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RESUMO 
 
 
VARELA, E.L.P. Efeito Protetor de antioxidantes na formação de 
metemoglobina induzida pela dapsona-hidroxilamina in vitro. 116 f. Dissertação 
(Mestrado) – Programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade 
Federal do Pará, Belém, 2017. 
 

 

A dapsona, utilizada na terapia da hanseníase, e seu metabólito, dapsona-

hidroxilamina são potentes agentes pró-oxidantes que causam a metemoglobinemia 

adquirida. Para o tratamento desta doença é utilizado o Azul de Metileno, no entanto 

em altas doses este antidoto se torna pró-oxidante. Nesse sentido, antioxidantes 

podem ser alternativas potenciais ao AM para o tratamento da metemoglobinemia. 

Dessa forma, investigamos a capacidade de proteção do Ebselen, N-acetilcisteína, 

ácido R-lipóico e L-lipóico contra a oxidação da hemoglobina induzida por DDS-NOH 

em eritrócitos humanos in vitro. Nossos resultados demonstraram que o pré-

tratamento com os antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, ácido R-lipóico e ácido S-

lipóico preveniu a formação de metemoglobina, a redução da glutationa e a 

peroxidação lipídica induzida pelo metabolito dapsona-hidroxilamina em eritrócitos 

humanos in vitro. Estas substâncias foram capazes de aumentar a capacidade 

antioxidante do eritrócito associado ao aumento da concentração de glutationa. 

Dessa forma, os antioxidantes atuaram reduzindo a oxidação da hemoglobina e/ou 

impediram direta ou indiretamente a ação do metabolito dapsona-hidroxilamina.  

Nossos resultados indicam que os antioxidantes testados podem proteger os 

eritrócitos contra o dano oxidativo nas condições experimentais, sugerindo que os 

antioxidantes podem servir como antídoto 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 

Pará, 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 INTRODUÇÃO 

 

 

A metemoglobina é uma forma de hemoglobina caracterizada pela presença 

do ferro no estado férrico, incapaz de se ligar ao oxigénio. Quando a concentração 

de metemoglobina ultrapassa os valores de 2% considerados normais, podem surgir 

sintomas decorrentes de uma entrega inadequada de oxigénio aos tecidos. Doentes 

com níveis inferiores a 10% são geralmente assintomáticos. Níveis de 10-30% 

provocam sintomas como cefaleias, alteração do estado de consciência, tonturas ou 

síncope e níveis superiores a 50% podem ser fatais (ASH-BERNAL et al. 2004). A 

metemoglobinemia é uma forma de anemia funcional que pode ser causada por 

fármacos 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 hanseníase e é um 

dos principais responsáveis pelo desenvolvimento da metemoglobinemia, mesmo 

em doses terapêuticas (COLEMAN, 1995; DIÓRIO et al. 2005). Além da 

metemoglobinemia, outras reações adversas estão relacionados a dapsona, tais 

como anemia hemolítica, neuropatias periféricas reversíveis, entre outros (VYAS et 

al. 2005). Para o tratamento da metemoglobinemia é indicada, a administração 

intravenosa do azul de metileno, que através de mecanismos não-enzimaticos reduz 

a metemoglobina à hemoglobina (GIBSON, 2002; HAYMOND et al. 2005). Como o 

efeito do azul de metileno é relativamente breve, e a meia-vida da dapsona, 

prolongada, é comum a recorrência da metemoglobinemia, sendo eventualmente 

necessária a aplicação de doses adicionais do azul de metileno. No entanto, doses 

elevadas de azul de metileno podem agravar a metemoglobinemia e hemólise 

devido ao seu efeito oxidante (SHIHANA et al. 2010). 

Uma alternativa adjuvante para as reações adversas da dapsona, com base 

na sua circulação enteroepática e a reação oxirredução com a hemoglobina consiste 

na utilização de substâncias antioxidantes que podem promover a redução dos 

efeitos tóxicos causados pelo metabolito dapsona-hidroxilamina, principalmente em 
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eritrócitos. Como estas substâncias atuam por vias diferentes da do azul de 

metileno, é possível que possam servir como antídotos mais eficazes e seguros para 

o tratamento da metemoglobinemia. Além disso, é importante investigar os 

parâmetros pró-oxidantes e antioxidantes envolvidos no equilíbrio redox celular e 

melhorar a adesão dos pacientes com hanseníase durante a terapia com a dapsona. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Dapsona e Dapsona-hidroxilamina 

 

 

A 4,4’-diaminodifenilsulfona (DDS, dapsona) é um pó cristalino branco, 

inodoro, pouco solúvel em água e de fórmula molecular C12H12N2O2S (Figura 1; 

GRUNWALD e AMICHAI, 1996; GOULART et al. 2002). Esse fármaco foi sintetizado 

em 1908 (FROMM e WITTMAN, 1908), e em 1937 teve sua atividade antibacteriana 

contra o 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 fármaco possui grupo sulfonil (SO2) e grupo 
arilamina (AR-NH2). Fonte: Monteiro et al. 2012. 

 

 

A DDS é um fármaco pertencente à classe das sulfonas e, por ser análogo 

estrutural do ácido p-aminobenzoico (PABA), age inibindo a enzima diidropteroato 

sintetase, impedindo a síntese de ácido fólico (Figura 2). A ausência de ácido fólico 

impede a síntese bacteriana de purinas, pirimidinas e alguns aminoácidos, e a 

formação de RNA e DNA, resultando na interrupção 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, antiprotozoários e antifúngicos (AMUKOYE et al.1997; DHOPLE, 

1999). 

 

 

 

 

Figura 2 - Mecanismo de ação da Dapsona (DDS). A DDS inibe a enzima diidropteroato sintetase e 
impede a síntese de ácido fólico e a formação de RNA e DNA, resultando na interrupção 
do crescimento bacteriano. Fonte: Adaptado de Farhi et al. 2005. 

 

 

Além dessas propriedades, a DDS apresenta efeitos anti-inflamatórios, não 

relacionados à sua ação antibacteriana. Por isso, este fármaco é indicado para o 

tratamento de inflamações na pele, como a dermatite herpetiforme, apesar desta 

atividade ainda não ser bem compreendida (COLEMAN et al. 1993; THUONG-

NGUYEN et al. 1993; WOLF et al. 2001). No entanto, sabe-se que o tratamento de 

doenças inflamatórias com DDS leva à diminuição da infiltração de neutrófilos no 

tecido afetado (LANG, 1979), devido a sua ação em bloquear os mecanismos de 

adesão mediados pelas integrinas (BOOTH et al. 1992). Além disso, a DDS inibe a 

atividade de mieloperoxidase, a explosão respiratória e a atividade das enzimas 

lisossomais dos neutrófilos. Portanto, a ação anti-inflamatória da DDS parece estar 

relacionada à sua ação nas funções dos neutrófilos (WOLF et al. 2001; OLIVEIRA et 

al. 2014). 

Até a década de 80 a DDS era o fármaco de escolha para o tratamento da 

hanseníase (DHOPLE, 1999). No entanto, a resistência do M. leprae à monoterapia 

que está associada às mutações nos genes que codificam a diidropteroato sintetase, 

fez com que a Organização Mundial da Saúde (OMS) preconizasse a PQT como 

novo esquema terapêutico (CAMBAU et al. 1997). Com isso, outros quimioterápicos 

como a rifampicina (RMP) e a clofazimina (CFZ) passaram a ser associados à DDS, 
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favorecendo o controle da transmissão e evolução da doença em países 

considerados endêmicos (DIÓRIO et al. 2005). 

Por outro lado, a utilização da DDS acarreta alguns problemas relacionados a 

reações adversas (SCHALCHER et al. 2014). Mesmo em doses consideradas 

terapêuticas, a DDS pode causar metemoglobinemia (MetHba), hemólise, anemia 

hemolítica e diminuição do tempo de vida dos eritrócitos (COLEMAN, 1995; 

LANDERS et al. 1996; QUEIROZ et al. 1997; WARD e MCCARTHY, 1998; 

SALAMAT e WATSON, 2003). Agranulocitose, problemas hepáticos e renais, 

dermatite esfoliativa, neuropatia periférica, febre, cefaleias, psicoses e foto 

dermatite, são outros efeitos adversos que podem ocorrer, em menor frequência 

(COLEMAN, 1995; PAVITHRAN e SATISH, 1997; LESLIE et al. 2003). 

A DDS é absorvida rapidamente, principalmente pelo trato gastrointestinal e o 

pico de concentração plasmático é alcançado dentro de 2-8 horas. A meia vida de 

eliminação é de cerca de 20-30 horas, sendo que 24 horas após a ingestão oral de 

100 mg, a concentração no plasma alcança de 0,4-1,2 µg/mL, e uma dose de 100 

mg por dia produz uma concentração constante de 0,1-0,3 µg/mL de DDS livre 

(ZUIDEMA et al. 1986; ELLARD 1966). Cerca de 70% da droga se encontra ligada a 

proteínas plasmáticas. A DDS é distribuída por todo o corpo e está presente em 

todos os tecidos. Com tudo, a DDS acumula-se na pele, nos músculos e 

especialmente no fígado e rins. Traços da droga podem ser encontrados nestes 

órgãos até 3 semanas após a interrupção da terapia. Cerca de 70-80% de uma dose 

de DDS são excretados na urina como um mono-N-glicuronídeo e mono-N-sulfamato 

(WOLF et al. 2000). 

A DDS é metabolizada no fígado por dois mecanismos distintos: N-acetilação 

e N-hidroxilação. Na N-acetilação, a enzima N-acetiltransferase (NAT) biotransforma 

a DDS formando monoacetildapsona (MADDS), um metabólito pouco reativo que 

após conjugação é facilmente excretado (ZUIDEMA et al. 1986). Já na N-

hidroxilação a DDS e a MADDS são 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 metabólitos, são considerados agentes pró-oxidantes e 

responsáveis por reações adversas à terapia com DDS, principalmente a formação 
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de metemoglobina (MetHb; ELLARD et al. 1972; VAGE et al. 1994; SCHIFF et al. 

2006). 

 

 

 

 

Figura 3 - Mecanismos de biotransformação 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 responsável pelos efeitos hematotóxicos apresentados pelos pacientes 

durante a terapia com DDS (HJELM e DEVERDIE, 1965; GLADER e CONRAD, 

1973). Nesse sentido, estudo in vitro utilizando modelo com eritrócitos humanos 

relatou que ambos os metabolitos foram tóxicos aos eritrócitos (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 responsável pelos efeitos hematotoxicos provocados 

pela ingestão da DDS (EVELO et al. 1998; REILLY et al. 1999). 

Nesse sentido, a ação metemoglobinizante da dapsona parece estar 

relacionada, à sua conversão metabólica 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 os sistemas NADH metemoglobina redutase 

(NADH-MR) ou glutationa (GSH), formando novamente a dapsona-hidrolamina este 

ciclo pode contribuir para permanência da droga in vivo favorecendo a 

hematotoxicidade (COLEMAN et al. 1993). 

. 

 

 

 

Figura 4 - Mecanismos de formação da metemoglobina, por ação 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 relação com os 

distúrbios hematológicos e produção de espécies reativas de oxigênio (ERO; WOLF 

et al. 2000). Nesse sentido, observa-se que a DDS-NOH induz aumento da 

formação de MetHb (TIMOTHY et al. 1997) e redução da concentração de 

glutationa, deixando o eritrócito susceptível ao estresse oxidativo (CICCOLI et al. 

1999; REILLY et al. 2000). Estudo recente demonstrou que após a terceira dose 

supervisionada da PQT, os níveis de MetHb e número de corpos de Heinz 

aumentam, sugerindo que a DDS seria a responsável por este efeito. 

Adicionalmente, outro estudo comprovou que o metabolito da dapsona induziu a 

formação de 19% de MetHb, além de aumentar a produção intracelular de ERO 

(SCHALCHER et al. 2014; ALBUQUERQUE et al. 2015). 

Como o potencial da DDS-NOH em induzir MetHb em eritrócitos está 

intimamente relacionado com o ciclo de oxidação-redução (REILLY et al. 1999), esta 
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reação pode provocar desnaturação oxidativa da membrana dos eritrócitos 

(COLEMAN, 1993). Além disso, pode induzir alterações progressivas no domínio 

citosólico das proteínas de membrana dos eritrócitos, impedindo as interações da 

membrana, levando a agregação das proteínas banda 3 e a circulação de anticorpos 

autólogos na circulação e a remoção prematura dos eritrócitos (BORDIN et al. 2010). 

