Universidade Federal do Paréa
Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas

AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
OXIDATIVOS EM PACIENTES COM HANSENIASE SUBMETIDOS A
POLIQUIMIOTERAPIA

Caroline Azulay Rodrigues

BELEM
2020



Universidade Federal do Paréa
Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas

AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
OXIDATIVOS EM PACIENTES COM HANSENIASE SUBMETIDOS A
POLIQUIMIOTERAPIA

Dissertac@o apresentado ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Pard (PPGCF-UFPA)
como requisito para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas.

Area: Farmacos e medicamentos.
Orientadora: Prof® Dr2 Marta Chagas Monteiro

Co-Orientadora: Prof2. Drd. Carolina Heitmann
Mares Azevedo Ribeiro

BELEM
2020



CAROLINE AZULAY RODRIGUES

AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
OXIDATIVOS EM PACIENTES COM HANSENIASE SUBMETIDOS A
POLIQUIMIOTERAPIA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Para como requisito para obtencao

do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Marta Chagas Monteiro — Orientadora
Programa de Pé6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — ICS-UFPA

Prof. Dr. Jose Luiz Fernandes Vieira - Examinador
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas — ICS-UFPA

Prof. Dr. André Salim Khayat - Examinador

Programa de Pos-graduacdo em Oncologia e Ciéncias Médicas da UFPA

Prof. Dr. Rafael Monteiro Fernandes - Suplente

Centro Universitario Leonardo da Vince - Uniasselvi

BELEM - PA
2020



DEDICATORIA

A minha avé Maria Célia de Azevedo Rodrigues, por me ensinar a ver a vida de
maneira leve e divertida, apesar de todas as dificuldades do dia a dia, nunca

faltaram motivos para ser feliz.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela dadiva da vida e por permitir que eu realize mais um sonho.

A Universidade Federal do Para (UFPA) por me oportunizar um aperfeicoamento

gratuito e de exceléncia.

A minha orientadora Dra. Marta Chagas Monteiro e ao Laborat6rio de Ensaios
in vitro, Imunologia e Microbiologia, pela acolhida nesses 7 anos. Fiz inUmeros
amigos de trabalho ao longo desse tempo, se eu esquecer alguém me perdoem,
mas todos vocés que passaram no LABEIM nesse periodo fizeram parte da
minha historia. E essa histéria comeca com essas pessoas: Mariely Péssoa,
Roseane, Kely Lima, Leticia Gaspar, Ana Ligia, Magda, Thaiana, Norma, Camila,

Savio, Joni e Rafael Quadros, Josi e Juliana.

Aos meus pais, Daya Azulay e Wendel Rodrigues, por todo o suporte emocional
e financeiro para que hoje eu pudesse realizar mais um sonho. Amo vocés e

obrigada por acreditarem e viverem cada aventura por mim.

Ao meu noivo, Rafael. Obrigada por ser meu ponto de equilibrio e por desejar

tornar os meus sonhos, nossos sonhos. Amo vocé.

Aos meus sogros e padrinhos, Oswaldo e Jane. Obrigada por todos os conselhos
de vida e profissionais. Lembro quando eu conheci vocés, naquele cirio de 2017
nunca iria imaginar gue hoje vocés realmente iam se tornar a minha familia. E
gue familia que temos, ndo podemos esquecer do BigBig, Brutus, Porco, Coelho,

Jujuba e Buh.

Ao Railson, s6 posso descrever assim “O amigo ama em todos os momentos; é

um irmao na adversidade.” Provérbios 17:17

Ao Laboratoério de Dermato-Imunologia (LDI), por terem me acolhido nesses dois
anos e me mostrando que a Hanseniase é muito mais do que podemos ler em
qualquer artigo. Obrigada Professor Dr. Claudio Salgado, Professor Dr. Moises

Silva, Angélica Gobbo, Raquel Bouth, Sdmela Miranda e Leticia Souza.

E no fim dessa jornada, conheci uma nova familia, com amigos que jamais
pensei ter ou viver historias que nunca imaginei. Essa familia & a Drogasil Batista

Campos 4 — Shopping Patio Belém. Meu agradecimento vai para toda esse



equipe que me moldou e me fizeram ser a farmacéutica que sou hoje. Michelle,
Cassia, Suzana, Laura, Ana Carolina, Hewellen, Marcelle, Ana Flavia, Karen,

Karla, Anderson, Siany e Alex. Vocés sempre seréo lembrados na minha vida.

Aos pacientes portadores de hanseniase, esse trabalho € para vocés e por

VOCES.

Ao CNPQ por ter financiado este trabalho



EPIGRAFE

“Yocé é mais corajoso que acredita, mais forte do que aparenta e mais esperto
que pensa.”

(Alan Alexander Milne, 1924.)

Vi



RESUMO

A hanseniase € uma doenca dermatoneurologica causada especialmente pela
infeccdo por Mycobacterium leprae e possui alta infectividade e baixa
patogenicidade. O tratamento preconizado pela OMS consiste na
poliquimioterapia (PQT), composta por Rifampicina, Clofazimina e Dapsona.
Dentre os farmacos da PQT, a Dapsona é a principal responsavel pelas reacdes
adversas (RAMs) como anemia hemolitica, formagdo de metemoglobina,
hemdlise com a presenca de corpusculos de Heinz, entre outras. Essas RAMs
estdo principalmente associadas com a presenca do grupo funcional
hidroxilamina no metabdlito da DDS, com isso a uma diminuicdo da
concentracdo dos antioxidantes endo6genos e alteracdes na bioquimica hepatica
e lipidica, por um aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio,
ocasionando um quadro de estresse oxidativo. A avaliacdo destas possiveis
alteracdes, foram realizadas através da analise hematoldgica por hemograma,
%de metemoglobina, dosagem dos niveis de peroxidacao lipidica, glutationa,
colesterol, triglicerideos, fosfatase alcalina e transaminases ALT/AST. Os
resultados mostram que a PQT foi capaz de gerar anemia nos pacientes a partir
do segundo trimestre de tratamento, a PQT também foi capaz de induzir a
formacdo de metemoglobina, sendo este efeito dose dependente. Quando aos
parametros oxidativos, a PQT foi capaz de provocar peroxidacdo lipidica e
reduzir os niveis de glutationa, induzindo um estado de estresse oxidativo. Este
efeito pode ser visto na bioquimica hepdatica, onde observou-se um desbalanco
entre os marcadores hepaticos como ALT, AST e fosfatase alcalina, sugerindo
dano hepatico. Os marcadores lipidicos também sofreram alteragcdes no
segundo trimestre do tratamento com a PQT. Além disso, a PQT é capaz de
modular a resposta imune dos pacientes diminuindo os niveis de IL-6,TNF-a e
IL-17 e elevando os niveis de IL-10 e TGF-B. Pode concluir-se que a PQT, a
partir do segundo trimestre, leva ao surgimento de anemia, metemoglobinemia,
dano hepdtico, estresse oxidativo e modula o sistema imune dos pacientes com

hanseniase.

Palavras — Chave: hanseniase, poliquimioterapia, estresse oxidativo, alteracdes
hematolégicas, colesterol, dano hepatico.
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ABSTRACT

RODRIGUES, C. A. Evaluation of hematological, biochemical and oxidative
parameters in patients with hanseniase submitted to polychimiotherapy.
Masters dissertation, Post Graduation Program in Pharmaceutical Sciences,
Federal University of Para, Belém, 2020.

Leprosy is a dermatoneurologic disease caused especially by Mycobacterium leprae
infection and has high infectivity and low pathogenicity. The treatment recommended by
the WHO consists of multidrug chemotherapy (MDT), composed of Rifampicin,
Clofazimine and Dapsone. Among Drugs of MDT, Dapsone is the main responsible for
adverse reactions (ADRs) such as hemolytic anemia, methemoglobin formation,
hemolysis with the presence of Heinz corpuscles, among others. These ADRs are mainly
associated with the presence of the hydroxylamine functional group in the DDS
metabolite, leading to a decrease in the concentration of endogenous antioxidants and
alterations in the hepatic and lipid biochemistry, due to an increase in the generation of
reactive oxygen species, oxidative stress. The evaluation of these possible alterations
were made through hematological analysis by hemogram,%methemoglobin, dosage of
levels of lipid peroxidation, glutathione, cholesterol, triglycerides, alkaline phosphatase
and ALT / AST transaminases. The results show that MDT was able to generate anemia
in patients from the second trimester of treatment, MDT was also able to induce the
formation of methemoglobin, being this effect dose dependent. When oxidative
parameters were found, MDT was able to cause lipid peroxidation and reduce
glutathione levels, inducing a state of oxidative stress. This effect can be seen in hepatic
biochemistry, where there was an imbalance between liver markers such as ALT, AST
and alkaline phosphatase, suggesting liver damage. Lipid markers also changed in the
second trimester of MDT treatment. In addition, MDT is able to modulate the immune
response of patients through the increase IL-6, TNF-a and IL-17 levels and reduces il-10
and TGF- levels. It can be concluded that MDT, from the second trimester, leads to the
emergence of anemia, metemoglobinemia, liver damage, oxidative stress and modulates
the immune system of leprosy patients.It can be concluded that MDT, from the second
trimester, leads to the onset of anemia, methemoglobinemia, liver damage and oxidative

stress.

Keywords: leprosy, polychemotherapy, oxidative stress, hematological changes,

cholesterol, liver damage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

A hanseniase é uma doenca dermatoneurolégica causada
especialmente pela infeccdo por Mycobacterium leprae, que tem predilecéo por
nervos periféricos, que levam a manifestacdes cutaneas e/ou espessamento de
troncos nervosos periféricos. As alteracdes sdo majoritariamente observadas ha
face, orelhas, membros inferiores e superiores, caracterizadas por reducéao da
sensibilidade tatil, térmica e dolorosa (Britton e Lockwood, 2004).

