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RESUMO

GOMES, A.R.Q. Efeito protetor de antioxidantes na metemoglobina e no dano
em DNA induzidos pela dapsona-hidroxilamina in vitro. 117 f. Dissertacdo de
Mestrado, Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Famacéuticas, Universidade
Federal do Para, Belém, 2016.

A dapsona (DDS) é um dos farmacos utilizados na poliquimioterapia da hanseniase,
associado com a rifampicina e clofazimina. Destes farmacos, a DDS é a principal
responsavel por reacdes adversas, como a metemoglobinemia e anemia hemolitica.
Estas reacfes estdo relacionadas ao metabdlito da DDS, a dapsona-hidroxilamina
(DDS-NOH). Na tentativa de promover a reducdo de efeitos hematotoxicos, sdo
estudadas alternativas terapéuticas com os antioxidantes. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito protetor da N-acetilcisteina (NAC), A. brasiliensis e
Glutationa-etil-éster (GSH-EE) na metemoglobina (MetHb) e no dano em DNA
induzidos pela DDS-NOH in vitro, correlacionando aos parametros do estresse
oxidativo. Para isto, as suspencdes de eritrocitos humanos a 50% foram pré e pos-
tratadas com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE em diferentes concentracdes, sendo 0s
grupos expostos a DDS-NOH para induzir a formacdo de MetHb. Além disso,
avaliou-se também a atividade das enzimas SOD e CAT, bem como os niveis de
GSH, TEAC e MDA. Em leucdcitos avaliou-se a inducdo de EROs no meio
intracelular utilizando o DCFH-DA e o dano em DNA através do ensaio cometa. Os
resultados mostraram que o metabdlito DDS-NOH foi capaz de induzir MetHb in
vitro, sendo este efeito dose-dependente. Em relacdo ao pré-tratamento, todos os
antioxidantes preveniram a formacdo de MetHb induzida pela DDS-NOH, assim
como no pos-tratamento. Em relagdo a SOD, apenas o pré-tratamento com NAC e
A. brasiliensis reduziram a atividade de SOD. J& no pés-tratamento, houve aumento
quando tratados com os antioxidantes. O pré-tratamento com NAC e GSH-EE
aumentou a atividade de CAT, por outro lado o A. brasiliensis reduziu, assim como
no pos-tratamento com os antioxidantes. Quanto aos niveis de GSH, o pré-
tratamento com NAC e A. brasiliensis aumentaram GSH, por outro lado, nao
alteraram no pés-tratamento. Em relacdo ao TEAC, ndo houve alteracdo. Com
relacdo aos danos oxidativos no pré-tratamento, o A. brasiliensis e a GSH-EE
reduziram o MDA. Ja no pés-tratamento, houve aumento no grupo A. brasiliensis e
reducdo no grupo GSH-EE. Apenas a NAC mostrou ser eficiente na remoc¢éo de
EROs do meio intracelular induzido por DDS-NOH em leucdcitos. Enquanto que em
eritrécitos, a NAC e o A. brasiliensis foram capazes de reduzir tal efeito. No estudo
do ensaio cometa, a DDS-NOH foi capaz de induzir danos no DNA em leucécitos do
sangue periférico, entretanto este danos foram reduzidos quando tratadas com NAC
e A. brasiliensis. Pode-se concluir com estes dados que os compostos antioxidantes
avaliados apresentam potenciais terapéuticos na prevencao da MetHb e no dano em
DNA induzido por DDS-NOH in vitro, sendo a NAC mais eficaz contra estes efeitos.

Palavras-Chave: Dapsona-Hidroxilamina; Metemoglobina; Estresse oxidativo; N-

acetilcisteina; Agaricus brasiliensis; Glutationa-etil-éster.



ABSTRACT

GOMES, A.R.Q. Antioxidant protective effect in methemoglobin and DNA
damage induced by dapsone-hydroxylamine in vitro. 117 f. Masters Dissertation,
Post Graduation Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para,
Belém, 2016.

Dapsone (DDS) is one of the drugs used in polychemotherapy of leprosy associated
with rifampicin and clofazimine. Of these drugs, DDS is primarily responsible for
adverse reactions, such as methemoglobinemia and hemolytic anemia. These
reactions are related to the DDS metabolite, dapsone hydroxylamine (DDS-NOH). In
an attempt to promote the reduction of toxic effects are studied alternative therapies
with antioxidants. This work aimed to evaluate the protective effect of N-
acetylcysteine (NAC), A. brasiliensis and Glutathione ethyl ester (GSH-EE) in
methemoglobin (MetHb) and DNA damage induced by DDS-NOH in vitro , correlating
to oxidative stress parameters. For this, suspensions of human erythrocytes to 50%
were pre- and post-treated with NAC, A. brasiliensis and GSH-EE in different
concentrations, being exposed groups DDS-NOH to induce the formation MetHb. It
also assessed whether the activity of enzymes-SOD and CAT and GSH levels, TEAC
and MDA. In leukocytes evaluated the induction of ROS intracellularly using DCFH-
DA and the damage to DNA by comet assay. The results showed that the DDS-NOH
metabolite was capable of inducing MetHb in vitro, this dose-dependent effect.
Regarding the pre-treatment, all the antioxidants prevented MetHb formation induced
by DDS-NOH, as well as post-treatment. For SOD, only the pre-treatment with NAC
and A. brasiliensis reduced SOD activity. In the post-treatment, there was increased
when treated with antioxidants. Pre-treatment with NAC and GSH-EE increased CAT
activity, moreover A. brasiliensis reduced, as after treatment with antioxidants. As for
GSH levels, pre-treatment with NAC and GSH increased A. brasiliensis, on the other
hand, did not alter after treatment. Regarding TEAC did not change. With respect to
oxidative damage in the pre-treatment A. brasiliensis and GSH-EE reduced MDA. In
the post-treatment, there was an increase in group A. brasiliensis and reduced GSH-
EE group. Only the NAC was shown to be effective in removing the intracellular ROS
induced by DDS-NOH in leukocytes. While in erythrocytes, a NAC and A. brasiliensis
were able to reduce this effect. In the study of the comet assay, the DDS-NOH was
able to induce DNA damage in peripheral blood leukocytes, however this damage
was reduced when treated with NAC and A. brasiliensis. It can be concluded from
our data that the evaluated antioxidants have therapeutic potential in the prevention
of MetHb and DNA damage induced by DDS-NOH in vitro, more effective NAC
against these effects.

KeyWords: Dapsone-Hydroxylamine; Methemoglobin; Oxidative stress; N-

acetylcysteine; Agaricus brasiliensis; Glutathione-ethyl-ester.
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1 INTRODUCAO

A dapsona (4,4’-diaminodifenil-sulfona) ou DDS é um dos farmacos utilizados
na poliquimioterapia (PQT) da hanseniase, associado com a Rifampicina (RMP) e
Clofazimina (CFZzZ) (BRASIL, 2010). Dentre estes farmacos, a DDS € a principal
responsavel por reacbes adversas (RAM), como a metemoglobinemia e anemia
hemolitica (COLEMAN e TINGLE, 1992). Estas RAM’s estdo diretamente
relacionadas a presenca do grupo funcional hidroxilamina (NHOH) na molécula do
metabdlito da DDS, a dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH) (VYAS et al. 2005).

A DDS-NOH é um metabdlito sintetizado a partir da N-hidroxilagdo da DDS
via sistema citocromo P450, principalmente pelas isoformas CYP2C9 e CYP2C19, e
por outros sistemas enzimaticos oxidativos (WINTER et al. 2000; SCHALCHER et al.
2014). A DDS-NOH apresenta potencial hematotdxico por realizar um ciclo de
oxidagdo-reducdo com a oxihemoglobina e com moléculas de oxigénio (02),
formando metemoglobina (MetHb) e espécies reativas de oxigénio (EROS),
respectivamente (BRADSHAW et al. 1997). Além disso, a capacidade da DDS-NOH
de formar MetHb é dose—dependente (REILLY et al. 1998; REILLY et al. 1999).

Na tentativa de promover a reducdo de efeitos hematotodxicos, alternativas
terapéuticas com caracteristica antioxidante vem sendo estudada com o intuito de
proteger, principalmente pacientes com hanseniase em uso da PQT, tais como acido
ascorbico, a curcumina, o resveratrol (RSV), o acido a-lipéico (ALA) e sua forma
reduzida, o acido dihidrolipdéico (DHLA) (COLEMAN et al. 2000; 2003; MELLO, 2005;
LIMA et al. 2007; BORAN et al. 2008, EL-HUSSEINI e AZAROV, 2010,
ALBUQUERQUE et al. 2015). Desta forma, € de grande interesse investigar outros
compostos com elevada atividade antioxidante, tais como N-acetilcisteina (NAC),
substancia exdgena indutora de sintese do antioxidante glutationa (DEKHUIJZEN,
2004) e o cogumelo Agaricus brasiliensis, identificado com acdo antioxidante e
imunomoduladora (DALLA SANTA et al. 2010). Nesse sentido, o uso destas
substancias antioxidantes poderia prevenir ou reverter a MetHb induzida por DDS-
NOH, restabelecendo o equilibrio redox e melhorando a adeséo dos pacientes com
hanseniase durante a PQT.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos antioxidantes, N-acetilcisteina, Agaricus brasiliensis e
Glutationa-etil-éster na metemoglobina e no dano em DNA induzidos pela DDS-NOH

in vitro, correlacionando aos parametros do estresse oxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito da NAC, do extrato miceliar do A. brasiliensis e da
Glutationa-etil-éster na metemoglobina induzida pelo metabdlito DDS-NOH em
eritrocitos in vitro;

o Avaliar o efeito da NAC e do extrato miceliar do A. brasiliensis no dano
em DNA induzido pelo metabdlito DDS-NOH em leucdcitos in vitro;

o Estimar a geracdo de espécies reativas de oxigénio em eritrcitos e
leucécitos expostos ao metabdlito DDS-NOH na presenca ou nao dos
antioxidantes, medida pela oxidacao da 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH);

o Mensurar os niveis de GSH e a atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT nos eritrocitos expostos DDS-NOH na presenca ou ndo de NAC, A.
brasiliensis e Glutationa-etil-éster in vitro;

o Determinar a capacidade antioxidante total pelo método de TEAC, e os
niveis de MDA (Malondialdeido) nos eritrécitos expostos ao DDS-NOH na presenca
ou ndo de NAC, A. brasiliensis e Glutationa-etil-éster in vitro.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Dapsona e Dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH)

A 4,4’-diaminodifenil-sulfona ou DDS é um po cristalino branco, inodoro,
pouco solavel em agua, fotossensivel e de formula molecular C12H12N202S (Figura
1) (GRUNWALD e AMICHAI, 1996; GOULART et al. 2002). A DDS é utilizada no
tratamento de Hanseniase, devido sua acao bacteriostatica para o Mycobacterium
leprae (DHOPLE, 1999). Além disso, possui acdo anti-inflamatoéria e antiprotozoério
(FORD, 2000; PANIKER e LEVINE, 2001), sendo utilizada em doencas como
dermatite herpetiforme, psoriase pustulosa (THUONG-NGUYEN et al. 1993) e
infeccbes causadas por Pneumocystis carinii, T.gondii e Plasmodium falciparum
(AMUKOYE et al.1997; EL -SADR et al. 1998; ZHU e STILLER, 2001).

Figura 1: Férmula estrutural da Dapsona, esse farmaco possui grupo sulfonil (SO2) e grupo arilamina
(AR-NH2). Fonte: Monteiro et al. 2012

O mecanismo de acédo do DDS contra bactérias e protozoarios é devido a sua
interagdo com o sitio ativo da enzima dihidropteroato sintetase (Figura 2), que
acarreta a inibicdo da sintese de acido folico, um evento essencial para sintese de
purinas e consequente formacdo de RNA e DNA por estes micro-organismos
(WOLVERTON, 1992; COLEMAN e JACOBUS, 1993; FARHI et al. 2005).
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Figura 2- Mecanismo de acdo da Dapsona no interior de microrganismos. Fonte: Adaptado de Farhi
et al. 2005.

A DDS tem absorcéo quase completa pelo trato gastrointestinal entre 80 a
85% e difunde-se por todos os tecidos, concentrando-se preferencialmente na pele,
musculos, figado e rins (REIS NETO et al. 2006; BRAGHETTO, 2007; WOZEL e
BLAZUM, 2014), permanecendo nesses 6rgaos até 3 semanas apos a interrupgao
do tratamento. Cerca de 70% deste farmaco se liga as proteinas plasméticas, com
concentracdo plasmatica variando entre 0,4 a 1,2 mg/L, apos 24 h da ingestédo de
100 mg da droga (ZUIDEMA et al. 1986; MELLO, 2005). O pico plasmatico &
alcancado entre 2 a 8 h, ap6s a ingestdo de uma dose de 50 — 300 mg, para isso
sdo necessarios em torno de 7 a 10 dias apGs o inicio da terapia com a DDS para
gue o estado de equilibrio seja alcancado (WOZEL e BLAZUM, 2014).

O processo de biotransformacdo da DDS ocorre no figado, tendo como
principal via a N-acetilagdo realizada pela enzima N-acetil-transferase e N-
hidroxilacdo através da via citocromo P450, pelas isoformas CYP2C9, CYP3A,
CYP2E1 e CYP2C19 (Figura 3) (GILL et al. 1995; SCHALCHER et al. 2014). A N-
hidroxilacéo é responséavel pela producédo de metabdlitos hidroxilados, como a DDS-
NOH e Monoacetildapsona-hidroxilamina ~ (MADDS-NOH), considerados
responsaveis pelas alteragcdes hematoldgicas, como hemolise e MetHb, causados
pelo uso deste farmaco (VAGE et al. 1994; SCHIFF et al. 2006; BRAGUETTO,
2007).
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Figura 3- Proposta de mecanismos de bioativagdo e detoxificacdo de dapsona. CYP:Cytocromo P-
450; Hb:hemoglobina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidadas; NAT: N-acetil-
transferase; GT: glucuronil-transferase; UDPGA: acido uridina difosfato glucurdnico; Met-Hb:
Metemoglobina; O2 :oxigénio. Fonte: Adaptado de GILL et al.1995.

Conforme demonstrado por Bradshaw et al. (1997), a DDS-NOH quando em
contato com o0s eritrocitos realiza um ciclo de oxidacdo-reducdo com a
oxihemoglobina e com moléculas de Oz, formando MetHb e EROs, respectivamente.
Além disso, acredita-se que as EROs estejam envolvidas nos processos que levam
a anemia hemolitica. Estudos de Bordin et al. (2010) indicam que a DDS-NOH induz
alteracdes progressivas nos eritrocitos, iniciando pelo dominio citosolico das
proteinas de membrana dos eritrocitos, a banda 3, que leva a formacao de MetHb e
o comprometimento da atividade da proteina tirosina quinase e das fosfatases, com
formacao de agregados da banda 3 na membrana eritrocitaria.

Estudo em animais realizado por Ciccoli et al. (1999), verificou eventos
toxicos mediados pela DDS em eritrocitos de camundongos, nos quais as células

tratadas com DDS-NOH apresentaram aumento significativo na formacao de MetHb,
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bem como deplegéo dos niveis de GSH se comparado ao controle. Tal fato sugere
que a presenca deste metabolito hidroxilado foi essencial para ocorréncia de efeitos
hematotoxicos.

Estudos realizados em humanos relacionaram o efeito da DDS-NOH aos
distarbios hematoldgicos e producdo de EROs, como os relatados por Timothy et al.
(1997) que avaliaram estes efeitos induzidos pelos metabdlitos hidroxilados da DDS
e do sulfametoxazol. Nesse estudo, os autores mostraram que tanto a DDS-NOH
como a sulfametoxazol hidroxilamina induziram a formac&o de MetHb, sendo que a
DDS-NOH mostrou maior efeito metahemoglobinizante quando comparado ao
sulfametoxazol. Além disso, os metabdlitos, DDS-NOH e MADDS-NOH foram
capazes de elevar a concentracdo intracelular de EROS, relacionadas com os
efeitos toxicos da DDS.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa mostrou elevados niveis de
MetHb e de corpos de Heinz em pacientes em uso da terceira dose supervisionada
da PQT (SCHALCHER et al. 2014). Assim como, Pessb6a (2014) também
demonstrou que o percentual de MetHb aumenta gradativamente nos pacientes
hansenianos, conforme os meses de tratamento com PQT. Estes dados evidenciam
que o0s metabolitos da DDS sdo o0s principais responsaveis pelos efeitos
hematotoxicos durante o tratamento.

Recentemente, outro estudo de nosso grupo comprovou que a DDS-NOH, é o
metabdlito que induziu efeito metahemoglobinizante (19 a 40 % de MetHb) de
maneira dose-dependente em eritrocitos de individuos saudaveis in vitro
(Albuquerque et al. 2015). Além disso, a DDS-NOH induziu aumento da producao
intracelular de EROS que foi revertido por antioxidantes, como o resveratrol. Fato
este que também foi observado no estudo de Malcher (2012).

Com isso, a toxicidade da DDS pode ser categorizada tanto como dose
dependente ou de reacao idiossincratica. Os efeitos dose dependentes incluem as
reacdes hematoldgicas, como metemoglobinemia e hemdlise. A administracdo de
DDS na dose de 100 mg/dia em pacientes saudaveis pode resultar em significante
metemoglobinemia, que na realidade ndo € causada exatamente pela DDS, mas
pelos seus metabdlitos hidroxilaminas formados na biotransformagdo da DDS
(HALIM e OGBEIDE, 2002).

A anemia hemolitica e a metemoglobinemia, pelo uso da DDS, estédo

associadas a uma desnaturacdo oxidativa na membrana dos eritrocitos, que
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aumenta sua rigidez, favorecendo a recaptacdo esplénica e acelerando os
processos de hemolise celular (COLLEMAN, 1993). Relatou-se ainda, que a quebra
de hidroperoxidos lipidicos pode levar a formacdo de aldeidos, incluindo
malonildialdeido (MDA), que € capaz de se ligar aos aminofosfolipides e proteinas,
formando agregados de alto peso molecular (COLLEMAN, 1995). Estes agregados,
muitas vezes sdo observados nas membranas dos eritrocitos, principalmente em
individuos deficientes em glicose-6-fosfatodesidrogenase (G6PD) (COLLEMAN,
1995).

Em estudo realizado por Grossman et al. (1995), a anemia hemolitica
induzida pela DDS-NOH foi correlacionada com a inibicdo da G6PD em eritrocitos
humanos in vitro. Sendo que a DDS-NOH foi capaz de diminuir o tempo de meia-
vida dos eritrécitos deficientes em G6PD induzindo um processo anémico duas
vezes maior quando comparado aos eritrocitos normais expostos a esse metabdlito.
Desse modo, as células deficientes em G6PD apresentam maior suscetibilidade ao
dano oxidativo, uma vez que se tornam incapazes de reduzir NADP+ (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidada) para NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida). A G6PD catalisa a oxidagdo da glicose-6-fosfato
(G6P) a 6-fosfogliconolactona em uma reacdo que usa especificamente NADP+
como coenzima, que apos a reducao transforma-se em NADPH (SALVEMINI et al.
1999).