 

 

2.2 Eritrócitos humanos 

 

 

Os eritrócitos humanos são células anucleadas que apresentam a função vital 

de transportar O2 aos tecidos através da Hb (DACIE e LEWIS, 1995). Os eritrócitos 

maduros não possuem mitocôndria, portanto, não realizam a respiração celular, nem 

o ciclo de Krebs e a fosforilação oxidativa, fazendo com que as hemácias não 

consumam O2, passando a desempenhar eficientemente sua função de transporte 

de Hb (ÇIMEN, 2008). Cerca de 1% da população de eritrócitos é substituída 

diariamente, visto que, o período de vida do eritrócito normal corresponde a 120 dias 

(MURRAY et al. 2006). 

 
 

2.2.1 MEMBRANA DO ERITRÓCITO 

 

 

A membrana plasmática tem como função mediar transportes e, ainda, 

fornecer ao eritrócito resistência e flexibilidade (MURADOR et al. 2007), sendo 

essencialmente constituída de uma bicamada lipídica com 42% de lipídios, 52% de 

proteínas e 7% de carboidratos (Figura 5; PINTO et al. 2013). 
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Figura 5 - Arquitetura da membrana eritrocitária mostrando a disposição de importantes proteínas 
integrais e também proteínas que formam o citoesqueleto celular. Fonte: Adaptado de 
PINTO et al. 2013. 

 

 

Os fosfolipídios (FL) distribuídos na bicamada dos eritrócitos e encontrados 

do lado externo da membrana são principalmente, esfingomielina (EM) e a 

fosfatidilcolina (FC), ambas redutoras da fluidez da membrana. Já a 

fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina (FS) e fosfatidilinositol (FI), responsáveis 

por membranas mais fluidas, são encontrados no lado citosólico da membrana. A 

distribuição destes lipídios pode estar relacionada a curvatura da membrana 

(LODISH, 2004). As proteínas de membrana eritrocitária são estruturalmente 

classificadas em integrais ou transmembranas e periféricas ou extramembranas. 

Estas proteínas compõem o citoesqueleto e são responsáveis pela forma bicôncava 

normal, ou anormal em caso de defeitos genéticos, pela deformidade de sua 

membrana, fluidez de seu citoplasma e complexidade da superfície de sua 

membrana. Além disso, estas proteínas asseguram as funções de transporte de O2 

aos tecidos e remoção do dióxido de carbono (CO2) para os pulmões (MURRADOR 

et al. 2007). 

A banda 3 ou proteína de troca aniônica (anion exchanger 1, AE1), a principal 

proteína integral da membrana do eritrócito é dividida em três regiões: um domínio 

externo, domino transmembrana e o domínio citosólico (BORDIN et al. 2010). O 

domino externo, provavelmente permite que a proteína banda 3 seja reconhecida 

como antígeno especifico (BRATOSIN et al. 1998). O domínio transmembrana, 

atravessa de 12 a 13 vezes a bicamada lipídica, tem a função de mediar à troca de 

cloreto (Cl-) e ânions de bicarbonato (HCO3
-) através da membrana plasmática. Este 

processo leva ao aumento da capacidade eritrocitária de transportar CO2, visto que 
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mais de 60% desse gás é transportado no interior do eritrócito na forma de HCO3
-, 

assegurando a homeostase e o equilíbrio ácido-básico (ZHANG et al. 2000). 

O domínio citosólico contém os locais de fosforilação de proteínas que são 

responsáveis por estímulos extracelulares e intracelulares, que fornecem um 

mecanismo altamente eficiente para o controle da atividade celular (WANG, 1994). A 

fosforilação de grupos específicos de serina e treonina do domínio citosólico da 

banda 3 regula a taxa de fluxo de ânions (BAGGIO et al. 1993), enquanto, a 

fosforilação da tirosina está envolvida em várias funções, incluindo regulação da 

glicólise (LOW et al. 1993), alteração da morfologia do eritrócito, volume e 

senescência do eritrócito (BORDIN et al. 1995; MUSCH et al. 1999; BORDIN et al. 

2009; PANTALEO et al. 2009).  

A segunda proteína integral mais abundante é a sialoglicoproteína glicoforina 

A (GPA), que possui alto conteúdo de ácido siálico. A GPA contribui com a rede de 

carga negativa na superfície da membrana do eritrócito, minimizando a interação 

célula-célula e prevenindo, assim, sua agregação. Além disso, esta proteína 

estabiliza o citoesqueleto através de ligações com as proteínas periféricas, 

principalmente, espectrina, actina, anquirina, proteína 4.1 na face interna da 

membrana plasmática (GALLAGER et al. 1998; AUFFRAY et al. 2001). 

 

 

2.2.2 METABOLISMO DO ERITRÓCITO 

 

 

Por não possuírem mitocôndrias, os eritrócitos maduros são dependentes do 

catabolismo da glicose para seu suprimento de adenosina trifosfato (ATP). Esta 

atividade metabólica ocorre principalmente pela via de Embden-Meyerhof e pela via 

da hexose monofosfato, sendo importantes para a manutenção da forma e função 

celular (CIESLA, 2007). 

A via de Embden-Meyerhof ou glicólise é a principal fonte de energia 

metabólica para os eritrócitos. Mais de 90% da glicose consumida pelo eritrócito é 

metabolizada por esta via, gerando o ATP, como fonte de energia, o 2,3-

difosfoglicerato (2,3-DPG) e o nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH; TELEN e 
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KAUFMAN, 1999). As moléculas de ATP produzidas liberam energia para a 

manutenção do volume do eritrócito, da sua forma discóide e da sua flexibilidade 

(LORENZI et al. 2003). O 2,3-DPG é uma substância que modula a afinidade da Hb 

pelo O2. A via da hexose monofosfato metaboliza aproximadamente 10% da glicose 

em condições normais. O produto mais importante dessa via é a nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH). A NADPH é gerada a partir da oxidação da 

glicose-6-fosfato (G6P), pela glicose 6-fosfato deidrogenase (G6-PD). O consumo de 

NADPH é o principal estímulo para a utilização de G6PD pela via da hexose 

monofosfato (HILLMAN, 2001). O NADPH além de ser consumido na via de síntese 

da GSH, também é essencial para manutenção dos níveis normais desse 

antioxidante (GREER et al. 2003), assim como pode ser utilizado por alguns agentes 

redutores, como o azul de metileno, na redução da MetHb a Hb (HAYMOND et al. 

2005). 

 

 

2.2.2 HEMOGLOBINA (Hb) 

 

 

A Hb é a principal proteína do eritrócito e tem alta afinidade pelo O2 e, por 

isso, pode transportá-lo para os tecidos (Figura 6). A Hb é formada por quatro 

subunidades, compostas de dois pares de cadeias globínicas, polipeptídicas, sendo 

um par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-α ou zeta-ξ) e o outro de cadeias do 

tipo não-alfa (beta-β, delta-δ, gama-γ ou epsílon-ε). Cada cadeia polipeptídica da 

globina possui uma sequência de aminoácidos, tendo as cadeias alfa 141 

aminoácidos e as cadeias não-alfa 146. Combinações entre essas cadeias de 

proteínas são responsáveis por formar as diferentes Hbs presentes nos eritrócitos 

desde o período embrionário 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 α e duas cadeias de globina β. 
Cada cadeia contém uma molécula heme (azul). Fonte: Mader (1997). 

 

 

No adulto, as Hbs constituem arranjos tetraméricos de cadeias alfa e beta 

(α2β2 = Hb A1, principal nos adultos), alfa e delta (α2δ2 = Hb A2). A hemoglobina Fetal 

(Hb F), predominante ao nascer, é substituída gradativamente até aproximadamente 

a vigésima oitava semana de vida, quando as concentrações das hemoglobinas 

chegam às proporções do adulto, de 96 a 98% para Hb A1, de 2,0 a 3,7% para Hb A2 

e de até 1% para Hb F (STAMATOYANNOPOULOS, 1992). 

A molécula de Hb é constituída por uma cadeia de globina e um grupo heme 

que consiste numa porfirina complexada a um átomo de ferro ferroso (Fe2+; PERCY 

et al. 2005). O Fe2+ pode formar duas interações adicionais, no plano do anel 

porfirínico. Uma com a cadeia lateral de um resíduo de histidina da molécula da 

globina, e a outra com o O2 (Figura 7). Dessa forma, a Hb mantém o ferro no seu 

estado reduzido, Fe+2, permitindo a ligação reversível do O2 no grupo heme, além de 

facilitar a troca do CO2 produzido pelos tecidos com os pulmões (NOHL e STOLZE, 

1998; ÇIMEN, 2008). 
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Figura 7 - Representações da estrutura do grupo heme, que é o sítio de ligação do oxigênio a 
hemoglobina. Cada molécula de hemoglobina carrega quatro moléculas de oxigênio. 
Fonte: Peñuela (2005). 

 

 

A estrutura tetramérica da Hb permite ligação de quatro moléculas de O2 por 

tetrâmero. Esta ligação é favorecida por interações que são fundamentais para o 

funcionamento da Hb como a “ligação cooperativa” e o 2,3-DPG. Na “ligação 

cooperativa” o O2 se liga mais rapidamente se outras moléculas de O2 já estiverem 

ligadas. Isto permite que a Hb maximize tanto a quantidade de O2 transportada sob a 

pressão parcial de O2 (pO2) dos pulmões quanto a quantidade de O2 liberada sob 

pO2 típica dos tecidos periféricos. Já o fosfato orgânico, 2,3-DPG, promove a 

liberação eficiente de O2 nos tecidos periféricos através da estabilização da estrutura 

quaternária da Hb (MURRAY et al. 2006). 

 

 

2.2.3 FORMAÇÃO E REDUÇÃO DA METEMOGLOBINA 

 

 

Durante a formação da oxihemoglobina (O2Hb) a partir da desoxihemoglobina 

(HHb) e de moléculas de O2, um elétron é transferido do Fe2+ para o O2, formando-

se um complexo férrico/ânion superóxido (Fe3+/O2
●-). Na reação de desoxigenação, 

o elétron que havia sido “emprestado” regressa ao átomo de ferro, liberando o O2 

para ser consumido pelo organismo. No entanto, cerca de 2% de O2 é convertido em 

O2
●-, deixando o ferro no estado férrico (Fe3+ ou MetHb). Este processo de auto-
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oxidação (Figura 8) ocorre espontaneamente em indivíduos normais, convertendo, 

diariamente, cerca 2% da Hb em MetHb (MISRA e FRIDOVICH, 1972; GREGG e 

PRCHAL, 2005). 

 

 

 

 

Figura 8 - Mecanismo de formação de metemoglobina pelo processo de auto-oxidação da 
hemoglobina. HHb, desoxihemoglobina; O2

•-
, ânion superóxido; MetHb, Metemoglobina; 

Fe
2+

, ferro ferroso; Fe
3+

, ferro férrico; O
2
, oxigênio. Fonte: adaptado de CARVALHO et 

al. (2008). 

 

 

O acúmulo de MetHb é prevenido pela ação de vários mecanismos que 

reduzem o Fe3+ a Fe2+, numa cadeia de transferência de elétrons (Figura 9). O 

mecanismo fisiológico mais importante, responsável por 95% da redução da MetHb, 

é realizado pela citocromo b5 redutase (CB5R ou diaforase I), numa reação 

dependente de NADH que atua como aceptor de elétrons. Assim, o NADH, gerado 

pela glicólise, reduz a NAD que por sua vez reduz a CB5R. A CB5R transfere o 

elétron para o Fe3+ da MetHb reduzindo-o a Fe2+ (PASSON, P. G. e HULTQUIST, 

1972). 
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Figura 9 - (A) Redução da hemoglobina em circunstâncias normais e (B) após administração de azul 

de metileno. Em circunstâncias normais o sistema citocromo b5 redutase dependente de 

NADH reduz a metemoglobina em hemoglobina. O azul de metileno é uma via de redução 

alternativa, dependente de NADPH. NADH-MR, nicotinamida adenina dinucleotídeo 

metemoglobina redutase; NADH, nicotinamida adenina dinucleotídeo; MetHb, 

metemoglobina; Hb, hemoglobina; AM, azul de metileno; G6P, glicose 6 fosfato; G6PD, 

glicose 6 fosfato desidrogenase. Fonte: Adaptado de CARVALHO et al. (2008). 

 

 

Uma via alternativa para a redução da MetHb é mediada pela MetHb 

redutase. Nesta reação é utilizada a NADPH, gerado na via das pentoses, como 

fonte de elétron, porém não existem aceptores fisiológicos para estes elétrons, por 

isso esta reação depende de aceptores exógenos, como o azul de metileno (AM; 

MANSOURI, A. e LURIE, 1993; GIBSON, 2002). Em condições normais, os 

mecanismos de formação e de redução descritos mantêm os níveis fisiológicos de 

MetHb no sangue entre 0 a 2 % (YAWATA et al. 1992; REHMAN, 2001). No entanto, 

quando ocorre um desequilíbrio na produção ou na redução da MetHb, surge a 

síndrome clínica, metemoglobinemia (MetHba), levando a um estado de anemia 

funcional.  

