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RESUMO .Nés efetuamos determinagoes da série vermelha, dosagem da sulfonemia, dosagem
de metemoglobina, contagem de reticuldcitos e dosagem da atividade enzimatica da NADH-
diaforase no hemolisado e nas membranas dos eritrécitos livres de hemoglobina em 72
pacientes portadores de hanseniase, todos ingerindo doses diarias de 100 mg de diamino-
difenil-sulfona. Idénticos testes, exceto dosagem de sulfona, foram efetuados no sangue de 72
pessoas normais, ndo ingerindo medicamentos oxidantes. Foram encontradas diferencas
estatisticas significativas nas variaveis da série vermelha, metemoglobina, reticuldcitos e na
atividade enzimdtica da NADH-redutase nas membranas eritrocitdrias entre os dois grupos. A
atividade enzimatica nas membranas eritrocitarias foi inferior e estatisticamente significativa
com relacdo ao grupo-controle. A atividade enzimatica da NADH-redutase no hemolisado ndo
apresentou diferenca estatistica significativa quando feita a correcdo pela taxa de hemoglobina.
O nivel de metemoglobina foi superior nos portadores de hanseniase em relacdo ao grupo-
controle, provavelmente devido & acdo oxidante da sulfona. Tendo em vista termos encontrado
niveis inferiores de atividade enzimética nas membranas eritrocitdrias dos hansenianos e niveis
coincidentes no hemolisado, em comparacdo com um grupo-controle, podemos afirmar que,
provavelmente, isto se deve ao deslocamento enzimatico da membrana celular para o
citoplasma, com o objetivo de manter o eritrécito em equilibrio hemoglobinico constante,
apesar da acdo oxidante da sulfona.

Palavraschave: Hanseniase. NADH-redutase. Diaforase. NADH-metemoglobina-redutase.

INTRODU(}AO anucleada, possui uma membrana, cuja
estrutura é semelhante a das outras células,
com dupla camada de fosfolipideos,
estabilizada pelo colesterol e nesta membrana
encontram-se proteinas intercaladas. Ele é
composto por agua, hemoglobina, ions
potassio, enzimas e glicose. A hemoglobina é
seu maior constituinte e representa um tergo
do seu peso. N3o se consegue distinguir
organelas em seu interior. O reticuldcito, que

O glébulo ,vermelho possui um
didmetro de 7 a 8 micra, com uma area
superficial de 140 micra cubicas, sendo esta
area de muita importéncia quando levamos
em consideragdo que o mesmo necessita
atravessar capilares e sinuséides com diametro
de 3 micra ou menos**.

O gldbulo vermelho é uma célula
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€ um eritrocito mais jovem, possui algumas
organelas em seu interior, tais como
mitocdndrias e polirribossomas®.

O globulo vermelho necessita manter
sempre em equilibrio os mecanismos capazes
de evitar a oxidacdo de seus constituintes,
principalmente o ferro e a globina. Da mesma
forma, deve evitar a hiperidratagdo através da
retirada de sddio (Na*) de seu interior. Esta
célula é desprovida de mitocondrias e a
energia necessaria a sua manutengdo provem
da glicolise que, pela acdo da hexoquinase,
transforma-se em glicose-6-fosfato, catalisada
por duas vias, a de Embden-Meyerhof e a da
hexose-monofosfato®.

Na primeira via, através de reacgles
anaerdbias (via de Embden-Meyerhof), em
uma primeira fase a glicose-6-fosfato origina
dois tridis-fosfatos e na segunda fase, tem-se
a formacdo de acido pirlvico e a eliminagdo
como acido lactico. Uma das enzimas
importantes nesta segunda fase é a piruvato-
quinase. A energia é gerada sob as formas de
adenosina-trifosfato (ATP), a partir da
adenosina-difosfato (ADP), e duas moléculas
de nicotinamida - adenina - dinuc - leotideo
reduzido (NADH), a partir da nicotinamida
adenina-dinucleotideo?!.

Na segunda, através da via da hexose-
monofosfato, a glicose é transformada em
triose-fosfato, através de pentoses (aglcares
compostos de 5 carbonos), sendo a Unica
fonte de origem do nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato reduzido (NADPH). A
enzima mais importante desta via é a glicose-
6-fosfato-d es i d rog en a se*.

Durante a glicdlise tem-se a producdo de
ATP, que assegura o funcionamento da
expulsdo do sodio para fora da célula, sendo
que, em nivel de membrana, a enzima ATPase
libera energia do ATP, que é utilizada nesta
funcdo. E também através do ATP que a
membrana mantém seus lipideos. Produz-se
também o NADH, que é um coenzima da
metemoglobina-redutase ou diaforase.