Esta doenca é considerada um problema de saude global, e em 2017,
foram relatados 214.783 casos novos da doenca no mundo. De acordo com a
OMS, estima-se que a cada 2.8 habitantes em cada 100 mil habitantes contraem
a doenca por dia (Who, 2018). O Brasil é o segundo pais com o0 maior numero
casos novos, com 25.218 casos. Neste contexto, somente no ano de 2017, os
estados brasileiros da Amazénia Legal apresentaram os maiores indices de
registros de casos novos da doencga, entre 0s quais o Para, Tocantins, Maranhao
e Mato Grosso se destacam. Dados do Sistema de Informacédo de Agravos de
notificagdo do Ministério da Saude evidenciam que o Maranhédo foi lider de
notificacdes no pais, visto que foram registrados 3.298 casos e em segundo lugar

o estado do Para com 2.527 casos (Brasil, 2018).

1.2 Fisiopatologia da Hanseniase

Durante a infec¢éo pelo Mycobacterium leprae, macréfagos e células de
Schwann sdo os principais alvos desta bactéria, embora os macréfagos sejam
as principais células envolvidas no reconhecimento de micobactérias. O bacilo
pode entrar no corpo humano através da pele e principalmente pelo trato
respiratorio (Bhat e Prakash, 2012). ApoOs a sua entrada, o bacilo é inicialmente
reconhecido por varios receptores do sistema imune inato, conhecidos como
PAPMs (Pathogen-associated molecular patterns), principalmente os TLRs (Toll
like receptors). Os TLRs sédo os principais receptores de transmembrana que
estdo associados ao reconhecimento de micobactérias (Medzhitov, 2001;
Beutler, 2004; Takeda e Akira, 2004). Os TLRs envolvidos no reconhecimento
do Mycobacterium leprae sdo TLR 1, 4, 6, 8, e 9. Estes receptores sdo expressos

em monocitos, macrofagos, neutroéfilos, células dendriticas, linfocitos, epitélio,



endotélio, fibroblastos e células de Schwann (Bulut et al., 2001; Bafica et al.,
2005; D'avila et al., 2008). Além disso, outros receptores também sdo capazes
de reconhecer o Mycobacterium leprae, como NOD2, Dectin-1 e de manose.
(Tailleux et al., 2008; Misch et al., 2010; Bhat e Prakash, 2012).

Na hanseniase, o principal mecanismo imune inato contra a infecgéo
microbiana € o sistema macrofagico (Figura 1). Depois do reconhecimento do
bacilo pelos TLRs presentes em macrofagos, estas células fagocitam e séo
estimulados, levando a ativagdo do fator nuclear Kappa B (NFkB) que levam a
transcricdo de varias citocinas e quimiocinas, principalmente a interleucina 12
(IL-12). Essas citocinas e quimiocinas subsequentemente recrutam e ativam
células T para o local inflamatério. Nesse sentido, a IL-12 estimula as células T
a produzirem Interferon-gama (IFN-Y) e também desempenham papel
fundamental para potencializar a fungdo microbiana do macréfago e a explosao
respiratoria “respiratory burst” da célula (Abdel-Hafez, 2009). A exploséo
respiratoria € gerada pela NADPH oxidase durante fosforilacdo oxidativa
mitocondrial. Estre processo leva a producéo de varias moléculas de radicais
livres, como espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o radial superdxido
(O2+-), radicais hidroxila (*OH) e perdxido de hidrogénio (H202). A superproducédo
de EROS tem efeito duplo no hospedeiro, visto que pode levar a morte dos
patégenos, mas também pode levar a danos em macromoléculas, como lipideos,
proteinas e &cidos nucléicos (Valko et al., 2007; Suzuki, 2011; Suzuki et al.,
2012; Lushchak, 2014).

As células de Schwann também sdo importantes no contexto da infeccéo
pelo M. leprae, para isso, o bacilo infecta essa célula levando a lesées no nervo,
desmielinizac&o e consequente incapacidade, assim uma reducéo da densidade
de mielina. (Misch et al., 2010; Bhat e Prakash, 2012).

Outro mecanismo imune importante na hanseniase € a imunidade
adaptiva que esta diretamente correlacionada com as manifestacdes clinicas da
doenca: Paucibacilar e Multibacilar. Na Paucibacilar, principalmente a forma
tuberculdide, predomina intensa resposta imune mediada por linfécitos T,
enguanto que na forma multibacilar, principalmente a virchoviana, é frequente a
resposta imune humoral (Alcais et al., 2000; Britton e Lockwood, 2004).

Nesse sentido, as células apresentadoras de antigenos (APCs), como

macrofagos e células dendriticas apresentam o antigeno do micobactéria para
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T-helper 0 (LThO), ocorrendo diferenciacdo para as células CD4 T-helper 1 (Thl)
ou CD4 T-helper 2 (Th2). Esses polos Th1/Th2 determinam o espectro clinico da
hanseniase. A este respeito, o paciente Paucibacilar desenvolve uma resposta
imunitaria mediada por Thl, enquanto os multibacilares desenvolvem uma
resposta Th2 (Frieden et al., 2003).

Na Paucibacilar, a resposta Thl é caracterizada por granulomas com a
proliferacéo limitada de micobactérias (Frieden et al., 2003; Hernandez et al.,
2008), na auséncia de granuloma ocorre disseminacao do bacilo (Wang et al.,
2013) . O polo Thl induz intensa producdo de citocinas que desencadeiam a
imunidade mediada por células, como IFN-y, IL-2, IL-7, IL-15, IL-18 e IL-12
(Aarao et al., 2014), que sdo importantes para a erradicacdo de patdégenos
intracelulares. Além disso, a IL-2 também contribui para a defesa do hospedeiro,
induzindo a expansao clonal de células T ativadas. Outra citocina importante é a
IL-12, que esta associada a prevaléncia de linfécitos T CD8+ nesses pacientes
(Khanolkar-Young et al., 1994; Flynn e Chan, 2001; Schon et al., 2004).

Pacientes multibacilares desenvolvem uma resposta Th2 que é
essencial para a producdo de anticorpos. Esta resposta imune combate
parasitas extracelulares e esta associada com asma e outros processos
alérgicos. Além disso, nesta resposta ha uma intensa producéo de citocina, como
TGF-B, IL-4, IL-5 e IL-7. Vérios estudos demonstraram que o bacilo induz a
producéo de IL-10, suprimindo diretamente as respostas imunes do hospedeiro,
inibindo a proliferacdo de «células T e a liberagdo de citocinas
antimicobacterianas, como IFN e IL-22 (Modlin, 1994; Ouyang et al., 2011).
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Figura 1: Representacdo esquematica das alteracdes fisiopatoldgicas da hanseniase. Fonte: autor,2020.

1.3 Classificacao Clinica

As caracteristicas imunoldgicas estdo correlacionadas com o estado
histoldgico e clinico, sendo assim constituem a base para a classificacdo desta
doenca (Figura 2). A classificacdo de Madri (1953) adota critérios de polaridade,
baseados nos aspectos clinicos, bacterioldgicos, imunolégicos e histolégicos da
hanseniase, consideram-se dois polos estaveis e opostos, tuberculdide (T) e
virchoviano (V); e dois grupos instaveis, a forma indeterminada (I) e a forma
boderline (B), que caminham para um dos poélos, na evolu¢éo natural da doenca.

Posteriormente a classificacdo de Ridley e Jopling, utilizada apenas para
fins cientificos, leva em consideracdo a imunidade dentro de espectro de
resisténcia do paciente e nao inclui a forma indeterminada no espectro. Sao
descritos novos subgrupos, a forma tuberculéide (TT), os casos boderline ou
diformos sado subdivididos em diformo-tuberculéide (DT), dimorfo-dimorfo (DD) e
dimorfo virchowiano (DV) e virchowiano (VV) (Ridley e Jopling, 1966).

Para atividades operacionais, a classificacdo da OMS € a utilizada e
baseia-se 0 niamero de lesdes na pele. Pacientes com 1 a 5 lesbes sao
classificados como paucibacilares (PB) e aqueles com 6 ou mais lesdes sdo

agrupados como tipo multibacilar (MB) (Lockwood e Saunderson, 2012).



Madrid Ridley-Jopling WHO

1953 1966 1981
Virchowiano Virchowiano
Boderline
i vichowiano
Beila llins Multibacilar
Boderline

Indeterminada .
Boderline

Tuberculdide tuberculoide

Tuberculdide Paucibacilar

Figura 2: Representacao das diversas classificacdes clinicas da hanseniase. Fonte: do autor.

1.4 Diagndéstico clinico e exames complementares da hanseniase

O diagnéstico da hanseniase é baseado nos sinais e sintomas clinicos
da doenca. Os sinais para hanseniase sao: lesdo de pele com anestesia ou
hiporestesia e espessamento de nervos periféricos. Na avaliacdo dermato-
neuroldgica sdo checados a sensibilidade térmica, tatil e dolorosa nas lesbes de
pele, identificacdo de neurites, comprometimento de troncos nervosos e grau de
incapacidade fisica (Gupta, 2015). No exame dermatologico € avaliado a
presenca de lesdes, sua simetria, localizagdo, nimero e bordas. As les6es mais
comuns sdo: manchas hipocrébmicas e/ou eritematosas, nodulos e infiltracdes
difusas. A identificacdo de lesdes neuroldgicas é realizada pela avaliagdo dos
olhos, nariz, maos e pés, além da palpacédo dos troncos nervosos periféricos e
avaliacdo da forca muscular (Lastéria e Abreu, 2014b; Gupta, 2015).

Apos o0 exame clinico, é realizado a baciloscopia dos l6bulos auriculares
e/ou cotovelo e lesdo, exame complementar que auxilia no diagnéstico da
hanseniase. E considerado um procedimento de facil execuco e de baixo custo,
segundo o Ministério da Saude pode ser realizado quando existe duvida na
classificacdo operacional para a terapia com a PQT; diagndstico diferencial com
outras dermatoses e em casos de suspeita de recidiva. Apos a coleta do raspado
de tecido dérmico a coloracéo é feita pelo método de Ziehl-Nielson e o resultado
é fornecido por IB (indice Baciloscépio), uma escada logaritmica com variagéo
entre 0 e 6 proposta por Ridley em 1966, sendo importante lembrar que um
resultado negativo na baciloscopia ndo exclui o diagnéstico da hanseniase
(Ridley e Hilson, 1967).



