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RESUMO

Nos efetuamos determinagdes da série vermelha, dosagem da sulfonemia,
dosagem de metemoglobina, contagem de reticulocitos e dosagem da atividade enzimatica da
NADH-diaforase no hemolisado e nas membranas dos eritrocitos livres de hemoglobina em 72
pacientes portadores de hansenfase com idade variando entre 22 e 89 anos, todos ingerindo
doses diarias de 100 mg de D.D.S.

Estes paciente encontravam-se internados no Instituto Lauro de Souza Lima de
Bauru, S.P., ou atendidos no servico de ambulatorio do mesmo Instituto.

Para compor o grupo controle foram selecionados, aleatoriamente, 72 pessoas
normais, nao ingerindo medicamentos, com idade variando entre 20 e 90 anos.

Foram encontradas diferencas estatisticas significativas nas variaveis da série
vermelha, dosagem de metemoglobina, contagem de reticulécitos e na atividade enzimatica da
NADH-redutase nas membranas efitrocitarias entre os dois grupos. A atividade enzimatica da
NADH-redutase no hemolisado nao apresentou diferenga estatistica significativa quando feita a
correcao pela taxa de hemoglobina.

O nivel de metemoglobina foi superior nos portadores de hansenfase em relagdo ao
grupo controle, provavelmente devido a agdo oxidante da sulfona.

O balango entre a oxidagao e a reducao do ferro ligado ao heme determina o
nivel de metemoglobina no eritrocito. A NADH citocromo 45 redutase eritrocitaria reduz o
citocromo b5 férrico, gerado a partir de uma redugdao nao enzimatica da metemoglobina pelo
citocromo b5 reduzido’%,

Neste trabalho, nés medimos a atividade da NADH-redutase no hemolisado e
nas membranas eritrocitarias intactas, dos pacientes portadores de hanseniase ingerindo sulfona
na dose de 100 mg ao dia. A atividade foi determinada de acordo com a técnica descrita por
Scott”, com algumas modificagdes. N6s incubamos os eritrocitos por um tempo de 60 minutos
com uma solucao de NaNOz a 1%.

As membranas eritrocitarias (ghost cells) foram preparadas de acordo com a
técnica descrita por Dodge e colaboradores?!. A média enzimatica no hemolisado dos pacientes
e do grupo controle ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando corrigida pela
hemoglobina A atividade enzimatica nas membranas eritrocitarias foi inferior e
estatisticamente significativa com relagdio ao grupo controle. Isto pode ter ocorrido pelo
aumento do nivel da fracdo soluvel da enzima e diminuigao da fragdao ligada a membrana
eritrocitaria, devido a constante acao oxidante da sulfona.

O consumo de NADH-redutase é aumentado e como os etitrocitos nao
possuem capacidade de produzir mais enzima devido ndo possuirem organelas citoplasmaticas,

existe uma tendéncia a diminuicao desta atividade.



O citocromo b5 e a NADH-citocromo b5 redutase ou NADH redutase, que
constituem o sistema de redu¢ao da metemoglobina no eritrécito maduro, originam-se do
reticulo endoplasmatico dos precursores nucleados dos eritrécitos. O agente solubilizante
possivelmente seja uma protease produzida pelo lisosomas das células imaturas’.

Provavelmente, nos hansenianos, a atividade da NADH-redutase ligado a
superficie interna da membrana eritrocitaria esteja diminuida pelo aumento da atividade da
fracao soluvel da enzima.

A enzima ligada 2 membrana é uma forma precursora da enzima soluvel no
citoplasma e ambas sao reguladas similarmente por um mecanismo de controle genético®.

A sulfona promove um aumento da atividade enzimatica no sobrenadante de
membrana eritrocitarias apos o tratamento das mesmas com a droga, sendo dose dependente?,
contudo a atividade enzimatica no hemolisado de pacientes portadores de hanseniase,
medicados com sulfona, apresentou niveis semelhantes aos do grupo controle™.

Tendo em vista termos encontrado niveis menores de atividade enzimatica nas
membranas eritrocitarias dos hansenianos e niveis coincidentes no hemolisado em comparagio
com um grupo controle, podemos afirmar que provavelmente isto deve-se ao deslocamento
enzimatico da membrana celular para o citoplasma, com o objetivo de manter o eritrocito em

equilibrio hemoglobinico constante, apesar da agao oxidante da sulfona.



I - INTRODUCAO

O glébulo vermelho possui um diametro de 7 a 8 micra, com uma area
superficial de 140 micra cuibicas, sendo esta area de muita importancia quando levamos em
consideragao que o mesmo necessita atravessar capilares e sinuséides com diametro de 3 micra

ou menos®.

O glébulo vermelho ¢ uma célula anucleada, possui uma membrana cuja
estrutura ¢ semelhante as das outras células, com dupla camada de fosfolipideos sendo
estabilizada pelo colesterol e nesta membrana encontram-se proteinas intercaladas. Ele é
composto por agua, hemoglobina., ions potassio, enzimas e glicose. A hemoglobina ¢ seu maior
constituinte com cerca de 300 milhdes de moléculas para cada célula e representa um terco do
seu peso. Nao se conseguem distinguir organelas em seu interior. O reticulécito, que é um
eritrécito mais jovem, possui algumas organelas em seu interior tais como mitocondrias e
polirribossomas®.

O eritrécito necessita manter sempre em equilibrio os mecanismos capazes de
evitar a oxidagdo de seus constituintes, principalmente o ferro e a globina. Da mesma forma
deve evitar a hiperidratagdo através da retirada de sédio (Na*) de seu interior. Esta célula é
desprovida de mitocondrias e a energia necessaria a sua manuten¢ao provém da glicdlise que,
pela agdao da hexoquinase, transforma-se em glicose-6-fosfato sendo catalisada por duas vias, a
de Embden-Meyerhof e a da hexose monofosfato®.

A primeira, através de reacoes anaerdbias (via de Embden-Meyerhof), onde em
uma primeira fase a glicose-6-fosfato origina dois triois fosfatos e na segunda fase temos a
formacao de acido piravico e a elimina¢ao como acido lactico. Uma das enzimas importantes
nesta segunda fase ¢ a piruvato-quinase. A energia ¢ gerada sob a forma de adenosina
trifosfato (ATP) a partir do ADP e duas moléculas de NADH reduzido a partir do NAD3.

A segunda, através da via da hexose monofosfato, a glicose ¢ transformada em
triose fosfato através de pentoses (agucares compostos de C5) sendo a tnica fonte de origem
do NADPH reduzido. A enzima mais importante desta via é a glicose-6-fostato
desidrogenase3*.

Durante a glicolise temos a produgio de ATP que assegura o funcionamento da
expulsao do sédio para fora da célula, sendo que ao nivel da membrana a enzima ATPase
libera energia do ATP que ¢ utilizada nesta funcdo. F também através do ATP que a membrana
mantém seus lipideos. Produz-se também o NADH reduzido que ¢ um coenzima da
metemoglobina redutase ou diaforase,

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

protetor contra a oxida¢ao da globina e das proteinas estruturais. Nesta mesma fase a enzima
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glutation-peroxidade transforma o GSH e a H2O2 em duas moléculas de H2O e GSSG
(glutation oxidado)02236:56 sendo que este ciclo representa 10 % da glicoliset?

O glébulo vermelho maduro, encontrado no sangue periférico dos
vertebrados, ¢ ocupado em seu intetior pela hemoglobina, que desempenha importante fungao
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 protefna da-se nos eritroblastos e o restante nos reticuldcitos 312,

O heme ¢ uma porfirina contendo um atomo de ferro. A porfirina possui quatro
anéis pirrolicos com nitrogénio, reunidos por pontes meténicas (-CH-) e oito cadeias laterais
sendo metil, vinil ou acido propidnico. O ferro localiza-se no centro, ligado aos quatro
nitrogenios dos anéis pitrolicos e possui duas valéncias livreso,

A globina ¢ 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 aminoacidos na cadeia alfa e 146 aminoacidos na cadeia beta, reunidas por
ligacOes peptidicas (estrutura primaria). A cadeia assim formada se dobra em espiral (estrutura
secundaria)®.

A estabilizagdo ¢ dada por ligacoes entre os aminoacidos colocados em contato
pelas curvaturas da molécula (estrutura terciaria). A reuniao 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 oxigenio sobre o ferro e constitui a oxiemoglobina. Durante a fixacao ou a
liberag¢ao do oxigénio, as subunidades deslocam-se umas em relacao as outras, com dilatacao
do conjunto no estado desoxigenado e contracio no estado oxigenado. Os principais
movimentos realizam-se ao nivel das ligagGes fracas alfal - beta2 e alfa2 - betal onde temos
apenas 19 aminoacidos®.

Ao nivel da bolsa central entre as quatro subunidades, fixa-se no estado
desoxigenado, a 2-3 difosfoglicerato (2-3-DPG) cuja origem esta na via anexa da glicolise. E
esta substancia que regula a afinidade pelo oxigénio, com liberagio de 2-3 DPG e contracao da

bolsa central durante a fixacdo de oxigénio sobre as quatro moléculas do heme?3.

A captacdo e liberagio do oxigénio pela hemoglobina provoca uma
movimenta¢ao nas cadeias da globina, sendo que durante a liberagio deste gas as cadeias beta
separam-se ocasionando uma entrada do 2,3-difosfoglicerato (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 situagdes o ferro em estado ferroso (Fel contido na célula
vermelha madura ¢ transformado para o estado fénico (Fe' '), dando otigem a metemoglobina
perdendo a capacidade de fixar o oxigénio. Nas pessoas normais as pequenas quantidades
formadas desta metemoglobina sio rapidamente revertidas por agao de sistemas
enzimaticos0,

A hemoglobina e o GSH do glébulo vermelho sofrem agoes oxidativas de
diferentes padroes, originarios das drogas oxidantes, afetando também a membrana celular.
Verifica-se um aumento na concentracdo de metemoglobina, diminuicio dos niveis de GSH e
formagao de corpusculos de Heinz%.

O equilibtio no nivel de metemoglobina na célula indica que a lenta oxidagao
quimica da hemoglobina é compensada pela redugao enzimatica’

‘A hemoglobina ¢ protegida da oxida¢ao, tanto pela localizacao do heme ligado a
cadeia globinica em um invélucro de histidinas e aminoacidos, como por processos
metabolicos existentes no interior do glébulo vermelho™. O peréxido de hidrogénio formado
pela metemoglobina pode ser destruido pela superéxido-dismutase ou pela glutation-
peroxidase 170,

A metemoglobinemia caractetiza-se pela presenca de cianose em pessoas nao
portadoras de doengas cardiopulmonares ou disturbios hemodinamicos!® e ¢ formada
naturalmente quando pequenas quantidades de ferro ferroso (Fé*™) sao oxidados para fon
ténico (Fé**+), perdendo a capacidade de fixar oxigénio molecular de forma reversivel,
diminuindo portanto o transporte do mesmo pelo glébulo vermelho proporcionalmente a sua

concentracao®.

Define-se a metemoglobina como uma oxidacao da hemoglobina, onde a sexta
posi¢ao de coordenagao do ferro hémico liga-se a uma molécula de agua (forma 4acida) ou a um
fon hidroxila (forma alcalina)™. A metemoglobinemia 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

infe¢oes por bactérias produtoras de nitrito.

Alguns medicamentos (sulfaminas, hidantoinas) e substancias toxicas (nitritos e
cloratos) induzem uma maior produgio de metemoglobina, sendo que sua reversio vai

depender principalmente da presenga normal do sistema enzimatico NADH-redutase™.

Varios autores efetuaram estudos # wifrv para demonstrarem a agdo de agentes
oxidastes sobre a hemoglobinal1826293041 Cohen e Hochstein em estudo da geragio de
perdxido de hidrogénio por agentes hemoliticos concluiram que o perdxido é um intermediario

toxico comum a muitos agentes hemoliticos!”.



Estudos sobre a agao da dapsona na membrana da célula vermelha e seu efeito
na glicolise revelaram uma diminui¢do no nivel do glutation reduzido (GSH) devido
provavelmente a ligacio do mesmo com grupos sulfidrilas na hemoglobina. A diminuicao dos
fosfolipides e da atividade da acetilcolinesterase na membrana celular levam a um aumento da

auto hemolise®s.

O tratamento com Dapsona (4-4' diaminodifenil sulfona) em altas doses em
pacientes portadores de Dermatite Herpertiforme leva a presenca de anemia ocasionada por
hemolise e ma absor¢ao intestinal resultante de alteracbes na mucosa jejunal. Os pacientes
apresentam uma reticulocitose persistente devido a hemolise!

Balakrishnan e colaboradores , em 1989, investigaram o efeito hemolitico da
terapia com dapsona em 44 hansenianos, com doses varidveis entre 1,3 ¢ 3,3 mg/quilo de peso
corporal. Os autores observaram decréscimo dos niveis de hemoglobina apés 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 sdo submetidos a um tratamento
prolongado com o medicamento 4-4'-diaminodifenil sulfona (Dapsona), na dose de 100
miligramas ao dia e desta forma, caso apresentem diminuicao da NADH-diaforase,
desenvolverdo cianose de intensidade diretamente proporcional a formacao de metemoglobina.
A hansenfase ¢ um grave problema de saude publica de paises subdesenvolvidos ¢ em
desenvolvimento, atingindo mais de 5 milhoes de pessoas>®Trata-se de uma doenca causada
por um bacilo alcool-acido-resistente, Micobacterium leprae, classificada em tipos, grupos e
variedades dependendo da resposta imunoldgica celular do hospedeiro ante o bacilo®

Os hansenianos apresentam taxas de hemoglobina diminuidas provavelmente
devido ao efeito hemolitico da dapsona e niveis de metemoglobina supetiores aos das pessoas
saudaveis, porém abaixo de niveis toxicos’’Os niveis de hemoglobina e dos reticuldcitos nao
possuem relagio com a NADH-redutase da metemoglobina segundo estudos feitos em
hansenianos sob sulfonoterapia, por Caticha-Alfonso e colaboradores'#em 1985.

A atividade da NADH-redutase nao apresenta diferenca estatistica significativa
no hemolisado de sangue de pacientes sob tratamento sulfénico em comparagao com pessoas
normais™ e estudos efetuados 7 vitro com membranas de hemacias tratadas com sulfona
revelou um aumento do nivel desta enzima no sobrenadante em uma relagao dose dependentet

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 metemoglobinemia congénita®>#? . Esta enzima ¢ uma

flavoproteina tendo a flavina-adenina dinucleotideo como grupo prostético®.



O sistema enzimatico mais importante e 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 Griffith7. A nicotina-
adenina-dinucleotideo (NAD) ¢ uma coenzima de desidrogenases e assim como podem, na
forma oxidada aceitar hidrogénio de substratos, reduzindo-se a NADH, podem ceder
hidrogénio na forma reduzida, reoxidando-se. A transferéncia de hidrogenio da coenzima
doadora, que se oxida, para o substrato aceptor que se reduz ¢ catalisada por desidrogenases,
que sdo especificas para seus substratos. A determina¢do espectrofotométrica 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 presente nos individuos normais devem-se ao
equilibrio entre sua formagdo e sua redugdo pela presenca de sistemas enzimaticos ligados ao
NADH e NADPH. A via redutora de maior utilidade e importancia para o glébulo vermelho
¢ a NADH-desidrogenase, sendo influenciada pela disponibilidade de NADH e de citocromo
bs . A fonte de NADH utilizada para a redugido da metemoglobina provém da glicolise
anaerobia de Ebdem-Meyerhof, através da reacao do gliceraldeido-fosfato desidrogenase, onde o
NAD ¢ reduzido a NADH. Nesta mesma via temos o consumo do NADH na reacao do
lactatodesidrogenase impedindo o acumulo do mesmo2.

A NADH-metemoglobina-redutase catalisa somente a reducio do citocromo b5
eritrocitario na presenca de NADH, nio agindo no transporte de elétrons entre o citocromo b5
reduzido e a metemoglobina 40:47.62

Foram descritas varias enzimas NADH-desidrogenase: NADH-desidrogenase
17578 NADH-metemoglobina ferrocianeto redutase’! e NADH-citocromo 45 redutase®!, as
quais catalisam a reducio do DCIP, ferrocianeto e citocromo b5 , respectivamente, sendo as
mesmas expressoes de uma mesma proteina.

