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RESUMO

EFEITO DA DAPSONA NA GERACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
PACIENTES COM HANSENIASE EM USO DE POLIQUIMIOTERAPIA

O processo inflamatorio decorrente da infeccdo por Mycobacterium leprae e a
administracdo de farmacos com propriedades oxidativas, como a dapsona, Sao
fatores de riscos ao estresse oxidativo ocasionado em pacientes com hanseniase.
Este trabalho visa determinar as concentracdes plasmaticas de dapsona em
pacientes com hanseniase em uso de poliquimioterapia (PQT), correlacionando ao
desenvolvimento do estresse oxidativo. Para o estudo, foram selecionados
individuos saudaveis e pacientes com hanseniase, acompanhados antes (DO) e
apos a terceira dose supervisionada de PQT (D3). As concentracdes plasmaticas de
dapsona dos pacientes sob tratamento foram mesuradas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A avaliacdo do estresse oxidativo foi realizada através da
determinacdo de metemoglobina (MetHb) e das concentragcbes de glutationa
reduzida (GSH), 6xido nitrico (NO), malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante
total (TEAC) e avaliacdo das atividades das enzimas catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e da presenca de corpusculo de Heinz em esfregacos sanguineos.
No periodo de estudo foram obtidas 23 amostras de pacientes com hanseniase DO,
13 pacientes em D3 e 20 de individuos saudaveis e sem a doenca. As alteracdes no
pacientes antes do tratamento estavam associadas ao aumento de NO (D0=18.91+
2.39; controle= 6.86+x1.79mM) e a reducdo significativa na enzima SOD
(D0=69.88+12.26;controle= 138.42+14.99nmol/mL). Com relacdo aos pacientes sob
tratamento, a concentracdo de dapsona no plasma foi 0.552+ 0.037 pg/mL e as
principais alteragdes observadas foram o aumento significativo no percentual de
MetHb (D3= 3.29+0.74;controle=0.66+0.051%) e presenca de corpusculo de Heinz.
Nos pacientes em tratamento também se observou aumento nos niveis de GSH
(7.01£1.09ug/mL) quando comparados ao controle (3.33+1.09ug/mL) e diminuicdo
da atividade de CAT (D3= 10.29% 2.02; controle= 19.52+2.48 U/g de proteinas). Os
niveis de MDA antes e durante o PQT ndo mostraram altera¢do, enquanto os niveis
de TEAC aumentaram significativamente neste pacientes (D0=2.90 + 0.42;
D3=3.04+0.52; controle= 1.42+0.18umol/mL). Estes dados sugerem que a PQT € a
principal responsavel pelo desenvolvimento de estresse oxidativo, através da
geracdo de danos oxidativos identificados pela presenca de corpusculo de Heinz e
aumento no percentual de MetHb.

Palavras chave: Dapsona; Estresse Oxidativo; ERO; Hanseniase;

Poliguimioterapia



ABSTRACT

DAPSONE EFFECT IN GENERATION OF OXIDATIVE STRESS IN PATIENTS
WITH LEPROSY IN USE OF MULTIDRUG THERAPY

Inflammation caused by Mycobacterium leprae infection and drugs with oxidative
properties such as dapsone, are risk factors to induce the oxidative stress in leprosy
patients. This study aims to determine plasma concentrations of dapsone in leprosy
patients in use of multidrug therapy (MDT), correlating the development of oxidative
stress. For the study, healthy individuals and leprosy patients were selected, followed
before (DO) and after the third MDT-supervised dose (D3). The plasma
concentrations of dapsone in patients under treatment (D3) were evaluated by high
performance liquid chromatography. The oxidative stress was performed by
methemoglobin (MetHb) and Heinz bodies determination, concentrations of reduced
glutathione (GSH), nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA), total antioxidant
capacity (TEAC) and enzymatic activity of catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD) in blood. In the study were obtained 23 samples from leprosy patients in DO
and 13 in D3; and 20 healthy and without leprosy subjects. In patients before
treatment (DO) were observed increase of NO (DO = 18.91 + 2.39, control = 6.86 +
1.79mM) and significant reduction of the activity of SOD enzyme (DO = 69.88 *
12.26, control = 138.42 + 14.99 nmol/mL). In MDT-treated patients (D3), the dapsone
concentration in plasma was of 0,552 + 0,037 pg / mL, and they showed Heinz
bodies presence and significant increase in the MetHb percentage (D3 = 3.29 + 0.74,
control = 0051 = 0.66%). In this patients also were observed increase of the GSH
levels (D3=7.01 £ 1.9; control =3.33 + 1.9 ug/mL) and decrease of the CAT activity
(D3 = 10.29 + 02.02, control = 19:52 2:48 + U / g protein). However, MDA levels in
DO and D3 patients didn't show changed, while TEAC levels, in this patients,
significantly increased (DO = 2.90 + 0.42; D3 = 3.04 £ 0:52, control = 1.42 + 0.18
umol / mL). These data suggest that the MDT is mainly cause for oxidative stress,
because it induced the generation of oxidative damage identified by Heinz bodies’
presence and increase in the MetHb percent.

Keywords: Dapsone, oxidative stress, ROS; Leprosy; Multidrug therapy
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1. INTRODUCAO

A Hanseniase ou Mal de Hansen (MH) foi descoberta em 1874 pelo médico
e botanico noruegués Gerhard Armauer Hansen. Atualmente, sabe-se que é uma
doenca infecto-contagiosa, crbnica, curavel, causada pelo bacilo alcool-acido
resistente, intracelular obrigatério, denominado Mycobacterium leprae (BRASIL/MS,
2002). O homem é conhecido como Uunica fonte de infeccdo e a forma de contagio
ocorre através do contato prolongado de individuos suscetiveis com pacientes
baciliferos nédo tratados, especialmente no ambiente intra-domiciliar. (BRASIL/MS,
2005).

Até o momento, o acesso a informacado, diagnostico e o tratamento com
poliquimioterapia (PQT) continuam sendo 0s elementos principais na estratégia de
eliminacdo da doenca como problema de saude publica (OMS, 2009). A PQT
padronizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constituida pelos
medicamentos, rifampicina, dapsona e clofazimina, constitui-se hoje a principal
estratégia para interromper a cadeia de transmissdo do M. leprae. A utilizacdo deste
esquema terapéutico evita a evolucdo da doenca, previne o0 surgimento de
resisténcia e o aparecimento das incapacidades e deformidades (BRASIL/MS,
2002).

Todos os farmacos empregados na terapia sdo capazes de provocar reacdes
adversas, contudo, a dapsona € responsavel por grande namero de intoxicacdes por
Seu uso em esquemas monoterapicos ou poliquimioterapicos. As reacfes adversas
mais frequentes causadas pela utilizacdo deste farmaco consistem na formacéo de
metemoglobinemia e hemdlise com presenca de corpusculo de Heinz. Estes séo os
efeitos toxicos mais importantes detectados na intoxicagcdo aguda por esta sulfona,
bem como séo indicativos de aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (RONALD, 1985; CARRAZA, 1999; RIMIOLLI, 2006).

As espécies reativas sdo produtos do metabolismo do oxigénio ou nitrogénio,
sendo conhecidas como espécies reativas do Oxigénio e espécies reativas do
nitrogénio, respectivamente. Essas espécies sdo produzidas normalmente no
organismo e desempenham funcbes de segundo mensageiros, sinalizadores

intracelulares. Além disso, participam da producéo de espécies bactericidas, como o
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peroxinitrito, no interior dos fagécitos (DROGE, 2002). Entretanto, o excesso dessas
moléculas no organismo acarreta efeitos tdxicos para o mesmo, visto que a
instabilidade destes agentes é responsavel pela sua grande reatividade as
biomoléculas acarretando a alteracdo na estrutura e/ou funcdes de proteinas,
lipidios de membrana e acidos nucléicos (SIES, 1991; YOUNGSON,1995; ROVER
JUNIOR et al. 2001; HALLIWELL e WHITEMAN, 2004; HICKS et al. 2006) .

As espécies reativas do oxigénio mais conhecidas sdo o radical hidroxila
(HO), radical anion superoxido (O2”), peroxila (ROO), alcoxila(RO’), peréxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (*O,).Dentre as ERN mais importantes,
destacam-se 0 Oxido nitrico, Oxido nitroso, acido nitroso, nitritos, nitratos e
peroxinitritos (BARREIROS et al. 2006; BARBOSA et al. 2008).

Para controlar os niveis das espécies reativas de oxigénio e espécies reativas
de nitrogénio, protegendo as células das condi¢cdes de estresse e mantendo o
equilibrio dos processos de oxi-reducao, existem 0s agentes antioxidantes em nosso
organismo. Esses agentes sdo definidos como qualquer substancia que, presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidagcdo do mesmo. Podem ser classificados em
enzimaticos como a glutationa peroxidase, catalase e superéxido dismutase, bem
como, nao enzimaticos como a-tocoferol, glutationa reduzida entre outros
(HALLIWELL, 2000).

O desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas e as defesa
antioxidantes do organismo, levando a dano de macromoléculas e desorganizacéo
da sinalizacdo molecular denomina-se estresse oxidativo. Os métodos mais
utilizados para avaliagdo deste evento consistem em detectar a atividade de
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
redutase) e na deteccdo da presenca de danos em macromoléculas (determinacéo
de proteina carbonilada, malondialdeido) em tecidos sangue e outros fluidos
bioldgicos, utilizando métodos espectrofotométricos e cromatométricos (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997).

O estresse oxidativo esta associado a algumas condicfes patologicas como o
cancer, processos neurodegenerativos, doencas metabdlicas, lesbes inflamatérias
cronicas, toxicidade quimica (MA, 2010) e em doencas infectocontagiosas como,
hanseniase (PRASAD et al. 2007; PRASAD et al. 2008; ABDEL-HAFEZ et al. 2010)
e sindrome da imunodeficiéncia-adquirida (REPETTO et al.1996).
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Levando em consideragdo que o processo inflamatdrio decorrente da infec¢ao
por M. leprae e a administracdo de farmacos oxidativos como a dapsona, sao fatores
de riscos ao desenvolvimento de estresse oxidativo aos quais 0s pacientes com
hanseniase estdo expostos, € de fundamental importancia verificar a presenca e
intensidade deste evento nesta populacdo. Estes dados poderdo auxiliar no
surgimento de novos métodos diagnésticos e progndsticos da doenga, assim como
medidas que possam minimizar o impacto da doengca nos aspectos sociais,

econdmicos e psicoldgicos deste paciente com hanseniase.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Hanseniase e Poliquimioterapia

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa de evolugdo cronica, de
notificacdo compulsoria e de investigacao obrigatdria em todo territério nacional, que
se manifesta, principalmente, por lesdes cutaneas com diminuicdo de sensibilidade
térmica, dolorosa e tatil. O agente etiolégico responsavel por esta patologia é o
bacilo alcool acido resistente denominado Mycobacterium Leprae, uma bactéria que
apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade. (BRASIL/MS, 2005;
BRASIL/MS, 2009). As manifestacdes clinicas, imunologicas e evolutivas,
observadas neste processo infeccioso, refletem a relacdo entre o hospedeiro e o
parasito (FOSS et al.1995).

As classificagBes mais utilizadas na hanseniase sao a de Madri (1953), a de
Ridley & Jopling (1966), sendo que em 1982, um Comité da OMS propés uma
classificacdo da forma clinica simplificada e operacional: a forma multibacilar e
paucibacilar (BERNADI et al.1981; PARDILLO et al. 2007). A correlacdo entre estas
trés formas de classificacdo esta representada no quadro abaixo:



25

CLASSIFICAC}AO FORMAS CLINICAS DA DOENCA
Madri Indeterminada | Tubercul6ide | Borderline (B) | Virchoviana (V)
() (M) ou ou
Dimorfa (D) Lepromatoso
(L)
Ridley & Jopling Tubercudide- Borderline- Lepromatoso-
Tuberculbide Tuberculdide | lepromatoso
(TT) (BT)
(LL)
Borderline-
Borderline
(BB)
Borderline-
Lepromatoso
(BL)
OMS Paucibacilar (PB) Multibacilar (MB)
Quadrol- Correlacdo entre as classificagbes de Madri (1953), Ridley & Jopling (1966) e da OMS

(1982).
Fonte: SOUZA, 1997

A classificacdo de Madri (1953) considera critérios de polaridade baseados
nas caracteristicas clinicas da doenca, que foram acrescidos pelos aspectos
bacteriol6gicos, imunolégicos e histolégicos da hanseniase, definindo os grupos
polares, tuberculéide (T) e virchoviano (V) ou lepromatoso (L); o grupo transitério e
inicial da doenca, a forma indeterminada (l); e o instavel e intermediario, a forma
borderline (B) ou dimorfa (D).

A classificacdo de Ridley & Jopling (1966), adota subgrupos dentro do
espectro de critérios clinicos e bacteriologicos, enfatizando os aspectos
imunoldgicos e histopatoldgicos. As siglas utilizadas para indicar as duas formas
polares sdo: tuberculdide-tuberculdide (TT) e lepromatoso-lepromatoso (LL) e os trés
subgrupos: borderline-tuberculéide (BT), borderline- borderline (BB), borderline-

lepromatoso (BL).
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O espectro clinico da hanseniase esta intimamente ligado a resposta imune
dos pacientes, visto que foi demonstrado que o M. leprae € um bacilo com alto poder
infectante e baixo poder patogénico (ARAUJO, 2003). Alguns pacientes podem
apresentar a forma tubercul6ide ou tuberculdide-tuberculdide, na qual ha predominio
de células T CD4+ e citocinas Thl, como IL-2 e IFN-y. Esta forma da doenca se
caracteriza por exacerbacdo da imunidade celular e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e TNF-a), que impedem a proliferacdo bacilar, mas pode se tornar
lesiva ao organismo, causando destruicdo das fibras nervosas em areas especificas
e 0 aparecimento de lesfes localizadas e bem demarcadas na pele, com perda de
sensibilidade térmica e dolorosa, devido a auséncia de fatores reguladores (FOSS,
1999; BRITTON e LOCKWOOD, 2004). Na auséncia de uma resposta Th1l, ocorre a
disseminagcdo do bacilo, levando ao quadro de hanseniase Virchoviana ou
lepromatoso-lepromatoso. Nesse caso, 0s macréfagos estdo repletos de parasita,
devido a expressdo dos antigenos glicolipideo-fendlico 1(PGL-1) e
lipoarabinomanana (LAM) pelo bacilo, favorecendo o escape dos mecanismos
oxidativos e ha predominio de células T CD8+ e citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10). As
formas boderlines (BT, BB, BL) também conhecidas como dimorfas, representam um
padrao clinico e imunoldgico de resposta intermediaria (BRITTON e LOCKWOOD,
2004).

A classificacdo da OMS (1982) divide os pacientes em paucibacilares (PB)
casos com até cinco lesfes de pele, que podem estar distribuidas assimetricamente
pelo corpo, apenas um tronco nervoso comprometido e baixa carga de bacilos, que
explica o exame baciloscopico negativo. Nos casos multibacilares (MB), os
individuos apresentam mais de cinco lesdes de pele distribuidas de forma simétrica
pelo corpo, mais de um tronco nervoso acometido e a alta carga de bacilos, o que
justifica a baciloscopia positiva (SOUZA, 1997).

A hanseniase ainda é um problema de salde publica no mundo. No ano de
2008 foram notificados 249.007 casos novos, em 121 paises, dos quais 134. 184
foram detectados na india, o pais com maior nimero de casos novos, seguida do
Brasil com 38.914 e da Indonésia com 17.441 (OMS, 2009). No ano seguinte,
observou-se uma queda no namero de casos novos notificados no Brasil para
37. 610, contudo mantém o segundo lugar como pais que apresenta mais de 1000
casos novos durante o ano de 2009, bem como, o pais da America com o maior

namero de casos novos detectados neste periodo (OMS, 2010).
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No Brasil, observou-se um aumento da prevaléncia desta doenca até o ano
de 1990, passando a declinar a partir de 1991, quando a poliquimioterapia foi
implantada em massa em todo o pais (figura 1). Entretanto, apesar do
desenvolvimento econdmico, a expansao da saude publica e os esforcos do
programa de controle da hanseniase nos ultimos 30 anos, esta doenca ndo foi
eliminada e novos casos ainda estdo sendo detectados (PENNA et al. 2009).
Quando se analisa o coeficiente deteccdo de casos novos por 100 mil habitantes, no
Brasil no ano de 2008 (20,56/ 100 mil habitantes), observou-se uma pequena
redugéo quando comparado ao ano anterior, no qual foi obtido um coeficiente de
21,19/100mil habitantes. Apesar, deste indicador apresentar uma redugdo no ano
de 2009 (16,72/ 100mil habitantes), as taxas de deteccdo destes eventos continuam

se mantendo elevadas no pais (Sinan/SVS/MS, 2010).
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Figura 1- coeficiente de deteccdo geral de casos novos de Hanseniase no Brasil e regides. 1990-
20009.

