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Potencialização do efeito metemoglobinizante da dapsona em ratos pela
N-acetilcisteína
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Dapsona (DDS) (4,4’diaminodifenilsulfona), fármaco de escolha
para o tratamento da hanseníase, freqüentemente induz anemia
hemolítica e metemoglobinemia. A N-hidroxilação, uma de suas
principais vias de biotransformação, é constantemente relacionada
com a metemoglobinemia observada com o uso do fármaco. Com
o objetivo de prevenir a hemotoxicidade induzida pela DDS, N-
acetilcisteína, fármaco precursor de glutationa, foi administrada
em associação com DDS em ratos machos Wistar pesando 220-
240 g. Os animais foram anestesiados e o sangue coletado da
aorta para determinação da concentração plasmática de DDS por
CLAE, determinação dos níveis de metemoglobina e de glutationa
eritrocitária por espectrofotometria, e avaliação de parâmetros
bioquímicos e hematológicos. Os resultados obtidos mostraram
que a N-acetilcisteína potenciou o efeito metemoglobinizante da
dapsona devido ao aumento de sua concentração plasmática e
conseqüente aumento da formação da N-hidroxilamina.
Concluímos que as interações medicamentosas com a dapsona
exigem estudos individualizados a fim de evitar os efeitos adversos
do fármaco.
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INTRODUÇÃO

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica cau-
sada pelo patógeno Mycobacterium leprae. Até 1980, a
dapsona (4,4’-diaminodifenilsulfona) era o fármaco de
escolha para o tratamento da hanseníase. Em 1981, o Co-
mitê de Peritos em Quimioterapia da Organização Mundial
da Saúde (OMS) definiu novos esquemas terapêuticos,
devido à dificuldade no controle de bacilos resistentes com
o emprego de medicamentos administrados isoladamente

(Cambau et al., 1997). A associação de dapsona (DDS),
rifampicina e clofazimina no tratamento da hanseníase
permitiu um controle mais efetivo na transmissão e evolu-
ção da doença. Apesar dos esforços da OMS, aproximada-
mente 94% dos casos conhecidos e dos novos casos diag-
nosticados nas Américas são notificados no Brasil. Ao lon-
go dos últimos anos, as taxas de prevalência têm declina-
do consideravelmente com redução de até 20% ao ano, re-
sultado da consolidação do tratamento politerápico. Entre-
tanto, as taxas de detecção de casos novos ainda são eleva-
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das, e a expectativa é que só se alcance a meta de elimina-
ção da doença quando a prevalência for inferior a 1/10.000
habitantes (Cambau et al., 1997; Brasil MS, 1998, 1999;
Araujo, 2003; OPAS, 2004).

Os efeitos adversos relacionados aos esquemas
terapêuticos empregados na hanseníase mais freqüentes são
a metemoglobinemia e a anemia hemolítica associados à
exposição a DDS (Coleman, 1995; Landers et al., 1996;
Queiroz et al., 1997; Ward, McCarty, 1998; Salamat,
Watson, 2003). Outros efeitos adversos também citados,
porém com menor freqüência, são: letargia, granuloci-
topenia, problemas hepáticos e renais, dermatite esfoliativa,
neuropatia periférica, febre, cefaléias, psicoses e
fotodermatite (Pavithran, Satish, 1997; Leslie et al., 2003).

A dapsona possui também atividade contra malária
e contra pneumonia causada pelo Pneumocystis carinii.
Outro uso da dapsona se dá em situações inflamatórias
como na dermatite herpetiforme (Coleman, Jacobus, 1993).
O uso deste medicamento, porém, é freqüentemente limita-
do, devido aos seus efeitos adversos.

No homem, a DDS é extensivamente biotrans-
formada, e sua N-hidroxilação é a responsável pelos efei-
tos adversos no sistema hematológico, tais como a
metemoglobinemia e a anemia hemolítica (Tingle et al.,
1990; Grossman et al., 1992). A metemoglobinemia descre-
ve o estado clínico em que mais de 1% da hemoglobina do
sangue foi oxidada à forma férrica, diminuindo a capaci-
dade de transporte de oxigênio. Clinicamente, a toxicidade
relacionada a metemoglobina é ligada aos seus teores no
sangue. Dispnéia, náuseas e taquicardia ocorrem quando
há níveis de até 30%; letargia, estupor e perda de consciên-
cia resultam de níveis de aproximadamente 50%; níveis de
50 a 70% levam a arritmias cardíacas, falência circulató-
ria e depressão neurológica, e níveis acima de 70% geral-
mente levam à morte (Coleman, Coleman, 1996).

Várias tentativas estão sendo testadas em virtude de
aumentar a tolerância dos pacientes à dapsona. Entre elas,
foram incluídas a administração de vitaminas E e C com
dapsona (Prussick et al., 1992). No entanto, esses
antioxidantes causaram pequeno impacto na metemo-
globinemia induzida pelo fármaco. Desta forma, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a eficácia da N-
acetilcisteína na prevenção da formação de metemoglobina
induzida pela dapsona em ratos. A N-acetilcisteína (NAC),
fármaco mucolítico, é um precursor da glutationa (GSH)
utilizado no tratamento da bronquite crônica e outras pato-
logias pulmonares. Trata-se de um composto tiólico que atin-
ge o meio intracelular e é fonte potencial de equivalentes
redutores (Lehninger et al., 1995). A GSH auxilia na manu-
tenção de grupos sulfidrilas de proteínas no seu estado redu-
zido e o ferro do grupo heme no estado ferroso (Fe2+). O re-

sultado esperado é que a interação com a N-acetilcisteína
agregue ao efeito farmacológico da dapsona, um menor risco
de reações adversas principalmente a metemoglobinemia e
anemia hemolítica, reações dose-dependentes.

MATERIAL E MÉTODOS

Quatro grupos de ratos Wistar (n=8), machos, adultos
jovens (220-240 g), mantidos em gaiolas plásticas (50 x 35
x 15 cm), em ciclo controlado de 12 horas de claro e escuro,
com água e comida fornecidos “ad libitum” receberam
intraperitonealmente os fármacos solubilizados em
dimetilsulfóxido (DMSO), durante 5 dias. Os grupos contro-
le, NAC, DDS e DDS + NAC receberam, respectivamente:
200 µL de DMSO; 200 µL de N-acetilcisteína 75 mg/kg
(Ajinomoto) em DMSO; 200 µL de dapsona 40 mg/kg
(Sigma) em DMSO; e 200 µL de N-acetilcisteína 75 mg/kg
e dapsona 40 mg/kg nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 h.

No quinto dia de tratamento, duas horas após a ad-
ministração dos fármacos, os animais foram anestesiados
com isofluorano, e o sangue foi colhido da artéria aorta e
fracionado em três tubos: um contendo 100 UI de heparina
(determinação de metemoglobina, glutationa e concentra-
ção plasmática de dapsona); outro contendo EDTA•K2 10%
na proporção de 1 mg/mL de sangue (parâmetros hemato-
lógicos); e outro sem anticoagulante para obtenção de soro
(parâmetros bioquímicos). O protocolo experimental foi
aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais
(CEUA) do Campus de Ribeirão Preto.

Determinação da concentração plasmática de
dapsona por cromatografia líquida de alta eficiência

A determinação plasmática da dapsona foi realizada
através de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
segundo o método descrito por Queiroz et al. (1997b). Foi
utilizado um cromatógrafo líquido Shimadzu – modelo LC-
10AS, equipado com injetor Rheodyne modelo 7125,
amostrador de 100 µL, coluna de fase reversa (C8,
LiChrocart® 100 – Merck – 125 x 4 mm, partículas de
5 µm), detector por absorbância no ultravioleta (Shimadzu
modelo SPD-10A) operando em 286 nm. A fase móvel foi
constituída de água:metanol (65:35 v/v), o fluxo utilizado
foi de 1,2 mL/min. Os cromatogramas foram obtidos em
integrador Shimadzu – C – R6A chromatopac.

Determinação de metemoglobina

A determinação dos níveis de metemoglobina foi re-
alizada nas amostras de sangue heparinizado, pelo método
de Evelyn & Malloy modificado conforme descrito por
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Harisson & Jollow (1986) utilizando o espectrofotômetro.

Determinação da glutationa eritrocitária

As amostras de sangue heparinizado foram analisa-
das conforme o método descrito por Beutler et al. (1963)
para a determinação espectrofotométrica de glutationa
eritrocitária, no espectro do ultravioleta (412 nm).

Parâmetros hematológicos

A contagem de eritrócitos foi feita por microscopia
ótica em câmara de Neubauer, usando a solução de Hayem
como diluente. O hematócrito foi determinado usando uma
centrífuga para microhematócrito Fanem e tubos capilares
com diâmetro uniforme. A concentração de hemoglobina
foi determinada pelo método colorimétrico da cianome-
temoglobina. Os índices eritrocitométricos (volume
corpuscular médio - VCM, hemoglobina corpuscular mé-
dia - HCM e concentração de hemoglobina corpuscular
média - CHCM) foram calculados a partir dos valores de-
terminados para número de eritrócitos, concentração de
hemoglobina e hematócrito. O número de reticulócitos foi
determinado em extensão sanguínea corada com azul cresil
brilhante (Fimls, 1989). Os níveis séricos de haptoglobina
foram determinados por nefelometria utilizando kit e
nefelômetro Dade Behring.

Parâmetros bioquímicos

Os níveis séricos dos parâmetros bioquímicos foram
quantificados por técnicas espectrofotométricas e reagentes
da marca Labtest Diagnóstica, sendo: atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH) pelo método cinético com
medida de ponto-final, e bilirrubina total e direta pelo mé-
todo colorimétrico, segundo Sims & Horn (1958). A
bilirrubina indireta foi calculada através da diferença en-
tre bilirrubina total e direta.

Análise estatística

Os testes foram realizados com auxílio do software
GraphPad Instat®, para o estudo da análise das médias
(ANOVA) e análise de comparação múltipla entre os gru-
po (Tukey-Kramer). O nível de significância foi fixado em
p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os estudos iniciaram-se com o grupo controle que
apresentou valores de metemoglobina no sangue na ordem

de 0,31 a 0,73%. Assim fixamos o valor de referência da
porcentagem de metemoglobina para ratos em 0,49 ±
0,18%. Outros veículos, como o cremophor, acarretaram
desidratação no animal por diarréia, e, portanto, foi man-
tido o DMSO como veículo.

Em estudos realizados em dose única no laboratório,
a dose de 40 mg/kg de DDS foi a que apresentou efeito
metemoglobinizante mais evidente. Já a dose de NAC que
melhor apresentou resposta, sem induzir metemoglobinemia
significativa, foi a de 75 mg/kg. No grupo DDS em dose
múltipla de 40 mg/kg, o valor médio de metemoglobina foi
de 12,45 ± 1,77%. O grupo NAC, em dose múltipla de 75
mg/kg apresentou 1,88 ± 0,15% de metemoglobina.

Surpreendentemente, ao iniciar a administração da
associação de NAC (75 mg/kg) e DDS (40 mg/kg), os níveis
de metemoglobina, ao invés de diminuírem, aumentaram de
12,45 ± 1,77 % (DDS) para 18,63 ± 1,53 % (DDS + NAC)
(Figura 1). Verificou-se então que a associação, ao invés de
proteger, potenciou a oxidação do ferro da hemoglobina.

Kramer et al. em 1972, trabalhando com anilinas em
experimentos semelhantes, propuseram que no processo de
formação da metemoglobina, os derivados N-hidroxilados
são convertidos a moléculas instáveis, os nitrosoarenos.
Estes, por sua vez, podem regenerar as N-hidroxilaminas
através do poder redutor da enzima NADPH-metemo-
globina redutase ou da glutationa eritrocitária, possibilitan-
do a oxidação de outras moléculas de hemoglobina e a for-
mação de um ciclo redox. Cada molécula de hidroxilamina
é capaz de oxidar até cinco moléculas de oxiemoglobina, e
o ciclo somente cessa quando a glutationa eritrocitária está
quase completamente depletada. Kramer et al. (1972) su-
gerem ainda que o processo de regeneração da N-
hidroxilamina a partir do nitrosoareno não requer catálise
enzimática. Para isso, basearam-se no fato de a formação
de metemoglobina ocorrer de forma significativa quando
são adicionados compostos redutores como GSH ou
NADPH à hemoglobina, onde não há atividade da enzima
NADPH-metemoglobina redutase.

Tal mecanismo também foi sugerido por Coleman &
Jacobus (1993) em estudo in vitro. Estes autores sugerem
que o composto nitrosoareno, formado após a ação oxidativa
da hidroxilamina sobre a hemoglobina, pode sofrer ação da
glutationa de duas formas distintas: pode reduzir o
nitrosoareno até o precursor hidroxilado ou pode reagir com
este composto formando um derivado sulfenamida. No pri-
meiro caso, quando há a formação da hidroxilamina a par-
tir do nitrosoareno, o processo de formação de metemo-
globina se reinicia, formando assim um ciclo redox que só
termina quando os níveis de glutationa são reduzidos. Den-
tro das células, forma-se um delicado equilíbrio entre a ve-
locidade de regeneração da dapsona hidroxilamina e da for-
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mação de metemoglobina. Os fatores que afetam este equi-
líbrio podem alterar a formação de metemoglobina induzida
pela DDS. A N-acetilcisteína, por ser precursora da
glutationa, altera tal equilíbrio proporcionando maior capa-
cidade de regeneração da N-hidroxilamina (Figura 2). Sen-
do assim, a formação de metemoglobina é consideravelmente
maior nos animais tratados com N-acetilcisteína em associ-
ação com a dapsona quando comparamos aos animais tra-
tados somente com a dapsona. Por outro lado, quando o
derivado nitrosoareno eventualmente não participa desse
ciclo redox, pode se ligar a glutationa ou outros grupos tióis
formando um derivado sulfenamida ou outros adutos de es-
tabilidade variável. A hidrólise desse adutos ou da
sulfenamida libera então a amina livre (dapsona), que se
difunde para fora do eritrócito.

Por esta razão, a concentração plasmática de
dapsona aumenta de 189,64 ± 14,42 µg/mL (grupo DDS)
para 329,14 ± 56,30 µg/mL (grupo DDS + NAC), e o
fármaco pode novamente ser metabolisado até os compos-
tos N-hidroxilados.

Em relação à determinação de glutationa, não obser-
vamos diferença estatística quando comparamos o grupo
controle (65,04 ± 2,66) com o grupo de animais tratados
com N-acetilcisteína (70,00 ± 5,53). Apenas os grupos
DDS e DDS + NAC, apresentaram níveis de glutationa
eritrocitária significativamente maiores quando compara-
dos ao grupo controle (controle: 65,04 ± 2,66; DDS: 90,90
± 6,08; DDS + NAC: 97,06 ± 4,46) (Figura 3). Portanto,
os níveis de glutationa não auxiliam na proteção do efeito
metemoglobinizante da dapsona. Mesmo com o uso de um
fármaco oxidante, como a dapsona, não é possível detectar
a diminuição da glutationa eritrocitária no grupo DDS,
visto que, a diminuição de glutationa é acompanhada pela
formação de altos níveis de glutationa oxidada (GSSG) e
esta pode ser rapidamente reduzida pela GSSG redutase
(Meister, 1991). Nesse processo os níveis de GSH são re-
cuperados em menos de 10 minutos (Costagliola, 1990),
sendo que 98% do peptídeo encontra-se na forma reduzida
(Meister, Anderson, 1983). Essa recuperação é rápida, e
muitas tentativas de depletar o estoque de GSH promovem,

* Grupos estatisticamente diferentes do grupo controle (DMSO) (p < 0,05). Números de asteriscos diferentes indicam
diferenças estatísticas.

FIGURA 1 – Porcentagens de metemoglobina dos grupos de animais tratados com dimetilsulfóxido (DMSO; grupo
controle); N-acetilcisteína 75 mg/kg (NAC); dapsona 40 mg/kg (DDS); associação dapsona 40 mg/kg e N-acetilcisteína
75 mg/kg (DDS + NAC)
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paradoxalmente, um aumento nos níveis de GSH (Meister,
1991).

Apesar de alguns parâmetros hematológicos e
bioquímicos apresentarem diferenças estatisticamente
significantes entre os grupos, estas variações parecem não
ter significância biológica, não podendo ser caracterizadas
como efeitos adversos (Tabela 1). O aumento significante
da bilirrubina e discreta diminuição da haptoglobina em
relação ao grupo controle indicam maior destruição de
eritrócitos, especialmente no grupo DDS + NAC, que tam-
bém foi o que demonstrou metemoglobinemia mais inten-
sa. Considerando que as anemias hemolíticas são
normocrômicas normocíticas (Fimls, 1989), os índices
eritrocitométricos devem permanecer dentro da faixa de
normalidade, conforme o observado. Seria esperado um
aumento do número de reticulócitos, o que não foi observa-
do, pois o grau de hemólise nos grupos estudados pareceu
pequeno.

CONCLUSÕES

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que a ad-
ministração de N-acetilcisteína promoveu uma interação
farmacocinética com a dapsona, alterando de forma signi-
ficativa sua concentração plasmática. O aumento da con-
centração plasmática de dapsona resultante dessa
interação, por sua vez, potenciou o efeito metemoglo-
binizante da dapsona.

A interação entre fármacos representa um papel im-
portante na terapia farmacológica, sejam essas interações
de origens farmacodinâmicas ou farmacocinéticas, repre-
sentando ora forma de tratamento, como na associação do
paracetamol com a N-acetilcisteína, ora fonte de reações
adversas, com conseqüências clínicas significativas.

Neste contexto deve ser reforçada a importância de
mais estudos com o propósito de trazer maior segurança
à utilização da dapsona, pois esta pode ter seu uso clíni-

FIGURA 2 - Interação medicamentosa entre N-acetilcisteína e dapsona
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* Grupos estatisticamente diferentes do grupo controle (DMSO) (p < 0,05).

FIGURA 3 – Níveis de glutationa eritrocitária (mg%) no sangue dos grupos de animais tratados com dimetilsulfóxido
(DMSO; grupo controle); N-acetilcisteína 75 mg/kg (NAC); dapsona 40 mg/kg (DDS); associação dapsona 40 mg/kg
e N-acetilcisteína 75 mg/kg (DDS + NAC).

TABELA 1 - Valores dos parâmetros bioquímicos e hematológicos em animais que receberam N-acetilcisteína (NAC)
75 mg/kg e dapsona (DDS) 40 mg/kg

Parâmetros bioquímicos e hematológicos Controle NAC DDS DDS + NAC
(média ± desvio (média ± desvio (média ± desvio (média ± desvio

padrão) padrão) padrão) padrão)

Atividade da lactato desidrogenase (U/L) 1012,41 ± 59,25a 1672,44 ± 174,94b 1173,90 ± 125,04a 1104,36 ± 158,72a

Bilirrubina direta (mg/dL) 0,040 ± 0,017a 0,043 ± 0,022a 0,117 ± 0,051b 0,200 ± 0,065c

Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,156 ± 0,025a 0,310 ± 0,080b 0,303 ± 0,093b 0,328 ± 0,122b

Bilirrubina total (mg/dL) 0,197 ± 0,017a 0,352 ± 0,066b 0,421 ± 0,086b,c 0,529 ± 0,117c

Hematócrito (L/L) 42,25 ± 1,16a,b 42,75 ± 2,31a 39,63 ± 2,45b,c 38,75 ± 1,58c

Hemoglobina (g/dL) 12,5 ± 0,77a,b 12,9 ± 0,71a 11,8 ± 0,55b 11,8 ± 0,35b

Contagem de eritrócitos (x1012/L) 5,21 ± 0,32a 5,17 ± 0,39a 5,15 ± 0,40a 5,05 ± 0,19a

Reticulócitos (% de reticulócitos) 3,04 ± 0,52a,b 3,62 ± 1,31a  2,38 ± 0,34b 2,45 ± 0,54b

Haptoglobinas (g/L) 0,14 ± 0,02a 0,11 ± 0,02b 0,15 ± 0,02a 0,11 ± 0,01b

Volume Corpuscular Médio (10-15L) 81,3 ± 4,4a 82,9 ± 5,8a 77,4 ± 3,6a 76,8 ± 3,6a

Hemoglobina Corpuscular Média (10-12g) 23,98 ±1,63a 24,97 ± 2,18a 23,03 ± 1,69a 23,46 ± 0,95a

Concentração de Hemoglobina Corpuscular 29,5 ± 1,4a 30,1 ± 1,1a 29,8 ± 0,9a 30,6 ± 0,5a

   Média (g/dL)

Resultados expressos como média ± desvio padrão (n = 8). Diferentes letras sobrescritas indicam diferenças estatísticas
(p < 0,05). Controle: grupo tratado com o veículo dimetilsulfóxido (DMSO); NAC: grupo tratado com 75 mg/kg de
N-acetilcisteína;  DDS: animais tratados com 40 mg/kg de dapsona;  DDS + NAC: animais tratados com 40 mg/kg de
dapsona e 75 mg/kg de N-acetilcisteína.  Os fármacos foram administrados intraperitonealmente.
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co ampliado, além de promover uma melhora na qualida-
de de vida de pacientes hansenianos em tratamento de
longo prazo.
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ABSTRACT

Potentiation of dapsone induced methemoglobinemia
by N-acetylcysteine in rats

Dapsone (DDS) (4,4’diaminodiphenylsulfone), the drug of
choice for the treatment of leprosy, frequently induces
hemolytic anemia and methemoglobinemia. N-hydroxyla-
tion, one of the major pathways of biotransformation, has
been constantly related to the methemoglobinemia after the
use of the drug. In order to prevent the dapsone-induced
hemotoxicity, N-acetylcysteine, a drug precursor of glu-
tathione, was administered in combination with DDS to
male Wistar rats, weighting 220-240 g. The animals were
then anaesthetized and blood was collected from the aorta
for determination of plasma DDS concentration by HPLC,
determination of methemoglobinemia and glutathione by
spectrophotometry, and for biochemical and hematological
parameters. Our results showed that N-acetylcysteine en-
hanced dapsone-induced methemoglobinemia due to in-
creased dapsone plasmatic concentration and consequent
increased N-hydroxylamine formation. We concluded that
drug interactions with dapsone require individually studies
in order to avoid undesirable effects of dapsone

UNITERMS: Dapsone. N-acetylcysteine. Glutathione.
Methemoglobinemia.
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