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RESUMO

SILVA, M. K. R. O efeito do acido alfa lipéico e o quelante de ferro, deferoxamina,
sobre asaltera¢cdes bioquimicas e induzidas pela dapsona, em modelo animal.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade Federal do Para, Belém, 2023.

A dapsona (DDS) é um antibiético que atua inibindo a sintese do folato, apresentando
boa acéo bacteriostatica. Porém, pode acarretar eventos adversos severos como
distarbios, metemoglobinemia e hemdlise. Estes distlrbios hematoldgicos levam a
alteracdo da homeostasia do ferro e com isto aumenta a formacgéo de ERO's que
podem levar a um dano celular e tecidual. Neste contexto, fizemos uso concomitante
do acido alfa lipéico e o quelante de ferro, a deferoxamina (DFX), para avaliar seus
efeitos na formacgao de ERO desencadeadas pelo aumento do estresse oxidativo e do
ferro que foram induzidos pelo uso da dapsona. Para isto,foi induzido o processo de
estresse oxidativo e também a alteracdo a homeostasia do ferro, em camundongos
Swiss, fazendo- se uso de DDS, seguido de administracdo de ALA e DFX como
tratamento. Apos isto, foi realizado a dosagemde parametros de estresse oxidativo
no tecidos e no plasma, além da dosagem dos niveis de ferro. Nossos resultados
mostraram que a DDS levou a um aumento de metemoglobina e também nos niveis
de ferro, havendo a diminuicdo desses valores quando utlizado o tratamento
proposto com ALA e DFX. GSH ocorreu o aumento nos seus niveis e TEAC houve
reducdo em alguns orgdos especificos, ambos também receberam o tratamentos
com ALA e DFX, mas somente o DFX de forma mais eficaz restabeleceu os niveis
principalemente de GSH, no TEAC os tratamentos utilizados de forma individual
aprsentaram maior beneficio revertendo a inibigcdo da capacidade total. Ja na
avaliacao da peroxidacgéo lipidica, os animais apresentaram aumento do MDA pos o
uso de DDS, quando relacionamos com os tratamentos utilizados o ALA foi capaz de
inibir de forma significativa a peroxidacao lipidica induzida por DDS. Estes resultados
sugerem que o uso do &cido alfa lipdico e quelantes de ferro podem ser uma
alternativa para reduzir os efeitos do aumento do estresse oxidativo e de acumulo de
ferro no organismo, apresentando maior eficacia quando utilizados de forma
individual.

Palavra-chave: acido alfa lipoico, deferoxamina, dapsona, estresse oxidativo, ferro



ABSTRACT

SILVA, M. K. R. The effect of alpha lipoic acid and the iron chelator, deferoxamine, on
biochemical and dapsone-induced changes in an animal model. Dissertation
(Master's) - Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of
Para, Belém, 2023.

Dapsone (DDS) is an antibiotic that acts by inhibiting folate synthesis, with good
bacteriostatic action. However, it can cause severe adverse events such as
disturbances, methemoglobinemia and hemolysis. These hematological disorders lead
to alteration of iron homeostasis and with this increases the formation of ROS that can
lead to cell and tissue damage. In this context, we made concomitant use of alpha
lipoic acid and the iron chelator, deferoxamine (DFX), to evaluate their effects on the
formation of ROS triggered by the increase in oxidative stress and iron that were
induced by the use of dapsone. For this, the process of oxidative stress and also the
alteration of iron homeostasis were induced in Swiss mice, using DDS, followed by
administration of ALA and DFX as treatment. After this, parameters of oxidative stress
in tissues and plasma were measured, in addition to iron levels. Our results showed
that DDS led to an increase in methemoglobin and also in iron levels, with a decrease
in these values when using the proposed treatment with ALA and DFX. There was an
increase in GSH levels and TEAC there was a reduction in some specific organs, both
also received treatments with ALA and DFX, but only DFX more effectively restored
the levels mainly of GSH, in TEAC the treatments used individually showed greater
benefit by reversing total capacity inhibition. In the evaluation of lipid peroxidation, the
animals showed an increase in MDA after the use of DDS, when related to the
treatments used, ALA was able to significantly inhibit the lipid peroxidation induced by
DDS. These results suggest that the use of alpha lipoic acid and iron chelators may be
an alternative to reduce the effects of increased oxidative stress and iron accumulation

in the body, with greater efficiency when used individually.

Keywords: alpha lipoic acid, deferoxamine, dapsone, oxidative stress, iron
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1. INTRODUCAO

A producéo e a utlilizac&o de farmacos para o tratamento de diversas patologias tem
um crescimento significativo em todo mundo, representando uma elevada parcela
dos gastos publicos (OMS). No entanto, além dos efeitos benéficos desses farmacos,
a maioria apresenta efeitos adversos de grande impacto na saude dos pacientes.
Nesse sentido, a 4,4’diaminodifenilsulfon, denominada dapsona (DDS) é um
medicamento de grande importancia na area clinica. Hoje utilizado em diversas
patologias, dentre a mais conhecida, destaca-se a hanseniase (COLEMAN,
JACOBUS, 1993; VEGGI et al., 2008). Por possuir importantes atividades
farmacologicas como ac¢ao bacteriostica e anti-inflamatéria, € um medicamento que
demonstra bastante eficacia quando utilizado na poliqguimioterapia da hanseaniase.
Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos para desvendar a atividade anti-
inflamatoria da dapsona, utilizando diferentes tipos experimentais e variados
metodos mostrando eficacia em outras patologias como por exemplo, dermatoses
(GRUNWALD & AMICHAI, 1996; ZHU & STILLER, 2001; WOZEL, 2010). Além
disso, € utilizado em doencas como: tuberculose, malaria e pneumonia por
Pneumocystis carinii e encefalites por Toxoplasma gondii em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia e também de origem autoimune, como a artrite
reumatoide.

No entanto, a dapsona pode ocasionar varios efeitos adversos, tais como:
metemoglobinemia, anemia hemolitica, “sindrome da sulfona”, eventos adversos
neurologicos e psiquiatricos, gastrointestinais e renais(Coleman, 1995; Landers et
al., 1996; Queiroz et al., 1997; Ward, McCarty, 1998; Salamat, Watson, 2003). Esses
eventos adversos estdo associados aos produtos do metabolismo da dapsona,
dapsona hidroxilamina (DDS-NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina, que séo
considerados agentes pro-oxidantes e responsaveis por reacdes adversas na terapia
com a DDS, principalmente pela formacdo de metemoglobinemia, reacgao
relacionada com o0s metabolitos dapsona-hidroxilamina (DDS-NOH) e
monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH)(VEGGI et al., 2008). A DDS induz
0 estresse oxidativo por meio do desequilibrio nas reacbes de oxirreducdo e
desregulacdo no metabolismo do ferro, levando ao aumento na formacgéo espécies

reativas de oxigénio (ERO) e por consequéncia, ocasionando alteracdes na



homeostase do hospedeiro (ERO, ELLARD et al., 1972; VAGE et al., 1994,
BRADSHAW et al., 1997; SCHIFF et al.,2006). A dapsona também por conta desse
desequilibrio propicia um acumulo de ferro no organismo, gerando danos também
neurologicos (SALONEN et al., 1992).

Por esse motivo, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa in vitro e em
modelo animal, mostraram que antioxidantes como o acido a-lipéico (ALA) e
Resveratrol podem proteger e/ou amenizar os efeitos adversos da DDS, prevenindo assim o
estresse oxidativo durante o tratamento da hanseniase (PESSOA,



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. DAPSONA

A 4,4-diaminodifenilsulfona (DDS), conhecida como dapsona, é um farmaco utilizado
no esquema da poliquimioterapia da hanseniase, ela tem sido utilizada nesse
tratamento desde de 1940 (Wolf et al.2002), desde de entdo tem estado entre os
medicamentos de primeira linha usados no tratamento multidrogas recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Por possuir caracteristicas farmacologicas
como: efeito antibacteriano, antiprotozoario e antiinflamatorios, a DDS vem sendo
utilizada de forma eficaz em uma gama de distubios dermatologicos e sistémicos,
principalmente caracterizados por acumulo e infiltracdo neutrofilica e eosinodfila
(Molinelli et al.2019). Os efeitos antibacterianos da dapsona sé&o semelhantes ao
mecanismo de acdo das sulfonamidas competindo com o acido para-aminobenzadico
pelo sitio ativo da dihidropteroato sintetase pela inibicAo da sintese do &acido
diidrofélico (Coleman 1993 ), por ser um derivado sintético da anilina € estruturalmente
a mais simples entre as sulfonas, apresenta um grupo funcional sulfonil: um atomo de
enxofre ligando-se a dois atomos de carbono sendo que a estrutura quimica do grupo
sulfonil é essencial para sua atividade farmacolégica (Ford,2000; Paniker e Levine,
2001), e também pode ser o grupo responsavel pelo aumento da metemoglobinemia
(Schalcher, 2014).