Fonte: Sinan/SVS-MS, 2010a.

De modo geral, os coeficientes de detec¢cdo de casos novos registrados nos
Estados brasileiros evidenciaram o comprometimento da Amazbnia Legal em

relacdo a hanseniase, sendo que os maiores coeficientes pertencem aos Estados de
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Mato Grosso, Tocantins, Rondbénia, Maranh&o, Pard, e Roraima (BRASIL/MS, 2008).
Dados do Sistema de Informacg&o de Agravos de notificagdo do Ministério da saude
mostram que o Para é lider de notificacbes de hanseniase no pais, visto que no ano
de 2008 foram registrados 4.595 casos da doenca e em 2009, registrou-se 4.057
notificagcdes (Sinan/SVS/MS, 2010b). Em 2010, o Estado do Para ocupou o segundo
lugar com 3.138 casos novos, perdendo apenas para o Estado do Maranhé&o
(Sinan/SVS/MS, 2010c).

Um dos fatores essenciais na eliminagdo e no controle desta doenca como
problema de saude publica é o tratamento poliquimioterdpico (BRASIL/MS, 2005).
Até o inicio da década de 80, a dapsona (4,4’ -diaminodifenilsulfona) era o farmaco
de escolha para o tratamento da hanseniase, porém, o emprego da monoterapia foi
a principal causa de desenvolvimento de resisténcia ao medicamento. Em virtude
deste fato, a OMS preconizou o uso da PQT, como esquema terapéutico apropriado
para o controle e cura desta moléstia (CAMBAU et al. 1997).

Na Hanseniase, a PQT é administrada de acordo com a classificacao
operacional do doente em PB ou MB. O esquema-padrédo consiste na combinacao
de trés principios ativos: a rifampicina (Unico bactericida do esquema padrdo),
dapsona (quimioterapico bacteriostatico) e clofazimina (corante fenazinico,
bacteriostatico contra o bacilo de hansen) (BRASIL/MS, 2002).

O esqguema terapéutico da hanseniase preconizado para adultos pela

Organizacdo Mundial da saude estéa representado no quadro abaixo:
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Medicamento Duracéo do
Formas - — —
Dapsona Rifampicina Clofazimina tratamento
Clinicas
(DDS) (RFM) (CF2)
100mg dose 600mg, uma 6 doses mensais
PB supervisionada vez por supervisionadas de
+ meés, - Rifampicina
100mg/dia supervisionada
auto-
administrada
100mg dose 600mg, uma 300 mg, uma
- R R 12 doses mensais
MB supervisionada | vez por més, vez por més, e
supervisionadas de
+ Supervisionada | supervisionada Rifampicina
100mg/dia +
auto- 50mag/dia,
administrada auto-
administrada

Quadro 2- Poliquimioterapia da hanseniase preconizada pela OMS para adultos

Fonte: Adaptado de BRASIL/MS,2009.

Apesar dos beneficios deste esquema, durante sua utilizacdo os pacientes

podem apresentar reacdes adversas, tais como, Sindrome da dapsona, Sindrome
da rifampicina, metemoglobinemia, hemodlise, farmacodermia, insuficiéncia renal e
hepatite. Estas intercorréncias geralmente sdo identificadas entre a 12 a 52 doses
supervisadas (GALLO et al. 1995).

Dentre os farmacos empregados na PQT da hanseniase, a dapsona é
responsavel por grande niamero de intoxicacdes. Estudo publicado por Goulart et al.
(2002), foi constatado que a causa da maioria das reacfes adversas que mais
acometiam pacientes com hanseniase em tratamento com poliquimioterapico no
Centro de Saude da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de 1995 a
2000,relacionava-se ao uso da Dapsona (80% dos casos), onde as maiores
intercorréncias atribuidas a este farmaco consistiam principalmente de casos de

anemia hemolitica, gastrite e metemoglobinemia.



30

2.2. Dapsona

A 4.,4’-diaminodifenil-sulfona ou dapsona também é conhecida com outras
sinonimias, tais como, diadifenilsulfona, sulfonildianilina, disulfona e sulfona
(CARRAZZA, 1998). Este farmaco € um pé cristalino inodoro branco, cuja férmula
molecular € C;oH1oN2O,S(GRUNWALD e AMICHAL, 1996). Sua formula estrutural

esta apresentada abaixo:

Vs
S\C
~ AN
H>N NH:

Figura 2- Férmula estrutural da dapsona.
Fonte: SANCHEZ- SALDANA, 2008

A dapsona apresenta similaridade quimica com as sulfonamidas, onde a
presenca do grupo sulfonil é essencial para sua atividade farmacologica e parece ser o
responsavel pela hematotoxicidade desenvolvida durante seu uso (MAHMUD et al. 1997). Esta
droga € utilizada como antiinflamatério e antibacteriano/antiprotozoario (FORD,
2000; PANIKER e LEVINE, 2001).

Suas propriedades antiinflamatérias ainda ndo sdo completamente
compreendidas, contudo, sabe-se que esta atividade provavelmente ndo esta
relacionada com sua acdo antibacteriana, sendo preconizado seu uso em doencas
inflamatérias ndo-infecciosas, tais como: dermatite herpetiforme, dermatite linear
IgA, artrite reumatoide, vasculite leucocitaria e lupus eritematoso sistémico Bolhoso
(COLEMAN, 1993; ZHU e STILLER, 2001) e como adjuvante sisttmico combinado
com corticoide no tratamento do pénfigo vulgar oral (BERNABE et al. 2005).

Aléem destas indicacbes farmacoldgicas, a dapsona € utilizada como
quimioterapico bacteriostatico. Seu mecanismo de acdo contra bactérias e

protozoarios ocorre em virtude de sua interacdo com o sitio ativo da enzima
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dihidropteroato sintetase (figura 3), que acarreta na inibicdo da sintese de &acido
félico, um evento essencial para sintese de purinas e consequente formacdo de
RNA e DNA por parte destes microrganismos (WOLVERTON, 1992; COLEMAN e
JACOBUS,1993; FARHI et al. 2005).

Acido para-amino-benzoico (PABA)

Diidropteroato sintetase i DAPSONA

R /
Acido diidroptercico
Acidd diidrofélico

. Y
Acido tetraidrofolico

Y
1 A J 1
Timidina Purina Metionina

Figura 3 - Mecanismo de a¢do da Dapsona no interior de microrganismos
Fonte: Adaptado de FARHI et al. 2005

A Dapsona € utilizada em conjunto com a pirimetamina na profilaxia e no
esquema alternativo no tratamento da toxoplamose e da pneumonia causada por
Pneumocystis carinii em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (PODZAMCZER et al. 1995; EL -SADR et al. 1998). Na maléaria causada
por Plasmodium falciparum é preconizado em associacdo com o clorproguanil
(clorproguanil-dapsona) como antimalarico de agdo esquizonticida, no tratamento e
em esquemas profilaticos contra infeccdes ndo complicadas por este protozodrio.
Também é preconizado pela OMS, seu uso nos esquemas poliquimioterapicos
utilizados no combate a hanseniase (BRASIL/MS, 2009).

Este farmaco estd disponivel para administracdo por via oral, sendo que

cerca de 80 a 85% é absorvido lentamente no trato gastrintestinal, apresentando
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distribuicdo uniforme em todos os tecidos do organismo, contudo, tende a se
depositar na pele, masculos e especialmente no figado e rins. Podem-se encontrar
resquicios de disulfona nestes 6rgdos até trés semanas apos o término da terapia
com esta sulfa. A dapsona atravessa tanto a barreira hematoencefalica quanto a
placenta e é excretado no leite materno. (PETERS et al. 1975; EDSTEIN et al. 1986;
GATTI et al. 1997; WOLF et al. 2000; PANIKER e LEVINE, 2001).
Aproximadamente, 70% do principio deste farmaco encontra-se ligado a proteinas
plasmaticas, com concentracdo plasmatica variando entre 0,4 a 1,2 mg/L, ap0os 24 h
da ingestéo de 100 mg da droga (ELLARD, 1966; SHEPARD , 1976; ZUIDEMA et al.
1986). A concentracdo plasmatica maxima é alcancada dentro de 0,5 a 4 ou 8h
(AHMAD et al.1981; PIETERS e ZUIDEMA,1986 ), sendo que Sdo necessarios em
torno de 7 a 10 dias apds o inicio da terapia com a dapsona para que seus niveis se
estabilizem no sangue (LAMMKTAUSTA et al. 1979). Além disso, a Dapsona
apresenta um longo tempo de meia vida, podendo ser encontrado no organismo até
35 dias apo6s o término da terapia (FORD, 2000).

Seu processo de biotransformacdo ocorre no figado por N-acetilacdo
realizada pela enzima N- acetil -transferase e N-hidroxilacdo através da via
citocromo P450 (figura 4) (GILL et al. 1995). Este segundo processo é o responsavel
pela producdo de metabdlitos hidroxilados, como a Dapsona-hidroxilamina (DDS-
NOH) e monoacetii dapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH), considerados
responsaveis pelos disturbios hematolégicos, como hemdlise e metemoglobina
(MetHb), causados pelo uso deste farmaco (VAGE et al. 1994).
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Figura 4- Proposta de mecanismos de bioativacdo e detoxificagdo de dapsona. CYP:Cytocromo P-
450; Hb:hemoglobina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidadas; NAT: N-acetil-
transferase; GT: glucuronil-transferase; UDPGA: acido uridina difosfato glucurdnico; Met-Hb:
Metemoglobina; O, :oxigénio.

Fonte: Adaptado de GILL et al.1995.

Sua principal via de excrec¢do € urinaria, com uma pequena quantidade
eliminada por via biliar (ELLARD, 1966; FORD, 2000). Apés uma dose Unica de
dapsona, aproximadamente 50% é excretado durante as primeiras 24 horas
(GLAZKO et al. 1968).

As reacOes adversas relacionados ao uso da dapsona variam desde
problemas digestivos, como: nduseas, vomitos e estomatite. Outras manifestagcfes
menos comuns, sao: hepatites toxicas, ictericia colestatica reagdes cutaneas por

fotossensibilidade, psicoses, e uma sindrome que ficou conhecida como a
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“‘Sindrome da Sulfona” (“rash” cutdneo, aumento de linfonodos, ictericia,
hepatoesplenomegalia e linfocitose com linfocitos atipicos) (SANCHEZ- SALDANA,
2008).

Os disturbios hematologicos, como a metemoglobinemia (MetHba) e hemolise
sdo os achados téxicos mais frequentes durante o tratamento com este farmaco

(GOULART et al. 2002) e se mostram significativos, mesmo em doses usadas
normalmente para tratar a hanseniase (100 mg dapsona / dia) (HALIM e OGBEIDE, 2002). A
presenca destes estd associada ao aumento na geracdo de ERO no interior dos

glébulos vermelhos (RONALD, 1985; CARRAZA, 1998; RIMIOLLI, 2006).

A MetHba é uma sindrome clinica causada pelo aumento da concentracédo de
MetHb no sangue (UDEH et al. 2001), que pode ocorrer devido alteracdes
congénitas (crbnicas) na sintese ou no metabolismo da hemoglobina (Hb), ou em
situacdes agudas de desequilibrio nas reacdes de reducao e oxidacao (desequilibrio
redox) induzidas pela exposi¢cdo a agentes quimicos diversos, tais como: dapsona,
Primaquina, cloroquina, bupivacaina, azul de metileno, nitroglicerina, lidocaina,
nitroprussiato, sulfonamidas entre outros (GREER e SHANNON, 2005). A MetHba
descreve o estado clinico em que mais de 1% da hemoglobina do sangue é oxidada
a forma férrica, diminuindo a capacidade de transporte de oxigénio. Manifestacdes
clinicas, como a dispnéia, nauseas e taquicardia ocorrem quando ha niveis de até
30% de hemoglobina oxidada; letargia, estupor e perda de consciéncia resultam de
niveis de aproximadamente 50%; niveis de 50 a 70% levam a arritmias cardiacas,
faléncia circulatoria e depressao neurolégica, e niveis acima de 70% geralmente
levam & morte (COLEMAN e COLEMAN, 1996).

Nos portadores de MetHb é possivel observar os produtos da agressao
oxidativa no interior dos eritrcitos, que podem levar a desnaturacdo da hemoglobina
gue se precipita sob forma de agregados polipeptidios insoliveis, denominados
corpusculos de Heinz (WINTERBOURN, 1990). Estes acontecimentos s&o
consequencia de processos oxidativos no interior dos eritrocitos, que ocorrem devido
a geracdo de ERO, como O," e 0 H,0O, (KANIAS e ACKER, 2010).
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2.3. Espécies reativas do oxigénio

Nos organismos aerobios, o oxigénio € utilizado como meio de obtencéo de
energia. Contudo, apesar desta molécula desempenhar um papel fundamental no
processo de fosforilagdo oxidativa permitindo ao nosso organismo utilizar a energia
proveniente da dieta com maior eficiéncia, uma pequena fracdo do seu consumo
mitocondrial € transformada em espécies reativas do oxigénio (ERO) (CHANCE,
1979; Jl, 1999).

As ERO, oxi-radical ou intermediarios da reducdo do oxigénio sao moléculas
gue se originam normalmente em consequéncia da reducdo parcial do oxigénio,
através de uma série de transferéncias monoeletrénicas (SIES, 1993; MONTERO,
1996). As ERO apresentam uma grande instabilidade e reatividade, sendo capazes
de afetar a homeostase redox das células por apresentar propriedades oxidantes
como o peroxido de hidrogénio (H202) ou redutoras tal qual o anion superéxido (O2")
(THORPE et al. 2004; TEMPLE et al. 2005).

A origem das ERO pode ser enddgena e exdgena. As fontes enddgenas sédo
representadas pela cadeia de transporte eletrbnico mitocondrial, peroxissomal e
microssomal (citocromo P-450 e citocromo b5), enzimas citoplasmaticas como a
xantina oxidase, catecolaminas, riboflavina e enzimas fagociticas como a
mieloperoxidase e NADPH-oxidase. Como fontes exdgenas de oxi-radicais podem-
se citar, xenobidticos (incluindo farmacos e quimicos ambientais), uso do cigarro,
componentes da dieta como os sais de ferro, cobre, compostos fendlicos e as
radiacfes ionizantes (MONTEIRO, 1996).

Em baixas concentracfes estdo envolvidas normalmente em processos
fisiologicos de nosso organismo, podendo atuar como segundo mensageiro,
ativando proteinas alvo ou modificando o estado redox intracelular. Além disso,
podem atuar como sinalizadores intracelulares e em processos de producdo de
energia (HALLIWELL et al. 2000). Desempenham papel importante na funcéo
reprodutiva normal, pois sdo esséncias para que 0 espermatozoide adquira
capacidade de fertilizacdo, podendo funcionar como moléculas sinalizadoras no
processo de formagédo do embrido (TAYLOR, 2001; AGARWAL et al. 2003). Nos
mecanismos de defesa do organismo participam da producdo de espécies

bactericidas no interior dos fagocitos via NADPH oxidase, funcionando como um
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fator de estimulacdo de crescimento celular ou na ativagcdo de receptores de
citocinas, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), (TNF- a),
interleucina 1B (IL-1B), IL-6, IL-3, fator de crescimento de fibroblastos (FGF-2) e na
expressao génica do receptor de IL-2 (IL-2R) ( DROGE, 2002).

Entretanto, o excesso destas espécies no organismo pode ocasionar efeitos
prejudiciais, pois nestas condi¢gbes, reagem com biomoléculas celulares, como
carboidratos, proteinas, lipidios de membrana, enzimas e acidos nucléicos,
provocando mudancas estruturais e consequente alteracdo da funcdo biolégica
destes constituintes celulares acarretando efeitos deletérios no organismo (SIES,
1991; YOUNGSON,1995; ROVER JUNIOR et al. 2001; HALLIWELL e WHITEMAN,
2004; HICKS et al. 2006).

Estas espécies sdo classificadas em radicalares (quadro 3), atomos ou
moléculas que e tém elétrons desemparelhados na sua Ultima camada ou n&o
radicalares(quadro 3) que nao apresentam esta caracteristica, mas que Sao muito

reativas em decorréncia de sua instabilidade (Barbosa et al. 2008).

