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ANEXO 3 - VARIANTES DOS PACIENTES HANSENIANOS

ANEXO 4- VARIANTES DO GRUPO CONTROLE



ANEXO 6- TÉCNICAS UTILIZADAS

1-DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA

1.a - PADRONIZAÇÃO DO HEMOLISADO.

Colher 5,0 ml de sangue em 1,0 ml de anticoagulante ACD.

Centrifugar a amostra para separar o plasma.

Lavar as hemácias 3 vezes em solução salina tamponada( 9 partes de S.F. e

1 parte 0,1 M de KH2PO4) .

Adicionar as células igual volume de NaNO2 a 1%, preparado na hora,

agitar e deixar em repouso por 60 minutos.

Lavar as células por 5 vezes em 10 ml de salina tamponada (acima) para

remover o excesso de nitrito. Preparar e ler todas as diluições em 600 nm contra

água destilada.

1.b - PREPARO E LEITURA DAS DILUIÇÕES

Diluição hemácias tratadas água dest. D.0.(600 nm)

1 - 1/100 0,1m1 10 ml............... .606

2 - 1/150 0,1 ml 15 ml............... .363



Diluição hemácias tratadas água dest. D.0.(600 nm)

3 - l/200 0,05ml 10 ml ............. .272

4 - 1/250 0,05 ml 12,5 ml .......... .227

5 - 1/300 0,05 ml 15 ml ............. .200

6 - l/350 0,05 ml 17,5ml ........... .152

1.c - ATIVIDADE ENZIMÁTICA NO HEMOLISADO

Pipetar em um tubo de vidro 12x100 mm:

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

0,05 ml de tampão tris-HC1 1M

0,l ml de EDTA 0,01M

3 ml do hemolisado ( todas as amostras), homogeneizar.

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 centígrados, contra um blank onde o hemolisado é substituído por 3 ml

de água destilada.

DILUIÇÃO 1/100 1/150 1/200 1/250 1/300 1/350

0 .............................................. 583 l.236 1.045 1.160 1.070 1.000

30 SEGUNDOS.....................569 1212 1.038 1.144 l.060 .985

1 MINUTO .......................... . 561 l.190 1.015 1.127 1.040 .971

1 MIN. e 30 SEG ...................509 l.182 1.004 1.111 1.032 .955

2 MINUTOS ...........................462 l.163 .989 1.099 1.015 .946

2 MIN.e30 SEG ......................453 l.132 .959 1.078 . 997 .933

3 MINUTOS...........................446 l.112 .935 1.062 .983 .921

3 MIN e 30 SEG ....................438 l.085 .916 1.047 .968 .910

4 MINUTOS......................424 1.069 .902 1.033 .953 .899

4 MIN. e 30 SEG....................415 l.043 .879 l.018 .938 .890

5 MINUTOS ..........................405 l.016 . 860 .997 .924 .882



1.d - Preparação do hemolisado

Colher 5 ml de sangue para cada 1 ml de ACD ( 1,47 gramas de

glicose, l,32 gramas de citrato de sódio e 0,44 gramas de Acido cítrico). Após

separação do plasma por centrifugação a 3500 rpm, efetuar a lavagem das

células por 3 vezes em solução salina tamponada (9 partes de cloreto de sódio

a 0,9 % e 1 parte de fosfato de potássio 0,1 M; pH 7,3-13,62 g/litro). Aspirar a

película esbranquiçada sobre a camada de hemácias para a eliminação dos

leucócitos9,51.

No passo seguinte, adicionar ás células lavadas igual volume de

salina tamponada, contendo nitrito de sódio a 1% e após homogeneização a

mistura deve ficar em repouso por 60 minutos67.

Passado esse tempo, efetuar a lavagem por 5 vezes com salina

tamponada gelada para remover-se o excesso de nitrito.

Para cada 0,l ml de células oxidadas adicionar l,9 ml de água

destilada para obter-se o primeiro hemolisado. A partir desta diluição a l/20

preparar uma nova diluição a 1/200, uma vez que esta diluição foi a que

mostrou uma atividade enzimática linear na curva de calibração. Determinar a

densidade óptica do hemolisado, medindo-se sua absorção em 600 nm.

