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Introducdo: A Hanseniase ou Mal de Hansen (MH) é uma doenca infectocontagiosa,
cronica, causada pelo bacilo intracelular obrigatério, denominado Mycobacterium leprae.
A poliquimioterapia (PQT) padronizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é
constituida pelos medicamentos, rifampicina, dapsona (DDS) e clofazimina, e se constitui
hoje como a principal estratégia para interromper a cadeia de transmissao do M. leprae.
No entanto, a DDS, especialmente seu metabdlito dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH),
é responsavel por grande nimero de reacdes adversas, tais como alteracGes hematoldgicas
(metemoglobinemia e anemia hemolitica) e no Sistema Nervoso Central. Tais efeitos
induzidos por DDS-NOH séo indicativos de alteracbes no estado redox, caracterizados
por estresse oxidativo, levando formagdo de metemoglobina (MetHb). De fato, DDS-
NOH induz a formacéo de MetHb e hemdlise em pacientes durante a PQT, e ocasionando
a liberacdo da! s moléculas de Fe no organismo, que em excesso se torna 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. Para a manutencao do estado reduzido, as heméacias possuem varias
formas de defesa antioxidante, entre elas, as moléculas pequenas, como glutationa
reduzida (GSH), a nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADPH), a-tocoferol
(vitamina E) e a vitaminas C. Os compostos com propriedades antioxidantes como o o-
tofoferol, podem ter importante papel na reducéo dos altos niveis de MetHb, bem como
conferir protegdo as eritrocitos. De fato, o a-tocoferol tem elevada capacidade
antioxidante e pode ser util na reducdo da MetHb e combate ao estresse oxidativo.
Objetivos: Assim, este trabalho tem o objetivo avaliar os efeitos do a-tocoferol na
reducdo dos niveis de metemoglobina e sobre o estresse oxidativo induzido pela DDS-
NOH em modelo in vitro. Métodos: Foram coletadas amostras de sangue total de 10
voluntérios sadios entre 18 e 25 anos, o qual foi lavado e as hemacias foram separadas
para preparar suspensdes a 50%, as quais foram incubadas para a realizagdo dos testes
bioquimicos. Assim, as hemdcias foram pré-tratados com 100 puL de DDS-NOH
2,5ug/mL por 60 minutos e, posteriormente, tratados com 100 uL de a-tocoferol em
diferentes concentraces (5, 10, 20, 50 e 100 uM) por mais 60 minutos. Apos a incubacgéo
das amostras, foram avaliados os seguintes parametros: percentual de MetHb pelo método
proposto por Hegesh (1970), onde observa-se a variacdo de absorbancia causada pela
adicdo de cianeto de potassio (KCN) no hemolisado tamponado com ferricianeto de
potédssio (K3Fe(CN)6), com absorbancia em 632 nm; Determinagdo da capacidade
antioxidante da amostra pelo Método do TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao
trolox), adaptado por Rufino et al. (2007), que consiste ! na inibigdo do cation ABTS+-,
por antioxidantes presentes na amostra em uma reacdo colorimétrica com absorbancia em
734 nm; Peroxidagdo Lipidica, através do Malondialdeido (MDA), método proposto por
STEELS et al. (1994) e baseia-se na reacdo do MDA com o acido tiobarbitirico (TBA),
em pH baixo e temperatura elevada, formando o complexo MDA-TBA de cor résea, com
absorbancia em 535 nm; determinacédo do 6xido nitrico (NO), pelo método de Granger et
al (1990), onde a reacédo de nitrito presente no soro e o reagente de Griess originam um
cromageno de cor rosa, que é detectado por espectrofotometria a 540 nm. Os dados foram
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analisados pelo programa Prism 5.0, através da Analise de Variancia (ANOVA) oneway,
seguido pelo teste de Tukey, considerando p < 0,05. Resultados e Discussdo:
Atualmente, o antidoto mais eficaz para niveis elevados de MetHb é o azul de metileno
que atua como um cofator no processo de reducédo 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. Por isso, varias
outras terapias vém sendo estudadas, especialmente as que usam antioxidantes. Nossos
resultados mostraram que a DDS-NOH causa o aumento da formacdo de MetHb e a
adi¢do do a-tofoferol foi capaz de reverter esses efeitos, em quase todas as concentragoes
(10, 20, 50 e 100 uM), tendo efeito semelhante ao azul de metileno (40nM). Além disso,
DDS-NOH reduziu TEAC, com aumento de MDA e NO, caracterizando estresse
oxidativo. No entanto, o a-tocoferol foi capaz de aumentar TEAC e diminuir os niveis de
MDA e NO. Estudos realizados por Vijayaraghavan, et al. (2005), mostrara! m que
suplementagdo como o a-tocoferol previne o estresse oxidativo causado por ROS e
aumenta o estado antioxidante durante o curso crénico da doenca e do tratamento PQT.
O a-tofoferol ¢ o maior antioxidante lipossoluvel presente em todas as membranas
celulares, podendo prevenir ou reduzir os danos causados pela peroxidacéo lipidica (Kay
et al. 1986; Chandra et al. 2013). Além disso, pode aumentar a sintese e concentracdo de
GSH do eritrdcito, devido a inducdo da glutationa sintase ou por uma reducao do uso de
GSH para a detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidos pela
peroxidacdo lipidica da membrana celular, tais como radical superoxido, radical
hidroxila, e oxigénio singlet (Machlin e Bendich, 1987). Desta forma, é possivel deduzir
que a membrana pode estar sendo protegida pela presenga de a-tofoferol
(COSTAGLIOLA et al, 1985). Estes estudos corroboram com nossos resultados e
fornecem bases para compreender que, devido a sua alta capaci! dade antioxidante, o-
tofoferol pode reestabelecer o equil! ibrio redox e diminuir os efeitos hematotdxicos e
neuroldgicos causados pela DDS-NOH, podendo ser util como terapia adjuvante durante
o0 tratamento da hanseniase. Concluséo: A partir desses resultados, concluimos que o a-
tofoferol apresenta propriedades antioxidantes capazes de reverter a oxidacdo da
hemoglobina, diminuindo as concentracdes de MetHb, além de aumentar a capacidade
antioxidante total, reestabelecendo o equilibrio redox. Assim, novos estudos sao
necessarios para avaliar os mecanismos envolvidos na reducdo da MetHb e o potencial
efeito do a-tofoferol como agente terapéutica aos efeitos adversos na terapia da
hanseniase, podendo apresentar maioreA partir desses resultados, concluimos que oa-
tofoferol apresentar propriedades antioxidantes capazes de reverter a oxidagdo da
hemoglobina, diminuindo as concentracdes de MetHb, além de aumentar a capacidade
antioxidante total, reestabelecendo o equilibrio redox. Assim,novos estudos sao
necessarios para avaliar os mecanismos envolvidos na reducdo da MetHb e o potencial
efeito do a-tofoferol como agente terapéutica a! os efeitos adversos na terapia da
hanseniase, podendo apresentar maior efetividade, menor custo e baixa toxicidade.
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