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RESUMO 
 
 
SAKAI, J.T. Efeito protetor do Ácido Alfa Lipóico sobre a Lesão hepática, 
induzida por dapsona em modelo animal. 72 f. Dissertação (Mestrado) – Programa 
de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal do Pará, Belém, 
2018. 
 

 

O fígado é o principal órgão envolvido na biotransformação dos xenobióticos, com 

capacidade de converter compostos hidrofóbicos em hidrossolúveis, mais facilmente 

eliminados pelo organismo. A dapsona (DDS) faz parte da poliquimioterapia (PQT) do 

tratamento da hanseníase, seu metabólito está relacionado com a formação de 

radicais livres em células hematológicas e neurais, estando assim, diretamente 

envolvido nas principais reações adversas ocasionadas pela sua utilização. Devido ao 

seu ciclo de conversão, que envolve a reação com o ferro presente no fígado, a DDS 

também se acumula no fígado, permanecendo por mais tempo nesse órgão, 

favorecendo, assim, o dano tecidual, como a hepatite medicamentosa. Nesse 

contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito protetor do Ácido Alfa 

Lipóico (ALA) sobre os danos hepáticos provocados pela DDS em camundongos, em 

pós-tratamento. Neste estudo, o tratamento com a dapsona induziu dano hepático, 

com aumento do Aspartato aminotransferase e da Fosfatase alcalina, assim como o 

estresse oxidativo, mediante o aumento de peroxidação lipídica e diminuição tanto 

dos níveis da glutationa como dos antioxidantes totais. Estes processos podem estar 

associados com o acúmulo de ferro hepático no organismo. Já o pós-tratamento com 

o antioxidante Ácido alfa lipóico, este foi capaz de diminuir os níveis do Aspartato 

aminotransferase e da Fosfatase alcalina, reverter a peroxidação lipídica e elevar os 

níveis de GSH e antioxidantes totais. Além disso, o ALA também inibiu o acúmulo de 

ferro hepático, induzida pela dapsona em camundongos. Nossos resultados indicam 

que o antioxidante testado apresenta um potencial terapêutico contra o dano hepático, 

ocasionado pela dapsona em uso dos pacientes com hanseníase.  

 

 

Palavras-Chave: Dapsona; antioxidante; Ácido Alfa Lipóico; 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 (Master̛s), Graduation Program in 
Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pará, 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 INTRODUÇÂO 

 

A dapsona (4,4’-diaminodifenilsulfona) é utilizada como um dos fármacos na 

poliquimioterapia (PQT) no tratamento da hanseníase (BRASIL, 2016). A DDS é 

biotransformada no fígado através da N-acetilação e da N-hidroxilação, originando a 

dapsona hidroxilamina (DDS-NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-

NOH; MITRA et al., 1995). O uso da dapsona, principalmente pelo seu metabólito 

DDS-NOH pode ocasionar o estresse oxidativo. Estudos realizados por Timothy et al. 

(1997) em humanos, atribuíram o efeito da DDS-NOH aos distúrbios hematológicos e 

produção de Espécies Reativas do Oxigênio (ERO).  

Clinicamente foi comprovado que a DDS pode ocasionar hepatoxicidade, a 

reação adversa deste medicamento está relacionada com a síndrome da sulfona, uma 

reação idiossincrática que acontece de forma independente (Zhu e Stiller, 2001; 

Johnson et al., 1986). Os danos hepáticos também podem ser propiciados pelo 

acúmulo de ferro e pela oxidação de células ocasionadas por ERO (SALONEN et al., 

1992). Desse modo, tem se discutido o papel das ERO e das defesas antioxidantes 

durante a progressão da hanseníase, assim como o potencial benéfico da 

suplementação com antioxidantes (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; ABDEL-HAFEZ 

et al., 2009). 

É possível que substâncias antioxidantes como o Ácido Alfa Lipóico, possam 

prevenir o estresse oxidativo durante o tratamento da hanseníase, constituindo-se em 

estratégia de proteção a indivíduos 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 endógenos, 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 produção de ERO (PACKER et al., 1995; 

MATSUGO et al., 1996). Dessa forma é importante investigar os parâmetros pró-

oxidantes e antioxidantes envolvidos no equilíbrio redox celular e melhorar a adesão 

dos pacientes com hanseníase durante o tratamento terapêutico com a dapsona.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Hanseníse e a poliquimioterapia 

 

A hanseníase é uma doença crônica, infectocontagiosa, cujo agente etiológico 

é o bacilo álcool ácido resistente, denominado, Mycobacterium leprae (SALGADO et 

al., 2018). Esse agente apresenta uma particularidade do gênero, visto que acomete 

os nervos periféricos, especificamente as células de Schwann e provoca paralisia e 

perda da sensibilidade do local acometido, trazendo prejuízo para o paciente infectado 

(BRASIL, 2017). Mediante a isso, a hanseníase é considerada uma enfermidade de 

notificação compulsória em todo território nacional. De acordo com o Ministério da 

Saúde (MS), através da portaria N° 1.217, de 6 de junho de 2014, a comunicação 

deste agravo deve ser realizada em até 7 dias à Secretaria de Saúde do município 

local (BRASIL, 2014). 

A hanseníase é um problema de saúde pública global, e em 2016, foram 

relatados 214.783 casos novos da doença no mundo (SALGADO et al., 2018). O Brasil 

é o segundo pais com o maior número de casos novos, com 25.218 casos, embora 

tenha havido uma redução nesses casos em relação a 2015, a hanseníase ainda 

constitui um sério problema de saúde pública que exige vigilância epidemiológica no 

Brasil (OMS, 2017). Neste sentido, somente no ano de 2016, os Estados brasileiros 

da Amazônia Legal apresentaram os maiores índices de registros de casos novos da 

doença, entre os quais o Pará, Tocantins, Maranhão e Mato Grosso se destacam. 

Dados do Sistema de Informação de Agravos de notificação do MS evidenciam que o 

Maranhão foi líder de notificações no país, visto que foram registrados 3.298 casos e 

no segundo lugar o estado do Pará com 2.527 casos (BRASIL, 2017). 

O diagnóstico da Hanseníase é fundamental para o início do tratamento. Para 

isso, classificações, como a de Madri (1953) preconiza os critérios de polaridade com 

as características clínicas, bacteriológicas, imunológicas e histológicas da doença. A 

classificação de Ridley e Jopling (1966) avalia parâmetros clínicos e bacteriológicos, 

evidenciando critérios imunológicos e histopatológicos. E por fim, os critérios clínicos 

preconizados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) levam em consideração o 

número de lesões cutâneas, sendo: Paucibacilar (PB) com até 5 lesões cutâneos e 

Multibacilar (MB) com mais de 5 lesões, critérios que ao longo dos anos facilitaram o 

diagnóstico e o tratamento da doença. A hanseníase tem cura, no entanto, quando 



14 
 

diagnosticada e tratada tardiamente pode trazer graves consequências para os 

portadores e seus familiares, pelas lesões que os incapacitam fisicamente (MADRID 

PENNA et al., 2017). 

 O processo contínuo da capacitação dos profissionais de saúde, a educação 

sobre o autocuidado para o paciente e o tratamento poliquimioterápico são os pontos 

fundamentais na erradicação da hanseníase (BARRETO e SALGADO, 2010). A 

Poliquimioterapia (PQT) é indicado pelo Ministério da Saúde e padronizado pela OMS. 

Esse tratamento elimina o bacilo, tornando-o inviável, com isso evita a evolução da 

doença, prevenindo as incapacidades e deformidades causadas pela doença. Assim 

sendo, logo no início da terapêutica, a transmissão da doença é interrompida, e, sendo 

realizada de forma completa e correta, garante a cura da doença. A PQT é baseada 

em três princípios ativos: a Rifampicina (bactericida), Dapsona (quimioterápico 

bacteriostático) e Clofazimina (corante fenazínico, bacteriostático contra o bacilo de 

hansen) e segue critérios do doente em PB ou MB, conforme determinado pela OMS 

(BRASIL, 2016). 

 

2.2 Dapsona e Dapsona-hidroxilamina  

 

A 4,4’-diaminodifenilsulfona (Figura 1), é também denominada como, dapsona 

(DDS), diadifenilsulfona, sulfonildianilina, disulfona e sulfona. É um pó branco 

cristalino, inodoro, pouco solúvel em água, fotossensível, massa molar de 248,31 

g/mol e fórmula molecular C12H12N2O2S (GRUNWALD e AMICHAI, 1996; GOULART 

et al., 2002). A DDS é utilizada no tratamento de hanseníase, devido sua ação 

bacteriostática para o Mycobacterium leprae (DHOPLE, 1999). Além disso, possui 

ação anti-inflamatória (FORD, 2000; PANIKER e LEVINE, 2001), sendo utilizada em 

doenças, como dermatite herpetiforme e psoríase pustulosa (THUONG-NGUYEN et 

al., 1993) e efeito antiprotozoário para infecções causadas por Toxaplasma gondii e 

Plasmodium falciparum (AMUKOYE et al., 1997; EL-SADR et al., 1998; ZHU e 

STILLER, 2001).   