Quando existem lesfes, o exame histopatolégico é solicitado e baseia-
se na analise das bidpsias de lesdes de pele ou nervos corados pela
hematoxilina-eosina, onde observa-se uma impregnacéo no bacilo pelo corante
eosina, dando a ele uma coloracado avermelhada nos cortes de parafina. Neste
exame, se busca a presenca de granulomas, bacilos, infiltrado celular e
espessamento de tecidos (Ridley, 1955). O exame histopatoldgico é considerado
como teste padréo outro para o diagndstico da hanseniase (Lastoria e Abreu,
2014a).

1.5 Poliguimioterapia (PQT)

O tratamento da hanseniase no Brasil segue a portaria n°® 3125 do
Ministério da Saude, no qual o tratamento ocorre de acordo com a classificacao
operacional PB e MB. Para os pacientes com a forma PB, a PQT é composta
apenas por Rifampicina e Dapsona. Ja o tratamento para os pacientes MB é
composto por Rifampicina, Dapsona e Clofazimina (Figura 3) (Lastoria e Abreu,
2014a; Penna et al., 2017; Hungria et al., 2018). A dose, nos dois tipos de PQT
dependem da faixa etaria e 0 esquema terapéutico compreende doses diérias e
as doses mensais supervisionadas, esse ultimo ocorre no local onde o paciente
faz o acompanhamento em frente & uma enfermeira. O tempo de tratamento é
longo, para a forma PB possui duracdo de 6 meses e para a forma multibacilar
12 meses. A PQT leva a destruicao do bacilo e os pacientes tratados podem se
considerar curados da doenca quando terminam todo o regime terapéutico
(Schulz et al., 2000; Penna et al., 2017; Hungria et al., 2018).

[ Medicamento | -
Formas Duragao do

PB

100mg/dia || 600mg = 6 meses
1x ao més
Supervisionada

300mg
1x a0 més
Supervisionada
. 600mg
MB 100mg/dia 35 a6 1S . 12 meses
50mg/dia

Supervisionada

Figura 3: Representagdo do esquema terapéutico. Fonte: do autor.



1.5.1 Dapsona

A Dapsona (DDS) foi sintetizada por Fromm e Wittmann (1908) (Figura
4), primeiramente para o tratamento de tuberculose. Depois de quase 40 anos,

foi utilizada pela primeira vez para o tratamento da hanseniase na Nigéria.

HoN NH,

Figura 4: Estrutura quimica da Dapsona

A DDS é um farmaco bacteriostatico e com uma baixa acdo bactericida.
O seu mecanismo de acédo ocorre devido a sua interacdo no sitio ativo da enzima
dihidropteroato sintesae, que acarreta na inibicdo da sintese de &cido félico, um
evento essencial para a sintese de purinas e consequente formacédo de RNA e
DNA das bactérias (Figura 5) (Wozel, Gottfried e Blasum, Christian, 2014).

Acido para-amino-benzéico (PABA)
b
[Diipropteroato sintetas

Acido diidropteréico

\ :
[Diidrofolato sintetasej r L-glutamato

\

Acido diidrofdlico

— 2 NADPH
[ Diidrofolato redutase j'F‘E NADP

Acido tetraidrofdlico

Purina / \ Metionina

Tiamina Glicina
Figura 5: Mecanismo de acdo da Dapsona no interior de microrganismos. Adaptado de Farhi et al., 2005

Sua absorcdo € quase completa pelo trato gastrointestinal (80-85%) e

difunde-se por todos os tecidos, concentrando-se preferencialmente na pele,



musculos, figado e rins (Moraes et al., 2012; Wozel, G. e Blasum, C., 2014),
permanecendo nesses 0rgaos até 3 semanas apos a interrupc¢ao do tratamento.
Cerca de 70% deste farmaco se liga as proteinas plasmaticas, com concentracao
plasmatica variando entre 0,4 a 1,2 mg/L, ap0s 24 h da ingestdo de 100 mg da
droga (Zuidema et al., 1986). O pico plasmético é alcancado entre 2 a 8 h, apds
a ingestao de uma dose de 50 — 300 mg, para isso S80 necessarios em torno de
7 a 10 dias apos o inicio da terapia com a DDS para que o estado de equilibrio
seja alcancado (Wozel, G. e Blasum, C., 2014).

O processo de biotransformacgéo da DDS ocorre no figado, tendo como
principal via a N-acetilacdo realizada pela enzima N-acetil-transferase e N-
hidroxilacdo através da via citocromo P450, pelas isoformas CYP2C9, CYP3A,
CYP2E1 e CYP2C19 (Figura 6) (Oliveira et al., 2014). A N-hidroxilagdo é
responsavel pela producdo de metabdlitos hidroxilados, como a DDS-NOH e
Monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH), considerados responsaveis
pelas reacBes adversas mais comuns causados pelo uso deste farmaco (Vage
et al., 1994; Moraes et al., 2012).

HNOH
UDPGA @
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Glicuronideo 0=§=0 0=5=0 ——» 0=§=0
NAT cYp
NHy NHCOCH, OCH,
Dapsona
Mono acetil Mono acetil
(:rpchl dapsona dapsona
CYP3A 5 > 2
hidroxilamina
UDPGA
ERITROCITO :
Glicuronideo 0=$=0
GT i
NH
Dapsona hidroxilamina Dapsona nitroso

GSI><‘ /

Ligacio covalente/ Citotoxicidade
Toxicidade das células brancas do sangue

Figura 6: Proposta de mecanismos de bioativacao e detoxificagdo de dapsona. CYP:Cytocromo P-450;
Hb:hemoglobina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidadas; NAT: N-acetil-transferase; GT:
glucuronil-transferase; UDPGA: &cido uridina difosfato glucurénico; Met-Hb: Metemoglobina; O2 :oxigénio.
Fonte: Adaptado de GILL et al.1995.



Os efeitos adversos mais comuns na terapia com esta sulfona sao
alteracdes hematologicas, principalmente metemoglobinemia e a hemolise.
Podem ocorrer, nas doses terapéuticas e possui uma caracteristica dose
dependente (Mayo et al., 1987; Coleman, 1995; Reilly et al., 1999), sendo
pacientes com deficiéncia enzimatica da enzima glicose-6-fosfato desigrogenase
(G-6-PD) sé&o mais suscetiveis (Ghatak et al., 2013).

A anemia hemolitica e a metemoglobinemia, pelo uso da DDS, estéao
associadas a uma desnaturacdo oxidativa na membrana dos eritrécitos, que
aumenta sua rigidez, favorecendo a recaptacao esplénica e acelerando os
processos de hemolise celular (Coleman et al., 1994). Os danos a membrana
celular culminam nos eventos de peroxidacdo lipidica. O ferro livre é fator
desencadeante de reacfes de oxidagdo cujos resultados se refletem na
alteracdo do citoesqueleto e na exposicao da porcao lipidica intracelular e na
consequente oxidacdo de acidos graxos pelo peroxido de hidrogénio.
Adicionalmente, os produtos da oxidacao do ferro acumulam-se na membrana
eritrocitaria e ativam macrofagos (Kanias e Acker, 2010), concluindo o processo
de remocéao precoce dos eritrocitos.

2.7 Biomarcadores de Estresse Oxidativo
2.7.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € o desequilibrio no balanco entre agentes pro-
oxidantes e agentes antioxidantes com a potencialidade de exercer efeitos
deletérios. A variacdo nessa homeostasia celular é ocasionada pelo aumento da
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), acarretando em oxidagao
de proteinas e lipideos (Birben et al., 2012; Di Meo et al., 2016).

Os oxidantes podem ser agrupados em espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), sendo ambas essenciais para
0 metabolismo humano e produzidas constantemente pelo organismo em
diferentes condicdes fisiologicas (Di Meo et al., 2016). As espécies reativas
incluem os radicais livres, definidos como atomo ou molécula que contém um ou
mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrbnica, sendo que

essa caracteristica Ihes confere alta reatividade. Ou ainda podem ser espécies



reativas ndo radicalares que, embora sem elétrons desemparelhados, possuem
reatividade significativa agindo como oxidantes (Phaniendra et al., 2015).

Em sistemas bioldgicos, as EROs representam a classe mais importante
das espécies reativas (Ung et al., 2017). Elas sédo o radical hidroxila (OHe¢),
radical anion superoéxido (02%), peroxila (ROO"), alcoxila (RO") e perdxido de
hidrogénio (H202), sendo esse ultimo nao radicalar. Esses radicais podem ser
formados através de reacdes como a de Fenton e de Haber-Weiss, mediadas
por ions metalicos (Koppenol, 2001), como exemplificado abaixo:

Reacao de Fenton:

(Fe3++02+-— Fe?++0?) (1)

(Fe?++H202— Fe3++0OH+OHs) (2)
Reacédo de Haber-Weiss:

(H202+ Oz¢-— O2+0OH-+0OH?*) (3)

Reacdes de Haber Weiss e Fenton. Na reacéo de Haber Weiss o perdxido de hidrogénio (H202) reage com
o radical superdxido (O2.-) na presenca de metal de transicdo e d& origem ao radical hidroxila (OH.-),
hidroxila (OH-) e oxigénio molecular (O2); na reacdo de Fenton o perdxido de hidrogénio na presenca de
ferro no estado férrico (Fe3*) da origem ao radical hidroxila.

2.7.2 Metabolismo do Eritrécito e Antioxidantes

O eritrocito € uma das células mais especializadas do organismo
humano, sendo responsavel pelo transporte de oxigénio aos tecidos. Para o
melhor desempenho desta importante fungéo, a forma madura dos eritrocitos €
anucleada, o que lhe traz inUmeras vantagens, como a sua passagem por
capilares menores do que o seu diametro (7-8 micrometros), no bagco e na
microcirculacdo em geral (Araujo et al., 2014; Cluitmans et al., 2016).