A MetHba pode ser congênita ou adquirida. Embora rara, a MetHba 

hereditária, ocorre quando a uma deficiência da CB5R ou uma mutação na cadeia 

globina no caso da doença da hemoglobina M (REHMAN, 2001). A principal causa 

de MetHba é a adquirida, que é provocada por mecanismos iatrogênicos, ou seja, 
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por fármacos comumente prescritos, como a DDS e seu metabólito, o DDS-NOH, 

primaquina, clofazimina, cloroquina, benzocaína, corantes de anilina, azul de 

metileno (REHMAN, 2001, BOLCHOZ et al, 2001; ASH-BERNAL et al. 2004). Nesta 

síndrome, concentrações abaixo de 10% de MetHb podem ser bem toleradas, porém 

níveis acima são frequentemente associados a sintomas, como dispneia, náuseas e 

taquicardia. Níveis próximos a 55% provocam letargia e perda da consciência e 

níveis mais elevados que 60% podem causar arritmias cardíacas e insuficiência 

circulatória, enquanto acima de 70% levam a morte (COLEMAN, 1995; REHMAN, 

2001). 

 

 

2.2.4 IMPORTÂNCIA DE ESTUDOS IN VITRO COM ERITRÓCITOS 

 

 

Os eritrócitos são as células mais abundantes e altamente especializadas no 

corpo humano. Além do seu papel específico no transporte dos gases respiratórios, 

O2 e CO2, estas células também desempenham um papel importante no estado 

oxidativo dos constituintes do sangue total. Em vista de uma combinação de fatores, 

como a exposição à alta concentração de O2, a presença do forte catalisador 

oxidativo, a hemoglobina (Hb), os glóbulos vermelhos são altamente suscetíveis ao 

dano oxidativo. Nesse sentido, para inibir o dano oxidativo, o sistema antioxidante 

enzimático e a GSH estão presentes, predominantemente, no meio intracelular, daí 

importância da utilização de eritrócitos em ensaios in vitro (FURMAN, 2011; 

HENNEBERG, 2013). 

Dessa forma, modelos experimentais com eritrócitos humanos são 

comumente utilizados para investigar o potencial antioxidante de diferentes 

substâncias. A suspensão de eritrócitos é um sistema eficaz para a investigação do 

efeito protetor de substâncias antioxidantes, visto que as drogas oxidantes podem 

levar a alterações em lipídios, proteínas e DNA eritrocitário (SHIVA et al. 2007). 

Nesse sentido, a utilização de eritrócitos humanos para o modelo experimental in 

vitro, para avaliar a ação antioxidante, constitui uma ótima estratégia para avaliar o 

efeito de fármacos, sobre parâmetros do estresse oxidativo, que levam a 
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citotoxicidade, dano no DNA, peroxidação lipídica entre outros (ALBUQUERQUE et 

al. 2015). 

 

 

2.2.5 SISTEMA ANTIOXIDANTE DO ERITRÓCITO 

 

 

O estresse oxidativo pode resultar de uma alteração na homeostase celular 

caracterizada por um aumento da produção de ERO e/ou diminuição das defesas 

celulares antioxidantes responsáveis pela neutralização destas espécies oxidantes 

(SIES, 2015). O resultado deste fenômeno é o dano celular pela oxidação de 

moléculas, como proteínas e lipídios que ainda podem gerar outras ERO, ampliando 

o dano celular (TEDESCO et al. 2000; RAHAL et al. 2014). 

A produção de ERO ocorre naturalmente por fontes endógenas, como 

resultado do metabolismo celular (POLI et al. 2004). Além disso, sistemas 

enzimáticos, como o da NADPH oxidase, NOS, hipoxantina/xantina oxidase podem 

gerar ERO, como o O2
•-, H2O2, oxido nítrico (NO•) e peroxinitrito (ONOO-; IRANI et al. 

1997; HARRISON, 2002). No entanto, O2
•- e H2O2 são pouco reativos com 

biomoléculas, contudo na presença de metais de transição, como ferro ou cobre, 

podem gerar espécies muito reativas, como radical hidroxila (OH•), através da 

reação de Fenton (H2O2 + Fe2+ → OH• + OH- + Fe3+) e reação de Haber-Weiss (H2O2 

+ O2
•- → OH• + OH- + O2; DIZDAROGLU et al. 1991, MELLO-FILHO e MENEGHINI, 

1984; VALKO et al. 2007). Além disso, a produção de radicais livres, pode ser 

induzida por fontes exógenas, como luz ultravioleta, radiação ionizante, drogas ou 

exposição a contaminantes ambientais (RAHAL et al. 2014). 

Na circulação, os eritrócitos são continuamente expostos a fontes endógenas 

e exógenas de substancias oxidantes (MOHANTY et al. 2014). Além disso, possuem 

elementos, como ferro, O2 e lipídios insaturados, que contribuem para a formação de 

ERO que podem causar estresse oxidativo e, consequentemente, danos celulares 

que podem ser irreversíveis (HEBBEL, 1986; ASLAN et al. 2000). Para o controle 

dos efeitos das ERO, os eritrócitos têm um sistema antioxidante envolvendo tanto 

antioxidantes não enzimáticos de baixo peso molecular, como GSH e ácido 
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ascórbico, quanto antioxidantes enzimáticos incluindo superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), entre outros (GONZALES et al. 1984; 

NAGABABU et al. 2003). 

As defesas antioxidantes enzimáticas do eritrócito são representadas, 

principalmente, pelos seguintes enzimas: i) NADH-MR que converte a MetHb em Hb; 

ii) superóxido dismutase cobre-zinco (SOD Cu-Zn) dependente que converte O2
•-, 

formado na auto-oxidação da Hb, à H2O2, o qual tem reatividade limitada; iii) CAT, 

uma enzima citoplasmática, que decompõe o H2O2 em H2O e O2 e realiza a 

oxidação de doadores de H+, como metanol, ácido fórmico e formóis, com o 

consumo de peróxidos; iv) glutationa redutase (GR) NADPH dependente, uma 

enzima citoplasmática que reduz a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa 

reduzida (GSH); e v) pela GPx (Figura 10; HARRIS, 1991; COLEMAN, 1995; 

CIESLA, 2007; ÇIMEN, 2008). 

 

 

 

 

Figura 10 - Mecanismo de proteção do sistema antioxidante dos eritrócitos a partir da produção de 
espécies reativas de oxigênio e produção de metemoglobina. Fonte: HARRIS (1991). 
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A GPx catalisa a redução de H2O2 e hidroperoxidos orgânicos (ROOH) a H2O 

e ao álcool (ROH) correspondente, utilizando a GSH como cofator. A família da GPx 

é dividida em seis classes de acordo com a sequência de aminoácidos, o substrato 

especifico e a localização subcelular: i) a clássica ou citosólica (GPx 1), a primeira 

GPx identificada; ii) a gastrointestinal (GPx 2); iii) a plasmática ou extracelular (GPx 

3); iv) a fosfolipídio 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 selênio (Se; AMAYA-FARFAN et al. 2001; HERBETTE 

et al. 2007). 

O sistema antioxidante não-enzimático do eritrócito é formado por substâncias 

como NADPH, NADH e algumas vitaminas provenientes da dieta, como o α-tocoferol 

(vitamina E), β-caroteno (pró-vitamina A), ácido ascórbico (vitamina C), e 

substâncias fenólicas, 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 tripeptídeo formada a partir de glutamato, cisteína e glicina 

(ROVER JUNIOR et al. 2001) que exerce funções essenciais na célula, destacando-

se sua função como cofator da família de enzimas GPx, com a qual protege as 

células contra danos oxidativos mediante a remoção de agentes pró-oxidantes. A 

GSH mantém a Hb e outras proteínas do eritrócito, no estado reduzido. Além disso, 

por ser o único tiol não proteico presente em espécies aeróbias, seu papel 

intracelular antioxidante inclui a eliminação de ERO (HERBETTE et al. 2007). 

Problemas na síntese e/ou metabolismo da GSH e das enzimas que 

participam do seu ciclo catalítico estão associados a alterações do sistema de 

defesa antioxidante e dos agentes oxidante (VASCONCELOS et al. 2007). Além 

disso, a presença de ERO tem sido correlacionada com várias doenças, como 

cardiovasculares, degeneração neuronal, câncer e no processo de envelhecimento 

(ROVER JUNIOR et al. 2001; RAHAL et al. 2014). Assim, o equilíbrio entre a 

formação e a remoção desses agentes no organismo deve ser regulado, para que as 

reações e processos metabólicos possam ocorrer em nível adequado para a 

manutenção 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 exposição a agentes oxidantes, 

a primeira linha de defesa consiste em uma infusão de azul de metileno, na dose de 

1-2 mg/kg em solução de 1-2 g/dl, em tempo de infusão de 5 minutos. O AM 

apresenta efeito rápido na redução da MetHb tanto in vivo, como também in vitro 

(GIBSON, 2002). Estudos já 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 hemolítica e 

metemoglobinemia devido ao seu potencial oxidante (SILLS e ZINKHAM, 1994; 

SHIHANA et al. 2010). Em seu mecanismo de ação, o azul de metileno atua como 

um cofator para a NADPH-MR, acelerando a atividade e aumentando a taxa de 

conversão do Fe3+ da MetHb a Fe2+ (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 eliminação do vírus, pode ser 

recorrente, ou seja, pode aumentar mesmo após o tratamento com o AM. Este efeito 

metemoglobinizante da dapsona parece ser dependente da conversão metabólica a 

dapsona-hidroxilamina, pois o metabólito ao oxidar hemoglobina a MetHb regenera a 

dapsona, que pode ser novamente metabolizada ao metabolito oxidativo. Dessa 

forma, eventualmente é necessária a aplicação de doses adicionais de AM. No 
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entanto, doses elevadas do AM podem agravar a oxidação da hemoglobina e a 

lesão celular, devido sua capacidade oxidante. 

Assim, substâncias antioxidantes podem ser alternativas potenciais ao AM 

para o tratamento da MetHba adquirida. Os antioxidantes podem atuar como 

doadores de elétrons para reduzir o Fe3+ da MetHb ou impedir direta ou 

indiretamente a ação do metabolito DDS-NOH, sendo assim um antídoto 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 substância orgânica de selênio com propriedades antioxidantes, cuja formula 

molecular é C13H9NOSe (NOGUCHI et al. 1992; ZHAO e ARNE HOLMGREN, 2002). 

Esta substância foi originalmente sintetizada durante a procura por substâncias com 

ação semelhante à enzima GPx (MULLER et al. 1984). Uma vez que ambos 

compartilham a presença de um Se cataliticamente ativo, o EbSe pode ser um 

modelo para o mecanismo enzimático da GPx. Nesse sentido, um estudo cinético de 

reação catalítica do EbSe concluiu que o mecanismo é cineticamente idêntico ao da 

reação 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 substâncias sugeridas para terapia de 

inativação de peróxidos orgânicos (ROO; PARNHAM e KINDT, 1984). A partir de 

então, o EbSe passou a ser considerado como possível agente terapêutico útil em 

situações clínicas envolvendo o estresse oxidativo (FARINA et al. 2004). Suas 

propriedades biológicas como um agente antioxidante, anti-inflamatório, 

antiaterosclerótico, 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 substâncias contendo o Se em sua estrutura tais como 

selenito, ácido metil-selenínico, Se-metilselenocisteína (SPALLHOLZ, 1994; MISRA 

et al. 2015), o EbSe possui uma toxicidade muito baixa, porque sua porção selénio 

não é liberada durante a biotransformação, impedindo o seu acúmulo no organismo 

(WENDEL et al. 1984; ZHAO e ARNE HOLMGREN, 2002; PARNHAM e GRAF, 

1987). Esta estabilidade estrutural é uma consequência energética favorecida pelo 

seu anel de cinco membros (SCHEWE, 1995). Além disso, sua característica 

lipofílica assegura uma melhor interação com os lipídeos de membrana, levando, 

assim, uma menor concentração necessária para alcançar o efeito protetor contra o 

dano oxidativo (MULLER et al. 1984; AZAD e TOMAR, 2014). 