1.e - Atividade enzimática do hemolisado

Utilizar o método de Scott73 para a determinação da diaforase

eritrocitária. Em tubos de ensaio 12 x 75 adicionar 50 µl de Tris (hidrwdmetil)

aminometano 1 M (pH 7,55-121,14 g/litro+50 ml HCl conc.), 100 µl de EDTA

0,01 M (0,186 g em 50ml) e 50 µl de DCIP (2,6- dicloroindofenol) 0,0012 M (

0,395 g/ml).

No tubo referente ao desconhecido adicionar 3 mililitros do

hemolisado diluído a 1/200.

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

Iniciar a reação pela adição de 50 µl de difosfopiridina

ucleotídeo (NADH) 0,0088 M (6,24 mg/ml). A densidade óptica deve ser

medida a cada minuto de



intervalo, por um período de 6 minutos, em 600 nm em cubeta com fluxo

termostatizado a 25 graus centígrados.

Para o cálculo da atividade enzimática utilizar o coeficiente de

extinção de 20,I para o DCIP83 e a fórmula de Campbell e Campbell13.

(ΔA amostra/ E x d)x 106x 1/T x Vt / Va = UI/l.

1.f- Preparo das ghost cells

O sangue colhido em ACD deve ser centrifugado para separar o

plasma e o botão leucocitário. Em seguida, lavar as células vermelhas com

salina tamponada por 3 vezes. Ressuspender o sedimento em 10 ml de solução

tampão fosfato 20 miOsm pH 7,421 e após agitação, aguardar 10 minutos antes

da centrifugação a 4.500 rpm por 20 minutos. Aspirar o sobrenadante e aos 2

ml de sedimento adicionar novamente 10 ml de tampão fosfato 20 miOsm pH

7,4, seguida de nova centrifugação.

Após 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 eritrocitárias (ghost cells) deve ser lavado novamente, em tampão

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 água destilada.

Proceder então a homogeneização apurada desta suspensão para

obter-se uma mistura homogênea, a qual será utilizada para a dosagem da

proteína total pela técnica da BIOLAB, no ABBA VP SS.

A atividade enzimática das membranas eritrocitárias deve ser

determinada adicionando-se a 1 ml da suspensão de membrana, 50 ul de Tris-

hidroximetil-aminometano I M (pH 7,55-12I,14 g/litro+50 ml HCl conc.), I00

pi de EDTA 0,01 M (0,186 g em 50ml) e 50 IA de DCIP 0,0012 M ( 0,395

g/ml). e 50 l de NADH 0,0088 M. Acionar o cronômetro e medir as densidades

ópticas por 6 minutos em um espectrofotômetro com cubeta termostatizada a

25 graus centígrados, em fluxo continuo para 1 ml de capacidade.
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Para o cálculo da atividade enzimática utilizar o coeficiente de

0,1 para o DCIP83 e a fórmula de Campbell e Campbell13.

(AA amostra/ Ex d)x 106 x 1/T x Vt / Va = UI/1.

a Metemoglobina

Uma amostra de 0,1 ml de sangue total colhido com EDTA, foi

10 ml de tampão fosfato m/60, pH 6,6 (1,9 g de Na2HPO4 + 2,72

-M/15- diluir 1/4 para uso), e deixar em repouso por 5 minutos.

Ler em 635 mu, após acertar a densidade óptica em zero com

a, sendo esta densidade denominada Ll. Adicionar 1 gota de

alizada de cianeto de sódio (solução de cianeto de sódio a 10% é

artes iguais com uma solução de acido acético a 12%, devendo

por uma hora) e após 2 minutos efetuar nova leitura no mesmo

de onda contra o mesmo blanck. Esta leitura é a L2. A diferença

é proporcional à concentração de metemoglobina . A fórmula

da metemoglobina é a seguinte: M(g%)= 100.(L1-L2)/ 2,7724.

da Sulfona ( método de Simpson57.79 modificado)

Em tubo de ensaio 15 x 150 mm pipetar:

0,5 ml de sangue total em EDTA

2,5 ml de água deionizada

2,5 ml de Acido clorídrico 2 N.

Agitar vigorosamente por 30 segundos e acrescentar 2 ml de

acético a 12 % para a desproteinização.