 
Figura 1: Fórmula estrutural da Dapsona. Fonte Zhanel e Del Rosso, 2016. 
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O mecanismo de ação da DDS, referente à classe das sulfonas, apresenta 

similaridade estrutural do ácido p-aminobenzoico (PABA). Esse fármaco inibe a 

enzima diidropteroato sintetase, impossibilitando a formação do ácido fólico (Figura 

2), e impedindo a síntese de purinas e pirimidinas, para constituição do DNA e RNA 

bacteriano (WOLVERTON, 1992; COLEMAN et al., 1993; FARHI et al., 2005). Esse 

mecanismo evidencia a ação da DDS como agente antibacteriano (AMUKOYE et 

al.,1997; DHOPLE, 1999). 

 

 
Figura 2: Mecanismo de ação da Dapsona (DDS). A inibição da enzima diidropteroato sintetase, 

impedindo a síntese de ácido fólico e a formação do DNA e RNA bacteriano. Fonte: Adaptado de Farhi 

et al., 2005. 

 

 

Além das atividades antibacterianas e antiprotozoários, a DDS também 

demonstra alguns efeitos anti-inflamatórios. Por essa razão, este fármaco é utilizado 

para o tratamento de inflamações na pele, como a dermatite herpetiforme (COLEMAN 

et al., 1993; THUONG-NGUYEN et al., 1993; WOLF et al., 2000). A DDS reduz a 

infiltração de neutrófilos no local da infecção, principalmente em casos de doenças 

inflamatórias (LANG, 1979), pois impede os mecanismos de adesão mediados pelas 

integrinas (BOOTH et al., 1992). A ação anti-inflamatória da DDS está relacionada 

com a inibição da atividade da enzima mieloperoxidase e lisossomais, presente nos 

neutrófilos (WOLF et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2014). 

Conforme relatado, a DDS é usada no tratamento de todas as formas de 

hanseníase, multibacilar ou paucibacilar, durante o esquema de PQT. O seu uso 

prolongado provoca reações adversas, como a anemia hemolítica e a 
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metemoglobinemia, são 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, 

reações hepáticas, como icterícia e cutâneas, como síndrome Stevens-Johnson, 

dermatite esfoliativa, eritrodermia, cefaléia, náusea, vômito, tremores, dispnéia, 

taquicardia, anorexia, desmaios e outros raramente, como insônia e neuropatia 

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

A DDS é ativamente absorvida pelo trato gastrointestinal e sua concentração 

máxima sérica é alcançada entre 2 a 8 horas com variação na meia vida de 20 a 30 

horas. A ingestão oral da DDS de 100 mg/dia, após 24 horas, faz com que sua 

concentração plasmática seja alcançada em torno de 0,4 a 1,2 μg/mL e uma dose 

diária de 100 mg ocasiona uma concentração constante de 0,1 a 0,3 μg/mL de DDS 

livre (ZUIDEMA et al., 1986; ELLARD 1966). A biodisponibilidade da DDS é em torno 

de 70% a 80%, sendo distribuída em todo organismo. Geralmente, acumula-se na 

pele, nos músculos, no fígado e rins. Mesmo após a interrupção da terapia, os 

resquícios do fármaco podem ser detectados em até 3 semanas. A DDS é excretada 

na urina em forma de mono-N-glicuronídeo e mono-N-sulfamato (WOLF et al., 2000). 

A DDS é biotransformada no fígado através da N-acetilação e da N-

hidroxilação. Na N-acetilação, a enzima N-acetiltransferase metaboliza a DDS, 

produzindo monoacetildapsona (MADDS). Este metabólito pouco reativo é facilmente 

excretado (ZUIDEMA et al., 1986). Na N-hidroxilação, a DDS e a MADDS são 

metabolizadas pelo citocromo P450, especificamente pelas isoenzimas CYP2E1 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 metabólitos são agentes pró-oxidantes, considerados como 

causadores das reações adversas à terapia, pois são capazes de induzir a formação 

de Metemoglobina (MetHb; ELLARD et al., 1972; VAGE et al., 1994; SCHIFF et al., 

2006). 
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Figura 3: Sistema de biotransformação da dapsona. P450, citocromo P450; DDS, dapsona; DDS-NOH, 

dapsona-hidroxilamina; MADDS, monoacetildapsona; MADDS-NOH, monoacetildapsona-

hidroxilamina; NAT, N-acetiltransferase. Fonte: Adaptado de GILL et al.,1995. 

 

O uso da dapsona, principalmente pelo seu metabólito DDS-NOH pode 

ocasionar o estresse oxidativo. Estudos realizados por Timothy et al. (1997) em 

humanos, atribuíram o efeito da DDS-NOH aos distúrbios hematológicos e produção 

de Espécies Reativas do Oxigênio (ERO). A DDS-NOH induz o aumento da formação 

de MetHb e reduz a concentração de glutationa, deixando o eritrócito vulnerável ao 

estresse oxidativo (TIMOTHY et al. 1997; CICCOLI et al. 1999; REILLY et al. 2000). 

 

 

2.3 Estresse Oxidativo e o Sistema Antioxidante 

 

A variação na homeostasia celular é ocasionada pelo aumento da produção de 

Espécies Reativas do Oxigênio (ERO) e/ou diminuição das defesas celulares 

antioxidantes, responsáveis pela neutralização dos ERO (SIES, 2015). Essas 

alterações provocam o estresse oxidativo, que como consequência ocasiona a lesão 

celular, acarretada pela oxidação das proteínas e lipídios (TEDESCO et al., 2000; 

RAHAL et al., 2014). 
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As ERO podem ser espécies radicalares e não radicalares e junto as Espécies 

Reativas do Nitrogênio (ERN) mais significativas, estão descritas na Tabela 1, abaixo 

(BARREIROS et al., 2006; BARBOSA et al., 2008). 

 

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

ERO ERN 

Radicalares Não Radicalares  

Radical hidroxila (OH•) 

Radical ânion superóxido (O2
.-

) 

Peroxila (ROO-) 

Alcoxila (RO-) 

Oxigênio singlete (1O2) 

Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Óxido nítrico (NO-) 

Óxido nitroso (N2O) 

Ácido nitroso (HNO2) 

Nitrito (NO2
-) 

Nitrato (NO3
-) 

Peroxinitrito (ONOO−) 

 

O aumento da concentração intracelular de ERO desencadeia danos celulares, 

nos quais substâncias antioxidantes podem ser importantes na prevenção, 

intervenção, reparo e inibição (SIES, 1997; VALKO et al., 2007; PERVAIZ e 

CLEMENT, 2007). Os agentes antioxidantes são capazes de regenerar ou prevenir a 

oxidação de um substrato, conservando os padrões de equilíbrio dos processos de 

oxi-redução (HALLIWELL, 2000). De forma geral, o sistema de defesa antioxidante 

pode ser classificado em enzimáticos e não enzimáticos (HICKS et al., 2006). 

Os antioxidantes não enzimáticos atuam protegendo ao agravo oxidante, como 

co-fatores das enzimas antioxidantes ou inativando diretamente as ERO produzidas 

(KRINSKI, 1992; SIES, 1997). Essas substâncias podem ser NADP e NADPH e 

algumas vitaminas provenientes da dieta, como o α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno 

(pró-vitamina A), ácido ascórbico (vitamina C), glutationa reduzida (GSH), flavonóides, 

ácido úrico e algumas proteínas de transporte de metais de transição, como a ferritina 

(Fr), transferrina (Trf) e ceruloplasmina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; 

VASCONCELOS et al., 2007; KOURY e DONANGELO, 2003). 

Os principais antioxidantes enzimáticos são o superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que são especializadas em neutralizar 

as ERO, como O2
•- e H2O2, detoxificando assim o organismo (SIES, 1997). Embora, 

as espécies O2
•- e H2O2 apresentem pouca reatividade com biomoléculas, mas na 
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presença com metais de transição, como ferro ou cobre, podem gerar espécies 

altamente reativas, como radical hidroxila, através da reação de Fenton e da reação 

de Haber-Weiss (Figura 4; DIZDAROGLU et al., 1991, MELLO-FILHO e MENEGHINI, 

1984; VALKO et al., 2007). Além de tudo, as fontes exógenas como luz ultravioleta, 

radiação ionizante, drogas ou exposição a contaminantes ambientais, similarmente 

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

 

 

Reação de Fenton: 

(Fe3+ + O2
•- → Fe2+ + O2) 

(Fe2+ + H2O2 →   Fe3+ + OH- + OH•) 

Reação de Haber-Weiss: 

(H2O2 + O2
•- → O2 + OH- + OH•) 

 

Figura 4: Reações de Haber Weiss e Fenton. Na reação de Haber Weiss o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) reage com o radical superóxido (O2.-) na presença de metal de transição e dá origem ao radical 

hidroxila (OH
.-

), hidroxila (OH-) e oxigênio molecular (O2); na reação de Fenton o peróxido de 

hidrogênio na presença de ferro no estado férrico (Fe3+) dá origem ao radical hidroxila. 

 

Uma das espécies reativa do oxigênio mais importante, o ânion superóxido é 

formado espontaneamente da redução do oxigênio, através de processos fisiológicos. 

Este radical é produzido em uma quantidade considerável dentro das células, tanto 

no citosol, como nas mitocôndrias, que em seguida é dismutado pelo SOD em H2O2. 