O NADPH é uma molécula altamente redutora e extremamente importante
para os eritrécitos pelo fato de manter a forma reduzida da GSH, uma vez que é o
cofator para atividade da glutationa-redutase que transforma glutationa oxidada
(GSSG) em GSH (MEHTA et al. 2000). Por ndo possuirem mitocéndrias ou outras
organelas, a unica fonte de suprimento de NADPH do eritr4cito é pela acao catalitica
da G6PD através da via das pentoses-fosfato. Este processo favorece a capacidade
de defesa antioxidante dos eritrocitos pela acdo da GSH que é capaz de detoxificar
o peroxido de hidrogénio (H202), bem como manter residuos de cisteina da Hb e de
outras proteinas de glébulos vermelhos no estado reduzido (Figura 4) (URSINI et al.
1997; SALVEMINI et al. 1999).
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Figura 4- Interconverséo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela acéo
das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).
Fonte: Rover Janior et al. 2001.

3.2 Eritr6citos humanos

3.2.1 MEMBRANA ERITROCITARIA

7

O eritrécito é uma das células mais especializadas do organismo humano,
sendo responsavel pelo transporte de oxigénio aos tecidos. Para o melhor
desempenho desta importante funcao, a forma madura dos eritrécitos é anucleada, o
gue lhe traz inlmeras vantagens, como a sua passagem por capilares menores do
gque o seu diametro, no baco e na microcirculacdo em geral. A membrana
eritrocitaria € constituida de uma bicamada lipidica com 42% de lipidios, 52% de
proteinas e 7% de carboidratos. Entre os lipidios, o colesterol e os fosfolipidios estao
organizados em bicamada, em quantidades quase equimolares (HARRIS,1991). Os
tipos predominantes de fosfolipidios sédo a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilserina,

na face interna da membrana; a fosfatidilcolina e a esfingomielina, mais abundantes



24

na face externa da membrana (LEHNINGER et al.1995). A distribuicdo dos lipidios
esta relacionada com a curvatura da membrana (LODISH, 2004).

A estrutura lipidica da membrana é mantida por um sistema de transporte
ativo através dos fosfolipideos da membrana. A lipase transporta ativamente 0s
aminofosfolipideos de fora para dentro, enquanto que a scramblase, quando ativada,
move qualquer fosfolipideos em todas as dire¢cbes (STUART e NAGEL, 2004). Em
geral, substancias de baixa polaridade atravessam livremente a membrana do
eritrocito, enquanto moléculas polares dependem de transporte através de sitios
especializados.

Quanto as proteinas, a membrana eritrocitaria € composta por proteinas
estruturalmente classificadas em integrais ou transmembrana e periféricas ou extra-
membrana. Essas proteinas compdem o citoesqueleto, organela responsavel pela
forma bicébncava normal ou anormal das eritrcitos, e representa 60% da massa
protéica da membrana (MURRAY et al. 2006).

As proteinas integrais penetram ou atravessam a bicamada lipidica e
interagem com a porcao hidrofébica das moléculas lipidicas. Entre estas proteinas,
destacam-se as de transporte, como a banda 3, denominada proteina transportadora
de ions e as glicoforinas A, B, C e D, que possuem receptores de membrana e
antigenos. Estas moléculas participam do reconhecimento célula-célula na
extremidade externa e auxiliam na estabilizacdo do citoesqueleto através de
ligacbes com a proteina 4.1 na face interna da membrana (MURADOR, 2007). O
dominio citoplasmatico da banda 3 se apresenta como um grande centro
organizacional que interage com muitas outras proteinas periféricas ou ligantes
(Figura 5), como a anquirina, considerada a maior ponte para o citoesqueleto. Assim
como, a espectrina-actina, proteina 4.1, proteina 4.2, aldolase, gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, fosfofrutoquinase, desoxihemoglobina, tirosinaquinase e
hemicromos, que regulam a interacdo do citoesqueleto com enzimas glicoliticas
(MURADOR e DEFFUNE, 2007).
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Figura 5: Estrutura da membrana eritrocitaria. Disposicdo das proteinas integrais banda 3 e anquirina
com a fracao 3 da espectrina. Fonte: (PARK, 2010).

Dentre as proteinas citoplasmaticas, a Hb € a proteina transportadora de
oxigénio, que constitui 95% do total protéico citosélico do eritrécito (MURRAY et al.
2006). Além da Hb, o citosol do eritrocito maduro apresenta enzimas importantes na
producdo de energia a partir da glicélise. Com isso, para manter a Hb em condi¢bes
funcionais, a energia necessaria para o processo provem do ATP, e de coenzimas
como NADH e NADPH, que mantem seu estado funcional e volume celular por 80 a
120 dias, frente a exposicdes repetidas a lesdes mecanicas e/ou metabdlicas
(MACHADO et al. 2009).

3.2.2 HEMOGLOBINA (HB) E METEMOGLOBINA (METHB)

A Hb é a proteina presente no interior dos eritrocitos dos mamiferos e
apresenta como principal fung&o o transporte de Oz por todo o organismo (Figura 6).
A sua estrutura é de uma proteina esferdide, globular, formada por quatro
subunidades, compostas de dois pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo
um par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-a ou zeta-C) e o outro de cadeias do
tipo nado-alfa (beta-B, delta-o, gama-y ou epsilon-¢). Cada cadeia polipeptidica &
composta por uma sequéncia de aminoacidos, tendo as cadeias alfa 141
aminoacidos (aa) e as cadeias ndo-alfa, 146 aa. As combinagdes entre as diversas

cadeias de proteinas dao origem as diferentes Hbs presentes nos eritrécitos desde o
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periodo embrionario até a fase adulta, produzidas no decorrer das distintas etapas
do desenvolvimento humano (GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2002).

ferro grupo heme

cadeia a

eritrocito

cadeia B cadeia a

Figura 6: A Hb consiste em um grupo prostético, heme, e o protéico, representado pelas cadeias de
globina a e B. Fonte: Mader (1997).

O grupo prostético presente nas cadeias de globina é representado pelo
heme, anel porfirinico tetrapirrélico, cujo nucleo contém ferro sob a forma de Fe?".
Este metal se liga covalentemente aos quatro anéis pirrolicos unidos em anel planar
por quatro pontes de meteno (=CH-), sendo que o &tomo de Fe?* é responsavel pela
ligagdo com o Oz (Figura 7). Como cada molécula de Hb possui quatro grupos heme,
a mesma é capaz de se combinar a quatro moléculas de Oz (GALIZA NETO e
PITOMBEIRA, 2002).

Figura 7: Representacdes da estrutura tetrapirrélica do grupo prostético heme, ligando-se aos quatro
anéis pirrolicos e a moléculas de oxigénio. Fonte: Pefiuela (2005)
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No adulto, as Hbs constituem arranjos tetraméricos de cadeias alfa com beta
(azB2 = Hb A1), alfa com delta (a2 02 = Hb A2) e alfa com gama (azy2= Hb F). Ao
nascimento, ainda predomina a hemoglobina Fetal (Hb F), que diminui
gradativamente até aproximadamente a vigésima oitava semana de vida, quando as
concentracdes das Hbs chegam as propor¢ées do adulto, de 96 a 98% para Hb Al;
de 2,0 a 3,7% para Hb A2 e de até 1% para Hb F (STAMATOYANNOPOULOS,
1992). Devido a sua estrutura tetramérica, a Hb pode interagir com outras
moléculas, possibilitando interacdes fundamentais para o seu funcionamento, tais
como, 0 processo de oxigenacdo que ocorre a partir da avidez das duas cadeias 3
pelo Oz que se movimentam juntas para facilitar a combinacéo entre eles.

Contudo, para que ocorra a liberacdo deste gas nos tecidos € necessaria a
atuacao do 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) que proporciona a reducédo da afinidade
da Hb pelo Oz proporcionando a liberacdo deste para os tecidos (LORENZI, 2011).
Além disso, a molécula de O: se liga mais rapidamente se outras moléculas de O: ja
estiverem ligadas, o que €& denominado ‘ligagdo cooperativa”. Este fendmeno
permite que a Hb maximize tanto a quantidade de O: transportada sob a PO2 dos
pulmdes quanto a quantidade de O: liberada sob PO: tipica dos tecidos periféricos
(MURRAY et al. 2006).

De acordo com Shikama (1998), a conversao da Hb a sua forma oxigenada
estd associada a um arranjo eletrénico, uma vez que ocorre transferéncia de carga
(doacgdo 1) do Fe?* para Oz, e uma coordenagdo (doagédo o) do O2 para o Fe?*,
ocasionando assim uma forte ligacao covalente entre o ferro e o Oz (Figura 8). Logo,
apos esta oxidagdo o ion Fe?* do grupo heme ndo pode mais combinar-se com Oz,
pois esta molécula ndo apresenta nenhuma afinidade pelo Fe3®*, sendo assim

observada a formacédo da MetHb.

0‘.
-

TC
Fe:L=x O
(e) .

O

Figura 8: Transferéncia de cargas entre Fe2+ e moléculas de O2 observados no processo de ligagao
oxidacdo de grupo heme. Fonte: Shikama (1998).
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A metemoglobinemia é uma sindrome clinica causada pelo aumento da
concentracdo de MetHb no sangue (UDEH et al. 2001), que pode ocorrer devido
alteracdes congénitas na sintese ou no metabolismo da Hb ou em situa¢cdes agudas
de desequilibrio nas reacdes de reducdo e oxidacdo. Esta sindrome pode ser
induzida pela exposicéo a agentes quimicos diversos, tais como DDS, sulfonamidas,
anestésicos locais e o azul de metileno em altas doses. Estes agentes podem
ocasionar significativa caréncia do suprimento de Oz nos tecidos provocando
importantes manifestacdes clinicas, como: dispnéia, nauseas e taquicardia quando
0s niveis sao de até 30% de MetHb. No entanto, podem levar a letargia e perda de
consciéncia em niveis de aproximadamente 50% de MetHb; arritmias cardiacas,
faléncia circulatoria e depresséo neurolégica com valores entre 50 a 70% de MetHb,
e niveis acima de 70% geralmente levam a morte (COLEMAN, 1995).

A reducdo da MetHb ocorre por dois principais mecanismos; pela via do
sistema NADPH-dependente e NADH-dependente (nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida), representadas pela NADPH-metemoglobina redutase e
NADH-citocromo b5 redutase (chamada também como NADH-metemoglobina
redutase), respectivamente. A NADPH-metemoglobina redutase é capaz de reduzir
a MetHb formada sob condigbes normais, ja sob condi¢des de elevada oxidacdo da
Hb a responsavel pela reducdo e NADH-citocromo b5 redutase (WRIGHT et al.
1999). A fonte de NADH necessaria para a reducao da MetHb provém da glicélise
anaerébia de Ebdem-Meyerhof, a partir da rea¢do da oxidacdo da glicose que gera
ATP e NADH, por outro lado o substrato NADPH € proveniente da via das pentoses
a partir a ativacdo da G6PD (Figura 9).

Via de Embden-Meyerhof Via das Pentoses-fosfato
Glicose
. GEPD . .
Glicose-6-fosfato > Ribose-5-fosfato + outros aglicares

- NADH Metemoglobina NADPH
Piruvato NAD+ Hemoglobina x NADP+
Figura 9: A via de Embden-Meyerhof e das pentoses-fosfato, responsaveis pela produgdo de NADH e

NADPH, respectivamente. Substratos importantes no processo de reducéo da Metemoglobina. Fonte:
Percy e Lappin (2008).
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3.2.3 METABOLISMO ERITROCITARIO

O eritrécito humano maduro ndo possui estrutura mitocondrial ou nuclear para
o metabolismo de aminoéacidos e lipidios, toda a sua energia resulta do catabolismo
da glicose. Esta energia € necessaria para manter o ferro no seu estado bivalente,
altos niveis de potassio, baixos niveis de calcio e sodio no interior da célula, os
grupamentos sulfidrilas das enzimas eritrocitarias, Hb e membrana na forma
reduzida e a forma bicbncava da célula (BEUTLER, 2006). A entrada de glicose nos
eritrocitos ocorre por difusdo facilitada, através de uma proteina transportadora de
glicose ou glicose permease, néo insulino-dependente (MURRAY et al. 2006).

A geracao de energia a partir de um substrato, como a glicose, € realizada por
um grande namero de enzimas e por trés vias metabodlicas essenciais para a funcao
do eritrécito, entre elas: a via glicolitica Embden-Meyerhof que é a principal via de
sintese de ATP no eritrécito, a via da hexose monofosfato (também chamada Shunt
das pentoses) e a via da metahemoglobina redutase (Figura 10) (CIESLA, 2007).

Na via Embden-Meyerhof ou glicolitica, sdo gerados trés produtos
importantes: NADH, um co-fator para a redugao da metehemoglobina; ATP, como
fonte de energia; e 2,3-DPG, um regulador da funcdo da Hb (TELEN e KAUFMAN,
1999). A via glicolitica cataboliza a glicose anaerobicamente a piruvato ou lactato.
Cerca de quatro moles de ADP podem ser fosforilados a ATP durante o metabolismo
de cada mol de glicose, através de reacdes controladas por uma série de enzimas,
principalmente pela hexoquinase e a fosfofrutoquinase (BEUTLER, 2006). Neste
processo, a energia gerada é suficiente para manter a forma e a flexibilidade da
membrana, preservando os lipidios e mantendo o gradiente interno dos ions pelo
funcionamento das bombas de Na*, K* e Ca?* (LORENZI et al. 2003).

A via metabdlica da hexose monofosfato, também chamada Shunt das
pentoses, combina 0 metabolismo oxidativo da G6P com a reducdo dos
nucleotideos da piridina e da glutationa, promovendo protecao aos eritrécitos contra
os oxidantes do meio ambiente. Nesta via, trés moléculas de G6P produzem trés
moléculas de CO: e trés acgucares de cinco carbonos (MURRAY et al. 2006), sendo
o NADPH reduzido o produto mais importante formado nesta via, devido esse
produto ser utilizado pelo eritrocito como cofator da glutationa redutase que efetua a
reducdo da molécula de GSSG para GSH (GREER et al. 2003). A demanda
aumentada de NADPH é o principal estimulo para a utilizacdo de G6P pela via, uma
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prova disso é que em eritrcitos humanos maduros, 11% da glicose eritrocitaria é
consumida por essa via (HILLMAN, 2001).

Por udltimo a via da metahemoglobina redutase que mantém o ferro da
molécula de Hb no seu estado reduzido, de modo que o Oz possa ser liberado nos
tecidos, durante a troca gasosa. Esta enzima € dependente de NADH, sendo que na
auséncia deste, a MetHb acumula-se nos eritrocitos (CIESLA, 2007). A molécula de
2,3 — DPG, importante modulador da afinidade do Oz a molécula de Hb, é sintetizada
a partir de intermediarios glicoliticos do ciclo de Luebering-Rapoport (GREER et al.
2003).

Via Embden - Meyerhof
(Via anaerdbica do metabolismo da

glicose)
Metabolismo da
/ Glutationa
Glucose
) ATE NADPH
hexoguinass ( (=1 ATP)
ADP
NADP 6-fosfogluconato e
o e e 6
Glucoses &-F G&-PD = g fosfogluconato
Gilucose fosfato
isomerase
Frutose S-bifosfato < pentose fosfato
ATP
Fosfofrutoquinase C ADP (=1 ATP) Via da Hexose
Frutose1-6- bifosfato Monofosfato
e aldolase N /
Diidroacetona —————— = Giiceraldeido
fosfs o 3-fosfato
o Dk Triose fosfato T meta_Hb
isomerase s redutase H+ meta-Hb
Gliceraldeido : NADH j : meta-Hb : : Hb
3-F desidrogensse redutase
v Via da
.~ e Metahemoglobina
.

-~ bifosfoglicerato Redutase
Pt mutsse ADP 2 ATP
. - [+ y
Via Luebering - C ATP
fosfoglicarato
Rapoport guinase

. 2-3-bifosfoglicerato v
A (2-3BFG) —0m8—————» 3-fosfoglicerato
bifosfoglicerato
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Figura 10: Suprimentos de energia no eritrocito. Fonte: Red Cell Biology (2011)
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3.2.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE DO ERITROCITO

O eritrocito dispde de defesas antioxidantes especializadas para manter a Hb
no seu estado funcional transportando grande quantidade de Oz de forma segura
para a sua integridade, por meio de um complexo sistema de detoxificagdo, que
previne o acumulo de radicais livres. Essas defesas antioxidantes protegem as
células de quatro formas possiveis como: impedindo a formacao de radicais livres;
interceptando os radicais livres formados pelo metabolismo celular ou por fontes
exogenas; reparando as lesBes causadas pelos radicais e proporcionando uma
adaptacado do organismo em resposta a geracdo desses radicais, com 0 aumento
das enzimas antioxidantes (MACHADO et al. 2009; MAGALHAES, 2009).

A manutencdo dos mecanismos antioxidantes é de extrema importancia nos
eritrécitos que, ao contrario da maioria das células, ndo tém capacidade de sintetizar
novos lipidios e proteinas para substituir os que foram oxidados. O efeito cumulativo
da lesdo oxidativa € responsavel pelo processo normal de envelhecimento e
destruicdo dos eritrécitos (MACHADO et al. 2009). Sendo assim, para combater a
agressao oxidativa no eritrocito, o organismo se defende com defesas antioxidantes,
as quais sao classificadas em defesa antioxidante enzimatica e ndo enziméatica.

O sistema enzimatico do eritrocito € dividido em: 1) A meta-Hb redutase
NADH dependente converte aproximadamente 67% a Hb oxidada em deoxiHb,
através do uso de dois carreadores de elétrons, o citocromo b5 e o NADH; 2) A
Superéxido dismutase (SOD) Cu-Zn dependente converte O2*,formado na auto-
oxidacdo da Hb, a H202, o qual tem reatividade limitada; 3) A Catalase (CAT) é uma
enzima citoplasmatica que apresenta quatro subunidades, cada uma contendo um
grupamento Fe3*, ligado ao seu sitio ativo, esta enzima decomp&e o H202 em H20 e
O:2 e realiza a oxidacdo de doadores de H*, como metanol, acido férmico e formais,
com o consumo de peréxidos (atividade peroxidica); 4) A Glutationa peroxidase
(GSH-Px) € uma enzima mitocondrial e citoplasmatica que detoxifica o H202 e
remove hidroperédxidos lipidicos formados na membrana, utilizando a GSH como
cofator; 5) A glutationa redutase (GR) NADPH dependente € uma enzima
citoplasmatica que reduz a GSSG em GSH (Figura 11) (HARRIS, 1991).

A defesa antioxidante ndo enzimatica é composta por GSH, NADPH, NADH e
por alguns antioxidantes provenientes da dieta, como: o a-tocoferol (vitamina E) que

€@ um dos antioxidantes mais importantes residentes na membrana, que funciona



32

como um finalizador de reacdes em cadeia, interrompendo a propagacédo dos
radicais livres. Assim como, o B-caroteno (pré-vitamina A) e o acido ascérbico
(vitamina C) que apesar de se encontrarem em niveis baixos dentro do eritrocito
(0,043 moles/l) sdo um dos antioxidantes extracelulares mais importantes ao
trabalhar sinergicamente com o tocoferol (HARRIS, 1991; FREI, 1999; TAVAZZI et
al. 2000).

O principal tampéao redox do eritrécito € a GSH, um tripeptideo formado por
residuos de glicina, glutamato e cisteina, sendo esse ultimo aminoacido portador do
grupo sulfidrila (SH), grupo empregado nas reacfes de Oxido-reducdo nas quais a
molécula participa. A fungdo da GSH é manter componentes diversos da célula em
estado reduzido, especialmente proteinas e ions Fe?* de grupos heme. O
mecanismo redox de remocdo de H20: envolve a oxidagcdo da GSH, gerando o
dimero denominado GSSG. Entretanto, para que ocorra a regeneracdo da GSSG
por reducdo € necessario que a GR utilize NADPH como fonte de elétrons
(LEHNINGER et al. 2002).