Como EbSe é quimicamente um eletrófilo, para iniciar seu mecanismo de 

ação, é necessário um sistema eficiente que funcione como doador de elétrons 

(RUFFMANN e WENDEL, 1991; SAKURAI et al. 2006). Estudos demonstraram que 

a GSH, por possuir características nucleofílicas (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 átomo de selênio 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 H2O2 e/ou 

ROOH, reduzindo-os a H2O, e a seu álcool (ROH) correspondente, respectivamente. 
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O ácido selenínico (EbSe-OH) espontaneamente produz outra molécula de H2O, 

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 redução de hidroperóxidos inorgânicos, incluindo fosfolipídios 

ligados à membrana e hidroperóxidos de colesterol reduzindo-os a ROH (SAKURAI 

et al. 2006). 

 

 

 

 

Figura 12 - Ação 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 ácido selenenico 
[EbSe-OH] (D). Este, por sua vez pode interagir com a GSH para regenerar EbSe-S-GSH 
(B) ou via a formação de água, 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 padrão único de reações químicas que não 

se restringe a presença de GSH (MULLER et al. 1984). Já foi reportado que tióis 

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 razão para 

a sua diversidade de ação 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 proteínas celulares 

que está 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 é um importante mecanismo de 

ação 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 H2O2 e/ou ROOH reduzindo-os a 

H2O, e ao ROH correspondente. O ácido selênico (EbSe-OH) formado elimina H2O e 

regenera o EbSe para o outro ciclo catalítico (Figura 13). Assim, o EbSe age como 

uma Trx peroxidase, potencializa a ação da TrxR e aumentando a atividade 

catalítica de redução de H2O2 e ROOH (ZHAO e HOLMGREN, 2002; ZHAO et al. 

2002; FANG et al. 2005). 

 

 

 

Figura 13 - Ação antioxidante do Ebselen via sistema de tioredoxinas. No primeiro passo, o 
ebselen [EbSe] é reduzido por NADPH catalisado por TrxR, formando o selenol [EbSe-
H]. Este reage com o peroxido de hidrogênio [H2O2] e/ou hidroperóxido orgânico 
[ROOH] reduzindo-os a água [H2O], e ao álcool [ROH] correspondente. O ácido selênico 
[EbSe-OH] formado elimina H2O e regenera o EbSe para o outro ciclo catalítico. Trx, 
tioredoxina; TrxR, tioredoxina redutase; ROOH hidroperoxido orgânico; 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 formação de ERO, o EbSe também inibe 

enzimas que estão implicadas em processos inflamatórios (Figura 14) e que são 

fontes de ERO envolvidas na inflamação, como lipoxigenase (LOX; SCHEWE et al. 

1994; WALTHER et al. 1999), NADPH oxidase, proteína kinase C, ciclooxigenase 

(COX; COTGREAVE et al. 1989; MIORELLI et al. 2008), oxido nítrico sintase (NOS; 

HATTORI et al. 1996), bomba de H+/K+-ATPase (SCHEWE et al. 1994; SAKURAI et 

al. 2006), prostaglandina E2 (PARNHAM e KINDT, 1984) e leucotrieno B4 (LTB4). O 

LTB4 é um potente mediador da ação dos neutrófilos, convertendo-o em um isômero 

6-trans biologicamente inativo (SAFAYHI et al. 1985; KUHL et al. 1986). 

Adicionalmente, o EbSe inibe a formação de ERN, como oxido nítrico (NO) e impede 

a reação com ânion superóxido (O2
•-

) e a consequente formação de peroxinitrito 

(ONOO-;WANG et al. 1992) que é um agente oxidante potente, mediador da 

toxicidade em estados inflamatórios (MASUMOTO et al. 1996). 

 

 

 

 

Figura 14 - Ação anti-inflamatória do Ebselen. (A) Na formação produtos intermediários do ácido 
araquidônico produzidos durante a inflamação. (B) Na formação de NO. (C) Na formação 
de hiroperoxidos. EbSe, Ebselen; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; 
SOD, superóxido dismutase; CAT, catalase; NOS, oxido nítrico sintase; NO, oxido nítrico; 
ONOO

-
, peroxinitrito; NADPH oxidase, oxidase nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato; O2, oxigênio singlet; O2
•-
, ânion superóxido; H2O2, peróxido de hidrogênio; OH

•-
, 

radical hidroxila; H2O, água; LH, ácido graxo poli-insaturado; L•, radical lipídico; LOO•, 
radical peroxil; LOOH, hidroperóxido lipídico; LO•, radicais alcoxil; Fe

2+
, ferro ferroso; 

Fe
3+

, 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 óxido de selênio (EbSe-O) e nitrito (ONO-) como pode ser observado na 

figura 15. O EbSe-O na presença de tióis pode ser reconvertido à EbSe. Este forma 

EbSe-S-GSH pode reagir novamente com o ONOO- para formando EbSe-O e ONO-. 

Outra possibilidade é a conversão do EbSe-S-GSH, na presença de tiol, formando 

EbSe-H, que formará o EbSe-Se (MASUMOTO et al. 1996; DAIBER et al. 2000). 

Com isso, o EbSe diminui a oxidação e a nitração induzidas por ONOO- (BRIVIDA et 

al. 1996; SIES et al. 1997), prevenindo processos oxidativos desencadeados durante 

a inflamação (PARNHAM e SIES, 2000). 

 

 

 

 

Figura 15 - Mecanismo catalítico do Ebselen na redução de peroxinitrito para nitrito. (A) EbSe 
reage com o ONOO

-
 formando óxido de selênio (EbSe-O) e nitrito (ONO

-
). (B) EbSe-O 

na presença de tióis regenera o EbSe. Esta forma selenenil sulfeto (EbSe-S-GSH) na 
presença de GSH. (C) EbSe-S-GSH reage com o ONOO

-
 formando EbSe-O e ONO

-
, e 

na presença de tiol, forma selenol (EbSe-H). Este por sua vez, formara diseleneto 
(EbSe-Se). EbSe, Ebselen; ONOO

-
, peroxinitrito; EbSe-O, óxido de selênio; ONO

-
, nitrito; 

EbSe-S-GSH, selenenil sulfeto; EbSe-H, selenol; EbSe-Se, diseleneto. Fonte: Adaptado 
de Daiber et al. (2000). 

 

 

Além da ação anti-inflamatória, estudos evidenciaram a capacidade do EbSe 

em inibir a peroxidação lipídica (OZAKI et al. 1997; KONO et al. 2001), através da 

prevenção da formação de ERO (MAULIK et al. 1998; UEDA, et al. 1990). Com 

esses efeitos, o EbSe se mostrou útil como neuroprotetor em modelo de isquemia 
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cerebral in vitro e in vivo (PORCIÚNCULA et al. 2001; DAWSON, et al. 1995; 

GABRYEL e MALECKI, 2006). Adicionalmente, o EbSe protegeu o cérebro contra a 

lesão isquêmica e reperfusão focal aguda (DAWSON et al. 1995; IMAI et al. 2003). 

Em cultura de astrócitos, 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 

fragmentação do DNA no cérebro de ratos após isquemia (NAMURA et al. 2001). 

Além disso, o EbSe apresentou efeitos benéficos em ensaios clínicos para o 

tratamento de pacientes com déficit neurológico tardio, após hemorragia 

subaracnóidea aneurismal (SAITO et al. 1998) e acidente vascular cerebral 

isquêmico agudo (YAMAGUCHI et al. 1998; MOUSSAOUI et al. 2000). 

Nesse sentido, estudos apontam que o EbSe pode modificar a função do 

receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e neutralizar as ERO que são produzidas 

após a ativação dos receptores de NMDA (HERIN et al. 2001; LAPCHAK et al. 

2003). Adicionalmente, já foi demonstrado que o EbSe impediu neurotoxicidade 

induzida pela diminuição da captação do glutamato induzida tanto por metilmercurio, 

quanto pelo ácido quinolinico. Desta forma, demonstrou-se a eficácia do EbSe na 

prevenção do estresse oxidativo provocada pela toxicidade do glutamato, através do 

redução de ERO, evitando a cascata de reações que pode culminar na peroxidação 

de lipídeos em membrana neuronal (PORCIÚNCULA et al. 2001; ROSSATO  et al. 

2002; FARINA et al. 2003). 

Além disso, foram investigados os efeitos mutagênico e anti-mutagênico, 

assim como o perfil genotóxico e anti-genotóxico do EbSe. Nestes estudos o EbSe 

protegeu contra a citotoxicidade, a mutação, e o dano em DNA induzidos por H2O2 

através da redução da formação de ERO causados por H2O2 (MIORELLI et al. 2008). 

Além de proteger as células da linhagem V79, o EbSe protegeu as células da 

linhagem HepG2 e HL-60 contra o estresse oxidativo (YANG et al. 1999). A razão 

desta proteção reside, provavelmente, na proteção antioxidante adicional, em virtude 

da sua ação mimética da GPx. Demonstrando-se que o EbSe é capaz de suprimir a 

formação intracelular de H2O2, podendo ser usado como um potente antioxidante 

para proteger as células contra o dano oxidativo, associado com o aumento na 

produção de ERO (YANG et al. 1999; MIORELLI et al. 2008). 
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2.4.2 N-ACETILCISTEÍNA 

 

 

A N-acetilcisteína (NAC; Figura 16) é uma substância tiólica que contém um 

gurpo sulfidril e fórmula química C5H9NO3S. A NAC é amplamente utilizada na 

clínica como fármaco mucolítico (ZIMENT 1988) e, no tratamento de doenças 

congestivas e obstrutivas pulmonares associadas à hipersecreção (DODDS et al. 

2008; TUMUR, 2010). Além disso, a NAC pode servir como antídoto em casos de 

intoxicação pelo paracetamol (acetominofeno), reduzindo o grau de lesão hepática e 

sendo bastante efetivo quando administrada dentro de 8 a 10 horas previamente à 

ingestão do fármaco (ALGREN, 2008). 

 

 

 

  

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

 

  

Em relação à atividade antioxidante, a NAC contribui para a síntese da GSH, 

promovendo assim a homeostase celular, visto que a redução dos níveis de GSH 

apresenta associação com alterações 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 redução direta de ERO a 

espécies menos reativas formando radical sulfúrico e cisteína ou através da 

promoção da biossíntese 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 ação, a NAC, é hidrolisada, liberando a cisteína no 

meio extracelular (RUFFMANN e WENDEL, 1991). A cisteína é transportada pelo 

sistema de transporte de aminoácidos alanina-serina-cisteína (ASC), dependente de 

Na+, presente em várias células. No entanto, a NAC é uma substância lipofílica, 

precursora de cisteína e que não necessita de transporte ativo para atravessar a 

membrana (LAUTERBURG et al. 1983). Já no meio intracelular, a NAC é 

rapidamente hidrolisada para liberar a cisteína, um precursor de GSH. A GSH é 

sintetizada pelas ações consecutivas de γ-glutamil cisteína sintetase e GSH-

sintetase (Figura 17). Desse modo, a NAC é capaz de regenerar e/ou aumentar os 

níveis de GSH intracelular, componente importante para a remoção de ERO que são 

capazes de proteger as células contra o estresse oxidativo (MARMOLINO e MANTO, 

2010; SHAHRIPOUR et al. 2014). 

 

 

 

 

Figura 17 - Mecanismo de ação da N-acetilcisteína (NAC). ASC, alanina-serina-cisteína (ASC) 
sistema de transportes; Cis, cisteína; γ-GCS, γ-glutamil cisteína sintetase; γ-Glucis, γ-
glutamil cisteína; Glu, glutamato; Gli, glicina; GSH, glutationa. Fonte: Adaptado de 
Marmolino e Manto, 2010. 
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Após a administração oral, a NAC é rapidamente absorvida e metabolizada e 

cerca de 10% da quantidade ingerida permanece na circulação por um tempo 

razoável, sendo a maior parte da droga consumida na produção de GSH. O pico de 

concentração plasmática é atingido em 2 a 3 horas após a administração e a meia-

vida plasmática é de 5 a 6 horas em adultos e 11 horas em neonatos. A NAC sofre o 

processo de metabolismo de primeira passagem no fígado, resultando em baixa 

biodisponibilidade (VINCENZINI et al. 1998; DEKHUIJZEN, 2004). 

Em relação à intervenção com antioxidantes na reversão de MetHb, estudos 

já evidenciaram a capacidade da NAC em prevenir o estresse oxidativo em 

eritrócitos (WRIGHT et al. 1996), através da redução da formação 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 síntese da GSH (DEKHUIJZEN, 2004). Adicionalmente, a NAC também 

apresentou um efeito atenuante e até preventivo na produção de ERO, como o ácido 

hipocloroso (HClO), o ●OH e o H2O2, devido ao grupo sulfidrílico presente em sua 

estrutura química (SHAIK e MEHVAR, 2006).  