O NADPH, produzido na via das
pentoses, é a coenzima da glutation-redutase,
a qual assegura a regeneracao do glutation-
reduzido (GSH), o qual possui um papel

protetor contra a oxidacdo da globina e das
proteinas estruturais. Nesta mesma fase, a
enzima glutation-peroxidade transforma o
GSH e o peroxido de hidrogénio ( H20; ) em
duas moléculas de H,O e GSSG (glutation-
oxidado)*1423:24 = gsendo que este ciclo
representa 10 % da glicdlise®.

(0] glébulo vermelho maduro,
encontrado no sangue periférico dos

vertebrados, é ocupado em seu interior pela
hemoglobina, que desempenha importante
funcdo organica de transportar oxigénio aos
tecidos. A hemoglobina é uma proteina com
peso molecular de 68.000, formada por quatro
cadeias de globina e quatro moléculas de
heme*. A maior parte da sintese desta proteina
da-se nos eritroblastos e o restante, nos
reticuldcitos 22,

O heme é uma porfirina contendo um
atomo de ferro. A porfirina possui quatro anéis
pirrélicos com nitrogénio, reunidos por pontes
meténicas (-CH=) e oito cadeias laterais,
sendo metil, vinil, acido propidnico. O ferro
localiza-se no centro, ligado aos quatro
nitrogénios dos anéis pirrdlicos e possui duas
valéncias livres*.

A globina é um conjunto de quatro cadeias
polipeptidicas. Para cada molécula de
hemoglobina A temos quatro cadeias idénticas
duas a duas, denominadas alfa e beta,
possuindo 141 aminodacidos na cadeia alfa e
146 aminoacidos na cadeia beta, reunidas por
ligagdes peptidicas (estrutura primaria). A
cadeia, assim formada, dobra-se em espiral
(estrutura secundaria)®.

A estabilizacdo é dada por ligagdes entre
os aminoacidos colocados em contato pelas
curvaturas da molécula (estrutura terciaria). A
reunido de duas cadeias alfa e duas cadeias
beta ddo origem a uma molécula simétrica
globular (estrutura quaternaria)®.

A estrutura terciaria forma uma dobra
superficial, denominada bolsa do heme e é no
seu interior que se localiza uma molécula do
heme. Cada molécula de hemoglobina fixa
quatro moléculas de oxigénio sobre o ferro e
constitui a oxiemoglobina. Durante a fixacdo
ou a liberacdo do oxigénio, as subunidades
deslocam-se umas em relagdo as outras, com
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dilatacdo do conjunto no estado desoxigenado
e contragdo no estado oxigenado. Os
principais movimentos realizam-se em nivel
das ligagOes fracas alfal-beta2 e alfa2-betal,
onde temos apenas 19 aminoacidos*.

Em nivel da bolsa central, entre as
quatro subunidades, fixa-se no estado
desoxigenado, a 2-3 difosfoglicerato (2-3-
DPG), cuja origem estd na via anexa da
glicdlise. E esta substdncia que regula a
afinidade pelo oxigénio, com liberacdo de 2-3-
DPG e contracdao da bolsa central durante a
fixacdo de oxigénio sobre as quatro moléculas
do heme*?2,

A captacdo e liberagdo do oxigénio pela
hemoglobina, em sua forma molecular,
provoca uma movimentacdo nas cadeias da
globina, sendo que durante a liberagcao deste
gas as cadeias beta separam-se, ocasionando
uma entrada do 2-3-DPG, que se adapta entre
essas globinas, deslocando o oxigénio para os
tecidos, uma vez que existe uma menor
afinidade pelo mesmo na molécula®.

Em algumas situagbes, o ferro em estado
ferroso (Fé**), contido na célula vermelha
madura, é transformado para o estado férrico
(Fé***), dando origem a metemoglobina,
perdendo a capacidade de fixar o oxigénio.
Nas pessoas normais as pequenas quantidades
formadas desta metemoglobina sdo
rapidamente revertidas por acdo de sistemas
enzimaticos?*5.

A hemoglobina e o GSH do glébulo
vermelho sofrem agdes oxidativas de diferentes
padrGes, origindrios das drogas oxidantes,
afetando também a membrana celular. Verifica-
se um aumento na concentracdo de
metemoglobina, diminuicdo dos niveis de GSH e
formac&o de corpusculos de Heinz*®,

O equilibrio no nivel de metemoglobina
na célula indica que a lenta oxidacdo quimica
da hemoglobina é compensada pela redugdo
enzimatica?®.