ERO Radicalares: hidroxila (HO’), anion superéxido (O>"), peroxila
(ROO)), alcoxila (RO), hidroperoxila (HO)

N&o-Radicalares: peroxido de hidrogénio (H.0,), acido

hipocloroso ( HCIO), acido hipoboroso (HOBr), ozbénio (Og),

oxigénio singlete (*O.), peréxidos organicos (ROOH)

Quadro 3: Principais espécies reativas de oxigénio
Fonte: Adaptado de BARREIROS et al. 2006

As trés espécies reativas de oxigénio mais importantes séo: 02'_, 0HO,eo
HO' (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

2.3.1. RADICAL ANION SUPEROXIDO

E formado ap0s a primeira reducdo do oxigénio e ocorre em quase todas as
células aerdbicas, sendo gerado por uma série de processos fisiolégicos, como: na

cadeia respiratéria da mitocéndria, via xantina oxidase, via NADPH oxidase em
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células fagociticas, via sintese de prostaglandinas no reticulo endoplasmaético liso e
no sistema NADPH citocromo P-450 redutase microssomal (RIBEIRO et al. 2005)

E um oxidante fraco e atua na maioria das reacdes como agente redutor e
sua citotoxicidade esta relacionada a sua capacidade de gerar outras espécies
reativas tais como, peréxido de hidrogénio (H,0,), peroxinitrito (ONOO), e o radical
hidroxila (HO") (REPETTO e LLESUY, 2002)

Seu efeito toxico estéa relacionado a sua capacidade de se difundir através de
membranas celulares e de reagir com metais de transicdo, principalmente o Ferro
(reacdo de Haber-Weiss), dando origem ao radical HO' ( FERREIRA e
MATSUBARA, 1997), como mostra a equagéo 1, 2 e 3.

Fe®+ O, ———» Fe*+ O, (Equacdo 1)

Fe”+ H,0, Fe ** + HO + HO ( Equag&o 2)

O, +HO, ———» 0,+ HO +HO ( Equacéo 3)

Figura 5- Reagéo de Haber-Weiss
Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997

2.3.2. PEROXIDO DE HIDROGENIO

O peroxido de hidrogénio ndo € propriamente um radical livre, ja que nédo
apresenta nenhum elétron desemparelhado na sua camada de valéncia
(MONTERO, 1996) sua formacdo acontece em virtude da dismutacéo e reducéo do

0,

assim como pela acdo de peroxidases e oxidases peroxisomais. Apresenta
baixa reativa e difundi-se facilmente através de membranas celulares (BARTOSZ,
2009).

Estudos mostram que o peroxido de hidrogénio € produzido endogenamente
em certos tipos celulares, em resposta a ativacdo por citocinas e fatores de

crescimento. No meio intracelular, o H,O, desempenha o papel de segundo

mensageiro, estimulando ativacédo de proteinas quinases envolvidas na expressao
de genes de citocinas pro-inflamatorias e no controle do ciclo celular (HENSLEY et

al. 2000). Células expostas ao perdxido mostram o acumulo nuclear de um fator de
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transcricdo (Yaplp) responsavel pela regulacdo da expressédo de genes envolvidos
na traducdo de antioxidantes chaves, como a catalase, a superdxido dismutase
citosdlica, citocromo c peroxidase e todas as enzimas participantes da sintese e
metabolismo da glutationa (TEMPLE et al. 2005).

O seu efeito toxico esta relacionado ao fato de reagir com metais de
transicao, principalmente o Ferro (Reag&o de Fenton), dando origem ao radical HO
( BARREIROS et al. 2006) , como mostra a equacédo 4, 5 e 6.

Fe+ H,0, —— > Fe "+ O, (Equacso 4)

20, +2H" —— > 0, +H,0, (Equacéo 5)

Fe'?+ +H,0, Fe  + HO + HO ( Equaco 6)

Figura 6- Reacdo de Fenton
Fonte: Barreiros et al 2006

2.3.3. RADICAL HIDROXIL

O radical HO" é gerado no organismo pela reacdo de Fenton, reacdo de
Haber-Weiss, sendo considerada a espécie mais reativa e mais lesiva conhecida em
sistemas bioldgicos, pois apresenta combinacdo extremamente rapida com metais e
outros radicais no proprio sitio onde foi produzida (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Além disso, apresenta reatividade com todas as macromoléculas do
organismo, podendo causar danos aos acidos nucléicos, proteinas, lipidios e
membranas celulares do nucleo e mitocondrial.

Com relacdo ao DNA, ele reage tanto com bases nitrogenadas como a
desoxirribose. Nas proteinas, HO' reage com aminoacidos, preferencialmente a
cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina, e, em menores proporcoes,
arginina e asparagina, podendo gerar alteracbes na conformagdo protéica que
podem levar ou ndo a perda de atividade enzimatica, assim como dificuldades no
transporte ativo atraves das membranas celulares, citdlise e morte celular
(BARREIROS et al. 2006).
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2.4. Espécies reativas de nitrogénio

As espécies reativas de nitrogénio (ERN) incluem o o6xido nitroso (N2Os3),
acido nitroso (HNO;), o Oxido nitrico (NO), nitritos (NOy), nitratos (NOsj),
peroxinitritos (ONOO") (RODENAS et al. 1998). Dentre estas espécies, 0 Oxido
nitrico € o mais importante podendo atuar como molécula sinalizadora em varios
processos fisiolégicos, tais como, neurotransmissdo, regulacdo da pressao
sanguinea, relaxamento de células musculares lisas, bem como, regulacdo da
resposta imune e mecanismos de defesa (BERGENDI et al. 1999).

O NO é uma pequena molécula gasosa, que apresenta rapida meia vida e se
difunde diretamente pela membrana plasmatica (SCHIMIDT e WALTER, 1994). E
produzido normalmente nos tecidos a partir do aminoacido L- arginina, por uma
familia de enzimas chamadas de Oxido nitrico sintetase (NOS) (figura 7)
(GHAFOURIFAR e CADENAS, 2005).

L-Citrulina
Oxido Nitrico
ARGCININA CITEULINA
NH, NH, =0
1 1
C =NH, c
1 NADPH NADF + H,0 1
b o NH  +NO
(CH,) Catt 1
3 » CH
1 NO Sintase v ( A s
CH = COQr CH=—C00O
1 1
NH;* NH3*

Figura 7- Reacéo catalisada pela éxido nitrico sintetase
Fonte: ZAGO e ZANESCO, 2006

A via de producdo do NO depende da isoforma de Oxido nitrico sintetase
(NOS) estimulada. A NOS constitutiva (cNOS) é dependente de ions célcio (Ca™) e
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calmodulina, e a NOS induzida (iNOS) é produzida durante processos inflamatorios
(MONCADA e HIGGS, 1991; MARLETTA, 1994). A isosforma constitutiva
compreende a NOS neuronal (nNOS, tipo 1) presente normalmente nos neurénios
(KNOWLES et al. 1989), e a NOS endotelial (eNOS, tipo Ill) presente normalmente
em células endoteliais vasculares (MONCADA e HIGSS, 1991) e plaquetas
(RADOMSKI et al. 1991). Durante a producéo constitutiva deste radical sdo geradas
concentracbes nanomolares por periodos curtos de tempo. Nesta situacao, o radical
sintetizado reage diretamente com certas moléculas, principalmente com o grupo
heme de certas proteinas (nitrosilacdo) formando adutos nitrosil-ferro (Fe-NO)
responsaveis por seus efeitos fisioldgicos no organismo (GRENFELL et al. 2006).

A INOS (tipo IlI) tem sua expressao induzida por citocinas, polissacarideos
e/ou antigenos, como a endotoxina que pode ativar macréfagos, linfocitos T, células
endoteliais, miécitos, hepatdcitos, condridcitos, neutréfilos e plaquetas (MONCADA
e HIGGS 1991). Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, porém apos
sua sintese ocorre a producdo de grandes quantidades de NO, que permanece
constante até que as concentracfes de L-arginina ou dos co-fatores necessarios
para sua sintese estejam diminuidas ou em caso de morte celular (DUSTING e
MACDONALD,1995). O NO produzida via INOS estda relacionada ao
desencadeamento de processos, como a asma (HAMID et al. 1993), artrite
reumatoide (SAKURAI et al. 1995), lesdes aterosclerdticas ( BUTTERY et al. 1996),
tuberculose (NICHOLSON et al. 1996), esclerose multipla (BAGASRA et al. 1995),
Alzheimer (VODOVOTZ et al. 1996) e gastrite induzida por Helicobacter pylori
(MANNICK et al. 1996).

Em processos infecciosos, células como macréfagos, neutrofilos e células
endoteliais ativadas secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do
oxigénio no local da infeccdo. A acdo citotoxica indireta do NO consiste
principalmente na sua reacdo com os intermediarios do oxigénio acarretando em
uma acao toxica cooperativa, na qual sdo produzidos potentes oxidantes, mais
reativos e téxicos, como o radical ONOO". Esses radicais uma vez sintetizados
podem sofrer rea¢des secundarias formando agentes capazes de nitrar aminoacidos
aromaticos, como a tirosina gerando nitrotirosina e as bases do DNA, em particular a
guanina, na qual o produto principal é a 8-nitroguanina (DARLEY-USMAR et al.
1995; EISERICH et al. 1996; HALLIWELL 2000).
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2.5. Sistema Antioxidante

Geralmente existem um ou mais mecanismos reguladores redox que sao
ativados em resposta ao aumento intracelular de ERO, com o objetivo de prevenir
danos oxidativos ( PERVAIZ e CLEMENT, 2007). Os mecanismos de defesa contra
as ERO envolvem processos de prevencdo, mecanismos de reparo, defesas fisicas
e antioxidantes (SIES, 1997; VALKO et al. 2007 ).

Considera-se um agente antioxidante todo aquele que regenera um substrato
ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo, mantendo desta forma o
equilibrio dos processos de oxi-reducdo (HALLIWELL, 2000). A forma de
classificacdo mais utilizada dos antioxidantes consiste em dividi-los em enzimatico e
ndo enzimaticos (HICKS et al. 2006).

Os antioxidantes enzimaticos (figura 8) sdo um grupo de enzimas
especializadas, cuja finalidade é reagir com compostos que causam danos oxidantes
e detoxifica-los do organismo. Todas as células eucariéticas contam com numerosas
enzimas que desempenham esta tarefa, todavia, a superéxido dismutase (SOD),
glutationa peréxidase (GSH-Px), catalase (CAT) séo as trés principais classes deste
tipo de defesa. Os compostos ndo enzimaticos agem no processo de defesa contra
o dano oxidante, como co-fatores das enzimas antioxidantes ou neutralizando
diretamente as ERO produzidas (KRINSKI, 1992; SIES, 1997). Dentre estas
substancias destacam-se: o acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E),
glutationa reduzida (GSH), carotendides, flavondides, acido urico, $-caroteno, além
de proteinas de transporte de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do
ferro) e ceruloplasmina (transporte do cobre) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).
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NADPH OXIDASE

Cu,Zn SOD

02-

FADH, oxidase
Cytochrome P450

Cyclooxygenases

Xantine
Oxidase

Lipoxygenases

H,0,

MITOCHONDRIA

Figura 8-Representacao esquematica dos principais mecanismos de defesa contra ERO. Cu= cobre;
Fe *? = jon ferroso ; Cu*® = ion cUprico; Mn= manganés; Se= selénio; Zn= zinco; H,0,=perdxido de
hidrogénio; H,O=agua; O,= oxigénio; O,  =radical anion supeeréxido; FDH,=flavina adenina
dinucleotideo reduzida; GPx= glutationa peroxidase; GR= glutationa redutase; GSH= glutationa
reduzida; GSSG= glutationa oxidada; CAT= catalase; CuZnSOD= superéxido dismutase dependente
de cobre e zinco; MNnSOD= superéxido dismutase dependente de manganés; Vit A= vitamina A; Vit
C=vitamina C; Vit E= vitamina E

Fonte: PEREZ-MATUTE et al. 2009

Dentre o sistema antioxidante existente nos organismos, a glutationa
desempenha papel central na biotransformacéo e eliminacdo de xenobidticos, assim
como na defesa das células contra o estresse oxidativo (JOSEPH et al. 1997).

A GSH é um tripeptideo sollvel em agua, composto de acido glutamico,
cisteina e glicina. Como um importante antioxidante, a GSH atua na detoxificacdo de
uma variedade de compostos eletrofilicos e peroxidos via catalisacdo por glutationa
S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (figura 9) (ANDERSON,
1998).
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Figura 9- Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela acéo
das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).
Fonte: Rover Junior et al. 2001

As glutationas oxidases pertencem a classe de sulfidrila oxidases
dependentes de flavina que catalisam a oxidacdo de proteinas e peptideos com a
formacao de dissulfetos e perdxido de hidrogénio (HUBER et al. 2008)

A GSH-Px converte peréxido de hidrogénio a agua, oxidando a GSH ao seu
correspondente dissulfeto (GSSG). GSH é regenerada pela GR por intermédio da
oxidacdo de NADPH (IMAI e NAKAGAWA, 2003).

Este sistema antioxidante desempenha varias funcdes nos mamiferos, como,
na remocao de espécies reativas, como peréxido de hidrogénio e peréxidos lipidios
prevenindo desta forma a oxidacdo de biomoléculas. E essencial na regula¢do do
estado redox intracelular, na proliferacdo celular do processo de apoptose, na
producdo de citocinas e resposta imune, na transducédo de sinais e na expressao
génica, na sintese de proteinas e DNA, assim como, nha manutencao e integridade
mitocondrial. Participa de processos metabdlicos, como na sintese de leucotrienos e
prostaglandinas, armazenamento e transporte de cisteina (WU et al. 2004).

A principal funcédo deste sistema é proteger os constituintes celulares dos
efeitos danosos do hidroperoxido formado durante o metabolismo celular normal
(DROGE, 2002).

Outro componente importante na defesa antioxidante € a SOD. Esta enzima

€ uma metaloproteina, que esta presente no organismo dos mamiferos em trés
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isoformas: superéxido dismutase dependente de cobre e zinco (CuzZnSOD),
superoxido dismutase extracelular (EcSOD) e superédxido dismutase dependente de
manganés (MnSOD) (figura 10). As isoformas da SOD sao expressas em locais
distintos na célula. A CuZnSOD ou SOD1 e encontra-se no citosol, lisossomos,
ndcleo e espacgo entre as membranas internas e externas da mitocéndria. A MnSOD
ou SOD 2 presente no interior da mitocondria. A terceira forma, CuZnSOD ou SOD
3 € expressa no meio extra- celular (principalmente secretada pelas células
musculares lisas vasculares, funcionando como importante modulador do toénus
muscular e inibidor da aterogénese (STRALIN et al. 1995; OURY et al. 1996;
NONAKA et al. 2001)

Estas isoformas apresentam conformacdes diferentes, porém exercem a
mesma funcdo: sdo responsaveis pela dismutacdo do O, em H,O, e H,O
(MCCORD e FRIDOVICH,1969; FARACI e DIDION, 2004).

Membrana celular

—

oxidases

Mitocdndria

Figura 10- llustracdo esquematica da localizacéo das trés isoformas de superdxido dismutase. SOD:
superodxido dismutase; CuZn-SOD= superéxido dismutase dependente de cobre-zinco; EC-SOD:
superoxido dismutase extracelular; Mn-SOD: superdxido dismutase dependente de Manganés.

Fonte: FARACI e DIDION, 2004

Além da SOD, outro agente antioxidante importante no processo de
eliminacdo de ERO do organismo é CAT. Esta enzima é uma heme-proteina
tetramérica, considerada a principal responsavel pela degradacdo do H,0O, de
organismos aerobicos e anaerdbicos (figura 11) (SWITALA e LOEWEN, 2002). Em

mamiferos, incluindo o homem, é expressa em todos os tecidos, sendo encontrada
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em elevadas quantidades, no figado, eritrocitos e rins (SCHISLER e SINGH, 1987;
DEISSEROTH e DOUNCE, 1970).

H>O05+ H,0» CAT 2H,O+ O, (equa(;éo 7)

Figura 11- Eliminac&o do perdxido de hidrogénio pela enzima catalase.
Fonte: SWITALA e LOEWEN, 2002

2.6. Estresse oxidativo

Normalmente, nos organismos aerobicos e saudaveis existe um equilibrio
entre a producé@o de espécies reativas e as defesas antioxidantes. Nesse contexto,
as defesas antioxidantes conseguem controlar os niveis de ERO produzidos
naturalmente pelo processo de obtencdo de energia (HALLIWEL e GUTTERIDGE,
2007). Contudo, existem condi¢cdes em que ha o rompimento deste desequilibrio, e o
excesso destas moléculas provocam danos a macromoléculas levando a alteracdes
de processos celulares fundamentais (ROCHE e ROMERO-ALVIRA, 1996).