Devido a potente capacidade antioxidante, a NAC tem-se mostrado bastante 

eficiente como protetor em doença renal crônica (IVANOVSKI, 2005), câncer, 

insuficiência pulmonar, e outras doenças sistêmicas (NOLIN, 2007). Pode também 

melhorar a função endotelial e atenuar a doença inflamatória vascular 

(aterosclerose), antagonizando os efeitos da geração de substâncias reativas 

intracelulares (TUMUR, 2010). Adicionalmente, a NAC apresenta efeitos benéficos 

sobre complicações cardiovasculares, através da habilidade em reduzir a 

concentrações de homocisteína e lipoproteínas. Além disso, a NAC aumenta a 

capacidade de reparo no DNA e promove a indução de apoptose seletiva de células 

em transformação. Estudos também indicam que NAC reduz disfunção endotelial, 

inflamação e fibrose em pacientes renais crônicos, com evidente de melhora clínica 

(MASSY, 2009). 
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2.4.3 ÁCIDO α-LIPÓICO 

 

 

O ácido α-lipóico (ALA; ácido 1,2-ditiolano-3-pentanóico) é um substância 

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 endógenos, 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 produção de ERO (PACKER et al. 1995; 

MATSUGO et al. 1996). Além disso, o ALA funciona como cofator para complexos 

multienzimáticos importante para mitocôndria, como a piruvato desidrogenase 

(BRAMANTI et al. 2010). Adicionalmente, o ALA participa de processos metabólicos, 

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 vários processos patológicos, incluindo diabetes, síndrome de isquemia 

e reperfusão e doenças neurodegenerativas (PACKER et al. 1995; EVANS e 

GOLDFINE, 2000). 

O ALA é sintetizado endogenamente pela enzima ácido lipóico sintetase a 

partir do ácido octanóico (MORIKAWA et al, 2001). O ALA pode se ligar 

covalentemente a proteínas especificas, como resíduos de lisina. Além das funções 

fisiológicas do ALA ligado a proteínas, há um crescente interesse médico e científico 

na potencial utilização terapêutica de outras formas desta substância (UCHIDA et al. 

2015). O ALA apresenta dois grupos tiol (-SH), um em cada um dos átomos de 

carbono, C6 e C8, que estão conectados por ponte disulfeto, que pode ser oxidado 

ou reduzido. A forma oxidada, ALA, pode ser rapidamente reduzida no organismo 

resultando na formação do ácido dihidrolipóico (ADHL; KRAMER e PACKER, 2001; 

MOINI et al. 2002). Além disso, o ALA também contém um carbono quiral, C6, 

existindo como dois enantiomeros ou estéreoisômeros: ácido R-(+)-lipóico (R-ALA) e 

S-(-)-lipóico (S-ALA; Figura 18; CARLSON et al. 2007). 
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Figura 18 - Estrutura do acido R-α-lipóico e do S-α-lipóico. Fonte: Carlson et al. 2007. 

 

 

O R-ALA é o enantiômero de ocorrência natural, sintetizado no organismo 

pela enzima mitocondrial dihidrolipoamida desidrogenase a partir do ALA, enquanto 

o S-ALA é um subproduto da síntese química (SOHAL et al. 1994). Além disso, a 

GSH também pode catalisar a redução 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 várias enzimas do complexo 

mitocondrial que catalisam reações relacionadas à produção de energia e o 

catabolismo de α-cetoácidos e aminoácidos (BUSTAMANTE et al. 1998; REED, 

1998). Este composto se liga covalentemente ao grupo amino de um resíduo de 

lisina, através de uma ligação amida e, portanto, apresenta-se como lipoamida 

(MOINI et al. 2002).  

Por outro lado, o S-ALA apresenta menor afinidade de ligação a enzimas 

mitocondriais. Anteriormente, Hagen et al. (1999) já haviam demonstrado que a 

função mitocondrial de ratos aumentava com suplementação com R-ALA, enquanto 

o S-ALA, por ser incapaz de se ligar a enzimas mitocondriais, provocava uma 

redução na produção de ATP (HAGEN et al. 1999). Além disso, o R-ALA também 

aumenta ou mantém os níveis de antioxidantes como a GSH e o ácido ascórbico 

(SUH et al. 2001). Em estudo in vitro, o R-ALA foi mais efetivo em quelar metais em 

eritrócitos humanos e impedir a formação de ERO do que o ALA e o S-ALA (OU et 

al. 1995). Em modelo animal, o R-ALA foi capaz de melhorar o transporte, a 

absorção 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, é importante avaliar o efeito das substâncias previamente 

apresentadas na prevenção e/ou reversão da formação da MetHb, visto que ambos 

estão envolvidos direta ou indiretamente com o sistema de defesa antioxidante da 

GSH. Dessa forma, essas substâncias podem atuar no sequestro de ERO, 

desempenhando assim um papel importante na defesa antioxidante dos eritrócitos 

contra o estresse oxidativo. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o efeito protetor dos antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, ácido R e 

S-lipóico na metemoglobinemia induzida pelo metabólito dapsona-hidroxilamina em 

eritrócitos in vitro, correlacionando à proteção ou reversão do estresse oxidativo. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Avaliar o efeito do Ebselen, da N-acetilcisteina e dos ácidos R e S-

lipóico na metemoglobinemia induzida pelo metabólito DDS-NOH em eritrócitos in 

vitro. 

 Determinar a concentração de GSH nos eritrócitos expostos à DDS-

NOH na presença ou não de Ebselen, N-acetilcisteina e ácidos R e S-lipóico in vitro. 

 Determinar os níveis de capacidade antioxidante total (TEAC) nos 

eritrócitos expostos à DDS-NOH na presença ou não de Ebselen, N-acetilcisteina, 

ácido R-lipóico e S-lipóico in vitro. 

 Determinar a concentração de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) nos eritrócitos expostos à DDS-NOH na presença ou não de 

Ebselen, N-acetilcisteina, ácido R-lipóico e S-lipóico in vitro. 

 Determinar a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT nos 

eritrócitos expostos à DDS-NOH na presença ou não de Ebselen, N-acetilcisteina, 

ácido R-lipóico e S-lipóico in vitro. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Obtenção e preparação das amostras 

 

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos do Setor de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará (CEP-

ICS/UFPA), sob parecer n° 1.898.698 e CAAE 60044516.9.0000.0018 (ANEXO B). 

Amostras de sangue venoso foram obtidas de voluntários mediante a assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE; ANEXO A). 

Amostras de sangue venoso humano de 21 voluntários saudáveis (ambos os 

sexos e idades de 20-25 anos) foram obtidas por punção venosa, após uma noite de 

jejum. Os critérios de exclusão utilizados foram: uso recente de algum medicamento 

e/ou vitamina, doenças crônicas, menor de 20 anos e maiores de 25 anos e uso de 

tabaco. Após a coleta, o sangue total foi armazenado em tubos de ensaio contendo 

o anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA 5%) [adquirido da NewProv] 

(50 µL/mL) por no máximo 4 horas a 37°C. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min a 37°C. Após isto, o plasma e a camada 

de Buffy coat (leucócitos e plaquetas) foram removidos e o concentrado de 

hemácias (eritrócitos), isolado, foi lavado três vezes com solução fisiológica (NaCl 

0,9%). Em seguida, os eritrócitos foram diluídos em NaCl 0,9% na proporção 1:1, 

resultando em uma suspensão de eritrócitos de aproximadamente 50% (Figura 20). 

A suspensão de eritrócitos a 50% foi usada para os procedimentos experimentais. 
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Figura 19 - Representação esquemática da obtenção da suspensão de hemácias a 50%. 

 

 

4.2 Preparação das substâncias 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)2SO) [adquirido da Dinâmica] antes da adição de solvente aquoso para 

preparação das concentrações de trabalho [0,1; 1; 5; 10 µM]; 

N-acetilcisteina (NAC; C5H9NO3S) [adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St. 

Louis, Mo)] foi dissolvido em solução salina com tampão fosfatos 1x (PBS 1x) para 

preparação da concentração de trabalho [10 µM]; 

Ácido R-lipóico (R-ALA) e Ácido S-lipóico (S-ALA) [adquiridos da Sigma-

Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)] foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO; 

(CH3)2SO) [adquirido da Dinâmica] antes da adição de solvente aquoso para 

preparação das concentrações de trabalho [0,1; 1; 5; 10 µM]; 

Azul de metileno (AM; C16H18N3SCL.3H2O) [adquirido da Nuclear] foi 

dissolvido em solvente aquoso para preparação da concentração de trabalho [0.04 

µM]. O AM foi utilizado no estudo como o controle positivo na prevenção da MetHb 

induzida pela DDS-NOH em eritrócitos in vitro, uma vez que clinicamente este 

agente redutor é considerado o único tratamento para a MetHb (REILLY et al. 1999; 

ALBURQUEQUE, 2013). 
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Dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH) [adquirido da Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA)] foi dissolvido em Álcool Metílico (CH3OH) [adquirido da Dinâmica] 

para preparação das concentrações de trabalho [2,5 e 7,5 µg/mL]. 

 
 

4.3 Pré-tratamento das amostras 

 

 

Inicialmente, 0.5 mL da suspensão de eritrócitos a 50% obtido conforme o 

item 4.1.1, foi distribuído para cada tubo de ensaio de vidro, de acordo com os 

grupos estudados. Após isto, os eritrócitos 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. Após este período, 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). Após o período de incubação, as 

amostras foram imediatamente preparadas para os procedimentos experimentais. 

 

 

 

 

Figura 20 - Representação esquemática do pré-tratamento da suspensão de eritrócitos a 50%. I) 
controle metanol (solvente da DDS-NOH) - esse grupo foi pré-tratado com solução 
tampão fosfato salina (PBS) e após 60 minutos foi exposto ao metanol. II) controle 
negativo (DDS-NOH) - esse grupo foi pré-tratado com PBS e após 60 minutos foi 
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exposto à DDS-NOH na concentração de 2,5 µg/mL. III) controle positivo (AM) - 
esse grupo foi pré-tratado com o azul de metileno (0,04 µM) e, após 60 minutos de 
incubação foi exposto à DDS-NOH na concentração de 2,5 µg/mL. IV) 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 concentrações e após 60 minutos de 
incubação foram expostos à DDS-NOH (2,5 µg/mL). 

 

 

4.4 Determinação 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 obtenção do hemolisado, 500 μL da suspensão de 

hemácias a 50% pré-tratada conforme item 4.1.2, foi adicionado em tubos de ensaio, 

seguido pela adição de 2.5 mL de água destilada e agitadas por inversão três vezes 

e mantidas em repouso por 3 min. Em seguida, foi adicionado ao tubo 1 mL de 

solução tampão-fosfato 0,5 mol/L e 3 gotas de t-Octylphenoxypolyethoxyethanol 

(Triton X-100) [adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)], e após isto, o tubo 

foi agitado no vórtex por 30 segundos, obtendo-se uma hemólise completa. Deste 

tubo, foram transferidos 2.4 mL para cubeta (A1) e 0.2 mL para outra cubeta (A2), 

esta contendo 2,2 mL do reativo ferricianeto-fosfato. Seguiu-se a leitura das 

amostras em λ= 632 nm em espectrofotômetro, para obtenção das absorbâncias de 

A1 e A2. Após as leituras, foi adicionado 100 μL da solução neutralizada de cianeto 

de sódio a 10% nos tubos A1 e A2, e após 1 minuto, foi realizada nova leitura das 

absorbâncias para obtenção do A3 e A4 (Figura 22). 

Após a leitura das absorbâncias, o cálculo do percentual de % MetHb foi feito 

pela seguinte equação. 

 

% MetHb = 
A1-A3

12 x (A2-A4)
 x 100  

 

Onde: 



52 

 

 

 

12: fator de correção; 

A1: % de metemoglobina na amostra; 

A2: % de cianometemoglobina da amostra;  

A3: 100% de metemoglobina na amostra; 

A4: 100 % de cianometemoglobina na amostra. 

 

 

 

Figura 21 - Representação esquemática da determinação da metemoglobina. 

 

 

4.5 Determinação de Glutationa reduzida 

 

  

A glutationa reduzida foi determinada de acordo com a metodologia adaptada 

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

tratados (item 4.1.2), uma alíquota de 200 μL e transferidos para um tubo de ensaio 

contendo 1800 μL de água. Em seguida, 20 μL deste hemolisado foi transferido para 

tubo de ensaio contendo 20 μL de água destilada e 4 mL de solução tampão de 

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

seguida da 1ª leitura da amostra (T0) a 412 nm. Logo depois, foram adicionados, na 
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amostra, 100 μL da solução de DTNB e após 3 minutos, foi realizada a 2ª leitura (T3) 

para a determinação da concentração de GSH expressa em μg/ml (Figura 23). 