Apesar de demonstrar eficacia terapéuca quando usada em diversas
patologias, a dapsona apresenta efeitos colaterais bastante elucidados e descritos na
literatura, isso pode esta diretamente relacionado aos casos de abandono do
tratamento pelos pacientes e justificam também as estatiscas relacionadas a
resistencia medicamentosa. Esses efeitos colaterais relacionados a dapsona podem
se manisfestar de forma rara como é o caso da sindrome da dapsona e manisfestar
de forma mais continua quando o farmaco atinge alguns diretamente os globulos
vermelhos e brancos, resultando em efeitos colaterais hematologicos como a
metemoglobinemia e hemolise, resultado do grande impacto que este farmaco tem

sobre os globuos vermelhos. (Cucinell et al.1972; Degowin et al. 1966)
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Figura 1- Mecanismo antimicrobiano da dapsona. DDS. - Fonte: Oliveira et al., 2014.

A estrutura molecular da dapsona é uma amina aromatica, considerada a mais
simples das sulfonas, as quais partilham em sua estrutura um atomo de enxofre
ligado a dois atomos de carbono. Visualmente é um po cristalino branco, inodoro,
os tratamentos das doencas acima referidas, incluindo as do foro dermatolégico,
€ realizado pela administracdo de comprimidos, uma vez que a dapsona e seus
derivados apesar de possuirem elevada solubilidade em alcool, acetona e
solucdo aquosa de HCI, séo praticamente insolUveis em agua e Oleos. O farmaco
escurece quando exposto a luz, mas sua estrutura quimica permanece inalterada.
Apo6s sua administracdo em via oral, € quase completamente absorvida no
intestino.(AHMAD, ROGERS, 1980; ZUIDEMA, HILBERS-MODDERMAN,
MERKUS, 1986).
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Figura 2 - Estrutura quimica da Dapsona - Fonte: Adapto de Wozel e Blasum, 2014

2.2 FARMACOCINETICA DA DAPSONA

Apds a administracdo oral, a DDS dapsona é quase completamente
absorvida pelo trato gastrointestinal com biodisponibilidade entre 80 a 85%,
atinge pico maximos de concentracdo de 2 a 8 horas ap0s a ingestdo, a meia
vida plasmatica pode variar de 24 a 36 horas e 0s niveis séricos se estabilizam
de 7 a 10 dias apds o inicio do tratamento. A dapsona se liga facilmente as
proteinas plasmaticas, podendo alcancar valores superiores a 70% (Zuidema et
al., 1986; Wozel e Blazum, 2014). Sua distribuicdo ocorre por todos os 6rgaos e
tecidos, concentrando-se preferencialmente na pele, muasculos, figado, rins
barreira hematoencefélica, placenta, podendo ser excretado no leite materno
(Peters HJ, 1975a ; EdsteinMD et al., 1986; Venkatesan, 1989; Gatti et al., 1997).
Cerca de 70-85% do que absorvido € excretado pela urina na forma de
glucoronideos e somente cerca de 10% € excretado através da bile. (ZHU e
STILLER, 2001; WOZEL e BLASUM, 2014; SCHALCHER et al.,2014; OLIVEIRA
et al., 2014). Em contra partida em tratamentos prolongados, o farmaco pode ser
encontrado nos fluidos biolégicos por um periodo de 35 dias apds sua
administracdo. A explicacdo para o longo tempo de meia-vida desse farmaco,
seja acirculacdo éntero-hepéatica e a extensa ligacdo as proteinas plasmaticas
(Wozel e Blazum, 2014).

Apos a absorcdo no trato gastrointestinal, a dapsona € transportada
através da circulacdo portal para o figado, na qual € metabolizada por dois
mecanismos distintos: N- acetilacdo e N-hidroxilacdo. Na N-acetilacdo, a enzima

N-acetiltransferase (NAT) biotransforma a DDS formando monoacetildapsona

NH



(MADDS), um metabdlito pouco reativo que apds conjugacao é facilmente
eliminado (ZUIDEMA et al. 1986). Ja na N- hidroxilacdo a DDS e a MADDS séo
metabolizadas pelo citocromo P450, isoenzimas CYP2E1 e CYP2C (WINTER et
al. 2000), formando dapsona hidroxilamina (DDS-NOH) e monoacetildapsona-
hidroxilamina (MADDS-NOH) (MITRA etal. 1995). A N-hidroxilacdo acontece no
figado pelo sistema oxidase de funcdo mista do reticulo endoplasmatico na
presenca de oxigénio e NADPH, mas também pode ocorrer na fragdo
microssomal dos tecidos entero-hepaticos (Uehleke, 1971). A N-hidroxilacdo da
dapsona e de seu derivado acetilado foi atribuida a familia 3A de isoenzimas do
citocromo P-450 (3A4 e 3A5) e tem sido proposta como um marcador para este
grupo de enzimas (Watkins PB, 1994). Contudo, estudos utilizando microssomos
de figado humano indicam que outras enzimas também sdo capazes de
metabolizar a droga e estdo envolvidos na formacédo de dapsona hidroxilamina
(Vage & Svensson 1994; Gill et al. 1995), especialmente CYP2E1, mas também
CYP2C9 (Mitra et al., 1995).
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Figura 3- Rota metabdlica da dapsona. MADDS = monoacetil dapsona. DDS-NOH =

hidroxialamina dapsona(fonte: Oliveira et al, 2014)
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2.3 EFEITOS HEMATOLOGICOS

Os principais efeitos colaterais descritos sobre a dapsona esta
relacionado principalmente com a parte hemotologica, consequéncia da sua
grande acdo sobre os globulos vermelhos e brancos. Nesse sentido, a maioria
dos pacientes tratados com dapsona apresentam algum grau de hemdlise e
metemoglobinemia (Zone, 2001). A hemolise com formacéo de “corpusculos de Heinz”
€ o0 segundo efeito colateral mais importante da dapsona (DeGowin, 1967; Graham,
1975).

A anemia hemolitica e a metemoglobinemia, pelo uso da DDS, estdo
associadas a uma agressaooxidativa na membrana dos eritrécitos, que aumenta sua
rigidez, favorecendo a recaptacao esplénica e acelerando os processos hemoliticos
(COLLEMAN, 1993). Como relatado, o metabdlito hidroxilamina da droga é principal
responsavel por essas anomalias hematoldgicas, visto que pode, atuar em lipideos de
membrana e induzir a quebra de hidroperoxidos lipidicos , levando a formacao de
aldeidos, incluindo o MDA, capaz de se ligar a fosfolipideos e proteinas, formando
agregados de alto peso molecular, muitas vezes observados nas membranas dos
eritrocitos, principalmente  em  individuos  deficientes em  glicose-6-
fosfatodesidrogenase (G6PD); (COLLEMAN, 1995). Com isso, a peroxidagéo lipidica
induzida por agentes oxidantes gera dois importantes biomarcadores do estresse
oxidativo, o malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE) a partir de acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) da bicamada lipidica da membrana (Poli, 2008;
Swathi, 2015; Chacko, 2016). Além disso, o MDA leva a mutacfes em células de
mamiferos e bactérias e também €& carcinogénico em ratos, enquanto o 4-HNE é
fracamente mutagénico, no entanto € um dos principais produtos téxicos da
peroxidacao lipidica (Bhat, 2015).

Para equilibrar esta liberacdo de espécies reativas e reduzir o dano oxidativo,
0 organismo possui sistemas de defesa antioxidante (Lushchak, 2014), que podem
ser enddgenos ou exdgenos. Os sistemas enddgenos podem ser enzimaticos ou nao

enziméaticos, que sao criticos para a manutencao do equilibrio redox, tanto em
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condicdes fisiologicas, quanto em patolégicas (Limon-Pacheco, 2009). Como exemplo

de sistemas enzimaticos, incluem-se principalmente a superéxido dismutase (SOD),

uma enzima que elimina os radicais superéxido (Abdel-Hafez et al.,2009), a catalase

(CAT), enzima que decompde H202 (Valko 2007) e sistemas da glutationa, composto

por glutationa reduzida (GSH) glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),

glutationa S-transferase (GST), sistema tioredoxinas (TrX), entre outros, como

mostrado na figura abaix

Figura 4: Sistema de defesas antioxidantes celulares e espécies reativas de oxigénio
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Tabela 1: Especies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e

antioxiodantes.

Especies Reativas de Oxigénio,

antioxidantes

de Nitrogénio e

Referéncia

ERO

Radicalares: Radical hidroxila (*OH), radical
Prasad,2008
Rahfiludin,

superoxido (02°7), radical alcoxil (RO"), radical

peridroxil (HO2°®).

