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RESUMO 

O eritrócito humano maduro, quando submetido à sobrecarga oxidativa por condições 
patológicas do eritrócito ou por agentes oxidantes pode apresentar depleção de 
glutationa reduzida (GSH), um dos responsáveis pelo sistema de defesa antioxidante 
do eritrócito; oxidação da molécula de hemoglobina; e agregação de complexos de 
ferro junto à membrana. Tais conseqüências podem ocasionar anormalidades na 
membrana eritrocitária e hemólise. Este trabalho tem por objetivo, estudar a ação 
antioxidante dos flavonóides quercetina e rutina, e de extrato hidroalcoólico de Vitis 
virtifera (EHV), em eritrócitos humanos normais, submetidos à sobrecarga oxidativa, 
in vitro, induzida por agentes oxidantes como terc-butilhidroperóxido (TBH) ou 
cloridrato de fenil-hidrazina (CF). Coletou-se sangue venoso de 12 indivíduos com 
idades entre 18 e 40 anos e considerados saudáveis, em EDTAK3. Lavou-se os 
eritrócitos em tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4 três vezes por 
centrifugação a 1220 x g, ressuspendendo-os até volume globular de cerca de 40 %. 
Submeteu-se os eritrócitos, pré incubados ou não com quercetina 100 (xM, à ação 
oxidante de CF 0,5 mM durante 15 minutos e; pré-incubados ou não com quercetina, 
rutina ou extrato hidroalcoólico de Vitis virtifera, à ação oxidante de TBH (0,5 -
5 mM), durante 0 a 30 minutos. Realizou-se a determinação da concentração de GSH 
[BEUTLER, Red cell metabolism, 1984], da formação de metahemoglobina (MetHb) 
[EVELYN; MALLOY, JJBioLChem., 126: 655, 1938], modificado por BEUTLER 
(1995) e realizou-se a contagem de corpos de Heinz (CH) segundo técnica preconizada 
por BEUTLER et ai [J.Lab.&Clin.Méd., 45: 40, 1955], modificado por CLARO 
(2002). Observou-se uma diminuição da concentração de GSH (4,0-0,1 nmoles/ g Hb) 
proporcional ao aumento da concentração de TBH (0,5 - 1,0 mM). A formação de 
MetHb aumentou (8 - 35 %) assim como a de CH (2 -16 %), em função da 
concentração de TBH (0,5 - 5 mM). A incubação com quercetina 100 pM (10 -
30 minutos) preveniu parcialmente a formação de GSH (0,25 -1,3 junoles/g Hb) 
induzida por TBH 1 mM. Quercetina (2 - 20 JIM) preveniu parcialmente a formação de 
CH (7,5 - 6,7 %) induzida por TBH 3 mM. Em amostras oxidadas por CF 0,5 mM, a 
quercetina 10 - 120 pM preveniu parcialmente a formação de MetHb (4 - 3,6 %). A 
rutina 100 (xM preveniu parcialmente a depleção de GSH (0,4 pmoles/g Hb) por TBH 
(0 pmoles/g Hb). A rutina (40 - 140 jiM) preveniu parcialmente a formação de CH (7,6 
- 4,9 %) induzida por TBH 3 mM (9,0 %). O EHV (0,1 mg/ml) preveniu parcialmente 
a depleção de GSH (4,4 ±0,1 jimoles/g Hb) induzida por TBH 0,5 mM enquanto que 
EHV (0,5 - 1,0 mg/ml) preveniu quase que na totalidade a depleção de GSH (7,4 ± 0,4 
e 7,3 ±0,1 (imoles/ g Hb, respectivamente) induzida por TBH 0,5 mM. O EHV (1,0 -
5,0 mg/ml) preveniu parcialmente a formação de CH (6,4 - 4,0 %) induzida por TBH 
3 mM. A associação entre quercetina 100 pM e mesilato de desferrioxamina 4 mM, 
inibiu parcialmente a formação de MetHb (30 ± 1,2 %) induzida por TBH 5 mM. Os 
resultados sugerem que, nas concentrações testadas, a quercetina é parcialmente eficaz 
contra a sobrecarga oxidativa promovida por CF. O estresse oxidativo promovido por 
TBH foi parcialmente prevenido na presença de quercetina, rutina ou EHV. 
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ABSTRACT 

The mature human erythocytes, submitted to oxidative stress under pathological 
conditions or by oxidizer agents can present: depletion of reduced glutatione (GSH), 
responsible for the antioxidant defense system of the erythocytes, oxidation of the 
hemoglobin molecule, or aggregation of complexes of iron close to the membrane. 
These can cause abnormalities in the membrane and hemolysis. The aim of this work 
was to study the antioxidative action of the flavonoids quercetin and rutin, and of 
hydroalchoolic extract of Vitis vinifera (HEV), in human erythocytes submitted to the 
oxidative stress, induced by oxidizer agents fert-butylhydroperoxide (TBH) or 
phenylhydrazine hydrochloride (PH), in vitro. Venous blood was collected in EDTAK3 
from 12 healthy individuals with ages between 18 and 40 years. The erythocytes was 
washed three times under centrifugation at 1220 x g, in 28 mM phosphate buffer, 
pH 7.4, and 123 mM NaCL, and ressuspended at a final globular volume of 40%. The 
erythocytes was then preincubated with 100 jiM quercetine and then submitted to the 
oxidizer action of 0.5 mM PH for 15 min and, preincubated with quercetin, rutin and 
hydroalchoolic extract of Vitis vinifera, to the oxidizer action of TBH (0.5 - 5 mM), 
for up to 30 min. The concentration of GSH was determinate [BEUTLER, Red cell 
metabolism, 1984], the methemoglobin (MetHb) was monitored [EVELYN; 
MALLOY, J.BioI.Chem., 126: 655, 1938], modified by BEUTLER et at. (1995) and 
tiie Heinz bodies (HB) was evaluated acording to BEUTLER et al. 
[J.Lab.&CIin.Med,, 45: 40, 1955], modified by CLARO (2002). A concentration 
decrease of GSH was observed (4.0 - 0.1 jimoles /g Hb) as a function of the increase 
of the concentration of TBH (0.5 - 1.0 mM). The formation of MetHb (8 - 35 %) and 
HB (2 -16 %), increased as a function of the TBH concentration (0.5 - 5 mM). The 
incubation with 100 (iM quercetin (10 - 30 min) partially prevented the GSH 
formation (0.25 - 1.3 jimoles/g Hb) induced by 1 mM TBH. Quercetin (2 - 20 pM) 
partially prevented HB formation (7.5 - 6.7 %) induced by 3 mM TBH. Erythrocyte 
samples oxidized by 0.5 mM PH and treated with 10 - 120 jiM quercetin had the 
formation of MetHb (4 - 3.6%) partially prevented. The 100 pM rutin partially 
prevented the depletion of GSH (0.4 junoles/g Hb) in the absence of TBH. The rutin 
(40 - 140 pM) partially prevented the formation of HB (7.6 - 4.9 %) induced by 3 mM 
TBH (9.0 %). HEV (0.1 mg/ml) partially prevented the depletion of GSH (4.4 ± 
0.1 jimoles/g Hb) induced by 0.5 mM TBH while HEV (0.5 - 1.0 mg/ml) almost 
prevented the totally depletion of GSH (7.4 ± 0.4 and 7.3 ± 0 . 1 junoles/g Hb, 
respectively) induced by 0.5 mM TBH. HEV (1.0 - 5.0 mg/ml) partially prevented the 
formation of HB (6.4 - 4.0 %) induced by 3 mM TBH. The association of 100 JIM 
quercetin and 4 mM deferrioxamine mesilate, partially inhibited the formation of 
MetHb (30 ± 1.2 %) induced by 5 mM TBH. The results suggest that quercetin, at the 
used concentrations was partially effective against the oxidative stress promoted by 
PH. The erythrocyte oxidative stress promoted by TBH was partially prevented in the 
presence of quercetin, rutin and HEV. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O ERITRÓCITO HUMANO 

O eritrócito humano, antes de tomar-se uma célula madura, passa por vários 

estágios de desenvolvimento. À medida em que vai ocorrendo tal maturação, antes 

de sua liberação da medula óssea para o sangue circulante, o eritrócito passa por 

alguns eventos, como a perda do núcleo e de organelas e a diminuição de seu 

tamanho em relação a seus precurssores mais jovens. Todos estes acontecimentos 

fisiológicos se realizam a fim de tornar esta célula cada vez mais hábil para exercer 

sua principal função no organismo, o transporte de gases (LEE et al, 1999). Os 

eritrócitos realizam de forma brilhante esta função na circulação, por cerca de 120 

dias (DACIE; LEWIS, 1995). 

O papel fisiológico que o eritrócito apresenta no organismo depende de suas 

características morfológicas, reológicas e de uma relação perfeita entre superfície e 

volume, que o tornam ideal para manter a vida através do transporte de oxigênio 

(02) aos tecidos (HANDIN et ai, 1995). Esta importância, juntamente com o estudo 

da patologia eritrocitária, da preservação de eritrócitos in vitro e a facilidade de 

obtenção dos mesmos, estimula a sua utilização como modelo experimental para 

vários estudos, e tem despertado o interesse de um grande número de pesquisadores 

(SILVEIRA, 1992; LEONART, 1994; FERRALI et ai, 1997; CICCOLI et al., 

1999). 

A morfologia, fisiologia e metabolismo eritrocitários têm sido estudados por 

diversas áreas do conhecimento, com vários fins, em campos como a hemoterapia, o 

controle de qualidade em hematologia, a farmacologia, a bioquímica, a imunologia 

e a patologia clínica (BEUTLER, 1984; OLIVIERI et al, 1990; KNIGHT et al, 

1992; LIU et al, 1992; SIGNORINI et al, 1995; SILVA et al, 2000). 

A compreensão dos mecanismos que levam ao estresse oxidativo, bem como 

de suas possíveis conseqüências para o organismo, têm esclarecido muitos dos 

processos que levam à lesão e morte celular (GRIMES, 1980), o que justifica os 
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investimentos feitos nesta área no intuito de esclarecer os mecanismos responsáveis 

por doenças genéticas eritrocitárias, como as hemoglobinopatias e as 

eritroenzimopatias (JANDL, 1996; NAOUM, 1997; LEE et ai, 1999). 

1.1.1 Membrana Eritrocitária 

A membrana eritrocitária é constituída por uma bicamada lipídica, na qual 

estão imersas proteínas chamadas de integrais, de diferentes tamanhos, formas e 

propriedades funcionais. Subjacentes à superfície interna da bicamada lipídica e 

ligadas à mesma, encontram-se as proteínas ditas periféricas, que formam o 

citoesqueleto do eritrócito, fundamental para manutenção da estabilidade da 

membrana e da forma do eritrócito (SINGER; NICOLSON, 1972; BENNETT; 

STENBUCK, 1980). 

Na estrutura da membrana eritrocitária encontra-se uma bicamada de 

fosfolipídeos, que apresenta cerca de 40% de lipídeos, entre fosfolipídeos e 

colesterol; 52 % de proteínas; e 8 % de carbohidratos (DODGE et ai, 1963), sendo 

que sua porção externa é composta, principalmente, por fosfatidilcolina e 

esfingomielina, e a interna, por fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina. As 

moléculas lipídicas na bicamada são orientadas de forma que os grupos apoiares 

ficam voltados para o interior da bicamada, enquanto os polares ficam voltados para 

o exterior da mesma, interagindo assim com o meio aquoso, tanto intra como 

extracehilar (HARRIS, 1991). 

As ligações hidrofóbicas fracas, que se estabelecem pela proximidade entre 

cadeias de ácidos graxos, permitem maior fluidez na região, com uma maior 

mobilidade lateral entre as duas camadas. Pode haver troca expontânea de posição 

entre fosfolipídeos internos e externos da bicamada, processo chamado de ftip-flop. 

A mobilidade lateral da bicamada lipídica é limitada pela interposição de moléculas 

de colesterol entre as ligações apoiares, que restringe 3 mobilidade dos fosfolipídeos 

(CATANIA; CAIMI, 1992). 
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As proteínas da membrana eritrocitária podem ser identificadas por números, 

em ordem crescente, de acordo com a sua mobilidade em eletroforese em gel de 

poliacrilamida com sulfato de duodecil sódico (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970; 

HARRIS, 1991). As proteínas periféricas formam uma rede de estruturas 

filamentosas e globosas, subjacentes à superficie interna da bicamada lipídica, 

sendo classificadas em a-espectrina (banda 1), P-espectrina (banda 2), anquirina 

(banda 2.1), banda 4.1, banda 4.9, actina (banda 5), gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (banda 6) e banda 7 (LAEMMLI, 1970). Essas proteínas, juntamente 

com a bicamada lipídica e com as proteínas integrais, são fundamentais na 

deformabilidade da célula (MOHANDAS et al, 1983, VIVES CORRONS; 

BESSON, 2001). 

As proteínas integrais são representadas pela proteína banda 3, glicoforinas 

A, B, C e D e proteína 4.5, as quais são blocos protéicos imersos na bicamada 

lipídica. Estas proteínas promovem interações entre a bicamada lipídica e o 

citoesqueleto (LAEMMLI, 1970). A proteína banda 3 é a proteína integral 

majoritária, também denominada canal aniônico, por regular as trocas de ions e de 

água entre o exterior e o interior da célula, promovendo a troca rápida de ânions 

inorgânicos, principalmente Cl" e HC03~ (ROTHSTEIN et al, 1976). O seu 

segmento citoplasmático é importante como sítio de ligação com enzimas 

glicolíticas, a catalase e a aldolase, bem como com a hemoglobina e com os 

hemicromos (KLIMAN; STECK, 1980; TSAI et al, 1982; HANDIN et d., 1995; 

LEE et al, 1999). 

1.1.2 A Molécula de Hemoglobina 

A hemoglobina, proteína transportadora de 02 , íons hidrogênio (ïT) e outros 

gases, como dióxido de carbono (C02), constitui cerca de 95% das proteínas 

presentes no citoplasma do eritrócito. As outras proteínas são enzimas requeridas 

para a produção de energia e para a manutenção da hemoglobina na forma reduzida, 

seu estado funcional (LEE et al, 1999). 
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A molécula de hemoglobina é composta por quatro cadeias polipeptídicas, 

chamadas de globinas, que se arranjam na forma de tetrâmeros. A hemoglobina A, 

presente em maior quantidade no adulto, é constituída por cadeias do tipo a e 

Cada uma dessas quatro cadeias contém um grupo prostético, o heme, que está 

localizado em fendas apoiares próximas da face externa da molécula, uma em cada 

subunidade. O grupamento heme é constituído de um átomo de ferro (Fe) e de um 

anel tetrapirrólico, a protoporfírina. O ferro, na sua forma ferrosa (Fe ), é capaz de 

ligar-se a uma molécula de O2 e de liberá-lo aos tecidos quando há aumento do pH, 

da temperatura e da concentração de 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). Este último é 

um fosfato orgânico produzido no ciclo de Luebering-Rapoport, um desvio da via 

glicolítica exclusivo do eritrócito (STRYER, 1995; LEE et al, 1999). 

1.1.3 Metabolismo do Eritrócito 

Uma vez que o eritrócito é o suporte físico que envolve as moléculas de 

hemoglobina, através de sua membrana lipídica, o mesmo tem papel vital para que 

ocorra o metabolismo aeróbico nos outros tecidos. Sendo o transportador da 

hemoglobina, deve propiciar as melhores condições para que esta proteína chegue 

aos tecidos e desempenhe seu papel fisiológico, protegendo-a de agentes que 

possam alterá-la, ou contribuindo para que a mesma volte ao normal, quando 

alterada (WINTERBOURN; CARREL, 1977; GRIMES, 1980, BEUTLER, 1984, 

WINTERBOURN, 1990; COLEMAN, 2000). 

Os precursores nucleados dos eritrócitos apresentam metabolismo aeróbico e 

anaeróbico. O eritroblasto ortocromático, em seu processo de maturação, expulsa o 

núcleo, ainda na medula óssea. Além de expulsar o núcleo, ocorre também a saída 

de todo o retículo endoplasmático, do aparelho de Golgi, dos centriolos, das 

mitocôndrias, e dos ribos somos, provavelmente por uma fenda na membrana 

(JANDL, 1996, LEE et al, 1999; COLEMAN, 2000). Desta forma, quando o 

eritrócito fica desprovido de suas organelas citoplasmáticas, passa a apresentar 

modificações no seu comportamento metabólico, pois a ausência de determinadas 
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organelas implica na inexistência de certas vias do metabolismo celular normal. 

Assim, o eritrócito maduro não dispõe do ciclo de Krebs e de citocromos, e nem de 

energia advinda de suas atividades (LEE et ai, 1999). Para sobreviver durante em 

média 120 dias, o eritrócito passa a utilizar fontes de energia anaeróbicas, como a 

via glicolítica ou via de Embden-Meyerhof. Acrescenta-se que esta via possui um 

desvio, chamado de ciclo aeróbio das pentoses fosfato ou via das hexose 

monofosfato, no qual ocorre a geração de coenzimas redutores, como por exemplo, 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH), de fundamental 

importância para a manutenção dos níveis de glutationa reduzida (GSH), a qual, por 

sua vez, é capaz de impedir a oxidação de lipídeos e de proteínas (SHVIRO; 

SHAKLAI, 1987; JANDL, 1996, HARRIS, 1991). A glicólise ou via glicolítica, 

também conhecida como via de Embden-Meyerhof, ocorre no citoplasma e gera 

duas moléculas de adenosina-5' -trifosfato (ATP) para cada molécula de glicose que 

é degradada a lactato. 

Estas duas moléculas de ATP representam o ganho energético da molécula 

de glicose, visto que este composto armazena grande quantidade de energia química 

nas ligações de fosfato. Quando a célula necessita de energia, a molécula de ATP é 

degradada pela ação de ATPases, formando-se adenosina-5'-difosfato (ADP) e a 

adenosina-5'-monofosfato (AMP). A energia é utilizada para manter o eritrócito em 

sua forma bicôncava, para a fosforilação de proteínas de membrana e para o 

bombeamento de íons através da mesma (STRYER, 1995; HOGSTRAND et ai, 

1999). Na Figura 1 estão representados a glicólise, a via das pentoses fosfato, o 

ciclo de Luebering-Rapoport e suas inter relações. 

No eritrócito, a via glicolítica apresenta um desvio metabólico conhecido 

como ciclo de Luebering-Rapoport, uma ramificação na utilização de 1,3-

bisfosfoglicerato (1,3-BPG) por ação da 2,3-bisfosfoglicerato mutase (2,3-BPGM), 

formando-se o 2,3-BPG. O 2,3 BPG é um fosfato orgânico aniônico, presente nos 

eritrócitos humanos em concentração molar próxima à da hemoglobina. O 2,3-BPG, 

em altas concentrações no eritrócito normal, liga-se à desoxi-hemoglobina e diminui 

a sua afinidade pelo 02 , o qual pode então ser liberado aos tecidos. A diminuição 
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dos níveis de 2,3-BPG, ao contrário, leva a um aumento da força de ligação da 

molécula de oxigênio à hemoglobina (OSKI; PAPADOPOULOS, 1970; STRYER, 

1995; FANG et al, 1999). Ainda na via glicolítica, ocorre a formação de 

nicotmamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH), o qual pode atuar na reação 

da metemoglobina redutase (LEE et ai, 1999). 

A via das pentoses fosfato consome cerca de 10% da glicose eritrocitária e 

promove a manutenção dos níveis normais de NADPH, através da oxidação da 

glicose 6-fosfato a ribose 5-fosfato, reação catalisada pelas enzimas glicose 6-

fosfato desidrogenase (G6-PD) e 6-fosfogliconato desidrogenase (6-PGD), e 

também os níveis adequados de GSH, o qual é um tripeptídeo com uma sulfldrila 

livre, que serve como um tampão de sulfidrilas para manter os radicais de cisteína 

da hemoglobina e de componentes da membrana celular no estado reduzido, 

protegendo-os, assim, contra a oxidação (TROTTA et ai, 1982; STRYER, 1995). 
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FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA GLICÓLISE, DO CICLO DAS 
PENTOSES E DO CICLO DE LUEBERING-RAPOPORT EM ERITRÓCITOS 
HUMANOS 

H2O2 HiO 
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O coenzima redutor NADPH fornece elétrons para que se proceda a redução 

da ghitationa oxidada (GSSG) pela ação da glutationa redutase (GR). A peroxidação 

lipídica inicia-se pela ação de espécies reativas de O2, resultando na formação de 

dienos conjugados a partir de ácidos graxos poíiinsaturados, por rearranjos de 

duplas ligações. Os lipídeos da membrana citoplasmática, que sofrem a ação destes 

radicais, perdem suas insaturações, fazendo, desta forma, com que a mesma se torne 

mais rígida devido a uma maior aproximação entre esses fosfolipídeos, resultando 

em uma perda da deformabilidade e da fluidez (GRIMES, 1980; STRYER, 1995). 

A superóxido dismutase (SOD) catalisa a reação de dismutação do radical 

superóxido, formando peróxido de hidrogênio (H2O2). O ânion superóxido (O2"), 

assim como o H2O2, o íon hidroxila (OH") e radical hidroxil (OH ), oxidam grupos 

sulfidrila de enzimas e de proteínas da membrana e peroxidam ácidos graxos 

insaturados (GRIMES, 1980). 

1.1.4 Envelhecimento do Eritrócito 

À medida em que o eritrócito envelhece, ocorre uma diminuição de sua 

funcionabilidade, devido à perda de funções críticas do metabolismo, como por 

exemplo a diminuição da metabolização da glicose pela via glicolítica, que tem 

como conseqüência a diminuição de intermediários de alta energia e atividades 

enzimáticas (SEAMAN, 1980). 

A queda da formação de energia na forma de ATP faz com que ocorra um 

aumento da permeabilidade ao íon K+ assim como da peroxidação lipídica, que 

provoca desnaturação das proteínas da membrana eritrocitária. Também ocorrem 

interações entre estas proteínas, as quais dão origem a oligômeros de alto peso 

molecular, que resultam em uma redução da fluidez da membrana (JAIN; 

HOCHSTEIN, 1980; BEPPU et al, 1990). 

Ainda durante o processo de senescência dos eritrócitos, observa-se uma 

diminuição na concentração de colesterol e de fosfolipídeos de cerca de 25 a 30%, 

fato que pode ter algum efeito sobre a deformabilidade da membrana, provocando 

Introdução 



10 

aumento da rigidez e diminuição da filtrabilidade, podendo levar o eritrócito a ser 

destruído no baço, o que enfatiza o papel da deformabilidade na sobrevivência da 

célula (WESTERMAN, 1963; CHAPMAN; SCHAUMBURG, 1967, SEAMAN et 

al, 1980). 

1.2 RADICAIS LIVRES E SOBRECARGA OXIDATIVA EM ERITRÓCITOS 

HUMANOS 

Denomina-se radical livre qualquer espécie química capaz de existência 

independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital 

externo. A estrutura do átomo se caracteriza por um núcleo formado por igual 

número de prótons e nêutrons, de massas semelhantes, circundados por elétrons que 

se agrupam aos pares, em órbitas perinucleares. Assim, quando dois radicais livres 

se encontram, seus elétrons desemparelhados formam par e ambos os radicais se 

consomem. Entretanto, alguns radicais buscam o seu equilíbrio tomando elétrons de 

agentes químicos estabilizados e ao se estabilizarem eletricamente, formam outros 

radicais livres, dando início a reações em cadeia (DAS; ESSMAN, 1990; 

CHEESEMAN; SLATER, 1996; PUNCHARD; KELLY, 1996). 

As espécies reativas de O2 podem ser produzidas em seres vivos pela redução 

parcial do 0 2 molecular, tanto em condições patológicas como fisiológicas, sendo 

que estas espécies formadas podem reagir com um grande número de moléculas, 

tais como lipídeos, proteínas, ácidos nucléicos, dentre outros (CHEN et al, 2000). 

As espécies reativas de O2 formadas em maiores quantidades no organismo 

são O2 OH, H2O2, peróxidos lipídicos e espécies relacionadas. Estes compostos 

têm uma meia vida muito curta mas, mesmo assim, podem causar graus variados de 

toxicidade nas células, levando a lesões transitórias ou permanentes (SALTMAN, 

1989). 

Os radicais livres podem ser produzidos pelo próprio metabolismo celular, 

sendo que é observada a sua produção nas membranas mitocondriais, no retículo 

endoplasmático e pelas enzimas citoplasmáticas, xantina oxidase e aldeído oxidase. 
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Por outro lado, a agressão tóxica externa, proveniente de agentes oxidantes, também 

é fonte abrangente de agressão celular devido à promoção de um desequilíbrio 

bioquímico com produção de radicais livres (NAOUM, 1996). 

Um conjunto crescente de evidências indica que metais de transição também 

atuam como catalisadores na deterioração oxidativa de macromoléculas biológicas 

e, portanto, a toxicidade associada com estes metais pode ser devida, em parte, ao 

dano oxidativo tissular (STOHS; BAGCHI, 1995; BARBOUTI et al, 2001). 

Estudos recentes têm mostrado que metais como ferro, cobre, cádmio, cromo, 

chumbo, mercúrio, níquel e vanádio exibem habilidade para produzir espécies 

reativas de 02 , resultando em peroxidação lipídica, danos ao ácido 

desoxinibonucléico (DNA), depleção de grupos sulfidril e alterações no transporte 

de cálcio (STOHS; BAGCHI, 1995). 

Evidências indicam que o íon férrico (Fe+3) atua como catalisador para a 

reação de Fenton, facilitando a conversão do ânion O2" e de H2O2 a espécies 

freqüentemente envolvidas nas reações que iniciam a peroxidação lipídica (IMLAY 

et ai, 1988; STOHS; BAGCHI, 1995). De acordo com a reação de Fenton, observa-

se a formação de espécies reativas de O2, como ilustrado abaixo: 

Fe+3 + 02" • Fe+2 + 0 2 

Fe+2 + H202 * Fe+3 + OH" + OH' 

Muitos autores têm proposto o envolvimento de radicais livres no processo 

de lesão a componentes celulares (COMBS et ai, 1975, DEUTICKE et al, 1986; 

1987; FERRALI et al., 1992). Os radicais livres podem ser tóxicos para vários 

componentes celulares, incluindo o material genético (FUCHS, 1997). 

Dentre as classes de moléculas que podem ser lesadas pelas espécies reativas 

de 02 , os lipídios estão entre as mais susceptíveis à oxidação. A peroxidação 

lipídica, que é a destruição oxidativa dos ácidos graxos poliinsaturados, pela 

inserção de 0 2 nas moléculas dos dienos, subprodutos da oxidação dos lipídeos da 

membrana, resulta em uma quebra que leva à formação de lipoperóxidos, 
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malonildialdeído (MDA) e outros aldeídos como produtos finais (SCOTT et al, 

1991). A peroxidação lipídica, por ser uma reação em cadeia, pode progredir, 

lesionar canais iónicos e inativar enzimas e proteínas de transporte (LU; HUNG, 

1997). 

O MDA tem tendência a se envolver em processos de polimerização das 

proteínas da membrana, com conseqüências deletérias às propriedades mecânicas da 

célula, além de torná-la rígida (SCOTT et al, 1991; LU; HUNG, 1997). 

Os eritrócitos humanos normais apresentam cerca de 1% de 

metahemoglobina, que é a hemoglobina em sua forma oxidada, onde o íon 

FeT" do 

grupamento heme passou para o Fe+3. A metahemoglobina é reduzida 

constantemente por ação das metahemoglobina-redutases dependentes de NADH e 

de NADPH, ácido ascórbico e GSH (COLEMAN, 2000; FERNANDES et al, 

2000). 

Quando o eritrócito é submetido a estresse oxidativo, pode ocorrer a 

formação de metahemoglobina e a formação de hemicromos, que são os primeiros 

produtos de desnaturação progressiva da hemoglobina e são gerados quando o heme 

é dissociado do seu local. Os hemicromos derivam de formas de hemoglobina 

férrica de baixo spin, que possui a 6- coordenação ocupada por um ligante 

proveniente da globina: um grupo hidroxil- ou histidil- protonado (hemicromos 

reversíveis) ou um histidil- não protonado (hemicromos irreversíveis). Os 

hemicromos irreversíveis não podem ser reconstituídos para a hemoglobina 

funcional e precipitam junto com a globina e a hemina, formando os corpos de 

Heinz (HEINZ, 1890; RACHMCLEWITZ et al, 1971; PEISACH et al, 1975; 

HANDIN et al, 1995). Estes acontecimentos, possivelmente, levam a 

anormalidades da membrana eritrocitária, devido a um reconhecimento 

imunológico, contribuindo para a destruição prematura do eritrócito por ação 

fagocitária dos macrófagos do sistema fagocitário mononuclear (SHINAR; 

RACHMBLEWITZ, 1990; RICE-EVANS, 1991, TAKASU et al, 2002). 

A ação de radicais livres, com a subseqüente deterioração oxidativa de 

macromoléculas biológicas, muitas vezes está associada com metais de transição. 
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Alguns autores têm mostrado que metais, incluindo ferro, cobre, cromo e vanádio 

interferem no ciclo de redução de moléculas que estão sob sobrecarga oxidativa, 

enquanto que, cádmio, mercúrio e níquel, assim como o chumbo, depletam GSH e 

quebram ligações entre grupos sulfidril e as proteínas, resultando na produção de 

espécies reativas de O2, como O2", H2O2 e radical OH. Como conseqüência, ocorre 

aumento da peroxidação Kpídica e danos ao DNA (IMLAY et al, 1988; RYAN; 

AUST, 1992; STOHS; BAGCHI, 1995). Na Figura 2 estão representados os passos 

da oxidação eritrocitária. 
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1.3 DOENÇAS HEMOLÍTICAS CORRELACIONADAS COM A 

SOBRECARGA OXIDATIVA 

Existem condições patológicas eritrocitárias de origem genética que causam 

a formação de radicais livres, como a anemia falciforme, as talassemias, a 

deficiência de Gó-PD e outras condições que levam a metahemoglobinemia (CHAN 

et ai, 1999). 

A anemia falciforme é uma doença hereditária, que tem como uma das 

principais características, um quadro de anemia hemolítica. Nesta alteração, 

observa-se a presença de moléculas de hemoglobina anormal, conhecida como 

hemoglobina S, que pode representar até mais de 90% do conteúdo total de 

hemoglobina dos eritrócitos. A hemoglobina S é uma variante da hemoglobina A, 

predominante em adultos normais, derivada de uma mutação ocorrida no gene 

responsável pela síntese da globina beta. Esta mutação resulta na inserção do 

aminoácido valina no lugar do ácido glutâmico, na posição 6 da globina beta. Essa 

troca modifica a estrutura da molécula de hemoglobina, fazendo que a mesma 

polimerize em baixas tensões de O2, dando origem à formação de longos polímeros 

que alteram a morfologia eritrocitária, tomando a célula falcizada. Devido a essas 

anormalidades, os eritrócitos com hemoglobina S perdem K+ e água, tornando-se 

mais densos e menos maleáveis (FRANCK et ed., 1985; WAUGH et ai, 1987). 

Os eritrócitos falcizados estão sob constante estresse oxidativo e, assim, 

liberam produtos de degradação da hemoglobina S, como complexos de Fe e Fe , 

que atacam a membrana eritrocitária e catalizam a destruição de hidroperóxidos 

lipídicos, com formação de radicais alcoxil e peroxil. A liberação desses radicais 

amplifica as lesões, devido aos processos contínuos de novos ciclos de peroxidação 

lipídica, que resultam na liberação de MDA e outros aldeídos. As lesões causadas 

pela geração de radicais livres na anemia falciforme dependem da proporção de 

células falciformes encontrada (FRANCK et ai, 1985; WAUGH et ai, 1987). 

As talassemias constituem um grupo de anemias hemolíticas hereditárias, 

cuja principal causa deve-se a defeitos genéticos, que determinam a inibição da 
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síntese de globinas alfa (a) ou beta (£). Na ^-talassemia há supressão parcial ou 

total da produção de cadeias p, enquanto na a-talassemia, o mesmo ocorre em 

relação às cadeias GL A autooxidação da hemoglobina, com geração de íon O2" 

aumenta proporcionalmente à quantidade de globinas alfa ou beta despareadas. As 

globinas despareadas sofrem ações oxidativas, nas células imaturas e nos eritrócitos 

circulantes, que promovem a geração de radicais livres, enquanto o não 

aproveitamento do grupo heme faz com que o mesmo se decomponha, formando a 

hemina e derivados, bem como os hemicromos, compostos por globinas 

desnaturadas, que precipitam no interior das células, causando alterações 

morfológicas e funcionais (LEE et al, 1999). 

Observa-se a diminuição da produção da moléculas de hemoglobina em 

portadores de talassemias, assim como uma sobrecarga de feiro, secundária às 

repetidas transfusões sangüíneas a que estão submetidos, que contribui para o 

processo oxidativo, através da geração de radicais livres com subseqüente lesão 

celular. O ferro ainda pode se depositar no fígado, baço, glândulas endócrinas, pele, 

gônadas e miocárdio. A lesão tecidual nesses órgãos pode induzir à cirrose, a vários 

estados de deficiência endócrina, incluindo o diabetes mellitus e o hipogonadismo, e 

à morte cardíaca devida à insuficiência cardíaca progressiva ou arritmia (SMITH; 

THIER, 1990). O ferro intracelular dá origem aos hemicromos, produtos de 

oxidação da hemoglobina, que se ligam à membrana, contribuindo assim, para a 

desestabilização da mesma. Alguns estudos mostram que pode ocorrer diminuição 

da concentração de vitamina E no plasma e nos eritrócitos de indivíduos 

talassêmicos, sugerindo que, problemas com os mecanismos antioxidantes podem 

ser responsáveis, em parte, pela susceptibilidade ao estresse oxidativo (RICE-

EVANS; BAYSAL, 1987; CHAN et al, 1999). 

A deficiência de G6-PD é uma eritroenzimopatia causada por uma mutação 

no gene que codifica a síntese de G6-PD, levando à diminuição da atividade desta 

enzima. O eritrócito possui limitado poder redutor e, devido à ausência de 

organelas, depende da via das pentoses fosfato para produzir NADPH. Quando há 

ausência ou diminuição de G6-PD, ocorre produção insuficiente de NADPH e 
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diminuição da concentração de GSH, levando ao aumento da sobrecarga oxidativa 

dentro do eritrócito, que ocorre especialmente quando O2" e H2O2 são formados por 

fatores exógenos como, drogas, infecções e em conseqüência das reações de 

oxidação entre a hemoglobina e o 02 . Quando estes oxidantes se acumulam dentro 

do eritrócito, pode ocorrer oxidação de proteínas de membrana e da hemoglobina, 

com formação de metahemoglobina e de corpos de Heinz e, conseqüentemente, 

hemólise (CHAN et al, 1999). 

Situações patológicas que diminuam as defesas antioxidantes da célula, podem 

provocar um desequilíbrio entre as moléculas presentes no meio intracelular, com 

elevação da formação de espécies reativas de oxigênio representadas por O2', H2O2 

e OH'. Situações adquiridas induzidas por drogas oxidantes como acetaminofeno, 

primaquinas, fenacetina, sulfas e derivados da acetilfenilhidrazina etc., ou 

deficiência de vitaminas redutoras como vitaminas C e E, também podem levar a 

um estresse oxidativo com formação de radicais livres (JANDL, 1996, LEE et al, 

1999). 

1.4 SUBSTÂNCIAS OXIDANTES E ANTIOXIDANTES EMPREGADAS EM 

ESTUDOS ENVOLVENDO ESTRESSE OXIDATIVO 

Substâncias oxidantes, como álcool alílico, cloridrato de fenil-hidrazina (CF), 

terc-butil hidroperóxido (TBH), acroleína, isouramil e acetaminofeno, geram corpos 

de Heinz e espécies reativas de O2 no interior dos eritrócitos e, desta forma, causam 

oxidação de lipídeos, de proteínas de membrana e grupos sulfidril de proteínas 

(JAIN; HOCHSTEIN, 1979; FERRALI et al., 1990; CICCOLI et al, 1994; 

FERRALI et al, 1997). 

O emprego de vitamina C e de vitamina E, além de outros antioxidantes, 

pode inibir a hemólise oxidativa em eritrócitos (AFANAS'EV et al, 1989; VAN 

ACKER et al, 1998; RAKBA et al, 1998; CHATTOPADHYAY et al, 2000; 

CHOPRA et al, 2000; CLARO, 2002). A vitamina E é conhecida como o 
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antioxidante mais potente da membrana eritrocitaria, capaz de proteger acidos 

graxos poliinsaturados contra o dano oxidativo (COMBS et al., 1975). 

Uma das formas de impedir o estresse oxidativo em eritr6citos e promover a 

quelayao do Fe, visto que a liberayao desse metal, atraves da reayao de Fenton, 

inicia uma reayao em cadeia que conduz a formayao de radicais livres com 

subseqiiente peroxidayao lipidica e hem6lise (BEZWODA et al., 1985; FERRALI 

et al., 1997; ANGHILERl; THOUVENOT, 2000). Dentre as substancias capazes de 

exercer efeito quelante de ferro e inibidor de radicais livres, esrao os polifen6is 

(Lill et al., 1992; TERAO et al., 1994; ZHANG et al., 1997; FACING et al., 1999; 

VAN ACKER et al., 1998; KONDO et al., 1999; ROIG et al., 1999; WU et al., 

2001; ROYCHOWDHURY et al., 2001;TAPIERO et al., 2002). Outro quelante de 

Fee o mesilato de deferoxamina (DFO), utilizado na terapeutica para o traiamento 

de doenyas envolvendo excesso de ferro descompartimentalisado (RICE-EV ANS et 

al., 1989). A estrutura de mesilato de deferoxamina, um dos compostos utiliz:ados 

neste trabalho, esta representada na Figura 3. 

FIGURA 3 - ESTRUTURA DA MOLECULA DE MESILATO DE DEFEROXAMINA. 

CONH CONH 
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FONTE: BARBOUTI eta/. (2001) 
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1.4.1 Compostos Polifenólicos 

Os polifenóis são compostos naturais que estão amplamente distribuídos na 

natureza, tanto na composição de vegetais e de frutas como de bebidas, tais como 

chá e vinho tinto. Eles constituem um dos mais numerosos grupos de metabólitos de 

plantas e constituem parte importante da dieta de humanos e de animais, além de 

possuírem uma grande influência sobre a cor e o sabes* destes produtos e de serem 

detentores de uma ampla atividade farmacológica (BRAVO, 1998; VAN ACKER et 

al, 1998). 

Alguns polifenóis tradicionalmente têm sido considerados como 

antinutrientes pelos nutricionistas, como os taninos, os quais provocam efeitos 

adversos sobre a digestibilidade e a absorção das proteínas. Entretanto, o interesse 

em alimentos e plantas que contenham compostos polifenólicos vem crescendo 

enormemente, devido à sua capacidade antioxidante por quelação de metais e 

seqüestro de radicais livres e a seus possíveis efeitos benéficos na saúde humana 

(FERRALI et al, 1997; BRAVO, 1998; VAN ACKER et al, 1998; ANDERSON; 

PHILLIPS, 1999; FACINO et al, 1999). 

Os compostos polifenólicos possuem o esqueleto difenilpropano (C^C^Cà) e 

em sua família estão incluídos os flavanóides, as flavanonas, as antocianidinas, as 

flavonas e os flavonóis, dentre outros. Os flavonóis e as flavonas são encontrados 

em quase todos os tipos de plantas. As flavanonas e as flavonas são freqüentemente 

encontradas juntas na natureza como, por exemplo, em frutas cítricas, sendo 

mantidas juntas, por enzimas específicas. Ocorre uma exclusão mútua entre a 

ocorrência de flavonas e flavonóides em várias famílias de plantas. As 

antocianidinas são quase ausentes em plantas ricas em flavanonas (RICE-EVANS et 

al, 19%). 

Diferenças individuais dentro de cada grupo de polifenóis resultam da 

variação em número e arranjo dos grupamentos hidroxila, assim como da natureza e 

extensão da alquilação e/ou glicosilação nestes. A classificação dos flavonóides está 

representada na Figura 4. 
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FIGURA 4 - CLASSIFICAC,::AO DOS FLAVONOIDES. 
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Os polifen6is mais comumente encontrados nas plantas, flavon6is e flavonas, 

possuem, freqiientemente, dihidroxilayoes nas posiyoes 3' e 4' no anel B e, mais 

raramente, ausencia de grupamento hidroxila na posiyao 4'. 0 principal sitio de 

glicosilayao nos flavon6ides situa-se na posiyao 3 e, menos freqiientemente, na 

posiyao 7, sendo que a glicose e o residuo de ayucar mais comumente ligado a este 

sitio. Porem, outros ayucares, incluindo galactose, ramnose e xilose, tambem podem 

estar ligados (FORMICA; REGELSON, 1995). Na Figura 5 estao representados a 

estrutura basica e o sistema de numerayao dos aneis dos flavon6ides. 

FIGURA 5 - ESTRUTURA BASICA E SISTEMA DE NUMERACAO DOS ANEIS DOS 

FLAVONOIDES 

5 4 

FONTE: BRA VO (1998) 

Sabe-se que dietas ricas em frutas e vegetais apresentam ayao protetora 

contra doenyas cardiovasculares e certas formas de cancer (BLOCK, 1992) e, 

possivelmente, contra outras doenyas tambem. Estes ef eitos protetores tern sido 

atribuidos, em grande parte, aos antioxidantes presentes nas dietas, incluindo 

nutrientes antioxidantes como vitamina C e P-caroteno, e compostos polifen61icos 

tais como flavon6ides e fenilpropan6ides, os quais podem ter papel fundamental 

para que esta proteyao ocorra. Os componentes polifen61icos de plantas superiores 

podem agir como antioxidantes ou como agentes indutores de outros mecanismos, 

contribuindo para ayoes anticarcinogenica e cardioprotetora, dentre outras (RICE­

EVANS et al., 1996). 

Os polifen6is de plantas possuem vanas funyoes e podem agir como agentes 

redutores, seqiiestradores de radicais hidroxil e peroxil, alem de reagir com 0 2-· 
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através de transferência de elétrons, presentes em suas hidroxilas (HUSAIN et al, 

1987; WANG et al, 1997; AHERNE; 0'BRIEN, 2000; FIORANI et al, 2002; 

HEIJNEN et al, 2001; PANNALA et al, 2001). 

Os flavonóides têm a capacidade de penetrar nas células e, assim, ligar-se ao 

ferro. A rutina penetra nas células menos facilmente que a quercetina, devido à sua 

maior hidrofilia e conseqüente baixa solubilidade em membranas celulares 

(FERRALI et al, 1997; ANGHELERI; THOUVENOT, 2000). 

Estima-se que o consumo diário de flavonóides situa-se entre 20 mg a 1 g 

(HERTOG et al, 1993). Os polifenóis, do grupo das catequinas e flavonóis, como 

quercetina, kaempferol e seus glicosídeos, são constituintes de bebidas, chá preto e 

verde e vinho tinto (SOUZA NETO et al, 1994). A quercetina é também um dos 

componentes predominantes de cebolas e maçãs, sendo que tanto a myricetma 

quanto a quercetina são componentes de frutas em geral (RICE-EVANS et al, 

1996). 

As propriedades químicas dos polifenóis, relativas à capacidade dos 

hidrogênios fenólicos em seqüestrar radicais livres, mostram sua atividade 

antioxidante. Para estes compostos serem definidos como antioxidantes, devem 

satisfazer duas condições básicas: primeiro devem prevenir a autooxidação ou a 

oxidação gerada por radicais livres, quando presentes em baixa concentração 

relativa ao substrato a ser oxidado. Segundo, o radical formado após a ligação deve 

ser mais estável (RICE-EVANS et al, 1996). As características antioxidantes destes 

flavonóides são determinadas por múltiplos fatores, dentre eles o número e a 

posição dos grupamentos hidroxila nos anéis aromáticos (CHEN et al, 19%). 

Na Figura 6 estão representadas as reações químicas e o tráfego de elétrons 

da quercetina relacionados aos determinantes estruturais envolvidos no seqüestro de 

radicais livres. Acrescenta-se que o radical formado pela quercetina é uma molécula 

grande, que não tem a mesma capacidade de reagir como outros radicais livres, que 

são moléculas menores. Os flavonóides parecem dever sua atividade de seqüestrar 

radicais livres ao fato de que os potenciais de oxi-redução dos radicais 

flavonoídicos formados nestas reações, são menores que os de radicais alquoxil, 
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peroxil e 0 2-·, o que signi:fica que os flavon6ides podem inativar estas especies e 

prevenir as conseqfiencias deleterias de suas rea9oes (RICE-EV ANS et al., 1996; 

HARBONE; WILLIAMS, 2000). 

FIGURA 6 - REA~OES QuiMICAS DA QUERCETINA COM ESPECIES REA TIV AS DE 

OXIGENIO 

-1, 

h- + Esnecie Reativa de Oxillenio 

excitar;ao 

-o 

FONTE: Adaptado de MOVILEANU et al. (2000) 

Estes compostos fen6licos, de forma geral, exercem diversos efeitos 

bene:ficos a saude, como prote9ao contra doen9as cardiovasculares (BURNS et al. , 

2000; CERIELLO et al., 2001 ), melhoramento da fun9ao de celulas endoteliais 

(AGEWALL et al., 2000), resistencia ao estresse oxidativo (YOUDIM et al., 2000), 

prote9ao do DNA de celulas da mucosa intestinal de ratos (GIOV ANNELLI et al., 

2000), preven9ao da agrega9ao plaquetaria (HALPERN et al., 1998), e inibi9ao de 

crescimento de cultura de celulas cancerosas in vitro (ELA TT AR; VIRJI, 2000). Os 

seus efeitos bene:ficos tern sido descritos em estudos envolvendo pacientes com 

diabetes mellitus, processos alergicos, cancer, infec9oes virais, enxaqueca, filcera 
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estomacal e duodenal, doen9as cardiovasculares, distU.rbios estrogenicos e processos 

inflamat6rios (HA VSTEEN, 1983; SAIJA et al., 1995; RICE-EV ANS et al., 1996; 

BRA VO, 1998; VAN ACKER et al., 1998). 

Muitos estudos in vitro tern definido que o potencial antioxidante dos 

polifen6is pode ser devido ao seqiiestro de radicais e ao aumento da resistencia a 
oxida9ao das lipoproteinas de baixa densidade, implicadas na patogenese de 

doen9as coronarias (FACINO et al., 1999; CHOPRA et al., 2000; LEAKE, 2001). 

Entre os principais constituintes polif en61icos de alimentos, flavon6is tais como 

quercetina, kaempferol e rutina, flavonas como luteonina, flavan6is incluindo 

catequinas, e antocianidinas como, por exemplo, cianidina e malvidina e seus 

glicosideos, mostram grande eficacia como antioxidantes, podendo ser maior ate 

que nutrientes antioxidantes como as vitaminas C e E, e P-caroteno (RICE-EV ANS 

et al., 1995). Na Figura 7 estao representadas a quercetina ea rutina e na Figura 8, a 

estrutura basica das antocianidinas e padroes de substitui9oes para alguns 

compostos comuns. 

FIGURA 7- ESTRUTURA DOS FLA VONOIDES QUERCETINA E RUTINA. 

HO OH 

OR 

HO 0 

Quercetina: R = H 
Rutina: R = D-Glucose-L-ramnose 

FONTE: Adaptado de AFANAS 'EV et al. (1989) 
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FIGURA 8 - ESTRUTURA BASICA DE ANTOCIANIDINAS. 
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FONTE: Adaptado de WANG et al. (1997) 

Dentre varios compostos quimicos que exercem ayao antioxidante, seja por 

quelayao de metais ou por seqfiestro de radicais livres, destacam-se no presente 

trahalho, os flavon6ides, mais especificamente os flavon6is quercetina e rutina, hem 

como suhstancias presentes no extrato de Vitis vinifera, dentre as quais, as 

antocianidinas, flavon6is, taninos e fenilpropan6ides. 

A relevancia da compreensao dos mecanismos envolvidos em condiyoes 

patol6gicas nas quais haja sohrecarga oxidativa, hem como do estudo da ayao de 

suhstancias oxidantes e antioxidantes em tais situayoes, justificam a investiga~ao de 

polifen6is em eritr6citos humanos como modelo celular experimental. 
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2 OBJETIVOS 

Estudar a ação antioxidante dos flavonóides quercetina e rutina, e de extrato 

hidroalcoólico de Vitis vinifera, em eritrócitos humanos normais submetidos a 

sobrecarga oxidativa in vitro, através da determinação dos níveis de GSH e de 

metahemoglobina e da formação dos corpos de Heinz. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 COLETA 

Coletou-se 20 ml de sangue venoso humano, em EDTAK3 (1 mg/ml), de 12 

indivíduos adultos, sendo 8 do sexo masculino e 4 do sexo feminino, com idades entre 

18 e 40 anos, considerados saudáveis, por não apresentarem sinais ou sintomas de 

doença, e que não haviam feito uso de medicamentos durante a semana anterior à 

coleta. O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos do Hospital de Clínicas da UFPR (Anexo I), obtendo-se o 

consentimento informado por parte dos doadores voluntários, de acordo com o modelo 

da declaração do Anexo II. 

3.2 PREPARO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS 

Após a coleta da amostra, centrifugou-se o sangue total obtido durante 25 

minutos a 800 x g e, em seguida, retirou-se as camadas de plasma e de leucócitos. 

Executou-se a lavagem dos eritrócitos com tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, 

pH 7,4, por três vezes, através de centrifugações a 1200 x g durante 5 minutos, 

procurando-se retirar o restante do creme leucocitário a cada lavagem (CICOLLI et ai, 

1994; FERRALI el ai, 1997). Ressuspendeu-se os eritrócitos no mesmo tampão, 

ajustando-se o volume globular a cerca de 40%, através do método do 

microhematócrito (DACIE; LEWIS, 1995). Transferiu-se alíquotas de 2 ml de 

suspensão de eritrócitos para tubos de hemólise, centrifugando-as por 5 minutos a 

1200 x g. Na seqüência, retirou-se um volume de sobrenadante correspondente ao de 

cada solução reagente a ser acrescentada, não se alterando, desta forma, o volume 

globular final. 
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3.3 TRATAMENTO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS COM 

FLAVONÓIDES 

3.3.1 Incubação com Quercetina e/ou Rutina 

Dissolveu-se cada flavonóide, ou seja, quercetina (Merck, Art 7546) ou rutina 

(Merck, Art. 7631), em solução de tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 9,0 e, 

em seguida, reduziu-se lentamente o pH até 7,4, de acordo com FERRALI et ai. 

(1997). Obteve-se, como concentrações finais das soluções estoque de quercetina e 

rutina, 3,3 e 15 mM, respectivamente 

A alíquotas de 2 ml de suspensão de eritrócitos, adicionou-se soluções de 

quercetina para concentrações finais entre 2 e 140 pM, de rutina para concentrações 

finais entre 40 e 140 fiM e de quercetina e de rutina, para a concentração final de 

50 pM de ambas. 

Incubou-se as amostras, por 30 minutos, à temperatura ambiente, 

homogeneizando-as em aparelho PHOENIX HS 22. 

3.4 TRATAMENTO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS COM MESELATO 

DE DEFEROXAMINA 

Preparou-se uma solução estoque de mesilato de deferoxamina (Desferal®, 

Ciba-Geigy) com concentração de 19 mM em água destilada. Adicionou-se DFO a 2 

ml de suspensão de eritrócitos para as concentrações finais entre 1 e 5 mM. Incubou-se 

as amostras, por 30 minutos, à temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparelho 

PHOENIX HS 22. 
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3.5 TRATAMENTO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS COM MESELATO 

DE DEFEROXAMINA E FLAVONÓIDES 

3.5.1 Incubação com Quercetina ou Rutína e Mesilato de Deferoxamina 

Adicionou-se a 2 ml de suspensão de eritrócitos, solução de quercetina ou de 

rutína, para a concentração final de 50 pM de ambas, como no item 3.3.1, e mesilato 

de deferoxamina, como no item 3.4, para a concentração final de 4 mM. Incubou-se as 

amostras, por 30 minutos, à temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparelho 

PHOENIX HS 22. 

3.6 TRATAMENTO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS COM EXTRATO DE 

Vitis vimfera 

Adicionou-se a 2 ml de suspensão de eritrócitos, solução preparada a partir de 

extrato hidroalcoólico de Vitis vimfera, 70 mg/ml, em tampão fosfato 28 mM, NaCl 

123 mM, pH 7,4, preparado de acordo com descrição no item 3.8. As concentrações 

finais foram de 0,01 e 5 mg/ml de extrato. Incubou-se as amostras, por 30 minutos, à 

temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparelho PHOENIX HS 22. 

3.7 TRATAMENTO DAS SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS COM OXIDANTES 

3.7.1 Incubação com /erc-Butilhidroperóxido 

Adicionou-se a 2 ml de suspensão de eritrócitos incubados anteriormente ou 

não com quercetina e/ou rutina ou extrato de Vitis vinifera, TBH (Sigma Chemical Co. 

B-2633), para as concentrações finais entre 0,5 e 5 mM, de acordo com o item 3.2. 

Preparou-se uma solução estoque de TBH com concentração de 300 mM em água 

destilada. Homogeneizou-se as amostras por rotação em aparelho PHOENIX HS 22 

por tempos que variaram entre 0 e 30 minutos. 
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3.7.2 Incubação com Cloridrato de Fenil-hidrazina 

Adicionou-se a 2 ml de suspensão de eritrócitos incubados anteriormente ou 

não com quercetina, CF (Sigma Chemical Co. P-6926) para a concentração final de 

0,5 mM. Preparou-se uma solução estoque de CF 6,9 mM em tampão fosfato 28 mM, 

NaCl 123 mM, pH 7,4. Homogeneizou-se as amostras por rotação em aparelho 

PHOENIX HS 22, por 30 minutos, à temperatura ambiente. 

3.8 PREPARO DO EXTRATO DE Vitis vmifera 

A 350 g de cascas de uva (Vitis viniferà), obtidas através de expressão manual 

seguida de trituração, adicionou-se 700 ml de álcool etílico a 70 °GL. Levou-se a 

mistura ao aquecimento até a fervura em condensador de refluxo durante 5 minutos, 

para extração de metabólitos secundários. Em seguida, filtrou-se a mistura através de 

papel de filtro qualitativo, recolhendo-a em frasco Erlenmeyer. Procedeu-se a 

extração, até o esgotamento total dos pigmentos solúveis e visíveis no solvente. Em 

seguida, concentrou-se o filtrado hidroalcoólico a nona parte em evaporador rotatório 

(IKAN, 1991). 

Congelou-se o extrato concentrado, liofilizando-o em seguida. Obteve-se um 

rendimento de 18,71 g de extrato liofílizado, ou seja, 5,34 % do peso inicial. 

Fracionou-se o liofílizado em alíquotas para experimentos posteriores, as quais 

foram solubilizadas em tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 

O esquema empregado no preparo do extrato está representado na Figura 9. 
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FIGURA 9-ROTEIRO DE PREPARO DE EXTRATO DE Vitis vinifera. 
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3.9 ANÁLISE FITOQUÍMICA DE Vitis vimfera 

Para a análise fitoquímica, preparou-se um extrato com 20 g/dl de cascas 

trituradas de Vitis vimfera em álcool etílico a 70 °GL. 

3.9.1 Reação de Shinoda 

Evaporou-se 3 ml do extrato hidroalcoólico até a secura. Dissolveu-se o resíduo 

em 1,5 ml de metanol e transferiu-se para tubo de ensaio, onde se adicionou 50 mg de 

limalha de magnésio e 0,5 ml de ácido clorídrico concentrado. 

3.9.2 Reconhecimento de Antocianinas 

Adicionou-se a cerca de 1 ml de extrato hidroalcoólico, 0,5 ml de hidróxido de 

sódio a 10 %. 

3.9.3 Pesquisa de Taninos 

3.9.3.1 Reação com cloreto férrico 1 % (m/v) 

A 3 ml do extrato hidroalcoólico adicionou-se 5 gotas de solução aquosa de 

cloreto férrico a 1 %. 

3.9.3.2 Reação com acetato de chumbo 10 % (m/v) 

A 3 ml do extrato hidroalcoólico, foram adicionados 5 ml de ácido acético a 

10 % e, gota a gota, 5 ml de acetato de chumbo em solução aquosa a 10 %. 
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3.10 ANÁLISE CROMATOGRÁFICA E ESPECTROMETRIA DO EXTRATO DE 

Vitis vinifera 

3.10.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

As análises foram realizadas em aparelho Merck-Hitashi, composto de bomba 

L7100, degaseificador de solventes L7812, válvula de injeção Rheodyne 7725Í, 

detector DAD L7450, interface L7000 conectada ao sistema operacional Windows NT. 

Utilizou-se a cohma Water x-terra 5 jim (250 mm X 4 mm d.i.) a temperatura de 25 °C 

com fluxo de 0,7 ml por minuto em sistemas isocrático e gradiente com os seguintes 

patamares: de 0 a 5 minutos utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % 

(1:1:98 isocrático), de 5 a 10 minutos (2:18:80), de 10 a 15 minutos utilizando 

acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % (3:27:70 gradiente), de 15 a 37 minutos 

utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % (10:50:40 gradiente), de 37 a 41 

minutos, utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % (30:50:20 gradiente) e 

de 41 a 50 minutos, utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % (30:5:90 

isocrático), de 50 a 52 minutos utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2 % 

(1:1:98 gradiente) e de 52 a 58 minutos permaneceu nessas condições a 5 minutos 

utilizando acetonitrila, metanol, ácido fosfórico 0,2% (1:1:98 isocrático), 

(SELVERSTEEN et ai, 1994; TREASE; EVANS, 1992) 

Analisou-se o extrato de Vitis vinifera, nas condições descritas acima, a fim de 

se visualizar que grupo de compostos se encontrava em maior quantidade no mesmo. 

Comparou-se o cromatograma do extrato com o de um padrão de antocianidinas 

conhecidas. 

O cromatograma obtido do extrato de Vitis vinifera está ilustrado na Figura 10. 

Material e Métodos 



36 

FIGURA 10 - PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO IDDROALCOOLICO DE Vitis 
vinifera E PADRAO DE ANTOCIANIDINAS, OBTIDO POR CLAE, COLUNA =X­
TERRA FASE MOVEL: H3P04:MEOH:ACN-55:39:6. 

PADRAO 
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3.10.2 Espectrometria UV-Visivel do extrato de Vitis vinifera 

Para detennina~ao do espectro UV-Visivel do extrato de Vitis vinifera, utilizou­

se o espectrofotometro acoplado ao aparelho de CLAE. Na Figura 11 esta representado 

o espectro de absor~ao UV-Visivel para o composto com maior area relativa, 

conforme Figura 10. 

FIGURA 11 -ESPECTRO DE ABSORCAO UV-VIS (250-650nm) DO COMPOSTO COM TEMPO 
DE RETENCAO DE 27,03 MINUTOS DO EXTRATO DE Vitis vinifera. 
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3.11 DETERMINAÇÕES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DE SUSPENSÕES DE 

ERITRÓCITOS COM OXIDANTES E/OU ANTIOXIDANTES PARA 

AVALIAÇÃO DO METABOLISMO OXIDATIVO 

3.11.1 Determinação Espetrofotométrica da Glutationa Reduzida 

A determinação da GSH foi realizada segundo a técnica de BEUTLER et al. 

(1963). Analisou-se a reprodutibilidade do método, utilizando-se uma amostra de 

suspensão de eritrócitos preparada a partir de sangue de indivíduos considerados 

saudáveis, conforme item 3.2. Após dez determinações, obteve-se valores médios de 

6,3 ± 0,3 pmoles/g de Hb, com coeficiente de variação de 4,7 %. 

3.11.1.1 Preparo do hemolisado 

Em um tubo de ensaio, colocou-se 200 pi de suspensão de eritrócitos, tratados 

ou não com antioxidante(s) e/ou oxidante, a 2 ml de água destilada. 

3.11.1.2 Determinação da concentração de hemoglobina 

Adicionou-se 200 pl do hemolisado a 10 ml de reativo de Drabkin (DACIE; 

LEWIS, 1995) para a estimação da hemoglobina da amostra, utilizando-se como 

padrão um sangue com a concentração de hemoglobina conhecida, na diluição usual 

de 1:251. Procedeu-se a leitura a 540 nm, em espectrofotômetro SHEMADZU UV 

1601. 

3.11.1.3 Determinação da concentração de GSH 

Adicionou-se 3 ml de solução precipitante (1,67 g de ácido metafosfórico 

glacial, 0,2 g de EDTANa2 e 30 g de NaCl em 100 ml) a 2 ml do hemolisado. Após 5 

minutos, filtrou-se em papel de filtro qualitativo. 
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Adicionou-se 1 ml do filtrado a 4 ml de solução de Na2HP04 300 mM. 

Preparou-se o branco adicionando-se 2 ml de solução precipitante diluída 2:5 em água 

destilada a 8 ml de solução Na2HP04 300 mM. Após a homogeneização, procedeu-se a 

leitura (Ai) a 412 nm em espectrofotômetro SHIMADZU UV 1601. 

Adicionou-se 1 ml de uma solução de 20 mg de 5,5'-ditiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) (DTNB) (Sigma Co. D-8130) em 100 ml de solução de ácido cítrico 

1 g/dl ao tubo com a amostra e ao branco. Após homogeneização, procedeu-se a leitura 

(A2)em412 nm. 

3.11.1.4 Cálculos e valores de referência 

A concentração (C) de GSH é expressa em ^moles/g de hemoglobina (Hb), 

segundo a fórmula: 

C - (A? - Ai ) x Ei x 11 x 5 x 100 
1000 13,6 2 2 Hb 

Para simplificar a fórmula acima, obteve-se o valor numérico 101 através de 

cálculos entre os valores de diluições da amostra e o coeficiente de extinção molar 

(13,6 M"1 cm"1): 

C= ( A 2 - A 1 > x Ei x 101 
Hb 

Onde, 

Hb = concentração de hemoglobina da amostra 

Ei = fator de correção para o coeficiente de extinção molar (13,6 M"1 cm'1) do ânion 

amarelo produzido quando a GSH interage com o DTNB. 

O fator de correção é usado quando o espectrofotômetro possui uma amplitude 

de onda maior que 6 nm, o que acarreta uma diminuição no coeficiente de extinção 

molar. O espectrofotômetro pode ser calibrado por comparação do valor de extinção 
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no sistema teste (D2) com aquele obtido no espectrofotômetro com amplitude de onda 

maior que 6 nm a 412 nm (A)- O fator de correção derivado, Ei, é dado por D\ í D2e 

é constante para o espectrofotômetro utilizado. 

No caso do espectrofotômetro SHIMADZU UV 1601, não houve a necessidade 

de calcular o fator de correção, pois o aparelho não possui amplitude de onda maior 

que 6 nm. O valor usado para Ej, então, foi igual a 1. 

Valores de referência em adultos: 6,57 ± 1,04 pmoles/g de Hb. 

3.11.2 Determinação da Formação de Metahemoglobina 

A determinação da formação de metahemoglobina foi realizada segundo o 

método de EVELYN e MALLOY (1938), modificado por BEUTLER et al (1995). 

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de sangue 

tratada como no item 3.7.1, com TBH 3 mM. Após dez determinações, obteve-se 

valores médios de 22,7 ± 1,2 %, com coeficiente de variação de 5,2 %. 

Em tubo de ensaio, colocou-se 10 ml de tampão fosfato 16 mM e 100 pl de 

suspensão de eritrócitos, tratados ou não com antioxidante(s) e/ou oxidante. 

Homogeneizou-se as amostras e, após 5 minutos, fez-se a leitura da metahemoglobina 

em 630 nm (A) (espectrofotômetro SHIMADZU UV 1601), usando-se água destilada 

como branco. 

Em seguida, adicionou-se 50 pl de cianeto neutralizado (NaCN 10 g/dl e ácido 

acético 12 g/dl na proporção 1:1) às misturas reativas. Após cinco minutos, fez-se a 

leitura em 630 nm (B), usando-se água destilada como branco. Nesta etapa, a 

metahemoglobina desaparece. 

Em outro tubo, colocou-se 8 ml de tampão fosfato 66 mM pH 6,6 (K2HPO4 e 

KH2PO4) e 2 ml das soluções anteriores, adicionando-se 50 pl de NaCN 10 g/dl e 

50 pl de K3[Fe(CN)6] 20 g/dl. Após homogeneização, fez-se a leitura em 540 nm (D). 

Usou-se como branco uma mistura de 10 ml de tampão fosfato 66 mM e 50 pl de 

NaCN 10 g/dl e 50 pl de K3[Fe(CN)6] 20 g/dl. 
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A concentração de metahemoglobina foi expressa como porcentagem em 

relação à hemoglobina total, de acordo com a fórmula abaixo: 

% MetaHb _ ( A - B ) x FB 
D 

Onde: 

MetaHb = metahemoglobina em %; 

Valores de referência < 1%. 

O fator FB foi calculado utilizando-se sangue de 5 indivíduos considerados 

saudáveis. Adicionou-se 100 pi de sangue total a um tubo de ensaio contendo 10 ml de 

tampão fosfato 16 mM, juntou-se 50 pi de K3[Fe(CN)ó] 20 g/dl. Homogeneizou-se as 

amostras e, após 5 minutos, fez-se a leitura em 630 nm (A) (espectrofotômetro 

SHIMADZU UV 1601), utilizando-se água destilada como branco. 

Em seguida, adicionou-se 50 pl de cianeto neutralizado. Homogeneizou-se as 

amostras e, após 5 minutos, fez-se a leitura em 630 nm (B), usando-se água destilada 

como branco. 

Em outro tubo, contendo 8 ml de tampão fosfato 66 mM, adicionou-se 2 ml da 

mistura reativa anterior, 50 jil de K3[Fe(CN)6] 20 g/dl e 50 jil de NaCN 10 g/dl. 

Homogeneizou-se as amostras e, após 5 minutos, fez-se a leitura em 540 nm (D), 

usando-se como branco uma mistura de 10 ml de tampão fosfato 66 mM e 50 pi de 

NaCN 10 g/dl e 50 jil de K3[Fe(CN)6] 20 g/dl. 

Calculou-se o fator para cada amostra, usando-se a fórmula abaixo: 

D 
FB = 100 x 

A - B 

O FB, que varia para cada espectrofotômetro utilizado, é a média dos fatores 

obtidos para as 5 amostras de sangue utilizadas. Neste trabalho, o valor de FB utilizado 

foi de 95,19. 
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3.11.3 Contagem de Corpos de Heinz 

Realizou-se a contagem de corpos de Heinz segundo o método de BEUTLER et 

al (1955), modificado por CLARO (2002). 

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de sangue 

tratada como no item 3.7.1. Após dez determinações, obteve-se valores médios de 9,4 

± 0,4 %, com coeficiente de variação de 5,1 %. 

Adicionou-se 25 jil das amostras tratadas, como descrito no item 3.2, a 0,5 ml 

de tampão fosfato KH2P04, Na2HP04 67 mM pH 7,4 com glicose 200 mg/dl. 

Homogeneizou-se por aeração, com o auxílio de pipeta micrométrica. Sobre uma 

lâmina de microscopia, adicionou-se 20 pl da mistura a 50 pl de corante metil violeta 

(2 g de cristal violeta, marca Reagen, em 100 ml de solução de NaCl 0,73 g/dl), 

cobrindo o material com lamínula. Após 5 minutos, observou-se a formação dos 

corpos de Heinz ao microscópio de hiz, considerando-se como positivos, eritrócitos 

que apresentassem mais de uma inclusão próximas à membrana ou livres no 

citoplasma. Segundo DACIE; LEWIS (1995), os corpos de Heinz são arredondados e, 

se corados por cristal violeta, apresentam coloração azul violeta, medindo cerca de 1 a 

3 jun. Após a contagem de 1000 células, estabeleceu-se a porcentagem de eritrócitos 

contendo corpos de Heinz. 

3.12 COMPORTAMENTO DOS FLAVONÓIDES EM TAMPÃO FOSFATO 

SALINA 

Realizou-se o espectro de varredura, para quercetina e rutina, em metanol e 

em tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4, em espectrofotômetro SHIMADZU 

UV 1601. Para as análises feitas em metanol, adicionou-se alguns cristais dos 

flavonóides em questão, na cubeta do espectrofotômetro, enquanto para as análises 

feitas em tampão fosfato salino, pH 7,4, adicionou-se algumas gotas de solução de 

quercetina ou rutina, 3,3 e 15 mM, respectivamente, na cubeta do espectrofotômetro, 

cor- referido tampão. 
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FIGURA 12 - ESPECTRO ULTRA VIOLETA DE QUERCETINA EDE RUTINA EM METANOL 
E EM TAMPAO FOSFATO SALINO pH 7,4 
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3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância seguida do teste de 

Tukey para a comparação de pares de médias e teste t. Os resultados foram 

considerados estatisticamente significativos para p <0,05. Os dados experimentais 

foram apresentados na forma de gráficos de caixa e delimitadores e de colunas, com os 

valores médios e respectivos desvios padrão para cada determinação. A medida de 

dispersão expressa como ± 1,96 x desvio padrão representa 95 % da área sob a curva 

normal, para a distribuição teórica de freqüência. 
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4 RESULTADOS 

Na Figura 13 observa-se a ação do fó/r-butilhidroperóxido (TBH), em 

concentrações de 0,5 a 5 mM, sobre os níveis de glutationa reduzida, em eritrócitos 

humanos saudáveis. 

A Tabela 1 mostra os resultados da comparação de médias, pelo teste de Tukey, 

para a determinação de GSH em eritrócitos sob a ação de TBH 0,5 a 5 mM em relação 

ao controle, com eritrócitos não tratados com TBH. Os resultados indicam que o efeito 

do TBH foi estatisticamente significativo a partir de 0,5 mM. 

A Figura 14 mostra a ação do TBH, nas concentrações finais de 0,5 a 5 mM, 

sobre a formação de metahemoglobina em eritrócitos humanos saudáveis. 

Na Tabela 2 estão os resultados da comparação de médias, pelo teste de Tukey, 

para a formação de metahemoglobina em eritrócitos sob a ação de TBH 0,5 a 5 mM 

em relação ao controle com eritrócitos não tratados com TBH. Os resultados indicam 

que o efeito do TBH foi estatisticamente significativo a partir de 2 mM. 

A Figura 15 apresenta as porcentagens médias de formação de corpos Heinz em 

eritrócitos de indivíduos saudáveis sob a ação de TBH nas concentrações finais de 1 a 

5 mM. 

A Tabela 3 mostra os resultados da comparação de médias, pelo teste de Tukey, 

para formação de corpos de Heinz em eritrócitos sob a ação de TBH 1 a 5 mM em 

relação ao controle com eritrócitos não tratados com TBH. Os resultados indicam que 

o efeito do TBH foi estatisticamente significativo a partir de 1 mM. 

A Figura 16 apresenta a ação da quercetina sobre a concentração de GSH, em 

eritrócitos humanos saudáveis, submetidos à ação oxidante de TBH na concentração 

final de 1 mM, em função do tempo de incubação, entre 0 e 30 minutos. 

Na Figura 17 pode-se observar a ação da quercetina sobre a formação de 

metahemoglobina, em eritrócitos humanos saudáveis, submetidos à ação oxidante de 

TBH, na concentração final de 2 mM, em função do tempo de incubação de 0 a 30 

minutos. Os resultados obtidos mostram que a quercetina, na concentração empregada, 

não foi eficiente para inibir a formação de metahemoglobina após a ação de TBH. 
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Observa-se na Figura 18 a ação de quercetina sobre a formação de corpos de 

Heinz, em eritrócitos humanos, submetidos à ação oxidante de TBH 3 mM por 15 

minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-incubadas com quercetina 2 a 20 pM 

durante 30 minutos, sob constante homogeneização. Estes resultados indicam uma 

inibição parcial da formação de corpos de Heinz pela quercetina a partir de 2 pM. 

A Figura 19 mostra a ação da quercetina, nas concentrações de 2 a 120 pM, em 

relação à formação de metahemoglobina, em eritrócitos humanos, submetidos à 

oxidação por cloridrato de fenil-hidrazina (CF) na concentração final de 0,5 mM. 

Pode-se observar que houve inibição parcial da formação de metahemoglobina a partir 

de 20 pM. 

Na Figura 20, observa-se a ação da ratina 100 pM sobre a concentração de 

glutationa reduzida, em eritrócitos humanos saudáveis, submetidos à ação oxidante de 

TBH, nas concentrações finais entre 0,5 e 2,0 mM, com tempo de incubação de 30 

minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-incubadas com ratina 100 pM durante 

30 minutos. Os resultados obtidos mostram que houve pequena recuperação da GSH 

pela ratina apenas para a concentração de 2 mM de TBH. 

A Figura 21 apresenta a ação da ratina sobre a formação de corpos de Heinz, 

em eritrócitos humanos, submetidos à ação oxidante de TBH 3 mM durante 15 

minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-incubadas com ratina 40 a 140 pM 

durante 30 minutos. Estes resultados indicam inibição parcial, porém significativa da 

formação de corpos de Heinz por ação de ratina nas concentrações utilizadas. 

A Figura 22 apresenta o efeito da incubação prévia com extrato hidroalcoólico 

de Vitis vinifera, 0,01 a 1 mg/ml, em tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4, 

sobre a concentração de glutationa reduzida, em eritrócitos humanos incubados com 

TBH 0,5 mM durante 30 minutos. Os resultados obtidos indicam que, concentrações 

de 0,1 a 1 mg/ml de extrato recuperaram de forma significativa os níveis de GSH dos 

eritrócitos. 

A Figura 23 apresenta a ação de extrato de Vitis vinifera sobre a formação de 

corpos de Heinz, em eritrócitos humanos, submetidos à ação oxidante de TBH 3 mM 

durante 15 minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-incubadas com extrato de 
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Vitis vinifera nas concentrações de 0,1 a 5 mg/ml em tampão fosfato 28 mM, 

NaCl 123 mM, pH 7,4, durante 30 minutos. Observa-se uma inibição parcial da 

formação de corpos de Heinz por ação de extrato de Vitis vinifera. 

A Figura 24 apresenta a ação de mesilato de deferoxamina sobre a formação de 

corpos de Heinz, em eritrócitos humanos, submetidos à ação oxidante de TBH 3 mM 

durante 15 minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-incubadas com mesilato de 

deferoxamina 1 a 5 mM durante 30 minutos. Os resultados obtidos indicaram uma 

ação de inibição da formação de corpos de Heinz, pelo mesilato de deferoxamina, 

proporcional à sua concentração. 

Observa-se na Figura 25 a ação de quercetina, rutina e mesilato de 

deferoxamina, bem como de suas associações, sobre a formação de metahemoglobina, 

em eritrócitos humanos, submetidos à ação oxidante de TBH, nas concentrações finais 

de 2, 3, 4 e 5 mM, durante 15 minutos. As suspensões de eritrócitos foram pré-

incubadas com mesilato de deferoxamina 4 mM, rutina 100 JJM, rutina 50 jiM 

juntamente com quercetina 50 jiM, rutina 100 pM com mesilato de deferoxamina 

4 mM e quercetina 50 FIM com mesilato de deferoxamina 4 mM, por 30 minutos. Os 

resultados obtidos indicam que houve redução da formação de metahemoglobina 

apenas nas amostras pré-incubadas com Q100+DF e submetidas à ação oxidante de 

TBH. 

(Rçsuhados 
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FIGURA 13 - CONCENTRAÇÕES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM SUSPENSÕES DE 
ERITRÓCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS À AÇÃO DE terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO 0,5 A 5 mM. 
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NOTAS: Os eritrócitos foram submetidos à ação oxidante de terc-butilhidroperóxido, durante 15 
minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repetições independentes. 
Os resultados expressam média, um desvio padrão e 1,96 desvios padrões 
(aproximadamente 95% dos valores amostrais). 
Utilizou-se suspensões de eritrócitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampão fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 

TABELA 1 - TESTE DE COMPARAÇÃO DE MÉDIAS PELO MÉTODO DE TUKEY PARA A 
AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTATIONA REDUZIDA EM 
ERITRÓCITOS HUMANOS SOB A AÇÃO DE terc-BUTILHIDROPERÓXIDO EM 
RELAÇÃO AO CONTROLE COM ERITRÓCITOS NÃO TRATADOS COM terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO. 

terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO 

(mM) 
P 

0,5 0,000174 

1,0 0,000174 

2,0 0,000174 

3,0 0,000174 

4,0 0,000174 

5,0 0,000174 

NOTAS: Diferença estatística significativa para p < 0,05. 

(RgsuCtados 
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FIGURA 14 - FORMAÇÃO DE METAHEMOGLOBINA EM SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS 
HUMANOS, SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO 0,5 A 5 mM. 
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NOTAS: Os eritrócitos foram submetidos à ação oxidante de férc-butilhidroperóxido, durante 
15 minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repetições independentes. 
Os resultados expressam média, desvio padrão e 1,96 desvios padrões 
(aproximadamente 95% dos valores amostrais). 
Utilizou-se suspensões de eritrócitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampão 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 

TABELA 2 - TESTE DE COMPARAÇÃO DE MÉDIAS PELO MÉTODO DE TUKEY PARA A 
AVALIAÇÃO DA FORMAÇÃO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITRÓCITOS 
HUMANOS SOB A AÇÃO DE íerc-BUTILHIDROPERÓXIDO EM RELAÇÃO AO 
CONTROLE COM ERITRÓCITOS NÃO TRATADOS COM terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO. 

terc-
BUTILHIDROPÉRÓXIDO 

(mM) 
P 

0,5 1 

1,0 1 

2,0 0,000182 

3,0 0,000174 

4,0 0,000174 

5,0 0,000174 

NOTAS: Diferença estatística significativa para p < 0,05. 
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FIGURA 15 - AÇÃO DE /eroBUTILHIDROPERÓXIDO 1 A 5 mM NA FORMAÇÃO DE 
CORPOS DE HEINZ EM SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS HUMANOS. 
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NOTAS: Os eritrócitos foram submetidos à ação oxidante de terobutilhidroperóxido, 
durante 15 minutos. 
n = 15, sendo 5 amostras com 3 repetições independentes. 
Os resultados expressam média e desvio padrão. 
Utilizou-se suspensões de eritrócitos aproximadamente 40 % (v/v) em 
tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 

TABELA 3 - TESTE DE COMPARAÇÃO DE MÉDIAS PELO MÉTODO DE TUKEY PARA A 
AVALIAÇÃO DA FORMAÇÃO CORPOS DE HEINZ EM ERITRÓCITOS 
HUMANOS SOB A AÇÃO DE terc-BUTILHIDROPERÓXIDO EM RELAÇÃO AO 
CONTROLE COM ERITRÓCITOS NÃO TRATADOS COM terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO. 

terc-
BUTILHIDROPERÓXIDO P 

1,0 0,0001 

2,0 0,0001 

3,0 0,0001 

4,0 0,0001 

5,0 0,0001 

NOTAS: Diferença estatística significativa para p < 0,05. 
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FIGURA 16 - ACAO DA QUERCETINA SOBRE A FORMACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA 
(GSH), EM SUSPENSOES DE ERITR6CITOS HUMANOS, SUBMETIDOS A 
ACAO OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPER6XIDO 1 mM, EM FUNCAO DO 
TEMPO DE INCUBACAO. 
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NOTAS: D terc-butilhidrnper6xido 1 mM, nos tempos de incuba~ indicados. 
• quercetina 100 µM, pre-incuba~o durante 30 minutos + terc-butilhidroper6xido 

1 mM, nos tempos de incuba~o indicados. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢es independentes. 
Amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com quercetina 
100 µM apresentaram GSH de 5,95 ± 0,5 µmol/g Hb e 5,92 ± 0,4 µmol/g Hb, 
respectivamente, como media de todos os tempos de incuba~o. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen~ estatistica em rela~ ao respectivo controle com terc-butilhidroper6xido 
1 mM (teste t). 

~suuad"os 
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FIGURA 17 - ACAO DA QUERCETINA SOBRE A FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA, 
EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS A ACAO 
OXIDANTE DE terc-BUTILIIlDROPEROXIDO 2 mM EM FUNCAO DO TEMPO. 
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NOT AS: D terc-butilhidroper6xido 2 mM, nos tempos de incubayao indicados. 
• quercetina 100 µM, pre-incubayao durante 30 minutos + terc-butilhidroper6xido 

2 mM, nos tempos de incubayao indicados. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repeti9<)es independentes. 
Amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com 
quercetina 100 µM apresentaram zero (0 %) de metahemoglobina em todos os 
tempos de incubayao. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 

~suftaaos 
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FIGURA 18 - Ac;A.o DE QUERCETINA SOBRE A FORMAc;A.o DE CORPOS DE HEINZ, EM 
SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A Ac;Ao 
OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM. 
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NOTAS: Os eritr6citos foram submetidos a a~o de quercetina (0 a 20 µM) durante 30 minutos 
+ terc-butilhidroper6xido 3 mM durante 15 minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repetic0es independentes. 
Amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com 
quercetina 2 a 20 µM apresentaram 0 % para forma~o de corpos de Heinz. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens5es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen9a estatistica em rela9ao ao controle (com t-BHP e sem quercetina). 
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FIGURA 19 - AÇÃO DE QUERCETINA SOBRE A FORMAÇÃO DE METAHEMOGLOBINA, 
EM SUSPENSÕES DE ERITRÓCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS À AÇÃO 
OXIDANTE DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 0,5 mM. 

Ô ±1.96*Desvpad I I ±1.00*desvpad • Média 
Quercltina (uM) 

NOTAS: Os eritrócitos foram submetidos à ação de quercetina (0 a 120|JM), durante 30 
minutos + fenil-hidrazina 0,5 MM, durante 15 minutos, 
n = 18, sendo 6 amostras com 3 repetições independentes. 
Os resultados expressam média, desvio padrão e 1,96 desvios padrões 
(aproximadamente 95% dos valores amostrais). 

Utilizou-se suspensões de eritrócitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampão fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferença estatística em relação a ausência de quercetina. 

<R$suftados 
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FIGURA 20 - AC.AO DA RUTINA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLUT A TIONA REDUZIDA 
(GSH), EM SUSPENSOES DE ERITR6CITOS HUMANOS SUBMETIDOS A AC.AO 
OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPER6XIDO 0,5 A 2,0 mM. 
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NOTAS: D controle: amostras incubadas com terc-butilhidroper6xido 0,5, 1e2 mM durante 30 
minutos. 

• Amostras pre-incubadas com rutina 100 µM durante 30 minutos e incubadas com terc­
butilhidroper6xido TBH 0,5, 1,0 e 2,0 mM durante 30 minutos. 

n = 9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢es independentes. 
Amostras de eritr6citos nao tratados com TBH e tratados somente com rutina 100 µM 
apresentaram concentra~ de GSH de 5,95 ± 0,5 e 5,99 ± 0,3 µmol/g Hb, respectivamente. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen93- estatistica em rela~o ao controle com terc-butilhidroper6xido na concentra~o 
indicada (teste t). 

~suftatfos 
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FIGURA 21 - A<;Ao DE RUTINA SOBRE A FORMA<;Ao DE CORPOS DE HEINZ, EM 
SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A A<;AO 
OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM. 
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NOTAS: Os eritr6citos forarn submetidos a a9ao de rutina (40- 140 µM) com tempo de pre­
incuba~ de 30 minutos + terc-butilhidroper6xido 3 mM durante 30 minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repetiy()es independentes. 
Amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com rutina 40 
a 140 µM apresentararn zero (0 %), para forma9a'.o de corpos de Heinz. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos de aproximadamente 40 % (v/v) em tampao 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen9a estatistica em rela9ao aos controle com TBH e sem rutina. 

~uftatfos 
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FIGURA 22 - ACAO DE EXTRATO DE Vitis Vinifera 0,01 A 1 mg/ml, SOBRE A 
CONCENTRACAO DE GLUT A TI ONA REDUZIDA (GSH) EM SUS PENSO ES 
DE ERITROCITOS HUMAN OS INCUBADOS COM terc­
BUTILHIDROPEROXIDO 0,5 mM. 
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NOTAS: Os eritr6citos foram pre-incubados com extrato de Vitis vinifera (0,01 a 1 mg/ml) 
durante 30 minutos, e tratados com terc-butilhidroper6xido 0,5 mM, durante 30 
minutos. 
n = 12, sendo 4 amostras com 3 repeti¢es independentes. 
Os controles com eritr6citos tratados e nao tratados com extrato de Vitis vinifera 
apresentaram concen~Oes de GSH, 6,25 ± 0,3 µmol/g Hb e 
6,21 ± 0,4 µmol/g Hb, respectivamente. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen~ estatistica em rela9fu> ao controle (ausencia de extrato e com terc­
butilhidroper6xido 0,5 mM). 

<R!suftaaos 
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FIGURA 23 - A(:AO DE EXTRATO DE Vitis Vinifera SOBRE A FORMA(:AO DE CORPOS DE 
HEINZ, EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A 
A(:AO OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM. 
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NOTAS: Os eritr6citos foram pre-incubados com 0 a 5 mg/ml de extrato de Vitis vinifera 
com tempo de pre-incubayao de 30 minutos + terc-butilhidroper6xido 3 mM 

durante 15 minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repeti90es independentes . 
Em amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com 
extrato de Vi tis vinifera 0, 1 a 5 mg/ml nao houve formayao de corpos de Heinz. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens5es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen~ estatistica em rela9ao ao controle. 
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FIGURA 24 - ACAO DE MESILATO DE DEFEROXAMINA SOBRE A FORMACAO DE 
CORPOS DE HEINZ, EM SUSPENSOES DE ERITR6CITOS HUMANOS 
SUBMETIDOS A A<;AO OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPER6XIDO 3 mM. 
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NOTAS: Os eritr6citos foram pre-incubados com 0 a 5 mM de mesilato de deferoxamina com 
tempo de pre-incuba¢o de 30 minutos + terc-butilhidroper6xido 3 mM durante 15 
minutos. 
n = 9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢es independentes. 
Em amostras de eritr6citos nao tratados com o oxidante e tratados somente com 
mesilato de deferoxamina 1 a 5 mM nao houve forma~o de corpos de Heinz. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao fosfato 
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen~ estatistica em rela~o ao controle (ausencia de extrato e presen~ de terc­
butilhidroper6xido ). 
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FIGURA 25 - ACAO DA QUERCETINA, RUTINA E MESILATO DE DEFEROXAMINA SOBRE 
A FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA, EM SUSPENSOES DE 
ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A ACAO OXIDANTE DE terc­
BUTILHIDROPEROXIDO 2 A 5 mM. 
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N OTAS: Os eritr6citos foram tratados durante 15 min com terc-butilhidroper6xido (2 a 
5 mM), durante 15 min ap6s a pre incuba~o com polifen6is. 

• terc-butilhidroper6xido 2 mM. terc-butilhidroper6xido 3 mM. 
D terc-butilhidroper6xido 4 mM. O terc-butilhidroper6xido 5 mM. 

Os eritr6citos foram previamente incubados com: 
DF = mesilato de deferoxamina 4 mM#. 
RlOO = rutina 100 µM #. 
R50 + Q50 = rutina 50 µM + quercetina 50 µM#. 
RlOO + DF = rutina 100 µM + mesilato de deferoxamina 4 mM#. 
QlOO + DF = quercetina 100 µM + mesilato de deferoxamina 4 mM#. 
#Tempo de pre-incub~o = 30 minutos. 
N = eritr6citos de individuos considerados saudaveis, nao tratados. 
C - controle = eritr6citos tratados apenas com terc-butilhidroper6xido nas 
concentra¢es indicadas acima. 
n = 6, sendo 2 amostras com 3 repeti¢es independentes. 
Os resultados expressam media e desvio padrao. 

Utilizou-se suspens0es de eritr6citos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao 
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. 
* Diferen~ estatistica em rela9ao ao controle. 
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5 DISCUSSÃO 

Preparou-se o extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera e realizou-se a sua 

caracterização fitoquímica. Entre os vários processos e solventes empregados para 

extração de compostos polifenóis em vegetais, optou-se por utilizar etanol 70 °GL. O 

etanol é um solvente com grande poder extrator que, quando comparado com outros 

solventes como, por exemplo, o metanol, mostra-se menos tóxico. Os polifenóis são 

em geral solúveis em etanol, e o processo extrator, dependendo da temperatura 

utilizada, pode levar a um maior rendimento. Utilizou-se a temperatura de 60 °C 

durante a extração, uma vez que o emprego de temperaturas mais elevadas poderia 

resultar na ocorrência de hidrólise dos compostos a serem extraídos (IKAN, 1991). 

As soluções aquosas são mais eficientes na extração de compostos 

polifenólicos, em relação às não aquosas. Entretanto, naquelas, o fenômeno de 

hidratação se estabelece rapidamente e de forma completa, convertendo, em extratos 

vegetais que contenham compostos polifenólicos, a espécie cátion flavüium, 

responsável pela coloração avermelhada, em sua pseudo-base, carbinol, incolor, o que 

explica as reações de degradação de cor observadas em soluções aquosas 

(BROUILLARD, 1982). Muitos autores utilizam a extração de polifenóis, através de 

soluções aquosas (LABARBE et al, 1999; LAZARUS et al, 1999; SOUQUET et al, 

2000; KENNEDY; JONES, 2001; TORRES; BOBET, 2001; YAMAKOSHI et al, 

2002). 

Na caracterização fitoquímica do extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, 

verificou-se que o mesmo apresentava reação fortemente positiva em diversos testes 

para polifenóis, confirmando as expectativas em relação à sua composição. Na reação 

de Shinoda, observou-se o surgimento de coloração vermelho sangue, sugerindo a 

presença de derivados flavonoídicos reduzidos. 

Na pesquisa de antocianidinas, as quais se comportam como indicadores ácido-

base, ou seja, em pH ácido apresentam colorações entre vermelho e violeta, enquanto 

que em pH alcalino, coloração verde a azul, observou-se o aparecimento de coloração 

azul. 

<•.Discussão 
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Para a pesquisa de taninos, realizou-se a reação com cloreto férrico 1 % e a 

reação com acetato de chumbo 10%, sendo que a formação de precipitado ou 

desenvolvimento de coloração verde a azul, cinza ou marron, indica a presença de 

taninos (COSTA, 2001). Nesta reação, observou-se a formação de precipitado e 

aparecimento de coloração azul esverdeada. 

Pode-se observar na Figura 10, representativa de CLAE, o perfil cromatográfico 

do extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, que mostrou o maior pico para o composto 

com tempo de retenção de 27,03 minutos, sugerindo que o mesmo, na fase móvel 

empregada, esteja em maior quantidade relativa no extrato. Ao se comparar o extrato 

de Vitis vinifera com uma mistura padrão de antocianidinas conhecidas, previamente 

identificadas por KUSKOSKI (2000), através de CLAE, observou-se uma 

sobreposição de um dos picos presentes, tanto no extrato de uva como na mistura 

padrão. O referido pico corresponde ao composto Malvidina 3-O-glucosídeo, 

sugerindo que o composto presente em maior quantidade no extrato hidroalcoólico, na 

fase móvel empregada, seja esta antocianidina. 

Verifica-se, conforme espectro UV-Visível (Figura 11) do composto com tempo 

de retenção 27,03 minutos, a presença de um pico de absorção em 280 mn e outro em 

528 mn, sendo que as antocianidinas possuem absorbância intensa entre os 

comprimentos de onda de 465 a 550 nm (Banda I) e de 270 a 280 nm (Banda II). Os 

espectros foram, portanto, bastante característicos para a identificação de 

antocianidinas (JACKMAN; SMITH, 1992), sugerindo, desta forma, a sua presença no 

extrato estudado. 

A confirmação da presença ou ausência de ácidos aromáticos ou de 

componentes acil na molécula de antocianidina pode ser realizada por medidas 

espectrais (HARBONE, 1958). A posição do pico de absorção entre 310 e 335 nm 

indica a natureza e a intensidade do ácido presente. Entretanto, como não se verificou 

pico de absorção nesta faixa, no espectro UV-visível do extrato de Vitis vinifera, pode-

se sugerir que as antocianidinas presentes no extrato estão livres de acilação por ácidos 

aromáticos. 
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Para a realização deste trabalho, escolheu-se como substâncias polifenólicas 

puras a serem utilizadas, a quercetina e a rutina, ambas da classe dos flavonóides, mais 

especificamente da família dos flavonóis. Como se pode observar na Figura 7, a 

quercetina encontra-se na forma de aglicona, enquanto a rutina está ligada ao açúcar 

rutinose como um 3-O-glicosídeo (AFANAS EV et al, 1989; FORMICA; 

REGELSON, 1995; RICE-EVANS et al, 1996; VAN ACKER et al, 2000; BRAVO, 

1998; BURNS et al, 2000). Estes compostos estão amplamente distribuídos nos 

alimentos, bem como em alguns medicamentos e nutracêuticos, apresentando grande 

número de efeitos benéficos ao organismo, ressaltando-se a atividade antioxidante. 

Desta forma, são freqüentemente utilizados como modelos de estudo. Tais compostos 

atuam beneficamente contra várias condições patológicas em que ocorre a sobrecarga 

oxidativa, como, por exemplo, estados inflamatórios, infecções e neoplasias 

(FORMICA; REGELSON, 1995; HARBONE; WILLIAMS, 2000; LEAKE, 2001). 

Realizou-se experimentos no intuito de verificar se as moléculas dos 

flavonóides quercetina e rutina, quando solubilizadas no tampão de trabalho, sofriam 

alguma forma de modificação estrutural que pudesse comprometer sua possível ação 

antioxidante. 

Observa-se na Figura 12, os espectros ultra violeta para quercetina e rutina, em 

metanol e tampão fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. Os espectros em metanol, 

para quercetina e rutina, exibiram dois picos de absorção maiores, na região de 240-

400 nm, concordando com MABRY et al (1970). Quando se adicionou os flavonóides 

em tampão fosfato salino, pH 7,4, ocorreu o desaparecimento do pico na região de 

355-360 nm, possivelmente devido ao pH alcalino do tampão. MABRY et al (1970), 

demonstraram que ocorre desaparecimento do pico de absorção 355-360 nm, no 

espectro ultravioleta de quercetina em metanol, juntamente com metóxido de sódio, 

composto este, com características básicas. Sugere-se, desta forma, que o 

desaparecimento destes picos de absorção ocorreu em virtude da mudança de pH do 

meio, mas acrescenta-se que, mesmo com tais modificações, os compostos em questão 

continuam presentes no tampão, tornando, assim, válidos os experimentos a serem 

realizados. 

<•.Discussão 



66 

O emprego de extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, que segundo a literatura e 

as análises realizadas neste trabalho, contém compostos polifenólicos tais como 

flavonóides, antocianidinas e taninos, se baseou no fato de que produtos a base de uva 

como, por exemplo, o vinho tinto, apresentam efeitos antioxidantes e, têm sido 

freqüentes modelos de estudo (FACINO et al, 1999; ROIG et al, 1999; WANG et al, 

1999; BALTENWECK-GUYOT et al, 2000; CARINI et al, 2000; GIOVANNELLI 

et al, 2000; TEDESCO et al, 2000; 2001; TAPIERO et al, 2002). 

A título de comparação, empregou-se ainda o mesilato de deferoxamina, 

quelante de Fe utilizado na terapêutica para o tratamento de doenças que envolvem o 

excesso de Fe e a descompartimentalização do mesmo. O DFO é relevante 

especialmente no tratamento de pacientes talassêmicos, os quais apresentam acúmulo 

de Fe no organismo, devido à falta de aproveitamento do mesmo para a síntese de 

hemoglobina, bem como a sucessivas transfusões sanguíneas, às quais tais pacientes 

são submetidos (HUSSAIN et al, 1976; OLIVIERI et al, 1990; 

KONTOGUIORGHES, 1993; CIANCIULLI et al, 1994). O envolvimento do íon Fe++ 

na reação de Fenton gera como produtos, além do íon Fe+3, diversos radicais livres 

como, por exemplo, o íon OH", que ocasionam danos aos tecidos. Alguns autores 

afirmam que, no mecanismo de ação de compostos polifenólicos, está envolvida a 

quelação do ferro, o que impede o desdobramento da reação de Fenton e, desta forma, 

a geração de íon OH" (DEUTICKE et al, 1987; MORAZZONI; MALANDRINO, 

1988; RICE-EVANS et al, 1989; RICE-EVANS et al, 1995; SAJJA et al, 1995; 

STOHS; BAGCHI, 1995; VAN ACKER et al, 1998; KONDO et al, 1999; 

FERNANDES et al, 2000), semelhantemente ao que ocorre por ação de mesilato de 

deferoxamina (CIANCIULLI et al, 1994). 

Dentre as várias substâncias capazes de causar danos oxidativos em eritrócitos, 

optou-se por trabalhar com o TBH, um hidroperóxido orgânico com potente ação 

oxidante e amplamente utilizado como modelo para estudo dos mecanismos de dano 

oxidativo celular. Em laboratórios de síntese orgânica, hidroperóxidos, como o TBH 

podem se formar como resultado da adição de oxigênio a radicais alquil (CAPRARI et 

al, 1995; AHERNE; O'BRIEN, 2000). Muitos dos efeitos oxidantes de TBH sobre 
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eritrócitos podem ser explicados com base na sua habilidade de reagir com a 

hemoglobina e outros derivados do heme, lipídeos da membrana e grupamentos tióis 

de proteínas plasmáticas. As mudanças provocadas nas células, devido ao processo 

oxidativo induzido por TBH, são de grande interesse como um modelo para mudanças 

na membrana e proteínas de eritrócitos nas doenças hematológicas (DEUTICKE et al, 

1987). Apesar de se ter preparado a solução estoque de TBH em água destilada para 

evitar a precipitação de alguns dos sais do tampão fosfato, pH 7,4, não se verificou 

hemólise, nas suspensões de eritrócitos incubadas, uma vez que se empregou volumes 

desta solução, da ordem de microlitros. 

Na Figura 13 e Tabela 1 observa-se que a concentração de GSH diminuiu de 

acordo com o aumento da concentração de TBH entre 0,5 e 1 mM, com depleção 

completa entre 1 e 5 mM. Assim, a diminuição de GSH foi de 50 % com 0,5 mM de 

TBH e de 100 % a partir de 1 mM de TBH, para tempo de incubação de 15 minutos. 

Este fato pode ser explicado por ser o TBH um oxidante orgânico que, quando 

atravessa a membrana eritrocitária, encontra a enzima GSH-peroxidase, na qual se liga 

para ser metabolizado, simultaneamente com a oxidação da GSH à sua forma de 

dissulfeto, a GSSG. A GSSG resultante é reduzida a GSH pela GR, com o consumo de 

NADPH. Quando este sistema de defesa é devastado, o TBH produz radicais livres e, 

assim, iniciam-se as reações oxidativas em cadeia (CHEN et al„ 2000). Além disso, a 

presença deste hidroperóxido pode provocar uma reação que inibe a enzima G6-PD, e 

desta forma, contribuir para a redução dos níveis de GSH (VAN DER ZEE et ai, 

1989). A reação de TBH com heme-proteínas pode resultar na formação dos radicais 

alquoxil e peroxil, enfatizando-se que a geração destes radicais pode levar à geração de 

outros radicais através de reações secundárias (VAN DER ZEE et al, 1989). 

Os experimentos realizados neste trabalho demonstraram que, após 30 minutos 

de incubação com TBH, a concentração de GSH mostrou pequena elevação em função 

do tempo de incubação, de acordo com a Figura 16. Observa-se que a concentração de 

GSH em suspensões de eritrócitos incubados com TBH 1 mM foi totalmente depletada 

até os 10 primeiros minutos de incubação e que, a partir de 20 minutos, ocorreu 
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pequena elevação, em torno de 0,1 e 0,2 pmoles/g Hb, para 20 e 30 minutos, 

respectivamente. 

MAWATARI e MEURAKAMI (2001) observaram exaustão da GSH de 

eritrócitos tratados com TBH em apenas 1 minuto. Também observaram uma lenta 

recuperação de GSH, após 15 minutos de exposição ao oxidante, a qual se manteve em 

baixas concentrações durante 60 minutos de incubação. 

CHEN et al (2000) demonstraram uma regeneração de GSH, em hepatócitos de 

ratos, em torno de 10 nmol/mg proteína, a partir de 15 até 30 minutos de incubação, 

com TBH 0,5 mM. Já com hepatócitos tratados com 2 mM de TBH, os níveis de GSH 

caíram de aproximadamente 60 nmol/mg, até a depleção total, no decorrer de 30 

minutos de incubação. 

Ainda de acordo com a Figura 16, observa-se aumento da concentração de 

GSH, em comparação com o controle com TBH 1 mM, em função do tempo de 

incubação a partir de 10 minutos até 30 minutos nas amostras pré-incubadas com 

quercetina 100 pM. Esta regeneração de GSH variou de 5 a 21 %, em relação ao 

controle normal, para 10 e 30 minutos de incubação, respectivamente. 