 

 

 

 

Figura 22 - Representação esquemática da determinação de glutationa. 

 

 

4.6 Determinação 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 µL da solução de trabalho de ABTS+• para a 

cubeta, seguido da primeira leitura (T0). Depois, foi retirada da suspensão de 

eritrócitos a 50% pré-tratada (item 4.1.2), uma alíquota de 100 μL e transferidos para 

um tubo de ensaio contendo 900 μL de água. Em seguida, 30 μL deste hemolisado 

foi transferidos para a cubeta contendo o radical, e após 5 minutos foi realizada a 

segunda leitura (T5; Figura 24). A reação foi mensurada em espectrofotometria pela 

observação da mudança na absorbância lida a 734nm durante cinco minutos. Assim, 
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foi determinada a atividade antioxidante total da amostra, sendo calculada a sua 

relação com a reatividade do Trolox como padrão, através da realização de curva 

padrão sob as mesmas condições. 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Representação esquemática da determinação da Capacidade Antioxidante Equivalente 

ao Trolox (TEAC). 

 

 

4.7 Dosagem de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

 

 

A dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) é um 

método utilizado para avaliar a peroxidação lipídica. Neste estudo o método foi 

utilizado como um indicador do estresse oxidativo. O procedimento técnico foi 

realizado de acordo com fundamentos propostos por Percário et al. (1994). 

Inicialmente, foi retirada da suspensão de hemácias a 50% pré-tratada (item 

4.1.2), uma alíquota de 100 μL, e transferidos para um tubo de ensaio contendo 900 

μL de água. Em seguida, 0.5 mL deste hemolisado foram transferidos para tubo de 

ensaio contendo 1 mL da solução de TBA (10 nM). Em seguida, este tubo foi 
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colocado no banho-maria a 94ºC por 60 min. Após este período foi adicionado ao 

tubo 4 mL de álcool n-butílico (adquirido da Sigma-Aldrich, Co. (St. Louis, Mo)), que 

em seguida foi agitado em agitador tipo vórtex, seguido de centrifugação a 175 x g 

(15 min). Após isto, 3 mL do sobrenadante foram transferidos para cubeta, e em 

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

 

 

 

 

Figura 24 - Representação esquemática da dosagem das Substâncias Reativas ao Ácido 
Tiobarbitúrico (TBARS). 

 

 

4.8 Determinação da superóxido dismutase 

 

 

A atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) foi determinada de 

acordo com a metodologia adaptada de McCord e Fridowich (1969). Após os 

processos descritos no item 4.1.2, foi obtido um hemolisado a partir de 50 µL dos 

grupos estudados. Uma alíquota foi adicionada a uma mistura de tampão, citocromo 

c 0,075 mM, hipoxantina 1,5 mM e xantina oxidase 56 mM; a solução resultante foi 

incubada à temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 15 min, seguida de leitura 

na faixa de 550 nm em espectrofotômetro UV-1800 (Shimatzu). Os valores de 

absorbância foram aplicados em curva padrão de citocromo c para determinação da 

concentração enzimática, expressa em Unidade SOD/mg proteína: uma unidade de 

SOD é a quantidade de enzima necessária para inibir em 50% a velocidade de 

redução do citocromo c a 550 nm. 
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4.9 Determinação da atividade da catalase 

 

 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme, o método descrito 

por Aebi (1984). Inicialmente, as suspensões de eritrócitos foram hemolisadas em 

água (1:3) para em seguida serem diluídas em tampão TRIS base (Tampão Tris 1 

M/EDTA 5mM pH8,0). No entanto, para verificar o decaimento do H2O2 (Merck), 

alíquotas das amostras diluídas foram adicionados a 900μL de solução de reação 

(Tampão TRIS base, H2O2 30% e água ultrapura) pH 8. A diminuição da 

concentração de H2O2 foi verificada a λ=240 nm a 25°C durante 60 segundos. A 

atividade de catalase foi definida como a atividade necessária para degradar um 1 

mol H2O2 em 60 seg, em pH 8 a 25°C, sendo expressa como U/mg Hb nos 

eritrócitos (BUKOWSKA e KOWALSKA, 2004). O coeficiente de extinção molar H2O2 

utilizado para o cálculo foi de 39,4 cm2/mol. 

 

 

4.10 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos foram analisados por análise de variância uma via (ANOVA) 

seguida por teste de Tukey múltiplas comparações. Os valores foram expressos em 

média ± desvio padrão e considerados estatisticamente significativos quando p < 

0.05. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Efeito do Ebselen, da N-acetilcisteina, do Ácido R-lipóico e do Ácido S-

lipóico na formação de metemoglobina induzida por DDS-NOH em eritrócitos 

 

 

A DDS-NOH (2,5 µg/mL) induziu aumento nos níveis de MetHb de forma 

significativa (p ≤ 0,05), em relação ao grupo controle metanol. O pré-tratamento com 

EbSe impediu, parcialmente a formação de MetHb quando comparado ao grupo 

DDS-NOH sem tratamento (p ≤ 0,05). Além disso, não houve diferenças 

significativas entre as diferentes concentrações de EbSe. O pré-tratamento com AM 

(0,04 µM) foi capaz de impedir a formação de MetHb (Figura 25). 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Efeito do EbSe na formação de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrócitos. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão 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 formação de metemoglobina. 
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Adicionalmente, a NAC preveniu de maneira significativa (p ≤ 0,05) a 

formação da MetHb em relação a DDS-NOH. Não houve diferenças significativa 

entre a NAC e o controle positivo, o AM (Figura 26). 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Efeito da NAC na formação de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrócitos. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão de triplicata. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao 

metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. NAC, N-acetilcisteína; AM, 
azul de metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina; 
Metemoglobina (%), percentual de formação de metemoglobina. 
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Todas as concentrações testadas do R-ALA preveniram a formação de MetHb 

comparado ao grupo DDS-NOH (p ≤ 0,05). Não foram observadas diferenças 

estatísticas entre as concentrações de R-ALA e o controle positivo, o AM (Figura 

27). 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Efeito do R-ALA na formação de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrócitos. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão de triplicata. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao 

metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. R-ALA, ácido R-lipóico; AM, 
azul de metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina; 
Metemoglobina (%), percentual de formação de metemoglobina. 
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Nos grupos pré-tratados com S-ALA, observou-se uma prevenção no 

aumento da concentração de MetHb em comparação ao grupo DDS-NOH (p ≤ 0,05). 

Não houve diferenças estatísticas entre as concentrações de S-ALA (Figura 28). 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Efeito do S-ALA na formação de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrócitos. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão de triplicata. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao 

metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem tratamento. S-ALA, ácido S-lipóico; AM, 
azul de metileno; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; MetHb, Metemoglobina; 
Metemoglobina (%), percentual de formação de metemoglobina. 

 

 

  



61 

 

 

 

5.2 Efeito do pré-tratamento com Ebselen, N-acetilcisteina, Ácido R-lipóico ou 

Ácido S-lipóico sobre os níveis de glutationa em eritrócitos tratados com DDS-

NOH 

 

 

A DDS-NOH reduziu os níveis de GSH comparado ao metanol. O pré-

tratamento em todas as concentrações de EbSe induziu aumento significativo (p ≤ 

0,05) nos nível de GSH em relação ao DDS-NOH sem tratamento, metanol e AM. O 

pré-tratamento com AM reduziu os níveis de GSH comparado aos grupos DDS-NOH 

e metanol (Figura 29). 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Efeito do EbSe nos níveis de GSH em eritrócitos estimulados com DDS-NOH. Os 
eritrócitos foram pré-tratados com EbSe (0,1; 1; 5 e 10 µM) e estimulados com DDS-
NOH (2,5 µg/mL), em seguida, a concentração de GSH foi avaliada. Os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão 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 concentração de GSH quando 

comparado aos grupos DDS-NOH, metanol e AM (p ≤ 0,05; Figura 30). 

 

 

 

 

 

Figura 30 - Efeito da NAC nos níveis de GSH em eritrócitos estimulados com DDS-NOH. Os 
eritrócitos foram pré-tratados com NAC (10 µM) e estimulados com DDS-NOH (2,5 
µg/mL), em seguida, a concentração de GSH foi avaliada. Os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão 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 relação ao pré-tratamento com R-ALA, somente a menor concentração 

(0,1 µM) levou a um aumento significativo (p ≤ 0,05) na concentração de GSH 

comparado ao grupo DDS-NOH e metanol. As concentrações de 1, 5 e 10 µM 

preveniram a redução da concentração de GSH em relação ao grupo DDS-NOH 

(Figura 31). 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA nos níveis de GSH em eritrócitos estimulados com 
DDS-NOH. Os eritrócitos foram pré-tratados com R-ALA (0,1; 1; 5 e 10 µM) e estimulados 
com DDS-NOH (2,5 µg/mL), em seguida, a concentração de GSH foi avaliada. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão 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, ácido R-lipóico; DDS-NOH, dapsona-hidroxilamina; GSH, glutationa, AM, 
Azul de Metileno; Met, controle metanol. 
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Em relação ao S-ALA, somente o pré-tratamento com 5 e 10 µM induziram 

aumento significativo (p ≤ 0,05) na concentração de GSH comparado ao grupo DDS-

NOH, metanol e AM (Figura 32). 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Efeito do S-ALA nos níveis de GSH em eritrócitos estimulados com DDS-NOH. Os 
eritrócitos foram pré-tratados com S-ALA (0,1; 1; 5 e 10 µM) e estimulados com DDS-
NOH (2,5 µg/mL), em seguida, a concentração de GSH foi avaliada. Os dados foram 
expressos como média ± desvio padrão 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, ácido S-lipóico; 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, Ácido R-lipóico ou 

Ácido S-lipóico sobre capacidade antioxidante total em eritrócitos tratados 

com DDS-NOH 

 

 

A DDS-NOH diminuiu a capacidade antioxidante total dos eritrócitos de forma 

significativa (p ≤ 0,05) em relação ao controle metanol. Por outro lado, o pré-

tratamento com as diferentes concentrações de EbSe preveniram a redução da 

capacidade antioxidante total induzida pelo DDS-NOH (p ≤ 0,05).  Adicionalmente, a 

concentração de 1 µM de EbSe induziu aumento significativo (p ≤ 0,05) na 

capacidade antioxidante de eritrócito comparado ao metanol e AM. O pré-tratamento 

com AM também preveniu a redução dos níveis de TEAC induzido pelo DDS-NOH, 

obtendo valores similares ao grupo metanol (Figura 33). 

 

 

 

 

 

Figura 33 - Efeito do pré-tratamento com o EbSe sobre a capacidade antioxidante de eritrócitos 
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 diminuição da capacidade 

antioxidante total induzida pelo DDS-NOH (p ≤ 0,05), assim como o AM que 

apresentou efeito similar (Figura 34). 

 

 

 

 

 

Figura 34 - Efeito do pré-tratamento com a NAC sobre a capacidade antioxidante de eritrócitos 
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 o R-ALA também preveniu a 

diminuição da capacidade antioxidante dos eritrócitos induzido pelo DDS-NOH (p ≤ 

0,05). Além disso, a concentração de 0,1 µM de R-ALA induziu um aumento 

significativo (p ≤ 0,05) da capacidade antioxidante do eritrócito em comparação ao 

metanol e AM (Figura 35). 

 

 

 

 

 

Figura 35 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre a capacidade antioxidante de eritrócitos 
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: Ácido R-lipóico; 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 concentrações, preveniu a 

redução da capacidade antioxidante induzida pelo DDS-NOH (p ≤ 0,05), mostrando 

efeito similar ao AM (Figura 36). 

 

 

 

 

 

Figura 36 - Efeito do pré-tratamento com o S-ALA sobre a capacidade antioxidante de eritrócitos 
tratado com DDS-NOH.  #p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-

NOH sem tratamento. S-ALA: Ácido S-lipóico; 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, Ácido R-lipóico ou 

Ácido S-lipóico sobre os níveis de TBARS em eritrócitos tratados com DDS-

NOH 

 

 

A incubação com DDS-NOH aumentou os níveis de TBARS de forma 

significativa (p ≤ 0,05) em relação ao metanol. O pré-tratamento com o EbSe, em 

todas as concentrações, reduziu os nível de TBARS de forma significativa (p ≤ 0,05) 

induzida pelo DDS-NOH (2,5 µg/mL). O pré-tratamento com AM diminuiu os níveis 

de TBARS induzido pelo DDS-NOH, mas obteve valores maiores que o metanol 

(Figura 37). 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Efeito do pré-tratamento com EbSe sobre os níveis de TBARS em eritrócitos 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 ácido tiobarbitúrico; MDA: 
malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno. 
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O pré-tratamento com o NAC reduziu os níveis de TBARS induzido pelo DDS-

NOH, obtendo valores similares ao metanol (Figura 38). 