N3o-radicalares: Peréxido de hidrogénio 2016
(H202), acido
hipocloroso (HCIO) eperoxidos organicos

(ROOH).



Oxido Nitrico (NO), peroxinitrito(ONOO™), é&cido Coleman, 1993
ERN peroxinitroso (ONOOH), anion nitroxil (NO-) e dioxide de Udeh, 2001
nitrogénio (NO2’) .

Enziméaticos: radical superoxido (SOD), catalase (CAT),

glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase Valko,2007
(GST). Veggi,2008
Nao-enzimaticos: Vitaminas C e E, Carotendides, Blanco, 2017

ANTIOXIDANTES

antioxidants tiéis (glutationa, tioredoxinas e acido lipdico),

Flavonéides e Melatonina.

Para reduzir as agressdes oxidativas, o NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida), que é uma molécula altamente redutora e
extremamente importante para os eritrocitos, consegue manter a forma reduzida
da GSH, visto que é o cofator da enzima 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
eritrocito é pela acdo catalitica da G6PD através da via das pentoses-fosfato.
Este processo favorece a defesa antioxidante dos eritrocitos pela acédo da GSH
gue é capaz de detoxificar o peroxido de hidrogénio (H202), bem como manter
residuos de cisteina da Hb no estado reduzido (Figura 5; Salvemini et al,. 1999).
O estresse oxidativo pode levar a oxidacédo da Hb, com formacao de MetHb. Em
situacBes normais, ha uma propor¢cdo muito pequena de MetHb em relacéo a Hb
total (<2%),principalmente pela acdo da MetHb redutase em eritrocitos (Hare, et
al. 2013). O aumento de MetHb no sangue causa uma sindrome clinica chamada
MetHba (Udeh 2001; Percy, 2008). Com isso, a MetHb pode ser induzida por
agentes quimicos, como DDS, sulfonamidas, benzocaina, primaquina, levando a
vérias manifestagfes clinicas, como dispnéia, nauseas e taquicardia (Coleman
1993, Coleman, 1995). Além disso, o processo oxidativo também pode levar a

desnaturacdo da Hb e precipitacdo de polipeptidios insoluveis na forma de
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agregados, chamados de corpos de Heinz (Winterbourn, 1990). A
metahemoglobinemia normalmente bem tolerada em baixa a moderada dose,
mas pode se tornar um sério problema em dosagens acima de 200mg/dia de
dapsona (Coleman, 1993). Ometabdlito hidroxilamina reage com a hemoglobina,
na presenca de oxigénio, levando a formacdo de metemoglobina. Quando
NADPH estad disponivel, o metabdlito hidroxilamina pode ser regenerado,
conduzindo a formacdo de mais metahemoglobina (Zuidema et al., 1986). Sob
condi¢cdes normais, a metahemoglobina é reduzida por NADPH dependente de
meta-hemoglobina redutase. Poucos pacientes com deficiéncia de meta-
hemoglobina redutase desenvolvem meta-hemoglobinemia marcante com baixa
dose terapéutica de dapsona (Beiguelman et al., 1974). A maioria dos casos
significativos tem ocorrido a partir de superdosagens (Ward & McCarthy, 1998),
onde os pacientes tornam-se sintomaticos com niveis de metahemoglobina acima
de 35%, uma vez que a mesma nao transporta oxigénio de forma eficiente. Em
doses padrdo (100mg/dia), estes niveis estdo abaixo de 15%. Ademais, a
dapsona pode alterar a homeostase do ferro,tendo em vista que este metal pode
levar a processos oxidativos. Estudos feitos por SANTOS (2019) do nosso grupo
de pesquia demosntrou o acumulo de ferro no hipocampo de animais tratados o

dapsona.

24 O METABOLISMO DO FERRO (HOMEOSTASIA DO FERRO)

O ferro € um importante oligoelemento do corpo humano € obtido atraves
da dieta alimentar ou da reciclagem de hemacias senescentes (GROTTO, 2008).
Esse elemento esta envolvido em processos bioldgicos fundamentais no cérebro,
incluindo transporte de oxigénio, sintese de DNA, RNA e proteinas, respiracdo
mitocondrial, sintese de mielina e de neurotransmissores como a dopamina.
Desta forma, a homeostase de ferro € necessaria para manter a funcao cerebral
fisiolégica, enquanto a disfuncao desta homeostase pode causar neurotoxicidade
(Crichton, 2013; Meng et al., 2017). Além disso, o ferro utilizado pelo organismo
O ponto critico para homeostase do ferro é a sua absor¢cao no duodeno através
da dieta alimentar, onde a desregulacdo no nesse mecanismo pode levar a
deficiéncia ou a sobrecarga deste mineral. Posterior a isto, 0 mecanismo de

regulagdo ocorre com a descamacdo da mucosa e da pele, durante a
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menstruacao ou outras perdas de sanguineas. Amaior parte do ferro encontra-se
na hemoglobina dos eritrocitos e nas mioglobinas, enquantoo excesso armazena-
se no figado e nos macrofagos do sistema imune (SALVADOR, 2010;URANGA
e SALVADOR, 2018).

O ferro é o metal em maior abundancia no homem, pode ser encontrado em
sua forma oxidada (Fe®") e em sua forma reduzida (Fe?*), o Fe?* rapidamente
oxidado a Fe3* em solucdes aquosa, o estado Fe** insolivel em pH neutro. O ferro
€ transportado e armazenado por proteinas especificas como a transferrina,
lactoferrina, ferritina e proteina heme (WEINBERG, 1990; PUNTARULO, 2005).
Este metal esté distribuido por todos os sistemas biolégicos onde atuam como
cofator catalisando diversos processos biolégicos imprescindiveis para a
manutencdo da vida. Neste contexto, pode apresentar funcdes essenciais
(respiracdo celular, replicacdo de DNA e divisdo celular) ou especializadas
(transporte de oxigénio e neurotransmisséo; MILLS et al., 2010; PILONI et al.,
2013; WARD et al., 2015; DUSEK et al., 2016; URANGA e SALVADOR, 2018;
MASALDAN
et al., 2019). O ferro pode atuar como um agente oxidante e desencadear a
oxidacdo biomoléculas levando a danos teciduais e perda de funcdo. Neste
sentido, o ponto critico para homeostase do ferro é a sua absor¢cdo no duodeno,
através da dieta alimentar, onde a desregulacdo no nesse mecanismo pode levar
a deficiencia ou a sobrecarga de ferro. (SALVADOR, 2010; URANGA e
SALVADOR, 2018; MASALDAN et al., 2019).

2.5 DEFEROXAMINA

14

A Deferoxamina (DFX) é um quelante de ferro utilizado para tratar excesso

desse metal, clinicamente aprovado e eficaz de forma notavel na reducédo do nivel

sérico de ferritina e ferro hepatico, DFX foi o primeiro agente de terapia de quelacao

do ferro e tem sido usado extensamente em hematologia h4 mais de 40 anos. O fato

deste ligando apresentar hexadenticidade, fornecida por trés grupos quelantes

hidroxamato (-CONHOH), justifica a sua elevada capacidade para complexar e

sequestrar o ferro. Apesar de ter capacidade de absor¢cdo oral, o DFX nédo é

farmacocineticamente recomendado por conta da sua baixa absorcéo por essa via. A
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administracdo mais recomendada € por via intravenosa ou intramuscular para ser

eficaz e benéfica (UYGUN, 2013; KUO,2014).
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Figura 5: Estrutura do agente quelante deferoxamina e estrutura dos correspondente complexos

de Ferro. (Adaptado: SANTOS, 2015)

E um farmaco eficaz e apresenta eventos adversos que incluem toxicidade

oftalmica, auditiva, aumento de suscetibilidade as infec¢cdes bacterianas e fangicas,

reacdes alérgicas e cutaneas, nauseas e vomitos e em raros casos podendo apresentar

efeitos adversos nos pulmdes, rins e sistema nervoso (BOSQUE et al., 1995; FLORA e

PACHAURI, 2010).

DFX realiza a quelacdo de Ferro na sua forma livre, presente no soro, e também do Fe

rro armazenado na ferritina e na hemossiderina, ndo reagindo com o Ferro ligado a tra

nsferrina, a hemoglobina ou dos citocromos. (DESFERAL bula, 2016).

A deferoxamina liga-se ao ferro ndo ligado a transferrina ou ao ferro

encontrado na ferritina, formando uma molecula que ¢é

posteriormente

excretada pelos rins. A DFX também promove a degradacdo da ferritina nos

lisossomos. (ENTEZARI, 2022)
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2.6 ACIDO ALFA LIPOICO

O acido a-lipéico (acido 1,2-ditiolano-3-pentandico- ALA),
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também

conhecidocomo acido tidico, € um acido graxo que contém um anel tiolano com

uma ponte dissulfetoentre os carbonos 6 e 8 (Figura 7).