Hemoglobina Fe?*- 02

NADY

Metahemoglobina redutase
NADH

Radical Superoxido

Metahemoglobina Fe3* +
Glicolise

QOutras fontes

Superdxido Fe¥*+ 0z = Fe®™ +0:z

dismutase
Fe®*+H:0: 2 Fe¥™+OH+ OH

H20 w
catalase Fe (hemicromos)
+ - H:z0:z v = "OH
perdoido de hidrog&nio radical hidroxila
1/2 0=
G5H
MNADP* GSH ] .
Glutationa ascorbato
GSH redutase B & £ l
peroxidase ocofero
ADPH GSSG——J Dano a ~ -
proteinas, peroxidacao
. / inativacdo lipidica
207 [HEE== de enzimas
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Figura 11: Mecanismo de protecdo do sistema antioxidante dos eritrocitos a partir da produgdo de
espécies reativas de oxigénio e producdo de metemoglobina. Fonte: HARRIS (1991)



33

3.2.5 IMPORTANCIA DE ESTUDOS IN VITRO COM ERITROCITOS

A utilizacdo dos eritrocitos em modelos in vitro de estudos do metabolismo
oxidativo, sustenta-se na abundéncia destas células, relativamente simples, sem
ndcleo ou organelas, de facil obtencdo e por serem alvos constantes de lesdes
metabdlicas por circularem todo o organismo (MACHADO, 2009). Isto resulta em um
modelo excelente para o estudo da toxicidade sobre biomembranas e da defesa
antioxidante (CASADEVALL, 2009).

Diversos estudos tém utilizado eritrocitos em modelos in vitro, como o de
Albuquerque et al. (2015), que utilizou eritrécitos humanos como modelo
experimental in vitro para avaliar a acdo antioxidante sobre a formagéo de MetHb
induzido em eritrécitos por DDS-NOH em diferentes concentragdes deste metabdlito.
Estes autores demonstraram que esse modelo experimental constitui uma 6étima
estratégia para avaliar o efeito toxicoldégico e respostas adaptativas celulares de
farmacos sobre o estresse oxidativo, bem como comprovar o0s seus efeitos
reguladores sobre mecanismos oxidativos que levam a citotoxicidade, dano no DNA,
peroxidacéo lipidica entre outros.

Do mesmo modo, Furman (2011) e Henneberg (2013) também demonstraram
gue o modelo experimental com eritrocitos humanos é comumente utilizado para
investigar o potencial antioxidante de diferentes compostos. Mediante ao fato, que
0s eritrocitos ao transportar o O2 estdo constantemente expostos aos danos
oxidativos e ao processo de oxido-reducdo que ocorre na Hb, fazendo que os
eritrocitos sejam altamente susceptiveis ao atague de EROs. Com isso, a suspenséo
de eritrocitos € um sistema eficaz para a investigacdo do efeito protetor de
substancias antioxidantes, visto que radicais livres e compostos oxidantes podem

levar a alteracdes em lipidios, proteinas e DNA eritrocitario (SHIVA et al. 2007).

3.3 Dano oxidativo ao DNA de leucocitos

A sequéncia integra do genoma é essencial para a manutencdo do fendtipo
de todo ser vivo. No entanto, o0 genoma estd constantemente exposto a
instabilidades do DNA, devido as rea¢fes quimicas que ocorrem espontaneamente
mediadas por substancias oxidantes e erros no processo de replicagdo. O principal

mecanismo de dano no DNA é a oxidacao das bases nitrogenadas, que ao serem
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oxidadas s&o reconhecidas e removidas da sequéncia da fita simples de DNA por
endonucleases, formando-se sitios apurinico ou apirimidinico na fita, em caso de
purina (Adenosina e Guanina) ou pirimidina (Citosina e Timina), respectivamente
(HEGDE et al. 2012). Esta mutacdo é eficientemente corrigida pela ativacdo do
sistema de reparo por excisdo de base, uma vez que uma endonuclease-AP
reconhece as bases oxidadas e as remove da sequéncia. Em seguida, a DNA-
polimerase substitui este sitio por uma nova base, utilizando a fita-irma& como molde
e finalmente, a DNA-ligase efetua a ligacdo dessa nova base a este sitio (HEGDE et
al. 2012).

Uma das principais causas de dano no DNA é a producdo desequilibrada de
EROs provenientes tanto do meio intracelular como de fatores externos, tais como a
exposicdo a metabdlitos arilhidroxilamina, que sdo formados pela reacdo de N-
hidroxilacdo (KIM e GUENGERICH, 2005). Estes metabolitos estdo envolvidos no
desenvolvimento do cancer a partir da formacéo de adutos com a molécula do DNA
(BELAND e KADLUBAR, 1990). Além disso, os danos ao DNA podem também ser
induzidos pela M. leprae e PQT em pacientes hansenianos, 0s quais produzem
EROS que reagem com o DNA celular causando quebras em suas cadeias.

Desse modo, nos ultimos anos, diversos autores tém discutido o envolvimento
da PQT e da hanseniase como causadores de dano no DNA (D'SOUZA e DAS
1994; ALY e DONYA, 2002; KALAISELVI et al. 2002; GANDHI e SINGH, 2004). O
dano no DNA pode ser mensurado pelo ensaio cometa, que é uma técnica simples e
sensivel que avalia o dano no DNA ao nivel da célula individual (SINGH et al. 1988;
TICE et al. 1992; COLLINS et al. 1997). Este ensaio foi desenvolvido por Singh et al,
(1988) e tem encontrado diversas aplicacdes em monitoramento da populacéo,
avaliacdo da genotoxicidade e na modulacédo das condi¢cdes dos doentes (MALUF e
ERDTMANN, 2001; SARDAS et al. 2001).

Estudo realizado por Kalaiselvi et al. (2002) mostrou que a PQT levou a danos
genéticos em linfécitos de sangue periférico de pacientes com hanseniase
submetidos a PQT, por meio da avaliagdo das aberragcdes cromossdomicas (AC),
micronucleos e ensaio do cometa. Por outro lado, D'Souza et al. (1991) e D'Souza e
Das (1994) mostraram que a DDS em combinagcdo com a RMP e CFZ, ndo foram
capazes de induzir AC em linfocitos de pacientes com hanseniase submetidos a
PQT. Além disso, os pacientes tratados com a PQT apresentaram niveis reduzidos

de AC quando comparado aos pacientes sem a terapia. Desta forma, até o
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momento, 0S possiveis mecanismos e 0S compostos responsaveis pelo dano
genético em pacientes com hanseniase estdo pouco elucidados. No entanto, sabe-
se que em algumas infec¢des bacterianas como a tuberculose, brucelose e tifo, ha
aumento de pelo menos 2 vezes no nivel de AC nos linfécitos destes pacientes
(MASJEDI et al. 2000). Entretanto, pacientes com hanseniase paucibacilar e
multibacilar, o nivel de AC aumenta de 2.6 a 4,2 vezes, respectivamente, em
comparacao aos individuos saudaveis (D'SOUZA e DAS, 1994).

Gandhi e Singh (2004) avaliaram os danos no DNA em linfécitos do sangue
periférico de pacientes com hanseniase tratados e ndo tratados com PQT, e
mostraram que o maior dano em DNA foi observado em pacientes tratados em
relacdo aos sem tratamento. Além disso, as maiores categorias de dano pelo ensaio
do cometa em pacientes em PQT sugerem que tanto o M. leprae como o PQT sé&o
responsaveis pelas quebras de DNA. Por outro lado, em pacientes com hanseniase
sem tratamento, o dano em DNA mediado pelo bacilo (M. leprae) foi bem menor
gquando comparado aos pacientes em tratamento. Corroborando, Malcher (2012),
mostrou que o metabdlito DDS-NOH levou a formacao de dano em DNA em modelo
in vitro, visto que das células analisadas, 83% apresentaram dano em DNA em
diferentes classes (16% na classe 1, 10 na classe 2, 26 na classe 3 e 31 na classe
4).

3.4 Terapéutica usual para tratamento de MetHb

3.4.1 AZUL DE METILENO

O Azul de Metileno (AM) €& um corante basico redox que impregna
componentes acidos das células com tonalidade azul-violeta, largamente empregado
na rotina laboratorial, sendo também utilizado no tingimento de algodao, las e papel.
Devido a sua forte adsorcdo em suportes sélidos, muitas vezes, o AM serve como
um composto modelo para a remogéo de corantes e de contaminantes organicos a
partir de solugBes aquosas (LI et al. 2012). Ainda que o AM néo seja toxico como 0s
metais pesados, a exposicdo aguda pode causar efeitos prejudiciais a saude como
aumento da frequéncia cardiaca, dor de cabeca intensa, nauseas, vomitos, diarreia
e necrose do tecido humano (BHATTACHARYYA et al. 2006).
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O AM ¢é utilizado nos pacientes com metahemoglobinemia adquirida e
induzida por farmacos como a DDS, através de injecdo intravenosa, na dose de 1-2
mg/kg em solucdo de 1-2 g/dl, em tempo de infusdo de 5 minutos. Doses
acumuladas superiores a 7 mg/kg podem desencadear sintomas como dispnéia, dor
precordial, cianose persistente e anemia hemolitica (SILLS e ZINKHAM, 1994;
ELLENHORN et al. 1997).

A MetHb é reduzida pelo AM, devido esta substancia ser um doador de
elétrons efetivo para a metahemoglobina redutase dependente de NADPH. Na
presenca desta enzima e de NADPH, o AM é rapidamente reduzido a branco de
metileno que, por sua vez, reduz a MetHb ndo-enzimaticamente, reduzindo o ion
férrico para ion ferroso (Figura 12). O AM apresenta efeito rapido na reducédo da
MetHb tanto in vivo, como também in vitro (GIBSON, 2002), mas para isso a sua
reducao requer a via da hexose monofosfato intacta para a regeneragcdo do NADPH.
Nesse sentido, pacientes com deficiéncia de G6PD a utilizacdo do AM € ineficaz e
ainda pode induzir hemodlise (WARD e McCARTHY, 1998).

Nosso grupo de pesquisa, também, comprovou o efeito anti-
metemoglobinizante do AM em modelos in vitro induzidos pela DDS-NOH (Malcher
2012; Albuquerque et al. 2015). Estes autores também mostraram que o pré e pos-
tratamento com AM foi capaz de prevenir e reverter a formacao de MetHb induzida
por diferentes concentracées da DDS-NOH, de maneira mais eficiente os compostos

antioxidantes, resveratrol (RSV) e acido a-lipéico (ALA).
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Figura 12: As provaveis vias de reducdo da metemoglobina, sendo que a principal via fisiologica é a
do citocromo b5 redutase. No entanto, essa redugdo também pode ser feita pela via exdgena com o
uso de azul de metileno. Fonte: Walker et al, (2009).

3.5 Terapia alternativa com antioxidantes para tratamento de MetHb

Nos ultimos anos, tém-se estudado muitos compostos antioxidantes, tais
como, ALA, RSV, NAC, Vitaminas C e E, licopeno, flavondides como a quercetina e
rutina, além de minerais como o selénio e o zinco (COLEMAN et al. 2000; 2003;
MELLO, 2005; BARREIROS et al. 2006; VALKO et al. 2006; LIMA et al. 2007) como
terapia alternativa em casos de MetHb e danos em eritrécitos, como observados em
pacientes com hanseniase em uso da PQT. Como relatado anteriormente, nosso
grupo de pesquisa também desenvolve trabalhos com estes antioxidantes na
prevencao da MetHb induzida por DDS-NOH e de outros danos oxidativos.

Segundo Coleman e Walker (2000), o ALA levou a redugdo acentuada da
MetHb induzida pelo metabdlito MADDS-NOH e, eritrocitos de pacientes diabéticos e
nao diabéticos in vitro. Além disso, Coleman e Taylor (2003) constataram que o pré-
tratamento e o tratamento com ADHL (forma reduzida do ALA) foi o capaz de inibir a
formacdo de MetHb induzida por DDS-NOH in vitro, atuando de forma semelhante

ao AM. Com isso, estes autores sugerem que o ALA poderia ser incluido como
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suplemento na prevencdo da toxidade induzida pela DDS, ja que o ALA pode ser
reduzido a sua forma ADHL tanto in vitro como in vivo (COLEMAN et al. 2000).

Nesse sentido, Georgakouli et al. (2013) proporam que a suplementagdo com
ALA (600mg/dia) levou a beneficios para pacientes com deficiéncia em G6PD, visto
gue esse antioxidante aumentou os niveis de GSH e catalase (CAT) apds a segunda
semana de tratamento. Por outro lado, o ALA reduziu os niveis de proteinas
carboniladas, indicando que a suplementacdo com ALA pode modular o estado
redox no sangue de humanos com deficiéncia em G6PD, diminuindo os indices de
estresse oxidativo.

Paralelamente, nosso grupo também analisou a agdo antioxidante do ALA e
do RSV, mostrando que o pré-tratamento com RSV e ALA foi capaz de atenuar o
percentual de MetHb induzido por DDS-NOH. Além disso, a DDS-NOH induziu
grande quantidade de EROs em meio intracelular, que foi reduzido pelo tratamento
de RSV e ALA (ALBUQUERQUE et al. 2015).

De modo semelhante, outro trabalho de nosso grupo, também mostrou os
efeitos benéficos dos antioxidantes ALA e RSV na prevencdo dos danos oxidativos
em amostras de pacientes hansenianos em uso de PQT. Neste estudo, conclui-se
que o tratamento com PQT levou a um aumento gradativo nos niveis de MetHb nos
pacientes hansenianos de acordo com 0s meses de tratamento com PQT.
Entretanto, o tratamento com os antioxidantes ALA e RSV in vitro nas doses de 100
e 500 puM ndo inibiu os percentuais de MetHb induzida pela PQT. Além disso, os
antioxidantes, ALA e RSV, nas doses de 100 uM aumentaram a atividade enzimatica
de SOD em pacientes em tratamento com PQT (PESSOA, 2014).

3.5.1 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO Agaricus brasiliensis

O cogumelo A. brasiliensis (Figura 13) é originario da cidade de Piedade
interior do Estado de Sao Paulo (Brasil), conhecido desde 1960. Amostras desse
fungo foram enviadas ao Japédo, em 1965, para estudo no Institute lwaide, o qual
encaminhou essa mesma amostra para o Dr. Heinemann, cientista belga, que em
1967 identificou e o denominou de Agaricus blazei Murill. Anos mais tarde, Wasser
et al. (2002) em um estudo morfolégico comparativo, demonstraram que Agaricus

blazei Murril se trata da mesma espécie denominada pelos autores de A.
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brasiliensis. Assim, a luz deste conhecimento, o nome A. brasiliensis substituiria as

denominacdes anteriores usadas para esta importante espécie de cogumelo.

Figura 13 - Corpo de frutificacdo de Agaricus brasiliensis. Fonte: Soares et al. (2009).

O Agaricus blazei Murril (Agaricaceae), uma espécie nativa do Brasil,
popularmente conhecida como “cogumelo do sol” (ou “Himematsutake” no Japao)
que é foco de varios estudos devido as suas propriedades farmacol6gicas
(BARBISAN et al. 2002; FIRENZUOLI et al. 2008). Este fungo € amplamente
cultivado no Japao para uso medicinal, tanto que é hoje considerado uma das mais
importantes espécies comestiveis com propriedades medicinais.

Tradicionalmente, este cogumelo tem sido utilizado no tratamento de muitas
doencas, tais como bacterianas e parasitarias (MIZUNO et al. 1995; WASSER e
WEIS, 1999), estresse fisico e emocional, estimulante do sistema imune, bem como
para a melhoria da qualidade de vida de diabéticos, reducdo do -colesterol,
prevencao de osteoporose e Ulcera péptica, dermatites, hepatite, doencas cardiacas,
além do tratamento de problemas digestivos, circulatorios, combate ao cancer
(MIZUNO et al. 1995; KASAI et al. 2004; FIRENZUOLI et al. 2008; YUMINAMOCHI,
2007) e tratamento da AIDS (HUANG e MAU, 2006).

O A. brasiliensis possui moléculas com atividades antimutagénica, antiviral,

antialérgica, antitumoral, imunomoduladora e antioxidante, e ainda outras
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substancias bioativas como os terpenos, lipidios e fenois que foram identificados e
caracterizados evidenciando as suas propriedades medicinais. Segundo Dalla Santa
et al. (2009), a potente atividade biologica atribuida ao A. brasiliensis se deve aos
seus compostos bioativos, principalmente os polissacarideos como as p-D-glucanas.
Outros compostos, como, lectinas, esterdis e ergosterol, também sdo investigados e
em conjunto com os polissacarideos, exercem acédo fisiolégica sobre varias vias
metabdlicas no organismo (DALLA SANTA et al. 2010).

Dentre os cogumelos medicinais pesquisados, o A. brasiliensis € um dos que
possuem a maior concentracdo de polissacarideos (B-glucana), a maioria com
potente atividade antitumoral e que podem ser isoladas do corpo frutifero, do micélio
e do meio de cultivo filtrado (DALLA SANTA et al. 2009; DALLA SANTA et al. 2010).
Segundo Park et al. (2003), estes polissacarideos se localizam na camada
intermediaria da parede celular (Figura 14a), adjacente a membrana plasmaética,
com funcéo relacionada a rigidez e a forma. A B-glucana de A. brasiliensis é formada
por um esqueleto de (1—3)-p-D-glicose ao qual estdo ligadas unidades do tipo
(1—6)-B-D-glicose de tamanhos variados e que ocorrem em diferentes intervalos ao
longo do esqueleto central (Figura 14 b). Estas moléculas interagem e modificam a
resposta imunologica (biorregulacdo) do hospedeiro, controlam a homeostase,
regula o biorritmo e prevene vérias doencas (WASSER e WEIS, 1999; ROSS et al.
1999; DIJKGRAAF et al. 2002; JONG, 2002; CAMELINI et al. 2005).
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Figura 14 - Localizagdo da f—glucana na parede celular de cogumelos (a); estrutura da (1—3)-(1—6)-
-D-glucana de cogumelos (b). Fonte: Adaptada de PARK et al. (2003).

Nesse sentido, Nagata et al. (2001) ao avaliarem a expressdo de NO e IL-1
em macrofagos peritoneais de ratos tratados com [(-glucanas extraidas de A.
brasiliensis, perceberam que o A. brasiliensis induziu a producdo de NO e de IL-1
apenas em altas concentra¢des, sugerindo que a ativacdo de macréfagos e células
B pode ser desencadeada pelo A. brasiliensis. Em estudo semelhante, Sorimachi et
al. (2001) demonstraram que componentes fracionados de A. brasiliensis induzem a
secrecdo de NO e citocinas TNF-qa, IL-8 em macro6fagos in vitro, sugerindo que o A.
brasiliensis contém componentes que ativam macrofagos.

Além da atividade imunomoduladora, véarios estudos demonstrarm suas
propriedades antioxidantes que podem reduzir danos ao organismo. Esta acao
antioxidante muitas vezes é atribuida aos compostos fendlicos, essenciais em seu
crescimento. Dessa forma, estes compostos séo potentes substancias ativas e
terapeuticamente Uteis gerando beneficios a saude, diminuindo os riscos de
doencas crbénicas (SOOBRATTEE et al. 2005).