 

 

 

 

 

Figura 38 - Efeito do pré-tratamento com NAC sobre os níveis de TBARS em eritrócitos tratado com 
DDS-NOH. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento. NAC: N-acetilcisteina; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 
MDA: malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de 
metileno. 
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Em relação ao pré-tratamento com o R-ALA, somente as concentrações de 

0,1 e 1 µM de R-ALA diminuíram os níveis de TBARS induzido pelo DDS-NOH 

(Figura 39). 

 

 

 

 

 

Figura 39 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre os níveis de TBARS em eritrócitos tratado com 
DDS-NOH. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento. R-ALA: Ácido R-lipóico; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 
MDA: malondialdeido; DDS-NOH: Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de 
metileno. 
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Em relação ao pré-tratamento com S-ALA, todas as concentrações de S-ALA 

foram capazes de reduzir (p ≤ 0,05) os níveis de TBARS induzido pelo DDS-NOH, 

obtendo valores similares ao metanol (Figura 40). 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA sobre os níveis de TBARS em eritrócitos tratado com 
DDS-NOH. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento. S-ALA: Ácido S-lipóico; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 
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, Ácido R-lipóico ou 

Ácido S-lipóico sobre a atividade da enzima catalase em eritrócitos tratados 

com DDS-NOH 

 

 

A atividade da catalase estava significativamente aumentada (p ≤ 0,05) nos 

eritrócitos tratados com 2,5 µg/mL de DDS-NOH em comparação ao metanol. No 

entanto, o pré-tratamento com EbSe, em todas as concentrações, e o AM 

preveniram este aumento induzido pelo DDS-NOH. Desta forma, o EbSe apresentou 

atividade semelhante ao grupo AM (Figura 41). 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Efeito do pré-tratamento com EbSe sobre a atividade de catalase de eritrócitos 
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). 

 

 

 

 

 

Figura 42 - Efeito do pré-tratamento com NAC sobre a atividade de catalase de eritrócitos 
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. 

  



75 

 

 

 

Da mesma forma, todas as concentrações de R-ALA (0,1; 1; 5 e 10 µM) 

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). 

 

 

 

 

 

Figura 43 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA sobre a atividade de catalase de eritrócitos 
estimulados com DDS-NOH. 

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao 

DDS-NOH sem tratamento. R-ALA: Ácido R-lipóico; CAT: Catalase; DDS-NOH: 
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno. 
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Além disso, as concentrações de 0,1, 1, e 5 µM 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). 

 

 

 

 

 

Figura 44 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA sobre a atividade de catalase de eritrócitos 
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: Ácido S-lipóico; 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, Ácido R-lipóico ou 

Ácido S-lipóico sobre a atividade da enzima superóxido dismutase de 

eritrócitos tratados com DDS-NOH 

 

 

O tratamento com DDS-NOH (2,5 µg/mL) levou um aumento da atividade da 

SOD de forma significativa (p ≤ 0,05), em relação ao metanol. O pré-tratamento com 

EbSe, em todas as concentrações, preveniu o 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). 

 

 

 

 

 

Figura 45 - Efeito do pré-tratamento com o EbSe na atividade da SOD de eritrócitos tratados com 
DDS-NOH.  

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento.  EbSe: Ebselen; SOD: enzima superóxido dismutase; DDS-NOH: Dapsona-
hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno. 
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Do mesmo modo, o pré-tratamento com NAC (10 µM) 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). 

 

 

 

 

 

Figura 46 - Efeito do pré-tratamento com NAC na atividade da SOD de eritrócitos tratados com DDS-
NOH.  

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento.   NAC: N-acetilcisteina; SOD: enzima superóxido 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 concentrações, 

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). 

 

 

 

 

 

Figura 47 - Efeito do pré-tratamento com R-ALA na atividade da SOD de eritrócitos tratados com 
DDS-NOH.  

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento.  R-ALA: Acido R-lipóico; SOD: enzima superóxido dismutase; DDS-NOH: 
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno. 
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Além disso, todas as concentrações 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). 

 

 

 

 

 

Figura 48 - Efeito do pré-tratamento com S-ALA na atividade da SOD de eritrócitos tratados com 
DDS-NOH.  

#
p ≤ 0,05 comparado ao metanol; *p ≤ 0,05 comparado ao DDS-NOH sem 

tratamento.   S-ALA: Ácido S-lipóico; SOD: enzima superóxido dismutase; DDS-NOH: 
Dapsona-hidroxilamina; Met: Metanol; AM: Azul de metileno. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo fornece evidências adicionais para implicar a DDS-NOH 

como a responsável em causar alterações do equilíbrio redox em eritrócitos de 

pacientes que usam a DDS, como é o caso de pacientes hansenianos. Nossos 

dados mostram que a administração de DDS-NOH (2,5 μg/mL) aumentou o dano 

oxidativo e diminuiu as defesas antioxidantes em eritrócitos humanos. Os eritrócitos 

expostos à DDS-NOH apresentaram aumento significativo nos percentuais de 

MetHb, nas atividades de SOD e CAT, assim como nos níveis de peroxidação 

lipídica. A DDS-NOH também causou diminuições significativas na concentração de 

GSH e na capacidade antioxidante total nos eritrócitos. Por outro lado, o pré-

tratamento com Ebselen, N-acetilcisteína, ácido R-lipóico ou ácido S-lipóico 

reverteram os efeitos oxidativos da DDS-NOH no sangue. 

Os eritrócitos são expostos a várias situações de estresse, principalmente 

durante a exposição às drogas, uma vez que várias drogas podem interferir com a 

hemoglobina (IBRAHIM et al. 2006). Devido à combinação de fatores, como os 

mecanismos de reparo limitados, exposição à alta concentração de O2, presença da 

Hb que é um forte catalisador oxidativo, o sistema antioxidante do eritrócito pode 

não fornecer proteção apropriada quando estas células são expostas a agentes 

oxidantes, deixando-as altamente suscetíveis aos danos oxidativos, levando à 

MetHba e hemólise (IYER et al. 2013). Estas alterações hematológicas são 

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 

concentrações séricas de 0,5 a 5 µg/mL do seu principal metabólito, DDS-NOH, 

equivalentes a 2-20 µM (LEONARD e FRY, 1991). Como a DDS, quando incubada 

com eritrócitos não induz efeitos hematotóxicos, foi sugerido que o seu metabolito, a 

DDS-NOH seria o principal responsável pelas alterações hematológicas, como a 

formação de MetHb (GROSSMAN e JOLLOW, 1988; COLEMAN, 1993). Neste 

estudo, nós utilizamos a DDS-NOH na concentração de 2,5 µg/mL, equivalente a 9 

µM comparáveis as concentrações 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 eritrócitos e demonstraram que 2,5 μg/mL de DDS-NOH, 

correspondente a aproximadamente 9 µM foram capazes de induzir 19% de MetHb 

(ALBUQUERQUE et al. 2015). Adicionalmente, outros estudos também mostraram 

que a DDS-NOH na concentração de 10 μM induziu 15% de MetHb (VAGE et al. 

1994; REILLY et al. 1999). 

A MetHb, um marcador da oxidação da Hb, é formada quando o Fe2+ da Hb 

perde um elétron. Este elétron pode ser transferido a uma molécula de O2, 

resultando na formação do O2
●- (WINTERBOURN, 1990). Os resultados deste 

estudo mostraram que a MetHb aumentou, em aproximadamente 14% após a 

exposição dos eritrócitos á DDS-NOH, evidenciando o dano oxidativo induzido pela 

DDS-NOH no eritrócito. Este mecanismo é devido a DDS-NOH se ligar ao complexo 

férrico/ânion superóxido (Fe3+/O2
●-) da O2Hb favorecendo a formação de MetHb, 

ERO e DDS-NO. Enquanto as ERO, principalmente o O2
●- e o H2O2, formadas 

durante o processo de oxidação 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 só 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 eritrócito, a GSH. Um estudo anterior demonstrou a 

capacidade da DDS-NOH em reduzir a concentração de GSH reduzida (BORDIN et 

al. 2010). Nossos resultados também demonstraram que após a exposição dos 

eritrócitos à DDS-NOH, a concentração de GSH reduzida diminuiu em 

aproximadamente 10% em relação às células sem tratamento. Os agentes oxidantes 

podem reagir e consumir substâncias antioxidantes, como a GSH ou inibir a síntese 

desta substância. Dessa forma, os agentes oxidantes podem induzir a oxidação da 

Hb, geração de ERRO e peroxidação lipídica (MURAKAMI e MAWATARI, 2003; 

JADHAV et al. 2007). Além disso, devido a importância da GSH na indução da 

atividade da GPx e na reciclagem de ácido ascórbico e α-tocoferol no organismo, a 

diminuição da concentração de GSH pode reduzir fatores antioxidantes não-
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enzimáticos e a capacidade dos eritrócitos em remover ERO do interior destas 

células (NUTTALL et al. 1999). 

De maneira geral, a exposição do eritrócito à DDS-NOH pode levar a 

oxidação da Hb e diminuição da capacidade antioxidante endógena, incluindo GSH 

e indução da peroxidação lipídica, o que pode levar o dano eritrocitário. Nesse 

sentido, neste estudo a exposição dos eritrócitos à DDS-NOH induziu o aumento da 

concentração do MDA em relação ao controle. O MDA é um produto final estável, 

indicador indireto da peroxidação lipídica (RIFAIOGLU et al. 2014). Estudos 

anteriores demonstraram que os níveis de MDA no eritrócito aumentam após o dano 

oxidativo (ESTERBAUER et al. 1991; KROLOW et al. 2014). A partir do aumento da 

concentração de MDA e da atividade das enzimas SOD e CAT observadas no 

presente estudo, nós podemos sugerir que a exposição à DDS-NOH leve a níveis 

aumentados de O2
●- e H2O2 nos eritrócitos, como resultado da oxidação da Hb. 

Estas ERO podem reagir com o Fe2+ da Hb, via reação 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 peroxidação lipídica. 

Além da peroxidação lipídica as ERO induzem danos as proteínas de 

membrana do eritrócito levando a alterações na morfologia celular, que estão 

associadas a desnaturação oxidativa na membrana dos eritrócitos induzida pelas 

ERO (COLEMAN, 1993; BRADSHAW et al. 1997; McMILLAN et al. 2005). 

Resultados de estudos anteriores relataram que a DDS-NOH pode induzir alterações 

progressivas na proteína de membrana, a banda 3, através da oxidação direta da 

cisteína localizada no domínio catalítico da proteína (BORDIN et al. 2010; BAGGIO 

et al. 1993; LOW et al. 1993). A oxidação desses grupos sulfidrila leva a 

desnaturação das proteínas de membrana que formam massas insolúveis chamadas 

de corpos de Heinz. A oxidação das proteínas de membranas, além de impedir as 

trocas aniônicas, faz com que os eritrócitos se tornem rígidos e não deformáveis, 

sendo removidos da circulação por macrófagos no baço e no fígado (COLLEMAN, 

1993; BORDIN et al. 1995; MUSCH et al. 1999; BORDIN et al. 2009). Estes 

processos são encontrados principalmente em eritrócitos de pacientes que usam a 

DDS (BORDIN et al. 2010). 
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Adicionalmente, a oxidação da Hb e diminuição da capacidade antioxidante 

provocadas pela exposição à DDS-NOH demonstram que este metabólito 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 conversão da MetHb a Hb. 

No entanto, apesar de prevenir o agravamento da MetHba nos doentes submetidos 

a terapêutica com dapsona, o seu modo lento de atuação torna o uso do AM ineficaz 

no contexto de MetHba adquirida (ASH-BERNAL et al. 2004). Nesse sentido, 

antioxidantes podem contribuir com a redução da MetHba, inibindo a ação oxidante 

da DDS-NOH, servindo com antídoto 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 às suas potenciais aplicações médicas (PAWLAS 

e MALECKI, 2007; SALUK et al. 2013). Ebselen é um composto orgânico selênio 

que foi originalmente descrito como um mimético da GPx, esta habilidade, o torna 

capaz de inibir a formação de ERO. Dessa forma, resultados anteriores 

demonstraram que o EbSe inibiu a conversão de O2Hb a MetHb, devido supressão 

de ERO, como H2O2 e O2
●- (WANG et al. 1992; TIANO et al. 2003). Nossos dados 

mostraram que o pré-tratamento com EbSe preveniu a formação de MetHb induzida 

por DDS-NOH. O EbSe apresentou este efeito, provavelmente devido a sua 

capacidade catalítica de inibição das ERO, principalmente o H2O2, O2
●-, formados 

durante a oxidação induzida por DDS-NOH. 