Acido a-lipdico o

T o

Oxidagao Reducio
SH SH Acido Diidrolipdico

Figura 7: Estrutura quimica do acido a-lipéico (ALA) e de sua forma
reduzida, o acidodihidrolipéico (ADHL). Fonte: Bilska; Wlodek, 2005.



O &cido alfa-lipdéico ( a-LA) é um conhecido &cido graxo utilizado
como suplemento em diversas condicbes de saude e doencas, como
neuropatias periféricas e disturbios neurodegenerativos. O ALA é um
composto naturalmente encontrado em praticamente todas as espécies
vegetais e animais, em células procariontes e eucariontes (PACKER et al.
2001). A sua sintese em animais e vegetais ocorre devido o ALA estar
covalentemente ligado ao grupo amino de lisinas residuais e atuar como
cofator em de enzimas mitocondriais, catalisando descarboxilagéo
oxidativa do piruvato, a-cetoglutarato e cadeias ramificadas de a-
cetoacidos formados durante a transaminacdo da leucina, isoleucina e
valina (BILSKS e WLODEK, 2005; PACKER et al. 2001).

O ALA apresenta caracteristicas hidrossolUveis e lipossoluveis,
influenciando o metabolismo celular na eliminacdo de residuos toxicos.
Este composto auxilia na recuperacao de lesdes, na quelacdo de metais
de transicdo e na inibicdo da ativacédo do fatorNFi-B (Fator Nuclear Kappa
Beta), consequentemente, inibindo a resposta inflamatoria (MOINI et al.
2002). Além disso, diversos estudos mostram que o ALA e ADHL sao
considerados potentes agentes antioxidantes, uma vez que podem
capturar diversas ERO, incluindo radicais superoxido, radicais hidroxila,
acido hipocloroso, radicais peroxila e oxigénio singleto, além disso, podem
reciclar a GSH, o a-tocoferol e o acido ascérbio (WOLLIN e JONES,
2003).Além disso, estudos in vitro mostram que o ALA diminui a
suscetibilidade plasmatica a oxidacdo (MARANGON et al., 1999),
protegendo eritrécitos humanos da hemdlise induzida por radicais peroxil
(CONSTANTINESCU et al. 1994), e aumento da sintese de GSH em
eritrécitos humanos isolados ( HAN et al. 1997). Colemane Walker (2000)
mostraram que o ALA quando incubado com eritrocitos de humanos
diabéticos e néo diabéticos in vitro, provocou uma reducédo acentuada da
MetHb induzida por MADDS-NOH. Outros estudos mostram que o ALA
pode reverter ou prevenir algumas das caracteristicas da doenca de
Alzheimer em modelo in vivo e in vitro (PEREZ eCASTANEDA, 2006)
e melhorar o estado antioxidante cerebral (MOINI et al. 2002; BILSKA e
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WLODEK, 2005; PEREZ e CASTANEDA, 2006).

Os principais mecanismos de acdo ALA e ADHL sugeridos sao:
aumento daproducao de acetilcolina ativando acetilcolinesterase, aumento
da absorcao de glicosefornecendo assim mais acetilCo-A para producéo
de acetilcolina, quelacédo de metais detransicéo inibindo assim a formacgao
de ERO e produtos de peroxidacdo lipidica, induzindo a producédo de
enzimas envolvidas na sintese de glutationa e outras enzimas
antioxidantesprotetoras (PACKER et al. 1999). Assim, atuando no reparo
de moléculas danificadas peloestresse oxidativo e ainda formam um par
redox ADHL/ALA com potencial de redu¢cdo maisnegativo (E0’= -0,32 V)
que os pares glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) e
cisteina/cistina (CSH/CSSC) (EO0’ = -0,24 e -0,22V, respectivamente).
Devido a seupotencial redox, o DHALA é capaz de reduzir a GSSG a GSH
e a CSSC a CSH. No caso daGSH em particular, o par redox ADHL/ALA
pode funcionar como um sistema de reciclagemalternativo a atividade da
glutationa redutase, sem gasto de NADPH (PACKER et al. 1999).0 acido
alfa lipdico tem sido largamente utilizado em produtos farmacéuticos e
nutracéuticos, justamente por apresentar propriedades antioxidantes e
antiinflamatoérias(IKUTA et al. 2017; BITTNER et al. 2017).

A atividade quimica de ALA € devidaprincipalmente ao anel
ditiolano, cuja presenca dos atomos de enxofre confere uma alta
densidade eletrbnica & molécula de ALA. Estes efeitos, aliado as
caracteristicas hidrofilicae lipofilica da molécula (DINICOLA et al. 2017b),
assim como seu status de agente mais eficiente dentre todos os
antioxidantes (TIBULLO et al. 2017), sustentam estudos realizados com
modelos de  suplementacdo em  doencas metabdlicas e
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer. ALA é classificado
como um antioxidante neuroprotetor ideal devido sua capacidade de
atravessar a barreira hemato encefalica e seu perfil de captacédo uniforme
por todo o sistema nervoso central e periférico (ZHAO et al. 2015;
MARBOOB et al. 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos dos tratamentos com o &cido a-lipdico em
associacdo ou ndo com a deferoxamina (DFX), sobre as alteracdes dos
processos bioquimicos e oxidativos induzidos pela dapsona em modelo

animal.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Quantificar os niveis de ferro no sangue, no figado, bacgo, rins,
pulmao e pancreas nos animais tratados com dapsona, na presenca ou
auséncia do antioxidante e DFX;

e Avaliar os parametros do estresse oxidativo, como o
malondialdeido, 6xido Nitrico e a glutationa reduzida e a capacidade
antioxidante total no figado, baco, rins, pulméo e pancreas nos animais
tratados com dapsona, na presenca ou auséncia do antioxidante e
DFX.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS E PROCEDENCIA

Os animais foram obtidos apds apreciacdo e aprovagdo do projeto
de pesquisa pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Para (CEPAE-UFPA). Os animais utilizados na presente estudo
foram manipulados segundo a legislacdo nacional em vigor de
Procedimentos para o UsoCientifico de Animais (Lei Federal n°® 11.794, de
8 deoutubro de 2008) e a Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizagao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal CONCEA(CONCEA, 2013).

Neste estudo, foram utilizados 60 camundongos Mus musculus,
adultos jovens machos, da linhagem Swiss, com massa corporea variando
de 35 a 40g, com 8 semanas de vida, provenientes do Biotério da
universidade federal do Para. Os camundongos foram alojados no biotério
da Faculdade de Farmacia (FACFAR) da Universidade Federal do Para
(UFPA) em gaiolas de polipropileno apresentando dimensdes de
45x34x16cm, com coberturade grade em inox, com a utilizagdo de “cama”
em maravalha de Pinus. Durante o periodo de experimento foi realizado a
higienizacdo destas gaiolas em dias alternados, fazendo-se a substituicéo
da maravalha apés este processo. Em cada gaiola foram acondicionados
quatro animais, sendo estes mantidos sob condi¢bes controladas de
temperatura (25 = 1°C) e em cicloalternado de 12 horas de claro/escuro.
Agua e comida foram fornecidas ad libitum durante o periodo do
experimento. Todos os procedimentos experimentais usando animais foram
projetados de forma a minimizar o sofrimento e o nimero de animais
utilizados. Este estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008 e com o Decreto 6.899 de 15 de junho de
2009, assim como asnormas editadas pelo Conselho Nacionalde Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovada pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA).
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Todos os animais experimentais foram mortos pelo método recomendado para a
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Ordem Rodentia - Roedores e pequenos mamiferos - que é o da exsanguinacao por
puncédo cardiaca ap0s anestesia geral de acordo com a Resolucdo Normativa n° 6, de
10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal(CONCEA).



4.2

PREPARO DAS SOLUCOES E ADMINISTRACAO DAS DROGAS

4.2.1 Extrapolagdo alométrica de dose

Neste trabalho, para a determinacdo da dose de DDS utilizada no
tratamento foi feitouso do calculo de extrapolacédo alométrica. Método este
gue compara matematicamente animais de massa e espécie diferentes
colocando-os no mesmo padrdo (PACHALY, 2006; FREITAS e
CARREGARO, 2013).