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 estdo organizados em bicamada, em quantidades
quase equimolares (Murador e Deffune, 2007; Cluitmans et al., 2016). Os tipos
predominantes de fosfolipidios sdo a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilserina, na
face interna da membrana; a fosfatidilcolina e a esfingomielina, mais abundantes
na face externa da membrana (LEHNINGER et al.1995). A distribuicdo dos
lipidios esta relacionada com a curvatura da membrana (Sanchez-Gallego et al.,
2010).
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A estrutura lipidica da membrana é mantida por um sistema de
transporte ativo através dos fosfolipideos da membrana. A lipase transporta
ativamente os aminofosfolipideos de fora para dentro, enquanto que a
scramblase, quando ativada, move qualquer fosfolipideos em todas as direcfes
(Stuart e Nagel, 2004). Em geral, substancias de baixa polaridade atravessam
livremente a membrana do eritrcito, enquanto moléculas polares dependem de
transporte através de sitios especializados (Lana et al., 2013).

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 bicdncava normal ou anormal dos eritrocitos, e
representa 60% da massa proteica da membrana (Mohandas e Gallagher, 2008).

Dentre as proteinas citoplasmaticas, a Hb é a proteina transportadora de
oxigénio, que constitui 95% do total protéico citosélico do eritrdcito
(Senchenkova et al., 2017). Além da Hb, o citosol do eritrécito maduro apresenta
enzimas importantes na producéo de energia a partir da glicélise. Com isso, para
manter a Hb em condi¢des funcionais, a energia necessaria para 0 processo
provém do ATP, e de coenzimas como NADH e NADPH, que mantem seu estado
funcional e volume celular por 80 a 120 dias, frente a exposi¢des repetidas a
lesdes mecanicas e/ou metabolicas (Wiback e Palsson, 2002).

A Hb é a proteina presente no interior dos eritrécitos dos mamiferos e
apresenta como principal fungéo o transporte de Oz por todo o organismo. 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 ndo-alfa (beta-B, delta-o, gama-y ou epsilon-g). Cada cadeia
polipeptidica € composta por uma sequéncia de aminoacidos, tendo as cadeias
alfa 141 aminoacidos (aa) e as cadeias ndo-alfa, 146 aa. As combinacdes entre
as diversas cadeias de proteinas dao origem as diferentes Hbs presentes nos
eritrocitos desde o periodo embrionario até a fase adulta, produzidas no decorrer
das distintas etapas do desenvolvimento humano (Galiza Neto e Pitombeira,
2003; Schechter, 2008).
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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 pirrélicos unidos em
anel planar por quatro pontes de meteno (=CH-), sendo que o &tomo de Fe2+ é
responsavel pela ligacdo com o Oz (Figura 8). Como cada molécula de Hb possui
quatro grupos heme, a mesma € capaz de se combinar a quatro moléculas de

O:2 (Galiza Neto e Pitombeira, 2003; Schechter, 2008).
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Figura 8: A Hb (A) consiste em um grupo prostético (B), heme e o protéico, representado pelas cadeias de
globina a e B (C). Fonte: Tortora (2019)

No adulto, as Hbs constituem arranjos tetraméricos de cadeias alfa com
beta (a2B2 = Hb A1), alfa com delta (a2 02 = Hb A2) e alfa com gama (a2y2= Hb
F). Ao nascimento, ainda predomina a hemoglobina Fetal (Hb F), que diminui
gradativamente até aproximadamente a vigésima oitava semana de vida,
quando as concentracfes das Hbs chegam as propor¢cdes 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 interacfes fundamentais para o
seu funcionamento, tais como, o0 processo de oxigena¢ao que ocorre a partir da
avidez das duas cadeias 3 pelo O2 que se movimentam juntas para facilitar a
combinacéao entre eles (Yu et al., 2006).

Contudo, para que ocorra a liberagédo deste gas nos tecidos € necessaria
a atuacdo do 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) que proporciona a reducéo da
afinidade da Hb pelo O2 proporcionando a liberacdo deste para os tecidos
(Versmold e Riegel, 1974; Haymond et al., 2005). Além disso, a molécula de Oz

se liga mais rapidamente se outras moléculas de O: ja estiverem ligadas, o que
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€ denominado “ligagao cooperativa”. Este fendbmeno permite que a Hb maximize
tanto a quantidade de Oz transportada sob a POz dos pulmdes quanto a
quantidade de O: liberada sob POz tipica dos tecidos periféricos (Reilly et al.,
1999; Wright et al., 1999; Skold et al., 2011).

De acordo com Shikama (1998), a conversdo da Hb a sua forma
oxigenada esta associada a um arranjo eletrbnico, uma vez que ocorre
transferéncia de carga (doagéo 1) do Fe?* para O2, e uma coordenacéo (doacgdo
o) do O:2 para o Fe?*, ocasionando assim uma forte ligacdo covalente entre o
ferro e 0 Oz (Figura 9). Logo, apds esta oxidacdo o ion Fe?* do grupo heme néo
pode mais combinar-se com Oz, pois esta molécula ndo apresenta nenhuma

afinidade pelo Fe3*, sendo assim observada a formacédo da MetHb.

R

Figura 9: Transferéncia de cargas entre Fe2+ e moléculas de O2 observados no processo de ligagdo

oxidagéo de grupo heme. Fonte: Shikama (1998).

Denomina-se metemoglobinemia o estado clinico onde mais de 1% da
hemoglobina do eritrécito tem o fon Fe2* convertido para a forma Fe**, a qual ndo
€ capaz de ligar-se reversivelmente ao oxigénio (Hegesh et al., 1970; Zhang et
al., 2018). Esta sindrome pode ser induzida pela exposi¢cdo 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 O2 nos tecidos provocando importantes manifestacdes clinicas,
como: dispnéia, nduseas e taquicardia quando os niveis sdo 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
depressao neurologica com valores entre 50 a 70% de MetHb, e niveis acima de
70% geralmente levam a morte (Coleman, 1995; Wright et al., 1999).
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A reducédo 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 condi¢cdes normais, ja sob condi¢cdes de elevada
oxidacdo da Hb a responsavel pela reducdo e NADH-citocromo b5 redutase
(Wright et al., 1999; Skold et al., 2011). A fonte de NADH necessaria para a
reducdo da MetHb provém da gliclise anaerdbia de Ebdem-Meyerhof, a partir
da reacdo da oxidacdo da glicose que gera ATP e NADH, por outro lado o
substrato NADPH é proveniente da via das pentoses a partir da ativacdo da
G6PD (Figura 10) (Rogers et al., 2009).

Via de Embden-Meyerhof Via das Pentoses-fosfato
Glicose
’ G6PD . >
Glicose-6-fosfato > Ribose-5-fosfato + outros aglicares

‘ HARN Metemoglobina NADPH
Pivuveio NAD+ Hemoglobina NADP+
Figura 10: A via de Embden-Meyerhof e das pentoses-fosfato, responsaveis pela produgdo de NADH e
NADPH, respectivamente. Substratos importantes no processo de reducdo da Metemoglobina. Fonte: Percy
e Lappin (2008).

O eritrécito humano maduro ndo possui estrutura mitocondrial ou nuclear
para o metabolismo de aminoacidos e lipidios, toda a sua energia resulta do
catabolismo da glicose (Zhang et al., 2011). 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 bicéncava da célula

(Horowitz e Greenamyre, 2010; Sousa et al., 2015). A entrada de glicose nos

eritrocitos ocorre por difusdo facilitada, através de uma proteina transportadora

14



de glicose ou glicose permease, néo insulino-dependente (Van Wik e Van
Solinge, 2005).

A geracdo de energia a partir de um substrato, como a glicose, é
realizada por um grande numero de enzimas e por trés vias metabdlicas
essenciais para a funcdo do eritrocito, entre elas: a via glicolitica Embden-
Meyerhof que € a principal via de sintese de ATP no eritrocito, a via da hexose
monofosfato (também chamada Shunt das pentoses) e a via da
metahemoglobina redutase (Kresge et al., 2005; Komati Reddy et al., 2015).

Além disso, o eritrocito dispde de defesas antioxidantes especializadas
para manter a Hb no seu estado funcional transportando grande quantidade de
O2 de forma segura para a sua integridade, por meio de um complexo sistema
de detoxificacdo, que previne o acumulo de radicais livres. Essas defesas
antioxidantes protegem as células de quatro formas possiveis como: 1)
impedindo a formacédo de radicais livres; 2) interceptando os radicais livres
formados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas; 3) reparando as
lesbes causadas pelos radicais e 4) proporcionando uma adaptacdo do
organismo em resposta a geracao desses radicais, com 0 aumento das enzimas
antioxidantes (Lenfant et al., 2005; Gueye et al., 2010; Senchenkova et al., 2017;
Revin et al., 2019).

A manutencgdo 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 (Birben
et al., 2012). O efeito cumulativo da lesédo oxidativa € responsavel pelo processo
normal de envelhecimento e destruicdo dos eritrocitos (Senchenkova et al.,
2017). Sendo assim, para combater a agressdo oxidativa no eritrocito, o
organismo se defende com defesas antioxidantes, as quais sao classificadas em
defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica (Pandey e Rizvi, 2010;
Senchenkova et al., 2017).

O sistema enzimatico do eritrdcito € 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
Superdéxido dismutase (SOD) Cu-Zn dependente converte O2--,formado na auto-
oxidacao da Hb, a H202, o qual tem reatividade limitada; 3) A Catalase (CAT) &

uma enzima citoplasmatica que apresenta quatro subunidades, cada uma
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contendo um grupamento Fe®*, ligado ao seu sitio ativo, esta enzima decompde
0 H202 em H20 e O: e realiza a oxidagdo de doadores de H*, como metanol,
acido férmico e formadis, com o consumo de peroxidos (atividade peroxidica); 4)
A Glutationa peroxidase (GSH-Px) é uma enzima mitocondrial e citoplasmatica
que detoxifica o H202 e remove hidroperoxidos lipidicos formados na membrana,
utiizando a GSH como cofator; 5) A glutationa redutase (GR) NADPH
dependente € uma enzima citoplasmatica que reduz a GSSG em GSH (Figura
11) (Tomaiuolo, 2014; Cluitmans et al., 2016; Orbach et al., 2017).