O EbSe realiza uma serie de reações químicas, utilizando como substrato a 

GSH ou outras moléculas tiólicas para reduzir as ERO (SCHEWE, 1995). 

Previamente, foi descrito que o EbSe protege contra a redução dos níveis de GSH, 

devido sua capacidade antioxidante, o que leva este composto a interagir com o 

sistema GSH (WENDEL et al. 1984; WILHELM et al. 2014). No presente estudo, o 

EbSe foi capaz de prevenir a diminuição dos níveis de GSH em eritrócitos humanos 

induzidas pela DDS-NOH. A partir desse resultado, nós sugerimos que o EbSe atua 

diretamente ou utiliza outros compostos tiólicos como cofator para a atuar frente as 

ERO. Dessa forma, o EbSe não consome a GSH, mantendo a concentração desta 

substância ou até mesmo aumentando os níveis da GSH. 
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Nesse sentido, ressalta-se que o principal mecanismo protetor e a ação 

antioxidante do EbSe, está associado à sua habilidade mimética de GPx e GPx-PH 

(MULLER et al. 1984; MAIORINO et al. 1988, KADE et al. 2013). Sendo assim, o 

EbSe, assim com a GPx pode usar a GSH como substrato para iniciar o sua ação. 

Por outro lado, o EbSe pode não alterar a concentração de GSH, sugerindo que o 

seu mecanismo também pode ser independente de GSH (GABRYEL et al. 2006). 

Adicionalmente, tem sido sugerida uma interação 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 

concentração de grupos tiol, provavelmente devido a sua atividade como tiol-

oxidase. Outros estudos também sugeriram que, ao contrário da enzima GPx, o ciclo 

redox de EbSe não é estritamente dependente de GSH e, como tal, EbSe pode 

alternativamente utilizar outras moléculas estruturalmente diversas contendo tiol tais 

como, a TrxR, δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) e a Na+/K+-ATPase como 

geralmente é observado in vitro (AITKEN et al. 2012; KADE et al. 2013). Desta 

forma, a partir dos nossos dados, pode-se sugerir que a ação antioxidante do EbSe 

pode estar associado a utilização de tióis livres disponíveis em enzimas sulfidrilas 

presente nos eritrócitos. 

Em condições normais, a ação das ERO pode ser prevenida por enzimas 

defensivas endógenas presente nos eritrócitos, como SOD e CAT. Quando estes 

mecanismos defensivos se tornam fracos, as ERO geradas por fontes endógenas e 

exógenas podem escapar e danificar proteínas, lipídios e DNA, o que resulta na 

alteração do comportamento e desenvolvimento do dano oxidativo nos eritrócitos 

(PANDEY e RIZVI, 2010). Neste estudo, o EbSe não alterou a atividade das 

enzimas SOD e CAT, no entanto impediu a peroxidação lipídica, resultando numa 

redução dos níveis de MDA. Estes dados reforçam a hipótese 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 redução de hidroperóxidos 

inorgânicos, incluindo fosfolipídios ligados à membrana e hidroperóxidos de 

colesterol reduzindo-os a ROH para impedir a peroxidação lipídica (SAKURAI et al. 

2006). 
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O Ebselen também pode exercer a sua capacidade antioxidante por outros 

mecanismos, como catalisar a redução de peróxidos e inibir a formação de espécies 

oxidantes. Desta forma, pode-se inferir que a ação protetora do EbSe contra danos 

causados pela DDS-NOH possivelmente está associada a sua propriedade 

antioxidante, dependente do seu efeito mimético sobre a atividade da GPx e GPX-

PH e através da utilização de outros grupos tióis como substrato. Nosso estudo 

experimental é o primeiro estudo que mostra o efeito protetor do EbSe contra 

estresse oxidativo eritrocitário provocado pela DDS-NOH. De acordo com os dados 

apresentados neste estudo, pode-se propor que a aplicação clínica de EbSe possa 

ser uma nova abordagem terapêutica para casos de MetHba, além do tratamento 

convencional com o azul de metileno. 

Outro composto antioxidante avaliado foi a NAC, que é uma substância 

lipofílica, que não necessita de transporte ativo para atravessar a membrana, com 

capacidade de aumentar às concentrações de GSH intracelular, fornecendo um dos 

seus precursores biossintéticos, a cisteína (LAUTERBURG et al. 1983; SEHIRLI et 

al. 2003). Vários estudos demonstram que a NAC foi capaz de aumentar os níveis 

de GSH e com isso promover a redução 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 oxidação da Hb e a 

consequente formação 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 níveis MetHb, aumentar a concentração de GSH e aumentar 

capacidade antioxidante total dos eritrócitos. 

O aumento da concentração da GSH ocasionado pelo NAC, possivelmente, 

foi o responsável por reverter à ação oxidativa da DDS-NOH sobre a Hb. Isto foi 

possível, devido o nitrosoareno, que é formado durante a oxidação da hemoglobina 

reagir com a GSH, formando o derivado sulfenamida ou outros adultos de GSH que 

não participam do ciclo redox da DDS-NOH, levando a diminuição da toxicidade. 

Estes derivados são facilmente hidrolisados e liberam a DDS-NOH, que se difunde 

para fora do eritrócito (MORAES et al. 2008). 
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Além disso, nossos resultados demonstraram que a NAC restabeleceu os 

níveis de SOD e reduziu a atividade da CAT. A SOD é responsável pela dismutação 

do O2
●- a H2O2 e a CAT, encarregada pela conversão de H2O2 em água e O2. Dessa 

forma estas enzimas atuam prevenindo a ação das ERO (GUTTERIDGE e 

HALLIWELL, 2000). Estudos anteriores indicaram que a oxidação da Hb pode 

promover alteração da atividade da SOD em eritrócitos de mamíferos em resposta 

ao dano oxidativo (OZTURK et al. 2004; SULIMAN, H. B. et al. 2004). Desta forma, 

nós sugerimos que a NAC pode atuar diretamente, impedindo a formação do H2O2 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 biossíntese de GSH, dessa forma a NAC 

pode exercer ação indireta sobre numerosos componentes oxidantes, como O2
●-, 

H2O2 e ●OH. Estes processos favorecem a eliminação de ERO e protegem os 

eritrócitos do dano oxidativo induzido pela DDS-NOH. 

Além da catalase, a GPx também está envolvida no processo de eliminação 

das ERO (CERESER et al. 2001, KOH et al. 2000), principalmente o ●OH implicado 

no processo de peroxidação lipídica (AFAQ et al. 2000; VENDEMIALE et al. 2001). 

De acordo com resultados anteriores, a administração da NAC induziu a síntese de 

GSH, promoveu a redução do MDA. Dessa forma, a NAC foi capaz de impeir o 

desenvolvimento da peroxidação lipidica (GIANNIKOURIS, 2015). Nossos dados 

mostraram que a NAC protegeu as macromoléculas do dano oxidativo, prevenindo o 

aumento dos níveis de MDA induzidos por DDS-NOH. Como a GPx utiliza a GSH 

como cofator durante a sua ação antioxidante, é possível que a partir do aumento da 

concentração da GSH induzida pela NAC, a atividade da enzima seja potencializada, 

aumentando a sua capacidade de eliminação de ERO. Dessa forma, é possível que 

a NAC possa ser capaz de prevenir a peroxidação lipídica, mediada pela ação da 

GPx e em conjunto com a GSH. Diante disso, sugere-se que a NAC é um 

medicamento que pode ser útil para proteger contra a formação da MetHb e a 

peroxidação lipídica em pacientes que utilizam a DDS. 

Outro composto estudado por nosso grupo é o ALA, que sinteticamente existe 

como uma mistura 1:1 de dois diferentes isômeros: o isômero R de ocorrência 

natural e o isômero sintético S (MADDUX et al. 2001). Estudos farmacocinéticos 

demonstraram que após a administração oral de ALA, o pico de concentração 
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plasmática 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 ácido dihidrolipoico, um 

potente redutor tiol com atividade antioxidante, capaz de aumentar esta atividade 

mitocondrial e celular, através redução da cistina a cisteína, e dessa forma, aumenta 

a biossíntese da GSH (PACKER et al. 2001; SUH et al. 2001). O S-ALA é reduzido 

mais lentamente e de uma maneira inespecífica por meio de um processo 

metabólico envolvendo o ciclo catalítico da GSH (HAGEN et al. 2000).  

Estudos anteriores demonstraram que o pré-tratamento de células hepáticas, 

com os enantiomeros R e S protegeram contra a citotoxicidade (PACKER et al. 

2001) e impediram a peroxidação lipídica induzida por cobre (OU et al. 1995), 

através do aumento da concentração de antioxidantes endógenos, como GSH e o 

ácido ascórbico. No presente estudo, nossos dados mostraram que o pré-tratamento 

com as formas R e S preveniram também a formação de MetHb, e aumentaram os 

níveis de GSH. Além disso, o R-ALA ou S-ALA reduziram a peroxidação lipídica e 

restauraram a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT para parâmetros 

normais. Desta forma, a partir dos resultados nós sugerimos que estes efeitos 

podem estar relacionados à capacidade dos isômeros em preservar o equilíbrio 

redox intracelular, atuando diretamente, através da reação do grupo tiol com radicais 

oxidantes e/ou através do aumento da concentração do antioxidante endógeno, 

GSH, que pode atuar sinergicamente com a GPx, reduzindo peróxidos orgânicos 

potencializando a capacidade antioxidante do eritrócito (KHALID, 2007). 

Nesse sentido, estudos relataram que o pré-tratamento, com R-ALA e S-ALA 

preveniram a depleção de GSH (HAGEM et al. 2000; SUH et al. 2001), assim como 

o R-ALA preveniu a disfunção mitocondrial (BHARAT et al. 2002), assim revertendo 

o estresse oxidativo (LIU et al. 2002). Estudos em células de adipócitos 3T3-L1 e 

musculares L6 mostraram redução na captação de glicose estimulada por insulina 

quando expostas ao estresse oxidativo, o que foi prevenido pelo pré-tratamento com 

os agentes antioxidantes R-ALA e S-ALA (RUDICH et al. 1999; MADDUX et al. 

2001). Com isso, os autores sugeriram a manutenção dos níveis de GSH pelos 

isômeros 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 isômeros 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 suplementação com R-ALA e S-ALA melhoraram tanto o metabolismo 

oxidativo quanto o não-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 proteção contra o estresse oxidativo (LYKKESFELDT et al. 1998; 

KHANNA et al. 1999; MADDUX et al. 2001). 

Em resumo, como o fator limitante na síntese de GSH é a biodisponibilidade 

da cisteína intracelular, tanto o ALA quanto o NAC, podem gerar cisteína intracelular 

a partir de cistina extracelular e assim manter a concentração de GSH em níveis 

basais e até mesmo aumentar a concentração desse antioxidante (HAN et al. 1997; 

MADDUX et al. 2001). Estudos relataram que em eritrócitos humanos, células 3T3-

L1 e outros, o pré-tratamento com ALA mantém a concentração celular de GSH em 

resposta ao estresse oxidativo (HAN et al. 1997; RUDICH et al. 1999). Neste estudo, 

a partir dos resultados nós sugerimos que os isômeros R e S podem atuar 

favorecendo a manutenção ou até mesmo aumentando a concentração da GSH, 

proporcionando maior proteção para o eritrócito contra o dano oxidativo provocado 

pela DDS-NOH. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Desta forma, conclui-se com este estudo que: 

O metabólito dapsona-hidroxilamina induz a formação de metemoglocina e a 

peroxidação lipídica, assim como diminui os níveis de glutationa e estimula a 

atividade das enzimas superóxido dismutase e catalase em eritrócitos humanos in 

vitro. 

O pré-tratamento com os antioxidantes Ebselen, N-acetilcisteina, ácido R-

lipóico e ácido S-lipóico preveniu a formação de metemoglobina, a redução da 

glutationa e a peroxidação lipídica induzida pelo metabolito dapsona-hidroxilamina 

em eritrócitos humanos in vitro. Além disso, o Ebselen e o ácido R-lipóico 

mantiveram em níveis basais as atividades das enzimas SOD e CAT de eritrócitos, 

enquanto a N-acetilcisteína e o ácido S-lipóico reduziram a atividade dessas 

enzimas neste modelo in vitro. 

Estes dados mostram que os compostos antioxidantes avaliados apresentam 

potenciais terapêuticos na prevenção de MetHba observados em pacientes com 

hanseníase em uso da dapsona. Desta forma, este estudo contribui com possíveis 

alternativas de tratamento para prevenção dos efeitos hematotóxicos ocasionados 

por fármacos oxidativos, como a DDS. 
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