A NADH-citocromo 55 redutase é uma proteina de membrana, composta de
uma por¢ao hidrofilica, a qual contém o local ativo da enzima sendo revelada na superficie
citoplasmatica e uma pequena sequiéncia hidrofébica, a qual ancora a proteina na membrana.
Esta por¢ao hidrofébica esta localizada na dire¢iao do carbono terminal 535481,

Existe uma relagcdo entre a enzima ligada a membrana do eritrécito e a
citocromo b5 redutase soluvel eritrocitaria. Com a utilizagio de eletroforese de dupla difusio e
exposi¢ao a antisoros foram demonstrados comportamentos idénticos entre estas duas
enzimas A identidade imunolégica entre a forma soluvel e a citocromo b5 redutase
microssomal ligada a membrana em humanos e em animais foi demonstrada através de estudos
cientificos 449 levando a deduc¢ao de que a enzima ligada a face interna da membrana no

etitrocito € uma citocromo bs redutase!l®.


http://eritrocit�ria.Com

As enzimas NADPH-desidrogenases transferem elétrons para o azul de
metileno e corantes oxido-redutores semelhantes, os quais fazem a reducio 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 ¢ lenta e ndo reduzem a metemoglobina-ferrocianeto, nem o citocromo
bs. A NADPH-desidrogenase esta presente em niveis normais nos glébulos vermelhos
dos pacientes portadores de metemoglobinemia congénita’?.

O glébulo vermelho maduro nio contém citocromo ¢ endégeno sendo
possivel que no estagio imaturo ou nucleado, o eritrdcito utiliza-se de enzimas como a
citocromo redutase, mas apds a reversao para a forma anaerdbia do metabolismo a
funcdo enzimatica seja somente da metemoglobina redutase 3

A origem da NADH-citocromo b5 redutase é sugerida como sendo
microssomal devido a semelhante digestao tripsinica entre o citocromo b5 eritrocitario e
o originario de microssomas hepaticos humanos’2. Os ribossomas agrupados sio
denominados microssomas e sao considerados como responsaveis pela sintese de

enzimas e proteinas sob influéncia do DNA e do RNA mensageiro®.



IT - OBJETIVO

A atividade da NADH-metemoglobina redutase e a metemoglobinemia
em hansenianos foi estudada por Magna e Beiguelman® , em 1984, sendo encontrada
uma alta incidéncia de pacientes (22,5%) com deficiéncia parcial desta atividade no
hemolisado. Posteriormente Banzato e Magna?t, em 1991, relataram o efeito 7 vitro da
dapsona na atividade esta mesma enzima, em membranas de eritrocitos de pessoas
sadias, encontrando um aumento dose dependente desta atividade enzimatica no
sobrenadante, pds tratamento sulfonico, provavelmente devido a liberagdo da enzima
ligada 2 membrana.

O eritrécito maduro € incapaz de sintetizar novas proteinas por ser
desprovido de nucleo e de organelas citoplasmaticas. Quando o estoque de enzimas que
recebeu na sua fase de maturagao se esgota?>, comega seu envelhecimento, ocasionando
a hemolise®. As pessoas portadoras de hanseniase, dada a evolucdo cronica da doenga,
necessitam ingerir por longo periodo de tempo uma droga comprovadamente oxidante,
podendo levar a um aumento da metemoglobina.

Tendo por base estes dados anteriores, o objetivo deste trabalho foi
determinar a atividade da NADH-metemoglobina redutase, no hemolisado e nas
membranas eritrocitarias (ghost cells) de pacientes hansenianos submetidos a uma
monoterapia com diaminodifenil sulfona, visando possivelmente determinar o
comportamento desta atividade enzimatica, nestes pacientes, comparando com um
grupo controle composto por pessoas sadias, que nao estivessem ingerindo drogas

oxidantes.



III - REVISAO DA LITERATURA

Os trabalhos cientificos relacionados com metemoglobinemia datam do comego
do século, sendo que, a partir do final da década de 50, com a descoberta de enzimas ligadas a
reducao da metemoglobina, ¢ que surgiram os artigos relacionados as atividades enzimaticas.

Scott e Hoskins, em 1959, determinaram os niveis de oxihemoglobina e
metemoglobina em Esquimés do Alasca e em Indios, sendo que 15 apresentaram
metemoglobinemia em uma populagao de 20.000 pessoas, chegando a conclusao que as
metemoglobinemias encontradas eram de origem hereditaria e recessiva, em vista do
aparecimento de membros afetados em uma mesma familia”.

Scott e Griffith, em 1959, descreveram a auséncia de uma enzima, a diaforase,
nas células vermelhas de pessoas com metemoglobinemia hereditaria. Esta enzima tem a
capacidade de reduzir a metemoglobina’s.

Ross e Desforges, em 1959, determinaram a redugao da metemoglobina no
sangue de cordao umbilical de 18 criangas nascidas a termo e em um grupo controle de 12
adultos normais. Os autores observaram que os efitrocitos do corddao umbilical reduziam a
metemoglobina em menor quantidade que as do grupo controle, na presenca de lactato, azul
de metileno ou glicose, interpretando esses achados como decorrentes da deficiéncia transitoria
de NADH-metemoglobina redutase ou de enzimas responsaveis pela geragio de NADH nas
hemacias. Isto pode justificar o aparecimento freqiente de metemoglobinemia em criangas
recém-nascidas%®.

Scott , em 1960, estudou a relacio entre a diaforase eritrocitaria e a
metemoglobinemia hereditaria, determinando a atividade da diaforase pelo método de
Edelhoch, Hayaishi e Teply adaptado, em 318 pessoas entre os Esquimés do Alasca e Indios
Ingalik O autor encontrou baixos niveis de diaforase efitrocitaria nos metemoglobinémicos,
concluindo que esta patologia era adquirida de forma recessiva’.

Scott e McGraw, em 1962, isolaram e purificaram a NADH-metemoglobina
redutase de globulos vermelhos humanos normais relatando que este sistema enzimatico
reduzia o DCIP, citocromo ¢ e a metemoglobina’. Como a taxa de redugao do DCIP era
muito mais rapida, cerca de 9.000 vezes superior a da metemoglobina, este ¢ utilizado para
medir a atividade enzimatica de hemolisados originarios de eritrocitos tratados com nitrito™.

Ross, em 1963, efetuou um estudo da deficiéncia de atividade da NADH-
metemoglobina diaforase em sangue do cordao umbilical de 54 criancas nascidas a termo e 54
adultos como grupo controle, utilizando a técnica de Scott modificada, encontrando uma

média abaixo do normal nos recém nascidos. O autor relatou que a deficiéncia transitoria desta
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enzima ¢ o motivo pelo qual essas ctiangas apresentam-se mais susceptiveis a desenvolverem
metemoglobinemia adquirida®”.

Beutler e Baluda, em 1963, efetuaram um estudo da interacao entre populagoes
celulares e o papel do azul de metileno, demonstrando que a mistura de células normais com
células de pacientes portadores de metemoglobinemia congénita facilitam a reducdo da
metemoglobina, sendo que o azul de metileno ¢ o mediador da interagao celulat’.

Balsamo e colaboradores, em 1964, descreveram a deficiéncia da NADH-
diaforase em trés Indios Navajos metemoglobinémicos, sugerindo uma alta freqiiéncia do gen
para metemoglobinemia congénita entre esses Indios3, como havia sido demonstrado em outras
duas racas Norte Americanas, Esquimés e Indios Atabascan?.

Scott e colaboradores, em 1965, purificaram” e estudaram a contribuicao da
NADH-desidrogenase I e Il e NADPH-desidrogenase A e B purificadas pela cromatografia, na
reducdao da metemoglobina. Os autores concluiram que a NADH-desidrogenase I contribuiu
com dois tercos da capacidade de reducao da metemoglobina’.

Jatté, em 1966, publicou um trabalho onde estudou as metemoglobinemias
hereditarias associadas com anormalidades metabélicas dos eritrécitos. O autor faz uma
revisao historica das descri¢oes de cianose congénita citando como possivel precursora a
descrita por Francois, em 1945, sendo que em 1891 Dittrich descreveu a ocorréncia de cianose
desencadeada por droga. O autor neste trabalho faz uma pormenorizada descricio da
reducdo da metemoglobina para hemoglobina no eritrécito humano, bem como relata
detalhadamente as anormalidades metabdlicas das metemoglobinemias hereditarias®. O
autor, em 1959, efetuou um estudo da redugido da metemoglobina em glébulos vermelhos
humanos incubados com nucleosideos e agucares, concluindo que estas substancias foram
incapazes de reduzir a metemoglobina de pessoas portadoras de metemoglobinemia congénita,
ocorrendo o inverso com as pessoas normais, salientando que esta observagao ¢ consistente
com o conceito de que a metemoglobinemia congénita decorre de uma faléncia no
transporte de elétrons para a metemoglobina®

Jafté e colaboradores, em 1966, apresentaram um estudo investigatorio em trés
familias com cianose metemoglobinémica hereditaria, encontrando deficiéncia de atividade da
NADH-metemoglobina redutase em seus eritrécitos. Os dados apresentados sio compativeis
com uma heranca autossoémica recessiva de metemoglobinemia hereditaria. Estas trés familias
eram de origens diferentes, ou seja: Porto Riquenha, Anglo Saxonica e Italiana®.

Zamudio e Canessa, em 1960, evidenciaram que a membrana da célula vermelha
humana, preparada como "ghost cells", apresentaram capacidade de oxidar NADH usando
diferentes receptores de elétrons, tais como citocromo ¢, ferricianeto e DCIP. Isto demonstra

que a membrana celular do eritrécito tem atividade NADH-aceptor-oxidoredutase®.

11



Kaplan e Beutler, em 1967, efetuaram estudo eletroforético das células
vermelhas, livres de hemoglobina, para NADH e NADPH-diaforase, em pessoas normais e
pacientes metemoglobinémicos Em dois pacientes portadores de metemoglobinemia
encontraram atividade da NADH-diaforase em torno de 10 % e no terceiro paciente o nivel
foi de 25 % do normal*,

Hegesh e colaboradores, em 1968, apresentaram um novo método para
determinar a ferrthemoglobina-redutase (NADH-metemoglobina redutase) nos glébulos
vermelhos, sendo mais rapido que o descrito por Scott, em 1960, pois eliminava o
tratamento das células com o nitrito de sédio e sua posterior lavagem. A medida
espectrofotométrica durava apenas 3 minutos?..

Bloom e Zarkowsky, em 1969, investigaram as caracteristicas eletroforéticas
da NADH-metemoglobina redutase em trés familias sem ligagcGes de parentesco, com uma
deficiéncia desta enzima em trés padroes enzimaticos. Os resultados demonstraram a
existéncia de duas enzimas eritrocitarias diferentes que oxidam o NADH ou o NADPH na
presenga de corantes 6xido-redutores, sendo que a deficiencia de NADH-metemoglobina
redutase ¢ responsavel pela metemoglobinemia congénita. A presente investigacao detectou
quatro tipos de padroes eletroforéticos: bandas de mobilidade normal e intensidade
diminuida; atividade discretamente diminuida e mobilidade lenta; atividade diminuida e
mobilidade rapida e auséncia de bandas, o que indica uma heterogeneidade nesta patologia!®

Scott, em 1969, efetuou a comparacio entre seu método e o proposto por
Hegesh e colaboradores, concluindo que ambos os métodos eram satisfatérios para o
estudo de metemoglobinemia, chegando a resultados similares, reconhecendo a maior
rapidez no método do NADH-ferrocianeto, apesar de mais trabalhosa’™.

Zamudio e colaboradores, em 1969, estudaram a relacao entre a estrutura da
membrana eritrocitaria e a atividade do NADH-(receptor)-oxidoredutase em membranas
eritrocitarias (ghost cells). Os autores utilizaram sal de nitrobluetetrazolium e o ferricianeto
como receptor de elétrons. Esta demonstracdo evidenciou que a atividade do NADH-
ferricianeto na membrana do glébulo vermelho esta fortemente ligada a integridade fisica da
membrana da "ghost cells”™.

Detter e colaboradores, em 1970, determinaram o nivel de metemoglobina,
redugdo da metemoglobina 7 vifry, na presenga de glicose e lactato e a atividade da NADH-
diaforase pela técnica de Scott’, em 378 amostras de sangue de doadores, encontrando
alteracdo eletroforética em 2 amostras nas bandas da NADH-diaforase, sendo uma de natureza
hereditaria.

Hegesh e colaboradores, em 1971, descreveram a caracterizacao eletroforética das
bandas de NADH e NADPH-diaforase extraidas de eritrocitos humanos. Foi utilizado gel
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de poliacrilamida de alta forca de resolugdo. Os autores demonstraram que pacientes com
metemoglobinemia congénita apresentam auséncia das bandas de NADH3 e NADHa4,
responsaveis pela reducao de metemoglobina nos glébulos vermelhos humanos?2.

Sugita e colaboradores, em 1971, purificaram a NADH-desidrogenase em
eritrécitos humanos e a reducao da metemoglobina por esta enzima. Os autores utilizaram o
método de Hegesh e Avron para a atividade da NADH-metemoglobina redutase e o DCIP
para a atividade do NADH-diaforase. Os resultados da taxa de reducao de metemoglobina na
presenca de citocromo b5 ¢ aproximadamente igual a taxa de reducgdo do citocromo 5. Isto
sugere uma redugdo nao enzimatica da metemoglobina pelo citocromo b5, o qual ¢é reduzido
enzimaticamente pelo NADH®,

Kuma e colaboradores, em 1972, estudaram a metemoglobina redutase em
pessoas pertencentes a uma familia japonesa com metemoglobinemia congénita, homozigotas e
heterozigotas, comparando com sangue de pessoas normais. A atividade enzimatica seguiu a
técnica descrita por Scott e McGraw’8 e a atividade enzimatica pos eletroforese foi
determinada de acordo com a técnica de Kaplan e Beutler®2. Os autores isolaram isoenzimas
diaforases de células vermelhas normais e metemoglobinémicas e concluiram que a diaforase
A ¢é a metemoglobina redutase com papel fisiologico na hemacia.

Passon e Hultquist, em 1972, isolaram e caractetizaram uma NADH-citocromo
bs redutase soluvel de eritrécitos humanos, que catalisava rapidamente a redugao do citocromo
bs. Os autores afirmam ser esta enzima a NADH-desidrogenase 1. Esta redutase ¢ altamente
especifica para NADH quando se utiliza o citocromo b5, o DCIP e o ferrocianeto como
receptores de elétrons®l.

Schwartz e colaboradores, em 1972, apresentaram uma variante instavel da
NADH metemoglobina redutase em trés familias de Porto Riquenhos, ndo consangtiineas, com
metemoglobinemia hereditaria. A atividade de NADH metemoglobina redutase no hemolisado
de cinco pacientes metemoglobinémicos foi em torno de 3,2 a 6,4 % da média normal’l.

Kitao e colaboradores, em 1974, estudaram a deficiéncia da metemoglobina
redutase (citocromo b5 redutase) em uma mulher japonesa de 36 anos de idade, cianética, com
concentracao de metemoglobina de 33% e com atividade da NADH-diaforase celular em torno
de 17% das células normais. No levantamento familiar os autores descrevem a mae como
heterozigota, o pai nao foi examinado por ter falecido, um irmao da paciente é heterozigoto,
seu marido é normal e seu casal de filhos apresenta-se como heterozigoto. A atividade da
diaforase II estava deficiente e concluem que a redutase citocromo b5 desempenha um papel de
maior importancia na reducao fisiolégica da metemoglobina nos eritrécitos humanos*,

Leroux e colaboradores, em 1975, descreveram o encontro de uma deficiéncia

de NADH diaforase e citocromo bs redutase em diferentes tecidos, entre os quais as células
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vermelhas, leucécitos, musculos, figado e fibroblastos de pacientes metemoglobinémicos e
portadores de retardo mental. No defeito enzimatico do tipo I ha apenas uma deficiéncia da
citocromo b5 redutase soluvel enquanto que no tipo II este defeito é generalizado,
apresentando-se tanto na etitrocitiria quanto nos microssomais. Neste tipo II hd envolvimento
neurologico™,

Kuma e colaboradores, em 1976, efetuaram um estudo da similaridade
imunoquimica entre a metemoglobina redutase soluvel e o citocromo b5 dos eritrocitos
humanos com a NADH-citocromo b5 redutase e citocromo &5 de microssomos de figado de ratos.
Os anticorpos contra a citocromo bs redutase inibiu apenas a redugdo do citocromo &5, sem afetar
o transporte de elétrons entre o citocromo bs e a metemoglobina®’.

Enomoto e Sato, em 1977, relataram a ligagdo assimétrica do citocromo &5 com a
membrana do eritrécito humano. Os autores demonstraram que a distribuicdo assimétrica do
colesterol na membrana ¢ a responsavel pela ligacdo assimétrica do citocromo &5, sendo que o
mesmo ocorre com a NADH citocromo &5 redutase?.