Segundo Barros et al. (2008) que estudaram a atividade antioxidante de cinco

espécies de Agaricus através de técnicas quimicas, bioquimicas e eletroquimicas, e
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mostraram que todas as espécies apresentam atividade antioxidante, sendo que o
A. brasiliensis foi a espécie com maior atividade. Posteriormente, Percario et al.
(2009) mostraram o potencial antioxidante in vitro de diferentes apresentagbes de
Agaricus pelos métodos 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diamonio
(ABTS+) e 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH). Estes autores verificaram que todas as
amostras testadas apresentaram alta capacidade antioxidante e inibicdo da
producao de EROS.

Soares et al. (2009) testaram corpos de frutificacdo de A. brasiliensis em
diferentes estagios de maturidade, frente a sistemas oxidativos, como o método de
inibicdo da peroxidacgéo lipidica com é&cido linoleico e caroteno, bem como avaliagédo
antioxidante frente a reducéo do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH), habilidade
de quelacéo de ion ferroso. Estes autores mostraram um indice EC50 de 3,0 mg.mL-
1 no ensaio com DPPH, e poder sequestrante de 90% para o extrato de Ab na
concentracdo de 6,0 mg.mL-1. Nesse sentido, Ker et al. (2005) também verificaram
gue o micélio também possui atividade antioxidante, testado frente ao DPPH e
qguelacdo de ions ferroso, obtendo uma faixa de 72,0% a 85,0 % de capacidade
sequestrante em extrato de A. brasiliensis com concentracédo de 5,0 mg.mL-1.

Por causa deste efeito antioxidante do A. brasiliensis, nosso grupo de estudo
tem mostrado que este cogumelo tem efeito preventivo na MetHb in vitro e em
modelo murino de sepse. Mediante suas atividades imunomoduladoras e
antioxidantes, o A. brasiliensis pode ser uma possivel terapéutica para restabelecer
o equilibrio redox em doencas ou terapéuticas que induzem elevado nivel de
estresse, como mostrado por nosso grupo em pacientes com hanseniase em uso de
PQT.

3.5.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DA N-ACETILCISTEINA

A NAC é um composto tidlico, cuja formula é CsHsNOsS (Figura 15). E uma
substancia usada principalmente como agente mucolitico e antidoto em casos de
intoxicacao pelo paracetamol (acetominofeno), reduzindo o grau de lesdo hepatica e
sendo bastante efetiva quando administrada previamente dentro de 8 a 10 horas
apos a intoxicacdo. A protecdo hepatica mediada por NAC ocorre pela manutencao

ou restauracdo dos niveis de GSH ou que NAC deve atuar como um substrato
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alternativo por conjugacdo com as EROs para detoxifica-las (DODDS et al. 2008;
TUMUR, 2010).

HS OH
\’rNH
O

Figura 15: Representacgéo estrutural da N-acetilcisteina. Fonte: Mello (2006).

Em relacdo as propriedades farmacocinéticas, a NAC ¢é rapidamente
absorvida apés a administracdo via oral, tanto em humanos quanto em animais. A
maxima concentracdo plasmatica é atingida em 2 a 3 horas apds a administracao e
a meia-vida plasméatica € de 5 a 6 horas em adultos e 11 horas em neonatos. No
entanto, sofre extensivo metabolismo hepatico, resultando em baixa
biodisponibilidade (DEKHUIJZEN, 2004).

NAC € uma molécula doadora de grupo sulfidrila com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (MAJANO et al. 2004). Assim, NAC exibe
propriedades antioxidantes diretas e indiretas. O gupo tiol livre da NAC é capaz de
interagir com os grupos eletréfilos de EROs do metabolismo respiratério e da
resposta imune, levando a formacao de substancias menos reativas, como a ponte
dissulfeto da NAC.

Além disso, NAC exerce um efeito antioxidante indireto relacionado ao seu
papel como precursor da GSH. Em situacdes de estresse oxidativo, 0s niveis de
GSH podem decair drasticamente. No entanto, a administracdo de NAC demonstrou
reestabelecer a ressintese de GSH via desacetilacdo intracelular da NAC
fornecendo cisteina, o principal aminoacido da molécula de GSH. Dados de estudos
in vivo e in vitro também mostram que NAC protege o pulmao de agentes toxicos
pelo aumento dos mecanismos de defesa pulmonar através de suas propridades
antioxidantes diretas e indiretas, como precursor da sintese da GSH (DEKHUIJZEN,
2004).
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Tem sido demonstrado que a NAC apresenta um efeito atenuante e até
preventivo em relagdo aos radicais livres como, o &cido hipocloroso, o radical
hidroxila (*OH) e o H202, devido ao grupo sufidrilico presente em sua estrutura
quimica (SHAIK, 2006). Assim, a NAC pode ser parcialmente comparada a atividade
de enzimas antioxidantes enddgenas como a SOD, CAT e GSH-Px, apesar dessas
Ultimas apresentarem maior capacidade de desintoxicacdo se comparadas a sua
acao direta.

Com efeitos preventivos, a NAC tem-se mostrado bastante eficiente como
protetor em doenga renal cronica (IVANOVSKI, 2005), céncer, insuficiéncia
pulmonar, e outras doencas sistémicas (NOLIN, 2007). Pode também melhorar a
funcdo endotelial e atenuar a doenca inflamatdria vascular (aterosclerose),
antagonizando os efeitos da geracdo de substancias reativas intracelulares
(TUMUR, 2010). A NAC também apresenta efeitos positivos sobre complicacfes
cardiovasculares, pois as concentracdes de homocisteina e lipoproteinas séricas
também diminuem na presenca desse antioxidante. Além disso, foi demonstrado que
este composto € capaz de aumentar a capacidade de reparo no DNA e também
promove a inducdo de apoptose seletiva de células em transformacdo. Estudos
também indicam que NAC reduz disfuncdo endotelial, inflamacédo e fibrose em
pacientes renais cronicos, com evidente de melhora clinica (MASSY, 2009).

No gue concerne a intervencdo com antioxidantes na reversdo de MetHb,
alguns estudos in vitro mostram que a NAC reduz a MetHb comparado ao grupo
controle (WRIGHT et al. 1996). Anos mais tarde, Wright et al. (1998) demonstraram
novamente que a NAC reduz significativamente a MetHb, s6 que agora em modelo
in vitro de deficiéncia de G6PD.

Além disso, Coleman et al. (2003) avaliaram os efeitos do DHLA, ALA, NAC e
ascorbato na formacdo de MetHb mediada por xenobibticos em eritrocitos humanos
in vitro. Os resultados demonstraram que nem o &cido lipéico, DHLA, NAC e
ascorbato tiveram quaisquer efeitos significativos sobre a MetHb formada por nitrito,
entretanto, a NAC reduziu a formagao de MetHb.

Por outro lado, Moraes et al. (2008) avaliaram o potencial efeito da NAC em
prevenir a hemotoxicidade induzida pela DDS em ratos. Os dados mostraram que a
NAC ao invés de prevenir a MetHb, potencializou o efeito metemoglobinizante da
DDS, devido ao aumento de sua concentracdo plasmatica e consequente aumento

da formacdo da N-hidroxilamina. Isto se deve a capacidade desta droga em



45

regenerar a N-hidroxilamina enquanto promove a regeneracdo da GSH, pois a N-
hidroxilamina promove a oxidacédo da oxiemoglobina, e este ciclo so termina quando
a GSH eritrocitaria estiver quase depletada. Com isto, enquanto houver doacéo de

grupos sulfidrilicos oriundos da NAC, a formacédo de MetHb continua a ocorrer nos

eritrocitos (Figura 16) (MORAES et al. 2008).
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Figura 16: Interacdo medicamentosa entre NAC e DDS. Fonte: Moraes et al. (2008)

Devido ao potencial antioxidante e pré-oxidante da NAC, é de suma
importancia analisar o efeito da NAC e outros antioxidantes, em processos
hematolégicos, como anemias induzidas por farmacos como observado em
pacientes em uso de DDS. Assim, este estudo podera contribuir como possiveis
alternativas de tratamento para atenuar ou prevenir os efeitos hematotoxicos
ocasionados por farmacos, como a DDS, 0s quais comprometem a adesdo do

paciente ao tratamento, e pde em questdo a relacao risco e beneficio deste farmaco
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra biolégica

Os eritrécitos foram obtidos a partir de amostras de sangue venoso de
voluntarios sadios, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO A). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Para (CEP-ICS/UFPA), sob parecer n° 1.173.696 e CAAE
42778714.5.0000.0018 (ANEXO B).

4.2 Coleta de amostras sanguineas

As amostras de sangue (10 mL de sangue venoso) foram obtidas de doze
voluntarios adultos saudaveis do sexo masculino e feminino com idade entre 18 a 30
anos e de diferentes tipos sanguineos, apds assinarem o TCLE aprovado pelo CEP-
ICS/UFPA. Utlizou-se os seguintes critérios de exclusdo: individuos tabagistas,
etilistas, com comorbidades (infeccédo, diabete e hipertensédo) e que estivessem em
tratamento medicamentoso ou em uso de qualquer suplemento antioxidante. O
sangue dos doze voluntarios foi armazenado individualmente em tubos de ensaio
contendo o anticoagulante EDTA 5% (New prov) (Acido etilendiaminotetracético),
usou-se uma gota para cada/mL de sangue e imediatamente foi realizada a lavagem

e suspensdao dos eritrocitos para a realizacdo dos ensaios.

4.3 Lavagem e suspensdao de eritrocitos

Inicialmente, as amostras coletadas de cada voluntario foram centrifugadas a
3000 rpm por 10 min, sendo posteriormente retirada e cultivada a camada de
leucadcitos (buffy-coat) para os ensaios de deteccdo de EROs e cometa. Em seguida,
trés sucessivas lavagens foram realizadas na suspensdo de eritrocitos com NacCl
0,9% até a obtencdo de uma suspenséo limpida e um pellet de glébulos vermelhos
para cada amostra de voluntario coletada. Apdés a lavagem, o pellet de glébulos

vermelhos foi isolado e diluido em NaCl 0,9% para resultar em uma suspensao com
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hematocrito de aproximadamente 50% e volume final aproximado de 10 mL para

cada amostra (Figura 17).
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Figura 17: Lavagem e suspensdo de eritrocitos.

4.4. Fornecimento e Preparacédo do Agaricus brasiliensis

O cogumelo Agaricus brasiliensis, seco e pulverizado foi fornecido
gentilmente pela professora Herta Stuz Dalla Santa da Universidade Estadual do
Centro-Oeste (UNICENTRO), Parand, Brasil.

Para a obtencdo do decocto de A. brasiliensis, 2 g do cogumelo seco e
pulverizado foram fervidos com 20 ml de agua destilada estéril. Apos a extracdo, o
decocto foi filtrado e submetido a liofilizagdo para eliminacdo da agua, apresentando
um redimento de 22%. Posteriormente foi preparada uma solugédo mae de 1 mg/mL
em agua destilada estéril. Para a realizacdo dos testes foram utilizadas as

concentracfes de 2,2; 6,7; 22,5 ug/ml a partir da solucdo mae.

4.5 Tratamento dos eritrocitos

4.5.1 INCUBACAO DE ERITROCITOS COM DDS-NOH

A suspensao de eritrocitos com hematdcrito de aproximadamente 50% obtido
conforme o item 4.3, foi distribuido em aliquotas de 2mL em tubos de ensaio de
vidro. Em seguida, os eritrécitos foram incubados com 400 pyL de diferentes
concentragbes da DDS-NOH (Santa Cruz Biotechnology) (2,5; 5,0; 7,5; 10 pug/mL)

diluido em metanol (Merck), este experimento foi adaptado de Mcmillan et al. (1995)
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e Alburqueque et al. (2015). O periodo de incubagdo foi de 60min a 37°C e
posteriormente, 500uL foram retirados para a dosagem de MetHb e construida uma
curva dose versus resposta. O grupo controle negativo foi formado pelos eritrécitos
incubados com metanol. O teste foi feito em triplicata em cada concentracdo e em

cada amostra de paciente (Figura 18).
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Figura 18: Incubag&o de eritrécitos com DDS-NOH.

4.5.2 CURVA DOSE RESPOSTA COM ANTIOXIDANTES

4.5.2.1 Pré-tratamento com antioxidantes

A acdo dos antioxidantes foi testada a partir de um pré-tratamento com
aliquotas de 2 mL de concentracdes da NAC (Sigma-Aldrich) (0,1; 0,4; 0,9; 1,6; 4,8;
9,7; 16; 48; 163 pg/mL) diluidos em tampéo fosfato (PBS), do A. brasiliensis (2,2;
6,7; 22,5 pg/ml) e GSH-EE (Sigma-Aldrich) (0,1; 0,3; 0,8; 1,6; 3,3 mg/ml) diluida em
dimetil-sulfoxido (DMSO) a uma solucdo mae a 10%. O periodo de incubacdo da
suspensao de eritrécitos pré-tratados com estes antioxidantes foi de 60 minutos a 37
°C. A seguir, foram adicionados 400 pL da DDS-NOH (2,5 yg/mL) e novamente foi
realizada a incubacao por 60 min a 37°C. Os grupos controles negativos foram
formados pelos eritrécitos incubados somente com metanol, NAC, A. brasiliensis e
GSH-EE. Por fim, foram retirados 500uL das suspensdes de eritrocitos para
determinacdo de MetHb (Figura 19).
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Figura 19: Pré-tratamento de eritrocitos com antioxidantes.

4.5.2.2 Pés-tratamento com antioxidantes

N\

[Ap()s este perl’odo\

foram adicionados
400 pl da DDS-NOH
2,5 ug/mL) e
novamente
incubados na estufa
por 60 minutos.

J

!

500 pul de
amostra para
Dosagem de

MetHb

49

A suspenséo de eritrocitos com hematécrito de aproximadamente 50% que foi

obtida conforme o item 4.3, foi distribuida em aliquotas de 2 mL em tubos de ensaio

de vidro. Em seguida, os eritrécitos foram incubados com 400 uL da DDS-NOH (2,5

Mg/mL) por um periodo de 60min a 37°C. Apds este tempo, a suspensao foi pos-

tratada com os antioxidantes, NAC a diferentes concentracdes, do A. brasiliensis
(2,2; 6,7; 22,5 ug/ml) e GSH-EE (0,1; 0,3; 0,8; 1,6; 3,3 mg/ml) diluida em DMSO a

uma solucdo mae a 10%. 10% por um periodo de 60 min a 37 °C. Os grupos

controles negativos foram formados pelos eritrocitos incubados somente com

metanol, NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Por fim, foram retirados 500 yL das

suspensoes de eritrocitos para determinacédo de MetHb (Figura 20).
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Figura 20: Pés-tratamento de eritrécitos com antioxidantes.

4.5.3 CURVA TEMPORAL COM ANTIOXIDANTES

4.5.3.1 Pré-tratamento com antioxidantes

-
. -

400 ul de NAC
0,1; 04; 09

1,6; 4,8; 9,7; 16;
48; 163 pg/mL)

50

400 pl de A.
brasiliensis (2,2;

6,7; 22,5 pg/ml)

-

400 pl de GSH-
EE (0,1; 0,3; 0,8;
1,6; 3,3 mg/ml)

N

A acdo dos antioxidantes foi testada a partir de uma curva temporal de pré-

tratamento com aliquotas de 2 mL de suspensdo de eritrécitos obtido conforme o

item 4.3, na presenca da concentracdo de NAC (1,6 pg/ml), A. brasiliensis (6,7

pg/ml) e GSH-EE (0,8 mg/ml) mais eficaz em inibir MetHb. O periodo de incubacéo

da suspenséo de eritrécitos pré-tratados com estes antioxidantes foi de 30, 60, 90 e
120 minutos a 37 °C. A seguir, foram adicionados 400 puL da DDS-NOH (2,5; ug/mL)

as suspensdes de eritrécitos tratadas com os antioxidantes aos diferentes tempos e

novamente foi realizada a incubagdo por 60 min a 37°C. Os grupos controles

negativos foram formados pelos eritrocitos incubados somente com metanol, NAC,

A. brasiliensis e GSH-EE. Por fim, foram retirados 500 pL das suspensdes de

eritrocitos para determinacdo de MetHb (Figura 21).



51

400 pl de NAC
+ /Apés este perl’odo\

(1,6 pg/mi) foram adicionados
400 pl da DDS-NOH
2,5 pg/mL) e
novamente incubados
na estufa por 60
minutos.

400 pl de A
+ brasiliensis (6,7 =)

ug/mi) i ' \_ .

Incubacdo em estufa por 1
30, 60, 90 e 120 minutos
a 37 °C e 5% CO..

Kt
=

400 pl de GSH-EE
+ (0,8 mg/ml)

&G 7
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2 mL de suspensao
de eritrécitos (50%)

Figura 21: Curva temporal de pré-tratamento de eritrécitos com antioxidantes

4.5.3.2 Pés-tratamento com antioxidantes

J& na curva temporal de pés-tratamento, as aliquotas de 2 mL de suspensao
de eritrécitos obtido conforme o item 4.3, foi primeiramente incubada com 400 pL da
DDS-NOH (2,5 pg/mL) por um periodo de 60 min a 37°C e em seguida, foram pés-
tratada com NAC (1,6 pg/ml), A. brasiliensis (6,7 pg/ml) e GSH-EE (0,8 mg/ml) por
um periodo de tempo de 30, 60, 90 120 minutos a 37 °C. Os grupos controles
negativos foram formados pelos eritrécitos incubados somente com metanol, NAC,
A. brasiliensis e GSH-EE. Por fim, foram retirados 500 pL das suspensdes de

eritrocitos para determinacdo de MetHb (Figura 22).
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Figura 22: Curva temporal de pos-tratamento de eritrécitos com antioxidantes.

4.5.4 PRE E POS-TRATAMENTO COM AZUL DE METILENO E DDS-NOH

O AM (Synth) (15ng/mL) foi utilizado no estudo como o controle positivo na
prevencao e reversdo da MetHb pela DDS-NOH em eritrécitos in vitro, uma vez que
clinicamente este agente redutor é considerado o Unico tratamento para a MetHb
induzida por DDS. O teste foi feito em triplicata. O pré e pés-tratamento foi feito de
acordo como descrito respectivamente no item 4.5.2 (REILLY et al. 1999;
ALBURQUEQUE et al. 2015).

4.6 Determinacdo do percentual de metemoglobina

A determinacdo de metemoglobina por espectrofotometria descrita por Evelyn
e Malloy (1938) foi feita a partir da retirada de 500uL das suspensdes de eritrocitos,
posteriormente essas células foram hemolisadas pela adigdo de 2500uL de agua
destilada e 100 pL de triton X-100 (Sigma- Aldrich).

Em tubos de ensaio, as suspensfes foram agitadas por inversao trés vezes e
mantidas em repouso por 3 min. Adicionou-se 1 mL de tampé&o fosfato 0,5 M e 3

gotas do reagente Triton X-100, levou-se ao agitador vortex por 30 s. A seguir,
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retirou-se para tubo identificado como Al uma aliquota de 2,4 mL e para outro tubo
identificado como A2, uma aliquota de 0,2 mL, sendo acrescentado a esse ultimo 2,2
mL de solucdo de ferrocianeto de potassio 5% (Synth). Procedeu-se a leitura das
amostras em A=632 nm em espectrofotdmetro, para obtencado de valores de A1 e
A2. Acrescentou-se 100 pL da solugao neutralizada de cianeto de sédio 10% (Synth)
nos tubos Al e A2, agitou-se em vortex por 30 s e novamente procedeu-se a leitura

A=632 nm em espectrofotdmetro, para obtencao de valores de A3 e A4 (Figura 23).

H | S00pL satgae + 2500 pL de dgua destilada

[ Agitar por inversio 3x

Repouso por Smin

v

[ Adicionar 1mL tampdo

fosfato +
100 pL Triton X

'

[- Agitagdo em vortex por 30s ]

l

2.4 mL amostra Lr31tura e 0,2mL amostra +
632 nm 2,2mL ferrocianeto
de pu:-tassm

Adicionar 100 pl.
de solugdo cianeto

neutralizado

T
N

Le itura em
632 nm

Figura 23: Esquema da técnica de metemoglobina, descrita por Evelyn e Malloy (1938). Fonte:
Hegesh et al. (1970).

Apoés a leitura das absorbancias, calculou-se o percentual de %MetHb pela

seguinte equacéao.
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%MetHb = A1 -A3 X 100
12X (A2-A4)

Onde:

12: fator de correcao

A, — A;: porcentagem de
metemoglobinanaamostra

Az — Ay 100% de metemoglobina

4.7 Determinacdo da atividade da superoxido dismutase

Para a avaliacdo da atividade da superdéxido dismutase foi utilizada a
metodologia de Mc Cord e Fridowich (1969), com adaptacfes. O teste mensura a
atividade da enzima de forma indireta ao verificar a inibicdo da reducao do citocromo
C (Sigma-Aldrich) mediado pela SOD no sistema enzimético xantina/xantina oxidase
em pH 7,8, a 25°C.

ApOs os processos descritos no item 5.2.3, foi obtido um hemolisado a partir
de 50 pL dos grupos estudados. Uma aliquota deste foi adicionada a uma mistura de
tampéo, citocromo C 0,075mM, hipoxantina (Sigma-Aldrich) 1,5 mM e xantina
oxidase (Sigma-Aldrich) 56 mM; a solucdo resultante foi incubada a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz e, apds 15 min, foi realizada uma Unica leitura na faixa
de 550 nm em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimatzu).

Os valores de absorbancia foram aplicados em curva padréo de citocromo C
para determinacdo da concentracdo enzimatica, expressa em Unidade SOD/mg
proteina: uma unidade de SOD é a quantidade de enzima necessaria para inibir em

50% a velocidade de reduc¢éo do citocromo C a 550 nm.

4.8 Determinacao da atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada conforme, o método descrito por Aebi
(1984), as suspensdes de eritrocitos foram hemolisadas em agua gelada (1:3) para
em seguida serem diluidas em tampé&o TRIS base (Tampéo Tris 1 M/EDTA 5mM
pH8,0). No entanto, para verificar o decaimento do H202 (Merck), aliguotas das

amostras diluidas foram adicionados a 900uL de solucao de reagao (Tampao TRIS
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base, H202 30% e &gua ultrapura) pH 8, sendo que cada amostra continha seis
réplicas (BUKOWSKA e KOWALSKA, 2004). A diminuigdo da concentracdo de H20:2
foi verificada a A=240 nm a 25°C durante 60 segundos. A atividade de catalase foi
definida como a atividade necessaria para degradar um 1 mol H202 em 60 seg, em
pH 8 a 25°C, sendo expressa como U/mg Hb nos eritrocitos (BUKOWSKA e
KOWALSKA, 2004). O coeficiente de extingdo molar H202 utilizado para o calculo foi

de 39,4 cm?/mol.

4.9 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida

A determinacao dos niveis intracelulares da forma reduzida da GSH baseia-se
na capacidade da GSH em reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
(Sigma-Aldrich) para acido nitrobenzéico (TNB), o qual foi quantificado por
espectrofotometria em comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al.
2007). Para as determinacdes das concentracfes de GSH foi utilizada a metodologia
adaptada de Ellman, 1959, que retira da papa de heméacias resultante uma aliquota
de 20 pyL em tubo de ensaio e adiciona a este tubo 20 pyL de agua destilada e 3 mL
de tampao PBS/EDTA para que seja realizada a 12 leitura da amostra (T0), em
seguida foi adicionado 100 uL de DTNB e ap6s 3 minutos realizou a 22 leitura da
amostra (T3) para que seja determinada a concentracdo de GSH expressa em

pg/ml.

4.10 Determinacao da Capacidade Antioxidante Total (TEAC)

Foi determinada de acordo com a capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox. O Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; Sigma-
Aldrich 23881-3) € um potente antioxidante analogo hidrossoluvel da vitamina E.
Seguiu-se 0 método proposto por Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999).
Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o ABTS (Sigma-
Aldrich A1888) com persulfato de potassio (K2S20s; Sigma-Aldrich 60490),
produzindo diretamente o radical cation ABTS™, croméforo de coloragédo verde/azul.
A adicdo de antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz novamente a

ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante, concentracdo de
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antioxidantes e duracao da reacgéao. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria
pela observagdo da mudanga na absorbancia lida a 734nm durante cinco minutos
(Fento, Sao Paulo, Brasil; 800 XI). Assim, foi determinada a atividade antioxidante
total da amostra, sendo calculada a sua relagdo com a reatividade do Trolox como

padrdo, através da realizacdo de curva padrédo sob as mesmas condicdes.

4.11 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

Este método avalia a peroxidacéo lipidica e foi utilizado como um indicador do
estresse oxidativo. Esta técnica baseia-se na reacdo do malondialdeido (MDA) e
outras substancias com o acido tiobarbitarico (TBA; Sigma-Aldrich T5500), em pH
baixo e temperatura elevada, formando o complexo MDA-TBA de cor résea, com
absorbancia em 535 nm.

O procedimento técnico foi realizado de acordo com fundamentos propostos
por Khonn & Livesedge (1944), adaptados por Percario et al. (1994), método que
consiste no preparo inicial do fosfato monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM,
Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5). Esta solucao é utilizada na preparacao
do TBA (10 nM). Adiciona-se 500 ul de amostra a 1000ul da solugdo de acido
tiobarbitdrico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria (95°C x 60 min); apés a
incubacao deixa-se esfriar a temperatura ambiente; adiciona-se 4,0 ml de alcool 1-
butilico, homogeneiza-se bem em vortex e posteriormente submete-se a
centrifugacéo a 175 x g (15 min); coleta-se 3,0 ml do sobrenadante para leitura
espectrofotométrica a 535 nm. Ultilizou-se como padrdo o 1,1,3,3,
tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, T9889) para a realizacao da curva padrao.

4.12 Avaliacao da producao de espécies reativas (EROs) em leucocitos e

eritrocitos por ensaio com DCFH

A producédo de EROs foi avaliada através da utilizagdo do DCFH-DA, que é
considerada uma excelente ferramenta para verificar a liberacdo de EROs em
células, tais como radical hidroxila, peroxila, radical alcoxila, peroxinitrito, bem como
H202 (WANG e JOSEPH, 1999). As suspensodes de eritrécitos a 5% e a obtencao de
leucocitos foram pré-tratadas com a concentracdo mais eficazes de NAC e A.

brasiliensis em inibir MetHb in vitro. Mediante isto, os eritrocitos e os leucdcitos pré-
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tratados foram incubados com DDS-NOH (2,5 pg/mL) por 30 min a 37°C, em
seguida foi adicionado o DCFH-DA (10mM) e imediatamente feito uma leitura (tempo
zero) e logo a cada 5 minutos até 30 minutos (sempre deixando a placa no
fluorimetro a 37° C), utilizando o programa EROs. Como controle positivo foi usado
TBHP e como controle negativo metanol (LISOVSKAYA et al. 2009).

O método consiste na capacidade do DCFH-DA atravessar a membrana
celular e ser hidrolisado por esterases celulares, onde sofre um processo de
oxidacdo, culminando no surgimento da forma fluorescente, diclorofluoresceina
(DCF). A fluorescéncia foi medida nos eritrécitos pela técnica de fluorimetro, com
excitacdo de A=488nm (laser azul) e com um filtro de emissdo de A=530 nm
(RICHARD et al, 2002; GRASSO et al, 2003).

4.13- Avaliacdo do dano em DNA de leucocitos expostos a DDS-NOH e do
potencial antioxidante da NAC e A. brasiliensis

4.13.1- AMOSTRA SANGUINEA

A amostra sanguinea foi obtida semelhante a forma descrita no item 4.2.

4.13.2- INCUBACAO DA AMOSTRA SANGUINEA EM MEIO DE CULTURA

Em tubos contendo 4,5ml de RPMI suplementado com antibiéticos e
fitohemaglutinina, adicionaram-se doze gotas do plasma obtido da amostra
sanguinea referida no item anterior. Os tubos fechados foram ressuspendidos por

inversdo e os leucdcitos levados as placas para os tratamentos.

4.13.3- TRATAMENTO E NOVA INCUBACAO DA AMOSTRA

As amostras de cada tubo receberam o0s seguintes tratamentos: 0S grupos
controles foram tratados com RPMI, metanol, NAC e A. brasiliensis. O grupo controle
positivo foi adicionado 50 pL de TBHP (200 uM). Os outros grupos foram tratados
com os antioxidantes e incubados com a DDS-NOH (2,5 pug/mL), e grupo incubado
apenas com a DDS-NOH (2,5 pug/mL). O tratamento de todos os grupos foi de trés
horas na estufa a 37°C e 5% de COa.
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4.13.4- DESENVOLVIMENTO DO ENSAIO COMETA

O experimento foi realizado dispondo de oito amostras diferentes para a
preparacdo da segunda camada do ensaio cometa: controle positivo (amostra
exposta a substancia genotoxica-TBHP), controles negativos (amostra exposta ao
RPMI, metanol, NAC e A. brasiliensis), amostra exposta a DDS-NOH (2,5 pg/mL) e a
concentragdo mais eficaz de NAC/ A. brasiliensis em prevenir MetHDb.

Cada amostra, embebida em gel de agarose de baixo ponto de fuséo, foi
depositada sobre a superficie de uma lamina, previamente coberta com agarose
comum ou “standard”. Apods solidificagdo da segunda camada, as laminas foram
mergulhadas em solucéo final de lise durante 24 horas a 4°C. As células imersas
nessa solucdo foram lisadas, tendo separadas seu conteudo citoplasméatico e a
membrana nuclear.

ApGs esse processo, as laminas foram imersas em tampao de eletroforese a
4°C durante 20 minutos. Este processo visa 0 desnovelamento das cadeias de DNA,
pelo rompimento das estruturas secundaria e terciaria presentes no nucleo dos
segmentos de DNA livres, resultantes de quebras. A corrida de eletroforese foi
realizada por 20 minutos, poténcia de 22,57V (0,74V/cm-1), corrente de 300 mA e
temperatura de 4°C.

Passado tal processo, as laminas foram lavadas com agua destilada e,
posteriormente, deixadas imersas durante cinco minutos, ainda em agua destilada.
Para fixa-las, utilizou-se Etanol absoluto, deixando-as imersas nesta solucao por trés
minutos. As laminas foram armazenadas em condicfes adequadas até o momento
de andlise.

A analise envolve a contagem aleatéria de 100 células, ndo justapostas, por
lamina/tratamento. Para a leitura, as laminas foram coradas com brometo de etidio.
A leitura foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia, filtro de 516 a 560 nm
e aumento de 400x. A classificacdo visual dos nucleoides foi baseada na migracao
dos fragmentos de DNA, corados com brometo de etidio.

Os critérios de classificacdo dos nucledides, segundo Collins et al. (1995),
foram feitos com base no tamanho da cauda, didmetro do nucleo e intensidade de

coloracéo e sao divididos em cinco categorias (Figura 24).



59

* Classe 0 (sem cauda aparente e nucleo grande): nenhum dano.
+ Classe 1 (cauda pequena e nucleoide grande): pouco dano.
* Classe 2 (nucleodide e cauda de tamanhos médios): dano médio.

* Classe 3 (nucledide de tamanhos médios e cauda de tamanhos grandes):

dano grande.

+ Classe 4 (nucleo pouco aparente, cauda longa e difusa): nacleo apoptotico.

0 1 2 3 4

Figura 24: Niveis de classificacdo de células preparadas em ensaio cometa. Fonte:COLLINS et al.
1995

Por fim, foi calculado o escore visual, multiplicando o nimero de cometas
encontrados em cada classe pelo valor da classe correspondente. O valor pode
variar de 0 (auséncia de danos) a 400 (todas as células com o maximo de dano). O
método escolhido para a avaliacdo do ensaio cometa foi o visual, que segundo
Kobayashi et al. (1995), € mais rapido e apresenta sensibilidade igual ou superior a

analise de imagem computadorizada.

4.14- Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism 5.1 (2007), para
analise de variancia uma via, seguida do teste de Tukey nos pares de médias da
curva dose resposta DDS-NOH e para os demais experimentos. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrao e considerados estatisticamente significativos

para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva dose-resposta da DDS-NOH em eritrocitos in vitro

A fim de verificar in vitro, o efeito de diferentes concentracdes da DDS-NOH
(2,5; 5,0; 7,5 e 10 pg/mL) na formacdo de %MetHb em eritrocitos de voluntérios
sadios, incubou-se essas células por 60 min a 37°C, conforme descrito no item
4.5.1.

A figura 25 mostra que a DDS-NOH em todas as concentragdes testadas foi
capaz de induzir significativamente o aumento do %MetHb (*p < 0,05), em relagéo as
células expostas ao metanol. Além disso, observou-se que o efeito

metemoglobinizante da DDS-NOH foi dose dependente (#p < 0,05).
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Figura 25: Percentual de MetHb em suspenséo de eritrocitos normais expostos a DDS-NOH, nas
concentraces 2,5; 5,0; 7,5 e 10 uyg/mL, in vitro. No grupo controle, os eritrocitos foram expostos ao
metanol (solvente). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo os resultados
realizados em ftriplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol. # p < 0,05 entre as
concetracfes do grupo exposto a DDS-NOH.
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5.2 Efeito do Pré e Pos-tratamento da NAC na formacéo de MetHb induzida pela
DDS-NOH em eritrécitos in vitro

A figura 26a mostra que o pré-tratamento com NAC em todas as
concentragbes foram capazes de inibir significativamente o %MetHb (#p < 0,05)
guando comparado ao grupo DDS-NOH (2,5 uyg/mL). Sendo que, a concentragéo de
1,6 pg/mL foi a mais eficaz entre as concentracdes de NAC (p < 0,001). Por esse
motivo, a concentracdo de 1,6 pg/mL de NAC foi a escolhida para os préximos
experimentos da curva temporal.

Em relagdo ao poés-tratamento com NAC, na figura 26b € possivel observar
gue somente as concentracbes 1,6 e 4,8 pg/mL foram capazes de reverter o
%MetHb (#p < 0,05) quando comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL).
Por outro lado, as concentracdes de 16, 48 e 163 pg/mL potencializaram o %MetHb
(#p = 0,05), mostrando que nessas concentracdes a NAC assume um potencial pro-
oxidante capaz de induzir MetHb in vitro.

a) CURVA DOSE -PRE-TRATAMENTO NAC b} GURVA DOSE - POS-TRATAMENTO NAC
129 4 DDS-NOH (2,5 pg/mL) 21 4 DDSNOH (25 pg/mL)
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Figura 26: Percentual de MetHb induzida por DDS-NOH (2,5 yg/mL) em suspensdo de eritrocitos
normais que foram pré e pés-tratados com NAC (0,1; 0,4; 0,9; 1,6; 4,8; 9,7; 16; 48; 163 pg/mL) por 60
min a 37°C in vitro. Como grupos controles, utilizaram-se células incubadas somente com NAC e
metanol. Os dados foram expressos em média + desvio padrao, sendo os resultados realizados em
triplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; # p < 0,05 comparado ao grupo exposto ao
DDS-NOH; & p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL) + NAC.
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5.3 Efeito do Pré e Pés-tratamento do A. brasiliensis na formacdo de MetHb

induzida pela DDS-NOH em eritrocitos in vitro

A figura 27a mostra que no pré-tratamento com a A. brasiliensis, todas as
concentracbes (2,2; 6,7; 22,5 pg/ml) foram capazes de inibir significativamente o
%MetHb (#p < 0,05) quando comparado ao grupo DDS-NOH (2,5 ug/mL), sendo que
este efeito ndo foi dose-dependente.

Entretanto, no pos-tratamento com A. brasiliensis, na figura 27b, observa-se
gue somente a concentracéo de 6,7 pg/mL foi capaz de reverter significativamente o
%MetHb (#p < 0,05) quando comparado ao grupo DDS-NOH (2,5 pg/mL). Com isso,

esta concentracao foi escolhida para os ensaios da curva temporal.
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Figura 27: Percentual de MetHb induzida por DDS-NOH (2,5 yg/mL) em suspensao de eritrocitos
normais que foram pré e pos-tratados com A. brasiliensis (2,2; 6,7; 22,5 pug/ml) por 60 min a 37°C in
vitro. Como grupos controles, utilizaram-se células tratadas somente com A. brasiliensis e metanol.
Os dados foram expressos em média + desvio padrédo, sendo os resultados realizados em triplicatas.
*p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; # p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH
(2,5 pg/mL).
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5.4 Efeito do Pré e Pés-tratamento da GSH-EE na formacgado de MetHb induzida
pela DDS-NOH em eritrécitos in vitro

A figura 28a mostra que no pré-tratamento com a GSH-EE, a partir da
concentracéo de 0,8 pg/ml foi capaz de inibir significativamente o %MetHb (# p <
0,05) quando comparado ao grupo DDS-NOH (2,5 pg/mL).

Entretanto, no pds-tratamento com GSH-E, na figura 28b, observa-se que
somente as concentracbes de 0,8 e 1,6 pg/mL foram capaz de reverter
significativamente o %MetHb (#p < 0,05) quando comparado ao grupo DDS-NOH

(2,5 pg/mL), sendo esta concentragéo escolhida para os ensaios da curva temporal.

a) CURVA DOSE -PRE-TRATAMENTO GSH-EE b) CURVA DOSE -POS-TRATAMENTO GSH-EE
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Figura 28: Percentual de MetHb induzida por DDS-NOH (2,5 ug/mL) em suspensao de eritrocitos
normais que foram pré e pds-tratados com GSH-EE (0,1; 0,3; 0,8; 1,6; 3,3 mg/ml) por 60 min a 37°C
in vitro. Como grupos controles, utilizaram-se células incubadas somente com GSH-EE e metanol. Os
dados foram expressos em média + desvio padréo, sendo os resultados realizados em triplicatas. *p <
0,05 comparado ao grupo com metanol; # p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5
pg/mL).
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5.5 Avaliacéo temporal do pré-tratamento de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE na
formacao de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrocitos in vitro

A figura 29a e 29b mostra que o pré-tratamento com a NAC ou A. brasiliensis
a partir de 60 min foi capaz de proteger as células do efeito metemoglobinizante
induzido pela DDS-NOH (2,5ug/mL) (#p < 0,05). Por outro lado, a partir de 30 min, a
GSH-EE foi capaz de prevenir a %MetHb (#p < 0,05), porém em uma concentracao
mais elevada (0,8 mg/mL) quando comparado ao NAC (1,6 pg/mL) e o A. brasiliensis
(6,7 pg/mL).
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Figura 29: Percentual de MetHb induzida por DDS-NOH (2,5 ug/mL) em suspensao de eritrocitos
normais que foram pré-tratados com NAC (1,6 pg/mL), A. brasiliensis (6,7 pg/ml) e GSH-EE (0,8
mg/ml) por diferentes tempos (60 30, 60, 90 e 120 min). Como grupos controles, utilizaram-se células
tratadas somente com NAC (1,6 pg/mL), A. brasiliensis (6,7 pug/ml) e GSH-EE (0,8 mg/ml). Os dados
foram expressos em média + desvio padrdo, sendo os resultados realizados em triplicatas. *p < 0,05

comparado ao grupo controle somente com o antioxidante; #p < 0,05 comparado ao grupo exposto a
DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.6 Avaliacdo temporal do pds-tratamento da NAC, A. brasiliensis e GSH-EE na
formacao de MetHb induzida por DDS-NOH em eritrocitos in vitro

Os dados mostram que a capacidade metemoglobinizante da DDS-NOH é
dependente do tempo de exposi¢cdo, assim quanto maior o tempo de exposicédo a
DDS-NOH maior sera o % MetHb (Figura 30 a, b e c¢). Além disso, na figura 302,
observa-se que todos os tempos de pdés-tratamento com a NAC (30, 60, 90 e 120
min) foram eficazes em reverter significativamente o %MetHb induzida pelo DDS-
NOH (2,5 pg/mL). Por outro lado, somente os tempos de 30 e 60 min de poés-
tratamento com A. brasiliensis foram eficazes em reverter significativamente o
%MetHb induzido pela DDS-NOH (2,5 pg/mL) (Figura 30b). De maneira semelhante,
a GSH-EE foi capaz de reverter o %MetHb nos tempos de 60, 90 e 120 min (Figura
30c).
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Figura 30: Percentual de MetHb induzida por DDS-NOH (2,5 pg/mL) em suspensdo de eritrocitos
normais que foram pds-tratados com NAC (1,6 pg/mL), A. brasiliensis (6,7 ug/ml) e GSH-EE (0,8
mg/ml) por diferentes tempos (60 30, 60, 90 e 120 min). Como grupos controles, utilizaram-se células
tratadas somente com NAC (1,6 pg/mL), A. brasiliensis (6,7 pug/ml) e GSH-EE (0,8 mg/ml). Os dados
foram expressos em média + desvio padréo, sendo os resultados realizados em triplicatas. * p < 0,05
comparado ao grupo controle somente com o antioxidante. # p < 0,05 comparado ao grupo exposto
ao DDS-NOH (2,5 ug/mL).
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5.7 ComparacGes entre os efeitos do pré e poés-tratamento anti-
metemoglobinizante do AM, NAC e A. brasiliensis em eritrécitos in vitro

De acordo com a figura 31a, o pré-tratamento com AM (15ng/mL), utizado
como controle positivo, foi 0 mais eficaz em inibir significativamente o %MetHb
induzida pela DDS-NOH (2,5 pg/mL), se comparado ao NAC (1,6 pg/mL) e A.
brasiliensis (6,7 pg/mL). De maneira similar, também foi observado que o pos-
tratamento com AM foi mais eficaz em reverter significativamente o % MetHb (&p <
0,05) quando comparado a NAC e o A. brasiliensis (Figura 31b).

3 COMPARAGAO ANTIOXIDANTE - PRE-TRATAMENTO  b)  cOMPARAGAO ANTIOXIDANTE - POS-TRATAMENTO
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Figura 31: Comparacado das médias do % MetHb obtidas em suspenséo de eritrocitos normais pré e
poés-tratamentos com AM (15ng/mL), NAC (1,6 pg/mL) e A. brasiliensis (6,7 pg/ml) in vitro. O grupo
controle foi incubado somente com metanol. Os dados foram expressos em média + desvio padréo,
sendo os resultados realizados em ftriplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; # p < 0,05
comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 yg/mL). & p < 0,05 comparado ao grupo NAC (1,6
pg/mL) e A. brasiliensis (6,7 pg/ml).
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5.8 Efeito do pré e pés-tratamento com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE na
atividade da SOD em suspensfes de eritrécitos incubados com DDS-NOH

(2,5ug/ml) in vitro

A atividade da SOD eritrocitéria foi avaliada em suspensées de eritrocitos pré
e pos-tratados com a concentracdo mais eficaz de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE
gue preveniu e reverteu o %MetHb, conforme a figura 32 (a e b).

Em relacdo ao pré-tratamento, a figura 32a mostra que a DDS-NOH
(2,5ug/mL) aumentou a atividade de SOD apds 60 min de pds-incubacgéo, por outro
lado a NAC e o A. brasiliensis foram capazes de reduzir a atividade de SOD induzido
pelo DDS-NOH (2,5ug/mL).

Na avaliagdo de poOs-tratamento com os antioxidantes (NAC, A. brasiliensis e
GSH-EE), a figura 32b mostra que a DDS-NOH (2,5ug/mL) reduziu a atividade de
SOD e o poés-tratamento com os antioxidantes por 60 min foi capaz de reverter a

atividade de SOD retornando aos valores basais (grupo MET).
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Figura 32: O efeito da DDS-NOH (2,5 ug/mL) sobre a atividade da SOD em suspenséo de eritrocitos
pré e poés-tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Os dados foram expressos em média +
desvio padrdo, sendo os resultados realizados em triplicatas diferentes. *p < 0,05 comparado ao
grupo com metanol; #p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL).
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5.9 Efeito do pré e pdés-tratamento com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE na
atividade da CAT em suspensdes de eritrocitos incubados com DDS-NOH

(2,5ug/ml) in vitro

O efeito da DDS-NOH (2,5 pug/mL) sobre a atividade da CAT eritrocitaria foi
avaliado em suspensdes de eritrocitos pré e pds-tratados com a concentracdo mais
eficaz de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE que preveniu e reverteu o %MetHb,
conforme a figura 33 (a e b).

Em relacdo ao pré-tratamento, a figura 33a mostra que a DDS-NOH
(2,5ug/mL) ndo alterou a atividade de CAT, permanecendo com valores basais
(grupo Met), entretanto, os controles antioxidantes NAC, A. brasiliensis e GSH-EE
elevaram a atividade desta enzima. O pré-tratamento com NAC e GSH-EE nos
eritrocitos incubados com DDS-NOH levou a um aumentou da atividade de CAT. Por
outro lado, o pré-tratamento com A. brasiliensis reduziu a atividade de CAT nos
eritrocitos incubados com DDS-NOH (2,5ug/mL).

No pos-tratamento, a figura 33b mostra que a incubacao de eritrécitos com
DDS-NOH (2,5ug/mL) também ndo alterou a atividade de CAT, enquanto o pés-
tratamento com antioxidantes NAC, A. brasiliensis e GSH-EE nos eritrocitos normais
e incubados com DDS-NOH levou a reducdo da atividade de CAT (#p < 0,05)
comparado ao grupo DDS-NOH e grupo MET.
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Figura 33: O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/mL) sobre a atividade da CAT em suspensao de eritrocitos
pré e poés-tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Os dados foram expressos em média +
desvio padrdo, sendo os resultados realizados em triplicatas diferentes. *p < 0,05 comparado ao
grupo com metanol; #p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL).
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5.10 Efeito do pré e pds-tratamento com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE nos
niveis de GSH em suspensdes de eritrécitos incubados com DDS-NOH
(2,5ug/ml) in vitro

O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/mL) sobre os niveis de GSH eritrocitaria foi
avaliado em suspensdes de eritrocitos pré e pds-tratados com a concentracdo mais
eficaz de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE que preveniu e reverteu o %MetHb,
conforme a figura 34 (a e b).

Em relagdo ao pré-tratamento, a figura 34a mostra que a incubagdo com
DDS-NOH (2,5ug/mL) nao alterou os niveis de GSH quando comparado ao grupo
MET. O pré-tratamento com GSH-EE nos eritrcitos normais aumentou os niveis de
GSH em relacdo aos grupos incubados com DDS-NOH e controle MET. Assim
como, o pré-tratamento com NAC e A. brasiliensis nos eritrocitos incubados com
DDS-NOH também levou um aumento nos niveis de GSH em relagdo ao grupo
DDS-NOH.

No pos-tratamento, a figura 34b mostra que nem o pdés-tratamento com NAC,
A. brasiliensis e GSH-EE e nem incubacdo com DDS-NOH (2,5ug/mL) alteraram os
niveis de GSH em relacdo ao controle metanol.
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Figura 34: O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/mL) sobre a GSH em suspensao de eritrocitos pré e pos-
tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Os dados foram expressos em média + desvio padrao,
sendo os resultados realizados em triplicatas diferentes. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol;
#p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.11 Efeito do pré e poOs-tratatamento com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE na
avaliacdo de TEAC em suspensdes de eritrocitos incubados com DDS-NOH

(2,5ug/ml) in vitro

O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/mL) sobre os niveis de TEAC foi avaliado em
suspensdes de eritrocitos pré e poés-tratados com a concentragdo mais eficaz de
NAC, A. brasiliensis e GSH-EE que preveniu e reverteu o %MetHb, conforme a
figura 35 (a e b).

Em relagdo ao pré-tratamento, a figura 35a mostra que a incubagdo com
DDS-NOH (2,5ug/mL) aumentou os niveis de TEAC, assim como, na presenca dos
controles antioxidantes NAC, A. brasiliensis e GSH-EE, em relacdo ao controle
metanol. No entanto, o pré-tratamento com NAC e A. brasiliensis nos eritrocitos
incubados com DDS-NOH foi capaz de reverter o aumento nos niveis de TEAC
induzidos pela DDS-NOH.

No poés-tratamento, a figura 35b mostra que os controles antioxidantes NAC,
A. brasiliensis e GSH-EE levaram a um aumento nos niveis de TEAC em relacdo ao
controle metanol. A incubacdo com DDS-NOH (2,5ug/mL) e o pds-tratamento com
antioxidantes nos eritrocitos incubados com DDS néo alteraram o0s niveis basais de
TEAC.
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Figura 35: Efeito da DDS-NOH (2,5 ug/mL) sobre o TEAC em suspensédo de eritrocitos pré e poés-
tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Os dados foram expressos em média + desvio padrao,
sendo os resultados realizados em triplicatas diferentes. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol;
#p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.12 Efeito do pré e pos-tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE nos niveis
de MDA em suspensdes de eritrécitos incubados com DDS-NOH (2,5pug/ml) in

vitro

O efeito da DDS-NOH (2,5 ug/mL) sobre os niveis de MDA eritrocitaria foi
avaliado em suspensdes de eritrocitos pré e pds-tratados com a concentracdo mais
eficaz de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE que preveniu e reverteu o %MetHb,
conforme a figura 36 (a e b).

Em relagdo ao pré-tratamento, a figura 36a mostra que a incubagdo com
DDS-NOH (2,5ug/mL) aumentou os niveis de MDA, e o pré-tratamento com A.
brasiliensis e, principalmente com o GSH-EE foram capazes de reduzir os niveis de
MDA induzido pela DDS-NOH (#p < 0,05).

No pos-tratamento (figura 36b), os dados mostram que a incubacdo com
DDS-NOH (2,5ug/mL) também aumentou os niveis de MDA. Entretanto, somente o
pos-tratamento com GSH-EE foi capaz de reverter os niveis de MDA induzido pela
DDS-NOH (#p < 0,05).
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Figura 36: Efeito da DDS-NOH (2,5 ug/mL) sobre o MDA em suspensao de eritrocitos pré e poés-
tratados com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE. Os dados foram expressos em média + desvio padrao,
sendo os resultados realizados em triplicatas diferentes. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol;
#p < 0,05 comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.13 Efeito do pré-tratamento com NAC e A. brasiliensis na deteccdo de EROs
intracelulares em suspens@es de eritrécitos incubados com DDS-NOH

(2,5ug/ml) in vitro

Para avaliar a producdo de EROs em suspensfes de eritrécitos (hematdcrito
a 5%), estas células foram incubadas com DDS-NOH por 30 minutos e a0 mesmo
tempo incubadas com DCFH-DA (10mM). Para comparar o efeito oxidativo do DDS-
NOH (2,5 pg/mL), utilizou-se o TBHP (40uM), um agente oxidante que é capaz
induzir elevados niveis de EROs em eritrécitos. Além disso, foi avaliado o potencial
antioxidante da NAC e A. brasiliensis, a partir do pré-tratamento de suspensodes de
eritrocitos a 5% com estes antioxidantes, antes da exposicdo a DDS-NOH (2,5
Mg/mL).

A figura 37 (a e b) mostra que o TBHP induziu a producdo de EROs nos
eritrocitos e o pré-tratamento com NAC e A. brasiliensis ndo alterou os niveis de
EROs induzidos pelo TBHP. Além disso, a DDS-NOH também induziu a producéo de
EROs e o pré-tratamento com NAC e o A. brasiliensis foi capaz de reduzir os niveis
de EROs induzido pela DDS-NOH.
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Figura 37: O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/ml) e do potencial antioxidante da NAC e A. brasiliensis na
producdo de EROs em suspenséao de eritrécitos (Hematécrito a 5%). Os valores sdo representados
pelo percentual de células fluorescentes, as quais indicam a presenca de EROs no meio intracelular.
O grupo controle positivo foi TBHP (40uM). Os dados foram expressos em % células fluorescentes,
sendo os resultados realizados em triplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; #p < 0,05
comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.14 Deteccdo de EROs intracelulares em leucocitos pré-tratados com NAC e
A. brasiliensis incubados com DDS-NOH (2,5ug/ml) in vitro

Para avaliar a producdo de EROs em leucdcitos, estas células foram
incubadas com DDS-NOH por 30 minutos e ao mesmo tempo incubadas com DCFH-
DA (10mM). Para comparar o efeito oxidativo da DDS-NOH (2,5 yg/mL), utilizou-se o
TBHP (40uM), um agente oxidante que é capaz induzir elevados niveis de EROs em
leucécitos. Além disso, foi avaliado o potencial antioxidante da NAC e A. brasiliensis,
a partir do pré-tratamento em leucOcitos com estes antioxidantes, antes da
exposicao a DDS-NOH (2,5 ug/mL).

A figura 38 (a e b) mostra que a DDS-NOH (2,5 ug/mL) e o TBHP induziram
uma producdo acentuada de EROs. No entanto, o pré-tratamento com o NAC foi
capaz de reduzir os niveis de EROs induzidos pela DDS-NOH e TBHP, enquanto o
A. brasiliensis somente foi capaz de reduzir a producdo de EROs induzidos pelo
TBHP.
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Figura 38: O efeito da DDS-NOH (2,5 pg/ml) e do potencial antioxidante da NAC e A. brasiliensis na
producdo de EROs em leucdcitos. Os valores sdo representados pelo percentual de células
fluorescentes, as quais indicam a presenca de EROs no meio intracelular. O grupo controle positivo
foi TBHP (40uM). Os dados foram expressos em % células fluorescentes, sendo os resultados
realizados em triplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; #p < 0,05 comparado ao grupo
exposto a DDS-NOH (2,5 pg/mL).
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5.15 Avaliacdo do dano em DNA exposto ao DDS-NOH e do potencial

antioxidante da NAC in vitro, através do ensaio cometa

Os resultados demonstraram que a DDS-NOH (2,5 pg/ml) foi capaz de induzir
danos no DNA em leucocitos do sangue periférico (*p < 0,05). Além disso, quando
as células foram tratadas com NAC, este antioxidante protegeu os leucocitos
humanos do dano de DNA induzido pela DDS-NOH in vitro (Figura 39 A, B, C e D).
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Figura 39: Efeito do dano em DNA exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL) e do potencial antioxidante da
NAC em leucdcitos do sangue periférico in vitro, através do ensaio cometa. O grupo controle positivo
foi T-BHP (200uM). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo os resultados
realizados em triplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; #p < 0,05 comparado ao grupo
exposto a DDS-NOH (2,5 ug/mL).
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5.16 Avaliacdo do dano em DNA exposto ao DDS-NOH e do potencial

antioxidante do A. brasiliensis in vitro, através do ensaio cometa

Os resultados demonstraram que a DDS-NOH (2,5 pg/ml) foi capaz de induzir
dano no DNA de leucdcitos do sangue periférico. Entretanto, quando as células
foram tratadas com A. brasiliensis, este antioxidante protegeu os leucécitos
humanos do dano de DNA induzido pela DDS-NOH in vitro (Figura 40 A, B, C e D).
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Figura 40: Efeito do dano em DNA exposto ao DDS-NOH (2,5 ug/mL) e do potencial antioxidante do
A. brasiliensis em leucécitos do sangue periférico in vitro, através do ensaio cometa. O grupo controle
positivo foi T-BHP (200pM). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo, sendo os
resultados realizados em triplicatas. *p < 0,05 comparado ao grupo com metanol; #p < 0,05
comparado ao grupo exposto a DDS-NOH (2,5 pug/mL).



84

6 DISCUSSAO

Os alteracbes hematoldgicos, como a MetHb e hemdlise sdo os achados
hematotoxicos mais frequientes durante a PQT, e se mostram significativos, mesmo
em doses terapéuticas para tratar a hanseniase (100 mg dapsona/dia) (HALIM e
OGBEIDE, 2002). A presenca destas alteracfes esta associada ao metabolito da
DDS, a DDS-NOH como o principal responsavel pelas RAM mais comuns citadas
(Coleman, 1993), uma vez que a DDS quando incubada com eritrocitos néo induz
nenhum efeito hematotéxico (GROSSMAN e JOLLOW, 1988).

Em nosso estudo também foi demonstrado o efeito hematotoxicos in vitro
induzidos pela DDS-NOH, no qual esse composto nas concentracdes de 2,5; 5; 7,5
e 10 yg/mL foi capaz de induzir a formacdo de elevados niveis de MetHb (10 a
25%). Além disso, observou-se que o efeito metemoglobinizante da DDS-NOH foi
dose dependente. Estes dados corroboram com outro estudo do nosso grupo de
pesquisa como o de Albuquerque et al. (2015) que avaliou o percentual de formacéao
de MetHb induzido em eritrécitos por DDS-NOH nas mesmas concentracfes de 2,5;
5; 7,5 e 10 yg/mL in vitro, e demonstrou que o metabdlito foi capaz de induzir 19 a
40 % de MetHb, sendo este efeito também dose-dependente.

Nesse sentido, Vage et al. (1994) mostraram que diferentes concentracées da
DDS-NOH (10 a 100.000uM) levam também a formagao de MetHb, cuja curva dose-
resposta apresentou efeito maximo (Emax) de 81% de MetHb, assim como Reilly et
al. (1999) que utilizou eritrécitos humanos e obteve Emax de 83%. Por outro lado,
em nosso estudo o Emax da DDS-NOH foi de 25% de MetHb. Além disso, Vage et
al. (1994) relataram que tanto a DDS-NOH quanto a MADDS-NOH séo capazes de
induzir MetHb em eritrocitos humanos in vitro.

Coleman e Taylor (2003) demonstraram que a exposicdo de eritrocitos
humanos saudaveis in vitro, frente a exposicdo com a DDS-NOH na concentracao
de 0,1 mM e nos tempos de pré-incubacédo de 30, 60 e 120 minutos, € capaz de
induzir significativamente 40 a 80% a formagéo de MetHb. Em estudo semelhante
Ciccoli et al. (1999) relataram que os glébulos vermelhos tratados com DDS-NOH
apresentaram aumento significativo na formacéo de MetHb quando comparados ao
controle. Isto sugere que a presencga deste metabdlito hidroxilado seja responsavel

pelos efeitos hematotéxicos observados durante o tratamento com DDS.
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O principal mecanismo associado a formacéo de MetHb pela DDS-NOH é que
a Hb sofreria oxidacdo por este composto, levando a formacdo de MetHb e um
composto derivado da DDS, denominado de nitrosobenzeno. Em seguida, o
nitrobenzeno é reduzido pela enzima NADH-metemoglobina redutase e pela GSH
novamente a DDS, dando continuidade ao processo de oxidagcédo da Hb. Estima-se
que este processo se repita até que os niveis de GSH estejam esgotados
(COLEMAN e JACOBUS, 1993; MELLO, 2005).

Este mecanismo também foi sugerido por Reilly et al. (1999) que
demonstraram que o potencial de induzir MetHb nos eritrocitos in vitro esta
relacionado ao ciclo de oxidag¢do-reducdo com a oxihemoglobina e com moléculas
O2, produzindo MetHb e EROs, respectivamente. Entretanto, este efeito
hematotoxico da DDS-NOH n&o ocorre somente na de deficiéncia de G6PD ou
situacbes de deplecdo da atividade de GSH, que é uma das principais causas da
formacao de MetHb pela DDS-NOH.

Além disso, Coleman (1993) associa a anemia e a metemoglobinemia
causadas pela DDS a uma desnaturacdo oxidativa na membrana dos eritrécitos,
acelerando os processos de hemdlise celular. Além disso, Bordin et al. (2010)
mostraram que a DDS-NOH induz alteracdes progressivas nos eritrécitos,
inicialmente pelo dominio citosdlico das proteinas de suas membranas
correspondentes, a banda 3. Nesse sentido, estes autores observaram a formacéo
de MetHb e a fosforilacdo da tirosina de banda 3 no dominio citosélico que é
responsavel pelas trocas aniénicas (BAGGIO et al. 1993), incluindo a regulacdo de
glicolise (LOW et al. 1993), alterac6es na morfologia (BORDIN et al. 1995), volume
(MUSCH et al. 1999) e senescéncia dos eritrocitos (BORDIN et al. 2009).

Em virtude destes efeitos tdéxicos associados ao uso da DDS, gerados por seu
metabdlito DDS-NOH, varias terapias alternativas in vitro e in vivo vém sendo
estudadas com intuito de melhorar a ades&o ao uso da DDS. Dentre estas terapias,
destacam-se as interven¢des com fontes ricas em antioxidantes, como a NAC e o A.
brasiliensis, que podem prevenir os efeitos adversos e constituir uma estratégia de
protecdo nos pacientes com hanseniase em uso de PQT (BORAN et al. 2008; EL-
HUSSEINI e AZAROQOV, 2010).

Em relagdo aos tratamentos com antioxidantes in vitro, nossos dados
mostraram que a concentracdo de 1,6 pg/ml foi mais eficaz em inibir ou reverter a

formacdo de MetHb tanto no pré quanto no poés-tratamento com a NAC,
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respectivamente. Em relacdo a curva temporal, a partir de 60 min, a NAC foi capaz
de proteger os eritrécitos do efeito metemoglobinizante da DDS-NOH. Por outro
lado, em todos os tempos de pds-tratamento com NAC, verificou-se que este
antioxidante foi eficaz em reverter o %MetHb. Estes dados mostram que a NAC é
um antioxidante capaz tanto de proteger quanto reverter os danos oxidativos em
eritrécitos causados pela DDS-NOH.

Nesse sentido, Wright et al. 1996 avaliaram o potencial da NAC em reduzir a
MetHb induzida por nitrito de sddio in vitro. Os resultados demonstraram que nos
tempos de incubag&o de 30 e 90 minutos a NAC ndo conseguiu evitar o aumento de
MetHb. Entretanto nos tempos de 150, 210, 270 e 330 min, a NAC conseguiu reduzir
a formacédo de MetHb, em relacdo ao controle negativo. Em outro estudo, Wright et
al. 1998 demonstraram que a NAC reduziu a formacdo de MetHb induzida por
hidroxilamina, nos tempos de 60 a 300 minutos ap6s a adicdo da NAC, em
eritrocitos com deficiéncia de G6PD in vitro.

Entretanto, Coleman et al. 2003 avaliaram o efeito anti-metemoglobinizante
do DHLA, ALA, NAC e ascorbato mediada por xenobidticos em eritrocitos humanos
in vitro. Estes autores relataram que nenhum dos antioxidantes (ALA, DHLA, NAC e
0 ascorbato) apresentou efeito protetor sobre a MetHb induzida por nitrito mesmo no
pré-tratamento, adicdo simultdnea com o estimulo ou 30 e 60 min pds adicdo dos
agentes. Entretanto, a NAC se mostrou eficiente em reduzir a formacéo de MetHb a
partir de 120 min de incubacéo.

Os possiveis mecanismos de a¢do antioxidante da NAC capaz de reverter a
MetHb podem estar ligados a sua habilidade em reduzir a cistina extracelular em
cisteina, que é absorvida dez vezes mais rapida, podendo ser utilizada na sintese de
GSH reduzindo a MetHb em Hb. Além disso, a sintese de GSH tem um papel
indireto como antioxidante, por aumentar a atividade da glutationa-S-transferase,
que fornece GSH para a inativacdo de perdxidos através da atividade catalisada
pela GSH-Px. A acédo direta da NAC estd associada a sua capacidade de reverter
diretamente a MetHb em Hb e por apresentar em sua estrutura o gupo tiol livre,
capaz de interagir com os grupos eletrofilos de EROs do metabolismo respiratorio,
levando a formacédo de substancias menos reativas, sendo a NAC dissulfeto o maior
produto (WRIGHT et al. 1996; MELLO, 2005).

A capacidade da NAC em combater os metabolitos oxidantes € uma das

principais vantagens sobre o AM. Nesse sentido, algumas drogas, como anilina que
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oxidam a Hb ciclicamente por meio de seus metabdlitos, tem sua toxicidade, como a
metemoglobinemia, revertida em pacientes pelo tratamento inicial com AM. Além
disso, acredita-se que a NAC também interrompa o ciclo de formacdo de MetHb
induzida por anilinas, por mecanismo dependente de GSH (HARVEY et al. 1983).

No caso de pacientes com deficiéncia de G6PD, o tratamento com AM na
reversao de MetHb induzida pela DDS-NOH, pode representar um problema, visto
que estes pacientes ndo produzem NADPH intracelular suficiente para reduzir
MetHb, por conseguinte, a terapia com AM é muitas vezes ineficaz nestes pacientes.
Por outro lado, a sintese intracelular de GSH necessita somente de glutamato,
glicina e cisteina fornecida pela NAC, e ndo é dependente de NADPH (WRIGHT et
al. 1996). Desta forma, a NAC poderia ser uma alternativa eficaz para individuos
deficientes de G6PD com metemoglobinemia. Esta hipétese de terapia alternativa foi
demonstrado anteriormente no estudo de Wright et al. 1998.

A NAC apesar de se mostrar como um antioxidante capaz de prevenir e
reverter nas concentracdes de 1,6 e 4,8 ug/ml a MetHb induzida pela DDS-NOH,
este antioxidante apresenta acdo questionavel que poderia restringir seu uso, por
que dependendo da dose, a NAC pode se comportar como um pro-oxidante. Assim
como, a associacdo de NAC com DDS-NOH, ao invés de proteger, pode
potencializar a oxidagéo do ferro da Hb. Fatos que explicam os nossos dados, 0s
quais a NAC nas concentracdes de 16; 48; 163 ug/mL potencializou o %MetHb
induzido pela DDS-NOH (2,5 pg/mL), mostrando um potencial pré-oxidante.
Corroborando Moraes et al. 2008, ao avaliar o potencial efeito protetor da NAC na
hemotoxicidade induzida pela DDS em ratos, percebeu que a NAC ao invés de
prevenir a formacédo de MetHb induzida pelo DDS foi capaz de potencializar o efeito
metemoglobinizante.

O principal mecanismo que esta associado a acdo pré-oxidante da NAC é a
sua capacidade de regenerar a N-hidroxilamina enquanto promove a regeneracao
da GSH, com isso a N-hidroxilamina promove a oxidacdo da oxiemoglobina, ciclo
gue somente finaliza quando a GSH eritrocitaria estiver quase depletada. Entretanto,
a doacao de grupos sulfidrilicos oriundos da NAC permite uma continua formacao de
MetHb em eritrocitos (MELLO, 2005; MORAES et al. 2008). Nesse sentido, Coleman
e Jacobus (1993) em estudo in vitro mostraram que O composto nitrosoareno
formado ap0s a acdo oxidativa da hidroxilamina sobre a Hb, pode sofrer acdo da

GSH de duas formas distintas: reduzindo o nitrosoareno até o precursor hidroxilado
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ou reagindo com este composto formando um derivado sulfenamida. No primeiro
caso, quando h& formacédo da hidroxilamina a partir do nitrosoareno, o processo de
formacdo de MetHb se reinicia, formando assim um ciclo redox que s6 termina
guando os niveis de GSH sédo reduzidos. Dentro das células, forma-se um equilibrio
entre a velocidade de regeneracédo da DDS-NOH e da formacéo de MetHb.

Dentre os fatores que afetam o equilibrio do sistema redox, destaca-se a
alteracdo da formacao de MetHb induzida pela DDS. A NAC, por ser precursora da
GSH, altera tal equilibrio proporcionando maior capacidade de regeneracdo da N-
hidroxilamina. Por outro lado, quando o derivado nitrosoareno eventualmente nao
participa desse ciclo redox, pode se ligar a GSH ou outros grupos tidis formando um
derivado sulfenamida ou outros adutos de estabilidade variavel. A hidrolise desse
adutos ou da sulfenamida libera entdo a amina livre da DDS, que se difunde para
fora do eritrocito (MORAES et al. 2008).

Afim de vericar a importancia da GSH neste processo, realizou-se
tratamentos com GSH-EE em eritrécitos, a fim de avaliar o seu efeito sobre a MetHb
induzida pela DDS-NOH in vitro. Nossos dados mostram que o pré-tratamento nas
concentracdes de 0,8; 1,6 e 3,3 mg/ml com GSH-EE foi capazes de inibir % MetHb
induzida por DDS-NOH. No pés-tratamento, somente as concentracdes de 0,8 e 1,6
mg/ml foram capazes de reverter o %MetHb induzida pelo metabdlito. Quanto ao
tempo, no pré-tratamento com GSH-EE, a partir de 30 min, a GSH-EE foi eficaz em
prevenir a formacdo de MetHb induzida pela DDS-NOH. Enquanto que no pos-
tratamento com GSH-EE, somente a partir de 60 min, este antioxidante foi capaz de
reverter a MetHb. Tais resultados demonstram o papel antioxidante da GSH-EE em
reduzir ou reverter a formacéo de MetHb nos eritrécitos.

Além da NAC e GSH-EE, este trabalho também avaliou o efeito protetor do A.
brasiliensis na MetHb induzida pela DDS-NOH in vitro, mostrando que no pré-
tratamento com o A. brasiliensis, todas as concentra¢Ges foram capazes de inibir %
MetHb. Entretanto, no pds-tratamento com A. brasiliensis, apenas a concentracdo de
6,7 pg/mL foi capaz de reverter o %MetHb. Em relacdo ao tempo, no pré-tratamento
com A. brasiliensis, a partir de 60 min, o A. brasiliensis foi capaz de proteger as
células do efeito metemoglobinizante induzido pela DDS-NOH. Por outro lado, no
pos-tratamento com A. brasiliensis, os tempos de 30 e 60 min permitiram que este

fungo reverta o0 % MetHb in vitro. Estes resultados demonstram que o A. brasiliensis,
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assim como a NAC, apresenta potente acdo antioxidante capaz de proteger ou
reverter os danos oxidativos causados pela DDS-NOH nos eritrécitos.

O poder antioxidante do A. brasiliensis de prevenir e reverter a MetHb pode
ser atribuido aos compostos fendlicos e polissacarideos de sua composi¢cdo, 0S
guais sao essenciais em seu crescimento e mecanismo de defesa. Com isso, essas
substancias ativas sdo as mais pesquisadas e terapeuticamente Uteis para saude
(SOOBRATTEE et al. 2005). Nesse sentido, antioxidantes ricos em compostos
fenolicos, como vinho, tiveram sua atividade demonstrada por Tedesco et al. (2000),
que avaliaram o efeito protetor de polifendis presentes em vinhos, e perceberam que
quando incubados com eritrocitos humanos, estes antioxidantes foram capazes de
reduzir significativamente a formacdo de MetHb induzida pelo T-BHP, bem como
reduziu a hemolise gerada por H20x.

Dentre os polifenois do vinho se destaca o RSV, que segundo Pandey e Rizvi
(2010) quando incubado com eritrocitos expostos ao TBHP in vitro foi capaz de
proteger os eritrocitos, apos 30 min de incubacdo com RSV, efeito protetor que foi
reduzido apos 120 min. Este efeito protetor do RSV também foi comprovado por
nosso grupo de pesquisa, como no estudo de Albuquerque et al. (2015), que
constatou o potencial redutor do RSV, visto que este compostos protegeu eritrocitos
da formagcédo de MetHb induzida por DDS-NOH, de maneira dose e tempo
dependente, principalmente apds 60 e 90 min.

A acdo antioxidante da maior parte dos polifendis, como os que existem no A.
brasiliensis, esta associada com 3 processos: 1) aumento do nivel intracelular de
GSH; 2) bloqueio de influxo de Ca2+; 3) remocdo de EROS ou inativacdo dos
radicais livres através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas
interrompendo desta forma a reacdo em cadeia (RICE-EVANS et al. 1996; GITIKA et
al. 2006). Logo, a Hb que esta altamente concentrada nos eritrocitos e envolvida em
uma série de reacfes de reducao-oxidacdo, € a principal responséavel por reacdes
indutoras de estresse oxidativo nos eritrécitos, pelo fato de se auto-oxidar,
produzindo MetHb e o radical anion superéxido (RIFKIND et al. 2004). Por isso, a
protecdo desta proteina € importante para a manutencao da integridade funcional e
morfoldgica dos eritrocitos.

Dentre os antioxidantes avaliados (NAC, A. brasiliensis e GSH-EE),
constatou-se que a NAC apresentou melhor eficdcia na prevencdo e reversédo da

formacdo de MetHb em eritrocitos expostos a DDS-NOH in vitro, visto que em menor
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concentracéo apresentou estes efeitos comparado aos outros antioxidantes, tanto no
pré-tratamento e pds-tratamento.

Ao comparar o efeito protetor de AM e dos antioxidantes NAC e A.
brasiliensis, o pré-tratamento com AM (15ng/mL) foi mais eficaz em proteger a Hb,
impedindo a formacdo de MetHb induzida pela DDS-NOH (2,5 pg/mL), se
comparado a NAC (1,6 pg/mL) e A. brasiliensis (6,7 pg/mL). Efeito similar foi
observado no pés-tratamento, o AM (15ng/mL) também foi mais eficaz em reverter a
formacado de %MetHb, em relacdo ao NAC (1,6 pg/mL) e o A. brasiliensis (6,7
pMg/mL). Recentemente, estes dados também foram mostrados por nosso grupo, em
que o AM também foi mais eficaz que o0 RSV em proteger e reveter a formacao de
%MetHb induzida por DDS-NOH (MALCHER, 2012; ALBUQUERQUE et al. 2015).

A capacidade do AM em reverter a MetHb de maneira mais eficiente que a
NAC e o A. brasiliensis tanto in vivo como in vitro (GIBSON, 2002), pode estar
associada ao fato do AM ser uma substancia doadora de elétrons que participa da
troca de eletrons com a metahemoglobina redutase dependente de NADPH. Na
presenca desta enzima e de NADPH, o AM é rapidamente reduzido a branco de
metileno que, por sua vez, reduz a MetHb n&o-enzimaticamente, reduzindo o ion
férrico para ion ferroso. Para isso, a sua reducdo requer a via da hexose
monofosfato intacta para a regeneracdo do NADPH. Com isso, a utilizacdo do AM é
ineficaz em pacientes com deficiéncia de G6PD, visto que o AM pode induzir
hemolise nestes pacientes (WARD e McCARTHY, 1998).

Com intuito de proteger os eritrécitos dos danos oxidativos, o organismo se
defende por meio das defesas antioxidantes, as quais desempenhariam o papel de
regenerar ou prevenir a oxidacdo de substratos, mantendo o equilibrio dos
processos de oxi-reducao celular (HALLIWELL, 2000). Em funcdo disto, houve a
necessidade de avaliar o efeito de NAC, A. brasiliensis e GSH-EE sobre parametros
oxidativos induzidos pelo DDS-NOH, tais como fatores antioxidantes (atividade das
enzimas CAT e SOD, niveis GSH) e pré-oxidantes (EROs) e danos em moléculas
(nivel de MDA e dano em DNA). Nesse sentido, os antioxidantes CAT e SOD sao
um grupo de enzimas especializadas, cuja finalidade é reagir com compostos que
causam danos oxidantes e detoxifica-los do organismo. Todas as células
eucaridticas contam com numerosas enzimas que desempenham esta tarefa,
todavia, a GSH-Px, SOD, CAT sdo as trés principais classes de enzimas mais

investigadas neste processo.
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Quanto a atividade da SOD no pré-tratamento, nossos dados mostram que a
incubacdo com DDS-NOH aumentou a atividade de SOD, por outro lado quando
tratadas com NAC e A. brasiliensis houve reducéo de sua atividade. Diferentemente
do pré, no pos-tratamento a incubacdo com DDS-NOH reduziu a atividade de SOD,
porém quando tratadas com NAC, A. brasiliensis e GSH-EE a SOD teve sua
atividade aumentada.

O aumento da atividade da SOD no pré-tratamento quando incubado com
DDS-NOH, esta relacionado a detoxificacdo das EROs geradas pela agressao
oxidativas. Com isso, quanto maior a agressao no eritrocito, maior sera a taxa de
ativacdo e regeneragao desta enzima (MORAES et al. 2008). Entretanto, a
diminuicdo da SOD na presenca dos antioxidantes, pode esta associado ao fato
destes compostos atuarem, em um primeiro momento, mais eficientemente do que a
SOD ou estes antioxidantes podem estar inibindo o sitio de ativagdo da SOD, uma
gue esta enzima necessita de metais como Cu-Zn para sua atividade (HARRIS,
1991).

A reducéo dos niveis de SOD no pos-tratamento pode esta associada a acéo
indireta da DDS, uma vez que o metabdlito DDS-NOH ao sofrer auto-oxidacéo pelo
O:2 leva a formacédo de derivados arilnitrosos (nitrosobenzeno) e a producao de O2*
(CRIBB et al. 1991). Com isso, 0 O2* pode sofrer reacdo ndo-enzimética com o
oxido nitrico levando a formacao de peroxinitrito (ONOQO®’), que além inibir a SOD,
também desempenha um papel importante na destruicdo do M. leprae
(MACMILLAN-CROW et al. 1996). Por outro lado, o aumento de sua atividade no
pés-tratamento com o0s antioxidantes pode estar associado a estimulos da
expressdo génica da SOD no nudcleo celular, o que acarretaria aumento nas
concentracfes desta enzima nos eritrocitos com intuito de catalisar a reacdo de
dismutacédo do O2* a H202, gerados pela DDS-NOH (BHADWAT e BORADE, 2000).

Estes dados diferem de outro estudo de nosso grupo, que nao mostrou
diferenca na atividade de SOD em nenhum dos grupos estudados (ALBUQUERQUE
et al. 2015). Além disso, Martins et al. 2009 também n&o observaram diferenca na
atividade de SOD em pacientes com anemia falciforme que faziam a suplementacéo
ou ndo com ALA. Entretanto, no estudo realizado por nosso grupo de pesquisa,
Schalcher et al. 2014 mostraram que a atividade de SOD eritrocitaria foi menor nos

pacientes com hanseniase do que nos individuos saudaveis. Estes resultados foram
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similares a outros estudos (PRASAD et al. 2007), e que mesmo apoés o uso da PQT,
os niveis de SOD permaneceram reduzidos (VIJAYARAGHAVAN et al. 2005).