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 é um dos antioxidantes mais importantes residentes na
membrana, que funciona como um finalizador de reacbes em cadeia,
interrompendo a propagacéo dos radicais livres. Assim como, o 3-caroteno (proé-
vitamina A) e o acido ascorbico (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
(Sarkar et al., 1995; Chung et al., 1998; Li et al., 2012; Fernandes et al., 2013).

O principal tampéao redox do eritrocito € a GSH, um tripeptideo formado
por residuos de glicina, glutamato e cisteina, sendo esse ultimo aminoacido
portador do grupo sulfidrila (SH), grupo empregado nas reacdes de Oxido-
reducdo nas quais a molécula participa. A funcado da GSH é manter componentes
diversos da célula em estado reduzido, especialmente proteinas e ions Fe2+ de
grupos heme. O mecanismo redox de remoc¢ao de H202 envolve a oxidacao da
GSH, gerando o dimero denominado GSSG. Entretanto, para que ocorra a
regeneracao da GSSG por reducéo é necessario que a GR utilize NADPH como
fonte de elétrons (Zager e Burkhart, 1998; Schulz et al., 2000; Flohe et al., 2003).
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Figura 11: Mecanismo de protecéo do sistema antioxidante dos eritrécitos a partir da producéo de espécies
reativas de oxigénio e producéo de metemoglobina. Fonte: HARRIS (1991)

Nesse contexto, considerando os efeitos oxidativos ocasionados pela
PQT, especialmente pelo metabodlito DDS-NOH, gerando um desequilibrio do
sistema antioxidante do organismo e alteracfes hematoldgicas, no nimero das
populacdes celulares e na morfologia, visamos neste estudo verificar e
correlacionar a presenca e a intensidade do estresse oxidativo nos pacientes
submetidos a PQT, os dados obtidos poderao auxiliar no surgimento de estudos
sobre possiveis terapias adjuvantes, para reestabelecer o equilibrio redox do
organismo e proteger o tecido sanguineo de possiveis alteracdes, reduzindo os

efeitos adversos e com isso diminuindo a taxa de abandono a medicacéao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resposta hematologica, oxidativa, bioquimica e

imunologica provocada pela poliquimioterapia em pacientes com hanseniase.

4.2 0bjetivos especificos:

Avaliar parametros hematolégicos dos pacientes com hanseniase antes
e durante o uso de PQT;

Quantificar metemoglobina nas amostras sanguineas dos pacientes com
hanseniase antes e durante o uso de PQT;

Avaliar parametros antioxidantes e pré-oxidantes, como GSH e os niveis
de peroxidagéo lipidica dos pacientes com hanseniase antes e durante o
uso de PQT;

Avaliar marcadores bioquimicos no plasma, tais como marcadores de
dano hepatico e lipidico dos pacientes com hanseniase antes e durante o
uso de PQT.

Avaliar perfil de resposta imunoldgica dos pacientes com hanseniase
antes e durante o uso de PQT;

18



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Individuos e Tamanho Amostral

Foram avaliados no periodo de Setembro/2018 a Nov/2019, 60
pacientes diagnosticados com hanseniase na Unidade de Referéncia
Especializada Dr. Marcello Candia em Marituba — Para. O tamanho amostral foi
calculado com base na taxa de detec¢do de hanseniase no Estado do Para, que
€ de 12,93% (SINAN, 2017), segundo Formula de calculo descrita por SANTOS
(2018), utilizando Nivel de Confianca de 95%. Os voluntarios foram esclarecidos
quantos o objetivo do estudo e finalidade dos resultados, obedecendo aos
Aspectos Eticos e Legais da Resolucdo CNS 466/12.Todos os participantes
deste estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (ANEXO
1). Para realizacdo desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Paré e esta de acordo com
as diretrizes da Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. A aprovacgao
foi registrada sob o parecer n°® 157.263 e CAAE 07763212.7.0000.0018 (ANEXO
2.

No presente estudo, o delineamento experimental (Figura 12) consistiu
em dois grupos: grupo controle, constituido de voluntarios saudaveis e com idade
entre 20 a 45 anos que nao possuem outras infeccdes e 0 grupo de pacientes,
gue foram acompanhados durante o periodo de tratamento e subdivididos em: i)
grupo DO, etapa em que receberam o diagndstico de hanseniase e que ainda
nao comecam a PQT; ii) D3-D6, correspondem ao terceiro e sexto més de PQT,;
iii) D7-D9, correspondem ao sétimo e nono més de PQT e iv) D9-12,

correspondem ao ultimo trimestre do tratamento.
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5.2 Local de pesquisa

A coleta das amostras de sangue dos pacientes com hanseniase foi
realizada na Unidade de Referéncia Dr. Marcelo Candia, situada no municipio
de Marituba (PA), uma instituicdo que oferece assisténcia ambulatorial aos
portadores de hanseniase e oferece treinamento para os profissionais de saude

no controle da doenca no estado.

5.3 Obtencéao e preparo das amostras

Foi realizada puncéo venosa para coleta de 10 mL de sangue. Apés a
coleta, 8 mL do material foi conservado em heparina e centrifugado a 3000 rpm
por 15 minutos: a porcdo de plasma foi armazenada em microtubos para os
testes de peroxidacgéo lipidica e nitritos e os eritrécitos foram lavados com
solucéo de NaCl a 0,9% por trés vezes, com rotacao de 3000 rpm por 5 minutos.
Ao final do processo foi preparada uma suspensao de eritrécitos a 50% para
cada material colhido. Do material colhido por puncdo venosa, 2 mL foram

conservados em EDTA dissodico para analises hematologicas.

5.4 Teste Qualitativo de Brewer (G6PD)

Foi realizada a verificacdo qualitativa da enzima por teste colorimétrico,
baseado na oxidacdo da hemoglobina pelo nitrito de sodio e a reconversao
enzimatica desta na presenca de azul de metileno, por transferéncia de
hidrogénio de NADPH para a metemoglobina, facilitando a sua reducéo (Brewer
et al., 1962). Para isto, preparou-se uma solucdo de 5mL de glicose, nitrito de
sédio e azul de metileno. A esta solucéo adicionou-se 1mL de sangue total. Dois
tubos controles foram utilizados um com apenas sangue, glicose e azul de
metileno (controle negativo) e outro com sangue, glicose e nitrito de sodio
(controle positivo), ambos foram incubados por 3 horas a 37°C em banho maria.
Apods o periodo de incubacéo, retirou-se 20uL do tubo e este foi transferido para
um tubo contendo 1mL de &gua destilada. A leitura foi baseada na comparacéo
da coloracdo exibida pela amostra com as amostras dos tubos controle. A cor
vermelho vivo indicou normalidade e a cor castanho escuro, deficiéncia

enzimaética.
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5.5 Determinagéo do percentual de Metemoglobina

A metodologia utilizada foi adaptada de Hegesh et al. (1970). O ensaio
consistiu na leitura das absorbancias de oximetahemoglobina e MetHeb
naturalmente presentes nos eritrocitos quando expostos ao ferricianeto de
potdssio, um agente metemoglobinizante, e ap0s a utilizacdo de um agente
neutralizador. Foram utilizados 400uL da suspenséo de eritrocitos, onde foi
adicionado Triton X, H20 destilada gelada e tampéao fosfato. As leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro a 630nm.

5.6 Quantificacado de Ferro Sérico

A quantificacdo do ferro sérico foi realizada pela metodologia Labtest
Ferrozine®, onde os ions férrico sdo dissociados da transferrina por acao de um
tampéao de pH &cido e reduzidos a ions ferroso por acéo da hidroxilamina. Apés
a adicdo do Ferrozine® formou-se um complexo magenta brilhante cuja
absorbancia, foi medida em 580nm, sendo proporcional a quantidade de ferro

presente na amostra.

5.7 Quantificacdo dos Marcadores Hepéaticos

A determinacdo das enzimas Aspartato Aminotransferase (AST) e
Alanina Aminotransferase (ALT) foram realizadas através dos kits comerciais da
Bioliquid, métodos realizados por meio cinético UV e absorbéancia lida em 340nm.

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

Como parametro clinico de avaliacdo da lesédo das vias e fluxo biliar, foi
determinado a concentracao sérica de fosfatase alcalina em U/L. Empregamos
o kit comercial Fosfatase Alcalina Bioclin. O volume de soro utilizado foi de 10uL.

5.8 Determinacéao de Glutationa Reduzida

Os valores de glutationa reduzida (GSH) foram determinados nos
eritrocitos de acordo com o método de Ellman (1959). As suspensdes de
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eritrocitos foram desproteinizadas com &cido tricloroacético 2% e o
sobrenadante, contendo a GSH, foi clareado por centrifugacéo a 7000 rpm por 5
min, em seguida adicionar-se-a o acido 5,5’- ditio-bis (2-nitrobenzdico) (DTNB)
com uma concentragdo de 0,47mM, culminando na formacg&o do acido 5-tio-2-
nitrobenzadico (TNB), que é proporcional a concentracdo de &cido tiol sollvel,
principalmente a GSH. O experimento foi feito a 25°C e os valores de
absorvancia serdao obtidos a A=412 nm em espectrofotbmetro contra um
reagente branco. As concentra¢cdes nas suspensdes de eritrécitos foram
calculadas a partir de uma curva-padréo de absorgéo versus a concentracao de

GSH nas células, expressa em pM/mL.

5.9 Peroxidacao Lipidica

A peroxidagdo Lipidica foi avaliada a partir da quantificacdo do
Malondialdeido (MDA), um peroxido lipidico utilizado como um indicador do
estresse oxidativo. A determinacao foi realizada segundo o método descrito por
Ondei et al. (2013). Esta técnica baseia-se na reacdo do MDA com o &cido
tiobarbitdrico (TBA), em pH baixo e temperatura elevada, formando o complexo

MDA-TBA de cor r6sea, com absorbancia em 535 nm.