Fisher e colaboradores, em 1977, demonstraram que a NADH-diaforase,
também denominada metemoglobina redutase ou citocromo 45 redutase é codificada pelo locus
autossomal DL4; do cromossoma 22, utilizando a eletroforese em gel para o estudo da
atividade da NADH-diaforase?’.

Vives-Corrons e colaboradores, em 1978, apresentaram a deficiéncia de
metemoglobina redutase (Citocromo 45 redutase) nos etitrocitos e leucoeitos associada com retardo
mental em uma crian¢a de dois anos de idade, de origem espanhola. A atividade desta enzima nos
eritrécitos e leucocitos dos pais e da irma da crianga era intermediaria, concordando com o
modo recessivo desta heranga para esta enzimopatia®,

Tomoda e colaboradores, em 1980, estudaram o mecanismo de reducio da
metemoglobina nos eritrocitos humanos através da analise das mudancas da metemoglobina,
intermediarios da hemoglobina e oxihemoglobina durante a reducio da metemoglobina,
medindo a contribuicio da NADH e NADPH-metemoglobina redutase. Os autores ressaltam a maior
importancia da NADH-metemoglobina redutase na redugdo da metemoglobina nos glébulos
vermelhos®.

Tanishima e colaboradores, em 1980, apresentaram um estudo dos niveis da
NADH-citocromo 45 redutase nas plaquetas e leucécitos de pessoas normais e em portadores de
metemoglobinemia congénita com ou sem sintomas neuroldgicos. Os niveis enzimaticos estavam
diminuidos em todos os elementos dos pacientes com metemoglobinemia congénita do tipo Il e
apenas nos eritrocitos dos que apresentavam uma deficiéncia do tipo I%.

Choury, Leroux e Kaplan, em 1981, efetuaram um estudo dos niveis da

metemoglobina redutase (citocromo b5 redutase) ligados a2 membrana dos efitrécitos humanos
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de pessoas normais e metemoglobinémicos. Neste estudo evidencia-se que esta enzima
apresenta-se solivel nos eritrécitos humanos e também ligada a membrana. A enzima esta
fortemente ligada a face interna da membrana do eritrécito sendo que os autores utilizaram a
digestao pela catepsina D para libertar a enzima .10

Matsuki e colaboradores, em 1981, reportaram o decaimento do citocromo bs e
da citocromo b5 redutase nos eritrocitos humanos de acordo com a idade dos mesmos. Os
autores demonstraram que a enzima e o citocromo b5 diminufam proporcionalmente com
relacao ao tempo de vida dos eritrocitos nas pessoas normais. Com relacdo aos pacientes com
metemoglobinemia congénita 0 mesmo acontecia apenas com relagdo a atividade da enzima>?

Kitajima e colaboradores, em 1981, efetuaram a purificacdo e estudaram as
propriedades moleculares e cinéticas da NADH-citocromo 45 redutase na membrana dos
etitrécitos. Os resultados deste trabalho indicam que a enzima é uma proteina intrinseca da
membrana, sendo imunologicamente similar a enzima soluvel. Nos pacientes portadores de
metemoglobinemia congenita a atividade da NADH-metemoglobina redutase estava diminuida
no citoplasma e na superficie interna da membrana do eritrocito®,

Panin e colaboradores, em 1984, mediram a atividade da citocromo b5 redutase
nos eritrocitos e nos leucocitos em pessoas aparentemente saudaveis, de ambos os sexos e de
idades que variavam desde os recém natos até a idade adulta. A atividade enzimatica é mais
baixa nos etitrécitos dos recém nascidos aumentando apds os dois meses de vida, atingindo
valores similares as do adulto. Com relagao aos leucocitos os valores sio mais elevados do
primeiro més aos 2 anos de idade. Nao existe diferenca significativa entre os valores
encontrados no cordao umbilical e a partir do segundo ano de vida®

Magna e Beiguelman, em 1984, determinaram a dosagem da hemoglobina,
metemoglobina e a atividade da metemoglobina redutase em 182 hansenianos que ingeriram
diariamente uma dose de 100 mg de dapsona e em um grupo controle de 137 pessoas normais.
Os autores encontraram nfveis baixos de hemoglobina, metemoglobina em nivel mais elevado e
NADH-diaforase nos hansenianos nao diferindo do grupo controle, porém com uma maior
dispersio em torno da média. A dosagem de sulfona nos pacientes foi de 4,19 mg/litro com
desvio padrio de 2,26 mg/litro™. A taxa de hemoglobina foi determinada pela equagio da
analise espectrofotométrica da mistura de hemoglobina>%.

Caticha-Alfonso e colaboradores, em 1984, determinaram a atividade da
NADH-redutase de metemoglobina, dosagem da hemoglobina e contagem de reticulécitos em
60 hansenianos, com idades entre 27 a 80 anos e ingerindo doses diarias de 100 mg de DDS.
Os autores encontraram niveis da atividade da NADH-redutase de metemoglobina de 43,54
para o sexo masculino com desvio padrao de 10,76 (104 Ago0/min) e 61,73 para o sexo

feminino com desvio padrio de 14,14 (10%.Ao0/min) Nio foi encontrada correla¢io
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significativa entre a atividade enzimatica e a taxa de hemoglobina ou a contagem de
reticulocitos!4,

Tanishima e colaboradores, em 1985, apresentaram um estudo da
metemoglobinemia hereditaria devido a deficiéncia de citocromo 45 redutase nos eritrécitos e em
outras células sangiiineas de pacientes sem distirbios neurolégicos ou mentais. Foi encontrada
atividade enzimatica diminuida nos eritrécitos e nas outras células dos pacientes, embora nio
tenham encontrado distarbios neurolégicos ou mentais. Estes pacientes seriam classificados como
tipo 111, sendo que a determinagdo enzimatica apenas nos leucocitos e plaquetas nao ¢ suficiente
para classificar como tipo generalizado®.

Hegesh e colaboradores, em 19806, relataram um caso de paciente apresentando
cianose, ap6s dois meses de vida, tendo sido feito um estudo na atividade da NADH-
citocromo b5 redutase que apresentava-se normal. Os autores encontraram valores diminuidos de
citocromo b5, confirmando que este elemento ¢ de fundamental importancia para o sistema de
redugdo da metemoglobina 7 v’

Keuh e colaboradores, em 1986, descreveram um caso clinico cujo paciente
procedente da China, apresentava deficiéncia de metemoglobina redutase, sendo que os autores
citam como sendo o primeiro paciente devidamente documentado, no sudoeste asiatico,
portador desta deficiéncia enzimatica®.

Borgese e colaboradores, em 1987, determinaram a concentracio de NADH-
citocromo 45 redutase nos etitrocitos de pessoas normais e portadores de metemoglobinemia através
de ensaio radioimunoldgico, concluindo que eram reduzidos os niveis de atividade da NADH-
metemoglobina redutase nas células vermelhas, principalmente quando as taxas da enzima estavam
diminuidas!?.

Hafsia e colaboradores, em 1989, descreveram o caso de uma paciente
portadora de cianose cronica, em auséncia de doenga cadiopulmonar, sendo diagnosticado ser a
mesma portadora de uma deficiéncia de citocromo betas redutase em forma homozigota,

Jablonska-Skniecinska e colaboradores, em 1989, relataram a presenca de
deficiéncia da NADH-metemoglobina redutase em duas criangas, nao portadoras de patologia cardiaca
ou pulmonar?’.

Zerez e colaboradores, em 1990, estudaram a reducdo da metemoglobina em
hemacias de pacientes portadores de anemia falciforme e de talassémicos. Os autores
encontraram atividade aumentada da NADH-metemoglobina redutase nas células vermelhas dos
portadores de talassemia, sendo que estas mesmas células apresentavam niveis aumentados da
NADH, cofator na reagao de redugio da metemoglobina. A atividade desta enzima nos portadores
de anemia falciforme foi semelhante aos individuos normais sendo que a NADH também nao

apresentava nfvel aumentado nas mesmas”!.
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Banzato e Magna, em 1991, efetuaram a determinacgdo do efeito da sulfona, 7
vitro, sobre a atividade da NADH-metemoglobina redutase em suspensao de membranas de
glébulos vermelhos de doadores normais. Os autores determinaram a atividade enzimatica em
membranas incubadas ou nio com sulfona, encontrando uma diferenga significativa no
sobrenadante das incubadas com a droga*. Foi utilizada a técnica de Stek e Kant para o
preparo das membranas eritrocitarias®2,

Chisholm e Stuart, em 1994, descreveram o caso de uma paciente do sexo
feminino que possufa um pulso oximetro de 82 %, anterior a inducao anestésica para uma
pequena cirurgia. Ao exame clinico detectou-se cianose sem outras anormalidades. A
determinagio da metemoglobina foi de 13,4 %, sendo diagnosticada ser a mesma portadora de
uma deficiéncia congénita de metemoglobina redutase!.

Pesquisadores demonstraram que o tratamento com sulfona nio aumenta a
atividade da NADH-redutase no hemolisado® e também foi demonstrado 7 vitro que o
tratamento de membrana de hemacias com sulfona aumentam a atividade enzimatica no
sobrenadante numa relagio dose dependente®. Assim sendo, efetuamos um trabalho visando
determinar a atividade da NADH-redutase em pacientes portadores de hansenfase, sob
tratamento sulfonico, no hemolisado e na membrana da hemacia e comparar estes dados com

um grupo de pessoas sadias que nao ingerissem drogas oxidantes.

IV - CASUISTICA, MATERIAL E METODO

IV.1 -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
D.D.S.; 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, nao ingerindo

medicamentos.

IV.2- MATERIAL

IV.2.1-Aparelhos
Contador de leucdcitos Celm modelo 550

Diluidor de sangue Celm modelo
Microhematdcrito Fanem modelo 210 IEC
Balanca analitica Mettler modelo H80
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Phametro digital PM600 Imbracrios
Abba VP Super System Abbott
Espectrofotometro Celm Mod E 215-D
Impressora Celm Mod SB-215-P

Espectrofotometro Coleman Junior II modelo 6-20 A

Conversor Universal Bio Eng

Centrifuga Celm Modelo LS 3
Centrimicro Fanem Modelo 213 .100.300 Alta velocidade

IV.2.2 - Acessorios
Multipipette Eppendorf modelo 4780
Pipeta Oxford Adjustable 10- 50 pl
Pipeta Oxford Adjustable 40 - 200 ul
Pipeta Oxford Sampler System 500 pl
Pipeta SMI Micro-Pettor G 300 - 1000 pl
Pipeta SMI Macro Petter H 1000-2000 pl

Trompa de vacuo

Tubos modelo Eppendorff
Tubos de ensaio de polipropileno 10x75 mm opaco Difco

Tubos conicos graduados de 15 ml

IV.2.3 — Reagentes

Naz H PO 0,103 M

Na H> PO4 0,155 M

Na C10,85 %

K H> PO4 0,1 M

Tampio Fosfato M/15 M pH 6,6
Tampao fosfato M/60 M pH 6,6
EDTA 0,01 M

KCN10%

Acido Acético 12 %

Acido Tricloroacético a 12 %
Tampao tris 1 M pH 7,55
Tampao fosfato 20 miOSM pH 7,40

Cloridrato de Nl-naftil-etileno diamina 0,1 %
Sulfamato de amoneo 1,5 %
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Nitrito de Sédio a 0,3 %

Diamino Difenil Sulfona 1 mg %
2-6 Dichlorphenolindophenol
NADH (Sigma)

IV.3 - METODO
Métodos utilizados:

IV.3.1- Série Vermelha Completa

A contagem de hemacias foi realizada no contador de células CC-550; a
dosagem da hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina e determinada no mesmo
aparelho. O hematdcrito foi determinado pela técnica do microhematéetito; o VCM, CHCM e
HCM foram calculados.

IV.3.2- Contagem de Reticulécitos

A coloracio para a contagem de reticuldcitos foi a do azul cresil brilhante em
meio alcodlico, sendo feita a contagem em lamina e corregao pelo hematdcrito®.

IV.3.3- Dosagem da Sulfona

A dosagem do DDS (4,4 diaminodifenil sulfona) total foi efetuada pela técnica
descrita por Simpson modificado™, sendo utilizado sangue total do paciente colhido em
EDTA.

IV.3.4- Determinacdo da Atividade Enzimatica no Hemolisado
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 espectrofotométricamente em fluxo
continuo termostatizado, em 600 nm, por determinagao cinética, com leituras feitas em
intervalos de 1 minuto na variagao da D.O. por 6 minutos.

Utilizamos o ACD (Acido citrico, citrato de sédio e glicose) como
anticoagulante por proporcionar uma boa estabilidade enzimatica.

A coenzima utilizada foi o NADH (Sigma) e o aceptor de H* o 2,6-
diclorofenolindofenol (DCIP) (Merck).

Para o calculo da atividade enzimatica utilizamos o coeficiente de extingao de
20,1 para o DCIP e a férmula para calculo é a proposta por Campbell e Campbell’3, com o
tesultado expresso em Ul/litro e em UI/ grama de hemoglobina.
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IV.3.5 - Preparo das Ghost Cells
O preparo das membranas eritrocitarias seguiu a técnica descrita por Dodge e

colaboradores?!.

O isolamento da membrana do eritrocito é fundamental para o estudo da sua
composicao e através do uso de tampao fosfato 20 imOsm com pH 7,4 chega-se a uma
condi¢ao ideal de preparacio da membrana, livre de hemoglobina e com sua morfologia

inalterada.

IV.3.6- Determinagio da Atividade Enzimatica nas Membranas

Eritrocitarias
Utilizamos a técnica de Scott” com algumas modificagdes.

O calculo da atividade enzimatica foi efetuado de acordo com a formula de

Campbell e Campbell’3 e expresso em Ul / mg de proteina.

IV.3.7 - Determinagdo da Metemoglobina
A metemoglobina foi determinada pela técnica de Evelyn e Malloy?.

A descri¢do detalhada das técnicas encontra-se no apéndice.
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V - RESULTADOS
Com relagiao ao grupo de pacientes portadores de hanseniase, obtivemos os

seguintes resultados para as variaveis estudadas:

A idade média do grupo de pacientes foi de 59,54 anos e desvio padrio de 14,6
anos. Nos pacientes do sexo masculino esta média foi de 60,2 anos e desvio padrio de 13,6
anos, enquanto que nas do sexo feminino foi de 58,0 anos e desvio padrao de 16,4 anos.

A metemoglobina apresentou uma média de 1,50 % com desvio padrio de 0,74
%, sendo que no sexo masculino esta média foi de 1,51 % com desvio padrio de 0,71% e no
sexo feminino 1,49% e desvio padrio de 0,82%.

A contagem média de hemdcias foi de 4,47 x 106 /mm? e desvio padrao de 0,47
x 106 /mm3 | hemoglobina média de 12,39 gramas/litro e desvio padrao de 2,09 gramas/litro e
hematocrito médio de 39,01 % e desvio padrio de 5,43%. Os pacientes do sexo masculino
apresentaram um numero médio de hemacias de 4,54 x 106/mm?3, desvio padrio de 0,44 x
10°/mm3, hemoglobina de 12,7 g/litro, desvio padrao de 1,94 g/1, hematdctito de 39,7 % e
desvio padrao de 5.09 %. As pacientes do sexo feminino apresentaram um numero de
hemicias de 4,33 x 10/mm?3, desvio padrio de 0,51 x 106/mm?3, hemoglobina de 11,6 g/],
desvio padrao de 2,19 g/1, hematdctito de 37,5 % e desvio padrio de 5,80 %.

Os indices hematologicos médios encontrados foram: Volume Corpuscular
Médio (VCM) de 86,86 p3 e desvio padrio de 3,41 u?, Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM) de 2747pg e desvio padrio de 2,12pg e a Concentracao de Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM) de 31,63% e desvio padrio 1,65%. Os pacientes do sexo masculino
apresentaram um VCM de 87,2 p3 desvio padrio de 3,27 p3, HCM de 27,8 pg, desvio
padrao de 1,94pg e CHCM de 31,9 %, desvio padrio de 1,44%. Nas pacientes do sexo
feminino encontramos os seguintes resultados: VCM médio de 86,1 p3 e desvio padrao de 3,6
w3, HCM médio de 26,6 pg e desvio padrao de 2,2 pg e CHCM médio de 30,8 % e desvio
padrao de 1,8 %.

A contagem média de reticuldcitos foi de 2,96 % e desvio padrao de 2,23% ou
154.809/mm3 e desvio padrao de 121.621/mm?3 No sexo masculino esta média foi de 2,81% e
desvio padrao de 2,37 %, sendo que no sexo feminino este valor médio foi de 3,25% e desvio
padrao de 1,93%.

Com relagdo a dosagem da sulfona obtivemos uma média de 3,76 mg/litro e
desvio padrio de 1,73 mg/litro. Nos pacientes do sexo masculino esta média foi de 3,48 mg/1 e
desvio padrio de 1,43 mg/1, enquanto que no sexo feminino foi de 4,33 mg/1 e desvio padrao

de 2,14 mg/1.
A densidade 6ptica média do hemolisado foi de 0,245 e desvio padrio de 0,043.
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A atividade enzimatica no hemolisado apresentou uma média de 65,62 Ul/1 e
desvio padrio de 14,69 Ul/1. A média encontrada nos pacientes do sexo masculino foi de 63,87
UI/1 e desvio padrao de 15,80 UI/1 e no sexo feminino foi de 69,11 UI/1 e desvio padrao de
11,69 UI/1. Quando cortigida pela hemoglobina encontramos uma média de 545 Ul/g. Hb/1 e
desvio padrio de 1,54 Ul/g Hb. Nos pacientes do sexo masculino a média foi de 5,12 UI/gHb
e desvio padrio de 1,49 Ul/g.Hb e nas do sexo feminino 6,09 UI/gHDb e desvio padrio de 1,46
UI/gHb.

Com relagao as membranas eritrocitarias obtivemos uma dosagem média da
proteina total de 199,5 miligramas por litro e desvio padrao de 99,7 miligramas por litro. No
grupo de pacientes do sexo masculino a dosagem de proteina foi de 174,4 mg/1 e desvio
padrio de 83,7 mg/1 e nas do sexo feminino 238,2 mg/1 e desvio padrio de 1282 mg/1.

A atividade enzimatica média nas membranas eritrocitarias foi de 3,39
unidades/mg de proteina e desvio padrao de 1,56 unidades/mg de proteina. Nos pacientes do
sexo masculino esta atividade foi de 3,54 unidades/mg de proteina e desvio padrio de 1,47
unidades/myg de proteina e nos do sexo feminino 4,25 unidades/mg de proteina e desvio padrio
de 2,15 unidades/mg de proteina.

Para o calculo da atividade enzimatica utilizamos o coeficiente de extincao de
20,1 para o DCIP#3 ¢ a férmula de Campbell e Campbell!3, onde leva-se em consideragao o
delta A da mostra por minuto, diametro da cuba (d), coeficiente de extingiao (E), fator de
conversao de moles por litro (109), tempo de duragao da leitura cinética (T), volume total
reacional (Vt) e volume da amostra (Va).

(AA amostra/Exd)x 100x 1/Tx Vt / Va=Ul/1

No apéndice o anexo 1 e 1 a apresenta os resultados individuais de todas as
variaveis e o anexo 3, a média, desvio padrao, valores maximo e minimo encontrados no grupo
de hansenianos.

No grupo controle obtivemos os seguintes resultados:
A idade média das pessoas do grupo controle foi de 58,5 anos com desvio

padrio de 14,2 anos. Nas pessoas do sexo masculino foi de 60,1 anos e desvio padrao de 13,7
anos e nas do sexo feminino 55,3 anos e desvio padrio de 14,9 anos.

A metemoglobina apresentou uma média de 0,43 % e desvio padrio de 0,29 %,
sendo de 0,42% no sexo masculino com desvio padrao de 0,30% e de 0,45 % e desvio padrao
de 0,28% no sexo feminino.

Os dados hematologicos médios encontrados foram- Hemacias em nimero de
4,88x 106/mm? e desvio padrao de 0,43 milhdes/mm3; hemoglobina de 14,59 gramas/litro e
desvio padrao de 1,61 gramas/litro e hematéerito de 43,75 % e desvio padrao de 4,51 %. Com

relacdo as pessoas do sexo masculino estes dados foram os seguintes: hemacias 4,96
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milhGes/mm?3 e desvio padriao de 0,47 milhGes/mm3; hemoglobina 14,9 gramas/litro e desvio
padrio de 1,77 gramas/litro; hematécrito de 44,5 % e desvio padrao de 4,96 %. As pessoas do
sexo feminino apresentaram os seguintes valores: hemacias 4,71 milhdes/mm?3 e desvio padrao
de 0,26 milhdes/mm?3; hemoglobina de 13,9 gramas/litro e desvio padtao de 0,94 gramas/litro;
hematécrito de 42,0 % e desvio padrao de 2,77 %.

Os indices hematologicos médios foram- Volume Corpuscular Médio 89,46 3 e
desvio padrio 1,78 p3; Hemoglobina Corpuscular Média 29,81 picogramas e desvio padrio de
1,27 picogramas e Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média 33,29 % e desvio
padrio de 1,13 %. No sexo masculino obtivemos os seguintes indices: VCM de 89,5 u3 e
desvio padrao de 2,07 u? HCM de 29,9 picogramas e desvio padrao de 1,39 picogramas e
CHCM de 33,3 % e desvio padrio de 1,23 %. Nas pessoas do sexo feminino foram- VCM de
89,2 3 e desvio padrio de 0,92 u3; HCM de 29,4 picogramas e desvio padrao de 0,90
picogramas e CHCM de 33,1 % e desvio padrao de 0,87 Y.

A densidade 6ptica do hemolisado apresentou um resultado de 0.254 e um
desvio padrao de 0,025. No sexo masculino esta densidade 6tica foi de 0,255 e desvio padrao
de 0,024 e no sexo feminino 0,251 e 0,028 respectivamente.

A atividade enzimatica do hemolisado foi de 76,48 Ul/1 com desvio padrao de
10,99 UI/1. Esta atividade enzimatica foi de 76,15 UI/1 e desvio padrao de 1091 UI/1 para os
homens e 77,15 UI/1 e desvio padrio de 11,36 Ul/1 para as mulhetes. Efetuando-se a cotrecio
desta atividade pela hemoglobina obtivemos a média de 5,32 UI/gHb e desvio padtio de 1,09
UI/gHb. Nos pacientes do sexo masculino a média foi de 5,21 UI/gHb e desvio padrio de
1,21 Ul/g.Hb e nas do sexo feminino 5,54 UI/gHb e desvio padrao de 0,80 UI/gHb.

Com relagio as membranas eritrocitarias a média da proteina total foi de
199,76 mg/litto com um desvio padrao de 60,05 mg/litro. O grupo de pacientes do sexo
masculino apresentou proteina total de 208,36 mg/litro e desvio padrao de 64,66 mg/litro ¢ as
do sexo feminino 175,62 mg/litro e desvio padrao de 45,85 mg/litro. A atividade enzimatica
média foi de 4,42 unidades e desvio padrao de 1,37 unidades, sendo que no grupo masculino
foi de 4,27 unidades e desvio padrio de 1,52 unidades e no feminino de 4,95 unidades e desvio
padrao de 1,13 unidades.

A contagem média de reticuldcitos apresentou um resultado de 1,51 % e desvio
padrao de 0,59 % ou 76.111/mm?3 e desvio padrao de 29.850/mm3 No sexo masculino foi de
1,58 % ou 79.448 /mm3 e no feminino 1,37 % ou 68.995/mm?3

No apéndice os anexos 2 e 2a apresenta os resultados individuais e o anexo4, a
média, desvio padrio, maximo e minimo encontrados no grupo controle.

Os resultados da atividade enzimatica no hemolisado e nas membranas
eritrocitarias de ambos os grupos estudados apresentaram uma distribuicao normal.



VI- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

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

Com relagio a dosagem da metemoglobina nos pacientes hansenianos,
encontramos nfveis supetiores e significativamente diferente do grupo controle (t = -12,27;
p<0,001). Esta variavel 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 nivel médio ¢é o citado por Henty". O
nivel de metemoglobina no eritrocito é determinado pelo balanco entre a oxidagao e a redugio
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 redugio
excede a taxa espontanea de oxidacao do heme’2.

A contagem de hemacias (t = 7,40; p<0,001), a dosagem da hemoglobina (t =
8,943; p<0,001) e a determinacao do hematécerito (t = 7,406; p<0,001) no grupo de
hansenianos apresentou valores inferiores e diferenca estatistica significativa em relacao ao
grupo controle. Esses dados sao coincidentes com relatos de literatura onde sao mencionados
uma anemia freqiiente 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 hematocrito 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 patologia podem ser devido ao constante e prolongado
tratamento sulfonico e também por ser a hansenfase uma doenga cronica e com varias
intercorréncias. A sulfona possui uma agido 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 patologias. Os niveis de glutation redutase encontram-se
diminuidos nos glébulos vermelhos desses pacientes e é proporcional a dose diaria®.

Os indices hematolégicos, VCM (t = 6,483; p<0,001), HCM (t = 9,367;
p<0,001) e CHCM (t = 8,556; p<0,001) dos pacientes sao inferiores ao grupo controle em
consequéncia dos dados descrito no paragrafo anterior.

A contagem dos reticulocitos apresentou niveis supetiores no grupo de
pacientes em relacao ao grupo controle, sendo justificado pela agao hemolitica da sulfona (t =
-5,534;p<0,001). Aproximadamente 44 % dos pacientes apresentaram numero de reticulocitos

acima do normal, sendo que no grupo controle apenas 2,7 % apresentaram niveis acima do
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normal. A média de nossos pacientes foram superiores e estatisticamente diferente (t = 2,80;
p<0,01) que os apresentados por Caticha-Alfonso e colaboradores!+.

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

A medida da densidade 6ptica do hemolisado no grupo de pacientes nao

apresentou diferenca estatistica significativa em relacao ao grupo controle (t = 1,80; n.s.).

A atividade enzimatica no hemolisado, medida como NADH-diaforase,
apresentou um valor médio inferior no grupo de pacientes em relacdo ao grupo controle,
quando nao 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 os hansenianos porém estatisticamente nao significativa (t = 0,722
; NS.)

A dosagem da protefna total nas membranas eritrocitarias nao apresentou
diferenca estatistica significativa entre os dois grupo estudados (t = 0,02; n.s.).

A atividade enzimatica no grupo de pacientes, medida como NADH-diaforase
nas ghost cells, livres de hemoglobina, por grama de proteina, apresentou-se em niveis
inferiores as do grupo controle. A diferenca estatistica foi significativa (t = 5,604; p<0,001).
Observou-se uma correlacao negativa entre esta atividade e a metemoglobina neste grupo de
pacientes.

Provavelmente a diferenca entre os nfvels de NADH-diaforase no grupo de
pacientes em relacao ao grupo controle nas membranas dos eritrocitos seja devida a constante
acao oxidante da D.D.S. sobre a hemoglobina com maior producao de metemoglobina. Este
pigmento anormal nao atinge niveis toxicos pela agiao enzimatica, que se encontra em niveis
normais em nossos pacientes. A utilizacdo desta enzima pela hemacia para manter seu
equilibrio provavelmente justifica sua menor concentragao nas membranas efitrocitarias.

Com relacio a atividade da NADH-redutase temos uma maior concentracao enzimatica
na membrana eritrocitaria das pessoas do grupo controle, sendo que no hemolisado nao
notamos diferenca estatistica significativa quando corrigida pela taxa de hemoglobina. O local
de producao desta enzima ¢ no reticulo endoplasmatico dos precursores da célula vermelha
madura’l. O glébulo vermelho maduro durante sua maturacao sofre uma diminuicao no
numero de organelas citoplasmaticas (mitocondrias, ribossomas) até a auséncia total,
perdendo desta forma a capacidade de repor as enzimas utilizadas para a reducao da

metemoglobina formada® quando da a¢ao oxidante exercida pela sulfona. Isto é demonstrado
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em publicagiao onde os autores encontraram menor atividade enzimatica nos eritrocitos
mais velhos de pessoas normais e nos pacientes portadores de deficiéncia da NADH-
citocromo b5 redutase®2.

A existéncia de correlagio significativa e negativa entre os niveis médios
de atividade enzimatica das membranas eritrocitarias e a metemoglobina nos pacientes
hansenianos (anexo 11) sugere que o menor nivel desta atividade enzimatica pode ser
explicado pelo maior nivel médio de metemoglobina encontrado nos mesmos Tal fato
nao ocorre com o grupo controle (anexo 12).

Sabe-se que as enzimas encontradas no citoplasma e na membrana celular
possuem a mesma identidade imunolégica, sendo portanto reguladas por um
mecanismo de controle genético semelhantes'®. A enzima ligada a face interna da
membrana celular é uma precursora da enzima solivel encontrada no interior do
glébulo vermelho*3, sendo liberada pela protedlise parcial da mesmal¢ justificando desta
maneira a menor concentracio nas membranas destas células nos pacientes
hansenianos.

No apéndice o anexo 4 apresenta os resultados médios das variaveis do
grupo de hansenianos e do grupo controle, bem como os valores de "t" e de p. Os
graficos comparativos entre os dois grupos estudados encontram-se ap6s o apéndice.

Em resumo os pacientes portadores de hansenfase apresentaram em
relagdo ao grupo controle:

1-  Niveis médios de hemacias, hemoglobina, hematdcrito e indices
hematimétricos inferiores..

2- Niveis médios de metemoglobina superiores.
3- Niveis médios de reticulocitos aumentados.
4- Atividade enzimatica da NADH-redutase em niveis médios inferiores

no hemolisado sem corre¢ao pela hemoglobina.

5- Quando estes dados foram corrigidos pela taxa de hemoglobina sao
estatisticamente idénticos.

6- Atividade da NADH-redutase em niveis médios inferiores nas
membranas das ghost cells.

7- A sulfonemia nio apresentou diferenca estatistica significativa em relacao a

resultados publicados por outros autores.
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VII-CONCLUSAO

Considerando que os eritrécitos maduros nio possuem capacidade
produtora de NADH-redutase, por ndo possuirem organelas em seu interior.
Considerando que as pessoas portadoras de hansenfase ingerem por longo
tempo uma dose de 100 miligramas diaria de dapsona, uma droga comprovadamente
oxidante e que leva a uma maior produ¢ao de metemoglobina, conseqiientemente a um
maior consumo de NADH-redutase, principal enzima capaz de reduzi-la.
Considerando os dados deste trabalho, anteriormente citados, podemos
concluir que, mesmo in vivo, a sulfona tem um efeito de aumento da solubilizacao da
NADH-redutase, evidenciada, principalmente, pela observacio da diminuicao da sua
atividade ligada a membrana nas ghost cells, quando comparada com o grupo controle.
Esse efeito se reflete na manutencao do nivel de atividade da NADH-

redutase semelhante ao grupo controle, quando dosada no hemolisado.
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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,
sulfone and reticulocytes. NADH-methemoglobin reductase was measured in the hemolysate
and ghost cells. All subjects were impatients of Instituto Lauro de Souza Lima - Baum S.P.
Brazil.

Identical tests, except sulfone were applied in the blood samples of 72 healthy
individuals that not ingested oxidant drugs.

The means of the erythrocytes, hemoglobin, hematocrit and hematological
indexes were among patients lower than healthy individuals, what is due to the hemolytic effect
of dapsone. An important mechanism for oxidant drug-induced hemolysis is because some of
these drugs generate hydrogen peroxide by their reaction with hemoglobin!”.

The mean level of methemoglobin in the leprosy patients was higher than in the
control group, and it's also due to the action of dapsone, which has great potential to cause an
increased methemoglobin level™.

A balance between the oxidation and reduction of heme iron determines the
level of methemoglobin in erythrocytes. The NADH cytochrome &5 reductase of the
erythrocytes reduced the ferric cytochrome 45 generated from nonenzymatically reduction of
methemoglobin by ferrous form of cytochrome &5 7>

In this work we measured NADH-reductase activity in hemolysate and intact
ghost cell of the leprosy patients who were ingesting dapsone. The enzimatic activity was
determined by spectrophotometric assays as previously described by Scott”, with slight
modifications. We incubated the washed erythrocytes for 30 minutes in a solution containing
1% (wt/vol) NaNO2¢". The erythrtocyte ghosts were prepared according to Dodge et al 21.

The mean enzyme activity in the hemolysate of the leprosy patients and the
healthy individuals has not differed significantly when expressed in Ul/gr.Hemoglobin/1, but the
mean enzyme activity in erythrocytes ghost from leprosy patients was significantly smaller then
that erythrocyte ghosts from healthy individuals. The present observation may be explained by
the increased level of methemoglobin in the erythrocyte citoplasm of the patients.

The consumptiom of the NADH-reductase is increased and the erythrocytes did
not produce more enzymes because that cell during the maturation stages develops extrusion
of its nucleus and decrease it's number of ribosomes (cytoplasmic organelles) where this
enzyme is likely produced®.

The NADH-methemoglobin reductase reduces cytochrome 45, which converts

non-enzymically methemoglobin into hemoglobin®.
28



Hultquist et al, 1974, suggest the microssomal origin of this protein by
comparing the trypsin-digest cytochrome b5 of erythrocytes with trypsin solubilized
cytochrome 45 from human liver microssomes’2.

The cytochrome b5 and NADH-cytochrome 45 reductase, which constitute the
methemoglobin reducing system of mature human erythrocytes, originate from the endoplasmic
reticulum of nucleated red cell precursors. The solubilizing agent is possibly a protease
provided by lysosomes of the immature red cells’2.

It's us therefore likly that leprosy patients, the consuption of erythrocyte
membrane and soluble cytoplasmic NADH-reductase enzyme is increased due to raising of the

methemoglobin level.

The membrane NADH-reductase enzyme is a precursor form of the soluble
cytoplasm enzyme and both are regulated by a similar related genetic control mechanism®,

Dapsone promotes the increase in enzyme activity in the supernatant of ghost

suspension after treatment with the drug, and was dependent on Dapsone concentration®.
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Anexo 1

RESULTADOS DOS PACIENTES HANSENIANOS

NCME | REG. | IDADE | SEXO | METAHb [HEMACIAS| HEMOG. HEMAT.| VCM | HCM |[CHCM|RET%
M.S.N. | 32645 4 MASC 1.48 5.10 14.8 46 901 | 20.0 | 321 | 1.63
R.CM.| 20738 | 27 | MASC 0.86 4.82 12.5 42 871 | 26.0 | 20.7 | 2.89
MJ.R.| 7919 57 | MASC 1.87 4.50 13.0 41 91.0 | 288 | 31.7 | 892
AM.S. [ 19240 29 FEM 1.69 4.70 14.2 41 872 | 302 | 346 | 1.82
D.V. | 9355 61 MASC 1.19 4.84 13.6 42 868 | 27.9 | 323 [ 205
ILE.S. | 7851 70 FEM 0.00 4.52 13.4 40 885 | 29.7 | 33.5 | 0.97
AR.S.| 9781 68 | MASC 0.46 4.23 116 36 851 | 282 | 322 | 768
M.F.D.| 7922 87 FEM 0.76 4.28 11.5 37 864 | 268 | 31.0 [ 1.23
AJD. | 15548 | 66 | MASC 1.22 5.08 16.2 45 886 | 299 | 337 [ 18
A.R.R.R| 8037 £8 FEM 1.55 3.70 9.8 31 B37 | 264 | 316 | 537
N.M. | 3802 68 | MASC 1.37 4.28 11.3 37 864 | 264 | 305 | 312
R.E.M.A{ 12871 4 FEM 1.51 4.38 11.4 36 822 | 260 | 316 | 2.80
J.J.S. 37 | MASC 0.75 450 13.0 40 88.8 | 28.8 | 325 | 1.60
AF.A. 72 | MASC 0.86 3.90 10.2 3 795 | 261 | 329 [ 1.03
G.AO.| 7242 75 { MASC 2.35 4.76 13.9 42 88.2 | 20.2 | 33.0 | 1.40
I.C. | 11848 | 48 | MASC 1.70 4.53 13.5 40 883 | 208 | 337 [ 1.06
JZ | 13138 | 59 | MASC 1.98 4.48 12.8 39 874 | 28.7 | 328 | 1.47
A.GA. | 14414 | 45 | MASC 2.02 4.81 14.1 43 803 | 203 | 327 [ 1.43
L.B. | 11180 68 | MASC 1.84 4.43 12.0 30 880 | 270 | 307 | 1.73
JMR.| 13627 | 33 | MASC 1.88 4.90 14.6 4 897 | 30.0 | 334 | 1.56
LFR. | #4107 61 MASC 1.55 4.30 1.7 37 86.0 | 27.2 | 31.6 | 0.80
F.AS. | 9866 50 | MASC 1.30 4.48 11.4 39 870 | 254 | 323 | 112
J.G.S. | 9340 67 | MASC 2.20 4.56 13.5 40 87.7| 206 | 336 | 1.24
EBM. | 15794 | 79 | MASC 1.87 4.80 14.3 43 895 | 29.7 ! 33.2 | 6.21
M.B.S. | 9074 50 1} MASC 1.16 4.10 10.2 35 853 | 248 | 201 | 9.56
P.S. | 7412 €6 | MASC 1.91 4.46 12.5 39 874 | 28.0 | 320 | 1.66
S.AD.| 5403 81 MASC 0.90 3.86 8.5 30 777 | 220 | 283 | 8.0
O.L.N. | 10441 62 | MASC 2.27 470 13.9 4 893 | 205|330 [ 1.30
O.P. | 6212 61 MASC 072 4.00 10.6 33 825 | 265 | 321 | 1.83
G.F. | 2811 82 | MASC 043 4.50 12.0 40 88.8 | 266 | 30.0 | 755
LLF. | 12642 | 66 | MASC 0.39 410 11.0 33 804 | 268 | 33.3 | 0.85
P.S.C.| 10414 82 | MASC 1.12 3.80 10.0 31 815 | 263 | 322 | 6.54
M.B. | 7108 7 MASC 2.38 5.20 15.3 47 903 | 204 | 325 | 1.25
V.P.S. 86 | MASC 1.23 4.20 10.4 35 833 ) 247 | 2.7 [ 3N
M.M.M.| 10204 [ 71 FEM 292 4.40 12.5 39 88.6 | 284 | 320 | 338
C.O.F.| 7938 85 FEM 217 430 12.1 38 883 | 281 | 31.8 | 1582
E.E. | 15987 ; 52 FEM 1.01 4.50 11.3 39 88.6 | 251 | 289 | 520
RW. | 10015 80 FEM 1.24 4.00 9.7 32 80.8 | 242 | 30.3 | 5.68
M.A. | 11033 69 [ MASC 1.62 3.40 8.3 27 79.4 | 244 | 30.7 | 3.00
W.E. | 6370 60 | MASC 2.42 4.80 14.8 43 895 | 308 | 344 | 1.43
S.P.G.| 11354 | 69 | MASC 249 4.90 14.8 44 89.7 | 30.2 | 336 | 1.36
S5.G.M.| 9415 52 | MASC 2.56 4.80 143 43 895 | 28.7 | 33.2 | 1.36
J.R. | 5484 65 | MASC 1.12 4.30 1.2 37 86.0 | 26.0 | 30.2 | 493
AS. | 8739 73 | MASC 0.72 4.60 135 4 897 [ 283 | 329 | 473
O.R. | 8786 53 | MASC 1.98 4.70 13.8 42 89.3 | 2.3 | 328 | 1.58
J.5.P. | 8966 54 | MASC 2.24 4.70 134 42 893 [ 285 | 319 | 1.77
E.B.R. | 8240 54 FEM 1.48 4.50 13.0 40 888 | 288 | 325 | 1.06
B.B.R.| 9493 62 FEM 1.85 4.80 13.9 43 895 | 268 | 30.0 | 4.58
MA | 7708 | ™ FEM 1.88 4.20 10.0 35 833 | 238 | 285 | 1.63
B.FM. | 11472 | 49 | MASC 1.44 4.50 12.8 40 888 | 284 | 320 | 1.33
S$.8.B. | 11623 49 FEN 1.89 3.60 8.8 29 805 | 24.4 | 30.3 | 3.09
MMM.G 35624 | 42 FEM 0.29 4.00 9.5 34 85.0 | 23.7 | 27.9 | 6.49




Anexo 1

RESULTADOS DOS PACIENTES HANSENIANOS

NOME | REG. | IDADE | SEXO | METAHb |HEMACIAS| HEMOG. HEMAT.[ VCM | HCM |CHCMIRET%|
G.P.N. | 10051 56 | MASC 0.97 410 11.6 35 853 | 282 | 331 | 115
J.0. | 14473 42 | MASC 2.08 4.90 14.8 44 89.7 | 30.2 | 336 | 1.56
A.R.F. | 4662 53 FEM 253 5.00 15.0 45 900|302 | 335 | 156
M.C.J. | 9808 71 FEM 1.89 4.30 10.8 37 86.0 | 251 | 201 | 5.34
ALB. | 30404 | 22 FEM 2.05 3.20 7.2 25 781 | 225 | 288 | 2.66
AP.S. | 35220 63 MASC 0.51 4.00 9.7 34 850 | 242 | 285 | 1.13
M.C.F. | 33156 67 | MASC 1.26 410 11.1 36 87.8 | 27.0 | 308 | 5.04
V.M.N. | 10052 50 FEM 0.79 3.30 7.7 27 818 | 23.3 | 285 | 432
M.A.C.| 4072 60 FEM 206 4.20 11.4 35 833 | 271 | 325 | 6.68
JAA. | 92483 60 | MASC 242 5.40 16.5 49 90.7 [ 305 | 336 | 163
JA. 8894 80 | MASC 1.69 5.20 15.0 47 903 | 288 | 319 | 1.35
J.P.O. | 12044 50 | MASC 3.50 4.20 11.4 36 857 [ 271 | 316 | 5.4
AAA. | 14621 64 FEM 2.20 5.30 15.4 48 90.5 | 20.0 | 320 | 1.92
C.M.L. | 145802 38 FEM 2.85 4.60 13.2 M 89.1 | 28.6 | 321 | 5.92
H.F.N.| 8808 73 | MASC 0.25 4.40 11.9 39 886 | 27.0 | 305 | 2.4
G.AO.| 8622 71 FEM 0.26 4.50 11.9 40 8688 | 264 | 20.7 | 2.04
1.5.0. | 9784 60 FEM 0.85 4.80 13.8 44 89.7 | 2841 | 313 | 1.85
ELS. | 4979 54 FEM 0.47 4.80 13.0 44 89.7 | 265 | 295 | 1.56
O.J.N. | 12603 38 | MASC 0.46 5.50 16.1 50 909 | 28.2 | 322 | 1.33
H.C.5.| 4981 53 MASC 1.69 5.40 15.5 49 90.7 | 28.7 | 31.6 | 1.74




Anexo la - RESULTADOS DOS PACIENTES HANSENIANOS

NOME [D.0.HEM.DE/DT HEM.| ATIV.HEM. |ATIV.CORR.[PROT GHOST| DE/DT GHOST |ATIV.GHOST SULFONA
M.S.N. 0.202 9.833 88.25 5.95 237.9 4733 1.99 2.47
R.CM. 0.210 8.666 777 6.22 46.1 1.766 3.83 2.84
M.J.R. 0.232 9.666 86.75 6.67 407.9 4416 1.08 3.08
AM.S, 0.243 8.666 77.77 5.48 514.7 5.150 1.00 2.07
DV. 0.304 7.500 67.31 4.95 490.5 4,033 0.82 3.81
LE.S. 0.237 7.666 68.80 513 305.9 4.850 158 0.94
AR.S. 0.246 6.666 59,82 518 72.8 4.250 5.83 274
M.F.D. 0.245 8.666 77.77 .76 89.8 5.016 558 2.84
AJD. 0.228 8.500 76.28 5.02 184.2 5.483 282 3.28
ARRR. | 0233 6.833 61.32 6.26 1724 4550 264 3.95
N.M. 0.239 6.666 59,82 5.20 196.7 5.083 258 2.48
REMA. | 0.258 7.833 70.30 6.17 1335 5216 3.90 415
J.JLS. 0.261 6.000 53.85 414 04.7 4.850 512 3.41
AFA. 0.259 7.500 67.31 6.60 1335 6.033 452 3.82
G.A.O. 0.347 6.666 50.82 4.30 1206 5.766 478 2.81
LC. 0.186 5,166 46.36 3.43 190.9 6.133 3.29 3.68
JZ. 0.230 4,166 37.39 292 226.1 4.950 2.19 2.48
AGA. 0.275 6.333 56.84 403 238.6 5.016 2.10 0.80
L.B. 0.271 4.500 40,38 3.36 208.5 6.050 2.90 362
JMR. 0.272 4.166 37.39 256 2437 5.283 2.16 2.08
LF.R. 0.250 5.166 45.36 396 2939 5.816 1.76 3.35
F.A.S. 0,235 9.000 80.77 7.00 1431 5533 387 2.97
J.GS. 0.231 6.833 61.32 454 170.3 4600 270 1.68
E.B.M. 0.195 6.666 59,82 418 165.4 5.550 3.36 3.45
M.B.S. 0.190 6.833 61.32 8.01 150.6 5.466 363 231
P.S. 0477 6.333 56.84 455 2346 5.583 2.38 3.36
SAD. 0171 5.666 50.85 508 167.8 5016 2.99 055
O.L.N. 0.217 .000 53.85 3.87 150.6 4.950 3.29 2.72
0.P. 0.196 5.833 52.35 494 160.4 2.966 1.85 256
GF. 0.217 7.166 64.31 5.36 145.6 2.716 1.87 3.15
LL.F. 0.207 6.333 56.84 517 127.2 4316 339 5.63
P.S.C. D.185 6.000 53.85 538 82.1 3.383 442 4.49
M.B. 0.181 6.666 59.82 3.91 175.2 5.450 3.1 2.80
V.P.S. 0.230 6.666 59.82 575 1209 6.416 5.30 5.16
M.M.M. 0.266 7.500 67.31 538 67.8 2.750 4.05 2.88
C.OF. 0.245 6.000 53.85 4.45 67.1 3.416 5.00 2.68
E.E. 0.187 6.500 58.33 5.16 1777 4.416 2.48 302
RW. 0.162 6.166 55.34 5.70 167.8 4,550 2.71 8.78
M.A. 0.177 7.833 70.30 8.47 190.9 4116 2.06 6.83
W.E. 0.300 8.666 77.77 525 98.7 3.850 3.90 2.88
S.P.G, 0.303 6.166 55.34 3.74 76.5 3,933 5.14 409
S5.GM. 0.244 4.666 41.88 2.93 111.1 4.450 4.0 2.91
JR. 0.187 5.166 46.36 414 66.6 2.983 4.48 4.49
A.S. 0.204 4.833 4337 3.21 101.2 5.550 5.48 5.03
OR. 0.284 8.333 74.78 542 170.3 4733 2.78 429
JSP. 0.251 9.666 86,75 6.47 2059 2.483 1.21 409
EB.R. 0.257 8.666 T7.77 5.98 1545 5500 356 6.30
B.B.R. 0.281 7.666 68.80 495 162.3 11.733 7.23 8.04
M.A, 0.292 7.500 67.31 8.73 264.0 5.983 227 8.38
B.EM. 0.206 7.333 65.81 5.14 220.4 7.666 3.48 402
S.8.B. 0.252 6.000 53.85 6.12 327.0 10.083 308 3.08
MMM.G. | 0300 9.666 86.75 2.13 4210 10.733 255 3.14




Anexo 1la - RESULTADOS DOS PACIENTES HANSENIANOS

NOME |D.C.HEM|DE/DT HEM.} ATIV.HEM. |ATIV.CORR.[PROT GHOST| DE/DT GHOST ATIV.GHOST SULFONA
G.P.N. 0.236 5.833 52.35 451 89.6 6.550 7.31 239
J.0. 0.209 7.166 64.31 4.34 334.2 10.516 3.15 2.40
AR.F. 0.291 5.833 52.35 3.49 343.8 6.166 1.79 1.98
M.C.J. 0.266 9.000 80.77 7.48 401.7 7.500 1.53 512
A.LB. 0.270 5.833 52.35 7.27 368.1 7.316 1.9 4.87
A.P.S. 0.266 8.666 77.77 8.02 896 7.716 8.61 2.81
M.C.F. 0.272 9.500 85.26 7.68 143.8 5816 4.04 2.54
V.MLN. 0.277 8.333 74.78 9.71 138.7 6.450 4.65 4.74
M.A.C. 0.272 10.666 95.73 8.40 196.2 8.616 5.89 5.20
JAA. 0.287 9.666 86.75 5.26 1718 6.400 3.73 3.88
J.A. 0.282 10.833 97.23 6.48 1135 6.016 5.30 3.27
J.P.C. 0.311 10.833 97.23 8.53 2336 3.966 1.70 2.74
AAA. 0.306 9.666 86.75 5.63 283.2 9.766 3.33 256
CM.L. 0.267 7.833 70.30 5.33 241.1 8.433 3.50 1.94
H.F.N. 0.327 10.500 94.23 7.92 153.3 9.283 6.05 6.24
G.A.C. 0.245 7.500 67.31 5.66 188.6 9.283 4.92 6.04
1.8.0. 0.239 7.500 67.31 4.88 205.2 9.166 4.47 5.02
E.L.S. 0.238 7.333 65.81 5.06 2405 8.650 3.60 6.39
O.J.N. 0.240 6.333 56.84 3.53 207.5 8.200 3.95 7.75
H.C.S. 0.259 6.833 61.32 3.71 2146 7.850 3.70 6.87




Anexo 2 - RESULTADOS DO GRUPO CONTROLE

NOME | REG. [IDADE| SEXO | METAHb| HEMACIAS | HEMOG.[HEMAT] VCM | HCM |[CHCM|
RHR. { 19466 | 65 | FEM | 050 470 13.9 42 | 894283331
cz. |19476| 67 | FEM | 054 480 148 43 | 895|308 | 344
MML. | 19468 ] 20 | FEM | 064 4.90 143 44 [ 897|201 | 325
MT. |19548 | 62 |MmASC| 1.29 550 16.0 50 | 909 (201|320
F.C.C. | 19592 | 25 | MASC| 1.9 5.10 156 46 | 801|310 340
LEC. | 19596 | 51 | MASC| 054 450 136 40 | 888302340
JOR. [19763] 41 [MAsc| o022 480 156 43 | 896|325 382
BAT. | 19773 | 50 |MASC| 003 5.60 172 51 | 911307337
ocC. | 19778 | 50 | FEM | 0.4 470 14.4 42 |89.4| 306|343
C.RGD.|19823| 28 | FEM | 000 470 138 42 | 894|206 | 331
PMB. | 19762 | 53 | FEM | 003 470 138 42 | 894|204 328
OF. | 19806 | 67 | MASC| 0.11 5.10 15.4 46 |902 (302|334
A.GR. | 19874 | 36 |MASC| 0.11 5.00 15.6 45 [900 312347
GMG. | 19875 | 67 | FEM | 022 4,60 143 41 | 891|311 349
WAM. | 19882 | 64 | FEM | 0.4 470 13.9 42 | 894|206 | 331
ENI |19923| 50 | FEM | 0.29 5.00 149 45 | 900|208 | 331
JIF. | 20001 | 62 |MASC| 0.36 450 13.1 40 889|291 327
LLN. [20023| 41 |MAsC| 029 480 133 43 | 896 | 277 | 309
NM. | 20025| 66 | MASC| 0.32 5,00 15.0 45 | 900300333
AM. | 20034 | 56 |mMAsC| 032 5.00 16.1 45 | 900322357
S.G. | 20026 | 66 | MASC| 0.07 5.20 15.6 47 | 903|300 332
IT.T.S. [ 20088 | 41 | FEM | 068 460 13.1 41 |[891 284|319
MAS.G.| 20004 | 72 | FEM | 043 420 11.4 36 | 857 271|316
0.s. |20006| 35 |MASC| 0.18 5.30 166 48 | 905|313 345
JS. |20405] 71 |MASC| 025 5.60 16.7 51 | 910|208} 327
PM. | 204081 73 |MASC| 007 4.80 147 43 | 896 | 306 | 342
RS.F. | 20425 | 49 | FEM | 018 450 137 40 | 888|304 | 342
G.MS. | 20460 | 56 | MASC| 0.25 510 16.1 45 | 902315350
GC. | 20459 | 36 | FEM | 061 4.90 14.4 44 | 898 | 204|327
MV.F.C.| 20404 | 60 | FEM | 069 450 13.0 40 |889 289|325
RM. | 20448 | 37 | MASC| 040 5.00 15.4 45 | 200 | 308 | 342
TIM. | 20477 | 43 | FEM | 085 4.40 13.1 30 | 886|298 | 336
LCN. | 20482 | 64 | FEM | 048 4,50 13.2 40 |889| 293|330
OR. | 20577 | 81 | MAsC| o061 420 106 a5 | 833252303
HM. | 20562 | 53 | MAsc| o047 4,80 137 41 | 891|298/ 309
JFL | 20561 | 67 |MASC| 039 5.30 157 48 | 905|206 327
RB. |20575| 73 | MASC| 043 5.70 17.0 52 | 912|208 327
JMPV.| 20580 | 48 [mASC| 065 5.70 17.2 52 |e12]| 301|330
PV. | 20588 | 69 |MASC| 0.18 5.00 15.2 45 | 900|304 338
MAST.| 20618 | 56 | FEM | 047 470 145 42 | 893|308 345
KT. | 20653 | 64 |MASC| 079 3.20 08.2 25 | 781 | 256 | 32.8
ME.KO.| 2063¢ | 51 | FEM | 0.68 5.50 16.0 50 | 909 | 201|320
M.B.C. | 20637 | 73 | FEM | 043 470 13.8 42 | 893|203 328
ET.C. | 20632 | 82 | FEM | 032 490 143 44 | 897201 | 325
LABA. | 20850 | 54 | FEM | 1.23 4.40 12.9 39 |s86| 203330
W.M. | 20654 | 53 | MASC| 0.4 5.20 15.6 47 | 903|300/ 332
AR. | 20869 | 52 | mAsC| 083 5.20 15.9 47 | 903|305/ 338
AG. |20892] 70 | mAsc| 1.01 4.80 143 43 | 895|208 333
JDcC. [ 20713 | 45 |MASC| 0.68 5.10 16.2 46 | 901|317} 352
JMR. | 20799 | 90 |MmASC| 025 4,60 14.0 41 | 891 | 304 | 341
LV.B. | 20800 | 64 | MASC| 007 5.00 157 45 | 900314349
CJ.S.B.| 20781 | 66 | MASC| 0.14 5.20 16.2 47 | 903|311 | 344




Anexo 2 - RESULTADOS DO GRUPO CONTROLE

NOME | REG. |IDADE| SEXO | METAHb| HEMACIAS | HEMOG, |HEMAT | VCM | HCM |CHCM
8.C. 20870 | 65 | MASC| 0.39 5.20 15.2 47 904 | 292 | 323
ARF. | 20888} 73 | MASC| 0.80 4.70 142 42 89.3 | 30.2 | 338
GM.O. | 20871 | 69 | MASC| 0.32 4.70 13.4 42 894 | 285 | 31.9
JFM. [ 20883 | 77 | MASC| 0.40 4.90 146 44 89.5 | 29.8 | 33.2
L.B. 20913 | 85 | MASC| 0.83 5.50 16.1 50 90,0 | 203 | 32.2
E.C. 20905 | 77 | MASC| 061 4.20 1.7 37 881 | 278 | 31.6
E.R. 20874 | 50 | MASC| 0.29 4.90 15.6 44 89.8 | 318 | 255
RM.P.N.| 20876 | 49 FEM 0.76 5.10 15.3 46 90.2 | 30.0 | 333
TAM. [ 20865 | 48 | MASC | 0.58 5.40 16.6 49 90.7 | 30.7 | 339
LMR. [ 20887 | 62 | MASC| 054 470 13.8 42 §9.4 | 29.4 | 328
M.B.Z. 53 {MASC| 0.94 5.00 154 45 90.0 | 30.8 | 34.2
A.B. 20931 | 57 | MASC | 047 5.00 15.4 45 90.0 | 308 | 342
M.N. | 20961 | 60 | MASC| 0.22 410 12.2 36 878 | 298 | 338
E.N. 20028 | 80 | MASC | 0.07 5.00 143 45 90.0 | 286 | 31.8
F.M. 20035 | 61 | MASC | 0.18 4.40 12.8 39 88.6 | 29.1 | 328
C.C.N. | 20971 | 69 FEM 0.32 4.70 13.6 42 893 | 289 | 324
RE.S. | 20046 | 51 | MASC| 0.81 5.60 16.8 51 91.0 | 300 | 329
JRP. | 21020 | 58 | MASC| 0.32 5.60 16,7 51 91.0 | 298 | 327
J.M. 20996 | 64 ; MASC | 0.07 5.10 15.6 46 90.2 | 306 | 339
AM. | 20095 | 69 | MASC | 0.29 4.40 12.8 32 886 | 291 | 328




Anexo 2a - RESULTADOS DO GRUPO CONTROLE

NOME D.O.HEM. |DE/DT HEM.| ATIV.HEM. |ATIV.CORR.[PROT GHOST| DE/DT GHOST | ATIV.GHOST
R.H.R. 0.280 8,333 74.78 5.38 156.6 81.16 5.18
CZ 0.318 9.333 83.76 5.66 223.7 94.18 4.21
M.M.L. 0.319 8.166 73.28 5.12 2709 94.83 3.50
M.T. 0.315 8.166 73.28 458 260.9 8466 3.25
F.C.C. 0.331 7.000 62.82 4.02 2187 92.33 4.22
L.E.C. 0.325 7.186 64.31 473 288.3 98.16 34
J.0.R. 0.297 10.000 92.74 594 216.8 67.83 3.13
B.A.T. 0.251 7.666 68.80 4.00 140.1 71.16 5.12
0.C.C. 0.238 8.833 79.27 5.50 108.4 77.66 7.17
C.R.G.D. 0.240 8.666 7777 5.59 180.7 87.00 5.77
P.M.B. 0.238 7.666 58.80 4.98 925 64.83 7.01
O.F. 0.233 7.000 62.82 4.08 153.4 7.383 4.81
AG.R. 0.231 7.166 64.31 412 180.4 9.416 4.95
G.M.G. 0.241 6.833 61.32 4.28 i85.1 8.516 5.14
W.AM. 0.247 6.000 53.85 3.87 180.4 9.616 5.05
E.N.L 0.238 7.166 64.31 432 169.2 10.400 6.15
J.L.F. 0.228 6.666 59.82 457 261.8 6.050 231
L.L.N. 0.235 8.166 73.29 551 1322 9.566 7.24
N.M. 0.234 6.666 59.82 3.89 1243 9.100 7.32
AM. 0.256 6.500 58.33 3.62 240.6 10.283 4.27
S8.G, 0.250 6.833 61.32 3.83 2353 7.883 3.35
1T.T.S. 0.259 7.000 62.82 4.79 228.7 8.316 3.64
M.A.8.G. 0.256 6.000 53.85 472 238.2 8.383 3.52
Q.S. 0.272 6.333 56.83 342 306.5 8.516 2.78
J.5. 0.230 9.666 86.75 5.19 129.8 5.750 4.43
P.M. 0.266 8.166 73.28 4.98 139.4 §.283 5.84
R.SF. 0.249 10.166 91.23 6.66 1391 7.133 513
G.M.S. 0.257 8.333 74.78 4.64 126.6 7.800 6.24
G.C. 0.250 9.333 83.76 5.82 122.9 7.016 5.71
M.V.F.C. 0.265 10.333 92.74 7.13 187.8 8.133 4.33
R.M. 0.265 9.666 86.75 563 183.1 7.216 4.32
T.I.M. 0.187 B.666 77.77 5.93 122.9 7.666 6.24
L.C.N. 0.234 9.833 88.25 6.62 1535.3 9.916 6.39
O.R. 0.271 9.833 88.25 8.32 159.9 7.483 4.68
H.M. 0.280 9.666 86.756 6.33 157.6 8.683 5.51
J.F.L 0.277 9.333 83.76 533 135.5 8.283 6.63
R.B. 0.225 9,333 83.76 4.93 100.8 7.466 7.41
JM.P.V. 0.219 6.833 61.32 3.56 126.6 8.783 6.94
P.V. 0.212 7.333 65.81 4.33 138.4 5.766 417
M.AS.T. 0.267 8.000 71.80 4.95 163.5 7.133 4.36
K.T. 0.2256 9.000 80.77 9.85 1333 6.850 5.14
M.E.K.O. 0.226 10.333 92.74 5.80 150.3 6.466 4.30
M.B.C. 0.233 9.333 83.76 6.07 157.6 8.150 5.17
ET.C. 0.224 9.166 82.26 5.75 2109 7.850 3.72
LAB.A. 0.257 9.166 82.26 6.38 181.8 8.083 4.45
W.M. 0.247 7.666 68.80 4.4 201.2 8566 4.26
A.R. 0.234 7.000 62.82 3.95 181.8 8.833 4.75
A.G. 0.222 7.833 70.30 4.92 237.6 8.433 3.55
J.D.C. 0.255 7.833 70.30 4.34 2448 8.700 3.55
JMR. 0.247 7.166 64.31 4.59 276.3 8.233 2.98
LV.B. 0.242 9.500 85.26 543 2473 7.483 3.03
C.J.8.B. 0.238 8.666 7777 4.80 254.5 8.600 3.38




Anexo 2a -RESULTADOS DO GRUPO CONTROLE

NOME D.0.HEM. |DE/DT HEM.| ATIV.HEM. | ATIV.CORR|PROT GHOST| DE/DT GHOST | ATIV.GHOST
S.C. 0.260 9.833 88.25 5.81 134.9 8.200 6.08
AR.F. 0.269 0.666 86.75 6.11 170.6 8.083 474
G.M.O. 0.252 9.000 80.77 6.03 201.1 £.833 4.39
J.F.M, 0.256 8.666 77.77 533 308.1 6.916 2.25
L.B. 0.269 10.666 95.73 585 269.9 7.400 2.74
E.C. 0.234 9.500 85.26 7.29 264.8 7.350 2.78
E.R. 0.272 10.500 94.23 6.04 129.9 5.583 4.30
RM.P.N. 0.265 9,666 86.75 5.67 249.5 7.7186 3.09
T.AM. 0.260 9.500 85.26 5.14 2852 7.583 2.66
LM.R. 0.249 9,333 B83.76 6.07 275.0 7516 2.73
M.BZ 0.265 8.333 74.78 4.86 239.3 8.583 3.59
A.B. 0.255 8.333 74.78 4.86 305.5 8.400 2.75
M.N. 0.261 8.333 74.78 6.13 236.8 8.050 3.82
E.N. 0.263 9,833 88.25 6.17 303.0 8.350 2.76
F.M. 0.264 B8.666 77.77 6.08 236.8 8.583 3.83
C.C.N. 0.254 9.000 80.77 5.94 183.3 8.566 4.67
R.E.S. 0.262 9.000 80.77 4.81 198.6 8516 ’ 4.29
J.R.P. 0.263 10.000 89.75 537 290.2 7.300 252
J.M. 0.268 9.333 83.76 537 2028 7.766 265
AM. 0.253 9.666 86.75 6.78 257.2 8.033 3.12




ANEXO 3 - VARIANTES DOS PACIENTES HANSENIANOS

MEDIA D.Padréo CV. MINDAO 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
METAHB (%) 1,50 0,74 49,38 0,00 3,50
HEMACIAS (X10%) 4,47 0,47 10,70 3,20 5,50
HEMOGLORBINA (g/dl) 12,39 2,09 16,86 7,20 16,50
HEMATOCRITO. (%) 39,01 5,43 13,93 25,00 50,00
VCM (1) 86,86 3,41 3,93 77,70 91,00
HCM (pg%) 2747 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.O.* HEMOLISADQ 0,245 0,043 17,72 0,162 0,394
ATIV. HEMOLIS. (UI/l) 65,62 14,69 22,38 37,39 97,23
ATLHEM.COR/Hb(UT/gHb/) 5,45 1,54 28,30 2,56 9,71
PROT. GHOST (g/l) 199,52 99,72 53,18 66,60 514,70
ATIV. GHOST (u) 3,39 1,56 46,02 0,82 8,61
RETICULOCITOS % 2,96 2,23 75,13 0,90 9,56
RETIC. ABSOL. (10% 154,80 121,62 78,56 46,20 602.700
n=72 * D.O. = Densidade 6ptica
ANEXO 4- VARIANTES DO GRUPO CONTROLE

MEDIA D.PADRAO CV. MINIMO —— MAXIMO
IDADE (ANOS) 58,50 14,22 24,31 20,0 90,0
METAHB. (%) 0,43 0,29 68,76 0,0 1,29
HEMACIAS (X10%) 4,88 0,43 8,86 32 5,70
HEMOGLO (g/dl) 14,59 1,61 11,06 82 17,2
HEMATOC (%) 43,75 4,51 10,32 25,0 52,0
VCM (}ﬁ) 89,46 1,78 1,99 78,1 91,2
HCM (pgts) 29,81 1,27 4,26 25,2 32,5
CHCM (%) 33,29 1,13 3,41 303 36,2
D.O.* HEMOLIS, 0,254 0,025 10,14 0,187 0331
ATIV HEM. (U1l 76,48 10,99 14,37 53,85 95.73
ATLHEM.Cor(UV/gHbW) | 5,32 1,09 20,63 3,42 9,85
PROT.GHO.(g/) 199,76 60,05 30,06 92,5 308,1
ATIV GHO. (u) 442 1,37 31,02 2,25 7.41
RETI.% 1,51 0,59 39,42 0,95 5,15
RET. ABS. (10%) 76,11 29,85 39,22 48,40 261,00

n=72 * D.0.= Densidade 6ptica



ANEXO 5 - ANALISE DAS VARIAVEIS

GRUPO CONTROLE GRUPO PACIENTES

MEDIA  D. PADRAO MEDIA D.PADRAO ' P
IDADE 59,54 14,60 58,50 1423 20,605 ILs.
METAHb 1,50 0,74 0,43 0,29 -12,27 <0,001
HEMACIAS 447 0,47 4,88 0,43 7,400 <0,001
HEMOGLOBINA 12,39 2,09 14,59 1,61 8,043 <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 2747 2,12 29,81 1,27 9,367 <0,001
CHCM 31,63 1,65 33,229 1,13 8,556 <0,001
D.O.HEMOLIS. 0,245 0,043 0,254 0,025 1,800 ns.
ATIV.HEM. (UL1) 65,62 14,69 76,487 10,99 6,277 <0,001
ATLHEM.Cor Hb 5,45 1,54 5,32 1,09 0,722 ns.
PROT.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
RETICULOC % 2,96 2,23 1,51 0,59 -5,534 <0,001
RETICULOC(10%) | 154,80 121,62 76,11 29,85 -5,490 <0,001
SULFONEMIA 3,76 1,73

ANEXO 6- TECNICASUTILIZADAS
1-DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
1.a- PADRONIZACAO DO HEMOLISADO.
Colher 5,0 ml de sangue em 1,0 ml de anticoagulante ACD.

Centrifugar aamostra para separar o plasma

Lavar as hemacias 3 vezes em solucdo salinatamponada( 9 partesde SF. e

1 parte 0,1 M de KH2PO4) .

Adicionar as cdulasigud volume de NaNO2 a 1%, preparado na hora,
agitar e deixar em repouso por 60 minutos.

Lavar as cdlulas por 5 vezes em 10 ml de salinatamponada (acima) para
remover 0 excesso de nitrito. Preparar e ler todas as diluigdes em 600 nm contra
agua destilada.

1.b - PREPARO E LEITURA DASDILUICOES

Diluicédo heméciastratadas é&guadest. D.0.(600 nm)

1- 1/100 0,1m1 10ml ... .606
2 - 1/150 0,1 ml 15ml..nene 363



Diluicéo heméciastratadas &guadest.  D.0.(600 nm)

3- 1/200 0,05ml 10ml............. 272
4 - 1/250 0,05 ml 125ml .......... 227
5-  1/300 0,05 ml 15Sml........... 200
6- /350 0,05 ml 17,5ml ........... 152

1.c- ATIVIDADE ENZIMATICA NO HEMOLISADO

Pipetar em um tubo de vidro 12x100 mm:;

0,05 ml de DCIP 0,012 M ( 7,8 mg/2m!l)

0,05 ml de tampéo trissHC1 1M

0, ml de EDTA 0,01M

3 ml do hemolisado ( todas as amostras), homogenei zar.

Adicionar 0,05 ml de NADH 0,0088 M ( 6,4 mg/ml) e homogeneizar.

Ler em 600 nm a cada 30 segundos, durante 5 minutos, em temperatura de 25
graus centigrados, contra um blank onde o hemolisado é substituido por 3 mi
de agua dedtilada.

DILUICAO 1/100 1/150 1/200 1/250 1/300 1/350
O 583 1.236 1045 1160 1070 1.000
30 SEGUNDOS..........ccocouune. 569 1212 1038 1144 1060 .985
IMINUTO. ..o .561 [.190 1015 1127 1040 971
IMIN.e30SEG. ... 509 1182 1004 1111 1032 955
2MINUTOS.......cooreeinas 462 1163 989 1099 1015 .946
2MIN.€30 SEG ... 453 1132 959 1078. 997 933
3MINUTOS.........ccoerreennes 46 1112 935 1062 983 921
3MINe30SEG......cnenee. 438 1085 916 1047 968 910
4 MINUTOS.........cccvee 424 1069 902 1033 953 .89
4MIN. e30 SEG.......cccocuuneen. 415 .043 879 1018 938 .890

SMINUTOS........cconerriens 405 .016. 860 997 924 882



1.d - Preparacéo do hemolisado

Colher 5 ml de sangue paracada 1 ml de ACD ( 1,47 gramas de
glicose, 1,32 gramas de citrato de sodio e 0,44 gramas de Acido citrico). Apos
separacéo do plasma por centrifugacéo a 3500 rpm, efetuar a lavagem das
células por 3 vezes em solucéo salina tamponada (9 partes de cloreto de sodio
a0,9 % e 1 parte de fosfato de potéssio 0,1 M; pH 7,3-13,62 g/litro). Aspirar a
pelicula esbranquicada sobre a camada de hemécias para a eliminagcdo dos
leucocitos™ .,

No passo seguinte, adicionar as células lavadas igual volume de
salina tamponada, contendo nitrito de sodio a 1% e apds homogeneizacdo a
mistura deve ficar em repouso por 60 minutos®’.

Passado esse tempo, efetuar a lavagem por 5 vezes com salina
tamponada gelada para remover-se 0 excesso de nitrito.

Para cada 0, ml de células oxidadas adicionar 1,9 ml de agua
destilada para obter-se o primeiro hemolisado. A partir desta diluicdo a 1/20
preparar uma nova diluicdo a 1/200, uma vez que esta diluicdo foi a que
mostrou uma atividade enzimatica linear na curva de calibragdo. Determinar a

densidade 6ptica do hemolisado, medindo-se sua absor¢éo em 600 nm.

1l.e - Atividade enzimatica do hemolisado

Utilizar o método de Scott™ para a determinacio da diaforase
eritrocitaria. Em tubos de ensaio 12 x 75 adicionar 50 pl de Tris (hidrwdmetil)
aminometano 1 M (pH 7,55-121,14 g/litro+50 ml HCI conc.), 100 ul de EDTA
0,01 M (0,186 g em 50ml) e 50 pl de DCIP (2,6- dicloroindofenol) 0,0012 M (
0,395 g/ml).

No tubo referente ao desconhecido adicionar 3 mililitros do
hemolisado diluido a 1/200.

No tubo utilizado como blank adicionar 2,78 ml de Agua.

Iniciar a reagd pela adicdo de 50 pl de difosfopiridina
ucleotideo (NADH) 0,0088 M (6,24 mg/ml). A densidade Optica deve ser

medida a cada minuto de



intervalo, por um periodo de 6 minutos, em 600 nm em cubeta com fluxo
termostatizado a 25 graus centigrados.

Para 0 calculo da atividade enzimética utilizar o coeficiente de
extincdo de 20,1 parao DCIP®® e aférmula de Campbell e Campbell*.
(AA amostral E x d)x 10°% 1T x Vt/ Va= Ul/l.

1.f- Preparo dasghost cells

O sangue colhido em ACD deve ser centrifugado para separar o
plasma e o0 botéo leucocitério. Em seguida, lavar as células vermelhas com
salina tamponada por 3 vezes. Ressuspender o sedimento em 10 ml de solugéo
tampao fosfato 20 miOsm pH 7,4?! e ap6s agitacdo, aguardar 10 minutos antes
da centrifugagdo a 4.500 rpm por 20 minutos. Aspirar o sobrenadante e aos 2
ml de sedimento adicionar novamente 10 ml de tampéao fosfato 20 miOsm pH
7,4, seguida de nova centrifugagao.

ApOs essa etapa, colocar os 2 ml de sedimento em tubo de
Eppendorf e centrifugar a 22.000 g por 20 minutos. O sedimento das
membranas eritrocitarias (ghost cells) deve ser lavado novamente, em tampéo
fosfato 20 miOsm pH 7,4 para obter-se um sedimento livre de hemoglobina e
centrifugar a 22.000g por 20 minutos. Ressuspender esse sedimento em 1,2 ml
de agua destilada.

Proceder entdo a homogeneizagdo apurada desta suspenséo para
obter-se uma mistura homogénea, a qual sera utilizada para a dosagem da
proteinatotal pelatécnicada BIOLAB, no ABBA VP SS.

A atividade enzimética das membranas eritrocitarias deve ser
determinada adicionando-se a 1 ml da suspensdo de membrana, 50 ul de Tris-
hidroximetil-aminometano | M (pH 7,55-121,14 g/litro+50 ml HCI conc.), 100
pi de EDTA 0,01 M (0,186 g em 50ml) e 50 IA de DCIP 0,0012 M ( 0,395
g/ml). e50 | de NADH 0,0088 M. Acionar o crondmetro e medir as densidades
Opticas por 6 minutos em um espectrofotdmetro com cubeta termostatizada a

25 graus centigrados, em fluxo continuo para 1 ml de capacidade.



Para o cdculo da atividade enzimética utilizar o coeficiente de

extingdo de 20,1 parao DCIP®® e aférmulade Campbell e CampbelI*=.

(AA amostral Ex d)x 106 x /T x Vt/Va=UI/1.
2- Dosagem da M etemoglobina

Uma amostra de 0,1 ml de sangue total colhido com EDTA, foi
adicionado a 10 ml de tampéo fosfato m/60, pH 6,6 (1,9 g de Na2HPO4 + 2,72
g de KH2PO4 -M/15- diluir 1/4 parauso), e deixar em repouso por 5 minutos.

Ler em 635 mu, apds acertar a densidade Optica em zero com
adgua destilada, sendo esta densidade denominada LI. Adicionar 1 gota de
solugdo neutralizada de cianeto de sddio (solucéo de cianeto de sodio a 10% é
mistura em partes iguais com uma solugdo de acido acético a 12%, devendo
ser utilizada por uma hora) e apds 2 minutos efetuar nova leitura no mesmo
comprimento de onda contra o mesmo blanck. Esta leituraéal 2. A diferenca
entre L1 e L2 é proporciona a concentracdo de metemoglobina . A formula
para o célculo da metemoglobina é a seguinte; M(g%)= 100.(L1-L2)/ 2,77,

3 - Dosagem da Sulfona ( método de Simpson®”"

modificado)
Em tubo de ensaio 15 x 150 mm pipetar:
0,5 ml de sanguetotal em EDTA

2,5 ml de &gua deionizada
2,5 ml de Acido cloridrico 2 N.

Agitar vigorosamente por 30 segundos e acrescentar 2 ml de
acido tricloroacético a 12 % para a desproteinizagéo.

Filtrar a mistura em papel de filtro comum. A 2 ml do filtrado
crescentar 50 microlitros de NaNO2 a 0,3 % para a diazotagdo da sulfona.

Agitar e deixar em repouso por 3 minutos em temperatura
ambiente. Adicionar 50 ul de sulfamato de aménio a 1,5 % para a remocgdo do

excesso de nitrito.



Agitar e deixar em repouso por 2 minutos. Adicionar 50
microlitros de solucgéo de cloridrato de N-1-naftil-etileno diamina a 0,1 % com
aproducéo de uma cor purpura.

Agitar, colocar no escuro por 20 minutos e ler em 550 nm, cubas
12 x 75 mm. Comparar o resultado com o obtido em uma curva padréo. O
padréo de sulfona foi preparado de acordo com a técnica descrita por Rieder,
J.% onde 64 miligramas de D.D.S. purafoi dissolvidaem 1 ml de NaOH 1IN e
adicionado 19 ml de tampéo fosfato pH 8,0 (33,83 gramas de NasHPO,4.2H20
+ 1,36 gramas de KH2PO4 + &gua deionizada gsp 1 litro).

Este padréo vale 320 miligramas por 100 mililitros e a partir desta

solucdo foi preparado as demais solugdes para a construgéo da curva de calibraco.

4 - Determinagdo do Hematocrito (microhematocrito)

Encher 5/4 do tubo capilar para microhematécrito com sangue total em
EDTA, e obstruir umadas extremidades.

Colocar no aparelho de microhematdcrito e centrifugar por 5 minutos.
Apos este tempo fazer aleitura do tubo capilar em tabela propria.

Normal: feminino de 35 a45 % homem de 36 a52%

5 - Dosagem da hemoglobina (automatizado)

Efetuar a diluicdo do sangue total em EDTA no diluidor proprio para
diluicdo de leucdcitos e hemoglobina usando como diluente a solucéo salina
tamponada Isocelm |1,

Acrescentar 2 gotas de Celmlise |l e aguardar 3 minutos. Efetuar a

|eitura no contador de leucécitos modelo CC-550.

Normal: mulheres 11,0 a 18,0 gramas % - homem 13,0 a 20,0 gramas %



6 - Contagem de hemacias (automatizado)

Apés efetuar a diluicdo para a contagem de leucécitos e dosagem da
hemoglobina, e antes de colocar o celmlise Il efetuar nova diluicdo para
glébulos vermelhos no diluidor. Agitar a diluicéo e efetuar a contagem no CC
550.

Normal: mulheres 4,2 a5,4 x 10° - homem 4,5 a6,0 x 10°.

7 - Contagem dereticulécitos (azul crezil brilhante)

Colocar 2 gotas de azul-cresil brilhante em meio alcodlico e evaporar o
alcool por aguecimento. Aguardar esfriar e acrescentar duas gotas de sangue
total em EDTA. Ap6s 15 minutos efetuar os esfregacos™.

Normal: 0,8 a2,0 % ou 35.000 a 120.000/ mm?®.

8- indices Hematimétricos (célculos)

8.a-V.C.M.

Divide-se 0 valor do hematdcrito pelo nimero de hemacias (x 106).

Normal: 83 a93 .

8.b-HCM

Divide-se o vaor da hemoglobina em gramas/dl pelo niumero de
hemécias e multiplica-se por 10’.

Normal: 27 a 31 pg.

8.c-C.H.C.M.

Divide-se o0 valor da hemoglobina em gramas/dl pelo hematécrito €
multiplica-se por 100.

Normal: 32 a 36%.



ANEXO7

DADOS ESPECTROFOTOMETRICOS OBTIDOS
ATIVIDADE ENZIMATICA NA MEMBRANA ERITROCITARIA NA HANSENJASE
#1  #2 #3 #4#5 #6  H#T  #8 #9  #10
0MIN. 785 .662 633 621 .768 383 341 783 849 645
1 MIN. 705 630 541 536 701 296 256 702 756 556
2MIN. 631 613 480 471 656 241 209 645 692 510
3IMIN. 596 .595 452 412 622 180 172 582 642 462
4MIN. 552 581 423 377 578 153 141 548 584 428
5MIN. 522 569 391 344 542 119 119 519 551 401
6 MIN. .501 556 368 312 526 .092 .086 .482 520 .372

#11 #12 #13  #14  #15 #16 #17 #18  #19  #20
OMIN..793 845 416 668 485 586 598 519 598 594
1 MIN. 701 732 323 545 399 417 501 428 503 487
2MIN. 632 671 275 475 332 358 457 362 443 422
3 MIN. 570 623 221 412 281 301 402 320 348 379
4 MIN, 541 594 192 365 234 264 366 274 284 331
5MIN. 508 561 146 328 187 235 328 244 266 298
6 MIN. 488 532 125 306 .139 218 301 218 235 277

#21 #22 #23  #24  #25  #26  #27  #28  #29  #30
0 MIN. .648 596 .697 673 578 626 691 566 441 365
1 MIN. 552 502 622 580 438 528 610 480 395 329
2MIN. 441 436 562 503 349 448 551 413 360 293
3 MIN. 394 376 514 446 296 393 499 361 329 266
4 MIN. 358 330 478 401 269 349 455 320 304 240
5MIN. 319 295 446 367 256 313 421 290 281 220
6 MIN. 299 264 421 340 250 291 360 269 263 202

#31 #32 #33  #34  #35  #36  #37  #38  #39  #40
O0MIN. .764 485 568 676 621 560 586 793 600 .540
1 MIN. .704 441 463 576 589 518 .530 721 545 .493
2 MIN. .651 395 389 489 558 479 476 668 494 448
3MIN. .608 363 333 422 529 443 428 618 451 406
4 MIN. 568 333 294 369 500 411 386 .581 413 370
5MIN. .535 310 263 325 479 382 350 549 380 339
6 MIN. .505 282 241 291 456 355 321 520 353 309



0 MIN.
1 MIN.
2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.

5 MIN

6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

#41

507
454
409
.363
329
298
271

#51

.692
.503
.367
267
.189
133
087

#61

701
554
440
326
254
201
184

#71

823
666
541
452
391
353
331

#42

501
435
387
341
.300
264
234

#52

.688
442
292
190
119
.075
.044

#62

.679
596
321
457
396
343
295

#72

619
427
.289
209
168
149
142

#43

510
471
433
401
.369
345
331

#53

714
615
544
479
A21
367
321

#63

387
299
227
164
109
.065
026

#44

.640
529
471
421
377
341
307

#54

766
.566
440
333
254
187
135

#64
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250
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458
300
231
208
200
197



ANEXO 8
ATIVIDADE ENZIMATICA DO HEMOLISADO NA HANSENIASE
#1  #2 #3 #4  #5 #6  #7  #8 #  #10
O0MIN. 241 237 273 275 388 237 262 244 231 255
1MIN. 229 224 259 263 378 226 254 234 221 245
2MIN. 220 214 248 256 372 219 247 225 212 239
3MIN. 213 206 239 247 364 212 239 217 202 232
4MIN. 202 .199 230 240 354 205 232 208 196 227
5MIN..192  .192 224 231 348 197 228 200 .190 221
6 MIN. .182 .185 215 223 .343 191 222 192 .180 .214

#11  #12  #13  #14  #15 #16  #17 #18 #19  #20
0 MIN. .527 264 265 274 274 378 281 338 325 334
1 MIN. 523 254 257 262 262 372 275 328 320 331
2MIN. 515 247 251 255 255 367 271 322 315 326
3 MIN. 507 239 247 248 249 362 267 316 311 322
4 MIN. 499 233 242 239 245 357 263 311 307 318
5MIN. 493 224 236 233 239 352 259 305 302 313
6 MIN. 487 217 229 229 234 347 255 300 298 309

#21  #22  #23 #24  #25 #26  #27  #28  #29  #30
0 MIN. .293 494 500 440 461 429 428 466 .469 .495
1 MIN. 288 485 491 431 451 421 418 459 461 486
2MIN. 282 474 484 424 444 415 413 452 455 479
3 MIN. .277 466 477 418 438 408 408 447 449 472
4 MIN, .272 457 471 411 432 402 403 441 444 465
5MIN. 267 448 465 405 425 397 398 435 438 458
6 MIN. .262 .440- 459 400 420 391 394 430 434 452

#31 #32  #33  #34 #35 #36  #37 #38 #39 #40
0 MIN. 467 445 426 462 510 478 433 412 674 595
1 MIN. 460 436 416 452 500 470 424 403 663 583
2MIN. 453 430 410 446 493 464 417 397 654 575
3MIN. 446 425 403 439 486 458 411 391 648 568
4 MIN. 440 419 398 433 479 452 405 385 .641 559
5MIN. 435 414 392 427 472 446 399 380 .634 551
6 MIN. 429 409 386 422 465 442 394 375 627 543
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#71

206
.198
191
185
179
173
168

#42

459
453
447
442
437
432
431

#52

298
.280
273
267
259
248
.240

#62

398
386
376
367
358
349
.340

#72

227
218
210
204
197
191
186

#43

440
434
429
423
418
413
409

#53

212
205
199
191
186
180
A77

#63

458
448
435
424
413
403
393

444

423
417
412
407
402
398
394

#54

410
400
394
387
381
374
.367

#64

576
564
553
543
531
520
S11

#45

546
534
525
517
509
.503
496

#55

223
216
209
203
197
192
.188

#65

359
347
338
329
319
310
301

#46

254
239
.230
222
215
208
196

#56

402
390
383
375
364
356
.348

#66

392
381
373
366
358
351
345

#47

545
534
526
518
510
502
493

#57

207
201
195
.188
186
.180
A72

#67

331
319
308
298
287
277
268

#48

439
431
A24
416
408
400
393

#58

544
533
526
518
510
301
492

#68

250
240
232
224
217
210
205

#49

399
390
384
379
370
361
354

#59

193
.181
172
163
155
144
136

#69

218
.208
200
193
186
179
173

#50

187
A78
A7
165
157
149
143

#60

344
337
327
318
310
307
294

#10

398
388
.380
373
.366
.360
354



ANEXO0 9
ATIVIDADE ENZIMATICA NA MEMBRANA ERITROCITARIA - GRUPO CONTROLE

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #1 #8 #9 #10
OMIN. 669 782 794 799 812 739 637 .680 571 .531
1 MIN. 381 517 529 667 .632 541 306 348 245 233
2 MIN. 250 364 357 564 519 408 276 270 141 101
3MIN. 202 277 290 473 432 311 260 261 112 .028
4MIN. .189 238 248 403 363 239 248 259 107 022
5MIN. .184 223 233 341 312 .187 236 255 106 .0l4
6 MIN. .182 217 225 291 258 150 .230 253 105 .009

#11  #12 #13  #14  #15 #16 #17 #18 #19  #20
0 MIN. .658 633 693 727 666 824 763 873 670 864
1MIN. 341 328 419 364 447 593 674 460 419 633
2MIN. 279 240 266 212 276 416 611 332 253 484
3MIN. 274 204 182 169 177 310 550 311 170 378
4MIN. 271 195 146 160 .126 247 494 306 136 314
5MIN..270 192 132 158 096 215 443 301 127 271
6 MIN. 269 190 .128 156 089 200 .400 299 124 247

#21  #22 #23  #24  #25 #26  #27 #28 #20  #30
0 MIN..728 789 588 550 491 667 483 562 672 512
1 MIN. 523 523 327 329 332 460 212 375 483 252
2 MIN. .381 398 181 179 240 .328 .104 249 361 114
3MIN. 313 326 .116 098 191 246 .065 .170 297 054
4 MIN. 281 300 .093 061 163 201 .057 .126 266 .025
5MIN. .265 292 .08 .044 151 .178 055 101 254 .024
6 MIN. 255 290 085 .039 .146 .170 055 .088 251 .024

#31 #32 #33  #34  #35  #36 #37 #38 #3909  #40
0MIN. 488 553 599 599 652 565 618 535 475 430
1MIN. 262 379 364 491 504 407 487 345 397 283
2MIN. .127 262 210 392 38 .193 381 214 325 163
3 MIN..059 .178 103 319 295 119 301 120 266 .086
4 MIN. .027 137 .039 246 221 064 242 064 212 032
5MIN. .016 .109 025 194 169 042 199 028 .167 .012
6 MIN. .013 .093 004 150 .131 .026 .170 .008 .129 .002
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.048
042

#42

550
254
207
174
167
165
162

#52

934
761
.630
540
430
442
418

#62
465

191
039
.025
018
.016
.014

#72

.606
388
254
181
147
A31
124

#43

.888
.594
466
416
402
400
399

#53

547
214
.089
078
.060
057
055

#63
685

449
.296
220
.188
175
.170

#44

934
521
485
AT8
471
A66
A63

#54

ST
277
154
102
.090
.086
.086

#64
554

.266
121
068
.054
052
.050

#45

979
.662
538
.504
501
499
494

#35

612
.308
144
102
.092
090
.088

#65

.664
357
198
145
A35
126
121

#46

961
.690
.543
478
454
449
447

#56
470

.290
156
092
066
.059
.055

#66

522
289
131
.058
036
026
021

#47

996
708
548
494
480
479
AT8

#57

474
.240
108
051
036
032
.030

#67

547
.343
192
102
055
040
032

#43

990
675
538
495
A87
485
484

#58

494
204
.088
.063
057
055
.053

#63
611

.340
188
128
109
104
.097

#49

953
680
523
458
442
438
433

#59

.664
392
351
335
334
331
329

#69

587
395
250
161
.109
092
076

#50

.896
135
.619
534
473
431
402

#60

641
316
217
193
184
180
178

#70

487
349
232
157
106
071
.049



ANEXO 10
ATIVIDADE ENZIMATICA DO HEMOLISADO NO GRUPO CONTROLE

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10
OMIN. 376 383 379 354 476 376 296 267 443 242
1 MIN. 371 371 370 343 473 368 287 257 429 231
2 MIN. 358 363 362 335 466 360 273 249 420 222
3MIN. 350 353 354 327 458 353 262 242 411 213
4 MIN. .342 344 346 319 450 346 252 235 403 205
5MIN. 334 336 338 312 442 340 243 228 3% .197
6 MIN. 326 .327 330 305 434 333 234 221 390 .190

#11  #12  #13  #14 #15  #le  #17  #18  #19  #20
0 MIN. 276 314 217 189 237 210 215 339 406 .389
I MIN. .269 306 .209 .180 .231 .202 .208 .329 397 381
2MIN. 260 298 201 173 224 194 200 320 .391 374
3 MIN. .252 291 194 167 218 187 194 312 384 368
4 MIN. .244 285 187 .161 212 .180 .187 305 378 .36l
5MIN. .237 278 180 .154 206 .173 181 .298 372 356
6 MIN. .230 .272 174 148 201 .167 175 290 366 350

#21 #22 #23  #24  #25  #26  #27  #28  #29  #30
OMIN. .395 228 231 240 269 281 .475 288 334 304
1 MIN. 384 220 224 234 255 271 456 276 317 280
2MIN. 378 213 217 226 242 262 446 267 306 271
3MIN. 372 205 211 219 234 254 438 259 299 264
4 MIN. 366 198 205 213 226 246 430 251 291 256
SMIN. 360 .192 200 207 219 239 421 244 284 249
6 MIN. .354 186 195 202 211 232 414 238 278 242

#31 #32  #33 #34 #35 #36  #37  #38  #39  #40
0 MIN. .263 184 275 255 282 363 253 503 222 252
1 MIN. 278 165 254 238 263 350 .232 490 209 242
2MIN. 268 157 244 228 254 338 224 484 203 233
3 MIN. 258 150 236 219 245 332 217 478 196 226
4 MIN. .250 144 230 211 238 323 210 473 189 219
5MIN. 243 138 222 203 230 314 204 467 185 211
6 MIN. .235 132 216 .196 224 307 .197 462 178 204



0 MIN.
1 MIN.
2 MiN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN.
4 MIN.
5 MIN.
6 MIN.

0 MIN.

1 MIN

2 MIN.
3 MIN,
4 MIN.

5 MIN

6 MIN.

#41

247
232
221
213
206
200
193

#51

303
287
275
267
.260
252
.246

#61

433
417
408
.396
390
383
376

#71

.664
.648
636
.628
621
.614
.608

#42 #43

262
245
233
225
215
.207
.200

#52

498
481
473
466
459
453
446

#62

395
386
374
.365
356
347
339

#72

450
434
424
414
406
398
392

466
AS51
.440
A30
423
416
410

#53

372
361
348
337
329
320
313

#63

412
398
389
382
376
369
362

412
396
.386
379
371
364
357

#54

.359
346
336
326
318
309
301

#64

.505
490
A80
472
466
459
452

#45

268
255
245
236
.228
220
213

#55

.266
.250
239
231
225
218
212

#65

494
AR4
474
465
A57
450

#46

264
250
242
236
229
223
218

#56

250
235
226
218
211
204
.198

#66

501
484
472
465
457
449
442

#47

240
230
222
215
.209
203
198

#57

405
385
375
.365
356
349
341

#67

443
426
418
412
404
398
391

#48

250
.240
231
223
216
210
.203

#58

277
.266
255
246
236
228
220

#68

521
505
A96
488
481
474
467

#49

301
291
282
275
.268
261
254

#59

486
466
451
445
A38
430
423

#69

433
A18

408

402
393
386
379

#50

306
297
289
282
275
269
263

#60

402
.387
371
367
358
351
344

#10

442
420
411
405
.396
389
382



ANEXO 11
ANALISE DE CORRELACAO DASVARIAVEISDOSHANSENIANOS

Nos anexos apresentamos uma andlise de correlagdo das variaveis comuns dos
hansenianos.

idade  sexo metahb  hemac.  hemog. hemat.  vom hem chem sulfona  at_Hem

idade 1.0000

sexo 0711 1.0000

metahb -1302 .0092 1.0000

hemac -.1533 .2052 .2309 1.0000

hemog. -1564 .2408 3252 9578 1.0000

hemat. -1629 .1982 .2465 .9909 .9648 1.0000

VCM  -1456 .1495 2397 .8497 .8679 .9101 1.0000

HCM  -1141 .2824 3752 .7522 .9032 .7804 .7727 1.0000

CHCM -.0742 .3199 .3575 .4830 .6785 4800 .4091 8761 1.0000

Sulfona .1369 -.2335 -.1889 -.0651 -.1396 -.0797 -1527 -.2796 -.2954 1.0000
at_hem. -.0916 -1692 03106 .1120 .0628 1241 .1299 -0295 .1100 .0666 1.0000
D.O.hem-1355 -1540 .2393 1822 .1918 .1972 .2083 .1531 .0623 .0132 .3602
Prot gh -3522 -3227 1417 .0568 .0388 0575 .0370 -0112 -0605 -0703 1587
ativ_gh 2185 0794 -2866 -0340 -0352 -0257 .0035 -0603 -0813 .2213 .0500
ret.(%) 1667 -.0976 -1021 -3619 -4063 -3529 -2637 -4042 -4301 -.0076 .1230
ret.(abs) .1525 -.0932 -1122 -3840 -4307 -3769 -2926 -4284 -4438 - 0162 .1124
atchem. 1603 2989 1732 -5447 -6075 -.5384 -4699 -.6202 -.5404 -.1673 9997

n=72 valor critico + ou - .2317 (p<0.05) at.c.hem.= atividade corrigida do hemolisado pela Hb.

D.O. HEMOL. PROT_GHOST ATIV_GHOST RETICUL. % RETICUL.{abs) at.chem

D.0. hemol 1.0000

prot_gh .2446 1.0000

ativ_gh .0980 -.6239 1.0000

reticul (%) ~.2083 0258 -.0425 1.0000

ret(absol) -2197 0208 -.0398 9942 1.0000

atchem,  .3608 1592 0238 1230 1124 1.0000

n=72 valor critico + ou - .2317 (p<0.05) at.c.hem = atividade corrigida do hemolisado pela Hb.



ANEXO 12

ANAL ISE DE CORRELACAO DASVARIAVEISDO GRUPO
CONTROLE

Nos anexos apresentamos a andlise de correlacdo das varidveis
comuns do grupo controle.

idade  sexo metahb  hemac.  hemog. hemat  vem hem chom at_Hem

idade 1.0000

sex0 .1648 1.0000

metahb -.1004 -.0602 1.0000

hemac -.1293 ,2787 -0367 1.0000

hemog. -.2104 .2933 -1068 .9492 1.0000
hemat. -1392 .2628 -.0464 9977 9564 1.0000

XTrAx

VveM -1 8605

35 0884 -13i3 .8345 .8605 .86
HCM  -3116 .1881 -2163 .4791 .7254 .5093 .6411 1.0000

CHCM -2576¢ .1288 -2063 .1300 .4199 .1485 .2338 .8578 1.0000

at_hem. .1576 -0430 .1211 .0012 -0506 -.0014 -0288 -1357 -1733 1.0000
D.O.hem.-2148 0797 2715 0605 .0916 -0608 -0773 -1318 .1151 .089%4
Prot.gh. .1079 2371 .1145 0340 0561 .0416 .0969 .1004 .0720 -.0674
ativ_gh -1553 -2240 -1323 .0019 -.0243 -.0004 -0213 -0775 -.0930 -.0806
ret(®%0) -.1879 .1803 0375 1427 1677 .1445 1183 1574 1303 -.0522
ret(abs) -.1792 1774 0628 .1118 1365 .1124 0782 .1352 .1256 -.0547
at.c.hem. .2401 -.1440 1823 -.6165 -.6891 -.6321 -.6698 -.5973 -.3809 .7289

n=72 valor critico + ou - .2317 (p<0.05) at.c.hem.=atividade corrigida do hemolisado pela hemoglobina

D.O. HEMOL. PROT GHOST  ATIV_GHOST  RETICUL. % RET.(ABS) AT.CHEM.

D.O.hemol 1.0000

prot_gh 3855 1.0000

ativ_ gh  -.3194 -.8951 1.0000

reticul (%) .2113 1533 -.0900 1.0000

ret(absol) 2229 1555 -0970 9973 1.0000

at.c.hem. -.0216 - 1105 -.0225 -1472 -1230 1.0000

n=72 valor critico + ou - .2317 (p<0.05) at.c.hem.; atividade corrigida do hemolisado pela hemoglobina



FICHA DE IDENTIFICACAO -

NOME: REGISTRO No.:-
SEXO IDADE:- TEMPO DE DOENCA:-
FORMA CLINICA:- TEMPO DE TRATAMENTO:-
DOSE DIARIA:-

VARIAVEISAVALIADAS
HEMATIMETRIA:-

DOSAGEM DE HEMOGLOBINA:-
HEMATOCRITO:-

HCM:- VCM:- CHCM:-
CONTAGEM DE RETICULOCITOS:-

METAHEMOGLOBINA:-

SULFONEMIA:-
D.O. SUBSTRATO: METAHEMOGLOBINA:
REDUTASE a) Extrato bruto: AE/minuto=

Atividade enzimatica:
b) Membrana eritrocitaria : AE/ minuto=

Atividade enzimética:
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Grafico 3 - Hemoglobina (g/dl)
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Grafico 5 - CHCM (%)
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Grafico 10 - Atividade da NADH-redutase

na membrana eritrocitaria
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