Depois a CAT, uma enzima citoplasmática, degrada parte deste H2O2 em H2O e O2. 

Outra parte do H2O2 aciona o sistema da glutationa. A glutationa peroxidase (GPx) 

reduz o H2O2 à H2O, 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; ÇIMEN, 2008). 
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Figura 5: Sistema de proteção do sistema antioxidante a partir da produção do Radical ânion 

superóxido. Fonte: NORDBERG e ARNÉR (2001). 

 

A GSH é um tripeptídeo solúvel em água, constituído com base do glutamato, 

cisteína e glicina (ROVER JUNIOR et al., 2001). Desempenha atividade de cofator da 

família de enzimas GPx, removendo agentes pró-oxidantes e atua na eliminação de 

compostos eletrofílicos e peróxidos via catalisação por Glutationa S-Transferase 

(GST; ANDERSON, 1998). 

A GPx utiliza o cofator GSH para catalisar, reduzindo o H2O2 e os 

hidroperóxidos orgânicos (ROOH), respectivamente em H2O e álcool (ROH).  O grupo 

da GPx é dividida em seis classes conforme a sequência de aminoácidos, o substrato 

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

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

3); iv) a fosfolipídio hidroperoxido (GPx-PH ou GPx 4); v) a epididimal (GPx 5); vi) e a 

do epitélio olfativo (GPx 6). Exceto a GPx 5 e GPx 6, todas as selenoproteínas contém 

em seu sitio ativo, o selênio (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 presença do grupo tiol (-SH) na cisteína, que favorece a sua ação 
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redutora, protege contra a agressão do estresse oxidativo, decorrente da exposição 

de agentes como os íons ferro (GALLEANO e PUNTARULO, 1995). Em algumas 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson, o ferro na forma reduzida 

encontra-se em maior proporção comparada ao ferro oxidado, isto ocasiona a 

formação de radicais hidroxilas através da reação de Fenton, devido à baixa 

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

 

 

2.4 Ferro e o seu metabolismo 

 
 O estresse oxidativo pode ser desencadeado por alguns metais como o ferro, 

que ao mesmo tempo colabora de forma fundamental nas atividades fisiológicas, 

como também coopera nos sistemas pró-oxidante, como a reação de Fenton 

(KILLILEA et al., 2003). Esse fato permite lesões em inúmeras células, sucedendo 

variação na atividade metabólica e no funcionamento dos processos físico-químicos 

dos seres vivos (SOHAL e WEINDRUCH, 1996; HICKS et al., 2006). 

 O ferro é um metal de transição essencial para inúmeras atividades metabólicas 

para os diversos organismos (PONKA, 2000). Esse íon colabora no transporte do 

oxigênio, transferência de elétrons, síntese do DNA, produção de neurotransmissores 

e nos processos de oxidação do oxigênio (HALKHATEEB e CONNOR, 2010; GODOY 

et al., 2007; GROTTO, 2010). Para realizar essas ações, a ingestão diária 

recomendada de ferro, pelo Institute of Medicine’s and Food and Nutrition Board para 

crianças de 1 a 3 anos, 4 a 8 anos e 9 a 13 anos são 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 

são de 8 a 11 mg/dia e 15 a 27 mg/dia, respectivamente. Esses valores recomendados 

foram delineados de acordo com o estado fisiológico em caso de parto, fluxo menstrual 

e metabolismo placentário (RODRIGUES e JORGE, 2010). 

 Em relação ao ferro dietético, o ferro heme e o ferro inorgânico (Fe+3) ou forma 

não heme são adquiridos através da alimentação, porém é fundamental que o Fe+3 

seja reduzido para a forma ferro ferroso (Fe+2) para ser absorvido (MIRET et al., 2003). 

A absorção do ferro heme é mediada através da Proteína transportadora do Heme-1 

(HPC-1), que está situada nas microvilosidades dos enterócitos e também são 

evidenciados no fígado e nos rins (Figura 6). De acordo com a homeostasia do ferro 

a HPC-1 demonstra um sistema mediador, ou seja, na carência do ferro, a proteína 
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se realoca do citoplasma para a membrana e no excesso de ferro, o movimento 

inverso (KRISHNAMURTHY et al., 2007). 

 

  

Figura 6: A absorção do ferro heme nos enterócitos, mediada pela Proteína 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 são 

armazenados no fígado e o restante nos macrófagos do retículo endotelial e na 

medula óssea (GANZ e NEMETH, 2012). A partir de uma dieta tradicional, 

compreendida em torno de 15 a 20 mg de ferro, apenas 1 a 2mg são absorvidos, seja 

na forma heme, proveniente da fragmentação da Hb contida nas carnes vermelhas, 

ou na forma não heme, oriundas de vegetais e cereais (GROTTO, 2008). Apesar do 

ferro inorgânico apresentar menor disponibilidade e maior disposição na dieta, este 

precisa ser reduzido para forma Fe+2 para que seja absorvido no intestino (CANÇADO 

et al., 2007). A absorção média do ferro é proporcionada com a eliminação do mesmo 

por meio da descamação de células epiteliais e de cabelo, menstruação e transpiração 

(EVSTATIEV e GASCHE, 2012). 

 Prevalentemente, o ferro dietético é absorvido no duodeno e jejuno proximal, 

sendo tanto na forma férrica ou ferroso, que são obrigados a permear a membrana 

apical e basal dos enterócitos (GUJJA et al., 2010). O Fe+3 sofre uma ação da enzima 
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heme ferriredutase, denominada de Citocromo duodenal B (DcytB), localizada na 

superfície apical do enterócito, 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 proteína 

apical transmembranar dos enterócitos, o Proteína Transportadora de Metal Divalente 

1 (DMT 1; SHAYEGHI et al., 2005). Após o ferro ser absorvido para o enterócito, o 

mesmo é armazenado pela proteína Ferritina (Fr) ou reconduzido para membrana 

basal (Figura 7; LEVENSON e TASSABEHJI, 2004). 

 

 

Figura 7: O enterócito e as proteínas envolvidas na absorção do ferro. Dcytb: Citocromo duodenal B; 

DMT 1: Proteína Transportadora de Metal Divalente 1; Fr: Ferritina; Hef: Hefaestina; Frpt: Ferroportina; 

Trf: Transferrina. Fonte: SAKAI (2017). 

  

A proteína livre do átomo de ferro é denominada de Apoferritina, no momento 

que esta proteína engloba e condiciona o átomo de ferro, recebe outra denominação, 

ferritina, a forma solúvel. A Fr apresenta subunidades como a isoferritina, cadeia 

pesada com característica ácida, predominantemente no fígado, e a outra cadeia leve, 

básica, encontrado no coração e eritrócitos. E a forma degradada da Fr, a 

Hemossiderina (Hemsd) considerado como forma insolúvel (FAIRBANKS e 

BEUTLER, 2001; HOFFBRAND e PETTIT, 2006). 
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Para que o ferro absorvido pelo enterócito seja transferido para o plasma, é 

imprescindível a participação da proteína Ferroportina (Frpt), presente na mucosa 

duodenal e nos macrófagos. Nesse momento, o ferro é oxidado para Fe+3 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 hormônio produzido pelo fígado, que coordena o ferro 

sistêmico, ou seja, acopla-se a Ferroportina dos enterócitos, hepatócitos e 

macrófagos, controlando a passagem do ferro para o plasma (PIETRANGELO, 2010). 

Em estados inflamatórios e elevados níveis do ferro, a hepcidina é sintetizada em 

maior quantidade e liberada na circulação. Já em caso de hipóxia, a produção de 

hepcidina é reduzida ou até mesmo inibida, este peptídeo atua como regulador 

positivo ou negativo do metabolismo do ferro (Figura 8; NICOLAS et al., 2002). 

 

 

Figura 8: A síntese de hepcidina pelo hepatócito e liberação da mesma sobre a ferroportina (Frpt), 

bloqueando a liberação de ferro para o plasma. Fonte: SAKAI (2017). 

 

 O acúmulo excessivo do ferro no fígado pode ocasionar lesão ou até 

insuficiência hepática, pois o fígado é o órgão que mais armazena o ferro absorvido 
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no intestino, devido à presença repleta de receptores de transferrina (BRITTENHAM 

e BADMAN, 2003; BATTS, 2007)  

 

 

2.5 Fígado e o estresse oxidativo 

  
 O fígado apresenta diversas atividades como a síntese, metabolismo e 

armazenamento da glicose, proteínas e lipídios, associando-se com outras partes do 

organismo (HUFFMYER e NEMERGUT, 2007). O fígado, junto com o coração e o 

cérebro, são os tecidos que mais utilizam elevadas quantidades de oxigênio, devido 

suas intensas atividades metabólicas, necessitando assim de maior quantidade de 

enzimas oxidantes comparadas com outros órgãos (JENKINS, 1993). 

Inúmeros eventos patológicos que acometem o fígado estão relacionados com 

o estresse oxidativo, estando principalmente associado com as enzimas do citocromo 

P450 nos hepatócitos e as células de Kupffer (JAESCHKE, 2011). A geração de ERO 

e o desequilíbrio no sistema oxidante e antioxidante colaboram para a lesão hepática 

ocasionada por fármacos e outros produtos como o etanol, consequentemente para a 

necrose hepática (HAGYMASI et al., 2001; CREMONESE et al., 2001; PEREIRA-

FILHO et al., 2008; VIERA, 2008). 

 A lesão nos hepatócitos pode ser ocasionada por inúmeros processos neste 

órgão como, peroxidação lipídica, reações de oxidação, ligação covalente e depleção 

de glutationa, que levam a desordem tanto na fisiologia como na estrutura celular, 

provocando assim o desequilíbrio iônico (NEIL, 2002). Essa injúria, da mesma forma 

poder ser provocada pela administração de fármaco, droga ou elemento químico, fato 

conhecido como hepatite tóxica (Figura 9; MATOS e MARTINS, 2005).  

 A lesão hepática provocada por medicamentos pode ser hepatocelular, que 

aumenta os níveis de biomarcadores, como aspartato amino transferase (AST) e 

alanina amino transferase (ALT) ou hepatobiliar, o que eleva o nível das enzimas 

fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase (GGT) e da bilirrubina 

(BERTOLAMI, 2005). 

 O aspartato aminotransferase (AST), anteriormente conhecida como 

transaminase glutâmico-oxalacética (TGO), uma enzima encontrada no citosol e nas 

mitocôndrias dos tecidos como o fígado, coração, músculo esquelético, rins, cérebro 

e pulmões. Realiza a catalisação de transaminação reversível 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 relação entre 

essas enzimas serve de indicativo no diagnóstico da lesão hepática (MINUK, 1998). 

 A alanina aminotransferase (ALT), já foi denominada de transaminase 

glutâmico-pirúvica (TGP). Esta enzima citoplasmática catalisa a reação de 

transaminação reversível de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e glutamato. 

Predominantemente no fígado, é o mais utilizado para rastrear a lesão hepática 

(WHITEHEAD, 1999; OZER, 2008). Tanto a AST como a ALT são enzimas liberadas 

na corrente sanguínea após a lesão das células hepáticas (MOTTA, 2000). 

 A fosfatase alcalina (FA) presente nos tecidos como o fígado, ósseo, rins e 

placenta. Esta enzima catalisa a reação da hidrólise de ésteres do ácido fosfórico. O 

nível desta enzima pode aumentar em caso de lesão celular biliar ou patologias 

ósseas.  No sistema hepático essa lesão indica um dano no epitélio do ducto biliar 

(GAYOTTO, 2001) 

Clinicamente foi comprovado que a DDS pode ocasionar hepatotoxicidade, a 

reação adversa deste medicamento está relacionada com a síndrome da sulfona, uma 

reação idiossincrática que acontece de forma independente (Zhu e Stiller, 2001; 

Johnson et al., 1986).  Essa hepatotoxicidade pode ocorrer em duas condições. A 

primeira, forma direta, ou seja, a bioativação de medicamentos, produzindo 

metabólitos reativos que agem sobre os hepatócitos, induzindo dano a nível celular e 

disfunção mitocondrial, consequentemente a insuficiência hepática (THAMES, 2004). 

Já, a outra forma é a reação imune, ocasionado pelo estresse oxidativo ou injúria dos 

hepatócitos, que provoca liberação de sinais, posteriormente, a ativação de células 

Kupffer, natural killer e as células natural killer T. Essas células colaboram para o 

desenvolvimento da lesão hepática, através da produção de mediadores pró-

inflamatórios e secreção de quimiocinas, que habilitam células inflamatórias para o 

fígado (BLAZKA et al., 1995; 1996; ISHIDA et al., 2002). 

 Os danos hepáticos também podem ser propiciados pelo acúmulo de ferro e 

pela oxidação de células ocasionadas por ERO (SALONEN et al., 1992). Apesar do 

Fe ser o elemento fundamental para o organismo, pois apresenta um eficaz transporte 

de elétrons e a função catalisadora nas reações redox, também ao mesmo apresenta 

uma reatividade que provoca efeitos tóxicos, devido à catalisação na formação de 

ERO, que a partir da transferência de um elétron para o oxigênio molecular produz o 
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superóxido. Esse radical é o precursor do peróxido de hidrogênio e participa da reação 

de Fenton como descrito na Figura 4 (PIERRE e FONTECAVE, 1999). 

 

 

2.6 Terapia com antioxidante para proteção do estresse oxidativo  

 

Desse modo, tem se discutido o papel das ERO e das defesas antioxidantes 

durante a progressão da hanseníase, assim como o potencial benéfico da 

suplementação com antioxidantes (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; ABDEL-HAFEZ 

et al., 2009). Substâncias antioxidantes já foram testadas quanto às suas 

propriedades antioxidantes, na intervenção do avanço da doença, através de 

modificações no equilíbrio redox. A suplementação com curcumina protegeu contra o 

estresse oxidativo e reduziu o percentual de formação de MetHb de ratos expostos a 

DDS (TAYYEM et al., 2006). Dessa forma, é possível que substâncias antioxidantes 

como o Ácido Alfa Lipóico, possam prevenir o estresse oxidativo durante o tratamento 

da hanseníase, constituindo-se em estratégia de proteção a indivíduos que utilizem a 

DDS (ALBUQUERQUE, 2013; VARELA, 2017). 

 

 

2.6.1 ÁCIDO ALFA LIPÓICO 

 

 O Ácido Alfa Lipóico (ALA; ácido 1,2-ditiolano-3-pentanóico), também 

conhecido como Ácido Lipóico (LA) ou Ácido Tiótico (TA; BUSBY et al., 1999), é uma 

substância 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 terapêutica em intoxicação 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 endógenos, 

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 

produção de ERO (PACKER et al., 1995; MATSUGO et al., 1996); opera como co-

fator para ação do piruvato desidrogenase (BRAMANTI et al., 2010); colabora para 

processos metabólicos, 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 inúmeros processos patológicos, incluindo diabetes, hipertensão, 

câncer, síndrome de isquemia e reperfusão e doenças neurodegenerativas (PACKER 

et al., 1995; VASDEV et al., 2000; AL ABDAN, 2012; EVANS e GOLDFINE, 2000). 

 O ALA é sintetizado enzimaticamente pelo ácido lipóico sintetase, de forma 

intrínseca a partir do ácido octanóico (MORIKAWA et al., 2001). O ALA apresenta dois 

grupos tiol (-SH), um no C6 e outro no C8, que estão conectados por ponte dissulfeto, 

sendo capaz de ser oxidado ou reduzido. A forma oxidada, ALA, pode ser rapidamente 

reduzida no organismo, resultando na formação do Ácido Diidrolipóico (ADHL; Figura 

9; KRAMER e PACKER, 2001; MOINI et al., 2002).  

 

 

Figura 9: Estrutura química do Ácido α-lipóico e da sua forma reduzida, Ácido Diidrolipóico. 

 

O ALA oriundo da dieta alimentar apresenta uma cinética simples, 

concentrando-se, sobretudo em alguns órgãos, como fígado, rins, coração e nas 

mitocôndrias, 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 redução, pois 

sequestram íons metálicos de transição, 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 ácido, principalmente a característica 
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lipofílica que facilita a penetração em membranas celulares (SMITH et al., 2004; 

SWARAN, 2009). 

O ALA facilita a regeneração de danos celulares e diminui ação inflamatória 

através da ativação do fator Nuclear fator Kappa Beta (NFк-B), devido seu perfil 

anfipático (MAGALHAES, 2000). Acredita-se que o ALA e o ADHL são agentes 

antioxidantes ativos, pois aprisiona os radicais superóxido, OH• e outros ERO, 

diminuindo a vulnerabilidade da membrana contra a oxidação (WOLLIN e JONES, 

2003; MARANGON et al., 1999). 

Estudos recentes demonstram que o ALA é capaz de prevenir ou tratar a 

hepatite tóxica causada por medicamentos antituberculose, pois estas drogas alteram 

a morfofisiologia do fígado e os marcadores hepáticos (SAAD et al., 2010). O ALA 

também comprovou a eficácia em reduzir a hepatotoxicidade produzida através de 

antineoplásico, no tratamento de carcinoma, já que este medicamento provoca 

estresse nas mitocôndrias do tecido hepático (TABASSUM et al., 2010). 

Dessa forma, é primordial avaliar o efeito dessa substância mencionada, que 

está envolvida direta ou indiretamente com o sistema de defesa antioxidante da GSH. 

Essa substância é capaz de executar o sequestro de ERO e ERN, e quelar o ferro, 

desempenhando uma função significativa na defesa antioxidante. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

  

 Avaliar o efeito protetor do antioxidante Ácido Alfa Lipóico na lesão hepática 

induzida pela dapsona em modelo in vivo. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar os parâmetros bioquímicos, como a alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) no plasma dos animais 

tratados com dapsona na presença ou ausência do antioxidante;  

 Avaliar os parâmetros do estresse oxidativo, como o malondialdeído, a 

glutationa reduzida e a capacidade antioxidante total no homogeneizado do fígado 

dos animais tratados com dapsona, na presença ou ausência do antioxidante; 

 Quantificar os níveis de ferro no homogeneizado do fígado dos animais tratados 

com dapsona, na presença ou ausência do antioxidante. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção e cuidado dos Animais 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso Animal da 

Universidade federal do Pará (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 corpórea 

variando entre 35 a 40g. Esses animais foram adquiridos através do Instituto Evandro 

Chagas (IEC), órgão vinculado à Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) do 

Ministério da Saúde (MS), localizado na Rodovia BR-316Km 7 S/N - LEVILÂNDIA - 

67030-000 - ANANINDEUA / PARÁ / BRASIL. 

Os camundongos foram alojados no biotério da Faculdade de Farmácia da 

UFPA, em gaiolas de polipropeno com grade de inox, nas medidas 41x34x16cm, 

contendo cama em maravalha de Pinus. As gaiolas foram substituídas em dias 

alternados, lavadas com água, sabão e desinfetadas com hipoclorito de sódio, 

aclimatados com temperatura controlada entre 25 ± 1 °C, submetidos ao ciclo de luz/ 

escuridão de 12h/12h e alimentados “Ad libitum” com água e ração comercial, durante 

todos os experimentos. 

 

4.2 Preparação da Dapsona e do Ácido alfa lipópico 

 

 Solução de dapsona (40 mg/Kg). A dapsona foi dissolvida em 50 µL de 

Dimetilsulfóxido (DMSO) 2%. 

 Solução de Ácido alfa lipóico (12,5 mg/Kg) e solução do Ácido alfa lipóico (25 

mg/Kg). O Ácido alfa lipóico foram dissolvidos em 50 µL de Solução Salina a 

0,9%. 

Durante 5 dias consecutivos foi administrada a solução de DDS, via 

intraperitoneal em um total de 40 camundongos de diferentes grupos. Após 2 horas, 

foi administrado por gavagem, a solução de ALA (12,5 mg/Kg) no grupo DDS+ALA 

12,5mg/Kg e a solução de (25 mg/Kg) no grupo DDS+ALA 25mg/Kg, durante 5 dias 

consecutivos. E os animais do grupo controle foram administrados apenas com 

veículo (DMSO e/ou Solução Salina), durante 5 dias consecutivos. No final, os 
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camundongos foram eutanasiados depois de 4 horas do último tratamento com a DDS 

e/ou ALA e outros após 24 horas do último tratamento com a DDS e/ou ALA.  

 

4.3 Divisão dos grupos de animais 

 
Os animais foram divididos em 8 grupos:  

 G-BASAL (6 animais): Foi administrado DMSO 2%, via intraperitoneal. Após 2 

horas, solução salina via gavagem. E foram eutanasiados após 4 horas no 

último dia do tratamento. 

 G-BASAL (4 animais): Foi administrado DMSO 2%, via intraperitoneal. Após 2 

horas, solução salina via gavagem. E foram eutanasiados após 24 horas do 

último dia do tratamento. 

 G-DDS (6 animais): Foi administrado a solução de DDS via intraperitoneal. E 

foram eutanasiados após 4 horas no último dia do tratamento. 

 G-DDS (4 animais): Foi administrado a solução de DDS via intraperitoneal. E 

foram eutanasiados após 24 horas do último dia do tratamento.  

 G-DDS+ALA 12,5 (6 animais): Foi administrado a solução de DDS via 

intraperitoneal. Após 2 horas foi administrado a solução do ALA (12,5 mg/Kg) 

via gavagem. E foram eutanasiados após 4 horas no último dia do tratamento. 

 G-DDS+ALA 12,5 (4 animais): Foi administrado a solução de DDS via 

intraperitoneal. Após 2 horas foi administrado a solução do ALA (12,5 mg/Kg) 

via gavagem. E foram eutanasiados após 24 horas do último dia do tratamento. 

 G-DDS+ALA 25 (6 animais): Foi administrado a solução de DDS via 

intraperitoneal. Após 2 horas foi administrado a solução do ALA (25 mg/Kg) via 

gavagem. E foram eutanasiados após 4 horas no último dia do tratamento. 

 G-DDS+ALA 25 (4 animais): Foi administrado a solução de DDS via 

intraperitoneal. Após 2 horas foi administrado a solução do ALA (25 mg/Kg) via 

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

  
 Após o término do tratamento farmacológico com DDS e/ou ALA e dos grupos 

controles, os animais foram anestesiados com quetamina (1,5 μL/g de peso corporal) 

e xilazina (0,5 μL/g de peso corporal), submetidos à eutanásia por exsanguinação para 

a coleta de sangue total por punção cardíaca. Os camundongos foram presos a um 

suporte de isopor; borrifado etanol 70% para desinfecção dos pelos; a pele ventral foi 

levantada com o auxílio de duas pinças dente-de-rato e executada um corte 

longitudinal anatômico nos camundongos para coleta do sangue pela artéria aorta, 

com seringa plástica e agulha 25 X 0,8mm, distribuídos em tubos com 25 μL de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O plasma foi separado por centrifugação a 2.500 

rpm durante 10 minutos, adquirindo assim o plasma livre de hemólise para análises 

bioquímicas. 

Os fígados dos camundongos foram coletados e dispostos em tubos do tipo 

eppendorf com 1000 μL de PBS, armazenado a -80ºC para que posteriormente foram 

submetidos ao processo de disrupção de tecidos, para a obtenção do homogeneizado. 

Este foi utilizado para a análise laboratorial (Figura 10). 

 

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

 

Todos os animais eutanasiados foram acondicionados em sacos plásticos de 

materiais biológicos, em seguida congelados até o seu recolhimento e descarte pela 

empresa especializada, contratada pela UFPA, de acordo com o Plano de 

Gerenciamento de Resíduos da Saúde (PGRS) da instituição. 
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4.5 Análises das amostras 

 

4.5.1 ANÁLISE DOS MARCADORES HEPÁTICOS 

 
A determinação das enzimas Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina 

Aminotransferase (ALT) foram feitas através dos kits comerciais da Bioliquid, métodos 

realizados por meio cinético UV e absorbância lida em 340nm. A Fosfatase Alcalina 

(FA) foi feita pelo kit comercial Bioclin, métodos realizados por meio cinético UV e 

absorbância lida em 578nm. 

A ALT catalisa a transferência do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, 

formando o glutarato e o piruvato. O AST catalisa a transferência do grupo amina do 

ácido aspártico para o cetoglutarato, formando o glutarato e o oxalacetato. Já a FA 

hidrolisa o substrato de timolftaleína monofosfato, formando timolftaleína e o fosfato 

inorgânico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

4.5.2 DOSAGEM DE SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO 

A determinação da peroxidação lipídica foi realizada pelo método de Khonn & 

Livesedge (1944) e adaptado por Percário et al. (1994). Trata-se de uma técnica 

baseada na reação do malondialdeído (MDA) e outras substâncias com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA; Sigma-Aldrich T5500), em pH 2,5 a 94°C, formando o complexo 

MDA-TBA de cor rósea, com absorbância em 535nm. Como a reação não é específica 

para o MDA, uma vez que o TBA pode reagir com açucares, aminoácidos, proteínas 

e bilirrubina, utiliza-se o termo substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

(Mayne 2003). A concentração elevada de TBARS tem sido utilizada como um 

indicador do estresse oxidativo.  

O procedimento técnico do método consiste no preparo inicial do fosfato 

monobásico de potássio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em água acidificada (pH 2,5). 

Esta solução é utilizada na preparação do TBA (10 nM). Adiciona-se 100 l de amostra 

à 500l da solução de ácido tiobarbitúrico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria 

(94ºC por 60 min); após a incubação deixa-se esfriar a temperatura ambiente por 10 

minutos; adiciona-se 2,0 ml de álcool 1-butílico, homogeneiza-se vigorosamente em 

vórtex e posteriormente submete-se a centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos; 

coleta-se 1,0 ml do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm. O padrão 

MDA (1,1,3,3,tetrahidroxipropano-Sigma-Aldrich,T9889) foi utilizado para a realização 

da curva padrão, sendo os resultados foram expressos em µM/L (Figura11). 

 

 

Figura 11: Demonstração da dosagem das Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS). 
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4.5.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA 

 

A determinação das concentrações 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 ácido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) (Sigma-Aldrich) para 

ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em 

comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al., 2007). 

As amostras foram desproteinizadas com ácido tricloroacético 2% e o 

sobrenadante coletado para análise após centrifugação a 3000 rpm por 5 minutos. 

Inicialmente, foi retirada uma alíquota de 20 μL de cada amostra e colocada em tubo 

de ensaio contendo 3 mL de tampão PBS/EDTA e 20 μL de água destilada para a 

realização da 1ª leitura da amostra (T0), em seguida foi adicionado 100 μL de DTNB 

e após 3 minutos realizou a 2ª leitura da amostra (T3). A diferença nas absorbâncias 

(T3 –T0) é proporcional à concentração de GSH, expressa em μM/mL (Figura 12). 

 

 

Figura 12: Apresentação da determinação da glutationa reduzida (GSH). 
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4.5.4 DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL 

A determinação da capacidade antioxidante total foi realizada através da 

técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O Trolox (ácido 6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxílico; SigmaAldrich 23881-3) é um potente 

antioxidante análogo hidrossolúvel 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 reação entre o ABTS (SigmaAldrich A1888) com persulfato 

de potássio (K2S2O8; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cátion radical 

ABTS+• (radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diamônio), 

cromóforo de coloração verde/azul (VASCONCELOS et al., 2007). A adição de 

antioxidantes presentes na amostra a este cátion radical pré-formado o reduz 

novamente a ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante, concentração 

de antioxidantes e duração da reação. Isto pode ser mensurado por 

espectrofotometria pela observação da mudança na absorbância lida a 734nm durante 

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

 

 Figura 13: Demonstração da determinação da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox 

(TEAC). 
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4.5.5 DETERMINAÇÃO DO FERRO SÉRICO 

 

O ferro sérico foi determinado pelo método colorimétrico de Goodwin 

modificado, utilizando o kit Labtest®. Para isso, foram utilizados 100μl do 

homogeneizado do fígado e as leituras foram feitas em espectrofotômetro no 

comprimento de onda 560nm. Os tubos utilizados na manipulação das amostras 

durante os procedimentos foram de plástico e descartável, para evitar a contaminação 

com traços de ferro. Na análise do ferro sérico, o ferro é liberado da transferrina em 

meio ácido tamponado e na presença de ácido tioglicólico é reduzido a Fe+2. O íon 

reduzido liga-se ao reagente de cor (ferrozine), formando um complexo molecular de 

coloração rósea, cuja intensidade da cor produzida é diretamente proporcional à 

concentração de ferro na amostra. 

 

 

4.5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa 

Graphpad Prism 5.1, 2007. Os dados obtidos foram analisados por análise de 

variância (ANOVA) seguida por teste de Tukey múltiplas comparações.  Os resultados 

foram expressos em média ± desvio padrão e considerados estatisticamente 

significativos para p ≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis do 

Aspartato aminotransferase no plasma dos camundongos. 

 

A figura 14 mostra que o grupo DDS e o grupo pós-tratado ALA 25 mg/Kg, 

ambos de 4 horas, aumentaram significativamente (p ≤ 0,05) os níveis da enzima 

aspartato aminotransferase (AST), em relação ao grupo controle (BASAL) 4 horas. O 

grupo DDS de 4 horas apresentou de forma significativa níveis mais elevados de AST, 

comparado ao grupo DDS de 24 horas. Os grupos pós-tratados, ALA 12,5 e 25 mg/Kg 

de 4 horas, ambos apresentaram um aumento significativo (p ≤ 0,05) nos níveis de 

AST, em relação aos grupos pós-tratados, ALA 12,5 e 25 mg/Kg de 24 horas. No 

entanto, os animais tratados com DDS e pós-tratados com ALA na dose de 12,5 mg/Kg 

de 4 horas, apresentou uma redução nos níveis de AST, em relação ao grupo DDS 

de 4 horas (Figura 14). 
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Figura 14: Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis do Aspartato 

aminotransferase no plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e pós- tratados com 

ALA (12,5 e 25 mg/Kg). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão.  *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, Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona; AST, aspartato aminotransferase; h, horas. 

 

 



40 
 

5.2 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis da Alanina 

aminotransferase no plasma dos camundongos. 

 

 Em relação aos níveis da Alanina aminotransferase (ALT), nenhum grupo 

apresentou diferença significativa nos níveis desta enzima no plasma, nos tempos 

avaliados (Figura 15). 
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Figura 15: Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis da alanina aminotransferase 

no plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e pós- tratados com ALA (12,5 e 25 

mg/Kg). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. *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, 

Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona; ALT, alanina aminotransferase; h, horas. 
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5.3 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis 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 níveis de Fosfatase Alcalina (FA) em relação, tanto ao 

grupo DDS de 4 horas, como ao grupo controle BASAL de 24 horas. O grupo pós-

tratado com ALA na dose de 25 mg/Kg de 24 horas, apresentou também um aumento 

significativo (p ≤ 0,05) nos níveis de FA em relação, tanto ao grupo pós-tratado com 

ALA 25mg/kg de 4 horas, como ao grupo controle BASAL de 24 horas. No entanto, 

somente o grupo pós-tratado com ALA na dose de 12,5 mg/Kg de 24 horas apresentou 

uma redução significativa (p ≤ 0,05) aos níveis de AST, comparado ao grupo DDS de 

24 horas (Figura 16). 
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Figura 16: Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis da fosfatase alcalina no 

plasma dos camundongos, induzidos com DDS (40 mg/Kg) e pós- tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg). 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. *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, 

Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona; FA, fosfatase alcalina; h, horas. 
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5.4 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de TBARS 

em homogeneizados de fígados dos camundongos. 

 

 A Figura 17 mostra que os animais tratados com dapsona (grupo DDS), tanto 

de 4 horas como de 24 horas, apresentaram níveis elevados de malondialdeído (p ≤ 

0,05) em relação aos seus respectivos grupos, BASAL de 4 horas e de 24 horas, 

mostrando que o tratamento com dapsona levou a um dano hepático nos animais. E 

o grupo DDS de 4 horas mostrou níveis mais elevados de malondialdeído (p ≤ 0,05) 

comparado com o grupo DDS de 24 horas. Por outro lado, os animais tratados com 

dapsona que receberam pós-tratamento com o Ácido Alfa Lipóico, nas concentrações 

12,5 e 25 mg/Kg, ambos de 4 horas apresentaram redução significativa nos níveis de 

malondialdeído (p ≤ 0,05) comparado com grupo DDS de 4 horas (Figura 17). 
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Figura 17 - Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de malondialdeído em 

homogeneizados de fígados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pós-

tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, os níveis de 

malondialdeído foram avaliados. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. *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, Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona; MDA, malondialdeído. 
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5.5 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de 

glutationa em homogeneizados de fígados dos camundongos. 

 

Em relação a produção de antioxidantes, o grupo DDS de 4 e 24 horas 

apresentou redução significativa (p ≤ 0,05) na concentração do tripeptídeo endógeno, 

GSH, comparado aos seus respectivos grupos, BASAL 4horas e 24 horas, mostrando 

que a DDS induziu um consumo ou redução nos níveis deste antioxidante in vivo. Em 

contrapartida, o pós-tratamento com ALA na concentração 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 redução de GSH, comparado ao grupo DDS de 4 horas. 

Inclusive esses mesmos grupos pós-tratados com ALA apresentaram um aumento na 

concentração 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 pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de glutationa em 

homogeneizados de fígados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pós-

tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, a concentração 

de GSH foi avaliada. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. *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, Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona; GSH, glutationa. 
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5.6 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre a capacidade 

antioxidante total em homogeneizados de fígados dos camundongos. 

 

 Quanto à 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 relação, tanto ao 

grupo BASAL de 4 horas como ao grupo DDS de 24 horas. Por outro lado, os grupos 

pós-tratados com diferentes concentrações do ALA (12,5 a 25 mg/Kg) de 4 horas, 

apresentaram reversão significativa (p ≤ 0,05) dos níveis da capacidade antioxidante 

total, em relação ao grupo DDS de 4 horas, mostrando novamente que o tratamento 

com ALA foi capaz de reverter o efeito oxidativo ocasionado pela dapsona no fígado 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre a capacidade antioxidante total em 

homogeneizados de fígados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pós-

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 padrão. #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, Ácido Alfa Lipóico; DDS, 

dapsona; TEAC, Capacidade antioxidante equivalente ao trolox. 
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5.7 Efeito do pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de ferro em 

homogeneizados de fígados dos camundongos. 

 

A Figura 20 mostra que os grupos DDS de 4 horas e 24 horas, ambos 

apresentaram aumento significativo (p ≤ 0,05) nos níveis de ferro, em relação aos 

respectivos grupos BASAL de 4 horas e 24 horas. O grupo DDS de 4 horas apresentou 

de forma significativa (p ≤ 0,05), níveis mais elevados de ferro, comparado ao grupo 

DDS de 24 horas. E os grupos pós-tratamento, ALA 12,5 de 4 horas e o ALA 25 de 4 

horas e 24 horas, apresentaram aumento significativo (p ≤ 0,05) nos níveis de ferro, 

acumulados no fígado, comparados, respectivamente ao grupo BASAL de 4 horas e 

24 horas. Entretanto, o pós-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 

acúmulo nos níveis 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 pós-tratamento com Ácido Alfa Lipóico sobre os níveis de ferro em 

homogeneizados de fígados dos camundongos tratados com DDS. Os camundongos foram pós-

tratados com ALA (12,5 e 25 mg/Kg) e induzidos com DDS (40 mg/Kg), em seguida, os níveis de ferro 

foram avaliados. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. #p ≤ 0,05 comparado ao 

grupo DDS 4h; *p ≤ 0,05 comparado ao Grupo BASAL 4h; ≈p ≤ 0,05 comparado ao grupo BASAL 24h; 

■p ≤ 0,05 comparado ao grupo DDS 24h; &p ≤ 0,05 comparado ao seu respectivo grupo de 24h. ALA, 

Ácido Alfa Lipóico; DDS, dapsona.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo evidenciou que a administração intraperitoneal de DDS na dose de 

40 mg/Kg foi responsável em causar alterações no equilíbrio redox no fígado dos 

camundongos, ocasionando um aumento nos níveis da AST e FA, na peroxidação 

lipídica e na diminuição das defesas antioxidantes, como os níveis de GSH e na 

capacidade antioxidante total. Além disso, a administração da DDS nos camundongos 

também ocasionou uma elevação nos níveis do ferro hepático. Em contrapartida, o 

pós-tratamento com o antioxidante ALA, que foi capaz tanto de reverter os danos 

oxidativo, como reduzir os níveis de MDA e o acúmulo de Ferro no tecido hepático, 

induzido pelo tratamento com DDS nos animais. 

Estudos relacionado com a lesão hepática aguda, demonstra que, inicialmente 

os níveis do aspartato aminotransferase (AST) são elevados e sua meia vida é em 

torno de 17 horas (XU et al., 2015). Dessa forma, nossos dados mostraram que a DDS 

induziu a elevação dos níveis de AST em 4h, em relação ao tempo de 24 horas, fato 

que pode ser explicado por 4 horas estar dentro do intervalo de tempo de meia vida 

dessa enzima. No entanto, o pós-tratamento com ALA na dose de 12,5 mg/Kg inibiu 

os níveis de AST, induzida pela dapsona em 4 h, fato que pode ter ocorrido pela 

reversão ou diminuição do dano hepático e em outros tecidos, ocasionado pela 

regeneração da GSH e outros antioxidantes, que impedem a superprodução de ERO, 

consequentemente inibem o dano oxidativo. 

Em relação ao outro marcador hepático, a alanina aminotransferase (ALT), 

estudos realizados por Reagan et al. (2012) utilizando camundongos tratados com 

dexametasona, demonstraram que os níveis de ALT não apresentaram aumento em 

24 horas, e sim, em 72 horas. Com isso, provavelmente, os nossos resultados em 

relação a ALT não apresentaram diferenças estatísticas, pois os animais foram 

eutanasiados, em 4 horas e 24 horas. E a ALT também pode estar associada com a 

renovação celular, ou seja, seus níveis se dispõe a normalizar mesmo após vários 

dias de administração com fármacos (AMACHER, 1998). Com relação a fosfatase 

alcalina (FA), o grupo tratado apenas com DDS de 24 horas, demonstrou um aumento 

nos níveis de FA, em relação ao seu grupo respectivo de 4 h.  Habitualmente, a FA é 

utilizada como marcador de colestase, seus níveis podem se elevar, mediante ao 

acúmulo de sais biliares nos hepatócitos, induzindo uma formação de FA intracelular 

(VEGGI, 2002). O pós-tratamento com ALA na dose de 12,5 mg/Kg, inibiu os níveis 
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de FA, induzida pela dapsona em 4 h, evento que pode ter ocorrido pela diminuição 

do dano hepático, ocasionado pela regeneração da GSH e outros antioxidantes, que 

impedem a superprodução 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 após a administração (TAJIRI e SHIMIZU, 2008; ALVES-RODRIGUES et al., 

2005). De acordo com Videla (2009), o fígado é o órgão mais acometido pela 

toxicidade de droga, sendo que a hepatite medicamentosa é iniciada pela produção 

acentuada de ERO, induzida pela exposição aos fármacos oxidativos. No sistema 

normal da célula, o próprio sistema antioxidante é capaz de neutralizar as ações das 

ERO, tanto no meio intra como no meio extracelular. No entanto, uma alteração como, 

uma depleção do sistema antioxidante com o aumento da produção de ERO pode 

ocasionar danos oxidativos no organismo (RASHEED et al., 2007). 

Conforme relatado, a produção acentuada de ERO pode ocasionar elevação 

na peroxidação lipídica, devido uma degradação acentuada dos fosfolipídeos da 

membrana, gerando ácidos graxos poli-insaturados, que são tóxicas as células e 

levam a um dano celular (KWIECIEN et al., 2002). Um dos principais produtos da 

peroxidação lipídica é o MDA, que serve como indicador de lesão tecidual provocados 

por ERO (KWIECIEN et al., 2002; KWIECIEN et al., 2010; ADAMCZYK-SOWA et al., 

2012). Mediante a isso, níveis elevados de peroxidação lipídica pode estar associado 

a lesão hepática, 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 níveis de MDA nos hepatócitos dos 

mesmos, em relação ao grupo controle sem tratamento. Provável que o metabólito da 

dapsona, a dapsona hidroxilamina induziu a formação de ERO, consequentemente o 

estresse oxidativo e a peroxidação lipídica (VEGGI et al., 2008). Nesse sentido, nosso 

estudo mostrou, que o tratamento com DDS na dose de 40 mg/Kg de 4 horas, induziu 

um aumento nos níveis de MDA nos camundongos, comparado aos grupos BASAL e 

DDS de 24 horas. Possivelmente, esse aumento pode estar relacionado com a 

concentração plasmática da DDS que é de 2 a 8 horas. 

A progressão do dano hepático pode estar associada a partir do momento da 

metabolização da dapsona hidroxilamina para a dapsona nitrosoareno, com a doação 

do elétron para o O2 na formação do radical superóxido (VEGGI et al., 2008). O ânion 
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superóxido é dismutado pelo SOD em H2O2, que através da reação de Haber-weiss 

origina o radical OH•. Esse radical tem a capacidade de retirar um átomo de hidrogênio 

dos ácidos graxos poliinsaturados (LH) da membrana celular, formando o radical 

lipídico (L•), este pode interagir com o O2 e originar o radical peróxido (LOO•), 

formando produtos como aldeídos, cetonas, ésteres e produtos secundários, como o 

MDA. Esse processo termina no momento que as reservas de LH e O2 se esgotam no 

sistema (SANTOS et al., 2007; Figura 21). 

  

Figura 21: Estrutura proposta do mecanismo da formação do radical superóxido a partir da Dapsona 

hidroxilamina e da representação do processo da peroxidação lipídica. Fonte: Adaptado de Veggi et al., 

2008.  

Evidências indicam que a produção acentuada de ERO e/ou a falha no sistema 

antioxidante possam colaborar em lesões, fibrose e doenças relacionadas ao fígado. 

No entanto o uso do ácido alfa Lipóico demonstra uma função protetora, como 

atividades antioxidante e anti-inflamatória, frente a esses agravos hepáticos (FOO et 

al., 2011). Com isso, estudos realizados por El-Shenawy et al. (2017), utilizando 

dimetilnitrosamina, induziram um estresse oxidativo hepático nos camundongos. Os 

mesmos foram tratados com o ALA na dose de 16,12 mg/Kg, que conseguiu inibir os 

níveis de MDA. Esses resultados corroboram com nosso estudo, pois os animais 

tratados com dapsona que receberam pós-tratamento com o Ácido Alfa Lipóico, nas 

concentrações 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas, ambas conseguiram inibir de forma 

significativa os níveis de MDA em relação ao grupo DDS de 4 horas. Provável, que a 
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metabolização do ALA de 90 minutos, concomitantemente com a meia vida do GSH 

de 2 horas, este período, possa ter influenciado nos resultados dos grupos pós-

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 sirtuína 1, que ativa o fator nuclear eritróide 2, responsável pela 

transcrição das enzimas antioxidante, como o superóxido dismutase e a catalase, 

responsáveis por catalisar, respectivamente o ânion O2
●-  e o H2O2, impedindo assim 

a peroxidação lipídica (YANG et al., 2014).  

O fígado é o local responsável pela metabolização de inúmeros compostos 

como metabólito reativo do acetaminofeno, o N-acetil-p-benzoquinona imina, que 

causam danos hepáticos através da produção de ERO (JAESCHKE et al., 2012). 

Esses radicais como, O2
●-, H2O2 e HO• provocam lesões hepáticas, logo precisam ser 

eliminados pelo sistema antioxidante, seja enzimático ou não enzimático (MURIEL e 

GORDILLO, 2016; JAMES et al., 2003; REID et al., 2005). Em relação ao sistema 

antioxidante não enzimático, a GSH é um importante antioxidante que é sintetizado 

no fígado e fornece 90% da GSH circulante no organismo (SUN et al., 2010). A 

atividade da GSH é complementar a glutationa peroxidase, que catalisa o H2O2 em 

água e O2, para limitar a formação do radical OH• considerado altamente reativo 

(TURGUT et al., 2006). 

Sasaki et al. (2015) utilizaram 50 mg/Kg de fenitoína, via intraperitoneal em 

camundongos, induzindo uma injúria no fígado, que provocou uma diminuição nos 

níveis de GSH hepático. A depleção da GSH agravou as lesões hepáticas induzidas 

pela fenitoína, pois pela hipótese dos autores a GSH hepática é diminuída a partir da 

conjugação com o metabólito intermediário da fenitoína, o óxido areno. Diante disso, 

nossos dados também mostraram que o tratamento com DDS de 4 horas e 24 horas, 

ambas reduziram os níveis de GSH hepático em relação aos grupos BASAL de 4 

horas e 24 horas, indicando o efeito oxidativo do fármaco in vivo. A GSH está 

associada com a eliminação de metabólitos reativos de drogas e pode auxiliar na 

redução das ERO, neutralizando condições oxidativas (RASHEED et al., 2007; 

VALKO et al., 2006; ALMADORI et al., 2007). 

Com isso a diminuição do nível de GSH pode estar relacionado durante o 

processo de metabolização da dapsona hidroxilamina para a dapsona nitrosoareno, 

que libera um elétron para o O2, formando assim o radical superóxido. Esse radical é 

dismutado pela enzima superóxido dismutase, formando o H2O2, que é reduzido em 



50 
 

H2O e O2 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 está praticamente 

depletada. Já 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 peroxidação, pois transforma as ERO, 

em espécies menos reativas (KWIECIEN et al., 2003; 2010). Com isso, a diminuição 

de GSH nos animais tratados com DDS pode ser indicativo de maior consumo de GSH 

pelo excesso de metabólitos reativos e/ou pela produção de ERO após a exposição a 

DDS (Figura 22). 

 

 

Figura 22: Estrutura proposta do mecanismo da formação do radical superóxido a partir da Dapsona 

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

 

Estudos de Tian et al. (2013) mostraram níveis de GSH hepático em ratos com 

esteatose, induzidos por lipopolissacarídeos e tratados com o ALA na dose de 60 

mg/Kg. O ALA possivelmente restaura o GSH ou o sistema antioxidante dependente 

de GSH. Dessa forma, nossos resultados também apresentou um aumento nos níveis 
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de GSH nos camundongos tratados com ALA na dose de 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas. 

É esperado que a metabolização 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 pós-tratados com ALA 12,5 e 25 de 4 horas (SHARMAN et al., 2004; 

ORMSTAD e ORRENIUS, 1980). Esses antioxidantes enzimáticos são considerados 

como a primeira linha de defesa, devido sua agilidade em eliminar essas ERO 

(IGHODARO e AKINLOYE, 2017).  

Os níveis de MDA e GSH, ambos são considerados como marcadores para 

avaliar a peroxidação lipídica (GARG et al., 2013). Com isso, estudos de Turgut et al. 

(2006) comprovaram que analisando danos oxidativos, perceberam um aumento nos 

níveis de MDA seguido de uma depleção concomitante nos níveis de GSH no fígado 

dos camundongos.  

A capacidade antioxidante total está relacionada com a ação conjunta dos 

antioxidantes enzimáticos e/ou não enzimáticos presentes no organismo, com 

propósito de prevenir a formação de radicais livres ou restaurar danos oxidativos. Nos 

estudos de Niu et al. (2017) a cisplatina administrada via intraperitoneal, induziu lesão 

hepática aos camundongos, mostrando em seus resultados, uma redução significativa 

nos níveis 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 lesão oxidativa (KORACEVIC et al., 2001). Nesse sentido, em 

nossos resultados, os níveis da capacidade antioxidante total foi reduzido no grupo 

tratado apenas com DDS de 4 horas. É provável que isso, seja devido a alta 

reatividade do radical OH•, pois este reage com qualquer molécula biológica presente 

no organismo, seja carboidrato, lipídio, poteína ou DNA (PHANIENDRA et al., 2015). 

Essa deficiência 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 somatória das 

atividades de inúmeras moléculas antioxidantes, também pode ser tratada como um 

equilíbrio dinâmico pela relação entre os antioxidantes (KORACEVIC et al., 2001). Os 

nossos resultados dos grupos pós tratados com ALA 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas pode 

ter relação, com a capacidade do ALA de regenerar os níveis de GSH e assim 

neutralizar as ERO (SUN et al., 2012; HAMDY et al., 2014).  
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A produção de ERO acontece de forma regular nas organelas, principalmente 

nas mitocôndrias, pois é onde transcorre a cadeia transportadora de elétrons, uma 

das etapas da respiração celular, fonte geradora de radicais livres (GREEN et al., 

2004). Particularmente, alguns metais de transição, como o ferro, podem reagir com 

ERO, através da reação de fenton e gerar radicais mais tóxicos ao organismo, e assim 

ocasionar lesões teciduais (KOURY e DONANGELO, 2003).  

De acordo com estudos, animais tratados com dapsona apresentam tanto um 

aumento de MetHb, como a liberação contínua de ferro dos eritrócitos (CICCOLI et 

al.,1999). Essa liberação provoca uma sobrecarga do ferro nas células de kupffer, que 

são macrófagos residentes nos sinusóides do fígado. E provável que essas células 

podem ser responsáveis pela captação de ferro férrico durante a reciclagem dos 

eritrócitos, 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 acúmulo maior de Ferro no fígado dos camundongos no 

grupo DDS de 4 horas, comparados aos grupos SHAM 4 horas e DDS 24 horas.  

Mediante a isso, os metabólitos da DDS induzem a formação de 

metemoglobinas, sendo uma das principais causas do acúmulo de ferro (CICOLLI et 

al., 1999). O ferro férrico proveniente da Metemoglobina participa da reação de fenton, 

uma reação rápida, originando o ferro ferroso, este reage com o H2O2, formando o 

radical OH•. Esse radical inicia a peroxidação lipídica, onde tanto o Fe3+ e o Fe²+ 

catalisam hidroperóxidos lipídicos, respectivamente em radicais alcóxi (LO•) e radicais 

peróxi (LOO•), que levam a lesão hepática (Figura 23; FERREIRA e MATSUBARA, 

1997). Esse dano também pode ocorrer devido a degradação ou diminuição da 

disponibilidade da proteína ferritina, responsável em armazenar o ferro em seu núcleo, 

inibindo assim a reatividade do ferro e o seu acúmulo nos tecidos (STANKIEWICZ et 

al., 2009). 
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Figura 23: Estrutura proposta do mecanismo da formação do radical superóxido a partir da Dapsona 

hidroxilamina e da representação do processo da lesão hepática. Fonte: Adaptado de Veggi et al., 2008. 

Através do efeito oxidativo da DDS no fígado 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 nível mitocondrial (EVANS e GOLDFINE, 2000). A forma reduzida do ALA, o ácido 

diidrolipóico ou ADHL é um potente redutor, pois quela metais como o ferro, elimina 

ERO e regenera outros antioxidantes, como ácido ascórbico, 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 acúmulo de ferro. O pós-tratamento foi 

feito com ALA, dose de 20 mg/Kg e determinando o acúmulo do ferro sérico. De 

acordo com os autores, essa dose conseguiu reverter o acúmulo de ferro, 

possivelmente, o ALA se acumulou no fígado, reduziu o radical OH•, eliminou os 

radicais H2O2 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 pós-tratados com ALA, na dose de 12,5 e 25 mg/Kg de 24 horas, ambos 

conseguiram reverter o acúmulo de ferro no fígado dos animais. De acordo com 

estudos o ALA consegue inibir a expressão da proteína transportadora de metal 

divalente 1, consequentemente a inibição da absorção do ferro nos enterócitos (CHEN 

et al., 2017). E Indiretamente, o ALA pode estimular a síntese do GSH ou induzir 
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mecanismo moleculares de antioxidantes via ativação da sirtuína 1, posteriormente a 

ativação do fator nuclear eritróide 2, e assim transcrevendo o superóxido dismutase e 

a Catalase (YANG et al., 2014). 

A reversão dos danos oxidativos ocasionados pela DDS, induzido pelo ALA foi 

comprovado na dosagem de MDA, onde os nossos dados mostraram o pós-

tratamento com o ALA nas concentrações 12,5 e 25 mg/Kg de 4 horas, foram capazes 

de inibir a produção de MDA no fígado, induzidas pelo tratamento com DDS, 

mostrando que o ALA tem uma propriedade protetora, pois conseguiu reverter a lesão 

hepática induzida pelo fármaco. Possivelmente, o ALA pode ter sequestrado as ERO 

ou impedir outros mecanismos oxidativos induzidos por metais, inibindo assim a 

peroxidação lipídica. 

A ação antioxidante do ALA também foi demonstrada na avaliação da 

capacidade antioxidante total, no qual o pós-tratamento com ALA nas concentrações 

de 12,5 e 25 de 4 horas, também foram capazes de reverter à diminuição na 

capacidade antioxidante induzida pelo tratamento com dapsona, mostrando que o 

ALA atua estimulando o sistema antioxidante enzimático e/ou não enzimático. Nesse 

contexto, nossos dados também mostraram que o pós-tratamento ALA 12,5 e 20 

mg/Kg de 24 horas, também foram capazes de inibir o acúmulo de ferro no fígado 

ocasionada pelo tratamento com a DDS, mostrando que o ALA também pode atuar 

sobre outros mecanismos celulares, que levam a regulação dos níveis de ferro nos 

tecidos, assim como impedir a absorção do ferro pelo organismo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Desta forma, conclui-se com este estudo que: 

A dapsona induziu dano hepático, com aumento do Aspartato aminotransferase 

e da Fosfatase alcalina, assim como o estresse oxidativo, mediante o aumento de 

peroxidação lipídica e diminuição dos níveis de glutationa e de antioxidante total. 

Estes processos podem estar associados com o acúmulo de ferro hepático no 

organismo. 

O pós-tratamento com o antioxidante Ácido alfa lipóico foi capaz de diminuir os 

níveis do Aspartato aminotransferase e da Fosfatase alcalina, reverter a peroxidação 

lipídica e elevar os níveis de GSH e antioxidantes totais. Além disso, o ALA também 

inibiu o acúmulo de ferro hepático, induzida pela dapsona em camundongos. 

Dessa forma o Ácido alfa lipóico pode apresentar um potencial terapêutico na 

prevenção do dano hepático que podem ser ocasionados em pacientes com 

hanseníase, durante o tratamento com dapsona. Isso pode contribuir como alternativa 

de tratamento para prevenção de danos hepáticos ocasionados por fármacos 

oxidativos, como a dapsona. 
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