A hemoglobina é protegida da oxidacdo,
tanto pela localizagdo do heme ligado a
cadeia globinica em um invélucro de
histidinas e aminoacidos, como por processos
metabdlicos existentes no interior do glébulo
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Vermelho*®. O perdxido de hidrogénio, formado
pela metemoglobina, pode ser destruido pela
glutation-peroxidase!®3*, A

metemoglobinemia caracteriza-se pela presenga
de cianose em pessoas nao portadoras de

doengas cardiopulmonares ou disturbios
hemodinamicos''. E formada naturalmente
quando pequenas quantidades de ferro

ferroso (Fé**) sdo oxidados para ion férrico
(Fe™*), perdendo a capacidade de fixar
oxigénio molecular de forma reversivel,
diminuindo, portanto, o transporte do mesmo
pelo glébulo vermelho, proporcionalmente a
sua concentracdo®'.

Define-se a metemoglobina como
uma oxidacdao da hemoglobina, a sexta posicao
de coordenagdo do ferro hémico liga-se a
uma molécula de agua (meio acida) ou a um
ion hidroxila (meio alcalino)**. A metemoglo-
binemia clinica é um termo impropriamente
utilizado uma vez que a metemoglobina situa-
se apenas intracelularmente. Apresenta-se
como primaria ou congénita; secundaria,
quando induzida por drogas e enterogénica,
quando produzida nas infecGes por bactérias
produtoras de nitrito®’.

Alguns medicamentos (sulfaminas,
hidantoinas) e substéncias tdxicas (nitritos e
cloratos) induzem uma maior producdo de
metemoglobina, sendo que sua reversdo vai
depender principalmente da presenca normal
do sistema enzimatico NADH-redutase*.

Vérios autores efetuaram estudos in
vitro para demonstrar a acdo de agentes
oxidantes sobre a hemoglobina®:*t17:18:19.24
Cohen e Hochstein'®, em estudo da geracgdo
de peroxido de hidrogénio por agentes
hemoliticos, concluiram que o perdxido é um
intermedidrio  toxico, comum a muitos
agentes hemoliticos. Estudos sobre a
acdo da dapsona na membrana da célula
vermelha e seu efeito na glicdlise revelaram
uma diminuicdo no nivel do GSH devido,
provavelmente, a ligagdo do mesmo com
grupos sulfidrilas na  hemoglobina. A
diminuicdo dos fosfolipides e da atividade da
acetilcolinesterase na membrana celular leva
a um aumento da auto-hemolise*?.
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O tratamento com dapsona (4,4'diamino-
difenil-sulfona, DDS) em altas doses, em
pacientes portadores de dermatite her-
pertiforme, leva a presenca de anemia,
ocasionada por hemdlise e ma-absorgdo
intestinal, resultante de alteragbes na mucosa
jejunal.  Os pacientes apresentam uma
reticulocitose persistente, devido & hemdlise!?.

Balakrishnan e colaboradores, em 1989,
investigaram o efeito hemolitico da terapia
com dapsona em 44 hansenianos, com doses
variaveis entre 1,3 e 3,3 mg/kg de peso
corporal. Os autores observaram decréscimo
dos niveis de hemoglobina apdés 30 dias de
terapéutica, em aproximadamente metade dos
pacientes que ingeriram 100 miligramas ao
dia, atribuindo este fato ao efeito hemolitico
da dapsona.

Os pacientes portadores de hanseniase
sdao submetidos a um tratamento prolongado
com DDS, na dose de 100 miligramas ao dia
e, desta forma, caso apresentem diminuicao
da NADH-diaforase, desenvolverdo cianose
de intensidade diretamente proporcional a
formagdo de metemoglobina. A hanseniase é
um grave problema de saude publica de
paises subdesenvolvidos e em desenvol-
vimento, atingindo mais de 5 milhdes de
pessoas>>. Trata-se de uma doenca causada por
um bacilo alcool-acido-resistente, Mycobac-
terium leprae, classificada em tipos, grupos e
variedades, dependendo da resposta imu-
noldgica celular do hospedeiro ante o bacilo®.

Os hansenianos apresentam taxas de
hemoglobina diminuidas, provavelmente
devido ao efeito hemolitico da dapsona, e
niveis de metemoglobina superiores aos das
pessoas saudaveis, porém abaixo de niveis
toxicos?®. Os niveis de hemoglobina e dos
reticuldcitos ndao possuem relacdo com a
NADH-redutase da metemoglobina, segundo
estudos feitos em hansenianos sob sul-
fonoterapia por Caticha-Alfonso e cola-
boradores®, em 1985.

A atividade da NADH-redutase n&o
apresenta diferenga estatistica significativa no
hemolisado de sangue de pacientes sob
tratamento sulfonico, em comparagdo com
pessoas normais®’. Estudos efetuados in vitro,

com membranas de hemacias tratadas com
sulfona, revelaram um aumento do nivel desta
enzima, no sobrenadante em uma relagao
dose-dependente®,

A  NADH-redutase é uma enzima
localizada na face interna da membrana
eritrocitaria e no interior do glébulo vermelho,
sendo similares imunologicamente e estando
ambas diminuidas nos portadores de
metemoglobinemiacongénita®>?°. Esta enzima
é uma flavoproteina, tendo a flavina-adenina-
dinucleotideo como grupo prostético?®,

O sistema enzimatico mais importante,
em cuja faléncia é formada uma quantidade
consideravel de metemoglobina, denomina-se
NADH-metemoglobina-redutase ou NADH-
diaforase’? . Essa enzima foi identificada, em
1959, por Scott e Griffith®®. A nicotina-
adenina-dinucleotideo (NAD) é uma
coenzima de desidrogenases e assim na forma
oxidada, aceitar hidrogénio de substratos,
reduzindo-se a NADH; pode, na forma
reduzida, ceder hidrogénio, reoxidando-se. A
transferéncia de hidrogénio da coenzima
doadora, que se oxida, para o substrato
aceptor, que se reduz, € catalisada por
desidrogenases, que sdo especificas para seus
substratos. A determinagdo espectrofoto-
métrica é possivel porque, dependendo do
pH, a reacdo pode ter sentidos diferentes,
tanto oxidando uma coenzima reduzida como
reduzindo uma coenzina oxidada®®

As taxas baixas de metemoglobina nos
individuos normais devem-se ao equilibrio
entre sua formacgdo e sua reducdo pela
presenca de sistemas enzimaticos ligados ao
NADH e NADPH. A via redutora de maior
utilidade e importancia para o gldébulo
vermelho é a NADH-desidrogenase, sendo
influenciada pela disponibilidade de NADH e
de citocromo-b5. A fonte de NADH utilizada
para a redugdo da metemoglobina provem da
glicolise anaerdobia de Embden-Meyerhof,
através da reagdo do gliceraldeido-fosfato-
desidrogenase, em que o NAD é reduzido a
NADH. Nesta mesma via tem-se o consumo
do NADH na reacdo do lactato-desidro-
genase, impedindo o acimulo do mesmo?’.

A NADH-redutase catalisa somente a

Hansen. Int., 23(1/2):14-26, 1998
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reducdo do citocromo-b5-eritrocitario, na
presenca de NADH, ndo agindo no transporte
de elétrons entre o citocromo-b5-reduzido e a
metemoglobina?:27:3%,

Foram descritas varias enzimas NADH-
desidrogenase: NADH-desidrogenase-I4°51,
NADH - metemoglobina - ferrocianeto-
redutase?® e NADH-citocromo-b5-redutase®®,
as quais catalisam a reducao do 2,6
dicloroindofenol (DCIP), ferrocianeto e
citocromo-b5, respectivamente, sendo as
mesmas expressoes de uma mesma proteina.

A NADH-citocromo-b5-redutase é uma
proteina de membrana, composta de uma
porcao hidrofilica, a qual contém o local ativo
da enzima revelada na superficie cito-
plasmatica e uma pequena seqiiéncia
hidrofébica, a qual ancora a proteina na
membrana. Esta porcdo hidrofdbica esta loca-
lizada na direcdo do carbono terminal*32:54,

Existe uma relagdo entre a enzima ligada
a membrana do eritrécito e a citocromo-b5-
redutase sollvel eritrocitaria. Com a utilizagédo
de eletroforese de dupla difusdo e exposicdo a
antisoros, foram demonstrados comportamen-
tos idénticos entre estas duas enzimas. A
identidade imunoldgica, entre a forma sollvel
e a citocromo-b5-redutase microssomal,
ligada a membrana em humanos e em
animais, foi demonstrada através de estudos
cientificos?’2® levando a deducgdo de que a
enzima, ligada a face interna da membrana no
eritrécito, € uma citocromo-b5-redutase".

As enzimas NADPH-desidrogenases
transferem elétrons para o azul de metileno e
corantes Oxido-redutores semelhantes, os
quais fazem a reducao da metemoglobina de
forma ndo enzimatica®?®. Foram isoladas duas
NADPH-desidrogenases (A e B), as quais
reduzem o DCIP rapidamente*?, porém a
redugdo da metemoglobina é lenta e ndo
reduz a metemoglobina-ferrocianeto, nem o
citocromo-b5. A NADPH-desidrogenase esta
presente em niveis normais nos gldbulos
vermelhos dos pacientes portadores de
metemoglobinemia congénita®’.

O glébulo vermelho maduro ndo contém
citocromo-c enddégeno, sendo possivel que,
no estagio imaturo ou nucleado, o eritrocito

Hansen. Int., 23(1/2):14-26, 1998

utilize-se de enzimas como a citocromo-
redutase, mas apds a reversdo para a forma
anaerobia do metabolismo, a fungdo
enzimatica seja somente da metemoglobina-
redutase?.

A origem da NADH-redutase é sugerida
como sendo microssomal, devido a
semelhante digestdo tripsinica entre o
citocromo-b5-eritrocitario e o originario de
microssomas hepaticos humanos*’. Os
ribossomas agrupados sdao denominados
microssomas e sdo considerados responsaveis
pela sintese de enzimas e proteinas sob
influéncia do DNA e do RNA mensageiro'.

CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

CASUISTICA:

Amostra composta por 72 pacientes das
mais variadas formas clinicas, submetidos a
tratamento sulfonico, sendo 48 do sexo
masculino e 24 do sexo feminino, com idade
variando entre 22 a 89 anos e idade-média de
59,5 anos, ingerindo 100 mg ao dia de DDS;
e um grupo-controle composto por 72
pessoas, sendo 48 do sexo masculino e 24 do
sexo feminino, com idade entre 20 e 90 anos
e idade-média de 58,5 anos, ndo ingerindo
medicamentos oxidantes. Todos os pacientes e
as pessoas do grupo-controle foram
previamente consultados e concordaram em
participar do trabalho. Nenhum medicamento
foi administrado aos mesmos

METODO:

A contagem de hemadcias foi realizada
no contador de células CC-550; a dosagem da
hemoglobina pelo método da cianomete-
moglobina e determinada no mesmo aparelho.
O hematdcrito foi determinado pela técnica do
microematdcrito.

A coloracdo para a contagem de
reticulécitos foi a do azul cresil brilhante em
meio alcodlico, sendo feita a contagem em
Idmina e corregdo pelo hematdcrito®.

A dosagem do DDS total foi efetuada
pela técnica descrita por Simpson modificado®?.
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A atividade da NADH-metemoglobina-
redutase, determinada pela técnica descrita
por Scott" com algumas modificagdes, sendo
determinada no hemolisado total e no
sedimento de membranas eritrocitarias. Esta
atividade foi determinada espectrofotomet-
ricamente em fluxo continuo termostatizado,
em 600 nm, por determinagdo cinética, com
leituras feitas em intervalos de 1 minuto na
variacdo da densidae Odptica (D.0O.) por 6
minutos.

Utilizamos o ACD (acido citrico, citrato
de sddio e glicose) como anticoagulante por
proporcionar uma boa estabilidade enzimatica. A
coenzima utilizada foi o NADH (Sigma) e o
aceptor de H+, o DCIP (Merck).

Para o cdlculo da atividade enzimatica
utilizamos o coeficiente de extincao de 20,1
para o DCIP e a férmula para calculo é a
proposta por Campbell e Campbell’, com o
resultado expresso em UI/litro e em UI/ grama
de hemoglobina.

O preparo das membranas eritrocitarias

seguiu a técnica descrita por Dodge e
colaboradores!®. O isolamento da membrana
do eritrocito € fundamental para o estudo da
sua composicdo e através do uso de tampdo
fosfato 20 imOsm com pH 7,4 chega-se a uma
condicdo ideal de preparacao da membrana,
livre de hemoglobina e com sua morfologia
inalterada.

Utilizamos a técnica de Scot com
algumas modificagcdes. O calculo da atividade
enzimatica foi efetuado de acordo com a
formula de Campbell e Campbell' e expresso
em UI / mg de proteina.

A metemoglobina foi determinada pela
técnica de Evelyn e Malloy'®.

48

RESULTADOS

Com relagdao ao grupo de pacientes
portadores de hanseniase, os resultados estdo
sumarizados na tabela I. Os resultados obtidos
no grupo-controle estdo demonstrados na
tabela II.

Hansen. Int., 23(1/2):1426, 1998
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TABELA 1. Variaveis dos pacientes hansenianos (n=72)

MEDIA  D. PADRAO C.V. MINIMO MAXIMO
IDADE (ANOS) 59,54 14,60 24,52 22,00 89,00
TEMPO TRAT(ANOS) 25,61 12,90 50,38 1,00 54,00
METEMOGLOBINA (%) 1,50 0,74 49,38 0,00 3,50
HEMACIAS (X106) 4,47 0,47 10,70 3,20 5,50
HEMOGLOBINA (g/dl) 12,39 2,09 16,86 7,20 16,50
HEMATOCRITO (%) 39,01 5,43 13,93 25,00 50,00
VCM (3) 86,86 3,41 3,93 77,70 91,00
HCM (pg%) 27,47 2,12 7,73 22,00 30,80
CHCM (%) 31,63 1,65 5,22 27,90 34,60
SULFONA (mg/l) 3,76 1,73 46,09 0,55 8,78
D.O0.* HEMOLISADO 0,245 0,043 17,72 0,162 0,394
ATIV. HEMOLISADO (Ul/l) 65,62 14,69 22,38 37,39 97,23
ATI.HEM.COR/Hb(Ul/gHb/1) 5,45 1,54 28,30 2,56 9,71
PROTEINA GHOST (W) 199,52 99,72 53,18 66,60 514,70
ATIVIDADE GHOST (u) 3,39 1,56 46,02 0,82 8,61
RETICULOCITOS (%) 2,96 2,23 75,13 0,90 9,56
RETICUL. ABS. (103) 154,80 121,62 78,56 46,20 602.700
TABELA II. Variaveis do grupo-controle (n=72)
MEDIA D. PADRAO cVv. MINIMO MAXIMO

IDADE (ANOS) 58,50 14,22 24,31 20,0 90,0
METEMOGLOBIN. (%) 0,43 0,29 68,76 0,0 1,29
HEMACIAS (X106) 4,88 0,43 8,86 3,2 5,70
HEMOGLOBINA (g/dl) 14,59 161 11,06 8,2 17,2
HEMATOCRITO (%) 43,75 4,51 10,32 25,0 52,0
VCM (3) 89,46 1,78 1,99 781 91,2
HCM (pg%) 29,81 1,27 4,26 25,2 32,5
CHCM (%) 33,29 1,13 341 30,3 36,2
D.O.* HEMOLISADO 0,254 0,025 10,14 0,187 0,331
ATIV.HEMOLIS. (Ul/l) 76,48 10,99 14,37 53,85 95.73
ATI.HEM.COR(Ul/gHb/1) 5,32 1,09 20,63 3,42 9,85
PROTEINA GHOST(g/l) 199,76 60,05 30,06 92,5 308,1
ATIV. GHOST (u) 4,42 1,37 31,02 2,25 7,41
RETICULOCITOS% 151 0,59 39,42 0,95 5,15
RETICUL . ABS. (103) 76,11 29,85 39,22 48,40 261,00
n=72 * D.0. = densidade O6ptica D.padrdo= desvio-padrao C.V.= coeficiente de variagao

VCM= volume corpuscular médio HCM=hemoglobina corpuscular média
CHCM= concentragdo de hemoglobina corpuscular média COR= corrigido

ATI ou ATIV.= atividade ABS = contagem absoluta Hemolis. ou Hem.= hemolisado
TRAT.= tratamento RETICUL.= reticuldcito Hb = hemoglobina

Hansen. Int., 2411/A): 14-26, 1995
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DISCUSSAO

A idade média dos pacientes hansenia-
nos de nossa amostra ndo apresentou
diferenca estatistica significativa em relacdo as
pessoas do grupo-controle (t = - 0,605; n.s.). A
maioria dos elementos destas amostras
possuem idade entre 50 e 70 anos.

Com relagdo a dosagem da metemo-
globina nos pacientes hansenianos, encontra-
mos niveis superiores e significativamente
diferente do grupo-controle (t=-12,27;
p<0,001). Esta varidvel apresentou niveis
médios de 1,5% nos hansenianos, sendo que
26% dos pacientes apresentaram niveis acima
de 2%, enquanto que no grupo-controle, o
nivel médio foi de 0,42% e o nivel maximo de
1,49%, este o nivel médio citado por Henry'.
O nivel de metemoglobina no eritrdcito é
determinado pelo balango entre a oxidacdo e
a reducgdo do ferro localizado no heme. Nas
pessoas normais, menos de 1% do total de
hemoglobina presente encontra-se sobre a
forma de metemoglobina, isto porque a
capacidade de redugdo excede a taxa
espontanea de oxidacdo do heme*’.

A contagem de hemacias (t= 7,40;
p<0,001), a dosagem da hemoglobina (t=
8,943; p<0,001) e a determinagdo do
hematécrito (t= 7,406; p<0,001) no grupo de
hansenianos apresentaram valores inferiores e
diferenga estatistica significativa em relagéo
ao grupo-controle. Esses dados sao
coincidentes com relatos de literatura que
mencionam uma anemia freqliente nos
hansenianos?®.

No grupo de pacientes hansenianos
encontramos hemoglobina em nivel igual ou
abaixo de 12,0 gramas/litro, em um total de
44% , sendo que o hematdcrito estava igual
ou abaixo de 37%, em um total de 37,5% de
pacientes. No grupo-controle, estes achados
foram de 5,5% em ambas as variaveis.

As causas desta enfermidade podem ser
devidas ao constante e prolongado tratamento
sulfénico e, também, por ser a hanseniase
uma doenga crbénica e com varias inter-
corréncias. A sulfona possui uma acgédo
comprovadamente hemolitica, embora isto

ndo seja muito comum quando utilizam-se
doses de 100 mg/dia, sendo mais comuns em
doses altas, como as utilizadas em outras
enfermidades. Os niveis de glutation-redutase
encontram-se diminuidos nos gldbulos vermelhos
desses pacientes e sao proporcionais a dose
diaria de sulfona

Os indices hematoldgicos, volume
corpuscular médio (VCM) (t= 6,483; p<0,001),
hemoglobina corpuscular média (HCM) (t=
9,367; p<0,001) e concentracdao de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (t= 8,556; p<0,001)
dos pacientes sdo inferiores ao grupo controle em
conseqléncia dos dados descrito no paragrafo
anterior.

A contagem dos reticulécitos
apresentou niveis superiores no grupo de
pacientes em relagdo ao grupo-controle, sendo
justificado pela agdo hemolitica da sulfona (t=
-5,534; p<0,001). Aproximadamente 44%
dos pacientes apresentaram nimero de reticu-
I6citos acima do normal, sendo que no grupo-
controle, apenas 2,7% apresentaram niveis
acima do normal. A média de nossos pacientes
foi superior e estatisticamente diferente (t=
2,80; p<0,01) que a apresentada por Caticha-
Alfonso e colaboradores®.

Com relacdo a sulfonemia, néo
encontramos diferenca estatistica significativa
entre nossos valores e o0s encontrados por
Magna e colaboradores® (t= 0,441; n.s.), nas
dosagens ambulatoriais realizadas pelos autores,
porém com relagdo aos valores encontrados
pelos mesmos autores, em pacientes internados,
0s nossos resultados foram inferiores e com
diferenga estatistica significativa (t= 3,925;
p<0,001). Observou-se uma correlagdo
negativa entre a sulfonemia e a CHCM neste
grupo de pacientes.

A atividade enzimatica no hemolisado,
medida como NADH-redutase, apresentou um
valor-médio inferior no grupo de pacientes em
relagcdo ao grupo-controle, quando ndo corrigida
pela hemoglobina, sendo esta uma diferenca
estatisticamente  significativa  (t=6, 277;
p<0,001). Quando corrigida pela hemoglobina,
obtivemos um valor discretamente superior para
0os hansenianos, porém estatisticamente né&o
significativo (t=0,722 ; ns.)

Hansen. Int., 23(1/2814-26, 1998
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A atividade enzimatica no grupo de
pacientes, medida como NADH-redutase nas
ghost cells, livres de hemoglobina, por grama
de proteina, apresentou-se em niveis
inferiores a do grupo-controle. A diferenga
estatistica foi significativa (t = 5,604; p<0,001).
Observou-se uma correlagdo negativa entre
esta atividade e a metemoglobina neste grupo
de pacientes.

Provavelmente, a diferenca entre os
niveis de NADH-redutase no grupo de
pacientes, em relagdo ao grupo-controle, nas
membranas dos eritrécitos, seja devida a
constante acdao oxidante da DDS sobre a
hemoglobina, com maior producgdo de
metemoglobina. Este pigmento anormal ndo
atinge niveis toxicos pela acdo enzimatica,
gue se encontra em niveis normais em nossos
pacientes. A utilizacdo desta enzima pela
hemacia para manter seu equilibrio, prova-
velmente justifica sua menor concentracao
nas membranas eritrocitarias.

Com relagdo a atividade da NADH-
redutase, temos uma maior concentracgdo
enzimatica na membrana eritrocitaria das
pessoas do grupo-controle, sendo que no
hemolisado ndo notamos diferenga estatistica
significativa, quando corrigida pela taxa de
hemoglobina. O local de producdo desta
enzima é no reticulo endoplasmatico dos
precursores da célula vermelha madura'. O
glébulo vermelho, durante sua maturacao,
sofre uma diminuicdo no numero de organelas
citoplasmaticas (mitocondrias, ribossomas) até
a auséncia total, perdendo, desta forma, a
capacidade de repor as enzimas utilizadas
para a reducdo da metemoglobina, formada'
gquando da acdo oxidante exercida pela
sulfona. Isto é demonstrado em publicagdo de
autores que encontraram menor atividade
enzimatica nos eritrécitos mais velhos de
pessoas normais e nos pacientes portadores de
deficiéncia da NADH-citocromo-b5-redutase®.

Hansen. Int., 2311/21:14-26, 1998

A existéncia de correlacdo significativa e
negativa entre os niveis médios de atividade
enzimatica das membranas eritrocitarias e a
metemoglobina nos pacientes hansenianos
sugere que, o menor nivel desta atividade
enzimatica pode ser explicado pelo maior
nivel médio de metemoglobina encontrado
nos mesmos. Tal fato ndo ocorre com o grupo-
controle.