Filtrar a mistura em papel de filtro comum. A 2 ml do filtrado

microlitros de NaNO2 a 0,3 % para a diazotação da sulfona.

Agitar e deixar em repouso por 3 minutos em temperatura

icionar 50 ul de sulfamato de amônio a 1,5 % para a remoção do
trito.



Agitar e deixar em repouso por 2 minutos. Adicionar 50

microlitros de solução de cloridrato de N-1-naftil-etileno diamina a 0,1 % com

a produção de uma cor púrpura.

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 padrão. O

padrão de sulfona foi preparado de acordo com a técnica descrita por Rieder,

J.66, onde 64 miligramas de D.D.S. pura foi dissolvida em 1 ml de NaOH 1N e

adicionado 19 ml de tampão fosfato pH 8,0 (33,83 gramas de Na2HPO4.2H20

+ 1,36 gramas de KH2PO4 + água deionizada qsp 1 litro).

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

solução foi preparado as demais soluções para a construção da curva de calibração.

4 - Determinação do Hematócrito (microhematócrito)

Encher 5/4 do tubo capilar para microhematócrito com sangue total em

EDTA, e obstruir uma das extremidades.

Colocar no aparelho de microhematócrito e centrifugar por 5 minutos.

Após este tempo fazer a leitura do tubo capilar em tabela própria.

Normal: feminino de 35 a 45 % homem de 36 a 52%

5 - Dosagem da hemoglobina (automatizado)

Efetuar a diluição do sangue total em EDTA no diluidor próprio para

diluição de leucócitos e hemoglobina usando como diluente a solução salina

tamponada Isocelm II.

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

leitura no contador de leucócitos modelo CC-550.

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



6 - Contagem de hemácias (automatizado)

Após efetuar a diluição para a contagem de leucócitos e dosagem da

hemoglobina, e antes de colocar o celmlise II efetuar nova diluição para

glóbulos vermelhos no diluidor. Agitar a diluição e efetuar a contagem no CC

550.

Normal: mulheres 4,2 a 5,4 x 106 - homem 4,5 a 6,0 x 106.

7 - Contagem de reticulócitos (azul crezil brilhante)

Colocar 2 gotas de azul-cresil brilhante em meio alcoólico e evaporar o

álcool por aquecimento. Aguardar esfriar e acrescentar duas gotas de sangue

total em EDTA. Após 15 minutos efetuar os esfregaços80.

Normal: 0,8 a 2,0 % ou 35.000 a 120.000/ mm3.

8- Índices Hematimétricos (cálculos)

8.a -V.C.M.

Divide-se o valor do hematócrito pelo número de hemácias (x 106).

Normal: 83 a 93 µ3.

8.b - HCM

Divide-se o valor da hemoglobina em gramas/d1 pelo número de

hemácias e multiplica-se por 107.

Normal: 27 a 31 pg.

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

Divide-se o valor da hemoglobina em gramas/d1 pelo hematócrito e

multiplica-se por 100.

Normal: 32 a 36%.
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ANEXO 11

ANÁLISE DE CORRELAÇÃO DAS VARIÁVEIS DOS HANSENIANOS

Nos anexos apresentamos uma análise de correlação das variáveis comuns dos
hansenianos.
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NEXO 12

ANALISE DE CORRELAÇÃO DAS VARIÁVEIS DO GRUPO
CONTROLE

Nos anexos apresentamos a análise de correlação das variáveis
omuns do grupo controle.



FICHA DE IDENTIFICACÃO -

NOME: REGISTRO No.:-

SEXO IDADE:- TEMPO DE DOENÇA:-

FORMA CLÍNICA:- TEMPO DE TRATAMENTO:-

DOSE DIÁRIA:-

VARIÁVEIS AVALIADAS

HEMATIMETRIA:-

DOSAGEM DE HEMOGLOBINA:-

HEMATÓCRITO:-

HCM:- VCM:- CHCM:-

CONTAGEM DE RETICULÓCITOS:-

METAHEMOGLOBINA:-

SULFONEMIA:-

D.O. SUBSTRATO: METAHEMOGLOBINA:

REDUTASE a) Extrato bruto: ΔE/minuto=

Atividade enzimática:

b) Membrana eritrocitária : AE/ minuto=

Atividade enzimática:


