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Introducéo: A dapsona (DDS), que faz parte do tratamento poliquimioterapia (PQT) da
hanseniase, junto comrifampicina e clofazimina, frequentemente esta relacionada a
graves reacOes adversas aos pacientes. Esses efeitos toxicos sdo provocados
principalmente pelo metabolito DDS-NOH, e séo indicativos de alteracdes no estado
redox, caracterizados por estresse oxidativo, levando a alteragcbes hematoldgicas
(metemoglobinemia e anemia hemolitica) e no Sistema Nervoso Central, comprometendo
o tratamento. De fato, DDS-NOH induz a formagdo de metemoglobina (MetHb), pela
oxidacdo de ion ferroso (Fe2+) a ion férrico (Fe3+), e hemolise em pacientes durante a
PQT, o que ocasionando a liberagdo de Fe2+ no organismo, que em excesso torna-se
prejudicial ao equilibrio redox. Deste modo, a presenca de DDS-NOH é essencial para o
desenvolvimento dos efeitos hematotdxicos e neurotoxicos observados durante
tratamento com DDS. Nesse sentido, o ! calciferol (vitamina D), cuja principal funcédo
consiste na regulacdo da homeostase do célcio, formacédo e reabsorcdo dssea, pode ter
propriedades antioxidantes eimportante papel na reducdo dos altos niveis de MetHb
induzidos durante a PQT, bem como conferir protecdo aos eritrécitos. Além da
citotoxicidade, a MetHb pode ter importante papel no transporte e acumulo intracelular
de ferro no tecido cerebral. Desta forma, € importante investigar a formacéo de MetHb e
estresse oxidativo, que podem constituir um mecanismo comum na hemdlise e
desenvolvimento de neurodegeneracdo. De fato, o calciferol € um composto lipossoluvel
e em sua estrutura quimica e de seus metabolitos, apresentam ramifica¢6es hidroxilicas,
possivelmente relacionadas a uma atividade antioxidante. Objetivos: Este projeto tem o
objetivo de avaliar os efeitos do calciferol na reducdo dos niveis de metemoglobina e
sobre 0 estresse oxidativo causado pela DDS-NOH em modelo in vitro. Métodos: Foram
coletadas amostras de sangue total de 10 voluntarios sadios entre 18 e 25 anos, o qual foi
lavado e as hemécias foram separadas para preparar suspensfes a 50%, as quais foram
incubadas para a realizacdo dos testes bioquimicos. Assim, as hemacias foram pré-
tratados com 100 pL de DDS-NOH 2,5ug/mLpor 60 minutos e, posteriormente,tratados
com 100 pL de calciferol em diferentes concentracgdes (5, 10, 20, 50 e 100uM) por mais
60 minutos. Apds a incubacdo das amostras, foram avaliadosos seguintes parametros:
percentual de MetHb pelo método proposto por Hegesh (1970), onde observa-se a
variacdo de absorbancia causada pela adi¢do de cianeto de potassio (KCN) no hemolisado
tamponado com ferricianeto de potassio (K3Fe(CN)6), com absorbancia em 632 nm;
Determinacgéo da capacidade antioxidante da amostra pelo Método do TEAC (capacidade
antioxidante equivalente ao trolox), adaptado por Rufino et al. (2007), que consiste na
inibica! o do cation ABTS+e, por antioxidantes presentes na amostra em uma reagao
colorimétrica com absorbancia em 734 nm; Peroxidagdo Lipidica, atraveés do
Malondialdeido (MDA), método proposto por STEELS et al. (1994) e baseia-se na reacao
do MDA com o &cido tiobarbitirico (TBA), em pH baixo e temperatura elevada,
formando o complexo MDA-TBA de cor rosea, com absorbancia em 535 nm;
determinacdo do d6xido nitrico (NO), pelo método de Granger et al (1990), onde a reacéo
de nitrito presente no soro e o reagente de Griessoriginam um cromadgeno de cor rosa, que
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é detectado por espectrofotometria a 540 nm. Os dados foram analisados pelo programa
Prism 5.0, através da Andlise de Variancia (ANOVA) oneway, seguido pelo teste de
Tukey, considerando p < 0,05. Resultados e Discussao: Atualmente, o antidoto mais
eficaz para niveis elevados de MetHb é o azul de metileno que atua como um cofator no
processo de reducao da MetHb pela acdo da enzima NADPH redutase. Esse composto é
administrado por via intravenosa, 1-2 mg / kg de peso corporal durante um periodo de 5
minutos, mas pode ser toxico em altas doses (COOPER, 1997). Por isso, Vérias outras
terapias vém sendo estudadas, especialmente as que usam antioxidantes (Bergamaschiet
al. 2011). Nossos resultados demonstraram que o tratamento com DDS-NOH levou a um
aumento da formacdo de MetHb e o pré-tratamento com calciferol foi capaz de reverter
esses efeitos, especialmente nas concentragdes de 5 e 10 uM e efeito semelhante ao azul
de metileno (40nM). Além disso, DDS-NOH reduziu TEAC, levando a um aumento 0s
niveis de NO e MDA que caracteriza uma elevagdo de estresse oxidativo. No entanto, o
calciferol foi capaz de aumentar TEAC e diminuir os niv! eis de MDA e NO.A
lipoperoxidagdocausada principalmente pelo radical OHe, pode ser catalisada por ions Fe
através da conversdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos
(alcoxila, LOe e peroxila, LOO¢), que por sua vez, iniclam uma cadeia de reacdes
denominada ramificacdo que podem promover a hemdlise e intensificando a agressédo
oxidativa pela liberagdo de Fe2+que tem acgdo catalitica na formacdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS) por um processo denominado reacdo de Fenton (PRASAD
2007).Apesar da literatura ndo dispor de estudos sobre a acdo do calciferol sobre a MetHb,
hd pesquisas que sugerem que o calciferol pode ter propriedades antioxidantes,
reestabelecendo o equilibrio redox, tem efeito antiproliferativo em alguns tipos de
tumores e imunomodulador em doencas autoimunes (Konety et al, 2000). Assim, a
reducdo dos niveis de MetHb pelo calciferol pode diminuiros efeitos hematotoxicos e
neuroldgicos causados pela DDS-NOH, podendofuturamente se! r util como terapia
adjuvante durante o tratamento da hansenia! se.Além disso, este estudo a cerca da
avaliacdo do estresse oxidativo tem relevancia significativa na busca de biomarcadores
do estresse oxidativo, que desempenham importante papel na génese de processos
metabolicos associados a patologias, incluindo no sistema nervoso, podendo facilitando
o diagndstico, bem como, a elucidacdo de mecanismos e implicacGes bioldgicas do dano
oxidativo, possibilitando o planejamento de acGes eficazes no controle e prevencdo de
varios da doenca (BARBOSA et al., 2008). Conclusdo: Nosso estudo permitiu concluir
que o calciferol deve apresentar propriedades antioxidantes capazes de reverter a
oxidagdo da hemoglobina, além de aumentar a capacidade antioxidante e reestabelecendo
0 equilibrio redox. Portanto,estudos adicionais sdo0 necessarios para avaliar 0s
mecanismos envolvidos na reducdo da MetHb e o potencial efeito do calciferol como
agentea ntioxidante e terapéutica aos efeitos adversos na terapia da hanseniase.
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