a atividade dessas
enzimas neste modelo in vitro.

Estes dados mostram que os compostos antioxidantes avaliados apresentam
potenciais terapéuticos na prevencdo de MetHba observados em pacientes com
hanseniase em uso da dapsona. Desta forma, este estudo contribui com possiveis
alternativas de tratamento para prevencao dos efeitos hematotéxicos ocasionados

por farmacos oxidativos, como a DDS.
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ANEXOS

A - TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

J&%’
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na resolucdo n® 466 de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar como voluntario em uma pesquisa. Apés ser
esclarecido (a) sobre as informacbes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Sendo uma delas sua, e a outra é
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado (a) de forma
alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Pard (CEP-
ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ICS-Sala13-Campus Universitario, n°01, Guama;
CEP: 66075-110-Belém-Para. Tel/lFax. 3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa serd realizada pelo aluno de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
(PPGCF-UFPA) Everton Luiz Pompeu Varela, sob orientagdo da Professora Doutora Marta
Chagas Monteiro, (Fone: (91) 981917135) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UFPA.
Tem como objetivo avaliar o efeito protetor de antioxidantes, como ALA, NAC e Ebselen na
formacdo de metemoglobina induzida pelo metabdlito dapsona-hidroxilamina in witro,
correlacionando & ocorréncia (ou reversdo) do estresse oxidativo. Os voluntarios serdo
alunos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/UFPA, sendo que a obtencio do sangue
venoso para a preparacdo sera em local apropriado e por um profissional habilitado. Os
critérios de exclusdo serdo o uso recente de algum medicamento, doencgas crénicas, menor
de 20 anos e maiores de 25 anos e uso de tabaco. Todo material coletado nesta pesquisa
ficara sob a guarda da pesquisadora responsavel durante o periodo de utilizagio e logo
depois sera destruido.

Em nenhuma hipdtese serdo divulgados dados que permitam a sua identificacio,
guardando assim o absoluto sigilo das informagbes cedidas a pesquisadora. A sua
participacdo & de livre arbitrio, ndo havendo pagamento pela mesma, podendo se recusar a
responder quaisquer perguntas das entrevistas. Apos conclusdo da coleta do material
biolégico, os eritrocitos serdo isolados e posteriormente serdo incubados com a substancia a
ser testada na experimentacao.

Marta Chagas Monteiro (Orientadora)
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagbes acima sobre a pesquisa e que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteido da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro
ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com as
informagbes necessarias.

NOME: Belém / /
Assinatura do voluntario RG:
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B: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFPA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA W“@
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DO EFEITO PROTETOR DE ANTIOXIDANTES NA FORMAGCAO DE
METEMOGLOBINA INDUZIDA PELO METABOLITO DAPSONA-HIDROXILAMINA IN
VITRO

Pesquisador: Marta Chagas Monteiro

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 60044516.9.0000.0018

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Para - ICS/ UFPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.898.698

Apresentagao do Projeto:

O presente estudo sera realizado para avaliar propriedades antioxidantes in vitro e o efeito protetor do
Ebselen em eritrocitos humanos expostos a dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH). O metabolito DDS-NOH, é
um potente oxidante, causador de alteragdes estruturais em eritrécitos e desenvolvimento de
metemoglobinemia e anemia hemolitica. Ebselen, composto orgéanico de selénio, lipofilico, € um potente
antioxidante, também

exibe propriedades anti-inflamatoria e citoprotetora. Sera avaliado o efeito protetor do Ebselen na
metemoglobina (MetHb) induzida pelo DDS-NOH em eritrocitos in vitro, correlacionando com alteragées do
equilibrio redox. Os eritrocitos serdo pré-encubados com o Ebselen ou Acido alfa lipéico ou N-Acetilcisteina
(em diferentes concentragdes) por 1 h a 37°C, seguido por DDS-NOH (2.5 e 7.5 g/mL) incubados por 1 h a
37°.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do estudo sera avaliar o efeito protetor de antioxidantes, como Acido alfa lipdico, N-Acetilcisteina
e Ebselen na formacédo de metemoglobina induzida pelo metabélito dapsona-hidroxilamina in vitro,
correlacionando a ocorréncia (ou reversdo) do estresse oxidativo.

Objetivo Secundario:

Enderego: Rua Augusto Corréa n® 01-Sl do ICS 13 - 2° and.

Bairro: Campus Universitario do Guama CEP: 66.075-110
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br
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