O estresse oxidativo (figura 12) € definido como o evento que ocorre em
organismos aerobicos, caracterizado pelo desequilibrio entre a proporcao de
espécies reativas geradas e sua degradacao, de modo que estas moléculas ndo séao
eficientemente neutralizadas, levando ao acumulo de danos oxidativos em uma
grande variedade de macromoléculas e a desorganizacdo dos processos de
sinalizacdo celular resultando em alteracdo de processos metabdlicos normais e
perda de funcéo fisiologica (SIES, 1991; SOHAL e WEINDRUCH, 1996; JONES,
2006).
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e

Dano oxidativo a macromoléculas celulares
e Lipidios de membrana, proteinas, DNA,
RNA, carboidratos

Figura 12- Fonte de EROs e mecanismo geral pelo qual o estresse oxidativo pode alterar a funcéo

celular
Fonte: WELLS et al. 2009

O estresse oxidativo € resultado de um distirbio entre a producdo e

eliminacdo de espécies reativas, em consequéncia do aumento da producao destas

espécies ou por uma deficiéncia nas defesas antioxidantes que resulta no acumulo

intracelular de ERO e ERN. O excesso destas espécies pode levar a mudancas

persistentes nos mecanismos de transducdo de sinais e expressao génica,
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acarretando nos quadros de estresse relatados em diversas patologias (PERVAIZ e
CLEMENT, 2007).

A intensidade e patogenicidade do estresse oxidativo vao depender das
concentracbes locais de espécies reativas e antioxidantes, das constantes de
velocidade de reacdo com moléculas-alvo, compartimentalizacdo celular destes
processos e fatores de solubilidade e difusibilidade destes agentes (GOW e
ISCHIROPOULOS, 2001). Com isso, pode-se dividir o processo de desenvolvimento
do estresse oxidativo em trés niveis de progressdo ou intensidade: adaptacéo,
estresse agudo e estresse cronico (figura 13). Na etapa de adaptacdo, o estresse
oxidativo j& estd instalado e a célula procura neutralizar o excesso de espécies
reativas presentes no meio, através de mecanismos que levam a super expressao
génica e ativacdo enzimatica dos sistemas antioxidantes. Na fase aguda, estédo
envolvidas espécies menos reativas como o H,O, e O,", que ao serem geradas em
uma propor¢do maior afetam as caracteristicas de processos celulares vitais de
regulacdo. A fase crénica € uma etapa mediada principalmente pelo radical HO e se
caracteriza pelo rompimento e modificacdo de biomoléculas com consequente
liberacdo de produtos de oxidag&o que por sua vez sao mais reativos, amplificando
assim, o dano celular e tissular (HICKS et al. 2006).

INTENSIDADE
3
MORTE CELULAR
ESTRESSE CRONICO Apopiose s hiecrose
DANO CELULAR
ESTRESSE AGUDO Dano oxidante a biomoléculas
Alteragdes na homeostase

1

Superexpressdo e ativagio dos

2 sistemas antioxidantes
ADAPTACAO Protecdo celularparcal sistémica compieta ao
dano

Figura 13- Etapas de evolucéo do estresse oxidativo
Fonte: Adaptado de HICKS et al. 2006
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O estresse oxidativo esta relacionado a uma série de patologias, tais como,
doencas degenerativas, como e Alzheimer, mal de Parkinson, doenca de
Huntington, esclerose amiotrofica lateral (SORG, 2004; MIGLIORE e COPPEDE,
2009), insuficiéncia renal aguda, crénica e em dialise, hipertensdo arterial, diabetes
mellitus, aterosclerose, cancer e sindrome de Down (GUERRA, 2001).

Além disso, alguns estudos tém associado estresse oxidativo a doencas
infecciosas, tal como, a hanseniase. O que se tem observado nesta patologia é que
alteracdes imunologicas observadas no decurso da doenca, como, ativacdo de
macréfagos por citocinas como IFN-y e TNF-a, estimulam a producdao de ERO e
ERN, que atuam nestas condigcbes como agentes bactericidas, para destruicdo do

bacilo de hansen através de um processo de oxidacdo (FOSS, 1995).

2.7. Estresse oxidativo e hanseniase

A efetiva resposta imunoldgica do organismo hospedeiro contra o M. leprae é
mediada principalmente pelos macréfagos ativados. Estes produzem ERO e ERN
que facilitam a eliminacdo dos bacilos intracelulares através de um processo de
oxidacdo dos parasitos (Foss et al. 1995).

Estudo de Schon et al. (2004) mostrou a presenca de espécies reativas como
o0 oxido nitrico NO e ONOO™ produzidos por macréfagos nas lesdes de pele de
pacientes com hanseniase com a forma do tipo borderline, sugerindo que estas
espécies poderiam estar relacionadas com o dano nervoso observado nesses
pacientes.

O estresse oxidativo nestes pacientes também pode estar associado a defesa
antioxidante reduzida. Nesse sentido, Reddy et al. (2003) avaliaram o estado
antioxidante de pacientes com hanseniase antes, durante e apds o tratamento com
o PQT, revelando que a capacidade antioxidante total e os niveis de SOD, CAT
encontravam-se reduzidos em pacientes multibacilar. Além de também haver
reducdo no sistema da glutationa (glutationa redutase e glutationa peroxidase) nos
individuos hansénicos sem tratamento, sugerindo que a reducdo do potencial
antioxidante seja dependente do tipo de hanseniase e da carga bacilar no paciente
(PRASAD et al. 2007; PRASAD et al. 2008; ABDEI-HAFEZ et al. 2010).
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Estudo realizados por Foster et al. (1991) relatou que pacientes hansénicos
apresentavam niveis reduzidos de selénio, metal de fundamental importancia para a
atividade da selenoproteina GSH-Px. Outro trabalho nesta area mostrou que a
reducdo das concentracdes de metais como 0 selénio, nha hanseniase, pode estar
associada ao fato de que o M. leprae possa remover do tecido do hospedeiro este
metal, durante sua multiplicacéo e crescimento (JAIN et al. 1995).

A progressiva diminuicdo de enzimas antioxidantes, bem como de
antioxidantes ndo enzimaticos como a GSH no sangue de pacientes com
hanseniase sem tratamento, pode estar relacionada com o aumento da peroxidacéo
lipidica nesses pacientes. Além da avaliacdo da peroxidacao lipidica em amostras
biolégicas de pacientes com hanseniase (soro, plasma e tecidos) encontrar-se
aumentada nesses individuos, sugerindo que a elevacdo de malondialdeido esta
relacionada com o espectro da hanseniase, aumentando significativamente nas
formas BB, BL e LL e de acordo com o indice bacilar destes pacientes (LIMA et al.
2007; PRASAD et al.2007, ABDEL-HAFEZ et al. 2010)

Nesse sentido, a avaliacdo de estresse oxidativo através da analise do perfil
oxidante/antioxidante nesta populacdo pode ser um fator importante que auxilie o
tratamento, controle e prognostico desta doenca.

2.8. Estresse oxidativo e dapsona

O gquadro oxidativo provocado pelo uso da dapsona tem sido atribuido,
principalmente ao seu metabdlito N-hidroxilado denominado DDS-NOH. A presenca
de eventos hematotoxicos como MetHb e hemolise esta sendo associada a
formacao deste composto (COLEMAN e JACOBUS, 1993).

Estudos sugerem que o mecanismo de toxicidade do DDS-NOH nos
eritrocitos, ocorreria em virtude da auto-oxidacdo deste metabdlito. Como resultado
deste processo oxidativo, haveria a formacdo de MetHb e de ERO como o Oy~
(CRIBB et al. 1991).

Acredita-se que o aumento na produgcéo de ERO em virtude da formacéo da
DDS-NOH possa estar envolvido em processos que levam a anemia hemolitica
induzida por dapsona (BRADSHAW et al. 1997).
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A literatura tem demonstrado que a DDS-NOH além de contribuir para
formacdo de ERO, tem sido relacionada a deplecdo das defesas antioxidantes do
organismo.

Estudo realizado por Ciccoli et al. (1999) mostrou a presenca de eventos
toxicos mediados pela Dapsona em eritrocitos de camundongos, nos quais as
células tratadas com DDS-NOH apresentaram aumento significativo na formacgéo de
metemoglobina, bem como deplecéo dos niveis de GSH se comparado ao controle.
Tal fato sugere que a presenca deste metabdlito hidroxilado foi essencial para
desenvolvimento de efeitos hematotoxicos.

Posteriormente, Veggi et al. (2008) avaliaram a atividade de enzimas hepaticas
antioxidantes como, GSH-Px, CAT e SOD, bem como a viabilidade celular de hepatécitos de

camundongos apoés tratamento com dapsona ou seu metabdlito hidroxilado, com isso sugeriu a
hipétese de que o farmaco induziu estresse oxidativo hepatico, sendo seu composto
N-hidroxilado, o principal mediador deste evento toxico. Além disso, estes autores
relataram que o desequilibrio oxidante induzido pela Dapsona parece envolver tanto
a producao aumentada de ERO por um ciclo redox da DDS-NHOH, quanto por uma
reducado na atividade das enzimas envolvidas na defesa antioxidante.

Contudo, trabalho mais recente estd demonstrando que a dapsona apresenta
propriedade antioxidante. Trabalho publicado por Cho et al. (2010a), demonstrou
que o uso da dapsona em fibroblastos dipléides humanos provoca aumento da
atividade de enzimas como, CAT, GSH-Px , GR, bem como a razdo GSH / GSSG
neste tipo de células. Além disso, tem se proposto que a dapsona poderia ser
utilizada como novo agente antioxidante em casos de intoxicagao por paraquat, por
inibir a geracao da citosoélica e mitocondrial de O, (CHO et al. 2010b).

Logo, quando trata-se de estresse oxidativo e uso de dapsona, observa-se
gue este farmaco apresenta uma dualidade (oxidante/antioxidante) que precisa ser

melhor estudada .
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2.9. Monitoramento do estresse oxidativo

Existem diferentes estratégias para avaliar alteracbes no estado oxidante/
antioxidante de um organismo, tais como, avaliagdo da capacidade antioxidante
total, deteccdo de componentes do sistema antioxidante e afericdo de produtos
gerados a partir da oxidacdo de biomoléculas. A avaliagdo da capacidade
antioxidante total pode ser determinada através da capacidade antioxidante trolox
equivalente (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity- TEAC), capacidade de
absorbancia de radicais-oxigénio (Oxygen-Radical Absorbancy Capacity- ORAC),
habilidade do plasma em reduzir o ferro (Ferric-Reducing Ability of Plasma- FRAP).
Entre outros métodos, pode-se detectar a producado direta das espécies reativas por
fluorescéncia, quimiofluorescéncia, resonancia eletrbnica spin (electron spin
resonanc- ESR) ou mensurando a atividade oxidase. Outras formas utilizadas para
afericho do estresse consistem em detectar indiretamente por métodos
espectrofotométricos e cromatométricos a atividade das enzimas antioxidantes,
como, a SOD, CAT, GSH-Px, GR, ou pela deteccdo de antioxidantes nao
enzimaticos, como, GSH, acido ascérbico, B-caroteno, tocoferol, acido durico,
ceruplamina, tranferrina em tecidos, sangue e outros fluidos bioldgicos (PEREZ-
MATUTE et al. 2009).

A avaliacdo de danos oxidativos em macromoléculas, pode ser mesurada
por afericdo de produtos gerados a partir da oxidagdo de moléculas como proteinas,
acucares, acidos nucléicos e lipidios. Por exemplo, quando ha oxidacao de lipidios,
sdo gerados varios compostos como, malondialdeido (MDA), que pode ser
qguantificado e utilizado para avaliar dano oxidativo em lipidios. Para a deteccao de
danos em proteinas, utilizam-se métodos de deteccdo de grupos carbonilas. Pode-
se também verificar os danos diretos provocados por estresse oxidativo a moléculas
de DNA utilizando a técnica de ensaio cometa (VASCONCELOS et al. 2007).

Nesse sentido, estudos a cerca da avaliagdo do estresse oxidativo vém
adquirindo relevancia significativa, haja vista, que o0s marcadores oxidativos
desempenham importante papel na génese de processos metabdlicos que culminam
na ocorréncia de enfermidades cronicas degenerativas. Desta forma, esfor¢cos tém
sido realizados no sentido de identificar marcadores para avaliacdo do estresse

oxidativo, com o0 objetivo de sistematizar sua utilizacdo no diagnéstico, bem como,
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na elucidacdo de mecanismos e implicagbes bioldgicas do dano oxidativo,
possibilitando o planejamento de acbes eficazes no controle e prevencéo de tais
processos (MAYNE, 2003; REYES et al. 2006; VINCENT et al. 2007; BARBOSA et
al., 2008).

Desta forma, acredita-se que, através da determinacdo da atividade de
enzimas antioxidantes e danos oxidativo em pacientes que estejam submetidos ao
tratamento com o PQT, possa-se estabelecer a relacdo entre a administracdo da
dapsona e a ocorréncia de estresse oxidativo, contribuindo desta forma com o
desenvolvimento de linhas de pesquisas que visem esclarecer a participacdo de
farmacos como fatores etioldgicos no desenvolvimento de eventos adversos a longo
e meédio prazo. Assim como, estes estudos podem favorecer o desenvolvimento de
novas terapéuticas baseadas em substancias antioxidantes que previnam o estresse
oxidativo presente em pacientes com doencas infecciosas e uso de terapéuticas
bastantes toxicas. Além disso, a identificacdo de futuros marcadores de estresse
oxidativo e/ou terapéuticos na pratica clinica, e a investigacdo de reacfes adversas
provocados pelos medicamentos € de grande contribuicdo a area da saude. Visto
que, uma das maiores necessidades terapéuticas atuais é avaliacdo progndstica
precoce de quadros de injdrias teciduais ou melhorias terapéuticas provocadas pelo
medicamento e/ou processos infecciosos, tal fato pode auxiliar profissionais da
salude a detectarem e intervirem precocemente nos danos ocasionados em

pacientes com diferentes patologias, como a hanseniase.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Determinar as concentracdes séricas de Dapsona em pacientes com
Hanseniase antes e durante o tratamento com a forma multibacilar e paucibacilar,

correlacionando-as com o desenvolvimento do estresse oxidativo.

3.2. Objetivos especificos
% Dosar as concentracbfes plasmaticas de Dapsona nos pacientes com
hanseniase na terceira dose supervisionada de poliquimiterapia;

% Determinar a concentracdo sanguinea de GSH em individuos sem a doenca e
nos pacientes com hanseniase antes e na terceira dose supervisionada de
poliquimiterapia;

% Determinar as atividades das enzimas SOD e CAT em individuos sem a
doenca e nos pacientes com hanseniase antes e na terceira dose supervisionada
de poliquimiterapia;

% Determinar a capacidade antioxidante total em individuos sem a doenca e nos
pacientes com hanseniase antes e na terceira dose supervisionada de
poliquimiterapia;

% Determinar a concentracdo de Oxido nitrico em individuos sem a doenca e
nos pacientes com hanseniase antes e na terceira dose supervisionada de
poliquimiterapia;

% Avaliar a peroxidacao lipidica em individuos sem a doenca e nos pacientes
com hanseniase antes e na terceira dose supervisionada de poliquimiterapia;

% Determinar do percentual de metemoglobina e presenca de corpos de Heinz
em individuos sem a doenca e nos pacientes com hanseniase antes e na terceira
dose supervisionada de poliquimiterapia;

% Fazer a correlagdo entre cada um dos parametros indicativos de estresse
oxidativo avaliados no trabalho e as concentragbes de dapsona, nos pacientes na

terceira dose supervisionada de poliquimiterapia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Obtencao das amostras de sangue

Para a realizacdo deste estudo, foram incluidos pacientes que deram entrada
como casos novos de hanseniase, na Unidade de Referéncia Especializada Dr.
Marcello Candia em Marituba, Para (ANEXO B) e na Unidade Basica de Saude do
Guama em Belém, Para (ANEXO C).

Os voluntérios foram esclarecidos quantos o objetivo do estudo e finalidade
dos resultados, obedecendo aos Aspectos Eticos e Legais da Resolugdo 196/96. Os
mesmos foram divididos em dois grupos: pacientes com a forma multibacilar (MB), e
paucibacilar (PB). Para a alocacdo em um destes grupos levou-se em consideracao
o exame clinico e baciloscopico e eventualmente, biopsia de pele. As amostras
foram coletadas antes de ser administrada a primeira dose supervisionada de PQT
(DO) e logo apds o paciente ter ingerido a terceira dose supervisionada (D3) de
tratamento (dois meses apds a primeira coleta). Em ambos os grupos foram
coletados 10 mL de sangue venoso.

O grupo controle foi constituido de voluntarios saudaveis, sem a
doenca que trabalhavam nas duas instituicdes e que e se enquadravam nos critérios
de exclusdo, também estabelecidos aos pacientes com hanseniase. Foram
excluidos do estudo, individuos que apresentaram historico de etilismo, fumo,
reacdo hansénica, diabetes de mellitus, problemas cardiacos e outras doencas
sistémicas ou co-infec¢des (a fim de evitar que esses fatores possam interferir nos
parametros estudados). Como critério de inclusdo na pesquisa tanto os individuos
do grupo controle quanto os pacientes portadores de hanseniase deveriam
apresentar as seguintes caracteristicas: individuos de ambos os sexos e idade entre
20 a 45 anos (figura 14).
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GRUPO CONTROLE GRUPO DE ESTUDO
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Figura 14- Representacdo dos grupos de voluntarios participantes da pesquisa. Hanseniase DO=
Grupo de pacientes com hanseniase antes do tratamento; Hanseniase D3= grupo de pacientes com
hanseniase na terceira dose supervisionada.
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A amostra de sangue coletada foi transferida para trés vacuntaineres: um com
EDTA para obtencdo de sangue total, outro foi centrifugado para obtencdo de
plasma e o ultimo sem EDTA para o soro (figura 15).

Figura 15- Delineamento da pesquisa

4.2. Andlise laboratorial das amostras
42.1. DETERMINA(;AO DOS TEORES PLASMATICOS DE DAPSONA:

As concentracdes plasmaticas de dapsona foram determinadas de acordo
com os procedimentos de extracdo e quantificagcdo padronizados por Kwadir e
Torano (2002), empregando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (figura 16). O
modelo do cromatografo utilizado no trabalho foi ProStarVARIAN, com coluna ODS
RP18, 25cm X 4mm (figura 17), deteccdo no ultravioleta em comprimento de onda

de 295 nm e fluxo de 1mL/min. Como fase mével utilizou-se solucdo aquosa de
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acetonitrila 30% e como padréo interno, solugao de fenacetina de 100 pg/mL. As

concentragdes de dapsona das amostras foram expressas em pg/mL.

-800 L de diclorometanao
-10 pL de solugdo de MaOH 0,1
- 30 pL de solugdo padrio de Fenacetina 100 pL/mL

- Agitar emvortex por30 s

- Centrifuga refrigerada por 2 min., 0°C, 2500 r.p.m
¥

-Desprezar - Banho-maria 50°C, até evaporartodo
solvente
- Ressuspender com 50 pL de fase movel

(solucdo aguosa de acetonitrila 30%)

Figura 16- Procedimentos para determinacdo de dapsona em plasma de pacientes com hanseniase
em D3.
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Figura 17- Modelo ProStarVARIAN, com coluna ODS RP18, 25cm X 4mm
Fonte: Acervo pessoal

4.2.2. AVALIACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.2.2.1. Determinagéo de glutationa reduzida

A determinacao dos niveis intracelulares da forma reduzida da GSH baseia-se
na capacidade da GSH em reduzir o 4cido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) para
acido nitrobenzdéico (TNB), o qual sera quantificado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al. 2007).

Para as determinacdes das concentracdes de GSH foi utilizada a metodologia
adaptada de Ellman, 1959, Inicialmente é realizada lavagem de hemacias na
amostra de sangue coletada. Em seguida, é retirada da papa de heméacias resultante
uma aliquota de 200 pL é adicionada a 1800 uL de agua destilada, para que seja
realizada a determinacdo da concentragdo de GSH conforme mostra a ilustragédo

abaixo (figura 18):
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-

Espectrofotdmetro em comprimento de onda de 412 nml

Figural8- Procedimento para determinagéo de glutationa reduzida

A concentracdo de GSH das amostras foi expressas em pg/mL

4.2.2.2. Determinacéo da superoxido dismutase

A determinacdo da atividade da SOD foi realizada segundo a técnica
preconizada por McCord e Fridowich, 1969, adaptada. Esta metodologia detec¢éo
indireta da atividade da SOD, pois, a presenca desta enzima na amostra, promove a
conversdo do O, em H,0O, e O,, impedindo consequentemente a reducdo do

citocromo C,que que é detectada por espectrofotometria em comprimento de onda
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de 550nm. A atividade da enzima SOD foi expressa em nmol/ mL de sangue. Abaixo
(figura 19) esta descrito 0 esquema para determinacao da atividade enzimatica.

Figura 19- Procedimento para determinagdo de SOD

4.2.2.3. Determinacgéo da catalase

A determinacgdo da atividade da enzima CAT foi realizada segundo a técnica
adaptada de Beutler, 1975 (figura 20). Através desta metodologia, avalia-se a
capacidade da enzima presente na amostra converter o H,O, em agua e oxigénio. A
leitura do decaimento do H,O, foi realizada por espectrofotometria no ultravioleta a
240nm e os valores de CAT foram expressos em unidade de catalase por g de
proteinas (quantidade de catalase necessaria para hidrolisar 1umol de H,O,/min./g
de proteina, a 37°C, pH 8).
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Figura 20- Procedimento para determinagéo da atividade da enzima catalase

4.2.2.4. Avaliacao da capacidade antioxidante total

Para determinagcédo deste parametro foi realizado o teste TEAC (capacidade
antioxidante Trolox equivalente), que consiste na inibicdo do cation ABTS+- (radical
2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, sal de diamdnio), por antioxidantes
presentes na amostra (VASCONCELOS et al. 2007).

A metodologia empregada neste trabalho foi adaptada de Rufino et al. (2007),
onde, inicialmente, sdo preparadas as seguintes solucdes estoques: 7 mmol de
ABTS e 2,45 mmol de persulfato de potassio. A partir da mistura destas duas

solugdes (88 uL de solugdo ABTS e 5 uL de persulfato) foi originada uma solugao
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de radical ABTS+e, que ficou em repouso em auséncia de luz por 12 horas,
originando uma soluc¢éao azul marinho.

ApoOs este periodo, foi preparada uma solucdo trabalho, onde, 1 mL de
solucéo de radical ABTS+ foi misturado com etanol (P.A.) até a absorbancia chegar
proximo aos 0,7 em 734 nm. O percentual de inibicdo de ABTS+« é determinado em

funcdo do tempo e encontra-se esquematizada na ilustracdo abaixo (figura 21).

-

Figura 21: Procedimento para determinacdo da capacidade antioxidante total.

A capacidade antioxidante total das amostras foi expressa em pmol/mL de

plasma.

4.2.2.5. Dosagem de 6xido nitrico

A determinacdo de NO envolve, geralmente, procedimentos
espectrofotométricos baseados na reacdo de Griess. A reacao de nitrito presente no
soro e o reagente de Griess (sulfanilamida e N-1-naftiletiienodiamina) origina um
cromégeno de cor rosa, que é detectado por leitor de ELISA em comprimento de
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onda de 540 nm. As concentracdes de NO na amostra foram determinadas como
descrito por Granger et al. 1999 (figura 22). A absorbancia das diferentes amostras
foi comparada aos valores obtidos da curva padréo realizada com nitrito de sodio
(Vetec) e os resultados encontrados foram expressos em Mm.

Figura 22- Procedimento para detecgdo de éxido nitrico.

4.2.2.6. Medida de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

A andlise do dano oxidativo por peroxidacao lipidica se foi realizada através
da determinagcdo de malondialdeido (MDA). Aldeidos sempre sdo produzidos em
processos de peroxidacdo lipidica, sendo o MDA o mais abundante. Cada
molécula de MDA reage com 2 moléculas do &cido tiobarbitarico. O Resultado
desta reacdo €é um composto de cor rosa que pode ser detectado
espectrofotometricamente medindo sua absorcdo a 535nm ( HAGE, 2008). Para
determinar as concentragbes de MDA nas amostras utilizou-se a metodologia
adaptada de Ohkawa et al.(1979), esquematizada na ilustracao abaixo (figura 23):
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Figura 23- Procedimento para determinacdo das concentracdes de espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico.

Os resultados de MDA foram espressos em nmol/mL de plasma.

4.2.2.7. Determinacéo do percentual de metemoglobina

A técnica realizada neste estudo baseou-se na metodologia proposta por
Hegesh (1970), onde o percentual de MetHb é avaliado, observando-se a variacao
de absorbéancia causada pela adi¢cdo de cianeto de potassio (KCN) num hemolisado
tamponado com ferricianeto de potassio (K3Fe (CN) 6) e outro tubo sem este
reagente. O tubo contendo hemolisado e (K3Fe (CN) 6) foi utilizado como padréo,
haja visto que, este composto quimico, foi empregado para converter todas as
formas possiveis de hemoglobina (Hb) para MetHb. As dosagens para determinacao

do percentual de MetHb foram realizados em duplicata e valores inferiores a 2%
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foram considerados normais. Abaixo (figura 24), est4 esquematizado o procedimento
realizado para determinacao de MetHb nas amostra coletas.

|

Agitar por inversao Ix

Repouso por 3 min.

A1 A‘!

' ﬁ - [HI
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Figura 24 : Procedimento para determinacdo de metemoglobina.

Para o calculo do percentual de metemoglobina na amostras deve-se utilizar a

seguinte férmula:

% MeHb= __ (Al- A3) x 100
12x(A2-A4)
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4.2.2.8. Analise da presenca de corpos de Heinz

A precipitacdo de agregados protéicos junto da membrana citoplasmatica
forma os chamados corpos de Heinz. Tais inclusdes podem ser observadas ao
microscopio optico mediante coloracdo com cristal violeta ou azul de cresil brilhante,
sendo visualizados como inclusbes globulares de aproximadamente 3 pm
(BEUTLER et al. 1994).

A andlise laboratorial para a quantificagdo dos corpos de Heinz foi baseada
na metodologia empregada por Rimiolli e Godoy ( 2001) e esta descrita na ilustracédo
abaixo (figura 25).

Figura 25- Representacdo dos procedimentos para verificagdo da presenca de corpos de Heinz.
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Para quantificacdo dos corpos de Heinz foram considerados como critérios de
avaliacao os seguintes resultados (quadro 4):

Resultado Interpretacao
Nenhum corpusculo Ausente
encontrado
Maior ou igual a 1:500 Doente
células

Quadro 4. Critérios para avaliacéo da presenca de corpos de Heinz em esfregagos sanguineos

4.3. Andlise estatistica

As informacdes coletadas durante a realizagdo do trabalho foram
armazenadas em banco de dados Microsoft Acess 2007. Foram utilizados dois
programas estatisticos neste trabalho: o Graphpad Prism e BIOESTAT 5.0. O teste
ANOVA One -Way do programa Graphpad Prism foi utilizado para a analise
estatistica e confeccdo dos graficos, relativos a comparacdo entre oS grupos
controle e pacientes com hanseniase. No programa BIOESTAT 5.0 realizou-se a
correlacdo de Spearman, teste de Kolmogorov-smirnov e Qui-quadrado O nivel de

significancia aceito foi de 5%.

4.4. Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Pard, sob protocolo de aprovacdo 079/09 ( ANEXO A).
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5. RESULTADOS

O periodo de coleta das amostras de pacientes com hanseniase e dos
individuos do grupo controle ocorreu do més de maio de 2010 a maio de 2011.
Neste periodo foram obtidas vinte e trés amostras de pacientes com hanseniase
sem tratamento (denominado grupo DO) e vinte amostras de pacientes do grupo
controle, sem a doenca. Dos vinte e trés pacientes que iniciaram esta pesquisa
somente treze foram acompanhados na terceira dose supervisionada de PQT
(denominado grupo D3) e permanecendo até o final da pesquisa. Os outros dez
pacientes que iniciaram no estudo ndo puderam continuar sendo monitorados, pois
trés deles apresentaram intolerancia a dapsona e na terceira dose supervisionada
estavam fazendo esquema alternativo. Um paciente abandonou o tratamento e 0s
outros seis apesar de inicialmente receberem a medicacao na unidade de referéncia
Marcelo Candia, a partir da segunda dose optaram por serem contra referenciados
para unidade de saude que se localizava préxima as suas residéncias.

Quanto a forma clinica, de acordo com a classificagdo operacional da
Organizacdo Mundial da Saude, observou-se que a maioria dos pacientes
apresentou a forma multibacilar (18/72,26%) e somente 21,74% (n=5) pertencia ao

grupo paucibacilar (figura 26).

B Paucibacilar

Multibacilar

Figura 26- Distribuicdo dos pacientes participantes do estudo, segundo a classificacdo operacional da
Organizagdo Mundial da Saude.
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A forma clinica paucibacilar mostrou predominédncia do género feminino
(04/80%), sendo apenas um paciente pertencente ao género masculino
diagnosticado com este tipo de hanseniase (01/20%). Nos pacientes multibacilares,
0 género masculino apresentou maior prevaléncia (13/72,2%) quando comparado ao
feminino (05/27,8%) ( tabela 1).

A distribuicdo dos casos por faixa etaria mostrou que nos pacientes
paucibacilares a faixa etaria predominante foi de 40 a 45 anos (03/60%), seguida da
faixa etaria de 20 a 24 anos e 25 a 29 anos, na qual se obteve um paciente por
grupo (1/20%). Nos individuos multibacilares, a maioria dos pacientes se encontrava
na faixa de 20 a 24 anos (06/33%), seguida de 35 a 39 anos (05/28% - Tabela 1).

Em relac&o ao indice baciloscépico (IB), observou-se que todos os pacientes
paucibacilares (05/100%) ndo apresentaram este dado descrito nos prontuarios,
sendo estes casos considerados como “ignorado”. Entretanto, os pacientes
multibacilares apresentaram em sua maioria IB igual a zero (8/44% dos casos),
seguido de IB de 3,1-4,0 (02/11%). Em contrapartida, foram observados poucos
casos de pacientes MB com IB igual a 1,1-2,0 (n=1) e 2,1-3,0 (n=1).

Com relacédo ao grau de incapacidade, a maioria dos pacientes paucibacilares
foi classificada como apresentando grau zero de incapacidade (4/80%), ou seja, ndo
apresentavam incapacidades. Nos pacientes multibacilares, o grau de incapacidade
mais frequente também foi o grau zero (8/44%), seguido dos pacientes
apresentavam grau de incapacidade igual a dois (n=4/22%). Apenas 17% dos
pacientes multibacilares apresentavam grau um de incapacidade (n=3). Em ambos
0S grupos, 0s pacientes que nao apresentavam este dado descrito no prontuério
foram classificados como “ignorado” (Tabela 1).

A avaliacdo do comprometimento nervoso dos individuos hansénicos que
participaram do estudo revelou que na forma paucibacilar 30% dos casos (n=3) nao
foi observado o comprometimento de nenhum nervo periférico. Os individuos
classificados como multibacilares na sua maioria (6/33%) ndo apresentaram nervos
afetados, seguidos de pacientes que apresentavam dois nervos (n=2) a trés nervos
afetados (n=2). Uma percentagem bem pequena dos pacientes multibacilares (1/6%)
apresentava somente um nervo afetado. Em ambos 0s grupos, 0s pacientes que nao
apresentavam este dado descrito no prontuario foram classificados como “ignorado”
(Tabelal).



Tabela 1: Perfil dos pacientes de hanseniase participantes da pesquisa, segundo a classificagédo

operacional em pauci e multibacilar.

Classificacdo operacional OMS

Variaveis
Paucibacilar Multibacilar
Género
n (%) Estatistica n (%) Estatistica Estatistica
Feminino 04(80) x*=36.0 05(27.8) x*=19.4 p<0.0001
p<0.0001 p<0.0001
Masculino 01(20) 13(72.2)
Total 5(100) 18(100)
Intervalo de idade
(anos)
2024 01(20) 06(33)
25-29 01(20) 2320 04(22) = 13.08
30- 34 00(00) 00(00) p<0.01
p<0.0001 p =0.0029
35 -39 00(00) 05(28)
40-45 03(60) 03(17)
Total 5(100) 18(100)
1B
0 00(00) 08(44.5)
0,1-1 00(00) 00(00)
1,1-2,0 00(00) 01(5.5) e 66,44
2,1-3,0 00(00) 01(5.50) p<0.0001
3,1-4,0 00(00) 02(11) p<0.0001
4,1-6,0 00(00) 01(5.5)
Ignorado 05(2100) 05(28)
Total 05(100) 18(100)
Grau de
incapacidade
0 04(80) 08(44)
1 00(00) X =36.0  03(17) x*=16.40
2 00(00) p<0.0001  04(22) p=0.0009 p<0.0001
Ignorado 01(20) 03(17)
Total 05(100) 18(100)
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Nervos afetados

0 03(60) 06(33)
1 00(00 01(6
(00) xX'=4.0 ©) X =49.9
2 00(00) 02(11) p<0.0001
p>0.05 p<0.0001
3 00(00) 02(11)
Ignorado 02(40) 07(39)
Total 05(100) 18 (100)

* |B:indice Baciloscopico

Neste trabalho, as concentracdes plasmaticas de dapsona foram mensuradas
por CLAE. Os resultados obtidos desta afericdo mostram que os pacientes com
hanseniase apds a terceira dose supervisionada de PQT (D3) apresentaram
concentracdes plasmaticas de dapsona de 0.552+ 0.037 pg/mL.

A analise do farmaco no plasma por forma clinica da doenca mostrou que
pacientes multibacilares apresentaram concentracdo de dapsona de 0.518 = 0.029
Hg/mL e pacientes paucibacilares de 0.662 + 0.123 pg/mL. N&o foi observada
diferenca significativa entre as concentracoes de dapsona nos pacientes com as

diferentes formas clinicas (p>0,05, Tabela 2).

Tabela 2. Concentracbes plasmaticas de dapsona determinadas em amostras de pacientes com
hanseniase nas formas clinicas multi e Paucibacilar de acordo com o tempo de tratamento em
meses.

Periodo de Concentracfes de Dapsona (ug/mL) por forma clinica
Tratamento
(meses) Multibacilar Paucibacilar
DO ND ND
D3 0,518 +0.029 0,662 + 0.123

ND - N&o Detectado; os valores foram expressos em Média + Desvio Padrdo; DO= Grupo de
pacientes com hanseniase antes do tratamento; D3= grupo de pacientes com hanseniase na terceira
dose supervisionada.
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Os niveis GSH nos pacientes com hanseniase DO encontravam-se com
valores similares ao grupo controle (p>0,05). O nivel médio de GSH encontrado no
sangue dos pacientes DO foi de 4.16£0.74ug/mL, e no controle foi 3.33+£0.35 pg/mL.
No entanto, nos sangue de pacientes hanseniase (grupo D3) foi observado aumento
significativo de GSH (7.00+£1.09 pg/mL) quando comparado comparados aos
pacientes DO e do grupo controle (p<0,001) (Figura 27).

Hanseniase DO A

Controle - —|

Q % © oY
GSH (ng/mL)

Figura 27-Concentracdo sanguinea de GSH em individuos saudaveis do grupo controle e
pacientes com hanseniase antes do tratatamento (DO) e ap6s a terceira dose supervisionada
de tratamento (D3). A determina¢do dos niveis intracelulares da forma reduzida da GSH baseia-se
na capacidade da GSH em reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) para acido
nitrobenzédico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em comprimento de onda de 412
nm. Os valores apresentados no grafico estdo expressos como média + D.P. *p<0,05 comparado ao
grupo controle (ANOVA).
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A atividade da SOD eritrocitaria se apresentava significativamente reduzida
nos pacientes com hanseniase DO comparada ao controle (p <0,05). Os niveis de
SOD encontrados nos pacientes DO foi de 69.88+12.26 nmol/mL, e no controle foi de
138.42+14.99 nmol/mL. No grupo hanseniase D3, os valores de SOD também se
apresentaram diminuidos significativamente quando comparado ao grupo controle (p
< 0,05), com valores médios de 80.40+15.10 nmol/mL(Figura 28).

Hanseniase D3 *

Hanseniase DO

Controle A _|

N o Q

A

L] L]
© o
S N3 N

»
SOD (nmol/mL)

Figura 28- Atividade da SOD em individuos saudaveis do grupo controle e pacientes com
hanseniase antes do tratatamento (DO) e apds a terceira dose supervisionada de tratamento
(D3). Atividade enzimética foi avaliada pela da SOD catalisar a conversdo de O, em H,0, e O,, que
foi detectada por espectrofotometria em comprimento de onda de 550nm. Os valores apresentados
no grafico estdo expressos como média + D.P. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA).
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A atividade da enzima CAT eritrocitaria nos pacientes com hanseniase DO
apresentou uma reducdo, mas nao significativa quando comparado ao grupo
controle (p > 0,05). Os valores médios de CAT nos pacintes DO foi 14.06 + 2.06 U/g
de proteina), e no grupo controle foi 19.52 + 2.48 U/g de proteina. No entanto, nos
pacientes em tratamento com PQT (D3), os niveis médios de catalase encontravam-
se reduzidos de forma significativa (10.29 = 2.02 U/g de proteina) quando

comparado ao grupo controle (p < 0,05) (Figura 29).

Hanseniase D3 *

Hanseniase DO -

Controle - _|

Catalase (U/g de proteina)

Figura 29-Atividade da enzima Catalase em individuos saudaveis do grupo controle e
pacientes com hanseniase antes do tratatamento (DO) e ap6s a terceira dose supervisionada
de tratamento (D3). A atividade da CAT foi avaliada pela capacidade da enzima presente ha amostra
em converter o H,O, em 4gua e oxigénio. A leitura do decaimento do H,O, foi realizada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 240nm. Os valores apresentados no gréfico estédo
expressos como média £ D.P. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA).
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Com relacdo a avaliagdo da capacidade antioxidante total, avaliada através
da atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), observou-se aumento
significativo de TEAC tanto no grupo hanseniase DO (p<0,0001) quanto no grupo D3
(p<0,0001) em relac&o ao controle (1.42+0.18 pmol/mL). Os niveis médios de TEAC
mensurados nos de pacientes antes do tratamento (DO) foi de 2.91+0.42 pmol/mL,
enquanto nos pacientes apos a terceira dose supervisionada (D3) foi de 3.04
+0.53umol/mL (Figura 30).

Hanseniase DO -

Controle - —|

Q N v % ™
TEAC (pmol/mL)

Figura 30- Capacidade antioxidante total, avaliado pelo método da atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) em individuos saudaveis do grupo controle e pacientes com
hanseniase antes do tratatamento (DO) e apds a terceira dose supervisionada de tratamento
(D3). O TEAC baseou-se na inibicdo do cation ABTS+e (radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato, sal de diaménio) pelos antioxidantes presentes na amostra. A reacdo foi lida em
comprimento de onda de 734 nm .Os valores apresentados no grafico estdo expressos como média +
D.P. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA).
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Os niveis de 6xido nitrico no soro dos pacientes com Hanseniase DO e D3,
mostraram-se aumentados significativamente quando comparados aos individuos
saudaveis (p<0,01). As concentracdoe de NO encontrados nos individuos do grupo
controle foi de 6.89+ 1.80 mM, e em pacientes DO foi 18.9+2.39 mM, valores

similares aos obtidos no grupo D3 (18.45+£3.82 mM). (Figura 31).

renseniase S H‘H‘H‘HHH‘HHHHHHHHH *

Hanseniase DO =

Controle 4 —|

NO (mM)

Figura 31-Concentracdo de NO no soro de individuos saudaveis do grupo controle e pacientes
com hanseniase antes do tratatamento (DO) e apds a terceira dose supervisionada de
tratamento (D3). A determinacdo de NO foi realizada pela reacéo deste composto com o reagente de
Griess lida em comprimento de onda de 540 nm. Os valores apresentados no grafico estdo expressos
como média + D.P. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA).
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O Malondialdeido (MDA) foi medido como um indice de peroxidacao lipidica
no plasma de pacientes e individuos saudaveis. O valor médio de MDA no grupo
Hanseniase DO foi de 1.33 +0.21nmol/mL, enquanto que no grupo hanseniase D3 a
média de MDA foi de 1.12+0.24 nmol/mL. Os pacientes do grupo controle
apresentaram valores médios de MDA de 1.56+0.20. N&o houve diferenca

significativa dos pacientes DO e D3 em relagcdo ao controle (P> 0,05) (figura 32).

Hanseniase D3

Hanseniase DO A

Controle 4 —|

T T T
IS © N 2 o> oS

MDA (nmol/mL)

Figura 32-Niveis de Malondialdeido em individuos saudaveis do grupo controle e pacientes
com hanseniase antes do tratatamento (DO) e apds a terceira dose supervisionada de
tratamento (D3). As concentracdes de MDA foram determinadas pela capacidade de reacéo desta
substancia com o &cido tiobarbitdrico. A reacéo foi lida em espectrofotbmetro em comprimento de
onde de 535nm. Os valores apresentados no grafico estdo expressos como média + D.P. *p<0,05
comparado ao grupo controle (ANOVA).
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Com relagdo a porcentagem de metemoglobina ndo se observou diferenca
significativa entre o percentual de MetHb em amostras de sangue de pacientes com
hanseniase sem tratamento (DO) quando comparado ao grupo controle. Nos
pacientes com hanseniase DO, o valor médio de MetHb foi de 0.75+0.07%, enquanto
os individuos saudaveis (controle) apresentaram média de 0.66+0.05%. No entanto,
estes mesmos individuos apdés a terceira dose supervisionada de PQT (D3)
apresentaram percentual de MetHb com valores acima dos considerados normais
(< 2%), com média de 3,29+ 0.74% (Figura 33).

Hanseniase D3 *
"o "
e
Hanseniase DO -:-:-:-:-:-3{
e
e
Controle -
1 1 1 1
o° N > »° o>

Metemoglobina (%)

Figura 33-Percentual de metemoglobina em individuos saudaveis do grupo controle e
pacientes com hanseniase antes do tratatamento (DO) e ap6s a terceira dose supervisionada
de tratamento (D3). As dosagens de MetHb foram realizadas em duplicata e imediatamente apés a
coleta das amostra, sendo considerados como normais os valores < 2%. Os valores apresentados no
grafico estdo expressos como média + D.P. *p<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA).
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Com relacdo presenca de corpusculo de Heinz, os resultados expressos na
Tabela 3 mostram que somente um paciente DO apresentou corpusculo de Heinz no
sangue, na proporcédo de 1 corpusculo a cada 500 células contadas. Enquanto, cinco
pacientes pertencentes ao grupo D3 apresentaram este efeito hematologico, porém
em maior propor¢céo (dois ou mais corpusculo para cada 500 células contadas -
Tabela 3).

Tabela 3: Presenca de corpos de Heinz em esfregacos sanguineos dos individuos participantes do
estudo.

Corpusculo de Heinz

GRUPOS Ausente Presente TOTAL DE
PACIENTES
Controle 20 0 20
Hanseniase DO 22 1 23
Hanseniase D3 8 5 13

Hanseniase DO= Grupo de pacientes com hanseniase antes do tratamento; Hanseniase D3= grupo
de pacientes com hanseniase na terceira dose supervisionada.

A partir do teste de correlacdo de Spearman foi possivel avaliar a correlacédo
entre as variaveis de estresse oxidativo e 0s niveis de concentracdo plasmatica de
dapsona nos pacientes com hanseniase D3, mostrando que ndo houve correlagdo

significativa entre estes parametros (Tabela 4).

Tabela 4. Correlagdo entre concentracdes de dapsona e parametros indicativos de estresse oxidativo
em amostras biol6gicas de pacientes com hanseniase apés a terceira dose supervisionada de PQT.

Variaveis r de Spearman P valor
Dapsona x NO 0.3796 0.2007
Dapsona x metemoglobina 0.2036 0.5047
Dapsona x TEAC 0.4099 0.1641
Dapsona x glutationa 0.2213 0.4674
Dapsona x SOD -0.2814 0.3517

Dapsona x MDA -0.0718 0.8156
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6. DISCUSSAO

O monitoramento terapéutico de farmacos ou seus metabdlitos é fundamental
para promover ajuste posologico, sempre que sdo obtidas evidéncias de que existe
correlagcdo entre as concentracdes obtidas da substancia analisada e os efeitos
toxicos ou terapéuticos observados (LINDER e KECK, 1998; MITCHELL, 2000).

Nesse sentido, ha muitos trabalhos que tém procurado avaliar as
concentragfes plasmaticas de farmacos e estabelecer uma correlacdo com eventos
toxicos visualizados in vivo apdés o uso dos mesmos (CARRAZZA et al. 2000;
MALFARA et al. 2005; LINDEN, 2006; MALINTAN e MOHD,2006; DE MORAES
et al.2008, VIEIRA e VALENTE , 2009; FERREIRA, 2010).

Neste trabalho, foram mensuradas as concentracdes plasmaticas de dapsona

por CLAE. Os resultados obtidos desta afericAo mostram que pacientes com
hanseniase apds a terceira dose supervisionada de PQT apresentam concentracdes
plasmaticas médias de dapsona de 0.552+0.037 pg/mL. Estes resultados foram
similares aos obtidos por Vieira et al. (2010), onde 90% dos pacientes com
hanseniase em uso de PQT, apresentaram niveis terapéuticos de dapsona no
plasma que variavam de 0,5-5 pg/mL.

Estudo realizado por Zuidema et al. (1986) mostrou que apds a
administracdo de dapsona em dose Unica de 100 mg/dia em pacientes voluntarios,
as concentragdes plasmaticas variavam em torno de 0,4 a 1,2 ug/mL. Além disso, ha
relatos de que vinte e quatro horas apds a ingestdo oral de 100 mg de dapsona,
suas concentra¢cdes plasmaticas variam de 0,4 a 1,2 ug/mL , e que 100 mg/dia deste
farmaco produz uma concentracdo plasmatica no estado estacionario de 2 a 6
pmol/L (ELLARD, 1966; ZUIDEMA et al. 1986). Queiroz (1997) também verificou
que os niveis plasmaticos terapéuticos de dapsona nas doses de 100mg/dia em
pacientes em uso crénico encontravam-se na faixa de 1,04 a 3,05 pg/mL. Outros
estudos mostraram que, apos a ingestdo de doses de 50 a 300mg de dapsona, as
concentragdes séricas maximas atingidas variam de 0,63 e 4,82 mg / L (ZUIDEMA et
al. 1986; WOZEL, 1996). Segundo, Mc Evoy (2009) as doses preconizadas de 100
mg/dia de dapsona, resulta em concentracdes séricas maximas de 3,26 e 1,95 mg /

L (apds 24 horas).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Malintan%20NT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mohd%20MA%22%5BAuthor%5D
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Nesse sentido, a literatura mostra que as concentracdes deste farmaco no
plasma de pacientes com hanseniase sdo variaveis, contudo, permanecem dentro
do limite terapéutico. Além disso, os valores encontrados neste trabalho néo
correspondem a concentracdes toxicas. Segundo Carraza et al. (2000), quadros de
intoxicacdo leve por dapsona foram encontrados em paciente que apresentavam
concentracbes médias deste farmaco no plasma de 6.7 ug/mL, correspondendo a
administracdo de 6,5 comprimidos de dapsona de 100mg de uma Unica vez.

Os relatos de reacdes adversas associadas ao uso da dapsona, geralmente,
sdo dose-dependente ou independente da dose. A maioria das reacdes adversas,
comumente sdo de carater dose-dependente, no entanto estas reacdes sao
incomuns em doses de 50 e 100 mg/dia, geralmente preconizadas em esquemas
poliquimioterapicos (GRUNWALD e AMICHAI ,1996; WOZEL, 1996; ZHU e
STILLER, 2001; MC EVOQY, 2009).

As reacOes adversas relacionados ao uso da dapsona variam desde
problemas digestivos, como: nauseas, vomitos e estomatite. Outras manifestacbes
menos comuns sao: hepatites toéxicas, ictericia colestatica reacdes cutaneas por
fotossensibilidade, psicoses, e uma sindrome que ficou conhecida como a
“Sindrome da Sulfona” (‘rash” cutaneo, aumento de linfonodos, ictericia,
hepatoesplenomegalia e linfocitose com linfocitos atipicos (SANCHEZ- SALDANA,
2008). Além disso, distarbios hematoldgicos, como a metemoglobinemia (MetHba) e
hemolise sdo os achados toxicos mais frequentes durante o tratamento com este

farmaco (GOULART et al. 2002) e se mostram significativos, mesmo em doses usadas
normalmente para tratar a hanseniase (100 mg dapsona / dia) (HALIM e OGBEIDE, 2002).
A MetHba é uma situacao clinica, caracterizada pelo aumento do percentual

de MetHb no sangue (UDEH et al.2001). A MetHb é a forma oxidada da Hb
eritrocitaria, em que os fons Fe*? desta metaloproteina se encontram oxidados a
Fe™ e nesta forma, a Hb eritrocitaria tem baixa afinidade pelo oxigénio, nao
conseguindo se ligar ao mesmo (KERN et al. 2000; BARAKA et al. 2001; HAYMOND
et al. 2005). Normalmente, a Hb é oxidada formando MetHb, contudo os sistemas
redutores presentes no interior do eritrécito, como a citocromo B5 redutase e a
metemoglobina redutase NADPH dependente, conseguem manter estes niveis
dentro dos valores considerados normais (< de 2%) (CHUI et al. 2005; SUYAMA et
al. 2005).
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Entretanto, em condigbes patolégicas, o percentual de MetHb pode se
encontrar aumentado em virtude de doencas congénitas relacionadas a
sintese/metabolismo da Hb ou por inducéo devido a exposi¢cdo aguda de farmacos e
agentes quimicos com potencial oxidante que provocam desequilibrio redox nos
sistemas biologicos do organismo (BARKER et al. 2006). A forma adquirida da
MetHb é a mais freqlente, sendo que farmacos como, benzocaina, cloroquina
dapsona, lidocaina e primaquina estdo frequentemente associados a inducdo de
MetHb (WRIGHT et al. 1999).

Com relacdo a Dapsona, muitos estudos tém investigado o potencial
metemoglobinizante deste farmaco. Dentre estes, Queiroz et al. 1997 afirma que o
tratamento a longo prazo com dapsona (100mg/dia) pode resultar em MetHba e
hemolise significativa, sugerindo que a Dapsona € a principal responsavel por estes
achados hematoldgicos e que o uso da rifampicina e clofazimina ndo aumentam a
incidéncia de MetHba durante o tratamento.

Neste estudo, também se observou aumento significativo no percentual de
MetHb dos pacientes com hanseniase ap0s a administracdo de PQT (D3), cujo
percentual médio de MetHb foi de 3,29+ 0.74%. Nestes casos nenhuma
sintomatologia caracteristica dos processos de metemoglobinemia, como cianose,
taquicardia etc. Este dado sugere que a alteracdo neste parametro hematolégico,
deve-se a administracdo da PQT, e principalmente em virtude da dapsona, visto que
esta droga esta associada a altos indices de MetHba.

Estudo conduzido por Dalpino (1997) mostrou que o percentual de MetHb de
pacientes hansénicos que se encontravam sob tratamento de dapsona (100mg/dia),
estavam aumentados de forma significativa quando comparados ao grupo controle,
e gque em alguns casos foram observados niveis de MetHb superiores a 2%. Neste
sentido, a literatura relata que, geralmente, pacientes que apresentam taxas de
MetHb abaixo de 10% n&o apresentam nenhuma sintomatologia. Contudo, a partir
de 10-20% de MetHb no sangue, percebe-se o desenvolvimento de sinais clinicos
leves como cianose, e em casos mais graves onde estes valores se encontram
acima de 50%, os sintomas exibidos pelos pacientes sdo mais graves, podendo se
observar desde convulsdes, arritmias, acidose a quadros de coma e morte (SALAS,
2006).
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Os dois relatos de caso de intoxicagdo por dapsona descritos por Hansen et
al. 1994, mostram que 0s pacientes intoxicados por este farmaco apresentavam
MetHba sintomatica, com concentracdes de MetHb de 35% e 37%. Em criancas
apresentando quadros de intoxicacdo aguda por dapsona foram encontradas taxas
de MetHb que variavam de 23,5 a 49,7%, sendo que nestas situacdes foram
visualizadas manifestagfes clinicas como cianose, taquicardia, taquipnéia, vomitos,
dispnéia, agitacdo e diarréia (BUCARETCHI et al. 2000).

Estudos tém mostrado que os dois principais metabdlitos da dapsona (DDS-
NOH e o MDDS-NOH) apresentam papel fundamental na formacdo de MetHb.
Estudos in vitro tém demonstrado que a DDS-NOH e MDDS-NOH apresentam um
potencial citotéxico maior que outros metabdlitos hidroxilados e que a capacidade de
formar MetHb da DDS-NOH é dose—dependente (RELLY et al. 1998; RELLY et al.
1999). Além disso, Vage et al. 1994 relatam que tanto a DDS-NOH quanto a MDDS-
NOH sao capazes de induzir a formacdo de MetHb in vitro em amostras de sangue
de seres humanos.

Trabalho realizado por Ciccoli et al. (1999) mostraram que células tratadas
com DDS-NOH apresentaram aumento significativo na formacéo de MetHb quando
comparados ao controle, sugerindo desta forma que a presenca deste metabdlito
hidroxilado é essencial para desenvolvimento de efeitos hematotoxicos observados
durante tratamento com dapsona.

Um dos mecanismos sugeridos na literatura que explica o processo de
formacao de MetHb por parte DDS-NOH é que a Hb eritrocitaria sofreria oxidacao
por parte deste composto, levando a formacdo de MetHb e um composto derivado
da dapsona denominado de nitrosobenzeno, que € reduzido pela enzima NADH-
metemoglobina redutase e pela glutationa reduzida novamente a Dapsona, dando
continuidade ao processo de oxidagcao da Hb. Estima-se que este processo se repita
até que os niveis de glutationa estejam esgotados (KRAMER e GRADER, 1972;
COLEMAN e JACOBUS. 1993).

Geralmente, em pacientes portadores de MetHb é possivel observar os
produtos da agressdo oxidativa no interior dos eritrocitos, denominados de
corpusculo de Heinz. Os corpusculos de Heinz séo precipitados insoluveis formados
em decorréncia da desnaturagdo irreversivel da Hb. Quando presentes, estas

alteracdes hematoldgicas séo indicativas de processos oxidativo no interior dos
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eritrocitos, em virtude de doencas hereditarias ou devido a indugao por substancias
de carater oxidante, como a dapsona (WINTERBOURN, 1990).

Neste estudo, observou-se a presenca de corpusculos de Heinz
principalmente em esfregacos sanguineos de pacientes sob tratamento com PQT.
Estes resultados foram similares aos relatados por Rimiolli e Godoy (2001), onde
foram visualizados presenca de corpusculo de Heinz na maioria dos esfregacos
sanguineos de pacientes hansénicos que estavam realizando tratamento
poliquimioterapico para hanseniase. Outros estudos também tém associado 0 uso
de dapsona com o aparecimento deste achado hematoldgico no sangue. Uma série
de quatro casos foi apresentada por Smith e Alexander (1959), onde pacientes que
estavam fazendo uso de dapsona em doses que variavam de 50 a 100 mg/dia
apresentaram corpusculo de Heinz no decorrer do tratamento. Uma das hipoteses
propostas a cerca da formacdo induzida de corpusculo de Heinz, sugere que
farmacos de carater oxidante sdo responsaveis pela producao de espécies reativas,
como, O, , H,O,, entre outras) no interior de eritrécitos e que estas moléculas
levariam a oxidacdo da Hb, através de uma sequéncia de etapas oxidativas, que
culminariam na formacdo de intermediarios da metemoglobina, e produtos soluveis e
insolaveis resultantes da desnaturacdo da Hb (BEAVEN e WHITE,1954; MILLS e
RANDALL, 1958; JANDL et al. 1960).

Contudo, além da exposicdo a dapsona, outro fator pode estar relacionado
com a formacdo de corpusculo de Heinz em pacientes com hanseniase sob
esquema PQT, que € a presenca de um tipo especifico de Hb denominada HbE. H&
relatos de que individuos que expressam a HbE podem ter maior sensibilidade ao
estresse oxidativo e por isso, estariam mais propensos a desenvolver anemia
hemolitica com formacéo de corpusculo de Heinz quando em uso de dapsona na
dose de 50mg/dia (LACHANT e TANAKA, 1987).

Com o objetivo de proteger células, como os eritrocitos, das condi¢cdes
oxidativas apresentadas acima, 0 organismo conta com a presenca de agentes
antioxidantes. Nesse sentido, estes agentes desempenhariam o papel de regenerar
substratos ou prevenir significativamente a oxidacdo dos mesmos, mantendo o
equilibrio dos processos de oxi-reducdo celular (HALLIWELL, 2000). Um dos
mecanismos de defesa do organismo contra fenbmenos oxidativos intracelulares é o
antioxidante ndo enzimatico glutationa reduzida (GSH). A glutationa é um tripeptideo

presente em altas concentracbes no meio intracelular de células animais e na
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maioria das plantas e bactérias. No interior destas células pode se apresentar na
forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH), sendo que nos eritrécitos humanos cerca
de 99, 75% do total da glutationa encontrada estd na forma reduzida (MEISTER,
1983).

Neste estudo, a mensuracdo dos niveis de GSH em pacientes antes do
tratamento com a PQT (D0) mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as
concentracfes desta molécula nestes pacientes comparados ao grupo controle.
Estes dados ndo foram similares aos relatados em outros estudos que investigam a
capacidade antioxidante de pacientes com hanseniase, visto que geralmente tem se
observado reducdo nos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos como a GSH
(VIJAYARAGHAVAN et al. 2005; PRASAD et al. 2008).

Com relacéo aos niveis de GSH encontrados no sangue dos pacientes apos a
administracdo da 32 dose de PQT, nossos dados mostraram que as concentragoes
de GSH estavam aumentadas de forma significativa quando comparadas aos
pacientes sem tratamento e ao controle (p < 0, 001).

Os trabalhos que tentam elucidar o mecanismo de acdo da dapsona e de
seus metabdlitos nos sistemas redutores, como a GSH, tém sugerido que outros
fatores, que ndo sejam a deplecdo de GSH estejam relacionados com 0s eventos
oxidativos visualizados nas células do organismo em decorréncia da administracéo
deste farmaco (RELLY et al. 1999; DE MORAES et al. 2008; VEGGI et al. 2008).
Neste sentido, Veggi et al. 2008 relataram que as concentracdes de GSH no figado
de camundongos machos se encontravam aumentados durante tratamento com
DDS-NOH, no entanto nas fémeas as concentracdes de GSH foram similares ao
grupo controle.

Costagliola (1990) estima que a taxa de recuperacdo eritrocitaria da GSH
ocorre em menos de 10 minutos, com iSso, mesmo que o eritrocito esteja exposto
aos compostos de carater oxidante, a taxa de recuperacdo da GSSG para forma
GSH ocorre de forma sustentada visando o aumento deste peptideo na célula. Esta
hipétese também foi sustentada por Relly et al. (1999), que mostraram que 0sS
metabalitos hidroxilados da dapsona (DDS-NOH) ndo sdo os responsaveis pela
reducao significativa de GSH de eritrécitos humanos, pois a GSH que é consumida
nos processos de reciclagem das hidroxilaminas é rapidamente regerada (KRAMER
et al. 1972;. GLADER e CONRAD, 1973; RASBRIDGE e SCOTT , 1973).
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Além das defesas antioxidantes ndo enzimaticas, existem os antioxidantes
enzimaticos. Estas moléculas sdo um grupo de enzimas especializadas, cuja
finalidade é reagir com compostos que causam danos oxidantes e detoxifica-los do
organismo. Todas as células eucaridticas contam com numerosas enzimas que
desempenham esta tarefa, todavia, a GSH-Px, SOD, CAT sao as trés principais
classes de enzimas mais investigadas neste processo.

A enzima CAT é uma heme-proteina tetramérica considerada a principal
responsavel pela degradacdo do H,O, de organismos aerdbicos e anaerdbicos
(SWITALA e LOEWEN, 2002). Em mamiferos, incluindo o homem, a CAT é
expressa em todos os tecidos, sendo encontrada em elevadas quantidades, no
figado, eritrocitos e rins (SCHISLER e SINGH, 1987; DEISSEROTH e DOUNCE,
1970).

Em relagdo aos resultados referentes aos pacientes com hanseniase sem
tratamento, os niveis de CAT se apresentaram reduzidos, mas nao
significativamente quando comparado ao controle. Estes resultados diferem dos
encontrados na literatura, visto que a maioria dos estudos relata que as
concentracbes de CAT se mostram reduzidas significativamente no soro e sangue
de pacientes com hanseniase. Tal dado sugere que nestes individuos ocorre uma
reducado das defesas antioxidantes (REDDY et al. 2003; PRASAD et al. 2007).

Além disso, estudos tém mostrado que a reducdo da atividade da enzima
CAT pode estar relacionada a fatores inerentes aos individuos, como no caso de
deficiéncias enzimaticas em virtude de mutacdes genéticas (GOTH et al. 2004) ou
na reducdo da sintese desta enzima devido alteracdo na sua expressdo génica
(MASTERS et al. 1986; REIMER et al. 1994). Estudos mostram que varios fatores
podem afetar a expressao génica de CAT, tais como presenca de certos ions (LAI et
al. 1995), citocinas (YASMINEH et al. 1991) e farmacos (VEGGI et al. 2008). No
caso da infeccdo por Mycobacterium leprae, acredita-se que possivelmente este
agente infeccioso necessite de ions e/ou metais presentes no hospedeiro, para
regular a expressdo de alguns de seus fatores de resisténcia, afetando
negativamente a oferta destes compostos para sintese de metaloproteinas como a
CAT no organismo do hospedeiro (BANERJEE et al. 2011).

Em relacdo ao uso de dapsona, mostrou-se que o estresse oxidativo induzido
por este farmaco é mediado principalmente por seu metabdlito hidroxilado, levando

ao desequilibrio pré-oxidante que envolve desde a producédo de espécies reativas,
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como um comprometimento nas atividades de enzimas antioxidantes, como a CAT,
SOD, GSH-PX, levando a danos em macromoléculas (VEGGI et al. 2008). Neste
contexto, a SOD desempenha um papel importante na remocéo dos radicais livres
no organismo, pois é responsavel pela eliminacdo do O," produzido em processos
oxidativos (FRIDOVICH, 1995).

Neste estudo, observou-se que as concentracdes eritrocitarias de SOD foram
significativamente menores nos pacientes antes da administracdo da PQT do que
nos individuos controle. Estes resultados foram similares a outros estudos que
reportam que pacientes com hanseniase sem tratamento apresentam niveis
reduzidos de SOD quando comparado aos individuos saudaveis (PRASAD et
al.2007), e que mesmo apos o uso da PQT, os niveis de SOD permaneceram
reduzidos (VIJAYARAGHAVAN et al. 2005).

Possivelmente, a diminuicdo nas concentracdes sangilineas de SOD
observados nos pacientes com hanseniase sem nenhum tratamento, esteja
relacionada a ligacdo de antigenos do bacilo de hansen, como o PGL-1 a enzima
da expressao génica da SOD no nucleo celular, o que acarreta diminuicdo nas
concentragfes desta enzima nos eritrécitos e macréfagos (WHEELER e GREGORY,
1980; BHADWAT e BORADE, 2000). Outra hipétese que explica a reducdo de SOD
€ consumo de biometais presentes no tecido do hospedeiro pelo bacilo. Neste caso,
metais presentes no meio intracelular, como o Zn, sdo necessarios para
sobrevivéncia e multiplicacdo do M. leprae, e o consumo destes metais pelo bacilo
afeta a disponibilidade dos mesmos, interferindo assim negativamente a atividade de
metaloenzimas, como a SOD, ja que a mesma necessita de metais como o cobre e 0
zinco para exerecer sua atividade (JAIN et al. 1995).

Com relacéo aos niveis de SOD ap6s a administracdo da PQT, os pacientes
também apresentaram valores diminuidos desta enzima comparados ao controle,
mostrando que a administracdo das drogas contribuiu muito pouco para a reducao
da atividade enzimatica. Estudos mostram a acgédo indireta da dapsona na reducao
dos niveis de SOD, visto que o metabdlito DDS-NOH ao sofrer auto-oxidagéao pelo
oxigénio leva a formacao de derivados arilnitrosos (nitrosobenzeno) e a producéo de
radical O, e outros radicais livres de oxigénio (CRIBB et al. 1991). O O," pode

sofrer reagdo ndo-enzimatica com o oxido nitrico levando a formacdo do potente
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oxidante - ONOO-, que além inibir a SOD, também desempenha um papel
importante na destruicdo do M. leprae (MACMILLAN-CROW et al. 1996).

Tao importante quanto a mensuracdo da atividade de enzimas antioxidantes
individual, € a avaliacdo da capacidade antioxidante total (AC) ou “status”
antioxidante total que tem se mostrado relevante para a andlise de agentes
antioxidantes em amostras biolégicas. A analise da AC pode fornecer informacgdes
bioldgicas gerais do sistema antioxidante total do organismo, visto que detecta a
presenca de agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos ao invés da
determinacdo das concentragcbes destes antioxidantes de forma individual
(GHISELLI et al.2000).

Nesse sentido, a utilizacdo do método TEAC para avaliagcdo de AC tem sido
preconizada para avaliar este parametro em diversas amostras como, alimentos,
extratos e amostras biolégicas como o plasma (VAN DEN BERG et al. 1999). Em
nosso estudo, observou-se que o TEAC no plasma dos pacientes com hanseniase
sem tratamento (DO) e com tratamento (D3) apresentou nivel elevado quando
comparado ao controle. Acredita-se que os dados encontrados neste estudo, nao
foram provocados pela agente etioldgico da hanseniase e nem pela administracdo
de PQT.

Estudos relacionados a AC relatam que a interpretacdo da andlise dos
sistemas antioxidantes no organismo estd associada ao tipo de amostra analisada,
visto que em amostras de plasma tem se atribuido a presenca de AC aos
antioxidantes de baixo peso molecular de origem alimentar,enquanto, a
determinacdo da AC em células estd relacionada principalmente ao sistema
antioxidante enzimatico, como SOD e CAT (GHISELLI et al.2000). Os resultados
obtidos em nosso trabalho sugerem que o aumento observado de AC possa estar
relacionado aumento de antioxidantes tidis GSH ou nao-tidis, cuja sintese esta
relacionada principalmente com fatores nutricionais. Além disso, muitas proteinas
como a ceruloplasmina, transferrina, e pequenas moléculas antioxidantes tais como,
vitaminas C e E, e acido urico contribuam para os niveis de TEAC no plasma
(RAHMAN et al. 2000).

Além da avaliacdo do sistema enzimatico, em casos de estresse oxidativo
acarretados por processos infecciosos, torna-se necessario a avaliagdo de espécies
reativas como o NO. Este radical é uma das principais defesas contra patégenos, e

sdo produzidos por células como macréfagos, neutrofilos e células endoteliais
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ativadas no local da infec¢éo, que reagem entre si, para produzir potentes oxidantes,
mais reativos e téxicos, como o0 ONOO- (DARLEY-USMAR et al. 1995; EISERICH,
1996; HALLIWELL 2000).

Neste trabalho, foi evidenciado que os niveis de NO nos pacientes com
hanseniase antes da administracdo da PQT se apresentavam elevados quando
comparados ao controle e que o tratamento n&o contribuiu na promocédo de
alteracdes nas concentracdes desta espécie reativa, visto que os niveis de NO nos
pacientes em PQT foram similares aos pacientes sem tratamento. Estes dados
mostram que a doenca € a principal responsavel pelo aumento deste radical no
organismo.

A literatura mostra que niveis elevados de NO em pacientes com hanseniase
€ conseqUéncia da resposta imunologica desses pacientes frente a infeccao
bacteriana. Tal fato se explica pelo M. leprae ser um microrganismo intracelular,
cujos mecanismos imunolégicos para sua eliminacdo dependem principalmente de
células fagociticas (macréfagos e neutrdéfilos). Estas células uma vez recrutadas
para o sitio de infeccdo, produzem uma variedade de espécies reativas como o
H.O,, Oz e 0 NO, que atuam diretamente contra esse perfil de bactérias (RAUPACH
e KAUFMAN, 2001; LE-BARILLEC et al. 2005).

Varios estudos relatam intensa expressao de INOS em células epitelidides e
células gigantes multinucleadas de granulomas induzida por M. Leprae e M.
tuberculosis (KHANOLKAR-YOUNG et al.1998; FACCHETTI et al. 1999; LITTLE
et al. 2001). Nesse sentido, Schén et al. (2001 ) avaliaram a producédo de NO e
ONOO- utilizando imunomarcadores (anti-iNOS e anti-nitrotirosina-NT) em
macrofagos dos granulomas infiltrados dos nervos dérmicos de pacientes dimorfos
nao tratados com e sem reagao reversa, nos quais detectaram forte imunomarcacgao
para INOS e NT nestes macréfagos, indicando que as espécies reativas de
nitrogénio possam estar envolvidos no dano neural apresentado por estes pacientes.
Acredita-se que estimulos antigénicos como, lipopolissacarideos fragmentos
antigénicos de micobactérias, e citocinas imunorreguladoras como IL (Interleucina)-
1, TNF (Fator de Necrose Tumoral)-a, TNF-B, IFN-y seriam os responséaveis pela
inducéo da expresséo de iINOS em células inflamatérias (LIEW 1993; GOULART et
al. 1996).
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Os niveis de peroxidacao lipidica nos individuos participantes deste estudo foi
avaliado pela mensuracdo das concentracbes plasmaticas de MDA. O MDA
comumente € utilizado como indicador peroxidacdo lipidica e dano celular
ocasionado pela acdo de espécies reativas no organismo, bem como de processos
oxidativos de membrana (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; DEL RIO et al. 2005;
OZGUNER et al. 1999). Uma vez produzido o MDA possui acdo citotoxica e
genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas patologias associadas
ao estresse oxidativo (ANDRADE JR et al. 2005; STEGHENS et al. 2001; BAGIS et
al. 2005).

Neste estudo, observou-se que os valores de MDA nos pacientes hansénicos
sem tratamento mostraram niveis similares ao controle e o tratamento com PQT néo
alterou os niveis de MDA nestes pacientes. Estes dados mostram que nao esta
ocorrendo peroxidacdo lipidica no plasma destes pacientes.

Um aspecto importante que pode explicar os niveis normais de MDA nos
pacientes com hanseniase apos o inicio do PQT foi a elevada concentracdo de
GSH, visto que este antioxidante esta4 associado a regulacdo dos niveis de MDA a
valores normais nestes pacientes. Estudos mostram que a GSH é considerada um
potente inibidor do processo de peroxidacao lipidica, no entanto, os mecanismos
pelo qual a GSH realiza esta funcéo protetora ainda néo estdo claros (GIBSON et al.
1980; MCCAYet al. 1981).

A partir dos resultados, em conjunto, sugere-se que 0S pacientes com
hanseniase sem tratamento ndo apresentam estresse oxidativo, haja vista que antes
do inicio da terapia, os mesmos apresentam elevada producéo de espécies reativas
como o NO e reducédo de agentes antioxidantes enzimaticos, principalmente a SOD.
Tal fato possivelmente ocorre em decorréncia de estimulos antigénicos ou por
inducéo de citocinas inflamatérias que estimulam a producdo de NO nas células do
hospedeiro e que inibem/reduzem direta ou indiretamente a expressdo génica de
enzimas antioxidantes. Além do consumo de substratos como metais e ions
esséncias pelo bacilo, os quais sdo importantes para atividade destas enzimas
antioxidantes no organismo.

Por outro lado, o uso da PQT foi o responsavel pela instalagédo de um quadro
de estresse oxidativo, caracterizado por dano celular evidenciado pela formacgao de
metemoglobina, presenca de corpusculo de Heinz (Figura 34). Ao que parece a

dapsona nao € o principal responsavel pelos eventos oxidativos visualizados neste
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estudo, pois, ndo observou-se correlagcdo significativa entre as concentracdes de
dapsona encontradas e os parametros de estresse oxidativo avaliados. Outro
aspecto importante foi que os antioxidantes ndo enzimaticos como GSH e TEAC nao
pareceram ser afetados pelo uso da dapsona, e que possivelmente 0 aumento
destes compostos observados neste estudo foi em decorréncia de fatores

nutricionais dos pacientes.
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Figura 34- Hipdtese sobre a geracéo de estresse oxidativo provocado pelo uso de dapsona.
Fonte: Acervo Pessoal
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados pode-se concluir que:

A média das concentracdes plasmaticas de dapsona apés a terceira dose
supervisionada de poliquimioterapia foi de 0.552+ 0.037 pg/mL, niveis estes

gue segundo a literatura ndo séo considerados toxicos ao organismo.

Nos pacientes com hanseniase sem tratamento, os niveis de GSH se
apresentavam aumentados significativamente, contudo a atividade de
enzimas antioxidantes como SOD se apresentava reduzida em relacdo ao
grupo controle. Em relacdo ao pacientes em tratamento, os niveis de GSH
permaneceram aumentados e observou-se uma reducdo na atividade da

enzima SOD, assim como da catalase.

Em pacientes sem e com o tratamento, a capacidade antioxidante total

mostrou-se aumentada de forma significativa em relacdo ao grupo controle.

Os niveis de NO tanto em pacientes sem e com o0 tratamento se

apresentaram elevados.

Com relacdo aos danos oxidativos, observou-se que em pacientes sem
tratamento os niveis de MDA, MetHb n&o diferiram em relacdo ao controle.
Nos pacientes sob tratamento, os niveis de MDA permaneceram inalterados,
no entanto o percentual de MetHb aumentou significativamente em relacao

ao controle e pacientes sem o tratamento.

No que se refere a presenca de corpusculo de Heinz, este achado
hematotédxico estava presente principalmente em esfregacos de pacientes em

tratamento com poliquimioterapia.

N&o se observou correlacdo significativa entre os parametros indicativos de
estresse oxidativo avaliados neste trabalho e as concentragbes plasmaticas

de dapsona.
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Com isso, pode-se sugerir que o processo infeccioso desencadeado pelo
M. leprae ndo foi o responsavel pelo estresse oxidativo, somente por um
desequilibrio redox observado nas amostras dos pacientes com hanseniase sem
tratamento. Enquanto, a Poliquimioterapia induziu o estresse oxidativo através do
aumento da geracdo de radicais e reducdo das defesas antioxidantes
enziméticos, levando principalmente a formagcdo de metemoglobina e corpusculo

de Heinz nos pacientes com hanseniase em tratamento.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados expostos neste estudo, € importante continuar investigando
0 estresse oxidativo ocasionado pelo uso de farmacos na hanseniase e avaliar
0S mecanismos de acdo pelos quais as defesas antioxidantes nessa doenca
estdo reduzidas. Além de verificar os mecanismos de evasédo do M. leprae frente
ao quadro oxidativo causado pelas defesas imunolégicas do organismo e pela
administracdo de PQT. Estes estudos poderdo contribuir na investigacdo de
futuras terapias antioxidantes que permitam minimizar o estresse oxidativo nos
pacientes com hanseniase e outras doencas.

Além, disso, este estudo avaliou apenas alguns parametros oxidativos, desta
forma, ha necessidade de investigar outros efeitos observados no estresse
oxidativo, como a formacdo de proteinas carboniladas e danos ao DNA em

pacientes com hanseniases.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Concordo em participar da Pesquisa: “CORRELAGAO ENTRE DOSAGEM DE
DAPSONA E ESTRESSE OXIDATIVO EM AMOSTRAS SANGUINEAS DE
PACIENTES COM HANSENIASE EM USO DE POLIQUIMIOTERAPIA” cujos
objetivos séo:

e Dosagem da concentracdo plasmaticas da Dapsona, um dos medicamentos que
constituem o esquema PQT.

e Verificar se existe relagcdo entre a administragdo da Dapsona e 0 aparecimento
de estresse oxidativo, através da determinacdo da concentracdo sanguinea de
enzimas sanguineas e avaliacéo de dano celular.

e Avaliar como a administracdo deste farmaco pode provocar dano as heméacias.

Ressaltamos que, os pacientes que decidirem participar deste estudo, tém
assegurados os seguintes itens, conforme resolucdo 196/96 do Conselho Nacional da
Saude:

0 A garantia de receber esclarecimento a qualquer davida a respeito da pesquisa,
0 A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento da pesquisa,

0 A seguranca de que ndo havera divulgacdo personalizada das informacdes;

0 As informagdes sobre o resultado do estudo.

Eu, , RG ne
declaro ter sido informado e concordo em participar,
como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito. Autorizo a execucdo do
trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo.

Belém, de de 20 .

Paciente/Responsavel legal

Responsaveis pelo Projeto:

Mst. TAYSA RIBEIRO SCHALCHER Dra. MARTA CHAGAS MONTEIRO
Telefone: (91) 81577151 Telefone: (91) 92072276
Endereco: Passagem Santa Clara, 25 Endereco: Rua Rodolfo Chermont, 318,
Marco/Belém- PA. cond. Murtosa, casa 15. Marambaia, Belém/PA

Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Salude da
Universidade Federal do Para (CEP-ICS/UFPA) — Complexo de sala de Aula/ ICS-sala 13-
Campus Universitario, n°l, Guama- CEP: 66075-110 — Belém-Para. Tel/Fax. 3201-7735. e-
mail:cepccs@ufpa.br.
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ANEXO A- CARTA DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA EM
SERES HUMANOS DO INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

=
e INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE ,@
ik COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS a2/
Carta Proviséria: 10008 CEP-ICS/UFPA Belém, 14 de outubro de 2009.
A

Prof®, Dra. Marta Chagas Monteiro

Senhora Pesauisadora,

Temos a satisfacdo de Informar que seu projeto de pasquisa “Correlacdo
entre dosagem de dapsona ¢ estresse oxidativo em amostras sanguineas de
pacientes com hanseniase em usc de poliquimioterapia” de CAAE 0006.0.073.000-
09 e parecer n® 079/09 CEP-ICS/UFPA, foi apraciado e aprovado palo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanes do Instituto de Ciénclas da Salde da Universidade Federal do
Pard, na reunido de dia 07 de outubro de 2009

Assim, Vossa Senheria tem o compromisse de entragar o relatdrio parcial do
mesmo até o dia 15 janexo de 2011, no CEP-ICS/UFPA. situado na Cidade Universitaria
Professor José da Siéveira Netto - Guama, Campus profissional, no Complexo de sala de
gula do ICS — sals 13 (Altes).

Atenciosamenta,
—
i ¢ 3
Prof. Dr.Walia%e Rsimuhde jo dos Sentos.

Coofdenador do CEP-ICSIUFPA



118

ANEXO B- Autorizacdo da Unidade de Referéncia Especializada Dr. Marcello

Candia

'3
W

9 GOVERND DO ESTADO DO PARA re
SECRETARIA DE ESTADO DE SATTDE PUBLICA —
SISTEMA UNICO DE SAUDE e -l
INSTTIUNO POBRES SERVOS DA DIVINA FROVIDENCIA -
URE DR MARCKLLO CANEX A e

Para

TERMO DE ACEITE

Informamos para os devidos fins que o Conselho Tecnico-Cientifico da Unidade de
Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello Candia deu parecer favoravel a
académica Taysa Ribeiro Schalcher para realizar a Pesquiza para obtengdio de grau de Mestre
intitwlado: “Correlagio entre dosagem de diapsonn ¢ desenvolvimento do estresse oxidative em
pacientes com hanseniase em uso de poliquimioterapla™.

Qutrossim, ressaltamos gue a aluna tem autorizagdo para reglizer sua pesquisa nesse
Institwigio, consultar informagdes pertinentes, sem, no entanto, retirar da Unidade qualquer
documento sem autorizagdo. Informamos ainda que as informagdes fornecidus por esta Unidade
devem ser necessaniamente registradas no trabalho segundo as pormas da ABNT, assim como, feita
a devida referéncia 4 Unidade de Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitiria Dr. Marcello
Candia

Mantubg, 20 de Maio de 2010,

h/
Rensta Pamplona Novaes de Oliveira
Diretora da URE Marcello Candia.
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ANEXO C - AUTORIZACAO DA SECRETARIA DE SAUDE DO MUNICIPIO DE
BELEM.

PREFEITURA MUNICIPAL DE BELEM
_SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
NUCLEO DE PROMOGAO A SAUDE - NUPS

COMISSAO PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA « CAPP

Autorizacio

Em atengiio n carta de solicitagiio | datadn de 07/ 10V2010 assinadn pels D*
Marta Chagas Monteiro - Diretoria da Faculdade de Fanmacia do Instituto de Ciéncing
~UFPA-, Sabcitndo sitorizacdce para execucdo do Projeto de mestrado, Intiulada
“Corcelacio emtre dosugem da dopsons & estresse oxidutive em  amaestras
sanguiness de pacientes com hanseniases em uso de poliguimaterapia®™ De auteein
da akinu Taysa Ribeira Schalcher do programa de Pos-Gruduagio s Ciéncias
Farmacéaticas’ PPGCY
 projeto visa detcnmingr &3 Soncenlragles plasmiticas de dapsons eon pacentes cam
hanseniases com a forma mukibacilar ¢ paucibacilar, sosrelacionando-as com
desenvelvimento do estresse oxidativo.

Esta Comissiio sutoriea o realizagho da pesquisa, na Unidade de Saade do Guami!
Beler-PA, A pesquisadora fica cienre, confocme o ternx de compromissa assinado, de
encaminhar a este CAPP/SESMA o relutério final da pesquisa realizads.

Informamos que a Portaria de autorizagdo sinda sec publicads.

Bedém, (03 de Noversnhro de 2010

Alencoswmente, 2

PS-SESMA : : sl U

o ot ,a (¥
R e AR o _Sha Y }" Mﬂ?"tw
bt | Aol bl S Odlnéa ada Silva

Comissio para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPP




