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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo Mycobacterium leprae e
endémica em muitos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, inclusive o Brasil. O
diagndstico ainda é complexo e muitas vezes dificultado por véarios aspectos, como por
exemplo, a ampla variedade de manifestacdes clinicas e aos diferentes tipos e graus de
resposta imune do hospedeiro. O estresse oxidativo, deplecdo antioxidante e alteracdo de
micronutrientes sdo importantes condicdes metabolicas observada nos pacientes com
hanseniase. A investigacdo e elucidacdo desses mecanismos sdo importantes, uma vez que
podem levar a descoberta de fatores associados a suscetibilidade/resisténcia a doenca e a
caracterizacdo das alteragcdes bioquimicas e nutricionais observadas nos pacientes. Nesse
sentido, foi realizado um estudo observacional do tipo transversal no qual participaram 62
pacientes com hanseniase antes do tratamento poliquimioterapico e 30 individuos saudaveis,
todos adultos e de ambos os géneros. Foram quantificados sorologicamente o marcador de
peroxidacdo lipidica malondialdeido, os antioxidantes glutationa reduzida e vitamina E, além
do anticorpo glicolipidio fendlico 1 que foram comparados entre o grupo controle versus
grupos com hanseniase, multibacilar e paucibacilar, além dos minerais selénio, zinco, cobre e
magnésio, quantificados no grupo com hanseniase, que foram avaliados segundo valores de
referéncia da literatura. Foi avaliada também a associacdo do anticorpo (prediz a carga
bacilar) com as demais variaveis quantificadas no estudo. Foram observados aumento do
marcador de peroxidacao lipidica e reducdo de antioxidantes nos pacientes com hanseniase,
ressaltando que os paucibacilares apresentaram maior nivel de glutationa reduzida em relacao
aos multibacilares e semelhante ao grupo controle. Foi observado também baixo nivel de

magnésio em todos os pacientes com hanseniase, indicando uma possivel deficiéncia crénica
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desse micronutriente. Nao foi observada associagdo do anticorpo glicolipidio fendlico 1 com
as outras variaveis nesse estudo. Em concluséo, os resultados mostraram aumento do estresse
oxidativo e deplecdo antioxidante na hanseniase, 0 que parecem estar associados &
consequéncia da doenca devido ao desencadeamento da resposta imune do hospedeiro frente a
infeccdo pelo bacilo. Além disso, maior nivel sérico de glutationa reduzida observada nos
paucibacilares reforca os achados de que esse grupo possui maior defesa antioxidante em
relacdo aos multibacilares. Destaca-se uma importante deficiéncia de magnésio observada em
todos os pacientes com hanseniase desse estudo, 0 que pode estar atribuida a um dos varios

fatores que aumentam a suscetibilidade dos individuos em adquirir a doenca.

Palavras — chave: hanseniase, estresse oxidativo, antioxidantes, micronutrientes.



SUMMARY

Leprosy is an infectious-contagious disease caused by the bacillus Mycobacterium leprae and
is endemic in many underdeveloped countries, including Brazil. The diagnosis is still complex
and is often impaired by several factors such as the wide variety of clinical manifestations and
the different types and degrees of the host immune response. Oxidative stress, antioxidant
depletion and changes in micronutrients are important metabolic conditions observed in
leprosy patients. The investigation and elucidation of these mechanisms are important since
they can lead to the discovery of factors associated with susceptibility/resistance to the disease
and to the characterization of the biochemical and nutritional changes observed in these
patients. On this basis, a cross-sectional observational study was conducted on 62 leprosy
patients before polychemotherapeutic treatment and on 30 healthy individuals of both
genders. The lipid peroxidation marker malondialdehyde, the antioxidants reduced glutathione
and vitamin E, as well as the phenolic glycolipid-1 antibody were determined in serum and
compared between the control group and the groups with multibacillary and paucibacillary
leprosy. In addition, the minerals selenium, zinc, copper and magnesium were quantitated in
the leprosy group and evaluated according to literature reference values. The association of
the antibody (which predicts the bacillary load) with the remaining variables quantitated in
this study was also evaluated. Increased levels of the lipid peroxidation marker and reduced
antioxidant levels were observe in the leprosy patients, with emphasis on the fact that
paucibacillary patients had higher reduced glutathione levels than multibacillary patients
which were similar to those of control subjects. A low magnesium level was also observed in
all leprosy patients, indicating a possible chronic deficiency of this micronutrient. No

association was observed between the glycolipid phenol-1 antibody and the other variables
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studied. In conclusion, the present results showed an increased oxidative stress and
antioxidant depletion in leprosy, which appeared to be associated with the consequences of
the disease due to the triggering of the host immune response to infection with the bacillus. In
addition, the higher serum levels of reduced glutathione observed in the paucibacillary
patients suggests that this group may have a greater antioxidant defense compared to
multibacillary patients. Finally, the important magnesium deficiency observed in all leprosy
patients studied is emphasized, possibly being attributed to one of the various factors that

increase individual susceptibility to the acquisition of the disease.

Key-words: leprosy, oxidative stress, antioxidants, micronutrients.
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INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa, de evolucédo crdnica e longo periodo de
incubacgdo, causada pelo bacilo Mycobacterium leprae (M. leprae). (MENDONCA et al.,
2008; GOMES et al., 2007). A doenga atinge preferencialmente pele e nervos periféricos, com
surgimento de lesbes cutdneas com alteracBes da sensibilidade tatil, térmica e a dor
(TALHARI e NEVES, 1997). Podem vir acompanhadas de episodios reacionais que se
caracterizam por fendmenos agudos decorrentes do processo inflamatério e da resposta
imunologica do hospedeiro, e que séo considerados potencialmente responsaveis pela perda
funcional dos nervos periféricos e agravante da incapacidade (FOSS et al., 2003).

O diagnostico precoce e manejo terapéutico adequado s@o imprescindiveis no bom
prognostico da doenca, entretanto, esses ainda constituem uns dos varios desafios atuais da
hanseniase. O diagndstico ainda é complexo e dificultado por muitos aspectos, dentre eles a
falta de capacitacdo dos profissionais de salde e a ampla variedade de manifestacGes clinicas
oriundas dos diferentes tipos e graus da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro frente a
infeccdo pelo bacilo.

O estresse oxidativo vem sendo apontado como uma importante condi¢cdo metabdlica
observada em pacientes com hanseniase. Estudos recentes avaliaram diferentes marcadores e
antioxidantes nas formas clinicas da doenca, no entanto, ainda ndo estdo estabelecidos quais
parametros que melhor retratam tal condicdo e permanece obscuro se as alteracdes observadas
estdo relacionadas a causa ou consequéncia da doenca (ABDEL-HAFEZ et al., 2009;
JYOTHI et al., 2008; PRASAD et al., 2008; LIMA et al., 2007; PRASAD et al., 2007). Além
disso, ja é bem estabelecida na literatura a participacdo cardinal de determinados minerais no

sistema de defesa antioxidante e na resposta imune (CATANIA et al., 2009; PRASAD, 2009;
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ARNAUD, 2008), porém, sdo remotos os estudos da literatura que avaliaram micronutriente
em pacientes com hanseniase.

A investigacdo do perfil de estresse oxidativo, antioxidantes e micronutrientes nas
diferentes formas clinicas da hanseniase é importante e constitui um campo promissor. Uma
vez elucidados esses mecanismos na populacdo resistente e suscetivel a doenca, e dentre 0s
suscetiveis, nas diferentes formas clinicas da hanseniase, sera possivel tracar hipoteses que
estejam associadas a suscetibilidade/resisténcia a hanseniase e as alteracbes bioquimicas e
nutricionais observadas nesses pacientes.

Da mesma forma, a deteccéo de baixos niveis de antioxidantes possibilita intervencéo
nutricional por meio da suplementacdo ou dieta especifica. Alguns estudos revelam essa
tendéncia, porém os dados disponiveis ainda sdo insuficientes e inconclusivos
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; RIMOLI, 2006).

Hoje em dia, apesar de estabelecida a cura e tratamento para a doenca e sendo esse
tratamento disponivel gratuitamente a populacdo, a hanseniase ainda permanece como um
grave problema de salde puablica, devido ao grande potencial em gerar sequelas e
incapacidade permanente e também por acometer a faixa etaria economicamente ativa da
populacdo, gerando prejuizos ao sistema previdenciario do pais.

De acordo com dados publicados pela World Health Organization (WHO), o Brasil
permanece em 1° lugar no nimero de casos da América Latina e em 2° lugar no mundo, atras
somente da India (WHO, 2011). Apesar da reducdo dos indicadores observada nos Gltimos
anos, o padréo espacial da hanseniase no Brasil permanece o mesmo e a meta de eliminagédo
da doenga, que € chegar a menos que 1 caso por 10 mil habitantes, ainda nao foi atingida. Por
isso, é imprescindivel uma constante vigilancia para novos casos, em especial nos menores de

15 anos, bem como acompanhamento daqueles ja existentes (BRASIL, 2005).
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Vale destacar que a hanseniase, ainda estigmatizada nos dias atuais, € uma doenca que
atinge prioritariamente populagdes carentes que vivem em condi¢Ges socioecondmicas
desfavoraveis (MONTENEGRO et al., 2011), o que muitas vezes resulta em individuos com
estado nutricional inadequado, seja de macro ou micronutrientes, que por sua vez predispde
ao desenvolvimento de doencgas e prejuizos no tratamento e cura.

Portanto, a realizacdo de mais estudos com hanseniase, sejam eles associados a causa
ou consequéncia da doenca, se faz necessaria. Em especial estudos populacionais de
investigagdo dos fatores associados a suscetibilidade/resisténcia, a fim de contribuir no

rastreamento da doenca (comunicantes de risco) e diagndstico precoce.
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OBJETIVO

Investigar os perfis séricos de estresse oxidativo, dos antioxidantes e dos
micronutrientes em pacientes com hanseniase, por meio da quantificacdo do marcador de
peroxidagdo lipidica TBARS, antioxidantes glutationa reduzida e vitamina E comparados
entre 0 grupo com a doenga e controle, também da quantificacdo dos minerais selénio, zinco,
cobre e magnésio no grupo com a doenca, comparados com valores de referéncia, além da

associacao dessas varidveis com a sorologia dosada pelo anticorpo glicolipidio fendlico 1.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HANSENIASE

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa, de evolucédo cronica e longo periodo de
incubacio, que pode variar de dois a cinco anos. E causada pelo bacilo Mycobacterium leprae
(M. leprae), microrganismo intracelular obrigatério, com tropismo para 0s nervos periféericos,
de alta infectividade e baixa patogenicidade (estima-se que 95% dos individuos apresentam
defesa natural contra o bacilo) (MENDONCA et al., 2008; GOMES et al., 2007).

A transmissdo da doenca ocorre através do convivio intimo e prolongado com pessoas
contaminadas pela forma contagiosa (ou forma bacilifera) e sem tratamento, associado a
condicdes socioecondmicas desfavoraveis. O trato respiratorio é considerado a mais provavel
via de propagacao e penetracdo dos bacilos no organismo (TALHARI e NEVES, 1997).

A doenca atinge preferencialmente a pele e nervos periféricos da face, olhos, orelhas,
membros inferiores e superiores, com surgimento de lesdes cutaneas e/ou espessamento de
nervos, acompanhadas de reducéo da sensibilidade téatil, térmica e a dor. E ainda, em casos de
episodios reacionais (surtos agudos inflamatérios e imunologicos decorrentes do tratamento)
outros o6rgdos podem ser acometidos como figado, baco e rins (LUSTOSA et al., 2011; EIDT,
2004; TALHARI e NEVES, 1997).

E importante destacar que o comprometimento neural periférico pode ocorrer antes,
durante ou apds o fim do tratamento medicamentoso, sendo esse responsavel pela maioria das
deformidades associadas a hanseniase, e que se ndo diagnosticadas e tratadas precocemente,
podem levar a incapacidade permanente (FOSS et al., 2003; GARBINO et al., 2003). Apesar

de hoje em dia haver uma cura efetiva com o tratamento medicamentoso, a doenca ainda
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deixa milhares de pacientes curados com sequelas decorrentes de danos neurais (BUHRER-
SEKULA, 2008).

O desenvolvimento da doenca ird depender do tipo e grau da resposta imune produzida
pelo hospedeiro frente a infeccdo pelo bacilo M. leprae. A principal defesa contra a infecgdo
microbiana se da através da ativacdo macroféagica, que por sua vez produz citocinas que atuam
sobre os linfocitos T CD4+ que se subdividem nas populacBes Thl e Th2. Sabe-se que a
populacdo Thl é responsavel pela manutencdo da resposta imune celular, ao passo que a
populacdo Th2 promove supressdao da atividade macrofagica (FOSS, 1997b). A literatura
relata influéncia dos fatores genéticos envolvidos na suscetibilidade/resisténcia individual a
doenca, entretanto, ainda sdo desconhecidos 0s genes responsaveis e suas funcdes bioldgicas
(PALACIOS et al., 2010; PREVEDELLO e MIRA, 2007).

Diante disso, a doenca pode adquirir caracteristicas da forma resistente onde ha
exacerbacdo da resposta imune celular eficaz para a morte dos bacilos, com formacdo de
granulomas bem definidos e limitagdo das lesdes. Ou pode adquirir caracteristicas da forma
suscetivel onde ha predominio da resposta imune humoral ineficaz para a morte dos bacilos,
com consequente disseminacdo bacilar para o tecido nervoso e visceras. Do ponto de vista
epidemiologico, essa forma € a de maior importancia devido a grande quantidade de bacilos
que o hospedeiro carrega no corpo, sendo responsavel pela transmissdo da doenca por contato
fisico (FOSS, 1997b).

A relacdo entre doenca, nutricdo e imunidade, ainda que ndo elucidada
completamente, é verificada em muitos estudos que mostram um aumento do catabolismo
frente a uma doenca, 0 que leva a um aumento das necessidades nutricionais visando
assegurar eficiéncia da resposta imune, sendo esta dependente de uma elevada taxa de

replicacdo celular e sintese de compostos proteicos ativos (BRUNETTO et al., 2007;
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ARAUJO, 2003).

Sendo assim, é importante considerar os efeitos benéficos da nutricdo na prevencéo e
no bom progndstico da doenga, bem como dos efeitos deletérios de uma dieta deficiente. Por
isso 0 papel da nutrigdo é de grande relevancia diante da complexidade da hanseniase e deve-
se fazer presente em suas diferentes facetas.

1.1.1 Aspectos epidemiol6gicos

Segundos dados recentes, o Brasil permanece em 1° lugar no nimero de casos da
América Latina e em 2° lugar no mundo, atras somente da india (WHO, 2011). O coeficiente
de prevaléncia nacional é de 1,54 casos por 10 mil habitantes, sendo detectados 33.955 mil
novos casos em 2011. Desse total, 2.420 foram em menores de 15 anos com um coeficiente de
prevaléncia de 5,22 casos por 10 mil habitantes, ambos os indicadores citados considerados
muito altos.

Atualmente, a deteccdo de novos casos em menores de 15 anos vem sendo adotada
como principal indicador de monitoramento da endemia, uma vez que a hanseniase possui um
longo periodo de incubacéo. A ocorréncia da doenca nessa faixa etaria indica a precocidade da
exposicdo e persisténcia de transmissdo, sendo assim um importante elemento para avaliacdo
da sua gravidade e magnitude (PALACIOS et al., 2010; LANA et al., 2007).

Entre as regibes do Brasil, as centro-oeste e norte sdo consideradas mais prevalentes
(3,75 e 3,49 casos por 10 mil habitantes, respectivamente) e as regides sul e sudeste menos
prevalentes (0,44 e 0,61 casos por 10 mil habitantes, respectivamente). A regido nordeste
encontra-se intermediaria, com um coeficiente de prevaléncia de 2,35 casos por 10 mil
habitantes (BRASIL, 2012).

Vale destacar que, embora nos ultimos anos tenha se observado redugdo nos

indicadores da hanseniase, o padrdo espacial da doenca permanece 0 mesmo, ou seja, ainda
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persistem areas hiperendémicas associadas a baixos indices de desenvolvimento humano.
CondicGes precérias de moradias, baixa escolaridade e baixo poder aquisitivo sdo fatores que
tornam o meio e o individuo mais suscetiveis as infeccbes, afetam diretamente o estado
nutricional e compromete o sucesso do tratamento.

Por isso, esforcos sdo necessarios para que haja mudangas positivas no cenario
nacional da hanseniase e também para que se atinja a meta de eliminacdo da doenca proposta
pela World Health Organization (WHO) e adotada pelo Ministério da Saide (MS), que é
chegar a menos de 1 caso por 10 mil habitantes até 2015. Por isso, se tornam imprescindiveis
uma constante vigilancia para novos casos, bem como acompanhamento daqueles ja
existentes.

1.1.2 Classificacéo

A hanseniase é uma doenca que recebe diversas classificacbes por apresentar uma
variedade de caracteristicas clinicas, patologicas e imunoldgicas.

A classificacdo de Madri (1953) é baseada na polaridade da hanseniase, considerando
aspectos bacteriologicos, imunoldgicos e histopatoldgicos. Sdo definidos os grupos polares
que incluem as formas tuberculdide e virchowiana, o grupo transitorio e inicial que inclui a
forma indeterminada e o grupo instavel que inclui a forma borderline ou dimorfa (SOUZA,
1997).

A classificacdo de Ridley e Jopling (1966) é baseada na distribuicdo espectral da
doenca e considera as variacbes do tipo e grau da resposta imune desenvolvida pelo
hospedeiro (FOSS, 1997a). Esse entendimento é importante, uma vez que 0 estresse oxidativo
esta diretamente relacionado aos aspectos imunopatoldgicos da hanseniase.

De acordo com essa classificacdo, a distribuicdo espectral que engloba as diferentes

formas clinicas da doenca se situa entre dois extremos: o polo virchowiano de alta
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suscetibilidade e o polo tuberculdide de alta resisténcia (FOSS, 1997a). O quadro 1 apresenta

as principais caracteristicas desses polos:

Quadro 1. Caracteristicas polares da hanseniase de acordo com a distribuicdo espectral.

POLO VIRCHOWIANO POLO TUBERCULOIDE

1- Baixa resisténcia a infeccdo (ou alta 1- Alta resisténcia a infeccdo (ou baixa
suscetibilidade) suscetibilidade)

2- Alta disseminacéo bacilar 2- Baixa disseminagao bacilar

3- Predominio de resposta imune humoral 3- Exacerbacdo da resposta imune celular
ineficaz para a morte dos bacilos eficaz para a morte dos bacilos

4- Formacao de células de virchow: 4- Limitacdo das lesbes e granulomas bem
macrofago rico em bacilos que foi definidos
incapaz de destruir 0 microrganismo

Dos individuos suscetiveis a infeccdo pelo M. leprae, a doenca pode evoluir para o
polo virchowiano onde se situa a forma clinica virchowiana (forma contagiosa ou bacilifera
devido a alta carga bacilar). Ou ainda, pode evoluir para o polo tubercul6ide onde se situa a
forma clinica tuberculoide (forma resistente com destruicdo eficaz dos bacilos e tendéncia a
cura). Entre os polos, encontram-se as formas instaveis da doenca também conhecidas como
dimorfas, que podem adquirir caracteristicas do polo virchowiano, denominada de dimorfa-
virchowiana, ou adquirir caracteristicas do polo tuberculdide, denominada de dimorfa-
tuberculdide, ou ainda permanecer como dimorfa, sendo denominada de dimorfa-dimorfa

(FOSS, 1997a; FOSS, 1997b; SOUZA, 1997) (Figura 1).
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POLO VIRCHOWIANO
1 suscetibilidade

<——mm— >

Virchowiana Dimorfa- Dimorfa- Dimorfa- Tuberculdide
virchowiana Dimorfa Tuberculdide

POLO TUBERCULOIDE
4~ Resisténcia

Figura 1. Representacdo da variacdo da resposta imunoldgica ao longo do espectro da

classificagdo de Ridley e Jopling (1966)

Nesse estudo, foi adotada a classificacdo proposta pela WHO, de carater simplificado
e operacional, a fim de expandir a campanha para eliminagdo da hanseniase. Essa
classificacdo é baseada na contagem do nimero de lesGes da pele e nervos envolvidos, sendo
agrupadas em paucibacilares (PB) quando apresentam de uma a cinco lesdes (englobam as
formas clinicas do polo tuberculdide), ou multibacilares (MB) quando apresentam mais de
cinco lesbes (englobam as formas clinicas do polo virchowiano) (WHO, 2012; MENDONCA
et al., 2008).
1.1.3 Diagnostico e tratamento

Segundo o Guia da Hanseniase do MS, o diagndstico positivo ocorre quando o
paciente apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas: lesdes da pele com alterac6es da
sensibilidade, comprometimento de nervos com espessamento neural ou baciloscopia positiva
(BRASIL, 2002). No entanto, é importante ressaltar a complexidade do diagndstico que se
baseia no conjunto de sintomas clinicos, microscopia e/ou baciloscopia (FROTA et al., 2010).
Muitos aspectos dificultam o diagndstico correto e precoce, especialmente quando se trata da

classificacdo mais adequada para fins terapéuticos (BUHRER-SEKULA, 2008), dentre eles a
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falta de capacitacdo dos profissionais de salde e a ampla variedade manifestacdes clinicas
oriundas dos diferentes tipos e graus da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro frente a
infeccdo pelo bacilo.

Nesse sentido, testes soroldgicos tém sido utilizados como ferramentas de auxilio
diagndstico, como por exemplo, a detec¢do do anticorpo glicolipidio fendlico 1 (APGL1)
através do teste de ELISA. O glicolipidio fendlico 1 é um antigeno especifico da parede do M.
leprae e reflete claramente a carga bacilar. O uso dessa ferramenta tem sido Util para
diagnostico nos multibacilares (BUHRER-SEKULA, 2008), ao passo que nos paucibacilares
e em zonas endémicas a sensibilidade do método se torna limitada. Isso porque nos
paucibacilares o nivel desse anticorpo costuma ser muito baixo ou indetectavel (semelhante a
populacdo ndo doente) e em zonas endémicas até mesmo a populagdo resistente apresenta
niveis elevados do anticorpo. Outras finalidades tém sido atribuidas a sorologia do APGL1
como triagens e seguimentos de contatos domiciliares, controle de endemia de determinada
regido, diagnostico e previsdo de surtos reacionais (FROTA et al., 2010, BUHRER-SEKULA,
2008).

Felizmente, hoje em dia a hanseniase tem cura e tratamento, sendo esse tratamento
disponivel gratuitamente a populacdo. Em 1982, a WHO preconizou a poliquimioterapia
(PQT) como tratamento para a cura da doenca que é baseada na combinacao entre trés drogas:
dapsona, rifampicina e clofazimina. A combinacdo das drogas e duracdo do tratamento variam
de acordo com a idade do paciente e tipo da doenca (por exemplo, o tipo PB ndo inclui
clofazimina) (WHO, 2012).

Vale ressaltar que desde 1995 a WHO passou a fornecer gratuitamente esses

medicamentos para 0s paises endémicos. No Brasil a PQT comecou a ser utilizada em 1986
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sendo que em 1991 ela foi adotada oficialmente pelo MS (WHO, 2012; GOULART et al.,
2002).

Além da administracdo de medicamentos, o tratamento integral da hanseniase deve
incluir acompanhamento do caso a fim de monitorar eventuais efeitos colaterais, orientagéo ao
paciente para o auto-cuidado e prevencéo da incapacidade (BRASIL, 2002).

Por fim, é importante entender a complexidade da hanseniase como um grave e
persistente problema de salde publica, sendo a doenca ainda estigmatizada e em sua maioria
representada pelas classes sociais mais baixas, com diagnéstico e terapéutica complexos e
dificultados por diversos fatores, mesmo que nos dias atuais exista cura e tratamento gratuito

disponivel a populagéo.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Por definicdo, o estresse oxidativo é considerado uma condi¢cdo metabdlica na qual ha
um desequilibrio entre os sistemas pro e antioxidante (ou de defesa) no organismo in vivo,
prevalecendo o pro-oxidante. Essa condicdo é capaz de intermediar diversos danos a célula
por meio da oxidacdo de biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA (BARBOSA et al.,
2008; VASCONSELOS et al., 2007; VALKO et al., 2006).

E importante destacar que a producdo de espécies reativas ocorre normalmente no
organismo, pois diferentes funcdes fisioldgicas utilizam reacGes de o&xido-reducdo em
alguma(s) etapa(s) do seu processo. Por outro lado, o organismo conta com uma série de
substancias (enzimas e moléculas) cuja funcdo é neutralizar essas espécies quando produzidas
em excesso. O delicado balanco entre a producdo/consumo desses compostos é chamado de

regulacdo redox, que mantém a homeostase redox in vivo (VALKO et al., 2006).
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Além da geracdo endogena, as espécies reativas também podem ter origem exdgena
(exposicdo aos raios UV, radiagdo ionizantes, quimioterdpicos e xenobibticos)
(VASCONSELOS et al., 2007), assim como 0s antioxidantes, cuja alimentacdo adequada
(fonte exdgena) fornece varios nutrientes necessarios para atuacdo eficiente do sistema de
defesa.

Diversos estudos apontam para 0 estresse oxidativo como sendo causa oOu
consequéncia de inameras doencas em humanos, além do préprio envelhecimento (VALKO et
al., 2006). A cronicidade desse processo tem sido associada a doengas como aterosclerose,
diabetes, cancer, transtornos neurodegenerativos, entre outros (BARBOSA et al., 2008).

1.2.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e espécies reativas de nitrogénio (ERN’s)

Os oxidantes podem ser agrupados em espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN’s), sendo ambas essenciais para o metabolismo humano
e produzidas constantemente pelo organismo em diferentes condic@es fisiologicas.

As espécies reativas incluem os radicais livres, definidos como atomo ou molécula que
contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrénica, sendo que
essa caracteristica lhes confere alta reatividade. Ou ainda podem ser espécies reativas nao
radicalares que, embora sem elétrons desemparelhados, possuem reatividade significativa
agindo como oxidantes (BARBOSA et al., 2008; VASCONSELOS et al., 2007).

Em sistemas bioldgicos, as ERO’s representam a classe mais importante das espécies
reativas (VALKO et al., 2006; MILLER et al., 1990). No metabolismo aerdbico, durante o
processo que ocorre na cadeia transportadora de elétrons (CTE) na mitocéndria, o oxigénio
molecular (O,) é reduzido até a 4gua (H,0) com ganho de quatro elétrons, a fim de produzir
energia na forma de adenosina trifosfato (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Durante as

etapas de reducdo sdo produzidos intermediarios reativos do O,, sendo que de 1-3% desses
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escapam da mitocondria. Caso ndo sejam recuperados por enzimas ou moléculas

antioxidantes, esses intermediarios podem oxidar biomoléculas como &cidos graxos

polinsaturados da membrana celular plasmatica ou nuclear. Em sistemas bioldgicos também

sdo produzidas as ERN’s, como por exemplo na defesa imunoldgica (VALKO et al., 2006).

As principais espécies reativas estao listadas a seguir:

v radical superéxido (O,"): considerado o ERO primério, pois a partir dele sdo formados
os outros ERO’s secundarios através de processos fisioldgicos, em sua maioria pelo
metabolismo aerdbico (CADENAS e SIES, 1998), ou pela ativacdo do O, através da
irradiacdo fisica (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2005);

v' radical hidroxila (HO"): considerado o mais reativo e perigoso dos ERO’s, pois devido a
meia-vida extremamente curta, sua neutralizacdo pelos antioxidantes € dificultada e
dificilmente ocorre (VASCONSELOS et al., 2007). Por isso, logo que produzido esse
radical reage perto do seu local de formacdo (VALKO et al., 2006). O radical HO" é capaz
de lesar uma série de moléculas como o DNA levando a sua mutacdo ou inativacéo,
proteinas da membrana celular ou enzimas através da oxidacdo de seus grupos sulfidrilas
(-SH), além de acidos graxos polinsaturados presentes nas membranas celulares,
culminando numa cascata de reacGes que levam a producdo de intermediarios reativos e
produtos, dentre eles 0 malondialdeido (MDA) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997);

v perdxido de hidrogénio (H,0,): apesar de ndo ser um radical livre, é capaz de gerar
grandes danos devido a sua vida longa e capacidade de atravessar a bicamada lipidica das
células (VASCONSELOS et al., 2007). Na presenca de metais de transicdo, como o Fe e
Cu?*, 0 H,0, reage formando o radical HO" através da reacdo de Fenton (Equacdo 1).
Também é produzido nos peroxissomos atuando na oxidacdo de varias moléculas, sendo a

enzima catalase responsavel por sua neutralizacdo (VALKO et al., 2006);
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Fe** +H.0; Fe** +HO + HO’ (1)
—

v’ 6xido nitrico (NO"): importante radical do grupo das ERN’s, é sintetizado pelos tecidos
bioldgicos através da enzima 6xido nitrico sintetase, sendo responsavel pela converséo do
aminodcido L-aginina em L-citrulina. Esta presente em abundancia no organismo, pois
participa de uma série de funcbes sinalizadoras como regulacdo da pressdo sanguinea
(vasodilatador), regulagdo do sistema imune, neurotransmissdo e relaxamento muscular.
Quando exposto ao ar, reage com o oxigénio formando o diéxido de nitrogénio (NO;") que
é um potente iniciador da peroxidacdo lipidica (VASCONSELOS et al., 2007; VALKO et
al., 2006);

v oxigénio singlete (*O,): estado eletronicamente excitado do oxigénio, com alto potencial
oxidante sendo capaz de reagir com inimeras moléculas biologicas, incluindo lipidios da
membrana. Em sistemas bioldgicos, a geracdo do 'O, tem sido verificada durante o
processo de peroxidacdo lipidica, fagocitose e reacGes que envolvem peroxidases
(VASCONSELOS et al., 2007; RONSEIN et al., 2006).

1.2.2 Sistema antioxidante: enzimatico e ndo enzimatico

Organismos aerobicos contam com uma série de enzimas e moléculas antioxidantes
gue combatem a propagacao e os danos causados pelas espécies reativas, conferindo protecédo
as células e ao sistema como um todo. Podem ser de fontes end6genas como as enzimas que
atuam na mitocdndria, ou exdgenas como a alimentacdo ou suplementa¢do com vitaminas

antioxidantes (VASCONSELOS et al., 2007).

Os principais compostos e enzimas antioxidantes estdo listados a seguir:

v’ superdxido dismutase (SOD): enzima que catalisa a dismutacdo do radical O,” em O; e

H,0,. Existem sob duas formas no organismo: a SOD dependente de cobre (Cu) e zinco

(Zn) (SOD-Cu/Zn) presente no citosol, que contém Cu?* e Zn?* como centros redox e cuja
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atividade ndo é afetada pelo estresse oxidativo; e a SOD dependente de manganés (Mn)
(SOD-Mn) presente na mitocondria, que contém Mn?* como centro redox e cuja atividade
aumenta com o estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006);

v’ glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSH): a glutationa é um tripeptideo que
coexiste no organismo em suas formas reduzida e oxidada, atuando em conjunto com suas
enzimas (descritas no item abaixo) na neutralizagdo do H,O, (BARREIROS et al., 2006).
A GSH é considerada o antioxidante de maior solubilidade e encontra-se em abundéancia
no citosol, nacleo e mitocdndria (VALKO et al., 2006);

v’ glutationa peroxidase (GPXx) e glutationa redutase (GR): a GPx é a enzima que catalisa
a dismutacdo do H,O,a O, e H,0, em seguida a GR catalisa a reacdo de recuperacao que
transforma a GSSH a GSH, operando novamente o ciclo de reagdes (Figura 2). Vale
ressaltar que a GPx apresenta selenocisteina (Se covalentemente ligado a um residuo de
cisteina), o que faz desse mineral um componente essencial para a formagdo da enzima,
dai a sua importéancia na atividade antioxidante do organismo (BARREIROS et al., 2006;

ROVER JUNIOR et al., 2001);

H,0, 0, + H,O
/ GPx s

GSH GSSH

GR

NADPH NADP~™

Figura 2. Ciclo do metabolismo da glutationa
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v’ catalase: enzima que catalisa a dismutagdo do H,0, a O, e H,0, assim como a GPx, s6
que de forma simples e direta (BARREIROS et al., 2006);

v’ vitamina E: possui duas familias de compostos, os tocoferdis e os tocotriendis, que se
subdividem em grupos de a, B, v, 6-tocoferol. Qualitativamente, tais compostos exercem a
mesma atividade biologica do a-tocoferol, considerado o mais potente e predominante na
natureza (VASCONSELOS et al., 2007). Por ser lipossolivel, a vitamina E tem sido
associada a acdo contra peroxidacdo lipidica dos acidos graxos polinsaturados das
membranas e lipoproteinas (BARREIROS et al., 2006);

v vitamina A: o termo “vitamina A” abrange uma série de compostos lipossoluveis com
estruturas quimicas relacionadas ao retinol, incluindo os carotendides com atividade pro-
vitamina A (a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina) (CATANIA et al., 2009). Tais
carotendides tém sido reconhecidos como importantes sequestradores do *O,, além de
atuar como varredores de radicais peroxil, especialmente em condicdes de baixa tensao de
oxigénio (GOMES et al., 2005; PAIVA e RUSSEL, 1999). Sdo comumente encontrados
no plasma, assim como a luteina e o licopeno, ao passo que a vitamina A é armazenada no
figado na forma de ésteres retilinicos, 0 que permite a manutencdo dos niveis plasmaticos
desse nutriente mesmo sem o seu consumo frequente (GOMES et al., 2005;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2002);

Diversos estudos investigaram outros nutrientes com funcdes antioxidantes, dentre
eles destacam-se o licopeno (carotendide sem atividade pré-vitamina A mas com alto
potencial antioxidante), flavondides como a quercetina e rutina, além dos outros minerais que
atuam como cofatores nas enzimas antioxidantes (BARREIROS et al., 2006; VALKO et al.,
2006; BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Entretanto, é preciso cautela quanto a suplementacdo com antioxidantes de fontes
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alimentares, visto que alguns estudos in vivo e in vitro demonstram efeitos toxicos quando
administrados em excesso.
1.2.3 Marcadores do estresse oxidativo

Esforgos tém sido realizados na identificagdo de marcadores do estresse oxidativo em
fluidos bioldgicos (plasma, soro ou urina) e tecidos, a fim de sistematizar sua utilizagcdo no
diagndstico e controle dos efeitos deletérios causados por esse processo (BARBOSA et al.,
2008). A habilidade de deteccdo dos marcadores € dificultada pelas concentracbes
extremamente baixas e pela alta velocidade de reacdo dos radicais livres (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997), por isso alguns metabdlitos oriundos das reacfes de oxido-reducao
séo preferencialmente utilizados.

Os marcadores de estresse oxidativo se baseiam nos processos de oxidacao de lipidios,
proteinas e DNA, sendo que os oriundos da peroxidacéo lipidica sdo os mais utilizados tendo
maior expressdo (BARBOSA et al., 2008; VINCENT et al., 2007; MAYNE, 2003).

Um dos métodos mais utilizados para detec¢do da peroxidacédo lipidica se baseia em
quantificar as substancias que reagem com o acido tiobarbitdrico (TBARS), por meio de
métodos colorimétricos. Os aldeidos sdo substancias geradas durante a oxidacdo dos lipidios,
sendo o malondialdeido (MDA) o mais abundante deles e derivado principalmente dos acidos
graxos araquidénico (AA, C20:4), eicosapentaendico (EPA, C20:5) e docosahexaendico
(DHA, C22:6) (BARBOSA et al., 2008; MAY NE, 2003).

No entanto, o método TBARS apresenta algumas limitac6es devido ao fato de ndo ser
especifico para 0 MDA, reagindo também com outros aldeidos, acUcares, aminoacidos,
proteinas, aminas e bilirrubina (GROTTO et al.,, 2007; MAYNE, 2003), o que pode

superestimar a extensdo do processo de peroxidacdo lipidica. Ainda assim, devido a facilidade
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de execucdo e ao baixo custo, esse método tem ampla aplicacdo e importancia (BARBOSA et
al., 2008).

Outros métodos para detecgdo de marcadores de peroxidacdo lipidica se baseiam na
com combinagdo do TBARS com cromatografia, em especial a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), além da quantificacdo de isoprostanos por meio de radioimunoensaios,
imunoensaios enzimaticos (ELISA) e a combinacdo de cromatografia e espectrometria de
massa (BARBOSA et al., 2008).

O estresse oxidativo também ¢é avaliado através da quantificacdo de substancias
antioxidantes (enzimaticas e ndo enzimaticas), uma vez que baixos niveis podem indicar a
instalagdo do processo (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; MECRURY et al., 1993). Outro
método utilizado se baseia na capacidade antioxidante total, onde séo avaliadas as atividades
das enzimas e compostos antioxidantes, inespecificamente, em fluidos ou eritrécitos, ou
especificamente, utilizando métodos distintos para cada enzima ou composto (BARBOSA et
al., 2008).

1.2.4 Estresse oxidativo e hanseniase

Dentre os vérios fatores que influenciam na patogenia da hanseniase, 0 estresse
oxidativo é de grande importancia (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005), uma vez que inUmeras
espécies reativas sdo geradas durante os processos neurodegenerativos e de inflamacao
crbnica, com consequente deplecdo de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos (ABDEL-HAFEZ et al., 2009). Tais condi¢es levam o organismo ao estresse
oxidativo, sendo esse um poderoso intermediario para a oxidacdo de lipidios presentes nas
membranas, além de proteinas e DNA (VALKO et al., 2006).

Na hanseniase, a principal defesa contra a infeccdo microbiana é desencadeada pelos

macrofagos, que leva a producdo de uma variedade de ERO’s, elementos fundamentais para
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destruicdo bacilar intramacrofagica (JYOTHI et al., 2008; VALKO et al., 2006). As atuacdes
dos macréfagos nas lesoes de pele também geram ERN’s, que tem sido associadas a danos
nos nervos (PRASAD et al., 2008; SCHON et al., 2004). Estudos recentes mostraram o papel
das ERO’s como causador da hipo-responsividade, apoptose e defeitos nas vias de sinalizagao
das células T (VIJAYARAGHAVAN et al., 2005; WALSH et al., 2004; CEMERSKI et al.,
2002).

A peroxidacdo lipidica é um importante mediador de danos nos tecidos, sendo o MDA
(produto final estavel desse processo) o principal marcador utilizado na literatura. A literatura
relata aumento dos niveis de MDA em pacientes portadores de hanseniase, utilizando-se
diferentes materiais bioldgicos (soro, plasma, sangue e tecidos), sendo esse aumento mais
expressivo nos multibacilares (ABDEL-HAFEZ et al.; 2009; PRASAD et al., 2008; JYOTHI
et al.; 2008; BHADWAT e BORADE, 2000). A associacdo desse marcador com a
determinacdo de antioxidantes constitui uma importante ferramenta no bom progndstico,
tratamento e controle da hanseniase e de outras doencas degenerativas (LIMA et al., 2006;
REDDY et al., 2003).

Em pacientes com diferentes formas clinicas da doenca também tem sido verificada
baixas concentracdes de substancias com potencial antioxidante, como a GSH e atividade das
enzimas SOD e GPx. Vale destacar que essa reducdo se mostra mais expressiva nos
multibacilares, ocorrendo de maneira gradual do polo tuberculdide ao polo virchowiano
(PRASAD et al., 2008; PRASAD et al., 2007), sendo que pacientes antes do tratamento
poliquimioterapico se mostraram mais afetados negativamente quando comparados aqueles
em tratamento ou apos o seu término (REDDY et al., 2003)

Vale ressaltar que a terapia nutricional especifica para hanseniase pode ser

interessante. Estudos recentes apontam para essa tendéncia, porém os resultados ainda sdo
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inconsistentes (RIMOLI, 2006; VIJAYARAGHAVAN et al., 2005), o que pode ser explicado
pelo uso de nutrientes isolados. Vale ressaltar que uma alimentacdo adequada é capaz de
fornecer diversas substancias que podem atuar em sinergismo na protecdo das células e
tecidos (HERCBERG et al., 1998; JACOB, 1995; NIKI et al., 1995), como por exemplo, 0
efeito cooperativo da vitamina C e E na inibicdo da peroxidacdo lipidica e protecdo ao DNA

(BIANCHI e ANTUNES, 1999; GEY, 1998).

1.3 MICRONUTRIENTES
Os micronutrientes, embora necessarios em quantidades tracos no organismo,
desempenham papéis essenciais em inUmeros processos bioquimicos e fisioldgicos. Diversos
componentes do sistema antioxidante sdo micronutrientes, como as vitaminas E e C ou sdo
dependentes deles, como o mineral Se na enzima GPx e 0s minerais Zn, Cu € Mn na enzima
SOD (EVANS e HALLIWEL, 2001). Micronutrientes também sdo componentes estruturais
e/ou funcionais de uma série de outras metaloenzimas e metaloproteinas, e assim participam
do metabolismo celular, da homeostase, da funcdo imune, além do crescimento e
desenvolvimento como um todo (WITKOWSKI et al.,, 2011; MAFRA e COZZOLINO,
2004).
Alguns dos micronutrientes essenciais abordados nesse estudo estao listados a seguir:
v selénio: o Se é um elemento traco essencial e seu baixo status tem sido associado ao
aumento do risco de varias doencas como cardiacas e cancer (TINGGI, 2008). A maioria
do Se presente nos tecidos estd na forma de selenocisteinas nas selenoproteinas, sendo
reconhecidas até o presente momento de 25 a 30 delas (COSTA, 2008). Embora muitas
ainda permanecam descaracterizadas quanto a sua funcionalidade, vale destacar algumas

de suas importantes funcbGes, como a participacdo na defesa antioxidante, sinalizacdo
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intracelular, homeostase redox e metabolismo hormonal da tireoide (PAPP et al., 2010).

v’ zinco: 0 Zn atua como molécula de sinalizagdo intracelular, também é um agente anti-
inflamatorio e participa de processos importantes como a imunidade mediada por células e
estresse oxidativo (PRASAD, 2009). Além de cofator da enzima antioxidante SOD, 0 Zn
participa diretamente da neutralizacdo do radical ‘OH, induz a producéo de metalotioninas
(substancias que atuam na remocdo desse radical) e inibe a NADPH-oxidase (enzima
envolvida na producdo de ERO’s) (CATANIA et al., 2009; PRASAD, 2009).

v’ cobre: o Cu participa como cofator de varias enzimas que catalisam reacdes fisioldgicas
importantes relacionadas com fosforilacdo oxidativa, biossintese de colageno e elastina,
formacdo de melanina, metabolismo do ferro, dentre outras. Alguns exemplos de
cuproenzimas sdo a citocromo c oxidase, lisil oxidase, SOD citosdlica (enzima
antioxidante dependente de Cu e Zn) e ceruloplasmina (oxida o Fe?* liberado das reservas
para Fe®*, que por sua vez se liga & transferrina e é transportado para as células) (COSTA,
2008; PEDROSA e COZZOLINO, 1999). Evidéncias recentes relatam sua influéncia
sobre o sistema imune, uma vez que o Cu desempenha papel importante na maturacao de
tecidos linfoides (MACEDO et al., 2010; BONHAM et al., 2002).

v/ magnésio: o Mg participa como cofator de mais 325 reacOes enzimaticas, sintese de
proteinas e balanco eletrolitico (BRILLA, 2012). A literatura relata forte influéncia desse
mineral na inflamacdo e resposta imune ndo especifica (inata) e especifica (adquirida)
(TAM et al., 2003). Segundo Brilla (2012), os resultados de experimentos com animais
corroboram com os estudos em humanos, mostrando que a deficiéncia de Mg produz uma
sindrome inflamatéria com leucécitos e ativacdo de macrdfagos, liberacdo de citocinas e
producdo excessiva de radicais livres, e esse estado pré-inflamatério e pré-oxidante é

sistémico (envolve multiplos tecidos e orgdos) (BRILLA, 2012). Entretanto, 0s
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mecanismos desses processos em humanos ainda ndo estdo completamente elucidados.
1.3.1 Hanseniase e micronutrientes

Diversos estudos relataram reducdo e/ou alteracdo de micronutrientes em doencas
cronicas, dentre elas a hanseniase (WANG e LIN, 2011; GEORGE et al., 1990; MATHUR et
al., 1984; RAO et al.,, 1985). Isso porque o equilibrio complexo de micronutrientes €
fundamental para a manutencdo da salde, consequentemente a alteracdo da homeostase
desses elementos pode gerar prejuizos da funcdo celular, fisiolégica e imune, sendo tais
alteragOes associadas a causa ou consequéncia de inimeras doengas (LIU et al., 2011).

Portanto, o estudo dos micronutrientes na hanseniase é importante e constitui um
campo promissor. S&o remotos os trabalhos que avaliaram minerais tracos em pacientes com a
doenca. Foram encontrados alguns estudos da década de 70, 80 e 90 cujos autores avaliaram
niveis séricos de diversos minerais, dentre eles o Se, Zn, Cu e Mg (FOSTER et al., 1991;
RAO e SAHA, 1986; NIGAM et al., 1979; SINHA et al., 1978). Os autores observaram
reducdo gradual ao longo do espectro, ou seja, do polo tuberculéide ao polo virchowiano, dos
niveis séricos de Se, Zn e Mg (SHER et al., 1981; MANTHUR et al., 1984; SAXENA et al.,
1988). Também foi observado aumento de Cu em todas as formas clinicas da hanseniase
(GEORGE et al., 1990; RAO et al. 1985; SHER et al., 1981).

Segundo a literatura, as alteracGes de micronutrientes em pacientes com hanseniase
ndo tem sido associadas a alimentacdo, uma vez que a reducdo de minerais ocorre de maneiras
distintas nas diferentes formas clinicas da hanseniase (RAO e SAHA, 1986; MENNEN et al.,
1993). Por outro lado, os estudos sugerem que essas alteracfes estejam relacionadas a carga
bacilar, ou seja, quanto maior o nimero de bacilos, maiores as alteracbes (GEORGE et al.,

1990; MANTHUR et al., 1984).
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Algumas hipéteses tentam explicar a reducdo desses micronutrientes na doenga, com
atencdo especial ao Zn e sua influéncia no sistema imunoldgico, que se baseia na supressao
ndo especifica da resposta imune mediada por células, possivelmente devido a prejuizos na
funcdo do timo e producéo de células T (SAXENA et al., 1988). Sabe-se que a deficiéncia de
Zn provoca atrofia dessa glandula em animais experimentais e diminuicdo do hormdnio
dependente de Zn por ela produzido em experimento com humanos (PRASAD et al., 2009).
Outra hipotese seria a de que os bacilos do M. leprae sequestrariam minerais das células do
hospedeiro para uso no proprio metabolismo, uma vez que ja é conhecida participacdo de
diversos minerais em diversas enzimas (JAIN et al., 1995; MANTHUR et al., 1984,
MENNEN et al., 1993).

Ja em relacdo ao Cu, tem sido observado aumento desse mineral em infecgdes agudas
e crénicas (GEORGE et al., 1990) e que a deficiéncia de Zn (hipozincemia) leva ao aumento
de Cu (hipercupremia) (RAO et al., 1985), uma vez que esses minerais sao antagonistas,
possivelmente por competirem pelo mesmo transportador de membrana da borda em escova
no intestino (COSTA, 2008).

Quanto ao Mg e Se, as reais causas da reducdo dos niveis séricos na hanseniase é
desconhecida (FOSTER et al., 1991; NIGAM et al., 1985). Entretanto, hoje em dia sabe-se da
importante relacdo do Mg com o sistema imune (BRILLA, 2012; TAM et al., 2003) e do
papel essencial do Se na defesa antioxidante contra o estresse oxidativo comum em doencas
cronicas (PAPP et al., 2010). Jain et al. (1995) sugerem que uma das causas da hipercupremia,
hipozincemia e hiperferremia é devido a liberacdo de interleucina-1 produzida por células
inflamatdrias do hospedeiro.

Por ora, conclui-se que alteracdes importantes no status de micronutrientes de fato

ocorrem na hanseniase, e ha necessidade de maior investigacdo a respeito, ou seja, se estas
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alteracOes estdo relacionadas a causa ou consequéncia da doenca (RAO et al., 1985). Desta
forma, sera possivel um melhor entendimento das diferencas entre a populagdo resistente e
suscetivel a hanseniase, e dentre os suscetiveis, as variacdes da resposta imune do hospedeiro

que configuram as diferentes formas clinicas.
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Resumo

O estresse oxidativo aliado a deplecdo antioxidante e de micronutrientes € uma condigdo
metabdlica observada na hanseniase. O estudo desses mecanismos nas populacées com e sem
a doenca € importante, pois permite tracar hipdteses que estejam associadas a
suscetibilidade/resisténcia a hanseniase e a alteracdes bioquimicas e nutricionais observadas
nesses pacientes. Analisaram-se 62 amostras de soro de pacientes com hanseniase nas formas
multibacilar (MB) e paucibacilar (PB) e 30 amostras controles. O marcador de peroxidacao
lipidica TBARS e vitamina E foram superior (p<0,001) e inferior (p<0,001), respectivamente,
no grupo com hanseniase quando comparado ao grupo controle. A glutationa reduzida (GSH)
foi superior no grupo controle em relacdo ao grupo com hanseniase (p=0,012) e MB
(p=0,001), no entanto, sem diferenca do grupo PB (p=0,920). Os pacientes apresentaram
niveis séricos normais de selénio, zinco e cobre, e reduzido de magnésio, sendo todos muito
deficientes. N&o foi possivel observar correlacdo do anticorpo glicolipidio fenolico 1 com as
demais variaveis nesse estudo. O aumento do estresse oxidativo e deplecdo antioxidante
parecem estar associados a consequéncia da doenca. O grupo PB parece possuir maior defesa
de GSH em relacdo ao MB e semelhantes a de individuos sem a doenca. Baixos niveis de
magneésio observados em todos 0s pacientes sugere uma possivel deficiéncia cronica desse
micronutriente, o que pode ser atribuido a um dos varios fatores associados a suscetibilidade a

hanseniase.

Palavras-chave: hanseniase, estresse oxidativo, antioxidantes, micronutrientes
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Introducéo

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa, de evolucdo cronica, cujo agente
etiolégico € o bacilo Mycobacterium leprae (M. leprae), microrganismo com tropismo para 0s
nervos periféricos, de alta infectividade e baixa patogenicidade (Mendonca et al. 2008, Gomes
et al. 2007).

Ainda é uma doenca endémica no Brasil, com prevaléncia de 1,54 casos por 10 mil
habitantes, e apesar da reducdo de alguns indicadores observada nos ultimo anos, o padréo
espacial da hanseniase permanece 0 mesmo, persistindo regides hiperendémicas associadas a
baixos indices de desenvolvimento humano (Brasil 2012).

O diagndstico tardio e/ou manejo terapéutico inadequado podem levar ao surgimento
sequelas e/ou incapacidade permanente, 0 que traz sérias consequéncias para o sistema
previdenciario, uma vez que a doenca atinge em sua maioria a faixa etaria economicamente
ativa da populacéo.

Por isso, a constante vigilancia para novos casos, em especial nos menores de 15 anos
(utilizado como indicador de endemia), bem como acompanhamento daqueles ja existentes
sdo imprescindiveis.

Ja é bem estabelecido na literatura que a maioria da populacdo apresenta defesa
natural contra o bacilo. Somente 5 a 10% irdo desenvolver a doenca de acordo o tipo e grau da
resposta imune produzida pelo hospedeiro, o que reflete um amplo espectro de manifestacGes
clinicas e imunopatoldgicas, variando do polo tuberculdide de alta resisténcia (resposta imune
celular eficaz e consequente reducdo da disseminacdo bacilar e sorologia do anticorpo
glicolipidio fendlico 1 ou APGL1) ao polo virchowiano de alta suscetibilidade (resposta
imune humoral ineficaz e consequente aumento da disseminacdo bacilar e sorologia do

APGL1) (Talhari & Neves 1997, Foss 1997).

51


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_leprae

Sabe-se que o glicolipidio fendlico 1 é um antigeno especifico da parede do M. leprae
e reflete claramente a carga bacilar. Por isso, 0 uso do APGL1 tem sido Util para diagndstico
nos multibacilares, ao passo que nos paucibacilares o nivel desse anticorpo costuma ser muito
baixo ou indetectavel, semelhante a maioria da populacéo nao doente (Buhrer-sékula 2008).

A World Health Organization propés uma classificacdo de carater simples e
operacional a fim de expandir a campanha para eliminacdo da hanseniase, baseada na
contagem do numero de lesbes de pele e nervos envolvidos, sendo agrupadas em
paucibacilares (PB) quando apresentam de uma a cinco lesdes e incluem as formas clinicas
indeterminada e tuberculdide localizadas no polo tuberculdide, ou multibacilares (MB)
quando apresentam mais de cinco lesdes e incluem as formas clinicas dimorfa tuberculdide,
dimorfa dimorfa, dimorfa virchowiana e virchowiana localizadas no polo virchowiano (WHO
2012, Mendonga et al. 2008).

A literatura relata estudos que avaliaram aumento do estresse oxidativo e reducédo de
antioxidantes e micronutrientes na hanseniase, contudo, os mecanismos que explicam tais
alteracdes e, principalmente, se elas estdo associadas a causa ou consequéncia da doenca,
ainda permanecem desconhecidos. Uma vez elucidados esses mecanismos na populacdo
resistente e suscetivel, e dentre os suscetiveis, nas diferentes formas clinicas da hanseniase,
sera possivel tracar hipdteses que estejam associadas a suscetibilidade a hanseniase e as
alteracdes bioquimicas e nutricionais observadas nesses pacientes.

A relacdo entre doenca, nutricdo e imunidade, ainda que ndo elucidada
completamente, é verificada em muitos estudos que mostraram um aumento do catabolismo
frente a uma doenca, 0 que leva a um aumento das necessidades nutricionais visando
assegurar eficiéncia da resposta imune, sendo esta dependente de uma elevada taxa de

replicacdo celular e sintese de compostos proteicos ativos (Brunetto et al. 2007, Aradjo 2003).
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O presente estudo teve por objetivo quantificar marcador de estresse oxidativo,
antioxidantes e micronutrientes presentes no soro de pacientes portadores de hanseniase, a fim
de avaliar a influéncia dessas variaveis na suscetibilidade e patogenia da doenga, incluindo a

relagédo das mesmas com a sorologia do APGL1.

Material e métodos

Trata-se de um estudo observacional do tipo transversal. O protocolo do presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas (HC) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (Of. Ref. N°
4365/2011).

Descrigcdo das amostras

O grupo com a doencga correspondeu a 62 pacientes portadores de hanseniase, usuarios
do Ambulatério de Hanseniase da Dermatologia do HC de Ribeirdo Preto. Os critérios de
inclusdo foram idade adulta (> 19 ¢ < 60 anos), diagnostico confirmado para hanseniase,
auséncia de co-morbidade e ndo estar em uso do tratamento poliquimioterapico (casos novos
ou de reinfeccdo). Em virtude da ndo existéncia de valores de referéncia para marcadores de
estresse oxidativo, foi selecionado um grupo controle composto por 30 individuos adultos e
saudaveis.

No estudo de avaliacdo do estresse oxidativo, foram dosados sorologicamente o
marcador de peroxidacao lipidica malondialdeido (MDA) e antioxidantes glutationa reduzida
(GSH) e vitamina E nos grupos com hanseniase e controle. Quanto aos micronutrientes, foram
dosados os minerais selénio (Se), zinco (Zn), cobre (Cu) e magnésio (Mg) no grupo com
hanseniase e comparados segundo valores de referéncias da literatura.

Analises laboratoriais
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O MDA foi quantificado pelo método TBARS ou teste de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (Buege & Aust 1978).

A GSH foi quantificada pelo método baseado na quantificacdo de tiol solivel em acido
que € lido em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 640 nm (Sedlack & Lindsay
1968).

A vitamina E foi dosada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
em coluna tipo C-18 (Shimpack CLC-ODS 4,6 x 25 cm), pré-coluna 4 mm x 1 cm e fluxo de
2,0 mL/min (Arnaud et al 1991).

Os minerais Se, Zn, Cu e Mg foram dosados por meio de espectrometria de massa com
fonte de plasma acoplado (ICP-MS) (Nunes 2009) e avaliados segundo valores de referéncia
da literatura, sendo 0,44 — 1,16 pumol/L para o Se; 10,4 — 22,8 umol/L para o Zn; 7,9 — 25,1
pmol/L para o Cu (Rukgauer et al 1997) e 800 — 1200 pumol/L para 0 Mg (Young 1987).
Analise estatistica

Foi aplicado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para comparar as variaveis
TBARS, GSH e vitamina E entre o grupo controle versus os grupos com hanseniase (total,
multibacilar e paucibacilar), e dentre os doentes, entre 0 grupo multibacilar versus grupo
paucibacilar. Teste de correlacdo Pearson foi realizado a fim de verificar associagdo do
APGL1 com as demais variaveis quantificadas no estudo (TBARS, GSH, vitamina E, Se, Zn,
Cu e Mg). As analises foram realizadas em programa estatistico utilizando-se p<0,05 como

critério de significancia.

Resultados
Dos 62 pacientes incluidos no grupo com hanseniase, 74,2% (n=46) foram homens e

25,8% (n=16) mulheres, com média de idade igual a 45,2+9,7 anos (21 — 59), sendo 71%
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(n=44) multibacilares e 29% (n=18) paucibacilares. O grupo controle (n=30) apresentou
média de idade igual a 24,7+4,3 anos (20 — 43), sendo 43,3% (n=13) homens e 56,7% (n=17)
mulheres.

Em relacdo ao AGPL1, o grupo controle apresentou valor médio (0,5+0,2) inferior
(p<0,001) ao grupo com hanseniase (5,6+6,2), e dentre os doentes, 0 grupo MB apresentou
valor médio (7,4+6,4) superior (p<0,001) ao grupo PB (1,0+0,6).

Os resultados de mediana, valor minimo e maximo do TBARS, GSH e vitamina E
quantificados nos grupos com hanseniase e controle estdo descritos na Tabela 1.

O TBARS foi inferior (p<0,001) no grupo controle quando comparado ao grupo com
hanseniase, MB e PB. Da mesma forma, a vitamina E foi superior (p<0,001) no grupo
controle quando comparada a esses grupos. A GSH foi estatisticamente superior no grupo
controle quando comparada aos grupos com hanseniase (p=0,012) e MB (p=0,001), no
entanto, quando comparada ao grupo PB ndo houve diferenca significativa (p=0,920).

Dentre os doentes, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre o grupo
MB e PB para as variaveis TBARS, GSH e vitamina E.

Na Tabela 2 encontram-se descritos os resultados de média e desvio-padrdo dos
minerais Se, Zn, Cu e Mg quantificados no grupo com hanseniase e a classificacdo dos
pacientes em alterado e ndo alterado de acordo com valor sérico de referéncia para cada
mineral.

Os pacientes com hanseniase apresentaram niveis séricos normais de Se, Zn e Cu,
exceto por uma minoria (n=4 ou 14,3%) que apresentou alteracdo bioquimica de Cu acima da
referéncia. Em relacdo ao Mg, todos os pacientes apresentam-se alterados (abaixo da
referéncia), com um valor médio de 531,9+71,2 pmol/L bem abaixo do limite inferior de

referéncia (800-1200 umol/L).
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N&o foi possivel observar correlacdo significativa do APGL1 com as varidveis de

estresse oxidativo, antioxidantes e minerais quantificadas nesse estudo.

Discusséo

O MDA, produto final estavel do processo de peroxidacéo lipidica, é considerado um
importante mediador de danos nos tecidos e encontra-se aumentado na hanseniase (Jyothi et
al. 2008, Reddy et al. 2003, Bhadwat & Borade 2000), fendmeno esse corroborado no
presente estudo que demonstrou aumento significativo dos niveis séricos de MDA nos doentes
frente ao grupo controle, entretanto, sem detectar diferencas entre os grupos MB e PB.

Da mesma forma, a deplecédo da defesa antioxidante tambeém foi constatada nesse e em
outros estudos que mostraram niveis reduzidos de enzimas e moléculas antioxidantes na
hanseniase (Abdel-Hafez et al. 2009, Prasad et al. 2007). Prasad et al. (2008) verificaram
niveis reduzidos de GSH no sangue de pacientes com a doenca em relacdo ao grupo controle,
exceto para as formas tuberculdide e dimorfa tuberculdide. No presente estudo, o grupo PB
apresentou GSH semelhante a de individuos saudaveis, ao passo que grupo MB apresentou-se
deficiente, o que pode justificar o perfil de suscetibilidade desse grupo frente a disseminacéo
da doenca com alta carga bacilar.

A vitamina E, comumente representada pelo a-tocoferol, tem sido considerada um
importante antioxidante protetor da bicamada lipidica das membranas celulares e das
lipoproteinas de transporte (Barreiros et al. 2006). Reducdo dos niveis séricos dessa vitamina
foi observada nos pacientes com hanseniase desse estudo, em comparacdo ao grupo controle,
no entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos da doenca. Esses resultados
confirmam estudos da literatura que relataram reducao dos niveis séricos de vitamina E em

pacientes sem tratamento (Rao & Saha 1988) e em uso da PQT por 6 meses a 1 ano (Girish
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2011). Segundo Girish (2011), além de antioxidante a vitamina E também exerce um papel
protetor no sistema imune, 0 que pode ser uma boa medida de referéncia para avaliacdo do
risco de infeccéo inicial.

Diversos estudos relataram reducdo e/ou alteracdo de micronutrientes em doencas
cronicas, dentre elas a hanseniase (Wang & Lin 2011, George et al. 1990, Mathur et al. 1984,
Rao et al. 1985). O equilibrio complexo de micronutrientes é fundamental para a manutencéo
da saude, consequentemente a alteracdo da homeostase desses elementos pode gerar prejuizos
da funcdo celular, fisiolégica e imune, sendo tais alteracBes associadas a causa ou
consequéncia de inimeras doencas (Liu et al. 2011).

Embora muito antigos os estudos que avaliaram minerais na hanseniase, ha evidéncias
de que as alteracBes de micronutrientes ndo estejam associadas a alimentacdo, uma vez que
elas seguem um mesmo padréo nas diferentes formas da doenca (Rao & Saha 1986, Mennen
et al. 1993). Os estudos sugerem que essas alteracdes estejam associadas a carga bacilar, ou
seja, quanto maior o nimero de bacilos (formas clinicas do polo virchowiano), maiores as
alteracdes (George et al. 1990, Manthur et al. 1984). No entanto, nesse estudo ndo foi possivel
observar associacdo de micronutrientes com a carga bacilar inferida pelo APGL1, assim como
para as outras variaveis de estresse oxidativo e antioxidantes.

Uma das hipdteses que explica a alteragdo de micronutrientes na hanseniase é a de que
os bacilos do M. leprae sequestrariam minerais das células do hospedeiro para uso no proprio
metabolismo, uma vez que ja é conhecida a participacdo cardinal dos minerais na atuacao de
inimeras enzimas (Jain et al. 1995, Manthur et al. 1984, Mennen et al. 1993). Como
consequéncia da diminuicdo da disponibilidade de minerais para o hospedeiro, as
metaloenzimas, como por exemplo, a superéxido dismutase e glutationa peroxidase, também

seriam afetadas negativamente (Prasad et al. 2008). Segundo Jain et al. (1995), as alteracdes
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de micronutrientes na hanseniase poderiam ser atribuidas a liberacdo de interleucina-I,
produzida durante processo inflamatério, o que causaria aumento de Cu e reducdo de Zn e
ferro no hospedeiro (Jain et al. 1995).

No presente estudo, todos pacientes com hanseniase apresentaram niveis séricos
normais do mineral Se, segundo valor de referéncia. No entanto, esses resultados diferem de
Foster et al. (1991), que analisaram 40 elementos tracos em 14 pacientes com hanseniase e 5
individuos saudaveis, e foi observado reducdo de Se nos doentes. Vale destacar que uma das
principais funcbes do Se esta associada ao seu potencial antioxidante, uma vez que ele atua
como cofator da glutationa peroxidase, considerada uma selenoproteina por conter
selenocisteina (Se covalentemente ligado a um residuo de cisteina) (Papp et al. 2010).
Segundo Costa (2008), a atividade da glutationa peroxidase decresce na deficiéncia de Se,
enquanto a suplementacdo com Se restabelece atividade normal da enzima (Costa 2008).

Os estudos também relataram deficiéncia de Zn que acompanha o carater espectral da
doenca, ou seja, reducdo gradual do polo tuberculdide ao polo virchowiano, onde nesse atinge
valores minimos (Rao et al. 1985, Rao & Saha 1986, George et al. 1990, Mennen et al. 1993).
No presente estudo, todos os pacientes apresentaram niveis séricos normais de Zn. No
entanto, vale destacar que o nivel plasmatico desse mineral ndo € considerado um bom
indicador do seu estado nutricional, uma vez que o organismo tenta manter valores normais
durante a sua deficiéncia, ao passo que o Zn eritrocitario, por nao refletir mudancas recentes,
é considerado um indicador de prazo mais longo (Mafra e Cozzolino, 2004; Gibson, 1990).

A literatura também relata Cu aumentado em infec¢des agudas e crénicas, incluindo a
hanseniase (George et al. 1990), e associa essa alteracdo a reducdo de Zn. Ou seja, a
deficiéncia de Zn (hipozincemia) leva ao aumento de Cu (hipercupremia) (Rao et al. 1985),

uma vez que esses minerais sdo antagonistas, possivelmente por competirem pelo mesmo

58



transportador de membrana da borda em escova no intestino (Costa 2008). Além disso, 0s
estudos relataram que o aumento de Cu em pacientes com hanseniase é crescente ao longo do
espectro, ou seja, do polo tuberculdide ao polo virchowiano (Sher et al. 1981, Rao et al. 1985,
George et al. 1990). No entanto, no presente estudo a maioria dos pacientes com hanseniase
apresentou niveis séricos de Cu normais, sendo somente quatro pacientes multibacilares com
niveis aumentados desse mineral.

Um importante achado desse estudo foi que todos os pacientes com hanseniase
apresentaram niveis de Mg muito abaixo do limite inferior de referéncia, indicando uma
possivel deficiéncia crénica desse micronutriente na doenca. Outros estudos também
relataram reducé@o dos niveis de Mg em pacientes com hanseniase, contudo, a causa dessa
alteracdo permanece desconhecida (Rao et al. 1985, Nigam et al. 1985, Foster et al. 1991).
Felizmente, hoje em dia os estudos avancaram em relacdo ao papel do Mg e revelaram uma
forte relacdo do mesmo com a inflamacé&o e resposta imune néo especifica (inata) e especifica
(adquirida) (Tam et al. 2003). Os resultados de experimentos com animais corroboram com os
estudos com humanos, mostrando que a deficiéncia de Mg produz uma sindrome inflamatoria
com leucocitos e ativacdo de macrofagos, liberacdo de citocinas e producdo excessiva de
radicais livres, e ainda esse estado pro-inflamatorio e pro-oxidante é sistémico e envolve
multiplos tecidos e 6rgdos (Macédo et al. 2010, Brilla 2012), 0 que por sua vez gera estresse
oxidativo, deplecdo antioxidante e danos nos nervos periféricos na hanseniase. Entretanto, o
mecanismo do papel do Mg no sistema imune em seres humanos ainda ndo esta
completamente elucidado, mas o presente estudo sugere que a deficiéncia desse mineral na
hanseniase pode estar envolvida na suscetibilidade do individuo em adquirir a doenca.
Segundo Foster et al. (1991), ha dados consistentes na literatura sobre o envolvimento

metabolico e nutricional na etiologia da hanseniase.
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Portanto, conclui-se que 0 aumento do estresse oxidativo e deplecdo antioxidante na
hanseniase parecem estar associados a consequéncia da doenca, relacionada ao
desencadeamento da resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo pelo M. leprae. Os
pacientes paucibacilares parecem possuir maior defesa antioxidante de GSH em relagéo aos
multibacilares, sendo os niveis encontrados dessa molécula semelhantes aos de individuos
sem a doenca (grupo controle). Destaca-se que baixos niveis de Mg observados em todos 0s
pacientes com hanseniase sugerem uma possivel deficiéncia cronica desse micronutriente e
que pode ser atribuida a um dos varios fatores associados a suscetibilidade dos individuos em

adquirir a doenca.
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Tabelas

Tabela 1. Numero amostral (n), mediana (Md) e valores minimo e maximo (min — max) do

TBARS, glutationa reduzida (GSH) e vitamina E, por forma clinica da hanseniase e grupo

controle.
Grupos Valores em pmol/L: Md; min — max
n TBARS n GSH n Vitamina E

Controle 30 5,9;2,0-13,5 30  374,5;214,5-807,0 30 13,9;85-24,8
Hanseniase 40  13,8;59-33,3 52  318,9;145,9-629,5 38 3911113
Valor de p* <0,001 0,012 <0,001
Multibacilar 26 13,5; 5,9-22,8 38 312,1; 145,9-564,5 32 39111113
Valor de p* <0,001 0,001 <0,001
Paucibacilar 14 14,7;9,2-33,3 14 392,0; 174,5-629,5 6 4,6;1,3-7,0
Valor de p* <0,001 0,977 <0,001
Valor de p° 0,495 0,063 0,920

* Comparacdo do grupo controle versus grupos com hanseniase, multibacilar e paucibacilar.

® Comparagéo do grupo multibacilar versus grupo paucibacilar.
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Tabela 2. Média e desvio-padrdo (DP) do selénio, zinco, cobre e magnésio e nimero (%) de

pacientes alterados e ndo alterados de acordo com valor sérico de referéncia para cada

mineral.
Grupo com Valor sérico de referéncia (VR) dos minerais em pmol/L
hanseniase Selénio Zinco Cobre Magnésio
n=28 VR:0,44-116 VR:104-228 VR:79-251 VR:800-1200
Média+DP (umol/L) 0,73+0,17 15,65+2,0 20,6+3.6 531,9+71,2
Alterado: n (%) - - 4 (14,3) 28 (100)
N&o alterado: n (%) 28 (100) 28 (100) 24 (85,7) -
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