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RESUMO

SAKAI, J.T. Efeito protetor do Acido Alfa Lipéico sobre a Les&o hepatica,
induzida por dapsona em modelo animal. 72 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de Pés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém,
2018.

O figado é o principal 6rgdo envolvido na biotransformacéo dos xenobio6ticos, com
capacidade de converter compostos hidrofébicos em hidrossoltveis, mais facilmente
eliminados pelo organismo. A dapsona (DDS) faz parte da poliquimioterapia (PQT) do
tratamento da hanseniase, seu metabdlito esta relacionado com a formacdo de
radicais livres em células hematologicas e neurais, estando assim, diretamente
envolvido nas principais reagdes adversas ocasionadas pela sua utilizagéo. Devido ao
seu ciclo de conversao, que envolve a reacdo com o ferro presente no figado, a DDS
também se acumula no figado, permanecendo por mais tempo nesse 06rgao,
favorecendo, assim, o dano tecidual, como a hepatite medicamentosa. Nesse
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito protetor do Acido Alfa
Lipoico (ALA) sobre os danos hepaticos provocados pela DDS em camundongos, em
pos-tratamento. Neste estudo, o tratamento com a dapsona induziu dano hepatico,
com aumento do Aspartato aminotransferase e da Fosfatase alcalina, assim como o
estresse oxidativo, mediante o aumento de peroxidagéo lipidica e diminuicdo tanto
dos niveis da glutationa como dos antioxidantes totais. Estes processos podem estar
associados com o acumulo de ferro hepatico no organismo. Ja o pés-tratamento com
o antioxidante Acido alfa lipdico, este foi capaz de diminuir os niveis do Aspartato
aminotransferase e da Fosfatase alcalina, reverter a peroxidacao lipidica e elevar os
niveis de GSH e antioxidantes totais. Além disso, o ALA também inibiu o acimulo de
ferro hepatico, induzida pela dapsona em camundongos. Nossos resultados indicam
gue o antioxidante testado apresenta um potencial terapéutico contra o dano hepatico,

ocasionado pela dapsona em uso dos pacientes com hanseniase.

Palavras-Chave: Dapsona; antioxidante; Acido Alfa Lipdico; Estresse oxidativo; ferro.



ABSTRACT

SAKAI, J. T. Protective effect of alpha lipoic acid on hepatic injury, induced by
dapsone in animal model. 72 f. Dissertation (Masters), Graduation Program in
Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2018.

The liver is the main organ involved in the biotransformation of xenobiotics, with the
ability to convert hydrophobic compounds into water soluble, more easily eliminated
by the body. Dapsone (DDS) is part of the multidrug therapy (MDT) of leprosy
treatment, its metabolite is related to the generation of free radicals in hematological
and neural cells, being thus directly involved in the main adverse reactions caused by
its use. Due to its conversion cycle, which involves the reaction with iron present in the
liver, DDS also accumulates in the liver, remaining longer in this organ, thus favoring
tissue damage, such as drug hepatitis. In this context, the objective of the present
study was to evaluate the protective effect of Alpha Lipoic Acid (ALA) on the liver
damage caused by DDS in mice, after treatment. In this study, treatment with dapsone
induced hepatic damage, with increase of Aspartate aminotransferase and alkaline
phosphatase, as well as oxidative stress, by increasing lipid peroxidation and
decreasing both glutathione levels and total antioxidants. These processes may be
associated with accumulation of hepatic iron in the body. Already post-treatment with
the antioxidant Alpha Lipoic Acid, this was able to decrease the levels of Aspartate
aminotransferase and Alkaline Phosphatase, reverse lipid peroxidation and raise
levels of GSH and total antioxidants. In addition, ALA also inhibited the accumulation
of hepatic iron induced by dapsone in mice. Our results indicate that the antioxidant
tested has a therapeutic potential against hepatic damage caused by dapsone in

patients with leprosy.

Keywords: Dapsone; Antioxidant; Alpha Lipoic Acid; Oxidative stress; iron.
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1 INTRODUCAO

A dapsona (4,4’-diaminodifenilsulfona) é utilizada como um dos farmacos na
poliquimioterapia (PQT) no tratamento da hanseniase (BRASIL, 2016). A DDS é
biotransformada no figado através da N-acetilagdo e da N-hidroxilacdo, originando a
dapsona hidroxilamina (DDS-NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-
NOH; MITRA et al., 1995). O uso da dapsona, principalmente pelo seu metabdlito
DDS-NOH pode ocasionar o estresse oxidativo. Estudos realizados por Timothy et al.
(1997) em humanos, atribuiram o efeito da DDS-NOH aos disturbios hematolégicos e
producéo de Espécies Reativas do Oxigénio (ERO).

Clinicamente foi comprovado que a DDS pode ocasionar hepatoxicidade, a
reacao adversa deste medicamento esta relacionada com a sindrome da sulfona, uma
reacdo idiossincratica que acontece de forma independente (Zhu e Stiller, 2001,
Johnson et al.,, 1986). Os danos hepaticos também podem ser propiciados pelo
acumulo de ferro e pela oxidagéo de células ocasionadas por ERO (SALONEN et al.,
1992). Desse modo, tem se discutido o papel das ERO e das defesas antioxidantes
durante a progressdo da hanseniase, assim como o potencial benéfico da
suplementacdo com antioxidantes (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; ABDEL-HAFEZ
et al., 2009).

E possivel que substancias antioxidantes como o Acido Alfa Lipoico, possam
prevenir o estresse oxidativo durante o tratamento da hanseniase, constituindo-se em
estratégia de protecdo a individuos que utilizem a DDS (ALBUQUERQUE, 2013;
VARELA, 2017). Estudos evidenciam que o ALA demonstra determinadas
propriedades antioxidantes, como sequestrar diretamente ERO e, indiretamente de
regenerar antioxidantes endégenos, como GSH, vitamina E e vitamina C (MAITRA et
al., 1995; ROY et al., 1997; HAGER et al., 2001). O ALA revela capacidade de quelar
metais, como o ferro, prevenindo a producdo de ERO (PACKER et al., 1995;
MATSUGO et al., 1996). Dessa forma € importante investigar os parametros proé-
oxidantes e antioxidantes envolvidos no equilibrio redox celular e melhorar a adeséo

dos pacientes com hanseniase durante o tratamento terapéutico com a dapsona.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hansenise e a poliquimioterapia

A hanseniase € uma doenca crénica, infectocontagiosa, cujo agente etioldgico
€ o bacilo &lcool acido resistente, denominado, Mycobacterium leprae (SALGADO et
al., 2018). Esse agente apresenta uma particularidade do género, visto que acomete
0s nervos periféricos, especificamente as células de Schwann e provoca paralisia e
perda da sensibilidade do local acometido, trazendo prejuizo para o paciente infectado
(BRASIL, 2017). Mediante a isso, a hanseniase é considerada uma enfermidade de
notificagdo compulséria em todo territorio nacional. De acordo com o Ministério da
Saude (MS), através da portaria N° 1.217, de 6 de junho de 2014, a comunicacao
deste agravo deve ser realizada em até 7 dias a Secretaria de Saude do municipio
local (BRASIL, 2014).

A hanseniase é um problema de saude publica global, e em 2016, foram
relatados 214.783 casos novos da doenca no mundo (SALGADO et al., 2018). O Brasil
€ 0 segundo pais com o maior nimero de casos novos, com 25.218 casos, embora
tenha havido uma reducdo nesses casos em relacdo a 2015, a hanseniase ainda
constitui um sério problema de saude publica que exige vigilancia epidemiolégica no
Brasil (OMS, 2017). Neste sentido, somente no ano de 2016, os Estados brasileiros
da Amazobnia Legal apresentaram os maiores indices de registros de casos novos da
doenca, entre os quais o Para, Tocantins, Maranhdo e Mato Grosso se destacam.
Dados do Sistema de Informacao de Agravos de notificacdo do MS evidenciam que 0
Maranhdo foi lider de notificac6es no pais, visto que foram registrados 3.298 casos e
no segundo lugar o estado do Para com 2.527 casos (BRASIL, 2017).

O diagnéstico da Hanseniase é fundamental para o inicio do tratamento. Para
isso, classificacdes, como a de Madri (1953) preconiza os critérios de polaridade com
as caracteristicas clinicas, bacteriolégicas, imunoldgicas e histoldgicas da doenga. A
classificacdo de Ridley e Jopling (1966) avalia parametros clinicos e bacteriologicos,
evidenciando critérios imunoldgicos e histopatoldgicos. E por fim, os critérios clinicos
preconizados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) levam em consideracdo o
numero de lesGes cutaneas, sendo: Paucibacilar (PB) com até 5 lesbes cutaneos e
Multibacilar (MB) com mais de 5 lesdes, critérios que ao longo dos anos facilitaram o

diagnostico e o tratamento da doenca. A hanseniase tem cura, no entanto, quando
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diagnosticada e tratada tardiamente pode trazer graves consequéncias para 0S
portadores e seus familiares, pelas lesdes que os incapacitam fisicamente (MADRID
PENNA et al., 2017).

O processo continuo da capacitacdo dos profissionais de saude, a educacao
sobre o autocuidado para o paciente e o tratamento poliquimioterapico sao os pontos
fundamentais na erradicacdo da hanseniase (BARRETO e SALGADO, 2010). A
Poliquimioterapia (PQT) é indicado pelo Ministério da Saude e padronizado pela OMS.
Esse tratamento elimina o bacilo, tornando-o inviavel, com isso evita a evolucdo da
doenca, prevenindo as incapacidades e deformidades causadas pela doenca. Assim
sendo, logo no inicio da terapéutica, a transmissédo da doencga € interrompida, e, sendo
realizada de forma completa e correta, garante a cura da doenca. A PQT é baseada
em trés principios ativos: a Rifampicina (bactericida), Dapsona (quimioterapico
bacteriostatico) e Clofazimina (corante fenazinico, bacteriostatico contra o bacilo de
hansen) e segue critérios do doente em PB ou MB, conforme determinado pela OMS
(BRASIL, 20186).

2.2 Dapsona e Dapsona-hidroxilamina

A 4,4’-diaminodifenilsulfona (Figura 1), € também denominada como, dapsona
(DDS), diadifenilsulfona, sulfonildianilina, disulfona e sulfona. E um pd branco
cristalino, inodoro, pouco soluvel em agua, fotossensivel, massa molar de 248,31
g/mol e férmula molecular C12H12N202S (GRUNWALD e AMICHAI, 1996; GOULART
et al., 2002). A DDS ¢é utilizada no tratamento de hanseniase, devido sua acédo
bacteriostatica para o Mycobacterium leprae (DHOPLE, 1999). Além disso, possui
acao anti-inflamatéria (FORD, 2000; PANIKER e LEVINE, 2001), sendo utilizada em
doencas, como dermatite herpetiforme e psoriase pustulosa (THUONG-NGUYEN et
al., 1993) e efeito antiprotozoario para infeccfes causadas por Toxaplasma gondii e
Plasmodium falciparum (AMUKOYE et al.,, 1997; EL-SADR et al.,, 1998; ZHU e
STILLER, 2001).

\V/

H,N NH,

Figura 1: Formula estrutural da Dapsona. Fonte Zhanel e Del Rosso, 2016.
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O mecanismo de acdo da DDS, referente a classe das sulfonas, apresenta
similaridade estrutural do acido p-aminobenzoico (PABA). Esse farmaco inibe a
enzima diidropteroato sintetase, impossibilitando a formacéo do acido félico (Figura
2), e impedindo a sintese de purinas e pirimidinas, para constituicio do DNA e RNA
bacteriano (WOLVERTON, 1992; COLEMAN et al., 1993; FARHI et al., 2005). Esse
mecanismo evidencia a acdo da DDS como agente antibacteriano (AMUKOYE et
al.,1997; DHOPLE, 1999).

Acide para-aminc-benzéice (PABA)

Diidroptercato sintetass

DAPSOMA

. ¥
Acido diidroptercico
b -
Acide diidrofélice

-
Acido tetraidrofélice

L
k J Y 1
Timidina Purina Metionina

Figura 2: Mecanismo de agdo da Dapsona (DDS). A inibicdo da enzima diidropteroato sintetase,
impedindo a sintese de &cido félico e a formacdo do DNA e RNA bacteriano. Fonte: Adaptado de Farhi
et al., 2005.

Além das atividades antibacterianas e antiprotozoarios, a DDS também
demonstra alguns efeitos anti-inflamatérios. Por essa razéo, este farmaco é utilizado
para o tratamento de inflamacdes na pele, como a dermatite herpetiforme (COLEMAN
et al., 1993; THUONG-NGUYEN et al., 1993; WOLF et al., 2000). A DDS reduz a
infiltracdo de neutréfilos no local da infecgéo, principalmente em casos de doencas
inflamatorias (LANG, 1979), pois impede os mecanismos de adesdo mediados pelas
integrinas (BOOTH et al., 1992). A acdo anti-inflamatdria da DDS esta relacionada
com a inibicdo da atividade da enzima mieloperoxidase e lisossomais, presente nos
neutrofilos (WOLF et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2014).

Conforme relatado, a DDS é usada no tratamento de todas as formas de
hanseniase, multibacilar ou paucibacilar, durante o esquema de PQT. O seu uso

prolongado provoca reacbes adversas, como a anemia hemolitca e a
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metemoglobinemia, séo efeitos dose-dependente e prejudiciais ao paciente, podendo
levar a morte (COLEMAN, 1995; LANDERS et al., 1996; QUEIROZ et al., 1997; WARD
e MCCARTHY, 1998; SALAMAT e WATSON, 2003). Pode ocasionar também,
reacoes hepaticas, como ictericia e cutaneas, como sindrome Stevens-Johnson,
dermatite esfoliativa, eritrodermia, cefaléia, nausea, vémito, tremores, dispnéia,
taquicardia, anorexia, desmaios e outros raramente, como insdnia e neuropatia
periférica (COLEMAN, 1995; PAVITHRAN e SATISH, 1997; LESLIE et al., 2003).

A DDS é ativamente absorvida pelo trato gastrointestinal e sua concentracéo
maxima sérica € alcancada entre 2 a 8 horas com variagdo na meia vida de 20 a 30
horas. A ingestdo oral da DDS de 100 mg/dia, apds 24 horas, faz com que sua
concentracdo plasmatica seja alcancada em torno de 0,4 a 1,2 ug/mL e uma dose
diaria de 100 mg ocasiona uma concentracao constante de 0,1 a 0,3 pg/mL de DDS
livre (ZUIDEMA et al., 1986; ELLARD 1966). A biodisponibilidade da DDS é em torno
de 70% a 80%, sendo distribuida em todo organismo. Geralmente, acumula-se na
pele, nos musculos, no figado e rins. Mesmo apoOs a interrupcdo da terapia, os
resquicios do farmaco podem ser detectados em até 3 semanas. A DDS é excretada
na urina em forma de mono-N-glicuronideo e mono-N-sulfamato (WOLF et al., 2000).

A DDS ¢é biotransformada no figado através da N-acetilacdo e da N-
hidroxilagdo. Na N-acetilagdo, a enzima N-acetiltransferase metaboliza a DDS,
produzindo monoacetildapsona (MADDS). Este metabdlito pouco reativo é facilmente
excretado (ZUIDEMA et al.,, 1986). Na N-hidroxilacdo, a DDS e a MADDS séao
metabolizadas pelo citocromo P450, especificamente pelas isoenzimas CYP2EL e
CYP2C (WINTER et al., 2000), originando a dapsona hidroxilamina (DDS-NOH) e
monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH), demonstrado na figura 3 (MITRA
et al., 1995). Esses metabdlitos sdo agentes pré-oxidantes, considerados como
causadores das reacdes adversas a terapia, pois sédo capazes de induzir a formacao
de Metemoglobina (MetHb; ELLARD et al., 1972; VAGE et al., 1994; SCHIFF et al.,
2006).
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Figura 3: Sistema de biotransformacéo da dapsona. P450, citocromo P450; DDS, dapsona; DDS-NOH,
dapsona-hidroxilamina; MADDS, monoacetildapsona; MADDS-NOH, monoacetildapsona-
hidroxilamina; NAT, N-acetiltransferase. Fonte: Adaptado de GILL et al.,1995.

O uso da dapsona, principalmente pelo seu metabolito DDS-NOH pode
ocasionar o estresse oxidativo. Estudos realizados por Timothy et al. (1997) em
humanos, atribuiram o efeito da DDS-NOH aos disturbios hematolégicos e producéo
de Espécies Reativas do Oxigénio (ERO). A DDS-NOH induz o aumento da formacao
de MetHb e reduz a concentracdo de glutationa, deixando o eritrécito vulneravel ao
estresse oxidativo (TIMOTHY et al. 1997; CICCOLI et al. 1999; REILLY et al. 2000).

2.3 Estresse Oxidativo e o Sistema Antioxidante

A variacdo na homeostasia celular € ocasionada pelo aumento da producéo de
Espécies Reativas do Oxigénio (ERO) e/ou diminuicdo das defesas celulares
antioxidantes, responsaveis pela neutralizacdo dos ERO (SIES, 2015). Essas
alteracOes provocam o estresse oxidativo, que como consequéncia ocasiona a leséo
celular, acarretada pela oxidacdo das proteinas e lipidios (TEDESCO et al., 2000;
RAHAL et al., 2014).
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As ERO podem ser espécies radicalares e ndo radicalares e junto as Espécies
Reativas do Nitrogénio (ERN) mais significativas, estédo descritas na Tabela 1, abaixo
(BARREIROS et al., 2006; BARBOSA et al., 2008).

Tabela 1: Principais Espécies Reativas do Oxigénio e Nitrogénio. Fonte adaptado de Barbosa et al. 2008

ERO ERN

Radicalares Nao Radicalares

Radical hidroxila (OH¢) Oxigénio singlete (102) Oxido nitrico (NO")
Peroxido de hidrogénio (H202) Oxido nitroso (N20)
Acido nitroso (HNO2)
Nitrito (NO2")
Alcoxila (RO’) Nitrato (NO3")
Peroxinitrito (ONOQO")

Radical anion superoxido (02")

Peroxila (ROQO")

O aumento da concentracéao intracelular de ERO desencadeia danos celulares,
nos quais substancias antioxidantes podem ser importantes na prevengao,
intervencdo, reparo e inibicdo (SIES, 1997; VALKO et al.,, 2007; PERVAIZ e
CLEMENT, 2007). Os agentes antioxidantes sdo capazes de regenerar ou prevenir a
oxidacdo de um substrato, conservando os padrées de equilibrio dos processos de
oxi-reducdo (HALLIWELL, 2000). De forma geral, o sistema de defesa antioxidante
pode ser classificado em enziméaticos e ndo enzimaticos (HICKS et al., 2006).

Os antioxidantes ndo enziméaticos atuam protegendo ao agravo oxidante, como
co-fatores das enzimas antioxidantes ou inativando diretamente as ERO produzidas
(KRINSKI, 1992; SIES, 1997). Essas substancias podem ser NADP e NADPH e
algumas vitaminas provenientes da dieta, como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno
(pro-vitamina A), acido ascérbico (vitamina C), glutationa reduzida (GSH), flavondides,
acido urico e algumas proteinas de transporte de metais de transicao, como a ferritina
(Fr), transferrina (Trf) e ceruloplasmina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007;
VASCONCELOS et al., 2007; KOURY e DONANGELO, 2003).

Os principais antioxidantes enzimaticos sdo o superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que séo especializadas em neutralizar
as ERO, como Oz e H202, detoxificando assim o organismo (SIES, 1997). Embora,

as espécies 02" e H20:2 apresentem pouca reatividade com biomoléculas, mas na
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presenca com metais de transicdo, como ferro ou cobre, podem gerar espécies
altamente reativas, como radical hidroxila, através da reacdo de Fenton e da reacdo
de Haber-Weiss (Figura 4; DIZDAROGLU et al., 1991, MELLO-FILHO e MENEGHINI,
1984; VALKO et al., 2007). Além de tudo, as fontes exdgenas como luz ultravioleta,
radiacdo ionizante, drogas ou exposicdo a contaminantes ambientais, similarmente

também podem gerar radicais livres (RAHAL et al., 2014).

Reacao de Fenton:

(Fe3*+ 02" — Fe?* + O2)
(Fe?* + H202 — Fe3*+ OH + OH¢)
Reacado de Haber-Weiss:
(H202 + O2" — O2+ OH + OHe)

Figura 4: Reacgdes de Haber Weiss e Fenton. Na reacao de Haber Weiss o peroxido de hidrogénio

(H202) reage com o radical superdxido (O2.") na presenca de metal de transi¢do e d4 origem ao radical
hidroxila (OH'"), hidroxila (OH") e oxigénio molecular (02); na reacdo de Fenton o perdxido de

hidrogénio na presenca de ferro no estado férrico (Fe3*) da origem ao radical hidroxila.

Uma das espécies reativa do oxigénio mais importante, o anion superoxido &
formado espontaneamente da reducao do oxigénio, através de processos fisioldgicos.
Este radical € produzido em uma quantidade consideravel dentro das células, tanto
no citosol, como nas mitocéndrias, que em seguida é dismutado pelo SOD em H20:.
Depois a CAT, uma enzima citoplasmatica, degrada parte deste H202 em Hz20 e Oa-.
Outra parte do H202 aciona o sistema da glutationa. A glutationa peroxidase (GPx)
reduz o H202 a H20, oxidando a Glutationa. Esta glutationa oxidada (GSSG) é
reduzida pela glutationa redutase (GR) NADPH dependente, em glutationa reduzida
(GSH; Figura 5; HARRIS, 1991; COLEMAN, 1995; CIESLA, 2007; CIMEN, 2008).
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NADPH (2) -2H,0,+ CAT — 2H,0 + O,
(3) - H202 + 2GSH — 2H,0 + GSSG
(4) - GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP

Figura 5: Sistema de protecdo do sistema antioxidante a partir da producdo do Radical anion
superoxido. Fonte: NORDBERG e ARNER (2001).

A GSH é um tripeptideo soluvel em agua, constituido com base do glutamato,
cisteina e glicina (ROVER JUNIOR et al., 2001). Desempenha atividade de cofator da
familia de enzimas GPx, removendo agentes pré-oxidantes e atua na eliminacao de
compostos eletrofilicos e peroxidos via catalisacdo por Glutationa S-Transferase
(GST; ANDERSON, 1998).

A GPx utiliza o cofator GSH para catalisar, reduzindo o H202 e o0s
hidroperéxidos organicos (ROOH), respectivamente em H20 e &lcool (ROH). O grupo
da GPx é dividida em seis classes conforme a sequéncia de aminoéacidos, o substrato
especifico e a localizag@o subcelular: i) a classica ou citosélica (GPx 1), a primeira
GPx identificada; ii) a gastrointestinal (GPx 2); iii) a plasmatica ou extracelular (GPx
3); iv) a fosfolipidio hidroperoxido (GPx-PH ou GPx 4); v) a epididimal (GPx 5); vi) e a
do epitélio olfativo (GPx 6). Exceto a GPx 5 e GPx 6, todas as selenoproteinas contém
em seu sitio ativo, o selénio (Se; AMAYA-FARFAN et al., 2001; HERBETTE et al.,
2007).

A GSH é encontrada em grande parte das células, principalmente no meio

intracelular e a presenca do grupo tiol (-SH) na cisteina, que favorece a sua agao
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redutora, protege contra a agressédo do estresse oxidativo, decorrente da exposicao
de agentes como os ions ferro (GALLEANO e PUNTARULO, 1995). Em algumas
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, o ferro na forma reduzida
encontra-se em maior propor¢cdo comparada ao ferro oxidado, isto ocasiona a
formacdo de radicais hidroxilas através da reacdo de Fenton, devido a baixa

concentracdo de GSH presente no sistema nervoso central (SIAN et al., 1994, 2011).

2.4 Ferro e 0 seu metabolismo

O estresse oxidativo pode ser desencadeado por alguns metais como o ferro,
que ao mesmo tempo colabora de forma fundamental nas atividades fisiolégicas,
como também coopera nos sistemas pro-oxidante, como a reacdo de Fenton
(KILLILEA et al., 2003). Esse fato permite lesdes em inUmeras células, sucedendo
variacdo na atividade metabdlica e no funcionamento dos processos fisico-quimicos
dos seres vivos (SOHAL e WEINDRUCH, 1996; HICKS et al., 2006).

O ferro é um metal de transi¢cao essencial para inimeras atividades metabdlicas
para os diversos organismos (PONKA, 2000). Esse ion colabora no transporte do
oxigénio, transferéncia de elétrons, sintese do DNA, produc¢éo de neurotransmissores
e nos processos de oxidagcao do oxigénio (HALKHATEEB e CONNOR, 2010; GODOY
et al., 2007; GROTTO, 2010). Para realizar essas ac¢les, a ingestdo diaria
recomendada de ferro, pelo Institute of Medicine’s and Food and Nutrition Board para
criancas de 1 a3 anos, 4 a8 anos e 9 a 13 anos sao de 7, 10 e 8 mg/dia, nesta ordem.
E para homens e mulheres, acima de 13 anos de idade, os valores dietéticos de ferro
sdo de 8 a 11 mg/dia e 15 a 27 mg/dia, respectivamente. Esses valores recomendados
foram delineados de acordo com o estado fisiolégico em caso de parto, fluxo menstrual
e metabolismo placentario (RODRIGUES e JORGE, 2010).

Em relacéo ao ferro dietético, o ferro heme e o ferro inorganico (Fe*3) ou forma
ndo heme sdo adquiridos através da alimentacdo, porém é fundamental que o Fe*?
seja reduzido para a forma ferro ferroso (Fe*?) para ser absorvido (MIRET et al., 2003).
A absorcao do ferro heme é mediada atraves da Proteina transportadora do Heme-1
(HPC-1), que esta situada nas microvilosidades dos enterOcitos e também sé&o
evidenciados no figado e nos rins (Figura 6). De acordo com a homeostasia do ferro

a HPC-1 demonstra um sistema mediador, ou seja, na caréncia do ferro, a proteina
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se realoca do citoplasma para a membrana e no excesso de ferro, 0 movimento
inverso (KRISHNAMURTHY et al., 2007).

Ferroheme

Ferro
Dietético
\
Fe*3@
Ferronao heme

Fe*2@

Lumen intestinal g:( ? Sangue

Figura 6: A absorcao do ferro heme nos enterdcitos, mediada pela Proteina transportadora do Heme-
1 (HCP-1). Fonte: SAKAI (2017).

A média corporal do ferro total no homem é de aproximadamente 3,5 g e na
mulher é de 2,3 g, dos quais, o ferro excedente, ou seja, cerca de 0,2 g sao
armazenados no figado e o restante nos macréfagos do reticulo endotelial e na
medula 6ssea (GANZ e NEMETH, 2012). A partir de uma dieta tradicional,
compreendida em torno de 15 a 20 mg de ferro, apenas 1 a 2mg séo absorvidos, seja
na forma heme, proveniente da fragmentacéo da Hb contida nas carnes vermelhas,
ou na forma ndo heme, oriundas de vegetais e cereais (GROTTO, 2008). Apesar do
ferro inorganico apresentar menor disponibilidade e maior disposicao na dieta, este
precisa ser reduzido para forma Fe*? para que seja absorvido no intestino (CANCADO
et al., 2007). A absorcédo média do ferro € proporcionada com a eliminagdo do mesmo
por meio da descamacao de células epiteliais e de cabelo, menstruacéo e transpiracao
(EVSTATIEV e GASCHE, 2012).

Prevalentemente, o ferro dietético é absorvido no duodeno e jejuno proximal,
sendo tanto na forma férrica ou ferroso, que séo obrigados a permear a membrana

apical e basal dos enterdcitos (GUJJA et al., 2010). O Fe*3 sofre uma acéo da enzima
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heme ferriredutase, denominada de Citocromo duodenal B (DcytB), localizada na
superficie apical do enterécito, que por sua vez reduz o Fe*3 extracelular para o Fe*2.
Esta forma do ferro é conduzida para o citoplasma celular por intermédio da proteina
apical transmembranar dos enterdcitos, o Proteina Transportadora de Metal Divalente
1 (DMT 1; SHAYEGHI et al., 2005). Apés o ferro ser absorvido para o enterdcito, 0
mesmo é armazenado pela proteina Ferritina (Fr) ou reconduzido para membrana
basal (Figura 7; LEVENSON e TASSABEHJI, 2004).

Lumen Intestinal
Fe*? Fe*?

DcytB

Fe*?

‘ <R Fe A Fes?
Fr

nterécito

Sangue Trf

—

Fe*3

Figura 7: O enterdcito e as proteinas envolvidas na absor¢éo do ferro. Dcytb: Citocromo duodenal B;
DMT 1: Proteina Transportadora de Metal Divalente 1; Fr: Ferritina; Hef: Hefaestina; Frpt: Ferroportina;
Trf: Transferrina. Fonte: SAKAI (2017).

A proteina livre do atomo de ferro é denominada de Apoferritina, no momento
que esta proteina engloba e condiciona o atomo de ferro, recebe outra denominacéao,
ferritina, a forma solavel. A Fr apresenta subunidades como a isoferritina, cadeia
pesada com caracteristica acida, predominantemente no figado, e a outra cadeia leve,
basica, encontrado no coragdo e eritrocitos. E a forma degradada da Fr, a
Hemossiderina (Hemsd) considerado como forma insolivel (FAIRBANKS e
BEUTLER, 2001; HOFFBRAND e PETTIT, 2006).
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Para que o ferro absorvido pelo enterdcito seja transferido para o plasma, é
imprescindivel a participacdo da proteina Ferroportina (Frpt), presente na mucosa
duodenal e nos macréfagos. Nesse momento, o ferro é oxidado para Fe*® pela
Hefaestina (Hef), uma enzima oxidase localizada na membrana basal do epitélio
intestinal, para assim se complexar com a Transferrina (Trf) e ser transportado do
plasma para os tecidos (DE DOMENICO et al., 2007).

A Hepcidina (Hep) é um horménio produzido pelo figado, que coordena o ferro
sistémico, ou seja, acopla-se a Ferroportina dos enterécitos, hepatocitos e
macréfagos, controlando a passagem do ferro para o plasma (PIETRANGELO, 2010).
Em estados inflamatoérios e elevados niveis do ferro, a hepcidina € sintetizada em
maior quantidade e liberada na circulacdo. JA em caso de hipdxia, a producdo de
hepcidina € reduzida ou até mesmo inibida, este peptideo atua como regulador

positivo ou negativo do metabolismo do ferro (Figura 8; NICOLAS et al., 2002).
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Figura 8: A sintese de hepcidina pelo hepatécito e liberacdo da mesma sobre a ferroportina (Frpt),

blogueando a liberagéo de ferro para o plasma. Fonte: SAKAI (2017).

O acumulo excessivo do ferro no figado pode ocasionar lesdo ou até

insuficiéncia hepatica, pois o figado é o 6rgdo que mais armazena o ferro absorvido
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no intestino, devido a presenca repleta de receptores de transferrina (BRITTENHAM
e BADMAN, 2003; BATTS, 2007)

2.5 Figado e o estresse oxidativo

O figado apresenta diversas atividades como a sintese, metabolismo e
armazenamento da glicose, proteinas e lipidios, associando-se com outras partes do
organismo (HUFFMYER e NEMERGUT, 2007). O figado, junto com o coracdo e o
cérebro, sdo os tecidos que mais utilizam elevadas quantidades de oxigénio, devido
suas intensas atividades metabdlicas, necessitando assim de maior quantidade de
enzimas oxidantes comparadas com outros 6rgaos (JENKINS, 1993).

Inimeros eventos patolégicos que acometem o figado estao relacionados com
0 estresse oxidativo, estando principalmente associado com as enzimas do citocromo
P450 nos hepatdcitos e as células de Kupffer (JAESCHKE, 2011). A geracdo de ERO
e o desequilibrio no sistema oxidante e antioxidante colaboram para a leséo hepéatica
ocasionada por farmacos e outros produtos como o etanol, consequentemente para a
necrose hepatica (HAGYMASI et al., 2001; CREMONESE et al., 2001; PEREIRA-
FILHO et al., 2008; VIERA, 2008).

A lesdo nos hepatdcitos pode ser ocasionada por inUmeros processos neste
orgdo como, peroxidacao lipidica, reacdes de oxidacéo, ligacdo covalente e deplecdo
de glutationa, que levam a desordem tanto na fisiologia como na estrutura celular,
provocando assim o desequilibrio i6bnico (NEIL, 2002). Essa injuria, da mesma forma
poder ser provocada pela administracédo de farmaco, droga ou elemento quimico, fato
conhecido como hepatite toxica (Figura 9; MATOS e MARTINS, 2005).

A lesdo hepatica provocada por medicamentos pode ser hepatocelular, que
aumenta os niveis de biomarcadores, como aspartato amino transferase (AST) e
alanina amino transferase (ALT) ou hepatobiliar, o que eleva o nivel das enzimas
fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (GGT) e da bilirrubina
(BERTOLAMI, 2005).

O aspartato aminotransferase (AST), anteriormente conhecida como
transaminase glutamico-oxalacética (TGO), uma enzima encontrada no citosol e nas
mitocondrias dos tecidos como o figado, coracdo, musculo esquelético, rins, cérebro

e pulmdes. Realiza a catalisacdo de transaminacao reversivel de aspartato e 2-
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cetoglutarato em oxalacetato (GONZALEZ e SILVA, 2006). O AST é utilizado com
simultaneidade com a alanina aminotransferase (ALT), pois o valor da relagéo entre
essas enzimas serve de indicativo no diagnostico da lesao hepatica (MINUK, 1998).

A alanina aminotransferase (ALT), ja foi denominada de transaminase
glutdmico-pirivica (TGP). Esta enzima citoplasmética catalisa a reacdo de
transaminacdo reversivel de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e glutamato.
Predominantemente no figado, € o mais utilizado para rastrear a lesdo hepatica
(WHITEHEAD, 1999; OZER, 2008). Tanto a AST como a ALT s&o enzimas liberadas
na corrente sanguinea apos a lesédo das células hepéticas (MOTTA, 2000).

A fosfatase alcalina (FA) presente nos tecidos como o figado, dsseo, rins e
placenta. Esta enzima catalisa a reacédo da hidrélise de ésteres do acido fosférico. O
nivel desta enzima pode aumentar em caso de lesdo celular biliar ou patologias
O0sseas. No sistema hepatico essa lesao indica um dano no epitélio do ducto biliar
(GAYOTTO, 2001)

Clinicamente foi comprovado que a DDS pode ocasionar hepatotoxicidade, a
reacao adversa deste medicamento esté relacionada com a sindrome da sulfona, uma
reacdo idiossincratica que acontece de forma independente (Zhu e Stiller, 2001,
Johnson et al., 1986). Essa hepatotoxicidade pode ocorrer em duas condi¢des. A
primeira, forma direta, ou seja, a bioativacdo de medicamentos, produzindo
metabdlitos reativos que agem sobre os hepatdcitos, induzindo dano a nivel celular e
disfuncé@o mitocondrial, consequentemente a insuficiéncia hepatica (THAMES, 2004).
J&, a outra forma é a reacdo imune, ocasionado pelo estresse oxidativo ou injuria dos
hepatocitos, que provoca liberagdo de sinais, posteriormente, a ativagdo de células
Kupffer, natural killer e as células natural killer T. Essas células colaboram para o
desenvolvimento da lesdo hepatica, através da producdo de mediadores proé-
inflamatoérios e secrecdo de quimiocinas, que habilitam células inflamatérias para o
figado (BLAZKA et al., 1995; 1996; ISHIDA et al., 2002).

Os danos hepaticos também podem ser propiciados pelo acumulo de ferro e
pela oxidacédo de células ocasionadas por ERO (SALONEN et al., 1992). Apesar do
Fe ser 0 elemento fundamental para o organismo, pois apresenta um eficaz transporte
de elétrons e a funcéo catalisadora nas reacdes redox, também ao mesmo apresenta
uma reatividade que provoca efeitos toxicos, devido a catalisacdo na formacdo de

ERO, que a partir da transferéncia de um elétron para o oxigénio molecular produz o
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superoéxido. Esse radical é o precursor do peroxido de hidrogénio e participa da reagao
de Fenton como descrito na Figura 4 (PIERRE e FONTECAVE, 1999).

2.6 Terapia com antioxidante para protecdo do estresse oxidativo

Desse modo, tem se discutido o papel das ERO e das defesas antioxidantes
durante a progressdo da hanseniase, assim como o potencial benéfico da
suplementacdo com antioxidantes (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; ABDEL-HAFEZ
et al.,, 2009). Substancias antioxidantes ja foram testadas quanto as suas
propriedades antioxidantes, na intervencdo do avanco da doenca, através de
modificacdes no equilibrio redox. A suplementacdo com curcumina protegeu contra o
estresse oxidativo e reduziu o percentual de formacgéo de MetHb de ratos expostos a
DDS (TAYYEM et al., 2006). Dessa forma, é possivel que substancias antioxidantes
como o Acido Alfa Lipdico, possam prevenir o estresse oxidativo durante o tratamento
da hanseniase, constituindo-se em estratégia de protecao a individuos que utilizem a
DDS (ALBUQUERQUE, 2013; VARELA, 2017).

2.6.1 ACIDO ALFA LIPOICO

O Acido Alfa Lipoico (ALA; &cido 1,2-ditiolano-3-pentandico), também
conhecido como Acido Lipéico (LA) ou Acido Tiético (TA; BUSBY et al., 1999), é uma
substéancia sintetizada em pequenas quantidades por enzimas de plantas e animais
(REED, 2001). Mundialmente, o ALA foi revelado em 1937, isolado em 1951 e utilizado
pela primeira vez em 1959, como terapéutica em intoxicacao aguda e neuropatologias
(SNELL et al., 1933; RED et al.,, 1951; BOCK e SCHNEEWEISS, 1959). Estudos
evidenciam que o ALA demonstra determinadas propriedades antioxidantes, como
sequestrar diretamente ERO e, indiretamente de regenerar antioxidantes enddgenos,
como GSH, vitamina E e vitamina C (MAITRA et al., 1995; ROY et al., 1997; HAGER
et al., 2001). O ALA revela capacidade de quelar metais, como o ferro, prevenindo a
producdo de ERO (PACKER et al., 1995; MATSUGO et al., 1996); opera como co-
fator para acédo do piruvato desidrogenase (BRAMANTI et al., 2010); colabora para
processos metabdlicos, como da glicose, em diferentes celulares (GRASSO et al.,
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2014). Mediante a essas propriedades, o ALA foi eficiente em proteger contra o dano
oxidativo, em inameros processos patoldgicos, incluindo diabetes, hipertensao,
cancer, sindrome de isquemia e reperfusdo e doencas neurodegenerativas (PACKER
et al., 1995; VASDEV et al., 2000; AL ABDAN, 2012; EVANS e GOLDFINE, 2000).

O ALA ¢ sintetizado enzimaticamente pelo acido lipoico sintetase, de forma
intrinseca a partir do acido octandico (MORIKAWA et al., 2001). O ALA apresenta dois
grupos tiol (-SH), um no C6 e outro no C8, que estao conectados por ponte dissulfeto,
sendo capaz de ser oxidado ou reduzido. A forma oxidada, ALA, pode ser rapidamente
reduzida no organismo, resultando na formac&o do Acido Diidrolipdico (ADHL; Figura
9; KRAMER e PACKER, 2001; MOINI et al., 2002).
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Figura 9: Estrutura quimica do Acido a-lipéico e da sua forma reduzida, Acido Diidrolip6ico.

O ALA oriundo da dieta alimentar apresenta uma cinética simples,
concentrando-se, sobretudo em alguns 6rgaos, como figado, rins, coracdo e nas
mitocbndrias, internamente, neste local o ALA é reduzido pela atividade da lipoamida
desidrogenase ou pelo sistema da tioredoxina redutase, subjugado pela NADPH
(PRASAD e GANAPATHY, 2000; GORACA et al., 2011).

Tanto o ALA, como o ADHL evidencia alta capacidade de reducao, pois
sequestram ions metélicos de transi¢do, além de que o ADHL também reduz o radical
tocoferoxil e o dehidroascorbato, e aumenta a glutationa reduzida intracelular, devido

a solubilidade de ambas as formas desse acido, principalmente a caracteristica
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lipofilica que facilita a penetracdo em membranas celulares (SMITH et al., 2004;
SWARAN, 2009).

O ALA facilita a regeneracdo de danos celulares e diminui acéao inflamatoria
através da ativacdo do fator Nuclear fator Kappa Beta (NFk-B), devido seu perfil
anfipatico (MAGALHAES, 2000). Acredita-se que o ALA e o ADHL séo agentes
antioxidantes ativos, pois aprisiona os radicais superéxido, OHe e outros ERO,
diminuindo a vulnerabilidade da membrana contra a oxidagcdo (WOLLIN e JONES,
2003; MARANGON et al., 1999).

Estudos recentes demonstram que o ALA é capaz de prevenir ou tratar a
hepatite toxica causada por medicamentos antituberculose, pois estas drogas alteram
a morfofisiologia do figado e os marcadores hepaticos (SAAD et al., 2010). O ALA
também comprovou a eficacia em reduzir a hepatotoxicidade produzida através de
antineoplasico, no tratamento de carcinoma, ja que este medicamento provoca
estresse nas mitocdndrias do tecido hepatico (TABASSUM et al., 2010).

Dessa forma, € primordial avaliar o efeito dessa substancia mencionada, que
esta envolvida direta ou indiretamente com o sistema de defesa antioxidante da GSH.
Essa substancia € capaz de executar o sequestro de ERO e ERN, e quelar o ferro,

desempenhando uma funcao significativa na defesa antioxidante.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor do antioxidante Acido Alfa Lipoico na lesdo hepatica

induzida pela dapsona em modelo in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os parametros bioquimicos, como a alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) no plasma dos animais
tratados com dapsona na presenca ou auséncia do antioxidante;

eAvaliar os parametros do estresse oxidativo, como o malondialdeido, a
glutationa reduzida e a capacidade antioxidante total no homogeneizado do figado
dos animais tratados com dapsona, na presenga ou auséncia do antioxidante;

e Quantificar os niveis de ferro no homogeneizado do figado dos animais tratados

com dapsona, na presencga ou auséncia do antioxidante.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencéao e cuidado dos Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade federal do Para (CEUA/UFPA), DOC N° 2411100816, conforme
certificado em anexo.

Nesse experimento foram utilizados no total, 40 camundongos machos, Mus
musculus, linhagem Swiss, adultos jovens com 8 semanas de idade, massa corpOrea
variando entre 35 a 40g. Esses animais foram adquiridos através do Instituto Evandro
Chagas (IEC), o6rgdo vinculado a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do
Ministério da Saude (MS), localizado na Rodovia BR-316Km 7 S/N - LEVILANDIA -
67030-000 - ANANINDEUA / PARA / BRASIL.

Os camundongos foram alojados no biotério da Faculdade de Farmacia da
UFPA, em gaiolas de polipropeno com grade de inox, nas medidas 41x34x16cm,
contendo cama em maravalha de Pinus. As gaiolas foram substituidas em dias
alternados, lavadas com agua, sabdo e desinfetadas com hipoclorito de soédio,
aclimatados com temperatura controlada entre 25 £ 1 °C, submetidos ao ciclo de luz/
escuriddo de 12h/12h e alimentados “Ad libitum”com &gua e racdo comercial, durante

todos os experimentos.

4.2 Preparacéo da Dapsona e do Acido alfa lipopico

e Solucdo de dapsona (40 mg/Kg). A dapsona foi dissolvida em 50 pL de

Dimetilsulfoxido (DMSO) 2%.

e Solucdo de Acido alfa lipoico (12,5 mg/Kg) e solucdo do Acido alfa lipdico (25

mg/Kg). O Acido alfa lipdico foram dissolvidos em 50 pL de Solucéo Salina a

0,9%.

Durante 5 dias consecutivos foi administrada a solucdo de DDS, via
intraperitoneal em um total de 40 camundongos de diferentes grupos. Apos 2 horas,
foi administrado por gavagem, a solucdo de ALA (12,5 mg/Kg) no grupo DDS+ALA
12,5mg/Kg e a solugdo de (25 mg/Kg) no grupo DDS+ALA 25mg/Kg, durante 5 dias
consecutivos. E os animais do grupo controle foram administrados apenas com

veiculo (DMSO e/ou Solucédo Salina), durante 5 dias consecutivos. No final, os
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camundongos foram eutanasiados depois de 4 horas do ultimo tratamento com a DDS
e/ou ALA e outros apds 24 horas do ultimo tratamento com a DDS e/ou ALA.

4.3 Diviséo dos grupos de animais

Os animais foram divididos em 8 grupos:

e G-BASAL (6 animais): Foi administrado DMSO 2%, via intraperitoneal. Apds 2
horas, solucdo salina via gavagem. E foram eutanasiados apés 4 horas no
ultimo dia do tratamento.

e G-BASAL (4 animais): Foi administrado DMSO 2%, via intraperitoneal. Apos 2
horas, solucéo salina via gavagem. E foram eutanasiados apds 24 horas do
altimo dia do tratamento.

e G-DDS (6 animais): Foi administrado a solucdo de DDS via intraperitoneal. E
foram eutanasiados ap6s 4 horas no ultimo dia do tratamento.

e G-DDS (4 animais): Foi administrado a solugdo de DDS via intraperitoneal. E
foram eutanasiados apés 24 horas do ultimo dia do tratamento.

e G-DDS+ALA 12,5 (6 animais): Foi administrado a solugcdo de DDS via
intraperitoneal. Apés 2 horas foi administrado a solucdo do ALA (12,5 mg/Kg)
via gavagem. E foram eutanasiados ap6s 4 horas no ultimo dia do tratamento.

e G-DDS+ALA 12,5 (4 animais): Foi administrado a solugcdo de DDS via
intraperitoneal. Apés 2 horas foi administrado a solucdo do ALA (12,5 mg/Kg)
via gavagem. E foram eutanasiados ap0s 24 horas do ultimo dia do tratamento.

e G-DDS+ALA 25 (6 animais): Foi administrado a solucdo de DDS via
intraperitoneal. Apos 2 horas foi administrado a solugdo do ALA (25 mg/Kg) via
gavagem. E foram eutanasiados ap06s 4 horas no ultimo dia do tratamento.

e G-DDS+ALA 25 (4 animais): Foi administrado a solucdo de DDS via
intraperitoneal. Apos 2 horas foi administrado a solugdo do ALA (25 mg/Kg) via

gavagem. E foram eutanasiados ap0s 24 horas do ultimo dia do tratamento.
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4.4 Coleta das amostras dos animais

Apos o término do tratamento farmacoldgico com DDS e/ou ALA e dos grupos
controles, os animais foram anestesiados com quetamina (1,5 yL/g de peso corporal)
e xilazina (0,5 uL/g de peso corporal), submetidos a eutanasia por exsanguinagao para
a coleta de sangue total por puncéo cardiaca. Os camundongos foram presos a um
suporte de isopor; borrifado etanol 70% para desinfeccao dos pelos; a pele ventral foi
levantada com o auxilio de duas pincas dente-de-rato e executada um corte
longitudinal anatdmico nos camundongos para coleta do sangue pela artéria aorta,
com seringa plastica e agulha 25 X 0,8mm, distribuidos em tubos com 25 uL de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O plasma foi separado por centrifugacéo a 2.500
rpm durante 10 minutos, adquirindo assim o plasma livre de hemdlise para analises
bioguimicas.

Os figados dos camundongos foram coletados e dispostos em tubos do tipo
eppendorf com 1000 uL de PBS, armazenado a -80°C para que posteriormente foram
submetidos ao processo de disrupc¢ao de tecidos, para a obtencdo do homogeneizado.
Este foi utilizado para a andlise laboratorial (Figura 10).

Quetamina (1,5 pL/g de peso corporal)
+

Xilazina (0,5 puL/g de peso corporal)

Disrupcao do Figado \

Figado
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\ 1mL PBS |
|
o s Analise
4 2> BB
/“;' il =% > | ) o =) — Parametro
: estresse oxidativo

li - Analise Bioquimica

Amostra de sangue ]
-

25yl de EDTA

Figura 10: Estrutura da Coleta das amostras de sangue e figado dos animais.

Todos os animais eutanasiados foram acondicionados em sacos plasticos de
materiais biolégicos, em seguida congelados até o seu recolhimento e descarte pela
empresa especializada, contratada pela UFPA, de acordo com o Plano de

Gerenciamento de Residuos da Saude (PGRS) da instituicdo.
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4.5 Analises das amostras

4.5.1 ANALISE DOS MARCADORES HEPATICOS

A determinacdo das enzimas Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina
Aminotransferase (ALT) foram feitas através dos kits comerciais da Bioliquid, métodos
realizados por meio cinético UV e absorbéancia lida em 340nm. A Fosfatase Alcalina
(FA) foi feita pelo kit comercial Bioclin, métodos realizados por meio cinético UV e
absorbancia lida em 578nm.

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato,
formando o glutarato e o piruvato. O AST catalisa a transferéncia do grupo amina do
acido aspértico para o cetoglutarato, formando o glutarato e o oxalacetato. J4 a FA
hidrolisa o substrato de timolftaleina monofosfato, formando timolftaleina e o fosfato

inorganico.
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4.5.2 DOSAGEM DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO

A determinacao da peroxidacao lipidica foi realizada pelo método de Khonn &
Livesedge (1944) e adaptado por Percario et al. (1994). Trata-se de uma técnica
baseada na reacdo do malondialdeido (MDA) e outras substancias com o acido
tiobarbiturico (TBA; Sigma-Aldrich T5500), em pH 2,5 a 94°C, formando o complexo
MDA-TBA de cor résea, com absorbancia em 535nm. Como a rea¢do nao é especifica
para o MDA, uma vez que o TBA pode reagir com agucares, aminoacidos, proteinas
e bilirrubina, utiliza-se o termo substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
(Mayne 2003). A concentragdo elevada de TBARS tem sido utilizada como um
indicador do estresse oxidativo.

O procedimento técnico do método consiste no preparo inicial do fosfato
monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5).
Esta solucéo é utilizada na preparacdo do TBA (10 nM). Adiciona-se 100 ul de amostra
a 500ul da solucédo de acido tiobarbitarico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria
(94°C por 60 min); apos a incubacao deixa-se esfriar a temperatura ambiente por 10
minutos; adiciona-se 2,0 ml de alcool 1-butilico, homogeneiza-se vigorosamente em
vortex e posteriormente submete-se a centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos;
coleta-se 1,0 ml do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm. O padrao
MDA (1,1,3,3,tetrahidroxipropano-Sigma-Aldrich, T9889) foi utilizado para a realizacéo
da curva padréo, sendo os resultados foram expressos em pM/L (Figurall).

-
| 2mL alcool n-butilico
100pLamostra
500uL TBA l |
. -—
Bl -/ T - y "'
— —) —) & @ — m
-#BL - . ;
= — | -
Banho Maria . Vortex 2500 rpm Leitura
94°C — 1 hora 30seg. 10 minutos 535nm

Figura 11: Demonstracédo da dosagem das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS).
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4.5.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA

A determinacdo das concentracdes da glutationa reduzida (GSH) foi realizada
de acordo com o método de Ellman (1959). Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o &cido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich) para
acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al., 2007).

As amostras foram desproteinizadas com &cido tricloroacético 2% e o
sobrenadante coletado para analise apés centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos.
Inicialmente, foi retirada uma aliquota de 20 yL de cada amostra e colocada em tubo
de ensaio contendo 3 mL de tamp&ao PBS/EDTA e 20 pL de agua destilada para a
realizacdo da 12 leitura da amostra (T0), em seguida foi adicionado 100 uL de DTNB
e apos 3 minutos realizou a 22 leitura da amostra (T3). A diferenca nas absorbancias

(T3 —TO) é proporcional a concentracao de GSH, expressa em uM/mL (Figura 12).

20pL aguadestilada - -
20uL amostra 20pL aguadestilada

= 20uL amostra

+
100uLDTNB
1°leitura 412nm 20uL aguadestilada 2°leitura 412nm
(To) 20puL amostra (T3)
4mlLtamp&o SOD

Figura 12: Apresentacdo da determinagdo da glutationa reduzida (GSH).
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4.5.4 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A determinacdo da capacidade antioxidante total foi realizada através da
técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; SigmaAldrich 23881-3) € um potente
antioxidante analogo hidrossoluvel da vitamina E. Seguiu-se o método proposto por
Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999). Trata-se de uma técnica
colorimétrica baseada na reacéo entre o ABTS (SigmaAldrich A1888) com persulfato
de potassio (K2S208; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cation radical
ABTS+- (radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diamonio),
cromoéforo de coloragédo verde/azul (VASCONCELOS et al., 2007). A adicdo de
antioxidantes presentes na amostra a este cation radical pré-formado o reduz
novamente a ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante, concentracao
de antioxidantes e duracdo da reacdo. Isto pode ser mensurado por
espectrofotometria pela observagao da mudanca na absorbéancia lida a 734nm durante

5 minutos. Os resultados foram expressos em pM/mL (Figura 13).

ABTS
+
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Solucdode Trabalho 1°leitura 734nm ‘ 2970uLde ABTS ‘ 2°%leitura 734nm
ABTS (To) (Ts)

Figura 13: Demonstracdo da determinacdo da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(TEAC).
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4.5.5 DETERMINACAO DO FERRO SERICO

O ferro sérico foi determinado pelo método colorimétrico de Goodwin
modificado, utilizando o kit Labtest®. Para isso, foram utilizados 100ul do
homogeneizado do figado e as leituras foram feitas em espectrofotdometro no
comprimento de onda 560nm. Os tubos utilizados na manipulacdo das amostras
durante os procedimentos foram de plastico e descartavel, para evitar a contaminacao
com tracos de ferro. Na analise do ferro sérico, o ferro é liberado da transferrina em
meio acido tamponado e na presenca de acido tioglicélico é reduzido a Fe*2. O ion
reduzido liga-se ao reagente de cor (ferrozine), formando um complexo molecular de
coloragcdo résea, cuja intensidade da cor produzida é diretamente proporcional a

concentracéo de ferro na amostra.

4.5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa
Graphpad Prism 5.1, 2007. Os dados obtidos foram analisados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por teste de Tukey multiplas comparacdes. Os resultados
foram expressos em média + desvio padrdo e considerados estatisticamente

significativos para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis do

Aspartato aminotransferase no plasma dos camundongos.

A figura 14 mostra que o grupo DDS e o grupo pés-tratado ALA 25 mg/Kg,
ambos de 4 horas, aumentaram significativamente (p < 0,05) os niveis da enzima
aspartato aminotransferase (AST), em relagéo ao grupo controle (BASAL) 4 horas. O
grupo DDS de 4 horas apresentou de forma significativa niveis mais elevados de AST,
comparado ao grupo DDS de 24 horas. Os grupos pos-tratados, ALA 12,5 e 25 mg/Kg
de 4 horas, ambos apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de
AST, em relacdo aos grupos pos-tratados, ALA 12,5 e 25 mg/Kg de 24 horas. No
entanto, os animais tratados com DDS e pés-tratados com ALA na dose de 12,5 mg/Kg
de 4 horas, apresentou uma reducdo nos niveis de AST, em relagdo ao grupo DDS
de 4 horas (Figura 14).
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Figura 14: Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis do Aspartato
aminotransferase no plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e p0s- tratados com
ALA (12,5 e 25 mg/Kg). Os dados foram expressos como média + desvio padréo. *p < 0,05 comparado
ao grupo BASAL 4h; #p < 0,05 comparado ao grupo DDS 4h; &p < 0,05 comparado ao seu respectivo
grupo 24h. ALA, Acido Alfa Lipéico; DDS, dapsona; AST, aspartato aminotransferase; h, horas.
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5.2 Efeito do pés-tratamento com Acido Alfa Lipoico sobre os niveis da Alanina

aminotransferase no plasma dos camundongos.

Em relacdo aos niveis da Alanina aminotransferase (ALT), nenhum grupo
apresentou diferenca significativa nos niveis desta enzima no plasma, nos tempos
avaliados (Figura 15).
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Figura 15: Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis da alanina aminotransferase
no plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e péds- tratados com ALA (12,5 e 25
mg/Kg). Os dados foram expressos como média + desvio padréo. *p < 0,05 comparado ao grupo BASAL
4h; #p < 0,05 comparado ao grupo DDS 4h; &p < 0,05 comparado ao seu respectivo grupo 24h. ALA,

Acido Alfa Lipoico; DDS, dapsona; ALT, alanina aminotransferase; h, horas.
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5.3 Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis da
Fosfatase alcalina no plasma dos camundongos.

A figura 16 mostra que o grupo DDS de 24 horas apresentou um aumento
significativo (p < 0,05) nos niveis de Fosfatase Alcalina (FA) em relacao, tanto ao
grupo DDS de 4 horas, como ao grupo controle BASAL de 24 horas. O grupo pos-
tratado com ALA na dose de 25 mg/Kg de 24 horas, apresentou também um aumento
significativo (p < 0,05) nos niveis de FA em relagao, tanto ao grupo pos-tratado com
ALA 25mg/kg de 4 horas, como ao grupo controle BASAL de 24 horas. No entanto,
somente o grupo pos-tratado com ALA na dose de 12,5 mg/Kg de 24 horas apresentou
uma reducéo significativa (p < 0,05) aos niveis de AST, comparado ao grupo DDS de
24 horas (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipoico sobre os niveis da fosfatase alcalina no
plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e p6és- tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg).
Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05 comparado ao grupo BASAL 24h;
#p < 0,05 comparado ao grupo DDS 24h; &p < 0,05 comparado ao seu respectivo grupo 24h. ALA,

Acido Alfa Lipéico; DDS, dapsona; FA, fosfatase alcalina; h, horas.
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5.4 Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa LipGico sobre os niveis de TBARS
em homogeneizados de figados dos camundongos.

A Figura 17 mostra que os animais tratados com dapsona (grupo DDS), tanto
de 4 horas como de 24 horas, apresentaram niveis elevados de malondialdeido (p <
0,05) em relagdo aos seus respectivos grupos, BASAL de 4 horas e de 24 horas,
mostrando que o tratamento com dapsona levou a um dano hepatico nos animais. E
o grupo DDS de 4 horas mostrou niveis mais elevados de malondialdeido (p < 0,05)
comparado com o grupo DDS de 24 horas. Por outro lado, os animais tratados com
dapsona que receberam pos-tratamento com o Acido Alfa Lipéico, nas concentragdes
12,5 e 25 mg/Kg, ambos de 4 horas apresentaram reducéo significativa nos niveis de

malondialdeido (p < 0,05) comparado com grupo DDS de 4 horas (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do pds-tratamento com Acido Alfa Lipoico sobre os niveis de malondialdeido em
homogeneizados de figados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram poés-
tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, os niveis de
malondialdeido foram avaliados. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05
comparado ao grupo BASAL 4h ou 24h; #p < 0,05 comparado ao grupo DDS 4h; &p < 0,05 comparado
ao seu respectivo grupo 24h. ALA, Acido Alfa Lipoico; DDS, dapsona; MDA, malondialdeido.
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5.5 Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis de

glutationa em homogeneizados de figados dos camundongos.

Em relacdo a producdo de antioxidantes, o grupo DDS de 4 e 24 horas
apresentou reducao significativa (p < 0,05) na concentragéo do tripeptideo endogeno,
GSH, comparado aos seus respectivos grupos, BASAL 4horas e 24 horas, mostrando
que a DDS induziu um consumo ou reducdo nos niveis deste antioxidante in vivo. Em
contrapartida, o pos-tratamento com ALA na concentracdo de 12,5 e 25 mg/Kg de 4
horas, nos animais tratados com dapsona foi capaz de reverter o efeito oxidativo da
dapsona que ocasionou a reducdo de GSH, comparado ao grupo DDS de 4 horas.
Inclusive esses mesmos grupos poés-tratados com ALA apresentaram um aumento na
concentracdo de GSH, comparados com seus respectivos grupos ALA 12,5 e 25 de

24 horas (p < 0,05; Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do pds-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis de glutationa em
homogeneizados de figados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pos-
tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, a concentracao
de GSH foi avaliada. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05 comparado ao
grupo BASAL 4h ou 24h; #p < 0,05 comparado ao grupo DDS 4h; &p < 0,05 comparado ao seu
respectivo grupo de 24h. ALA, Acido Alfa Lipoico; DDS, dapsona; GSH, glutationa.
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5.6 Efeito do pds-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre a capacidade
antioxidante total em homogeneizados de figados dos camundongos.

Quanto a capacidade antioxidante total detectada pelo método do TEAC,
nossos dados mostraram que o grupo DDS de 4 horas foi capaz de reduzir a
capacidade antioxidante total de forma significativa (p < 0,05) em relagéo, tanto ao
grupo BASAL de 4 horas como ao grupo DDS de 24 horas. Por outro lado, os grupos
pos-tratados com diferentes concentracfes do ALA (12,5 a 25 mg/Kg) de 4 horas,
apresentaram reversao significativa (p < 0,05) dos niveis da capacidade antioxidante
total, em relagéo ao grupo DDS de 4 horas, mostrando novamente que o tratamento
com ALA foi capaz de reverter o efeito oxidativo ocasionado pela dapsona no figado
(Figura 19).
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Figura 19 - Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre a capacidade antioxidante total em
homogeneizados de figados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pés-
tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, a capacidade
antioxidante total foi avaliada. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. #p < 0,05
comparado ao grupo DDS 4h; *p < 0,05 comparado ao Grupo BASAL 4h; #p < 0,05 comparado ao
grupo DDS 24h; &p < 0,05 comparado ao seu respectivo grupo de 24h. ALA, Acido Alfa Lipéico; DDS,

dapsona; TEAC, Capacidade antioxidante equivalente ao trolox.
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5.7 Efeito do pos-tratamento com Acido Alfa Lipdico sobre os niveis de ferro em

homogeneizados de figados dos camundongos.

A Figura 20 mostra que os grupos DDS de 4 horas e 24 horas, ambos
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de ferro, em relacdo aos
respectivos grupos BASAL de 4 horas e 24 horas. O grupo DDS de 4 horas apresentou
de forma significativa (p < 0,05), niveis mais elevados de ferro, comparado ao grupo
DDS de 24 horas. E os grupos pos-tratamento, ALA 12,5 de 4 horas e o0 ALA 25 de 4
horas e 24 horas, apresentaram aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de ferro,
acumulados no figado, comparados, respectivamente ao grupo BASAL de 4 horas e
24 horas. Entretanto, o pos-tratamento com o ALA nas doses de 12,5 e 25 mg/Kg de
24 horas, foram capazes de reverter de forma significativa (p < 0,05) o aumento no
acumulo nos niveis de ferro comparado ao grupo DDS 24 horas e aos grupos
respectivos do ALA 12,5 e 25 de 4 horas (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito do pds-tratamento com Acido Alfa Lipoico sobre os niveis de ferro em
homogeneizados de figados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pos-
tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, os niveis de ferro
foram avaliados. Os dados foram expressos como média + desvio padrao. #p < 0,05 comparado ao
grupo DDS 4h; *p < 0,05 comparado ao Grupo BASAL 4h; =p < 0,05 comparado ao grupo BASAL 24h;
mp < 0,05 comparado ao grupo DDS 24h; &p < 0,05 comparado ao seu respectivo grupo de 24h. ALA,
Acido Alfa Lipéico; DDS, dapsona.
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6 DISCUSSAO

Este estudo evidenciou que a administracao intraperitoneal de DDS na dose de
40 mg/Kg foi responsavel em causar alteracdes no equilibrio redox no figado dos
camundongos, ocasionando um aumento nos niveis da AST e FA, na peroxidacéo
lipidica e na diminuicdo das defesas antioxidantes, como os niveis de GSH e na
capacidade antioxidante total. Além disso, a administracdo da DDS nos camundongos
também ocasionou uma elevacéo nos niveis do ferro hepatico. Em contrapartida, o
pos-tratamento com o antioxidante ALA, que foi capaz tanto de reverter os danos
oxidativo, como reduzir os niveis de MDA e o acumulo de Ferro no tecido hepatico,
induzido pelo tratamento com DDS nos animais.

Estudos relacionado com a lesdo hepatica aguda, demonstra que, inicialmente
0s niveis do aspartato aminotransferase (AST) sao elevados e sua meia vida € em
torno de 17 horas (XU et al., 2015). Dessa forma, nossos dados mostraram que a DDS
induziu a elevacao dos niveis de AST em 4h, em relacdo ao tempo de 24 horas, fato
gue pode ser explicado por 4 horas estar dentro do intervalo de tempo de meia vida
dessa enzima. No entanto, o pos-tratamento com ALA na dose de 12,5 mg/Kg inibiu
0s niveis de AST, induzida pela dapsona em 4 h, fato que pode ter ocorrido pela
reversdo ou diminuicdo do dano hepético e em outros tecidos, ocasionado pela
regeneracao da GSH e outros antioxidantes, que impedem a superproducédo de ERO,
consequentemente inibem o dano oxidativo.

Em relacdo ao outro marcador hepético, a alanina aminotransferase (ALT),
estudos realizados por Reagan et al. (2012) utilizando camundongos tratados com
dexametasona, demonstraram que os niveis de ALT ndo apresentaram aumento em
24 horas, e sim, em 72 horas. Com isso, provavelmente, 0s nossos resultados em
relacdo a ALT ndo apresentaram diferencas estatisticas, pois os animais foram
eutanasiados, em 4 horas e 24 horas. E a ALT também pode estar associada com a
renovacao celular, ou seja, seus niveis se dispfe a normalizar mesmo apds varios
dias de administracdo com farmacos (AMACHER, 1998). Com rela¢édo a fosfatase
alcalina (FA), o grupo tratado apenas com DDS de 24 horas, demonstrou um aumento
nos niveis de FA, em relacdo ao seu grupo respectivo de 4 h. Habitualmente, a FA é
utilizada como marcador de colestase, seus niveis podem se elevar, mediante ao
acumulo de sais biliares nos hepatdcitos, induzindo uma formacéo de FA intracelular
(VEGGI, 2002). O pos-tratamento com ALA na dose de 12,5 mg/Kg, inibiu os niveis
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de FA, induzida pela dapsona em 4 h, evento que pode ter ocorrido pela diminuigao
do dano hepatico, ocasionado pela regeneracdo da GSH e outros antioxidantes, que
impedem a superproducdo de ERO, consequentemente inibem o dano oxidativo.

A DDS é classificada como um medicamento que induz a hepatite
medicamentosa mesmo em doses recomendadas e permanece no organismo por até
35 dias apds a administracéao (TAJIRI e SHIMIZU, 2008; ALVES-RODRIGUES et al.,
2005). De acordo com Videla (2009), o figado € o 6rgdo mais acometido pela
toxicidade de droga, sendo que a hepatite medicamentosa € iniciada pela producéo
acentuada de ERO, induzida pela exposicdo aos farmacos oxidativos. No sistema
normal da célula, o préprio sistema antioxidante é capaz de neutralizar as a¢gfes das
ERO, tanto no meio intra como no meio extracelular. No entanto, uma alteracdo como,
uma deplecdo do sistema antioxidante com o aumento da producdo de ERO pode
ocasionar danos oxidativos no organismo (RASHEED et al., 2007).

Conforme relatado, a producao acentuada de ERO pode ocasionar elevagcao
na peroxidacao lipidica, devido uma degradacdo acentuada dos fosfolipideos da
membrana, gerando acidos graxos poli-insaturados, que sao toxicas as células e
levam a um dano celular (KWIECIEN et al., 2002). Um dos principais produtos da
peroxidacéo lipidica € o MDA, que serve como indicador de lesdo tecidual provocados
por ERO (KWIECIEN et al., 2002; KWIECIEN et al., 2010; ADAMCZYK-SOWA et al.,
2012). Mediante a isso, niveis elevados de peroxidacéo lipidica pode estar associado
a lesd@o hepatica, provocados pelo estresse oxidativo neste tecido (KURATA, et al.,
1993).

Estudo demonstra que os ratos machos, administrados com dose de 30 mg/Kg
de DDS intraperitoneal, mostrou um aumento nos niveis de MDA nos hepatécitos dos
mesmos, em relacdo ao grupo controle sem tratamento. Provavel qgue o metabdlito da
dapsona, a dapsona hidroxilamina induziu a formacdo de ERO, consequentemente o
estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica (VEGGI et al., 2008). Nesse sentido, n0sso
estudo mostrou, que o tratamento com DDS na dose de 40 mg/Kg de 4 horas, induziu
um aumento nos niveis de MDA nos camundongos, comparado aos grupos BASAL e
DDS de 24 horas. Possivelmente, esse aumento pode estar relacionado com a
concentracao plasmatica da DDS que € de 2 a 8 horas.

A progressao do dano hepatico pode estar associada a partir do momento da
metabolizacdo da dapsona hidroxilamina para a dapsona nitrosoareno, com a doacéo

do elétron para o O2 na formacao do radical superéxido (VEGGI et al., 2008). O anion
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superoxido € dismutado pelo SOD em H202, que através da reagcdo de Haber-weiss
origina o radical OHe. Esse radical tem a capacidade de retirar um atomo de hidrogénio
dos acidos graxos poliinsaturados (LH) da membrana celular, formando o radical
lipidico (L¢), este pode interagir com o Oz e originar o radical peroxido (LOQOs),
formando produtos como aldeidos, cetonas, ésteres e produtos secundarios, como o
MDA. Esse processo termina no momento que as reservas de LH e Oz se esgotam no
sistema (SANTOS et al., 2007; Figura 21).
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Figura 21: Estrutura proposta do mecanismo da formacao do radical superdxido a partir da Dapsona
hidroxilamina e da representacao do processo da peroxidacao lipidica. Fonte: Adaptado de Veggi et al.,
2008.

Evidéncias indicam que a producédo acentuada de ERO e/ou a falha no sistema
antioxidante possam colaborar em lesdes, fibrose e doencas relacionadas ao figado.
No entanto o uso do acido alfa Lipéico demonstra uma funcdo protetora, como
atividades antioxidante e anti-inflamatoria, frente a esses agravos hepaticos (FOO et
al., 2011). Com isso, estudos realizados por EI-Shenawy et al. (2017), utilizando
dimetilnitrosamina, induziram um estresse oxidativo hepéatico nos camundongos. Os
mesmos foram tratados com o ALA na dose de 16,12 mg/Kg, que conseguiu inibir os
niveis de MDA. Esses resultados corroboram com nosso estudo, pois 0s animais
tratados com dapsona que receberam pés-tratamento com o Acido Alfa Lipéico, nas
concentracbes 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas, ambas conseguiram inibir de forma
significativa os niveis de MDA em relagéo ao grupo DDS de 4 horas. Provavel, que a
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metaboliza¢do do ALA de 90 minutos, concomitantemente com a meia vida do GSH
de 2 horas, este periodo, possa ter influenciado nos resultados dos grupos pos-
tratados com ALA 12,5 e 25 de 4 horas (SHARMAN et al., 2004; ORMSTAD e
ORRENIUS, 1980) Estudos apontam que o ALA pode ativar um mecanismo
molecular, através da sirtuina 1, que ativa o fator nuclear eritréide 2, responsavel pela
transcricdo das enzimas antioxidante, como o superoxido dismutase e a catalase,
responsaveis por catalisar, respectivamente o anion O2* e o H202, impedindo assim
a peroxidacéo lipidica (YANG et al., 2014).

O figado é o local responsavel pela metabolizagdo de inUmeros compostos
como metabdlito reativo do acetaminofeno, o N-acetil-p-benzoquinona imina, que
causam danos hepéticos através da producdo de ERO (JAESCHKE et al., 2012).
Esses radicais como, O2*", H202 e HO+ provocam lesfes hepaticas, logo precisam ser
eliminados pelo sistema antioxidante, seja enzimatico ou ndo enzimatico (MURIEL e
GORDILLO, 2016; JAMES et al., 2003; REID et al., 2005). Em relacdo ao sistema
antioxidante ndo enzimatico, a GSH € um importante antioxidante que € sintetizado
no figado e fornece 90% da GSH circulante no organismo (SUN et al., 2010). A
atividade da GSH é complementar a glutationa peroxidase, que catalisa 0 H202 em
agua e 02, para limitar a formacdo do radical OHe considerado altamente reativo
(TURGUT et al., 2006).

Sasaki et al. (2015) utilizaram 50 mg/Kg de fenitoina, via intraperitoneal em
camundongos, induzindo uma injuria no figado, que provocou uma diminuicdo nos
niveis de GSH hepético. A deplecdo da GSH agravou as lesbes hepéaticas induzidas
pela fenitoina, pois pela hipétese dos autores a GSH hepética é diminuida a partir da
conjugacao com o metabdlito intermediario da fenitoina, o 6xido areno. Diante disso,
nossos dados também mostraram que o tratamento com DDS de 4 horas e 24 horas,
ambas reduziram os niveis de GSH hepético em relacdo aos grupos BASAL de 4
horas e 24 horas, indicando o efeito oxidativo do farmaco in vivo. A GSH esta
associada com a eliminacdo de metabdlitos reativos de drogas e pode auxiliar na
reducdo das ERO, neutralizando condi¢bes oxidativas (RASHEED et al., 2007,
VALKO et al., 2006; ALMADORI et al., 2007).

Com isso a diminuigdo do nivel de GSH pode estar relacionado durante o
processo de metabolizacdo da dapsona hidroxilamina para a dapsona nitrosoareno,
gue libera um elétron para o Oz, formando assim o radical superéxido. Esse radical é

dismutado pela enzima superoxido dismutase, formando o H202, que € reduzido em
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H20 e Oz pela catalase e/ou glutationa peroxidase, que tem como substrato a GSH. A
dapsona nitrosoareno podem regenerar a dapsona hidroxilamina, através da GSH,
formando o ciclo redox, que cessa apenas quando a GSH esta praticamente
depletada. Ja a glutationa redutase, NADPH dependente, reduz a glutationa oxidada
(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), mantendo seu estado redox no organismo
(KRAMER et al., 1976; VEGGI et al., 2008). No momento que a GSH intervém sobre
a glutationa peroxidase, esta consegue inibir a peroxidacao, pois transforma as ERO,
em espécies menos reativas (KWIECIEN et al., 2003; 2010). Com isso, a diminui¢ao
de GSH nos animais tratados com DDS pode ser indicativo de maior consumo de GSH
pelo excesso de metabdlitos reativos e/ou pela producdo de ERO apds a exposicao a
DDS (Figura 22).
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Figura 22: Estrutura proposta do mecanismo da formacao do radical superéxido a partir da Dapsona

hidroxilamina e do consumo da GSH. Fonte: Adaptado de Veggi et al., 2008.

Estudos de Tian et al. (2013) mostraram niveis de GSH hepatico em ratos com
esteatose, induzidos por lipopolissacarideos e tratados com o ALA na dose de 60
mg/Kg. O ALA possivelmente restaura 0 GSH ou o sistema antioxidante dependente

de GSH. Dessa forma, nossos resultados também apresentou um aumento nos niveis
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de GSH nos camundongos tratados com ALA na dose de 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas.
E esperado que a metabolizacio do ALA de 90 minutos, concomitantemente com a
meia vida do GSH de 2 horas, que este prazo possa ter influenciado nos resultados
dos grupos poés-tratados com ALA 12,5 e 25 de 4 horas (SHARMAN et al., 2004;
ORMSTAD e ORRENIUS, 1980). Esses antioxidantes enzimaticos sao considerados
como a primeira linha de defesa, devido sua agilidade em eliminar essas ERO
(IGHODARO e AKINLOYE, 2017).

Os niveis de MDA e GSH, ambos sao considerados como marcadores para
avaliar a peroxidacao lipidica (GARG et al., 2013). Com isso, estudos de Turgut et al.
(2006) comprovaram que analisando danos oxidativos, perceberam um aumento nos
niveis de MDA seguido de uma deplecao concomitante nos niveis de GSH no figado
dos camundongos.

A capacidade antioxidante total estd relacionada com a acdo conjunta dos
antioxidantes enzimaticos e/ou ndo enzimaticos presentes no organismo, com
propésito de prevenir a formacéao de radicais livres ou restaurar danos oxidativos. Nos
estudos de Niu et al. (2017) a cisplatina administrada via intraperitoneal, induziu lesédo
hepatica aos camundongos, mostrando em seus resultados, uma reducao significativa
nos niveis da capacidade antioxidante total no grupo tratado apenas com cisplatina.
Essa baixa capacidade antioxidante total pode indicar um estresse oxidativo ou uma
maior disponibilidade a leséo oxidativa (KORACEVIC et al., 2001). Nesse sentido, em
nossos resultados, os niveis da capacidade antioxidante total foi reduzido no grupo
tratado apenas com DDS de 4 horas. E provavel que isso, seja devido a alta
reatividade do radical OHe, pois este reage com qualquer molécula biolégica presente
no organismo, seja carboidrato, lipidio, poteina ou DNA (PHANIENDRA et al., 2015).
Essa deficiéncia no sistema antioxidante também pode ser devido ao consumo
exacerbado das moléculas antioxidantes durante o processo de defesa frente ao dano
oxidativo induzidas pelas ERO (SURESH et al., 2009).

Embora a capacidade antioxidante total pode ser considerado a somatdéria das
atividades de inameras moléculas antioxidantes, também pode ser tratada como um
equilibrio dindmico pela relacdo entre os antioxidantes (KORACEVIC et al., 2001). Os
nossos resultados dos grupos poés tratados com ALA 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas pode
ter relagdo, com a capacidade do ALA de regenerar os niveis de GSH e assim
neutralizar as ERO (SUN et al., 2012; HAMDY et al., 2014).
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A producgéo de ERO acontece de forma regular nas organelas, principalmente
nas mitocondrias, pois é onde transcorre a cadeia transportadora de elétrons, uma
das etapas da respiracao celular, fonte geradora de radicais livres (GREEN et al.,
2004). Particularmente, alguns metais de transicdo, como o ferro, podem reagir com
ERO, através da reacao de fenton e gerar radicais mais tdxicos ao organismo, e assim
ocasionar lesoes teciduais (KOURY e DONANGELO, 2003).

De acordo com estudos, animais tratados com dapsona apresentam tanto um
aumento de MetHb, como a liberacdo continua de ferro dos eritrocitos (CICCOLI et
al.,1999). Essa liberacao provoca uma sobrecarga do ferro nas células de kupffer, que
sdo macrofagos residentes nos sinusoéides do figado. E provavel que essas células
podem ser responsaveis pela captacdo de ferro férrico durante a reciclagem dos
eritrocitos, mediado pelo aumento de MetHb, em que o ferro da molécula heme é
oxidado do estado ferroso para o estado férrico (MISRA e FRIDOVICH, 1972; GREGG
e PRCHAL, 2005). Nesse sentido, nossos dados mostraram que o tratamento com
DDS também elevou um acumulo maior de Ferro no figado dos camundongos no
grupo DDS de 4 horas, comparados aos grupos SHAM 4 horas e DDS 24 horas.

Mediante a isso, 0s metabdlitos da DDS induzem a formacdo de
metemoglobinas, sendo uma das principais causas do acumulo de ferro (CICOLLI et
al., 1999). O ferro férrico proveniente da Metemoglobina participa da reacao de fenton,
uma reacao rapida, originando o ferro ferroso, este reage com o H202, formando o
radical OHe. Esse radical inicia a peroxidacdo lipidica, onde tanto o Fe®" e o Fe2*
catalisam hidroperoxidos lipidicos, respectivamente em radicais alcoxi (LO¢) e radicais
perdxi (LOOe*), que levam a lesdo hepatica (Figura 23; FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Esse dano também pode ocorrer devido a degradacdo ou diminuicdo da
disponibilidade da proteina ferritina, responsavel em armazenar o ferro em seu nucleo,
inibindo assim a reatividade do ferro e o seu acumulo nos tecidos (STANKIEWICZ et
al., 2009).
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Figura 23: Estrutura proposta do mecanismo da formacado do radical superoxido a partir da Dapsona

hidroxilamina e da representacdo do processo da leséo hepética. Fonte: Adaptado de Veggi et al., 2008.

Através do efeito oxidativo da DDS no figado em modelo animal, investigou-se
o antioxidante ALA, quanto sua capacidade de reverter esse dano oxidativo. Estudos
indicam que o ALA apresenta efeito redutor sobre o estresse oxidativo, principalmente
a nivel mitocondrial (EVANS e GOLDFINE, 2000). A forma reduzida do ALA, o acido
diidrolip6ico ou ADHL é um potente redutor, pois quela metais como o ferro, elimina
ERO e regenera outros antioxidantes, como &cido ascorbico, vitamina E e glutationa
(HAN et al., 1995; XU e WELLS, 1996; GUO e PACKER, 2000).

Estudos de Ali et al. (2015) usaram sulfato ferroso em ratos, via intraperitoneal,
dose de 5 mg/Kg, com intuito de provocar um acumulo de ferro. O pos-tratamento foi
feito com ALA, dose de 20 mg/Kg e determinando o acumulo do ferro sérico. De
acordo com o0s autores, essa dose conseguiu reverter o acumulo de ferro,
possivelmente, o ALA se acumulou no figado, reduziu o radical OHe, eliminou os
radicais H202 e O2*, e quelou o ferro através do grupo sulfidrila presente na sua
estrutura. Com isso, nossos resultados demonstraram que os grupos tratados com
DDS e pés-tratados com ALA, na dose de 12,5 e 25 mg/Kg de 24 horas, ambos
conseguiram reverter o acumulo de ferro no figado dos animais. De acordo com
estudos o ALA consegue inibir a expressdo da proteina transportadora de metal
divalente 1, consequentemente a inibicdo da absorcao do ferro nos enterdcitos (CHEN

et al., 2017). E Indiretamente, o ALA pode estimular a sintese do GSH ou induzir
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mecanismo moleculares de antioxidantes via ativacao da sirtuina 1, posteriormente a
ativagdo do fator nuclear eritréide 2, e assim transcrevendo o superoxido dismutase e
a Catalase (YANG et al., 2014).

A reversao dos danos oxidativos ocasionados pela DDS, induzido pelo ALA foi
comprovado na dosagem de MDA, onde o0s nossos dados mostraram 0 pos-
tratamento com o ALA nas concentragdes 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas, foram capazes
de inibir a producdo de MDA no figado, induzidas pelo tratamento com DDS,
mostrando que o ALA tem uma propriedade protetora, pois conseguiu reverter a lesao
hepatica induzida pelo farmaco. Possivelmente, o ALA pode ter sequestrado as ERO
ou impedir outros mecanismos oxidativos induzidos por metais, inibindo assim a
peroxidacao lipidica.

A acdo antioxidante do ALA também foi demonstrada na avaliacdo da
capacidade antioxidante total, no qual o pos-tratamento com ALA nas concentracdes
de 12,5 e 25 de 4 horas, também foram capazes de reverter a diminuicdo na
capacidade antioxidante induzida pelo tratamento com dapsona, mostrando que o
ALA atua estimulando o sistema antioxidante enzimatico e/ou ndo enzimatico. Nesse
contexto, nossos dados também mostraram que o poés-tratamento ALA 12,5 e 20
mg/Kg de 24 horas, também foram capazes de inibir o acumulo de ferro no figado
ocasionada pelo tratamento com a DDS, mostrando que o ALA também pode atuar
sobre outros mecanismos celulares, que levam a regulacdo dos niveis de ferro nos

tecidos, assim como impedir a absor¢ao do ferro pelo organismo.
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7 CONCLUSAO

Desta forma, conclui-se com este estudo que:

A dapsona induziu dano hepatico, com aumento do Aspartato aminotransferase
e da Fosfatase alcalina, assim como o estresse oxidativo, mediante o aumento de
peroxidacado lipidica e diminuicdo dos niveis de glutationa e de antioxidante total.
Estes processos podem estar associados com o acumulo de ferro hepético no
organismo.

O pos-tratamento com o antioxidante Acido alfa lipdico foi capaz de diminuir os
niveis do Aspartato aminotransferase e da Fosfatase alcalina, reverter a peroxidacao
lipidica e elevar os niveis de GSH e antioxidantes totais. Além disso, o ALA também
inibiu 0 acumulo de ferro hepético, induzida pela dapsona em camundongos.

Dessa forma o Acido alfa lipdico pode apresentar um potencial terapéutico na
prevencdo do dano hepatico que podem ser ocasionados em pacientes com
hanseniase, durante o tratamento com dapsona. Isso pode contribuir como alternativa
de tratamento para prevencdo de danos hepéticos ocasionados por farmacos

oxidativos, como a dapsona.
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E ALTERACOES NEUROCOMPORTAMENTAIS INDUZIDAS PELA DAPSOMA EM MODELD IN VIVO®, protocolada sob o CEUA n&
2411100816, sob a responsabilidade de Marta Chagas Montelro e equipe; Marta Chagas Monteiro - que envalve a produgao,
manutengdo efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 20049, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
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We certify that the propesal "EVALUATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF LIPQIC ACID IN METHEMOGLOEIN FORMATION
ANDMNEUROBEHAVIORAL CHANGES INDUCED BY DAPSONE IN VIVO®, utilizing 105 Isosgenics mice (105 males), protecol numbser
CEUA 2411100816, under the responsibility of Marta Chagas Montelro and team; Marta Chagas Monteiro - which involves the
production, maintenance andjor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings),
for scentific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as
well as with the rules issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 09/29,/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 09/2016 a 12/2017 Area: Neurnciéncias
Origem: Biotério Central ICB/UFPA

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 5 a6 semanas N: 105
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: LABORATORIO DE FARMACOLOGLA, INFLAMACAD E COMPORTAMENTO (LAFICO) E LABORATORIO DE ENSAIOS
IN VITRO, IMUNOLOGLA E MICROBIOLOGLA (LABEIM)

Belé, 28 de outubro de 2017
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Profa. Dra. Maria Vivina Bamos Monkeing Profa. Dra. Vanessa |oia de Mello
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Pard
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