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Resumo

Objetivo — Determinar a concentragao de metemoglobina (MetHb) em voluntarios fumantes e ndo fumantes, e comparar com as pos-
siveis alteracoes bioquimicas. Métodos — Os sujeitos do estudo foram voluntarios do municipio de Sorocaba/SP (n=30), sendo metade
para o grupo de fumantes (n=15) e outra metade para o grupo de ndo fumantes (n=15). Foi realizada a extracao de saponina utilizando
a droga vegetal Quilaia sp., para a realizacdo de hemdlise nas amostras de sangue e, entdo, dosar a metemoglobina dos voluntarios.
Amostras de sangue foram coletadas diretamente em tubos comerciais a vacuo e a metemoglobina foi determinada através da técnica
que dispensa o uso do cianeto, evitando risco téxico. Resultados — Os resultados estao apresentados em Média + Desvio Padrao da
porcentagem de MetHb: Grupo Fumantes foi de 3,4 + 0,82% e o Grupo Nao Fumantes foi de 8,3 + 4,9% (valor normal: 1,9 a 3,8%),
sendo diferentes significativamente. Os valores para a dosagem de glicemia e colesterol total ndo apresentaram diferenca significativa,
quando comparado o grupo de Fumantes com o Nao Fumantes. Conclusdes — Conclui-se que os valores de MetHb se apresentaram
alterados em individuos fumantes, porém serdo necessarios maiores estudos acerca da comparagdo da alteragdo de MetHb com gli-
cemia e/ou colesterol total.

Descritores: Metemoglobina; Hemoglobina; Habito de fumar

Abstract

Objective — To determine the concentration of methemoglobin (MetHb) in smoker and non-smoker volunteers comparing with possible
biochemical alteration. Methods — The study were performed with volunteers of city Sorocaba/SP (n=30), separated in two groups:
smokers group (n=15) and non-smokers group (n=15). The extraction of saponin was performed using the plant Quilaia sp., for hemolysis
in the blood samples and, so, measure mehtemoglobin levels in the volunteers. Blood samples were collected directly in commercial
tubes of vacuum and the methemoglobin was determined through of method described that dispenses the use of cyanide, avoiding the
toxic risk. Results — The results are express in mean =+ standard deviation of percentage MetHb: Non-smokers Group 3.4 + 0.82%;
Smokers Group 8.3 + 4.9% (normal values 1.9%-3.8%), being different significantly. The glycemic and total cholesterol results, do not
present significant difference when compared the smokers group with non-smokers group. Conclusions — The MetHb results presented
are altered in smoker volunteers, however larger studies are needed on the comparison of the change of MetHb with glycaemia and/or
total cholesterol.

Descriptors: Methemoglobin; Hemoglobin; Smoking

Introducao causa mais frequente e podendo ser provocada por me-
dicamentos, alimentos e varios outros agentes quimicos.
As consequéncias decorrentes da MetHb elevada po-
dem ser varias, sendo a principal a cianose refrataria a
oxigenioterapia®, determinando um quadro de mete-
moglobinemia.

A metemoglobinemia é uma situacdo clinica carac-
terizada pela elevacdo da concentragdo de metemo-
globina no sangue, acima do nivel padrao estabelecido
por dosagens quimicas ou enzimdticas. As trés princi-
pais causas que determinam o aumento de metemo-
globina tém origens diferentes e se devem a: 1) defi-

A molécula de hemoglobina (Hb) corresponde a um
tetrdmero, formado por cadeias alfa, beta, gama ou delta.
A forma de Hb mais comum nos adultos (HbA) é com-
posto de duas cadeias « e de duas cadeias B. Cada
cadeia da Hb é constituida de um polipetideo globina
ligada a um grupo prostético heme, o qual consiste em
um anel de protoporfirina IX complexado com um tnico
atomo de ferro no estado ferroso (Fe?*). Assim, ha quatro
atomos de ferro em cada molécula de Hb. Cada atomo
de ferro no estado ferroso pode se ligar reversivelmente

a uma molécula de O, somando um total de quatro mo-
léculas de O, transportadas por cada molécula de Hb'.
Quando o Fe** é oxidado a Fe** (estado férrico), a hemo-
globina torna-se incapaz de transportar o O, aos tecidos
causando, entdo, hipéxia. Nesta condigdo, a hemoglo-
bina passa a ser chamada de metemoglobina (MetHb)>.

A MetHb é um pigmento hemoglobinico que pode
ser de origem congénita ou adquirida, sendo esta a
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ciéncia de enzimas eritrocitarias especificas para as
atividades redutoras da oxidagdo do ferro do grupo
heme; 2) a inducado téxico-oxidativa da hemoglobina
causada por compostos quimicos oxidantes; 3) ao de-
feitos molecular da hemoglobina que causa continua
auto oxidacao*.

Agentes quimicos capazes de determinar a metemo-
globinemia estdo presentes no cigarro, portanto, consi-



dera-se que o habito de fumar € responsavel pela ele-
vagao dos teores dos pigmentos hemoglobinicos, que
alteram o transporte e/ou o aproveitamento de O, pelas
células, dentre esses a metemoglobina (MetHb)®.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a con-
centragao de metemoglobina (MetHb) em voluntérios
fumantes e nao fumantes no municipio de Sorocaba/SP,
e comparar com as possiveis alteragdes bioquimicas.

Métodos
Selecdo dos voluntérios

Fizeram parte deste estudo 30 voluntérios, sendo 15
ndo fumantes (Grupo A) e 15 fumantes (Grupo B), de di-
ferentes faixas etdrias. Os voluntarios foram pessoas re-
sidentes no municipio de Sorocaba, e que se propuseram
a participar por livre e espontanea vontade da pesquisa,
além disso, foi elaborado um termo de consentimen-
to livre e esclarecido para ser assinado caso concordas-
sem com o principio do estudo. O estudo foi conduzido
no periodo de agosto de 2014 a fevereiro de 2015.

Por se tratar de uma pesquisa incluindo voluntarios
para a doagdo de sangue, ndo foi possivel limitar a par-
ticipagao dos diferentes perfis entre os fumantes e ndo
fumantes, nao havendo exclusdo de dados obtidos.

Para a realizacdo da pesquisa como os voluntarios,
foi necessaria a submissdo do projeto ao Comité de
Ftica em Pesquisa da UNIP, sendo avaliado e aprovado
sob o nimero de 789.459.

A identificagdo dos sujeitos do estudo foi de acordo
com o grupo. Os ndo fumantes foram identificados pela
letra A e diferenciados entre si por numeragao continua
(ex.: A1, A2, A3). Ja os fumantes formaram o grupo B e
diferenciados entre si, por numeragdo continua (ex.:
B1, B2, B3).

Escolha do método e reagentes

Para a dosagem de metemoglobina foi utilizado o
método espectrofotométrico pela técnica proposta por
Naoum, Radispiel e Moraes® (2004), pois este método
ndo possui como reagente o cianeto, uma vez que €
moderadamente téxico para vida aquatica, sendo entdo
de dificil descarte. Os reagentes utilizados foram: a)
Saponina 1%; b) solucao estoque de tampao fosfato
M/15; e ¢) solucao estoque de tampao fosfato M/60.

a) Processo de Extragao Saponina 1%

A escolha pela extracdo de saponina de uma planta
foi devido a auséncia do reagente industrializado no
laboratério. O método de extragdo empregado estd des-
crito na Farmacopeia Brasileira’.

A droga vegetal escolhida dentre as disponiveis que
apresentava maior concentragcdo de saponinas foi a
Quilaia sp, que contém de 9% a 10% de saponinas®.

Para o processo de extracdo foi necessario que a
droga estivesse pulverizada, sendo utilizados 0,5g. Em
um béquer foi adicionada a droga e 40 mL de agua
destilada, que foi aquecido em manta térmica para que
atingisse a fervura durante cinco minutos. Apds esse
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periodo, o extrato aquoso foi resfriado e filtrado com
algodao para um baldo volumétrico de 50mL, sem que
se perdesse o residuo do béquer, pois este novamente
foi levado para o processo de extracdo com 15mL de
agua destilada, somente até inicio da fervura. Apds o
resfriamento e a filtragdo do extrato aquoso, foi com-
pletado até o menisco o baldao de 50 mL anteriormente
com o primeiro extrato obtido.

Considerando que se obteve um extrato aquoso a 10%,
foi retirada uma aliquota com auxilio de pipeta volumé-
trica de 5mL e transferido para outro baldo de 50 mL
completando-o com agua destilada até o menisco, ob-
tendo assim, a concentragao de 1% de saponina.

b) Solugao estoque de tampao fostato M/15

Em balanga analitica e com auxilio de papel para
pesagem, foram pesados 9g de Na,HPO,12H,0 e 5,7g
de KH,PO, e transferidos para baldo volumétrico de
1000mL e completado com agua destilada até o me-
nisco e, posteriormente agitado para que ocorrer total
dissolucao.

c) Solugao trabalho tampao fosfato M/60

Foi retirada uma aliquota de 250mL com auxilio de
uma proveta de 500 mL e transferido para um balado
volumétrico de 1000 mL, que foi completado com agua
destilada até o menisco e, posteriormente agitado para
total homogeneizagao.

Procedimento

Para a coleta de sangue de cada voluntario foram
utilizados dois tubos, um com anticoagulante EDTA
(para a determinagdo de metemoglobina) e um tubo
gel com ativador de codgulo (para as andlises de glicose
e colesterol total), foram coletados 5mL de sangue em
cada um dos tubos e, em seguida, realizadas as andlises.
As dosagens foram realizadas no dia coleta ndo ha-
vendo a necessidade de armazenamento das amostras.

As analises bioquimicas foram realizadas através de
sistema enzimadtico, por reacao de ponto final com rea-
gentes em kits prontos de Labtest, no equipamento Bio-
plus® de acordo com a referéncia recomendada em
bula de cada teste. Para a andlise de glicose, foi utilizado
o kit GLICOSE Liquiform e para a andlise de colesterol
total, foi utilizado o kit COLESTEROL Liquiform.

Determinagdo de Metemoglobina

Para cada voluntario foram identificados dois tubos
em A e B e foram realizados em duplicata.

No tubo A, com auxilio de pipeta automatica, foi adi-
cionado 100ul de sangue total coletado com anticoa-
gulantes (EDTA) e 100uL de saponina a 1% sob agitagao
para que ocorresse hemélise, em seguida, foi adicionado
6mL do tampao fosfato M/60 homogeneizando a mistura.
A mistura obtida do tubo A foi transferida para cubeta
para que fosse realizada a leitura no espectrofotdmetro
em 630nm, tendo como branco o tampao fosfato M/60.

No tubo B, foi adicionado com pipeta automatica
300ul da mistura do tubo A e com auxilio de pipeta de
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5mL, foi adicionado 3mL do tampao fosfato M/60 ho-
mogeneizando a mistura. A mistura do tubo B foi trans-
ferida para cubeta para que fosse realizada a leitura no
espectrofotometro em 540nm, tendo como branco o
tampao fosfato M/60.

[A] Tubo A x 100
[A] Tubo A + ([A] Tubo B x 10)

Calculo: % MetHb =

Valores normais de metemoglobina variam de 1,9
a 3,8%, sendo que acima de 4% sdo considerados
elevados®.

A extracdo da saponina e as dosagens de MetHb
foram realizadas no Laboratério Multidisciplinar 1,
as dosagens de glicemia e colesterol foram realizadas
no Laboratério Escola de Biomedicina, na Unip, Cam-
pus Sorocaba.

Andlise estatistica

Os valores estdo apresentados como Média + Des-
vio Padrao, utilizando o teste t-Student (Software Sta-
tistica 12), considerando significativo p<0,05.

Resultados e Discussao

Determinagcéo de metemoglobina

Os resultados obtidos de MetHb na Tabela 1 se mos-
traram coerentes, uma vez que os voluntdrios fizeram
parte do grupo de nao-fumantes.

Apesar dos voluntarios A7, A13 e A14 apresentarem
resultados acima dos 4% que é considerado elevado,
deve ser levado em consideragdo que ha diversos agen-
tes metemoglobinizantes, tais como, farmacos®*°, ali-
mentos'!, CO,", e outros.

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados dos volun-
tarios fumantes, apresentando alteragdes significativas
na maioria das dosagens.

O voluntério B8 foi o Ginico que apresentou resultado
normal, porém, foi considerado que é um individuo
etilista, com uso frequente de bebida alcodlica, e se-
gundo Leeuwn, Tromp e Nauta®, a hidroxila (OH) e ra-
dicais do alcool (metanol e etanol) tem capacidade de
reduzir os niveis de metemoglobina in vitro. Sendo en-
tdo necessarios mais resultados de voluntdrios etilistas
e tabagistas para avaliar a possibilidade de diminuigao
da metemoblogina in vivo pelo uso do alcool.

Tabela 1. Determinaciao de metemoglobina em voluntarios nao fumantes

.. Absorbancia em
Voluntario

Absorbancia em

Valor calculado N
Valor referéncia

630 nm 540 nm em %
Al 0,051 0,145 3,398
A2 0,058 0,184 3,056
A3 0,052 0,165 3,055
A4 0,048 0,177 2,640
A5 0,074 0,239 3,003
A6 0,106 0,248 4,099 o
o 000 0123 4,280 A 4t evnd
A8 0,042 0,1 4,031
/-(‘\190 0(;,0(;158 8:;2;; ;:égj (Naum, Radispiel e Moraes®)
ATl 0,033 0,089 3,575
Al2 0,033 0,099 3,226
Al13 0,034 0,068 4,762
Al4 0,032 0,068 4,494
A15 0,046 0,11 4,014

Tabela 2. Determinacao de metemoglobina em voluntarios fumantes

Absorbancia em

Absorbancia em

Valor calculado

Voluntario 630 nm 540 nm om % Valor referéncia

B1 0,066 0,125 5,015
B2 0,113 0,172 6,165
B3 0,104 0,189 5,216
B4 0,041 0,097 4,055
B5 0,116 0,169 6,423
B6 0,083 0,16 4,932 o
w
B8 0,055 0,142 3,729 ’
B9 0,118 0,179 6,184 .. 6
B10 0223 0,194 10,310 (Naum, Radispiel e Moraes®)
B11 0,344 0,201 14,613
B12 0,143 0,165 7,975
B13 0,123 0,139 8,130
B14 0,549 0,219 20,044
B15 0,338 0,169 16,667
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Determinag&o da glicemia e colesterol total

As dosagens para glicemia e colesterol total dos vo-
luntarios ndo fumantes estao expressas na Tabela 3.

Em relacdo aos resultados de glicose, houve alguns
voluntarios que tiveram alteragdes. Os voluntarios
A2, A3, A13 e A14, apresentaram hiperglicemia.
Sendo que nos dois primeiros (A2 e A3) ndo sugeriu
ligacdo com o resultado de metemoglobina; os resul-
tados dos voluntarios A13 e A14, sugeriu ligacdo com
os resultados de metemoglobina, uma vez que, estes
estdo acima do normal (elevado) para metemoglobina
(A13 =4,762% e AT4 = 4,494%) e os pacientes ndo
sdo fumantes.

Alguns voluntarios apresentaram hipoglicemia, A9,
A10 e A12 e ndo foi possivel estabelecer ligacdo com
os resultados de metemoglobina, pois nao houve
alteracoes.

Em relagdo ao colesterol total, houve apenas um
individuo com resultado elevado para colesterol (A6)
e, analisando suas informacoes, essa alteracdo nao
deve ser considerada pelo fato do voluntario ser um
individuo hipercolesterolémico. Quando comparado
ao resultado de metemoglobina, observou-se que
houve alteragdo, sugerindo ligagdo com o colesterol
total.

Abaixo, na Tabela 4, estdo apresentados os resul-
tados de glicemia e colesterol total dos voluntarios
fumantes.

Para os resultados de glicemia, houve trés alteragoes,
os pacientes B6, B9 e B15 apresentaram hiperglicemia.
O voluntério B6 se apresentou como usuario de medi-
camentos para tratamento de nédulo, por isso entdo,
tal resultado ndo pode ser considerado, além de ter
possiveis interferentes. Os pacientes B9 e B15 declara-

Tabela 3. Determinacao de glicose e colesterol em voluntarios nao fumantes

Voluntario Glicose mg/dL Valor referéncia Colesterol total mg/dL Valor referéncia
Al 100,5 147
A2 111,2 124
A3 120,2 114
A4 79,7 150
A5 71 108
Ab 88 226
A7 76 92 Desejavel <170 mg/dL
A8 100 Normal de 65 a 99 mg/dL* 105 Limitrofe 1702 199 ?ng/dL
A9 61 186 Elevado > 200 mg/dL
AT0 63 136
ATl 66 116,4
A12 64 85
A13 111 86
A14 112 140,7
Al5 77 100,5

* Retirado de Instrugdes de Uso, Labtest — GLICOSE Liquiform
** Retirado de Instrucdes de Uso, Labtest — COLESTEROL Liquiform

Tabela 4. Determinacao de glicose e colesterol em voluntarios fumantes

Voluntario Glicose mg/dL Valor referéncia Colesterol total mg/dL Valor referéncia
B1 73 237
B2 82 124,3
B3 65 143,5
B4 94 126,6
B5 100 156,5
B6 264 176,2
B7 88 " 110,3 Desejavel <170 mg/dL
BS 65 Normal de 65 a 99 mg/dL 165,4 Limitrofe 170 a 199 mg/dL
B9 228 144,9 Elevado > 200 mg/dL**
B10 95 147
B11 67 123
B12 71 126
B13 93 175
B14 85 222
B15 133 108
Tabela 5. Analise descritiva e inferencial
Variaveis Nao fumantes (n=15) Fumantes (n=15) P
MetHb (%) 3,4+0,82 8,3+4,9 0,001
Glicose (mg/dL) 86,6+20,64 106,8+59,50 0,22
Colesterol total (mg/dL) 127,6+38,71 152,13+38,04 0,09

Dados expressos por meio de média + desvio padrao.
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ram que alteragdes glicémicas eram comuns em seus
exames de rotina.

Para os resultados de colesterol total houve apenas
duas altera¢des, nos voluntdrios B1 e B14, que segundo
informagdes fornecidas pelo voluntirio B1, seria se-
dentério e com habitos de ma alimentagao; o voluntdrio
B14 relatou histérico anterior de alteragdes lipidicas
em seus exames de rotina.

Na Tabela 5 observou-se a analise estatistica dos re-
sultados obtidos, sendo diferente significativamente
para os valores de MetHb, quando comparado os gru-
pos de fumantes e ndo fumantes. Essa diferenca signifi-
cativa ndo foi observada para as dosagens de glicose e
colesterol total.

Baseado nos métodos utilizados para andlise, ndo
houve possibilidade de inferir qualquer relacdo entre a
alteracao de MetHb com altera¢des obtidas nos valores
de glicose e colesterol total. Outras analises incluindo
peso, idade, estilo de vida devem ser considerados para
tal procedimento.

Quando comparadas as médias dos ndo fumantes
em relagdo as dos fumantes, pode-se observar, que
houve um aumento expressivo da porcentagem de
MetHb nos fumantes (sendo significativamente maior),
diferentemente do que é expresso na literatura, como
o estudo publicado por Borland et al.™, revelando que
o nivel de metemoglobina em ndo fumantes foi maior,
do que nos fumantes. Porém, os resultados obtidos pela
presente pesquisa, corroboraram com os dados obser-
vados por Imbriani, Melotti e Ghittori'*, apresentando
porcentagem de MetHb maior em fumantes, quando
comparados aos nao fumantes.

Entretanto, é correto salientar que o uso de cigarro
provoca alteragdes no organismo, como por exemplo,
a resisténcia a insulina, acarretando em aumento de
glicose na corrente sanguinea, além disso, sabe-se que
a nicotina pode estimular a produgdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), aumentando o colesterol to-
tal'®. Esses acontecimentos podem provocar as altera-
¢bes aqui presenciadas nos voluntarios tabagistas.

A dosagem de metemoglobina ndo é um exame co-
mumente solicitado pela equipe médica, porém deveria
ser levado em consideracdo no momento da anamnese
do paciente, ja que elevada porcentagem de MetHb
no sangue pode causar alteragdes sintomaticas. Vieira,
Magalhaes e Pardal'” sugerem a determinacdo de
MetHb como rotina laboratorial, especialmente para
pacientes que fazem uso de medicamentos oxidantes
ou que s3o expostos a compostos quimicos oxidantes
de forma ocupacional.

Para os pacientes fumantes, por apresentarem maior
susceptibilidade de desenvolverem o quadro de mete-
moglobinemia, devido ao uso excessivo do cigarro, a
solicitacao deveria ser adotada, pois, quadros leves de
fadiga, cansaco e mal estar poderiam estar relacionados
a essa elevacdo e passar desapercebido pelo médico.

O estudo realizado apresentou limitagdes importantes
no que se diz respeito a auséncia de informagdes dos
voluntarios, para poder comparar idade, peso, sexo,
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estilo de vida, entre outros, que dificultou maior con-
clusdo e comparagdo entre os dados obtidos.

Conclusao

Através dos resultados obtidos para a dosagem de
MetHb, pode-se observar que os voluntarios fumantes
apresentaram concentragdo significativamente maior
de MetHb circulante, em relacao aos voluntarios nao
fumantes, sem apresentar alteragdes bioquimicas
relevantes.
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