Em relacdo a CAT, no pré-tratamento, nossos dados mostram que o DDS-
NOH nédo alterou a atividade de CAT, porém esta enzima teve sua atividade
aumentada quando as células foram pré-tratadas com NAC e GSH-EE e incubadas
com DDS-NOH, enquanto que o A. brasiliensis reduziu a atividade de CAT. No pos-
tratamento, a incubacdo com DDS-NOH também néo alterou a atividade de CAT,
assim como os antioxidantes testados.

A auséncia de efeito dos antioxidantes sobre a atividade de CAT corroboram
com os estudos de Schalcher et al. (2014) e Albuquerque et al. (2015). Entretanto, o
aumento de sua atividade quando as células foram pré-tratadas somente com NAC
e GSH-EE, pode estar relacionado a um fator de protecdo, antes da agressdo com
DDS-NOH gerar H202. J4 no pés-tratamento, a reducédo na atividade de CAT nos
grupos tratados com antioxidantes, demonstram que uma vez estabelecida a
agressao com DDS-NOH, estes antioxidantes ndo conseguem estimular a atividade
de CAT.

Estudos mostraram que a reducédo na atividade da CAT pode estar associada
a fatores inerentes aos individuos, por exemplo, no caso de deficiéncias enzimaticas
em virtude de mutagdes genéticas (GOTH et al. 2004) ou na reducéo da sintese de
CAT. Esta reducdo da sintese de CAT pode ser devido a alteracbes em sua
expressdo génica (REIMER et al. 1994), ocasionada pela presenca de certos ions
(LAl et al. 1995), citocinas (YASMINEH et al. 1991) e farmacos (VEGGI et al. 2008).
No caso da infeccdo por M. leprae, supbe-se que este agente pode necessitar de
ions e/ou metais presentes no hospedeiro, a fim de regular a expressédo de alguns
de seus fatores de resisténcia (BANERJEE et al. 2011).

Outro mecanismo de defesa antioxidante do organismo contra fendbmenos
oxidativos intracelulares € a GSH, que é um tripeptideo presente em altas
concentracfes no meio intracelular de células animais e na maioria das plantas e
bactérias. No interior destas células pode se apresentar na forma oxidada ou
reduzida, sendo que nos eritrocitos humanos cerca de 99, 75% do total da GSH
encontrada esta na forma reduzida (MEISTER, 1983).

Neste trabalho, no pré-tratamento, a incubacdo com DDS-NOH ndo alterou os
niveis de GSH, por outro lado houve aumento nas concentracbes de GSH nos

grupos tratados com NAC e A. brasiliensis em relagcdo ao grupo DDS-NOH. Em
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estudo realizado por Schalcher et al. 2014, os niveis de GSH em pacientes com
hanseniase em uso de PQT foram maiores que 0s pacientes sem tratamento. Em
estudo semelhante, Veggi et al. 2008 relataram que as concentracées de GSH no
figado de camundongos machos estavam aumentados durante tratamento com
DDS-NOH, no entanto nas fémeas, as concentracdes de GSH foram similares ao
grupo controle. Por outro lado, outros estudos demonstraram reducdo nos niveis de
antioxidantes ndo enzimaticos como a GSH em pacientes com hanseniase
(VIJAYARAGHAVAN et al. 2005; PRASAD et al. 2008).

De acordo com Costagliola (1990), a taxa de recuperacgdo eritrocitaria da GSH
ocorre em menos de 10 minutos, mesmo que o eritrOcito esteja exposto aos
compostos oxidantes. Com isso, a taxa de reducdo da GSSG para forma GSH
ocorre de forma sustentada visando o aumento deste tripeptideo na célula. Esta
hipotese foi observada por Reilly et al. (1999), que mostraram que os metabdlitos da
DDS ndo sao responsaveis pela reducdo significativa de GSH em eritrécitos
humanos, porque a GSH que € consumida nos processos de reciclagem das
hidroxilaminas é rapidamente regenerada.

Além da mensuracdo ndo enzimatica da GSH e da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, é importante a avaliacdo da capacidade antioxidante total
ou “status” antioxidante total, o qual tem se mostrado relevante em analise de
compostos antioxidantes em amostras biolégicas. Esta avaliacdo fornece
informacBes biologicas gerais do sistema antioxidante total do organismo, pois
detecta a presenca de agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, ao
invés da determinacdo das concentracdes destes antioxidantes de forma individual
(GHISELLI et al. 2000).

Em nosso estudo foi observado que durante o pré-tratamento, a DDS-NOH
aumentou os niveis de TEAC e a incubacédo com A. brasiliensis reduziu os niveis de
TEAC induzido por DDS-NOH. J& no pés-tratamento, nem a incubacdo com DDS-
NOH e os antioxidantes néo alteraram os niveis de TEAC. Em estudo por Schalcher
et al. 2014 foi mostrado aumento de TEAC no plasma dos pacientes com
hanseniase sem tratamento e com tratamento, quando comparado ao controle. Os
autores acreditam que os dados encontrados neste estudo, ndo foram provocados
pelo M. leprae e nem pela administracdo de PQT. Este aumento observado de
TEAC pode esté relacionado a aumento de antioxidantes tidis GSH ou nao-tidis, que

tem suas sinteses relacionadas principalmente com fatores nutricionais. Além disso,
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muitas proteinas como a ceruloplasmina, transferrina, e pequenas moléculas
antioxidantes tais como, vitaminas C e E, e acido Urico contribuam para aumento
nos niveis de TEAC no plasma (RAHMAN et al. 2000).

Para mensurar os niveis de peroxidacao lipidica durante os tratamentos neste
estudo, utlizou-se a técnica de dosagem do MDA. O MDA é formado a partir da
degradacdo dos acidos graxos poli-insaturados (PUFA) em lipidos de membrana
(TRIMBAKE et al. 2013; GARAD et al. 2014), sendo utilizado como indicador de
dano celular gerado pela acdo de EROs no organismo e de processos oxidativos de
membrana (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; DEL RIO et al. 2005). Na
hanseniase, o MDA é um indicador de danos nos tecidos e no sangue, pois possui
acao citotoxica e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados nesta doenca
(ANDRADE JR et al. 2005; BAGIS et al. 2005). Por outro lado, alguns estudos
também ndo mostraram alteragdo nos niveis de MDA na hanseniase, mesmo
durante o uso de PQT (REDDY et al. 2003; PRASAD et al. 2008; SCHALCHER et al.
2014)

Em relacdo ao pré-tratamento, os dados mostram que a incubag¢do com DDS-
NOH aumentou os niveis de MDA, sugerindo que a DDS-NOH é responsavel pelo
estresse oxidativo nas hemacias. Além disso, o pré-tratamento com NAC néo foi
capaz de prevenir a peroxidacao lipidica. Por outro lado, A. brasiliensis e GSH-EE
reduziram o0s niveis de MDA induzidos pela DDS-NOH, mostrando que estes
antioxidantes foram mais eficientes do que a NAC em prevenir o aumento
progressivo de MDA, mesmo depois da agressao.

Ja no pos-tratamento, a incubacdo com DDS-NOH também aumentou o0s
niveis de MDA. O NAC e A. brasiliensis ndo alteram os niveis de MDA induzido pela
DDS-NOH. Estes dados mostram que uma vez estabelecida a agressédo, tais
antioxidantes teriam pouca atividade contra as lesbes oxidativas, sendo mais
eficiente na prevencéo do que na reversédo da peroxidacéo lipidica ocasionada pelo
DDS-NOH. Porém, no grupo tratado com GSH-EE houve reducdo nos niveis de
MDA em relagcdo ao grupo DDS-NOH, mostrando que dentre os antioxidantes
testados a GSH-EE apresentou melhor acdo preventiva e na reversdo da
peroxidacao lipidica nos eritrocitos. Este efeito da GSH esta relacionado a sua
ampla acdo antioxidante, por exemplo, como cofator de muitas enzimas contra o
estresse oxidativo gerado pela DDS-NOH, como a GSH-Px e a glutationa-S-

transferase; sequestra radicais *OH e O2* e regenera a maioria dos antioxidantes,
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como as vitaminas C e E, a suas formas ativas. Estas e outras funcdes fazem da
GSH o principal antioxidante responsavel pela prevencdo e reducdo dos niveis de
peroxidacao lipidica (VALKO et al. 2007).

Em estudo realizado por Schalcher et al. 2014, observou-se que os valores de
MDA nos pacientes hansénicos sem tratamento mostraram niveis similares ao
controle e o tratamento com PQT ndo alterou os niveis de MDA nestes pacientes.
Estes dados mostram que néo esta ocorrendo peroxidacéo lipidica no plasma destes
pacientes. Um aspecto importante que pode explicar os niveis normais de MDA nos
pacientes com hanseniase ap6s o inicio do PQT foi a elevada concentracdo de
GSH, visto que este antioxidante é considerado um potente inibidor do processo de
peroxidacao lipidica, e esta associado a regulacdo dos niveis de MDA a valores
normais nestes pacientes.

Para a determinac@o da concentragcdo de EROs nos eritrcitos e leucocitos
expostos ao potencial oxidante da DDS-NOH (2,5 pg/mL) e do potencial antioxidante
da NAC e A. brasiliensis, foi realizado uma técnica de fluorimetro utilizando o DCFH-
DA. Esta técnica é considerada uma excelente ferramenta para verificar a liberacéo
de EROs em células, tais como radical *OH, peroxila, radical alcoxila, ONOO*", bem
como H202 (WANG e JOSEPH, 1999). Os resultados mostraram que a DDS-NOH
(2,5 pg/mL) induziu uma producdo acentuada de EROs nos eritrocitos e leucécitos
incubados in vitro com este metabdlito. Esta producdo de EROs foi mais evidente
em eritrocitos do que em leucécitos, e isto esta relacionado ao fato da DDS-NOH e o
TBHP atuarem por mecanismos semelhantes nos eritrocitos, como na oxidagéo de
GSH por GSH-Px e pela reacdo do TBHP ou DDS-NOH com a Hb, ambos formando
EROs e MetHb (DOMANSKI et al. 2005).

No entanto, na presencga dos antioxidantes NAC e A. brasiliensis, observou-se
gue foram capazes de reduzir quantidades acentuadas de EROs geradas pela DDS-
NOH em eritrécitos e leucécitos. O potencial antioxidante da NAC em eritrécitos,
deve-se ao fato deste antioxidante execer funcdo de sequestro de EROs, inibicdo de
peroxidacdo lipidica e inducdo de GSH (MANSOUR et al. 2005; RAFTOS et al.
2007). Enquanto que em leucdcitos, além destes efeitos, a NAC exerce agcdo nas
mitocondrias, inibindo a fosforilacdo oxidativa e adutos do DNA mitocondrial
(KOZHUKHAR et al. 2006).

A acado antioxidante do A. brasiliensis em eritrocitos e leucocitos, pode esta

relacionada principalmente ao sequestro de EROs pelos compostos fendlicos ou
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inducdo de enzimas antioxidantes. Além disso, a presenca de fendis em sua
composicdo pode estabilizar as membranas celulares, através da diminuigdo de sua
fluidez por impedimento estérico, o que reduziria a difusdo dos radicais livres
(ARORA et al. 2000).

Estes dados corroboram parcialmente com outro estudo do nosso grupo de
pesquisa, como o de Albuquerque et al. (2015) que demonstraram que a DDS-NOH
foi capaz de induzir producdo acentuada de EROs nos eritrécitos. Entretanto estas
EROs foram reduzidas quando na presenga de RSV (1000uM) e ALA (100 e
1000uM). Em estudo semelhante, Vyas et al. (2005) demonstraram a elevada
producdo de ROS em cultura de células, a partir da incubacdo com os metabdlitos
DDS-NOH e MADDS-NOH, bem com o efeito redutor do acido ascorbico na
neutralizacdo de EROs induzidas por estes metabdlitos.

No que diz respeito ao ensaio cometa, esta técnica € um método simples,
rapido, barato, flexivel e, sobretudo sensivel para detectar danos no DNA (TICE et
al. 2008). E considerado um ensaio de mutagenicidade altamente eficaz a curto
prazo (GOLLAPUDI et al. 1995).

Os resultados demonstraram através deste ensaio, que a DDS-NOH (2,5
pg/ml) foi capaz de induzir danos no DNA em leucdcitos do sangue periférico. Este
efeito, também foi observado por outros estudos de nosso grupo de pesquisa como
o de Malcher, 2012 e Albuquergue et al. (2015). A esse respeito, Gandhi e Singh et
al 2004 relataram que pacientes com hanseniase na PQT possuiam muitas células
com comprimentos mais longos de migracao de DNA do que as células de pacientes
nao tratados. Além disso, alguns estudos relataram anormalidades cromossémicas
estruturais em fibroblastos da pele cultivados de pacientes com hanseniase tratados
com DDS (HACHEL et al. 1985) e em leucdcitos humanos in vitro (KALAISELVI et al.
2002). Os radicais toxicos tais como O2*", H202, Oz e *OH gerados pela DDS e seus
metabolitos, podem também provocar danos no DNA, causando rupturas dos
filamentos e/ou lesBes alcalinos-labil (GANDHI et al. 2004; KASAI, 1997). Em estudo
realizado por Rimolli e Godoy (2001), os autores comprovaram o0 potencial oxidativo
deste metabolito em nivel de membrana e proteinas celulares.

Entretanto, com intuito de proteger as células de danos em DNA causados
pela DDS-NOH, este trabalho utlizou antioxidantes para alcancar tal efeito. Os
resultados demonstraram que quando as células foram tratadas com NAC e A.

brasiliensis, estes antioxidantes protegeram os leucécitos humanos in vitro do
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estresse oxidativo induzido pela DDS-NOH, impedindo os danos no DNA. Em estudo
semelhante do nosso grupo de pesquisa, Albuquerque et al. (2015) demonstraram
gue estes danos foram reduzidos na presenca dos antioxidantes RSV e ALA. Outros
estudos mostraram gque os antioxidantes, como as vitaminas C e E podem também
proteger contra a genotoxicidade causada pela PQT em pacientes com hanseniase
(KALAISELVI et al. 2002; ALY et al. 2002; VIJAYARAGHAVAN et al. 2005).

Os mecanismos pelos quais a NAC e o A. brasiliensis previnem o dano em
DNA ocasionado pela DDS-NOH, ndo estdo completamente elucidados. Mas
acredita-se que a NAC previna o dano em DNA devido ao grupo tiol em sua
estrutura que € capaz de reduzir a reatividade das EROs (MAJANO et al. 2004,
RAFTOS et al. 2007) ou devido a sua acdo moduladora nos mecanismos de reparo
do DNA, como inibicAo de mutacbes espontaneas, correcdo de hipometilacdo e
protecdo das enzimas nucleares (RELIENE et al. 2004). Além disso, estudos
demonstram que a sintese de GSH por meio do estimulo da NAC, também ¢é capaz
de reduzir tal efeito oxidativo ao DNA (RELIENE et al. 2009).

Diferentemente da NAC, o efeito preventivo do A. brasiliensis no dano em
DNA, esta associado a presenca de beta-glucanas em sua composi¢cdo conforme
demonstrado no estudo de Lazarova et al. (2004) em células de figado de ratos in-
vitro. Este polissacarideo € o principal responsavel pelo efeito imunomodulador e
antitumoral deste antioxidante (DALLA SANTA et al. 2009). Além disto, os
compostos fendlicos contidos no A. brasiliensis podem reduzir o dano ao DNA
devido a combinacédo de suas atividades quelantes e de sequestro de radicais livres
(MORIDANI et al. 2003).

O desenvolvimento deste trabalho foi de suma importancia, pois avaliou a
acao de antioxidantes contra a MetHb e danos em DNA in vitro, tendo a MetHb
como principal RAM presente em pacientes hansenianos em PQT. Além disso, os
resultados demonstraram que a suplementacdo com os antioxidantes, NAC e A.

brasiliensis podem ser promissores na PQT da hanseniase.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel concluir que:

e O metabolito DDS-NOH foi capaz de induzir MetHb in vitro;

e O pré-tratamento com NAC, A. brasiliensis e GSH preveniu a formacao
de MetHb induzida pela DDS-NOH, sendo que no pos-tratamento, a NAC foi mais
eficiente do que o A. brasiliensis e GSH-EE;

e O pré-tratamento com NAC e A. brasiliensis reduziram a atividade de
SOD e aumentaram os niveis de GSH, enquanto NAC e GSH-EE aumentaram a
atividade de CAT induzida por DDS-NOH;

e No pés-tratamento, a NAC, A. brasiliensis e GSH-EE aumentaram a
atividade de SOD e reduziram CAT induzida por DDS-NOH, mas nao alteraram o0s
niveis de GSH,;

e Em relagdo aos danos oxidativos, no pré-tratamento, o A. brasiliensis e
a GSH-EE reduziram os niveis de MDA induzidos por DDS-NOH, enquanto que no
pos-tratamento, somente o GSH-EE foi capaz de reduzir a producdo de MDA

e Em eritrécitos e leucécitos, a NAC e A. brasiliensis foram capazes de
reduzir a EROs induzido por DDS-NOH,;

e No dano em DNA, a NAC e o A. brasiliensis foram capazes de inibir o
dano em DNA ocasionado pelo DDS-NOH,;

Estes dados demonstram que o0s compostos antioxidantes avaliados,
apresentam potenciais terapéuticos na prevencado da MetHb e no dano em DNA
induzido por DDS-NOH, sendo a NAC mais eficaz em inibir ou reverter estes efeitos

em células humanas.
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ANEXO A: TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na resolucao n° 466 de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar como voluntario em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Sendo uma delas sua, e a outra é
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado (a) de forma
alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard (CEP-
ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ICS - Sala 13 - Campus Universitario, n° 01,
Guam4; CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel/Fax. 3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa sera realizada pelo aluno de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
(PPGCF-UFPA) Antonio Rafael Quadros Gomes, sob orientacdo da Professora Doutora
Marta Chagas Monteiro, (Fone: (91) 981917135) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-
UFPA. Tem como objetivo Avaliar o efeito protetor de antioxidantes na metemoglobinemia e
no dano em DNA induzido pelo metabdlito dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH) em modelos
in vitro, correlacionando a ocorréncia (ou reversao) do estresse oxidativo. Os voluntarios
serdo alunos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ UFPA, sendo que a obtencdo do
sangue venoso para a preparagao sera em local apropriado e por um profissional habilitado.
Os critérios de exclusdo serdo o uso recente de algum medicamento, doengas crénicas,
menor de 20 anos e maiores de 45 anos e uso de tabaco. Todo material coletado nesta
pesquisa ficara sob a guarda da pesquisadora responsavel durante o periodo de utilizagéo e
logo depois sera destruido.

Em nenhuma hipétese serdo divulgados dados que permitam a sua identificacdo,
guardando assim o absoluto sigilo das informacdes cedidas a pesquisadora. A sua
participacdo € de livre arbitrio, ndo havendo pagamento pela mesma, podendo se recusar a
responder quaisquer perguntas das entrevistas. Apds conclusdo da coleta do material
bioldgico, os eritrdcitos serdo isolados e posteriormente serdo incubados com a substancia a
ser testada na experimentagao.

Marta Chagas Monteiro (Orientadora)

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

NOME: Belém / /

Assinatura do voluntario RG:
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