Sabe-se que, as enzimas encontradas no
citoplasma e na membrana celular possuem a
mesma identidade imunoldgica, sendo,
portanto, reguladas por um mecanismo de
controle genético semelhantes®. A enzima
ligada a face interna da membrana celular é
uma precursora da enzima sollvel encontrada
no interior do glébulo vermelho?®, sendo
liberada pela protedlise parcial da mesma",
justificando, desta maneira, a menor concen-
tracdo nas membranas destas células nos
pacientes hansenianos.

Na tabela Ill apresentamos os resultados
meédios das variaveis do grupo de hansenianos
e do grupo-controle, bem como os valores de
"t" e de "p". Em resumo, os pacientes porta-
dores de hanseniase apresentaram em relagdo
ao grupo-controle: Niveis médios de
hemacias, hemoglobina, hematdcrito e
indices hematimétricos inferiores. Niveis
médios de metemoglobina superiores. Niveis
médios de reticuldcitos aumentados.
Atividade enzimatica da NADH-redutase em
niveis médios inferiores no hemolisado sem
correcdo pela hemoglobina. Quando estes
dados foram corrigidos pela taxa de
hemoglobina tornaram-se estatisticamente
idénticos. Atividade da NADH-redutase em
niveis médios inferiores nas membranas das
ghost cells. A sulfonemia ndo apresentou
diferenga estatistica significativa em relacdo a
resultados publicados por outros autores.
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TABELA III. Medida das varidveis do grupo de pacientes (n=72) e do grupo-controle (n=72)

MEDIA D. PADRAO  MEDIA D.PADRAO t P

GRUPO PACIENTES GRUPO CONTROLE
IDADE 59,54 14,60 58,50 14,22 -0,605 n.s.
METEMOGLOBINA 1,50 0,74 0,43 0,29 -12,27  <0,001
HEMACIAS 4,47 0,47 4,88 0,43 7,400 <0,001
HEMOGLOBINA 12,39 2,09 14,59 1,61 8,943 <0,001
HEMATOCRITO 39,01 5,43 43,75 4,51 7,406 <0,001
VCM 86,86 3,41 89,46 1,78 6,483 <0,001
HCM 27,47 2,12 29,81 1,27 9,367 <0,001
CHCM 31,63 1,65 33,29 1,13 8,556 <0,001
D.O.HEMOLISADO 0,245 0,043 0,254 0,025 1,800 n.s.
ATIV. HEM. (UI/) 65,62 14,69 76,487 10,99 6,277  <0,001
ATI.HEM.COR Hb 5,45 1,54 5,32 1,09 0,722 n.s.
PROTEINA GHOST 199,52 99,72 199,76 60,05 0,020 n.s.
ATIV. GHOST 3,39 1,56 4,42 1,37 5,604 <0,001
RETICULOCITO (%) 2,96 2,23 1,51 0,59 5534 <0,001
RETICUL. (103) 154,80 121,62 76,11 29.85 5490 <0,001
SULFONEMIA 3,76 1,73

VCM= volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; ATIV.= atividade; HEM.= hemolisado; COR Hb= corrigido pela hemoglobina; D.O= densidade
6ptica; RETICUL.= reticulécito

SUMMARY - We measured in the blood samples of 72, adults leprosy patients, who were
ingesting 100 mg of dapsone/day, the levels of erythrocytes, hemoglobin, methemoglobin,
sulphone and reticulocytes. NADH-methemoglobin-reductase was measured both in the
hemolysate and ghost cells. As a control, identical tests, except for sulphone measure, were
applied to blood samples from 72 healthy individuals who did not ingest any oxidant drug.
Significant statistical differences regarding the values in erythrocytes, methemoglobin,
reticulocytes and activity of NADH- reductase in the erythrocytes ghosts were found among
these two groups. The mean enzyme activity in the hemolysate of the leprosy patients and the
healthy individuals has not differed significantly when expressed in Ul/g.Hemoglobin/I. The
enzyme activity in erythrocytes ghosts from leprosy patients was significantly smaller then
that in erythrocytes ghosts from healthy individuals. The mean level of methemoglobin in the
leprosy patients was higher than in the control group, probably due to oxidizer action of
sulphone. Tends in view we have found smaller levels of enzymatic activity in the
erythrocytes membranes of the leprosy patients and coincident levels in the hemolysate
compared to controls, we can affirm that probably this is due to an enzymatic displacement from
the cellular membrane to the cytoplasm, with the objective of maintaining in the erythrocyte a
constant hemoglobinic balance, in spite of the sulphone oxidizer action.

Key-words: Leprosy. NADH- reductase. Diaphorase. NADH-methemoglobin-reductase.
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