5.10 Analise hematoldgica

As amostras foram analisadas por meio de metodologia semi
automatizada, utilizando o contador ABX micros 60, nas quais foram avaliados
0S seguintes parametros: hemacias, hemoglobina, hematécrito, VCM (Volume
Corpuscular Média), CHCM (Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular
Média), RDW (Redcell Volume DistributionWidth), leucdcitos totais e plaguetas.
Para a visualizacdo de possiveis alteracfes celulares, como poiquilocitose, o
filme sanguineo foi realizado em todas as amostras, utilizando a coloracéo
pandtica e, posteriormente submetido a microscopia 6ptica como método para a

visualizagdo dos elementos celulares.

5.10 Dosagem de Citocinas

As concentragfes plasmaticas de IL-17a (PeproTech, EUA) e IL-6, IL-10,
IL-4, TGF-B e TNF-a (todas da eBioscience, EUA), foram quantificadas por

ensaio imunoenzimatico (ELISA) no leitor de microplacas (EzReader, EUA). Os
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limites de deteccé&o de cada citocina foram: TNF-a, 4-500 pg / mL; IL-6, 2-200 pg
/ mL; IL-10, 2-300 pg / mL; IL-17a, 6-1000 pg / mL; IL-4, 2 - 400 pg / mL; TGF-p,
20-1000 pg / mL.

5.11 Analise Estatistica

ApoOs tabulacdo dos resultados obtidos nas diversas avaliagdes, os valores
obtidos foram inseridos no software GraphPad Prism 7.0 (Graphpad Software 7,
INC). A verificagdo da normalidade de distribuicdo dos dados foi testada pelo
método de Shapiro Wilk (p> 0.05). Para as varidveis que apresentaram
normalidade foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via com critério
de correcéo a posteriore de Bonferroni, com nivel de significancia de p<0,05. Os
resultados foram expressos textualmente e em gréaficos com média e erro padréo

(média erro padrao).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas demograficas, laboratoriais e funcionais dos

participantes do estudo.

O estudo correspondeu a 60 pacientes e 10 individuos saudaveis, no
qual 100% dos casos foram classificados como MB. A maioria dos pacientes é
do sexo feminino (59%) com idade variando de 31 a 45 anos, 75% apresentaram
indice bacterioldgico (IB) positivo variando de 1 a 4, 49% possuem grau de
incapacidade 2 e 86% nao possuem deficiéncia de G6PD. Todos os voluntarios

saudaveis ndo apresentaram IB e grau de incapacidade (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas demograficas, laboratoriais e funcionais dos
participantes do estudo.

VGl DO D3-6 D7-9 D10-12 Controles

(n:15) (n:15) (n:15) (n:15) (n:10)

Género (%)

Feminino 59% 59% 59% 59% 60%

Masculino 41% 41% 41% 41% 40%

Idade

20-30 28% 28% 28% 28% 90%

31-45 72% 72% 72% 72% 10%

indice Bacteriolégico

0 26% * * * 100%

1-2 49% b b ks -

3-4+ 25% b * & -

Grau de

Incapacidades

0 24% * * * -

1 27% * * * -

2+ 49% * * * -

Forma clinica

Paucibacilar - - - - -

Multibacilar 100% 100% 100% 100% -

Deficiéncia de G6PD

Negativo 86% 86% 86% 86% 100%

Positivo 14% 14% 14% 14% -

LEGENDA: * N&o foi possivel ter acesso aos resultados; - Ndo existem outro dados
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6.2 Perfil Hematolégico

O perfil hematoldgico dos pacientes em tratamento para hanseniase
fornece dados que podem justificar possiveis intervencdes na PQT, visto que
sao relatados pela literatura quadros de anemia decorrentes de tratamento
terapéutico com drogas oxidantes, como por exemplo a Dapsona.

Na tabela 2 é possivel observar que todos os pacientes com hanseniase
em uso de PQT apresentaram diminuicao significativa nos valores de hemacias,
hemoglobina e hematdcrito em relagéo ao controle. Além disso, 0s pacientes que
estavam entre a 72 Dose (D7) e 122 Dose (D12) apresentaram diminuicdo do
namero de plaquetas em relagdo em relagcédo aos grupos Controle, DO.

Tabela 2: Pardmetros hematoldgicos dos individuos saudéaveis, pacientes com
hanseniase e em uso da PQT.

Parametro controle DO D3-6 D7-9 D10-12
Hemacias 4.57+0.98 5.02+0.61 3.74+0.57* 3.77+£0.49* 3.56+0.56"
(millions mm=3)

Hemoglobina 14.53+1.37 14.27+0.54 11.89+1.51* 11.13+1.05** 11.40+1.17*
(gdr)

Hematécrito 43.37+2.48 48.12+3.41 36.74+4.11* 36.4+2.38* 34.87+3.10*
(%)

Plaquetas 241+1.41 209+26.06 173+23.67 309+1,73* 256+21.92
(U mm-3)

Os resultados realizados em triplicatas. One-way ANOVA e teste post-hoc Bonferroni, utilizando como base
de comparacgéo o grupo controle e os pacientes que ainda ndo receberam PQT (DO0), p <0,05. Os dados
foram expressos em média + desvio padréo *Diferenga estatistica em relacéo ao grupo controle; * Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo DO;

6.3 Determinacdo do Percentual de Metemoglobina (%MetHb)

A determinacdo do percentual de metemoglobina (Figura 13) avalia a
proporcao entre os estados de oxidac&o/reducao do ferro contido no grupamento
heme. Notou-se que os pacientes diagnosticados com hanseniase, mas ainda
sem PQT (DO - 3,313+ 0,4048; p<0.05) apresentam aumento do % MetHb em
relacdo ao grupo controle (1,393+ 0,31) (valor de referéncia: <2%). No entanto,
a PQT potencializou a formacao de MetHb a partir da 32 Dose até a 122 Dose
(D3-6 — 4,622+0,2535; D7-9 — 7,94+0,8485; D10-12 — 12,3+1,556) quando
comparado ao grupo controle e hanseniase sem tratamento, chegando a um
percentual aproximado de 14% de metemoglobina. Esse comportamento pode

sugerir um efeito dose-dependente.
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Figura 13: Percentual de MetHb em suspenséo de eritrocitos de individuos saudaveis, pacientes com
hanseniase e em uso da PQT. Os dados foram expressos em média + erro padrdo, sendo os resultados
realizados em triplicatas. One-way ANOVA e teste post-hoc de bonferroni, p <0,05. * Diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle; * Diferenca estatistica em relacdo ao grupo DO;

6.4 Parametros de Estresse Oxidativo

Em relacéo a producéo de antioxidantes, os niveis de GSH no plasma
(Figura 14 A) ndo sofreram alteracdes dos pacientes sem tratamento (DO -
3,185+ 0,857) e nos tratados até o terceiro trimestre de PQT (D3-6 - 3,983+
1,023; D7-9 - 5,193+ 0,534) quando comparados ao grupo controle (4,317+
1,372), apenas no ultimo trimestre de tratamento (D10-12 - 12,57+ 1,665;
p<0.05), houve um aumento dos niveis de GSH quando comparado aos demais
grupos.

Ja no eritrocito (figura 14 B), os niveis de GSH estavam reduzidos no
segundo (D3-6 - 1,148+ 0,5191; p<0.05) e terceiro trimestres de PQT (D7-9 -
1,025+ 0,179; p<0.05) comparados ao controle (2,495+ 0,444) e ao ultimo
trimestre (D10-12 - 2,467+ 0,386), nao havendo diferenca em relagcdo aos
pacientes nao tratados (DO - 1,76+ 0,265).

Na avaliacdo da peroxidacao lipidica, os niveis de TBARS no plasma
(Figura 14 C) se encontram elevados nos pacientes diagnosticados com
hanseniase sem tratamento (DO - 22,31+3,816; p<0.05) em relacdo ao grupo

controle (9,306+1,081). Entretanto, a partir do primeiro trimestre de tratamento,

27



0s niveis de peroxidacdo lipidica estavam extremamente elevados (D3-6 -
69,08+7,493; D7-9 - 67,28+6,088; D10-12 - 63,7+2,488; p<0.05), permanecendo

no pico oxidativo até o final do tratamento.
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Figura 14 — Avaliac@o de paradmetros oxidativos GSH no plasma (A), GSH nos eritrdcitos (B) e Peroxidagéo
Lipidica (C), em individuos saudaveis, pacientes com hanseniase e em uso da PQT. Os dados foram
expressos em média + erro padrédo, sendo os resultados realizados em triplicatas. One-way ANOVA e teste
post-hoc de bonferroni, p <0,05. * Diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle; * Diferenca estatistica
em relag&o ao grupo DO;

6.5 Perfil Bioquimico

Nos niveis de triglicerideos (Figura 15 A), encontrou-se uma reducéo no
segundo trimestre da PQT (D3-6 - 81,7+ 14,94; p<0.05) em relacdo aos grupos
controle (111,9+12,58) e aos pacientes nao tratados (DO - 110,4+ 25,58) néo
havendo diferenca em relagdo aos demais grupos (D7-9 — 94,31+ 9,583; D10-12
— 87,3+ 18,14). Observou-se uma reduc¢do dos niveis de colesterol total (Figura
15 B) no segundo (D3-6 - 187,7+41,52; p<0.05) e terceiro trimestre (D7-9 -
184,5£33,99; p<0.05) da PQT quando comparado ao grupo controle
(260,8+20,83), ndo havendo diferenca em relacdo aos demais grupos (DO-
206,2+ 43,49; D10-12 — 242,9+ 36,77).
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Os niveis de fosfatase alcalina (Figura 15 C) aumentaram nos pacientes
diagnosticados com hanseniase (DO - 76,69+15,52; p<0.05) quando
comparados ao controle (49,77+5,113), reduzindo a partir do segundo trimestre
de tratamento (D3-6 — 52.41+8.24) e se mantendo nos valores normais até o final
do tratamento (D7-9 — 48,28+ 2,926; D10-12 — 54,28+ 8,654) comparado ao
controle. Outro parametro alterado foi o nivel sérico de Ferro (Figura 15 D) que
estava elevado nos dois ultimos trimestres do tratamento com a PQT (D7-9 —
130,5+ 26,16; D10-12 — 159,8+ 30,47; p<0.05), em relacdo aos demais grupos
avaliados (Controle — 75,54+ 10,03; DO — 72,31+ 14,22; D3-6 — 84,12+ 9,328).