Para isto, consideramos a taxa metabolica basal do animal em
estudo, este processo permite extrapolar matematicamente doses de um
medicamento indicado para um outro animal vertebrado, de acordo com a
taxas metabdlica de cada espécie. Neste sentido, sabe- se que a relagéo
entre a taxa metabdlica e a massa corporal ndo é linear, e a proposicéo de
um expoente de massa com valor 0,75 para expressar o metabolismo basal
em relacdo a massa corporal, quando se compara animais interespecificos.
A fundamentagdo de uso desteexpoente esta nas taxas de consumo de
oxigénio que quando correlacionadas com a massa corporal tende a fazer
retas cuja a inclinacdo é 0,75 (PACHALY, 2006; FREITAS e CARREGARO,
2013). Diante disto, a dose recomendada para um camundongo de 30g
(0,03kg) é de 0,30mg de DDS administrado diariamente, o que seria
equivalente a uma dose30mg/kg do animal.

A dapsona foi diluida em oleo de girassol a 10% e administrada por
via oral (gavagem) na dose de 40mg/kg. A Solucdo de DFX foi diluida
também em oleo de girassol a 10% e apresenta concentracao final de
16mg/ml, administrada via i.p na dosede 40mg/kg. Por outro lado, o acido
a-lipoico foi dissolvido em oleo de girassol a 10% e administrado por via

oral (gavagem), nas concentracdes de 25mg/kg.
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Grupos

Terapias

Tempo de tratamento

100uL de solucéo salina via

oral (gavagem) n°® 5
CONTROLE SALINA o 5 DIAS
animais
100uL de DDS em uma
solucdo de 40mg/kg de
DDS diluido em oleo de
CONTROLE DDS girassol 10% por via oral 5 DIAS
(Dapsona+oleo de (gavagem)n®5 animais
girassol10%)
100uL de solugdo de
25mg/kg de ALA diluido
CONTROLE ALA 25 _
em oleo de girassol 10%,
(ALA 25+0leo de que administrado 5 DIAS
Animais
Solucao de DFX
CONTROLE DFX 40 16mg/ml,na dose de
(Oleo de girassol 10%+ 40mg/kg via ip. n= 5 10 DIAS
animais

DFX40)
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DDS+ ALA 25

100uL de DDS em uma
solucdo de 40mg/kg de
DDS diluido em oleo de
girassol por via oral
(gavagem), durante 5 dias
consecutivos. 100uL de
solugdo de 25mg/kgde
ALA diluido em oleo de
girassol 10%,
administrado porgavagem
durante 5 dias.

N° 5 animais

10 DIAS
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DDS + DFX 40

100uL de DDS em uma
solucdo de 40mg/kg de
DDS diluido em oleo de
girassol 10% por via oral
(gavagem), durante 5 dias
consecutivos. ApoOs sera
administrado solucdo de
DFX 16mg/ml, nadose de
40mg/kg via i.p.

n= 5 animais

10 DIAS
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DDS + ALA 25 + DFX 40

100uL de DDS em uma
solugcdo de 40mg/kg de
DDS diluido em oleo de
girassol 10% por via oral
durante 5 dias
consecutivos. Apoés, foi
administrado 100uL de
solucdo de 25mg/kgde
ALA,gavagem, solucéo de
DFX 16mg/ml, na dose
de40mg/kgvia i.p

N= 5 animais

10 DIAS




4.3. AMOSTRAS

43.1 . coleta de amostras

Apbs 24h do término do tratamento farmacoldgico com DDS, ALA
e DFX e dos grupos controles, os animais foram anestesiados com
quetamina (1,5 ylL/g de peso corporal) e xilazina (0,5 uL/g de peso
corporal), submetidos a eutanasia por exsanguinacdo para a coleta de

sangue total por puncao cardiaca.

Em seguida, foi realizada a abertura para a retirada dos orgaos
(figado,baco e rins). Cada orgéo coletado foi pesado e colocado em tubos
falcon com PBS na proporcao de 1:10 e sonicados. Apds a sonicacao, as
amostras foram centrifugadas(3000 rpm por 10 minutos) e o sobrenadante
coletado e armazenado a -80°C para posterior analise. A partir das
amostras de sangue foram avaliados os niveis de MetHb e realizado o

hemograma dos animais.

44. DOSAGEM DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO
DO TIOBARBITURICO

A determinacdo da peroxidacao lipidica foi realizada pelo método de
Khonn &Livesedge (1944) e adaptado por Percério et al. (1994). Trata-
se de uma técnicabaseadana reacdo do malondialdeido (MDA) e outras
substancias com o acidotiobarbitlrico(TBA; Sigma-Aldrich T5500), em
pH 2,5 a 94°C, formando o complexoMDA-TBA de cor résea, com
absorbancia em 535nm. Como a reacdo ndo € especificapara o MDA,
umavez que o TBA pode reagir com agucares, aminoacidos, proteinase
bilirrubina, utiliza-se o termo substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) (Mayne

]2003). - A

concentracédo elevada de TBARS tem sido utilizada como umindicador
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do estresse oxidativo. O procedimento técnico do meétodo consiste
nopreparo inicial do fosfatomonobasico de potassio (KH2PO4 75 mM,
Synth, 35210) emégua acidificada (pH 2,5).Esta solucéo é utilizada na
preparacao do TBA (10 nM).Adiciona-se
100 I

deamostra a 500 | da solucdo de acido tiobarbitirico 10 nM.
Emseguida leva-se ao banho-maria (94°C por 60 min); apds a incubacao
deixa-se esfriara temperatura ambiente por 15minutos; adiciona-se 2,0
ml de alcool 1-butilico,homogeneiza-se vigorosamente emvértex e
posteriormentesubmete-seacentrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos;
coleta-se 1,0 ml do sobrenadante paraleitura espectrofotométricaa 535
nm. O padrdo MDA (1,1,3,3,tetrahidroxipropano-Sigma-Aldrich,T9889) foi
utilizado para a realizacdo da curva padrdo, sendo os resultados foram

expressos em pUM).

e 0.1mLde amostra 4 al |
mL de alcoo 3 mL do sobrenadante
e 05mLde TBA n-butilico L J
L ) L ) !
S : e
) Leitura
e Banho-maria _ e Vortex 30's s ’ 535 nm

94°C/1h e Centrifugar ‘
'J (2500 rpm/10 min.) U L\

Figura 8: Representacéo esquematica da dosagem das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (TBARS).

45. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA
REDUZIDA (GSH)

A determinacado das concentracdes de GSH foi realizada de acordo com
o método de Ellman (1959). Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o acido-5,5- ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) (Sigma-
Aldrich) para acido 5-tio-2- nitrobenzéico (TNB), o qual deve ser

quantificado por espectrofotometria em comprimento de onda de 412 nm
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(VASCONCELOS et al. 2007). As amostras foram desproteinizadas com
acido tricloroacético 2% e o sobrenadante coletado para analiseapos
centrifugagdo a 3000 rpm por5 min. Inicialmente, foi retirada uma aliquota
de 20 yL de cada amostra e colocada em tubode ensaio contendo 4 mL de
tampao PBS/EDTA e 20 pL de agua destilada para a realizagaoda 12 leitura
da amostra (T0),em seguida, sera adicionado 100 uL de DTNB e apés 3
minutos, realizada a 22 leiturada amostra (T3). A diferenca nas
absorbancias (T3 —T0) é proporcionala concentracdo de GSH, expressa

em
10 3mL 20 100 uL de DTNB
K\ m 3°
(3 minutos)
- 20 pL de H;0 destilada 12 Leitura 412 nm 2% Leitura 412 nm

- 20 pL de amostra

T0
- 4 mL de Tampdo SOD (T0) (T3)

Figura 9: Representacdo esquematica da determinacao da glutationa
reduzida (GSH).
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4.6. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

(TEAC)

A determinacéo da capacidade antioxidante total seréa realizada através da
técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O
Trolox (acido 6- hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; Sigma
Aldrich 23881-3) € um potente antioxidante analogo hidrossoluvel da
vitamina E. Seguiremos o método proposto porMilleret al (1993) modificado
por Re et al (1999). Trata-se de uma técnica colorimétricabaseada na
reacdo entre o ABTS (Sigma-Aldrich A1888) com persulfato de potassio
(K2S208; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cation radical
ABTS+- (radical 2,2-azinobis [3- etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de
diaménio), croméforo de coloracdo verde/azul (VASCONCELOS et al.
2007). A adicdo de antioxidantes presentes na amostra a este cation
radical pré-formado o reduz novamente a ABTS, em escala dependente
da capacidade antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duracéo da
reacao. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacéo

da mudanca na absorbancia lida a 734nm durante 5 minutos.
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4.7. DETERMLNA(;AO DO FERRO POR ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA.

A determinacdo foi realizada em espectrémetro de absorcdo atbmica de chama
(marca Thermo, modelo ICE3500). Analise quantitativa elementar da concentracao de
metais ou tracos de metais presentes em amostras em solucdo, que se baseia na
absrocdo de radiacdo por atomos livres no estado gasoso, que inicialmente se
encontram no estado fundamental.
O espectrometro de absorcao atomica € um equipamento que permite a analise
guantitativa de elementos metalicos em solucfes liquidas, gasosas e solidas. Os
componentes basicos de um espectrometro icluem fonte de radiacdo, sistema de
atomizacgdao, conjunto monocromador, a atomizacéo pode ser feita em chama, em tubo

aquecido acoplado e gerador de hidretos, atraves da geracdo de vapor a frio, e

eletrotermicamente em forno de grafite.




48. DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

Os animais eutanasiados foram acondicionados em sacos plasticos
de material biolégicos, em seguida congelados até o seu recolhimento e
descarte pela empresa responsavel pela coleta de residuos de material
biologico, conforme Plano de Gerenciamento de Residuos da Saude
(PGRS) da Universidade Federal do Para.

4.9. ANALISE ESTATISTITICA

Os dados foram submetidos a andlise estatistica, onde cada
parametro foi analisado inicialmente em relacdo aos possiveis pontos
discrepantes (outliers), sendo utilizado o calculo do intervalo interquartil.
Para cada parametro analisado foi realizada Analise Variancia (ANOVA).
Seguida do teste de Tukey para a comparacdo de pares 46 de médias.
Para verificagdo de possivel correlacdo entre parametros, sera realizado
teste de correlacdo de Pearson. Os resultados devem ser considerados

estatisticamente significativos para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ALA E/OU DFX NA
FORMACAO DE METEHOGLOBINA E FERRO SANGUINEO
INDUZIDO POR DAPSONA

A Figura 10 mostra o efeito do pés-tratamento com ALA e/ou DFX na
formacdo de metemoglobina e niveis de Ferro no sangue de animais
tratados com DDS. Os resultados demonstram que o tratamento com DDS
levou a um aumento no percentual de metemoglobina quando comparado
ao controle girassol (*p < 0,05), e os tratamentos com ALA, DFX e ALA+
DFX foram capazes de reverter este aumento de metemoglobina induzida
por DDS, retornando aos niveis controles (Figura 10A). Os animais
controles ndo apresentaram alteracdo significativas nos percentuais de
metemoglobina. A Figura 10B mostra os niveis de ferro no sangue dos
animais tratados com DDS e pés-tratados com ALA, DFX e ALA+ DFX. Os
resultados demonstram que o tratamento com DDS foi capaz de elevar os
niveis de Ferro no sangue comparado ao Grupo Controle (*p < 0,0001), e
0s pos-tratamentos com ALA ou DFX néo alteraram esta elevagéo de Ferro
sanguinea induzida por DDS. Entretanto, os animais pos-tratados com ALA
+ DFX apresentaram reducao dos niveis de Ferro induzido por DDS (#p<

0,05), retornando aos niveis controles.

METHB (%)

A B
20- 6.0
*
= 4.5+
g
B
£ 3.0 —|—
~ o !
& -
z i
= L5+ e
0.0 s

1 1
GIR ALA DFX

I
= ALA DFX ALA+DFX
]

DDS (40mg/Kg)

DDS (40mg/Kg)

Figura 10 - Efeito do pds-tratamento com ALA e/ou DFX na formacao de metemoglobina
induzida por DDS. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. *p<0,05
comparado ao grupo Controle GIRASSOL. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS. %MetHb,




Percentual de metemoglobina.

5.2 EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ALA E/OU DFX NA
PRODUCAO DE OXIDO NITRICO INDUZIDO POR DAPSONA EM
DIFERENTES ORGAOS.

A figura 11 mostra o efeito do pés-tratamento com ALA e/ou DFX
nos niveis de NO nos diferentes 6rgdos de animais tratados com DDS. O
tratamento com DDS elevou os niveis de NO no figado, rins e pancreas
comparado ao grupo controle girassol. No entanto, os pos-tratamentos com
DFX (DFX ou ALA+DFX) foram capazes de reverter o aumento de NO
induzido por DDS no figado, rins e pancreas, entretanto o tratamento com
DFX estimulou acentuadamente a producdao de NO no baco dos animais
tratados com DDS. De maneira geral, o pos-tratamento com ALA nao
alterou os niveis de NO comparado aos animais tratados com DDS na
maioria dos 6rgaos avaliados (Fig 11, A-D), com excecéo do pancreas (Fig
11E).
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Figura 11: Determinagdo de 6xido nitrico (NO) em animais tratados com DDS e p@s-tratados com ALA
e/ou DFX no figado (A), baco (B), rins (C), pulméo (D) e pancreas (E). Os dados foram expressos como
média + desvio padréo. *p<0,05 comparado ao grupo GIRASSOL. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS.
DDS, Dapsona. ALA. Acido alfa lipoico, DFX, Deferoxamina.

5.3. EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ALA E/OU DFX NA PRODUGAO DE
GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) INDUZIDA POR DAPSONA EM DIFERENTES
ORGAOS.

Em relacdo aos parametros antioxidantes, a figura 12 mostra o efeito do
pos-tratamento com ALA e/ou DFX nos niveis de GSH nos diferentes 6rgaos de
animais tratados com DDS. Os resultados demonstram que os animais tratados
com DDS apresentaram aumento nos niveis de GSH em todos os 0Orgaos
avaliados em relacdo ao grupo girassol. O pés-tratamento com ALA diminuiu os
niveis de GSH induzidos pelo DDS nos rins e pulmé&o, mas acentuou a producéo
de GSH no pancreas. Em contrapartida, o pés-tratamento com o DFX isolado foi
capaz de inibir os niveis de GSH induzida pela DDS na maioria dos 6rgéaos (figado,
baco, rins e pulmao), enquanto o DFX associado a ALA inibiu a producéo de GSH no
figado, bacgo, rins, mas potencializou no pulmé&o. De forma geral, o tratamento com
DFX foi mais efetivo em regular os niveis de GSH retornando aos niveis basais

(grupo girassol).
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Figura 12: Efeito do ALA e/ou DFX sobre os niveis de GSH induzido por DDS nos orgédos: figado
(A), baco (B), rins (C), pulmao (D) e pancreas (E). Os dados foram expressos como média +
desvio padrdo. *p<0,05 comparado ao grupo GIRASSOL. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS.

ALA: Acido o-lipéico; DDS: Dapsona; DFX: Deferoxamina.
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EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ALA E/OU DFX NA CAPACIDADE

ANTIOXIDANTE TOTAL EQUIVALENTE AO TROLOX INDUZIDA POR DAPSONA EM

DIFERENTES ORGAOS.

A figura 13 mostra o efeito do pds-tratamento com ALA e/ou DFX nos niveis

de TEAC nos diferentes 6rgdos de animais tratados com DDS. Os resultados

demonstraram que o tratamento com DDS levou a uma reducao nos iniveis de TEAC

no baco, pulmé&o e pancreas em relacdo aos animais tratatdos com o veiculo (Grupo

Girassol). Em relacdo aos pos-tratamentos, os animais pés-tratados com ALA ou DFX

isolados foram capazes de reverter a inibicdo da capacidade antioxidante total iduzida

por DDS no baco e pancreas, em contrapartida o pés-tratamento com ALA + DFX

somente reverteu a agéo oxidativa do DDS sobre o consumo de antioxidantes totais

no baco. No figado e rins, ndo houve alteragédo nos niveis de TEAC em nenhum dos

grupos tratados em relacéo ao grupo GIRASSOL.
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Figura 13: Efeito do pos-tratamento com ALA e DFX sobre os niveis de TEAC induzido por DDS nos
orgdos: figado (A), bago (B), rins (C), pulméo (D) e pancreas (E). Os dados foram expressos como



média + desvio padréo. *p<0,05 comparado ao grupo GIRASSOL. #p<0,05 comparado ao Grupo DDS.
GSH, TEAC, Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox. DDS, Dapsona. ALA. Acido alfa lipoico,
DFX, Deferoxamina. DDS+DFX. Dapsona e Deferoxamina.

5.5 EFEITO DO POS-TRATAMENTO COM ALA E/OU DFX NA PEROXIDACAO
LIPIDICA (MDA) INDUZIDA POR DAPSONA EM DIFERENTES ORGAOS.

A figura 14 mostra o efeito do pds-tratamento com ALA e/ou DFX nos niveis de
MDA nos diferentes 6rgaos de animais tratados com DDS. A avaliacdo da peroxidacao
lipidica esta associada aos danos em lipidios ocasionados pelo desequilibrio oxidativo
em células e tecidos, a qual foi expressa pelos niveis MDA conforme Figura 14 abaixo.
Os animais tratados com DDS apresentaram aumento nos niveis MDA na maioria dos
orgaos avaliados, com excecao do pulméo, em relacdo aos animais do grupo girassol
(controle veiculo), mostrando que a DDS levou ao estresse oxidativo, conforme
relatado em trabalhos anteriores (SAKAY, 2018). Em relacdo os pds-tratamentos, o
pos-tratamento com ALA foi capaz de inibir de forma significativa a peroxidacao
lipidica induzida pelo DDS nos orgéos. O pés-tratamento com DFX inibiu 0s niveis de
MDA no figado, rins e pancreas, mas potencializou no bago e pulmdo. O pos-
tratamento com ALA+ DFX diminuiu os niveis de MDA induzido por DDS no figado,
rns e pancreas, entretanto acentuou no baco. Esses dados mostram que o
tratamento com o antioxidante ALA isolado mostrou melhor eficacia comparados aos

demais tratamentos.
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Figura 14 : Efeito do pos-tratamento com ALA e DFX sobre os niveis de MDA induzido por DDS
nos orgaos: figado (A), baco (B), rins (C), pulméo (D) e pancreas (E). Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo. #p < 0,05 comparado ao grupo GIRASSOL; *p < 0,05 comparado

ao DDS sem tratamento. ALA: Acido a-lipico; DDS: Dapsona; DFX: Deferoxamina.

6. DISCUSSAO

A producgédo dos radicais livres e de outras substancias altamente reativas em
decorréncia do metabolismo do oxigénio sdo contrabalanceadas por muitos
mecanismos de defesa antioxidante, que sdo capazes de limitar os niveis destes
radicais livres, bem como impedir a inducdo de danos celulares (HALLIWELL, 2007).
Os dados apresentados, evidenciam que o tratamento com doses diarias de DDS
40mg/kg, levou a um aumento consideravel de metemoglobina quando comparado ao
grupo controle girassol, havendo também uma elevacgéo nos niveis de ferro. Os valores
de GSH e de TEAC tiveram aumento de reducao de suas capacidades nos animais
tratados com este farmaco. Todavia, este efeito foi reduzido e/ou revertido com a
administracao de ALA, DFX, ALA+DFX.

Os dados apresentados,neste estudo, mostram que a administragcdo da
Dapsona (40mg/kg) por gavagem foi capaz de induzir a formagdo de metemoglobina
nas hemacias dos camundongos tratados durante 5 dias com dapsona e eutanasiados
apos 24h do termino do tratamento, efeito esse ja descritos na literatura associados
aos metabolitos DDS-NOH e MADDS-NOH (CARAZZA, 1995). Schalcher et al (2014),
evidénciou em seus estudos pertecentes a este grupo de pesquisa, o0 potencial
oxidativo da dapsona. Isso mostra que a DDS tem propriedades
metemoglobinizantes, causados por alteracbes no equilibrio redox, promovendo o
estresse oxidativo e producdo de ERO. Coleman et al. (1996) observaram que o
metabolito DDS-NOH foi capaz de induzir a formagdo de MetHb em altas
concentracfes (acima de 45%). Pessoa (2014) em seus estudos in vitro evidenciaram
esse aumento de metemoglobina em pacientes fazendo uso da poliquimioterapia para
o tratamento da hanseniase Em contrapartida, neste estudo esse efeito foi revertido
e/ou reduzido nos grupos administrados com ALA, DFX e ALA+DFX. Os resultados
mostraram que as concentracdes de ALA (25mg/kg) foi capaz de prevenir ou reverter

a formacdo da MetHb induzida por DDS, em 24h apds o tratamento. Esses dados



sugerem que o ALA tem elevada capacidade antioxidante e pode atuar sobre a MetHb,
reduzindo-a a Hb ou criando um microambiente capaz de prevenir sua oxidacdo. Os
resultados estdo de acordo com os obtidos por Coleman e Walker (2000) que
mostraram que o ALA quando incubado com eritrocitos de humanos diabéticos e n&do
diabéticos in vitro, provocou uma reducédo acentuada da MetHb induzida por MADDS-
NOH.

Ciccoli et al (1999) demonstra em seus estudos que animais tratados com dapsona
apresentam além do aumento de MetHb, uma liberacdo continua de ferro dos
eritrocitos. Com isso, explicamos os niveis ferro elevados nos animais tratados com
DDS demonstrados na figura B

Com isso, nossos resultados demonstraram que os grupos tratados com DDS e poés-
tratados com ALA, conseguiram reverter o acimulo de ferro no figado dos animais.
Nosso estudo mostrou que o tratamento com DDS 40mg/kg apresentou aumento nas
concentracfes de GSH, em 24h apds os tratamentos. A glutationa (GSH) € um
tripeptideo formado pelos aminoacidos glicina; cisteina e acido glutamico. Quando
oxidada na reacéo, ha interligacdo de duas moléculas do tripeptideo por uma ponte
dissulfeto, formando GSSG. A queda nos niveis endégenos de GSH podem prejudicar
as defesas celulares contra a acdo toxica dos radicais livres. As células integras
mantém uma razao elevada de GSH/GSSG para garantir a disponibilidade de GSH.
Por tanto, € necessaria a constante regeneracdo de GSH, a qual se dara por meio da
acao da enzima GR (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004). Apés exposicado da GSH
as espécies reativas, ocorre sua oxidacdo a GSSG, via glutationa oxidase (GSH-Ox),
gerando H202. A GPx catalisa a reducao do H202 e o excesso de GSSG resulta em
um ambiente oxidante, favorecendo a formacgédo de pontes dissulfeto (-SS) em
proteinas, alterando sua conformacdo e, eventualmente, alterando suas funcoes.
Entretanto, esta oxidacdo pode ser revertida pela acdo antioxidante da GSH. A GR
ndo age diretamente na remocdo dos radicais livres, porém é responsavel pela
recuperacdo da GSH na presenca de NADPH, tal recuperacdo tem como objetivo
impedir a paralisacdo do ciclo de GSH-GPx-GR (ROVER; HOEHR; VELLASCO,
2004). Em condicbes de excesso de agentes oxidantes ou deficiéncia do sistema
antioxidante, ha o desequilibrio entre o consumo de GSH e a produgdo de GSSG,
caracterizando o estresse oxidativo (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2004). Que foi

observado nesse estudo durante a utlizacdo da dapsona, no entanto, o tratamento
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com o ALA na (25mg/kg) foi capaz de reduzir e/ou diminuir os niveis de GSH apoés
tratamento com DDS de forma mais evidente nos rins e pulméo. De acordo com Han
et al. ( 2007) e Mignini et al. (2012) a capacidade antioxidante de ALA depende
fundamentalmente da inducdo da regeneracdo de GSH em nivel celular e que é
provavelmente devido a uma resposta celular adaptativa induzida por uma melhor
atividade da cisteina. Em estudos in vitro com eritrocitos humanos isolados, ALA
diminuiu a susceptibilidade a oxidacdo (Marangon et al., 1999), protegendo contra a
hemdlise de eritrocitos humanos induzidos por radicais peroxil (Constantinescu et al.,
1994) e aumentou da sintese de GSH (Han et al., 1997). O tratamento com DFX foi
capaz de inibir os niveis de GSH em praticamente todos os orgéos, fazendo com que
a capacidade antioxidante fosse estatisticamente semelhante ao grupo controle
girassol.

As caracteristicas antioxidantes dos nossos dados mostraram que o
tratamento com DDS 40mg/kg levou a uma reducgéo da capacidade antioxidante
total (TEAC) dos camundongos. Esses resultados sugerem que a DDS e seus
metabolitos podem atravessar a membrana plasmatica das hemacias e reduzir o
status antioxidante dessas células, tendo como consequéncia a elevacdo de
MetHb, hemdlise, heme livre e liberacao de ferro e estresse oxidativo. Por isso,
a administracdo de DDS em camundongos produz liberacdo continua de ferro
dos eritrocitos, afetando a homeostase plasmatica, o estado redox e outros
tecidos. Esses achados corroboram com Ferrali et al. (1997), que mostraram que
0 metabolito DDS-NOH induz a liberagdo de ferro em eritrGcitos com
consequente formacédo de MetHb, sugerindo a importancia da liberacdo deste
metal nos mecanismos que levam a danos nos eritrocitos e em tecido. Em
relacdo ao pos tratamento, observamos que o uso individual de ALA e DFX foram
capazes de reverter a inibicdo da capacidade antioxidante total iduzida por DDS
no bacgo e pancreas, com isso € possivel que antioxidantes, como o ALA, podem
ter efeitos benéficos no combate a liberacdo de ferro e as alteragbes oxidativas
provocadas por DDS e seus metabdlitos. Confirmado nosso estudo mostrou que,
0 tratamento com o ALA na concentragao utilizada (25mg/kg) foi capaz de
reverter a capacidade de antioxidantes totais (TEAC) sugerindo que o ALA pode
atravessar a membrana do eritrocito atuando também no seu citoplasma,

aumentando a capacidade antioxidante e/ou induzindo a sintese de outros



antioxidantes, como a GSH. Lexis (2006) mostrou que a suplementacéo dietética
com ALA (1,6 g / kg de dieta), associada ao a-tocoferol (1000 Ul / kg de dieta)
aumentou a defesa antioxidante dos eritrécitos, reduziu a nefrotoxicidade em
ratos tratados com ciclosporina e aumentou a atividade de CAT. Outro
mecanismo antioxidantes do ALA deve estar baseado nas caracteristicas
moleculares, cujo isdbmero R, reconhecidamente de melhor perfil farmacocinético
de absorcdo (GLEITER et al. 1996; HERMANN et al. 1996; BREITHAUPT-
GROGLER et al. 1999) Em contrapartida, o pos-tratamento com ALA + DFX
somente reverteu a acao oxidativa do DDS sobre o consumo de antioxidantes
totais no baco. No figado e rins, ndo houve alteracdo nos niveis de TEAC em

nenhum dos grupos tratados em relagéo ao grupo girassol.

Na avaliacdo da peroxidacdo lipidica, observou-se um aumento da
concentracdo dessas substancias nos camundongos tratados com DDS
40mg/kg, indicando aumento de MDA induzido pela DDS. Portanto, a DDS ou
seus metabdlitos podem alterar o equilibrio redox no plasma, promovendo
estresse oxidativo e producao de MDA. Veggi et al. (2008), avaliou os efeitos da
administracdo de DDS e DDS-NOH (30 mg/kg, duas vezes ao dia, por 4 dias) em
ratos machos e fémeas no estresse oxidativo hepatico através da avaliacdo do
contetdo hepatico de GSH e GSSG, peroxidacéo lipidica e expressao/atividade
das principais enzimas antioxidantes: GPX, SOD, CAT e GST. Os resultados
revelaram um aumento na razdo de GSSG/GSH e na peroxidacao lipidica, em
ratos machos, mas ndo em fémeas tratados com DDS, uma vez que a N-
hidroxilagdo de DDS ocorre principalmente em machos. A atividade de todas as
enzimas antioxidantes foi significativamente prejudicada pelo tratamento DDS.
Essas evidéncias indicam que o DDS induz estresse oxidativo no figado de ratos
e que a N-hidroxilagcdo do DDS, que leva a formac&o de DDS-NHOH, é o provavel
causadpr desse processo, com prejuizo na atividade dos sistemas antioxidantes

enzimaticos, levando ao agravamento do estresse oxidativo.

Corroborando com esses estudos, Schalcher et al. (2013) mostraram que
pacientes com hanseniase em uso de PQT apresentaram aumento de
metemoglobina e MDA. Os animais tratados com DDS apresentaram aumento

nos niveis MDA na maioria dos orgdos avaliados, com excec¢ao do pulmao, em
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relacdo aos animais do grupo girassol, mostrando que a DDS levou ao estresse
oxidativo, conforme relatado em trabalhos anteriores (SAKAY, 2018). O pos-
tratamento com ALA foi capaz de inibir de forma significativa a peroxidagao
lipidica induzida pelo DDS nos orgédos. Em estudo in vivo, o tratamento com 5
mg/kg de sulfato ferroso durante 50 dias resultou em uma sobrecarga de ferro no
plasma e aumento nos niveis de MDA em ratos. No entanto, o pos-tratamento
com ALA nesses animais, levou a reducdo de 47% nos niveis de ferro sérico,
assim como diminuiu o nivel de MDA no cérebro e plasma em 42% e 74%,
respectivamente. O ALA também diminuiu o efeito das ERO induzidos pelo ferro,
aumentando a integridade da membrana dos eritrocitos por diminuicdo da
fragilidade osmatica, levando a diminuicdo de hemolise. Esses dados sugerem
gue ALA pode ser um antioxidante benéfico, diminuindo os danos causados pelo

estresse oxidativo e da sobrecarga de ferro (ALI et al. 2015).

O pos-tratamento com DFX inibiu os niveis de MDA no figado, rins e
pancreas, mas potencializou no baco e pulmdo. O pés-tratamento com ALA+
DFX diminuiu os niveis de MDA induzido por DDS no figado, rins e pancreas,
entretanto acentuou no bago. Esses dados mostram que o tratamento com o
antioxidante ALA isolado mostrou melhor eficacia comparados aos demais
tratamentos, isso se deve a sua capacidade de restabelecer o equilibrio redox,

aumentando a capacidade antioxidante total e reduzindo o MDA.

LI et al. (2016) apds a inducado de alteracdo na homeostasia do ferro por
cirirgia no abdébmen, os autores observaram que houve um aumento na
concentracao de ferro mais especificamente no hipocampo. Estes efeitos foram
suprimidos com a administracdo de DFX apdés o procedimento cirdrgico,
sugerindo que o uso do DFX foi capaz de diminuir o acumulo de Ferro nesse
tecido. Do mesmo modo, trabalhos ja realizados por nosso grupo de pesquisa,
envolvendo o sistema nervoso central, fornecem evidéncias de que o tratamento
com DDS pode induzir uma reducdo da aprendizagem e das atividades
mnemonicas em camundongos, justamente por conta dessa alteracdo da
homestasia, e que estes efeitos podem ser dose dependentes.(MENDES, 2020).
Adicionalmente, o tratamento com DFX foi capaz de reverter ou inibir os efeitos
induzidos pelo tratamento com a DDS. A alteracdo dessa homeostasia do ferro,

causada pelo DDS, pode contribuir para alteragbes neurodegenerativas, com isto
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0 uso quelantes de ferro sdo capazes de reduzir a concentracdo desse metal.
(DUSEK et al., 2016). Ficou evidente que a DFX tem grande importancia para
promover o equilibrio dessa homeostase ocasionada pela hemdlise e liberacdo
do ferro livre em decorréncia do tratamento com DDS, e este aumento de ferro
livre pode catalisar e/ou favorecer a formacdo de ERO através da reacdo de
Fenton e Waber-Weiss. Com isto, estas espécies reativas formadas, em especial
hidroxila (*OH), tendem a promover a peroxidagao de lipideos de membrana que
podem levar a alteracdo na membrana e com isto levar a perda de funcéo celular

e/ou até mesmo levar a apoptose ou ferroptose.

O uso terapéutico de DFX depende das suas propriedades antioxidantes
para prevenir a formacdo de ERO, e principalmente de suas propriedades
guelantes, para remover as quantidades excessivas de ferro livre no plasma sem
ligar-se ao ferro ligado a transferrina e/ou no acumulo deste metal nos tecidos,
de modo a evitar que a sobrecarga de ferro livre possa se acumular em nos
diversos 6rgaos e tecidos (MENDES, 2020).

Desta forma, sugere-se que o ALA e o DFX séo alternativas terapéuticas
til e promissora para o tratamento de MetHba, hemodlise, estresse oxidativo e
para evitar a progresséo de danos induzidos pelo acumulo de ferro no organismo
em individuos que fazem uso cronico de DDS, diminuindo sua toxicidade e

facilitando a adesédo ao tratamento de doencas como a hanseniase.
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7. CONCLUSAO

A partir deste modelo experimental, podemos concluir que:
- O tratamento com DDS induziu a formacdo de MetHb dos camundongos, e o pos-
tratamento com ALA, DFX ou ALA+DFX preveniu ou reverteu a oxidacdo da
hemoglobina induzida pela DDS;
- O tratamento com DDS foi capaz de elevar os niveis de ferro no sangue, no entanto,
somente o tratamento em associacdo ALA+ DFX foi capaz de diminuir esse niveis
retornando aos niveis basais;
- O tratamento com DDS apresentou aumento nos niveis de GSH em todos os orgaos
avaliados, no entanto o tratamento com DFX foi 0 mais eficaz em regular para niveis
basais a concentracdo de GSH na maioria dos orgaos;
- O tratamento com DDS reduziu a capacidade antioxidante (TEAC), e os stratamento
com ALA ou DFX foram capazes de elevar ou restabelecer os niveis de TEAC;

- O DDS induziu aumento de MDA na maioria dos orgédos avaliados, e 0
tratamento com o ALA foi o mais eficaz em diminuir a peroxidacao lipidica nos 6érgaos.

Desta forma, estes dados mostram que os tratamentos com ALA ou DFX

isoladamente foram os mais eficazes em inibir o estresse oxidativo ocasionada pelo
uso de DDS, sugerindo maior beneficio para o organismo quando comparado ao uso
concomitante de ALA+DFX. Com isso, estes dados, em conjunto, sugerem uma
possivel aplicagéo terapéutica do Acido Alfa Lipoico ou Deferoxamina no controle da
progressdo de doencas ou toxicidade de farmécos que induzam a formacéo de ERO

e ao acumulo de ferro no organismo, como por exemplo dapsona.
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