Ja narelacdo AST/ALT (Figura 15 E), observa-se um aumento no ultimo
trimestre de tratamento com PQT (D10-12 - 2,015+ 0,584; p<0.05) em relacéo
ao grupo Controle (1,098+ 0,449), ao grupo DO (1,09t 0,402) e ao segundo
trimestre de tratamento (D3-6 -1,113+ 0,416), ndo havendo diferenca entre o

terceiro trimestre (D7-9 - 1,479+ 0,414) e os demais grupos.
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Figura 15 - Avaliacdo de parametros bioquimicos: triglicerideos (A) Colesterol Total (B) Fosfatase Alcalina
(C), Ferro Sérico (D) e Relagcdo AST/ALT (E) em individuos saudaveis, pacientes com hanseniase e em
uso da PQT. Os dados foram expressos em média + erro padrdo, sendo os resultados realizados em
triplicatas. One-way ANOVA e teste post-hoc de Bonferroni, p <0,05. * Diferenca estatistica em relagdo ao
grupo controle; * Diferenca estatistica em relacéo ao grupo DO;

6.5 Perfil de Citocinas

Os Pacientes com hanseniase apresentaram altos niveis de IL-6 (DO-
31,06 + 8,13; Controle- 9,04 + 2,01), IL-17 (DO- 56,14 + 10,33; Controle- 23,21 +
7,38), TNF-a (D0-16,78 + 4,32; Controle- 5,47 + 1,29) e IL-4 (DO- 21,74 + 5,26;
Controle- 16,01 + 3,57) comparado ao grupo controle (Figura 16 A,B,C,E). Em
contrapartida, foi observado baixos niveis de IL-10 e TGF-§ (D0- 105,11 + 32,40;
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Controle- 371,2 + 14,78) (Figura 16 D-F) quando comparado ao grupo controle
(individuos saudaveis). No entanto, o tratamento com PQT nos pacientes com
hanseniase, foi capaz de reduzir significativamente as citocinas com perfil
inflamatoério (Thl) e anti-inflamatério, como IL-4 (14,82 + 16,53), chegando a
niveis basais (IL-6- 11,6 + 13,12; IL-17-25,13 + 36,8; TNF-a — 5,73 £+ 6). No

entanto, o tratamento elevou a producao de citocinas imunossupressoras, como

IL-10 (10,18 +

11); TGF-B- 393,35 =+

hanseniase sem tratamento, retornando aos niveis basais.
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Figura 16 — Niveis séricos de citocinas: (A) IL-6, (B) IL-17, (C) TNF-a,(D) IL-10,(E) IL-4,
(F) TGF-B em individuos saudaveis, pacientes com hanseniase e em uso com a PQT.
Os dados foram expressos em média + erro padrdo, sendo os resultados realizados em
triplicatas. One-way ANOVA e teste post-hoc de Bonferroni, p <0,05. * Diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle; # Diferenca estatistica em relagdo ao grupo
DO.

7 DISCUSSAO

Neste estudou foi avaliado os parametros hematologicos, estresse
oxidativo e o perfil imunolégico de pacientes recém diagnosticados com
hanseniase e durante o tratamento da PQT. A infec¢cdo por M.leprae gerou um
aumento do percentual de metemoglobina e fosfatase alcalina. Além disso,
aumento da secrecao de citocinas pro-inflamatérias tais como 1I-6, IL-17 e TNF-
a e reduziu IL-10 e TGF-B. Em contrapartida, durante o uso da PQT, observou-
se diminuicdo dos numeros de hemécias, hemoglobina e aumento do percentual
de metemoglobina, com isto aumento do nivel de ferro sérico. Além disso, foi
observado a reducao do perfil inflamatério e aumento de citocinas reguladoras.
Também foi visto um aumento da peroxidacao lipidica, reducdo dos niveis de
GSH, sugerindo um estado de estresse oxidativo, com alteragcbes dos
marcadores bioquimicos lipidicos e hepaticos.

A idade com maior prevaléncia dos pacientes com hanseniase foi na
faixa etaria de 31 a 45 anos (72%), corroborando com estudos que
demonstraram que apesar de ser uma doenca que se manifesta em todas as
idades (De Wit et al., 1996; Hall e Salipante, 2010), é na populacdo adulta e em
plena capacidade produtiva, que existe a maior predominancia. Em relagcéo a
distribuicdo de casos por sexo, predominou maior incidéncia no sexo feminino.
Segundo a OMS, na maior parte do mundo os homens sdo mais afetados do que
as mulheres, geralmente seguindo a proporc¢éo 2:1 (World Health Organization,
2017).

Quanto o numero de pacientes que ja apresentaram grau de
incapacidade no momento do diagnostico, 49% apresentaram o grau mais grave,
o Grau ll, isto é indicativo de um diagnéstico tardio (Brasil, 2018) Quando nao
diagnosticada precocemente tem potencial de gerar incapacidades fisicas e

deformidades irreversiveis, 0 que pode afastar o paciente da atividade produtiva
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e gerando um elevado custo social e para a familia (Lana et al., 2013; Sales et
al., 2013; Araujo et al., 2014; Lastoria e Abreu, 2014b). Observou-se que a
classificacéo operacional de todos os pacientes, foi a multibacilar, o que chama
atencao por dois motivos, por ser a forma mais grave, com maior possibilidade
de sequelas e o outro por ser transmissivel.

Entretanto quando descoberta de maneira precoce e com intervencao
medicamentosa com a PQT, terapia combinada que reduz a carga bacteriana
logo apoés o inicio do tratamento, leva a incidéncia de deformidades a niveis
muito baixos (Romero-Montoya et al., 2017), porém a administragdo da PQT esta
relacionada a varias reacfes adversas pelo seu uso (Guragain et al., 2017).

Dentre elas, a anemia caracterizada pela deficiéncia na concentracéo de
hemoglobina, nimero de heméacias e hematdécrito (Sztiller et al., 2006). Esse
comportamento pode ser visto neste estudo, onde os pacientes submetidos a
PQT a partir do segundo trimestre de tratamento, apresentam reducdo em todos
os trés parametros hematoldgicos (Kaluarachchi et al., 2001), sugerindo-se a
presenca de anemia hemolitica, pela formacéo de metemoglobina vista em todos
0s meses de tratamento, além da reducdo dos niveis de colesterol que podem
estar associadas a uma possivel atividade eritropoiética (Shalev et al., 2007;
Fessler et al., 2013), também relacionado a quadros de anemia hemolitica (Atac
et al., 2003).

A metemoglobina é a forma oxidada da hemoglobina Fe®*, esta ndo
possui a capacidade de ligar-se ao oxigénio, provocando a interrupcao da
capacidade de transporte de oxigénio (Traeger-Synodinos et al., 2001), desta
forma, as alteracbes como cianose, com um quadro caracteristico de baixa
saturacdo de oxigénio no sangue e descoloracdo azulada ou purpura da pele
(Da-Silva et al., 2003).

O ferro férrico proveniente da Metemoglobina participa da reacdo de
Fenton, uma reacdo rapida, originando o ferro ferroso, este reage com o H20z,
formando o radical OH-. Esse radical inicia a peroxidacéao lipidica, onde tanto o
Fe3* e o Fe2+ catalisam hidroperoxidos lipidicos, respectivamente em radicais
alcoxi (LOe) e radicais peroxi (LOOe¢), que levam a lesdo hepatica e alteragdes
hematolégicas (Gutteridge, 1986; Faivre et al., 1998; Woollard et al., 2009;
Rifkind et al., 2015). Esse dano também pode ocorrer devido a degradacao ou

diminuicdo da disponibilidade da proteina ferritina, responsavel em armazenar o

33



ferro em seu nucleo, inibindo assim a reatividade do ferro e o seu acumulo nos
tecidos (Kohgo et al., 2008; Walker et al., 2016).

Essas alteracOes estéo relacionadas a farmaco Dapsona, constituinte da
PQT, que devido a capacidade do seu metabodlito DDS-NOH de desnaturar por
vias oxidativas a membrana dos eritrécitos (Mcmillan et al., 1995; Bolchoz et al.,
2002), acelerando o processo de hemdlise. 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
eritrécitos estando intimamente ligada a um quadro de anemia, iniciando pelo
dominio citosdlico das proteinas de membrana dos eritrcitos, a banda 3, que
leva a formacao de MetHb e o comprometimento da atividade da proteina tirosina
quinase e das fosfatases (Anemia Hemolitica), com formacao de agregados da
banda 3 na membrana eritrocitaria.

Estudos realizados em humanos relacionaram o efeito da DDS-NOH aos
distarbios hematoldgicos e producédo de EROs, como os relatados por Bradshaw
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 formacdo de
MetHb, sendo que a DDS-NOH mostrou maior efeito metahemoglobinizante
quando comparado ao sulfametoxazol. Além disso, os metabélitos, DDS-NOH e
MADDS-NOH foram capazes de elevar a concentracdo intracelular de EROS,
relacionadas com os efeitos toxicos da DDS .

Este mecanismo também foi sugerido por Reilly et al (1999) que
demonstraram que o potencial de induzir MetHb nos eritrcitos in vitro esta
relacionado ao ciclo de oxidagdo-reducdo com a oxihemoglobina e com
moléculas Oz, produzindo MetHb e EROs, respectivamente. Entretanto, este
efeito hematotoxico da DDS-NOH né&o ocorre somente na deficiéncia de G6PD,
como pode observar-se neste estudo onde apenas 14% dos pacientes possuem
a deficiéncia, ou em situacdes de deplecdo da atividade antioxidante de GSH,
gue € uma das principais causas da formacéo de MetHb pela DDS-NOH.

Os danos oxidativos ocasionados pela PQT também foram encontrados
através da dosagem de marcadores pré-oxidantes como TBARS, onde
indiretamente pode-se dosar o malondialdeido, produto final estavel do processo
de peroxidacao lipidica e considerado um importante mediador de danos nos
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tecidos. Outros estudos, que também avaliaram o periodo de tratamento,
observaram um aumento da peroxidacéo lipidica nos pacientes com hanseniase
e submetidos a PQT (Bhadwat e Borade, 2000; Reddy et al., 2003; Jyothi et al.,
2008; Oliveira et al., 2015). Em trabalhos j& foi observado que o tratamento com
DDS-NOH em eritrécitos aumentou os niveis de MDA, sugerindo que este
metabolito é o responsavel pelo estresse oxidativo nas heméacias (Edwards e
Fuller, 1996; Albuquerque et al., 2015).

A fim de verificar a responsividade do sistema antioxidante frente a
oxidacao constante dos farmacos da PQT, realizou-se a dosagem da GSH,
antioxidante conhecido por ser a primeira linha de defesa do eritrcito na
reciclagem contra agentes oxidantes (Pang e Panee, 2014; Maurya et al., 2015).
Foi observado uma reduc¢éo dos niveis de GSH no eritrécito e um aumento dos
niveis plasmaticos. Sugere-se que isto ocorra devido a capacidade da GSH
reduzir o nitrobenzeno (Becker e Sternson, 1980) transformando-o em uma
molécula de DDS (Lee et al., 2013), esta por sua vez metabolizada no figado
tornando o metabolito DDS-NOH (Coleman et al., 1989), dando assim
continuidade ao processo continuo de oxidagdo, de forma que este processo se
repita até que os niveis de GSH estejam esgotados (Rebecca, 2000).

Outro fator que pode estar envolvido na reducéo dos niveis de GSH nos
eritrocitos, é a reducdo dos niveis de triglicerideos e aumento do colesterol, um
importante componente estrutural da membrana plasmatica (Chabanel et al.,
1983; Mohandas e Gallagher, 2008), responsavel pela regulacdo da bicamada
lipidica (Chabanel et al., 1983) e por estar envolvido na incorporacdo de
antioxidantes na membrana do eritrécito (Lopez-Revuelta et al., 2006; Sanchez-
Gallego et al., 2010). Essa alteracao ainda pode estar envolvida com o préprio
M. leprae, que utiliza o colesterol como fonte de carbono para o seu metabolismo
(Salgado et al., 2018).

Com o intuito de avaliar possiveis danos hepaticos devido este érgao ser
responsavel por processos de metabolizacdo (Li et al., 2015), que incluem os
farmacos da PQT, gerando uma producdo de EROS (Chen et al., 2016;
Vespasiani-Gentilucci et al., 2018) observou-se um aumento da relagcdo das
aminotransferases (ALT/AST) no ultimo trimestre de tratamento, sugerindo dano,
este que pode estar envolvido pelo aumento do quadro de estresse oxidativo
(Cichoz-Lach e Michalak, 2014; Zhang et al.,, 2018). Além disso, existem
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alteracOes relacionadas apenas a hanseniase, como o aumento dos niveis da
enzima fosfatase alcalina, sua elevacdo sérica estad correlacionada com a
presenca de doencas e alteracbes no figado, o envolvimento hepatico é
observado nos estagios iniciais da doenca, uma vez que a forma virchowiana,
classificada operacionalmente como MB, possui acometimento hepético e
esplénico. (Gordin et al., 1997; Kriakov et al., 2003; Tural Oniir et al., 2016).
Biomarcadores tais como as citocinas também sao usados para monitorar
a resposta imune em pacientes com hanseniase antes e durante o tratamento
com a PQT. Embora diversos estudos apontem que o perfil Thl é presente em
PB e Th2 pacientes MB, muitos pacientes mostram ter o perfil misto
imunologicamente dinamico, que vai além da polarizacdo de Thl e Th2, com a
diferenciacdo em outras subpopulacdes de linfécito T tais como Th9, Th22, Th17
e Treg (células T reguladoras) (Walker e Lockwood, 2006; Santos et al. 2017;
Sousa, Sotto e Quaresma,2017). Linfocitos Th17 produzem TNF-q, IL-6, IL-4, IL-
17 e INOS com aumento de EROs resultando na destrui¢cao do bacilo. A citocina
IL-17 a exemplo tem um importante papel na resposta frente a patdogenos
intracelulares além de induzir a producdo de citocinas proé-inflamatérias e
guimiocinas resultando na ativacdo e recrutamento de neutréfilos e mondcitos
para o sitio inflamatério (Saini, Ramesh, Nath, 2013; Aardo et al. 2016).
Contudo, o aumento exacerbado de IL-17 esta associado ao processo de
desmielinizagdo, levando consequentemente dano tecidual (Aaréo, et al. 2016).
Além de IL-17 foi observado aumento das citocinas pro-inflamatorias tais
como IL-6 e TNF-a em pacientes recém diagnosticados com hanseniase. No
entanto, apds os trés primeiros meses de uso da PQT os niveis da IL-6
reduziram. Este resultado também foi observado por Cassier-Costa (2017), em
gue pacientes LL sem tratamento apresentaram aumento de IL-6 e ap0s 0 uso
da PQT foi observado baixos niveis desta citocina. A PQT a qual € composta por
clofazimina e dapsona poderiam ser as responsaveis pela reducao das citocinas
pré-inflamatérias como ja observado anteriormente por Moubasher et al. (1998).
Durante o tratamento da PQT também foi observado o aumento de
citocinas anti-inflamatérias tais como IL-10 e TGF-B, chegando a niveis
semelhantes aos individuos saudaveis. Estas citocinas sdo responsaveis por
suprimir a ativacdo de macréfagos e inibir a secrecdo de citocinas pro-

inflamatorias (Komai et al. 2018). De acordo com Cassier-Costa (2017), o
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aumento de IL-10 bem como IL-13 apds o tratamento com a PQT pode sugerir
efetividade do tratamento. Além disso, o aumento de IL-10 associado a baixa
carga bacteriana é considerado um importante marcador para diferenciar
pacientes infectados de ndo infectados e entre pacientes de contatos domésticos
(Moubasher et al. 1998; Cassier-Costa, 2017).
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8 CONCLUSAO

A infeccdo com o Mycobacterium leprae induziu a um leve aumento no
percentual de metemoglobina e nos niveis de MDA, mas elevou de forma
expressiva a enzima fosfatase alcalina.

O tratamento com a PQT levou a um quadro de anemia hemolitica e
metemoglobinemia, gerando um estresse oxidativo que pode estar
associado ao acumulo de ferro, com aumento da peroxidacéo lipidica e
reducdo nos niveis de GSH.

A PQT pode levar a alteragcbes na funcdo hepdética, por aumentar a
relagdo ALT/AST, gerando eventualmente dano hepatico.

Percebe-se que a partir do segundo trimestre (D3-6) de tratamento com a
PQT ocorreu alteracfes hematologicas, bioquimicas e oxidativas, fato que
pode justificar a elevada taxa de abandono do tratamento ou mudanca no
esquema terapéutico.

Em relacdo a resposta imune, a infeccdo com o bacilo elevou a resposta
inflamatdria no paciente, enquanto o tratamento com a PQT induziu uma
resposta imunossupressora periférica nos pacientes com hanseniase com
aumento de IL-10 e TGF-B, levando a diminui¢cdo nos niveis de citocinas

pré inflamatdrias (TNF-a, IL-6, IL-17) e anti-inflamatoria (I1L-4).
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6- Objetivo do Estudo: O presente estudo visa avaliar parametros hematologicos e oxidativos em pacientes
com hanseniase.
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novo, estéril e descartado em lixo hospitalar apds o uso, para evitar qualquer possibilidade contaminagéo
para voceé.

9- Beneficios: Este estudo podera ndo trazer um beneficio direto aos individuos da pesquisa, mas trara
maior conhecimento para os pesquisadores e profissionais da saude sobre a intensidade dos efeitos adversos
gerados pela poliquimioterapia, contribuindo futuramente para melhorias no manejo destas reagdes e busca
de terapias adjuvantes que possam diminuir a intensidade da mesma.

10- Desisténcia: Os voluntarios podem desistir de participar deste estudo a qualquer momento. Néo
acarretando nenhum prejuizo ao individuo. Sendo este TCLE passivel de ser retirado, quando solicitado
pelo participante da pesquisa.

11- Sigilo: Os dados nao serdo divulgados de maneira alguma.

12- Direito a uma via do termo: O pesquisador responsavel por este estudo tem por obrigacéo fornecer
uma via deste documento ao individuo participante. Onde ao aceitar participar desta pesquisa, vocé
receberd uma via deste documento, assinada pelo pesquisador e por vocé (ou seu responsével legal) além
de rubricada em todas as paginas por ambos (pesquisador e participante)

13- Dispensa de despesas: Os individuos participantes deste estudo, em hipotese alguma terdo qualquer
custo financeiro. Onde asseguramos a garantia de ressarcimento de quaisquer gastos decorrentes da sua
participag@o nesta pesquisa.

14- Seguridade de integridade: Qualquer inesperado dano ao paciente, comprovadamente relacionado a
este estudo, o reparo sera de responsabilidade dos pesquisadores envolvidos. Onde o participante da
pesquisa recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita (pelo patrocinador), pelo tempo que for
necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa.

15- Indenizacdo: O participante da pesquisa tem direito & indeniza¢do em caso de danos decorrentes do
estudo.

16- Nomes dos Pesquisadores:

Marta Chagas Monteiro
Caroline Azulay Rodrigues

Belém,  de de20

[ na 8 [ N § £
/IZG.J.D ﬁ‘cng ﬂ"v@uﬁm { Onif)zmxb\/ff‘tm Qeo&m,oﬁuxb
# — Vi C

Professora do Programa de P6s-Graduagdo em Mestranda do Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéutica (PPGCF-UFPA) Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF-UFPA).

Prezado voluntério, caso haja descumprimento de qualquer um dos itens citados acima, ou caso vocé se
sinta prejudicado nesta pesquisa, por qualquer natureza. Por favor, entrar em contato com: Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Para (CEP-
ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ICS - Sala 13 - Campus Universitario, n°® 01, Guama. CEP: 66.075-
110 - Belém-Para. Tel: 3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br
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