Na Figura 20, observa-se a concentração de GSH em suspensões de eritrócitos 

pré-incubados com rutina 100 jiM e, em seguida, com TBH 0,5, 1 e 2mM. Os 

resultados indicam que a rutina exerceu uma pequena proteção, em relação à depleção 

de GSH, quando comparada com as amostras incubadas somente com TBH. Obteve-se 

os valores de GSH, de aproximadamente 0,09, 0,03 e 0 pmoles/g Hb para TBH 0,5, 1 e 

2mM, respectivamente; e 0,23, 0,05 e 0,41, para as amostras pré-incubados com 

rutina 100 pM e, incubadas com TBH 0,5, 1 e 2 mM. 

Sugere-se que o efeito protetor da rutina pode ser devido à sua capacidade de 

quelar o Fe (AFANAS'EV et al, 1989), impedindo assim, o desenvolvimento da 

reação de Fenton (FIORANI et al, 2002); e de reagir com radicais livres via 

transferência de elétrons (FERRALI et al, 1997). 

Observa-se, na Figura 14, que o TBH promoveu aumento da formação de 

metahemoglobina, de acordo com o aumento de sua concentração. Para concentrações 

entre 0,5 e 1 mM de TBH, não se verificou formação de metahemoglobina 
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significativa. Para concentrações entre 2 e 5 mM, entretanto, observou-se aumento 

significativo da concentração de metahemoglobina, de 8 a 38%, proporcional ao 

aumento da concentração de TBH. 

TROTTA et ai. (1981) demonstraram que, em suspensões 1 % (v/v) de 

eritrócitos humanos expostas a 0,1 mM de TBH por 1 hora, houve formação de 

metahemoglobina de cerca de 50 %. 

Como se pode observar na Figura 17, o TBH 2 mM exerceu efeito oxidante, 

mensurado através da formação de metahemoglobina em eritrócitos humanos, 

proporcional ao tempo de exposição. Observou-se que, entre 5 e 20 minutos de 

exposição, ocorreu um aumento da concentração de metahemoglobina, de 3 para 15 %. 

Entretanto, entre 20 e 30 minutos de incubação, os valores se mantiveram em cerca de 

15 %. 

LII e HUNG (1997) demonstraram aumento na formação de metahemoglobina, 

em suspensões de eritrócitos 10 % (v/v) em tampão PBS, em função do tempo de 

incubação entre 0 e 60 minutos com TBH 1,5 mM. Os valores encontrados foram de 

0,15 ±0,3, 36,8 ±7,4 e 33,6 ±6,5%, para os tempos de 0, 30 e 60 minutos, 

respectivamente. Comparativamente, para incubação durante 30 minutos, com TBH 

2 mM, neste trabalho, encontrou-se o valor aproximado de 15 % para a formação de 

metahemoglobina, enquanto aqueles autores encontraram 36,8 ± 7,4 %, com TBH 

1,5 mM. No entanto, deve-se considerar que, as suspensões de eritrócitos, de 

aproximadamente 40 % (v/v) em tampão fosfato salina, pH 7,4, eram 4 vezes mais 

concentradas que as usadas por LÊ e HUNG (1997), necessitam de maiores 

concentrações de TBH para provocar a formação de maiores concentrações de 

metahemoglobina. 

Observa-se ainda, na Figura 17, que nas suspensões de eritrócitos pré-incubadas 

com quercetina 100 JÍM, não houve redução da formação de metahemoglobina, em 

comparação com as amostras incubadas apenas com TBH 2 mM. O mesmo pode ser 

observado na Figura 25, para amostras pré-incubadas com mesilato de deferoxamina 

4 mM, rutina 100 ^M, associações entre rutina 50 jiM e quercetina 50 nM, rutina 

100 |jM e mesilato de deferoxamina 4 mM, e incubadas com terobutilhidroperóxido 
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2, 3, 4 e 5 mM. Nas amostras pré-incubadas com a associação entre quercetina 100 pM 

e mesilato de deferoxamina 4mM, ocorreu uma diminuição da formação de 

metahemoglobina, em relação às amostras incubadas apenas com TBH 5mM. Este 

achado poderia ser explicado por uma possível ação sinérgica entre estes compostos, 

visto que, quando usados de forma isolada, não provocaram efeito inibidor da 

oxidação por TBH. O mesilato de deferoxamina exerce efeito quelante sobre o ferro, o 

que poderia impedir a formação de radicais livres pela reação de Fenton. RICE-

EVANS et al (1989) demonstraram que o mesilato de deferoxamina diminui a 

formação de espécies de ferrilmioglobina devido à sua capacidade de doar elétrons e, 

assim, neutralizar radicais peroxil. 

FERNANDES et al (2000), demonstraram que, em suspensões de eritrócitos 

humanos pré-incubadas com mesilato de deferoxamina 4 mM, houve a pontecialização 

da citotoxicidade provocada por dicromato de sódio 4 mM, demonstrando um efeito 

pró-oxidante. Estes autores consideraram que os mecanismos estimulantes ou 

protetores exercidos pelo mesilato de deferoxamina ainda não estão bem elucidados. 

HALLIWELL (1985) demonstrou que o mesilato de deferoxamina pode interagir com 

radicais superóxido, resultando em um aumento da formação de metahemoglobina. 

Não foram encontrados resultados concordantes com tais autores, neste trabalho, para 

a concentração de 4 mM de mesilato de deferoxamina, com a qual não se conseguiu 

sugerir nem efeito pró-oxidante e nem antioxidante. 

Observa-se, na Figura 15, a ação de TBH 1 a 5 mM sobre a formação de corpos 

de Heinz em suspensões de eritrócitos humanos, com um aumento da formação de 

corpos de Heinz, proporcional à concentração de TBH, com valores médios de 2 a 

17 %. Os corpos de Heinz formados apareceram corados em azul violeta, numerosos, 

possivelmente ligados à membrana do eritrócito, alguns despigmentados e, em sua 

maioria, pequenos em tamanho. Esta descrição é concordante com a de JANDL (1996) 

que afirma que, quando a atividade redutora da célula é diminuída, como em 

deficiência de G6-PD, se a concentração da droga oxidante for excessiva, os corpos de 

Heinz aparecerão em número elevado e pequenos e o eritrócito, às vezes, 

despigmentado. 
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Um grande número de produtos químicos e drogas pode causar precipitação 

intracelular de produtos da oxidação da hemoglobina na forma de corpos de Heinz, 

entre elas o CF (FERRALI et al, 1992; CLARO, 2002). Como o TBH é um forte 

agente oxidante, sugere-se que sua ação sobre a formação de corpos de Heinz ocorra 

da mesma forma que a de outras drogas oxidantes citadas na literatura. O tamanho e o 

número de corpos de Heinz formados dependem das reações cíclicas do O2 e da droga 

catalítica empregada, bem como da concentração de intermediários redutores na célula 

e da capacidade do eritrócito em regenerar o NADPH (CLARO, 2002). 

A quercetina, nas concentrações de 2 a 20 jiM, promoveu redução parcial, 

porém significativa da porcentagem de formação de corpos de Heinz promovida por 

fôrc-butilhidroperóxido 3 mM (Figura 18). A porcentagem de formação de corpos de 

Heinz diminuiu de 8,7 ± 0,1 % para o controle com /erc-butilhidroperóxido, para 

7,5 ± 0,2, 7,6 ± 0,2, 6,3 ± 0,1 e 6,7 ± 0,2 % nas amostras pré-incubadas com quercetina 

2, 10, 15 e 20 (iM, respectivamente. Este fato poderia ser explicado pela capacidade da 

quercetina de interagir com a bicamada lipídica da membrana eritrocitária 

(MOVILEANU et ai, 2000) e, assim, promover proteção contra a agregação de corpos 

de Heinz junto à mesma, além de exercer outros mecanismos de ação, que serão ainda 

discutidos, contra a sobrecarga oxidativa promovida por drogas oxidantes. Não se 

pode deixar de comentar que a formação de corpos de Heinz com terc-

butilhidroperóxido foi de baixa porcentagem, e que o efeito da quercetina não foi tão 

eficiente na inibição da formação dos mesmos. Talvez se devesse ainda, testar 

concentrações maiores de quercetina. CLARO (2002) observou que, eritrócitos 

humanos incubados com CF 0,3 a 5 mM, apresentaram um aumento relevante na 

formação de corpos de Heinz, proporcional à concentração do oxidante, chegando a 

quase 100 %. Quando tais amostras foram tratadas com vitamina C 10 a 90 mM, 

previamente à oxidação por CF 1 mM, houve redução na formação de corpos de 

Heinz, de cerca de 21,6 % para 8,4 %. Ainda no mesmo trabalho, observou-se que, nas 

mesmas condições citadas anteriormente, a vitamina E fez com que diminuísse a 

formação de corpos de Heinz de cerca de 21,6 % para cerca de 7,5 %. As 

concentrações de vitamina C e E empregadas foram da ordem de 2 a 20 milimoles/1, 
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enquanto que neste trabalho, tanto a quercetina como rutina, empregadas, utilizaram 

concentrações da ordem de 100 pmoles/1, sugerindo, desta forma, uma explicação para 

a menor ação antioxidante destes compostos. 

Observa-se, na Figura 21, que em suspensões de eritrócitos pré-incubadas com 

rutina 40 a 140 |±M, ocorreu inibição parcial da formação de corpos de Heinz por TBH 

3 mM. A porcentagem de formação de corpos de Heinz foi de 7,6 ± 0,3, 7,0 ± 0,3 e 

5,7 ± 0,2% para rutina 40, 60 e 80 jiM e a partir de 100 pM de rutina, estabilizou-se 

em valores médios de aproximadamente 5 %, cerca de 45 % mais baixos que os 

obtidos com fórc-butilhidroperóxido 3 mM, de 9,1 ± 0,4 %. A ação da rutina poderia 

ser explicada da mesma forma que a da quercetina. No entanto, parece que a rutina 

necessita de concentrações maiores para exercer o mesmo efeito que a quercetina, 

possivelmente devido a rutina não penetrar nos eritrócitos tão eficientemente quanto 

sua aglicona, não interagindo assim, da mesma forma, com os lipídeos de membrana 

(FERRALI et al, 1997). A concentração mínima de rutina empregada, não mostrada 

na Figura 21, foi de 20 jxM, e não inibiu a formação de corpos de Heinz ao passo que a 

mesma concentração de quercetina fez com que a formação dos mesmos diminuísse 

em cerca de 23 % em relação a TBH 3 mM, sugerindo maior eficiência da quercetina 

em relação à rutina, em inibir a formação de corpos de Heinz. 

Os experimentos de FERRALI et al. (1997) demonstraram que a quercetina 

100 (J.M em 1 ml de suspensão de eritrócitos foi capaz de penetrar nos eritrócitos quase 

totalmente, fato comprovado através de medição de espectro de absorbância (375-

380 nm) do sobrenadante da suspensão de eritrócitos, no momento da adição de 

quercetina e após 1 hora de incubação. Por outro lado, a rutina não foi capaz de 

penetrar nos eritrócitos da mesma forma que a quercetina, visto que, em experimentos 

semelhantes ao anterior, a absorbância inicial se manteve após o período de incubação. 

Isto poderia ser explicado, possivelmente, pela maior hidrofilia da molécula de rutina 

em relação à de quercetina, por ter um resíduo do açúcar rutinose ligado ao grupo 

hidroxil em C3 (AFANAS'EV et al, 1989; FIORANI et al, 2002). 

Observa-se na Figura 24 que, em suspensões de eritrócitos pré-incubados com 

mesilato de deferoxamina 1 a 5 mM, ocorreu diminuição parcial da formação de 
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corpos de Heinz por TBH 3 mM, acrescentando-se que a mesma foi proporcional à 

concentração de mesilato de deferoxamina. A redução da formação de corpos de 

Heinz, em relação ao controle com TBH, foi de cerca de 14, 39 e 61 % para mesilato 

de deferoxamina 1, 2 e 3 mM, respectivamente, estabilizando-se em cerca de 72 e 

71 % para mesilato de deferoxamina 4 e 5 mM, respectivamente. RICE-EVANS et 

al (1989) demonstraram que mesilato de deferoxamina possui a habilidade de penetrar 

nos eritrócitos e exercer quelação do ferro e, assim, diminuir a oxidação da 

hemoglobina em sistemas experimentais com sobrecarga oxidativa induzida pelo ferro. 

Acrescenta-se que as concentrações de mesilato de deferoxamina empregadas e 

necessárias para que ocorresse a diminuição da formação de corpos de Heinz, foram da 

ordem de milimoles/1, enquanto que, comparativamente, às de quercetina e rutina, de 

micromoles/1, sugerindo-se assim, que as mesmas venham a ter maior efeito para 

prevenir a formação de corpos de Heinz induzida por TBH 3 mM. 

Observa-se na Figura 22 que, em suspensões de eritrócitos pré-incubados com 

extrato de Vitis vinifera, ocorreu recuperação dos níveis de GSH, depletados por TBH 

3 mM. Nas amostras incubadas com 0,1 mg/ml do extrato, observou-se recuperação 

parcial de GSH, que ficou em torno de 50 % em relação ao controle, enquanto que em 

concentrações a partir de 0,5 mg/ml do extrato, a recuperação dos níveis de GSH foi 

total. Demonstrou-se que o extrato de Vitis vinifera utilizado neste trabalho 

apresentava em sua composição, flavonóides, taninos e antocianidinas, fato este 

também comprovado por SILVA et al (1991); SOUQUET et al (1996); SARNI-

MANCHADO et al (1999); BALTENWECK-GUYOT et al (2000); SOUQUET et 

al (2000); TORRES e BOBET (2001), dentre outros. 

Os polifenóis presentes no extrato de Vitis vinifera podem ser responsáveis 

pelos efeitos observados na Figura 22, em virtude de possuírem atividade antioxidante, 

tanto pela quelação do íon férrico quanto pelo compartilhamento de elétrons, das 

hidroxilas presentes em suas estruturas, com espécies reativas de oxigênio. 

Acrescenta-se que as antocianidinas não possuem grupos hidroxil nas posições 3 e 5 

nos anéis A e C e insaturação entre C2 e C3, próximos ao grupo 4-oxo. Assim, por este 
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critério, poderiam ser menos efetivas em sua atividade antioxidante que quercetina, a 

qual possui estas características estruturais em sua molécula (BORS et al, 1990). 

KONDO et al (1999), demonstraram que o efeito de catequinas, com estruturas 

relacionadas com flavonóides, contra radicais peroxil foram semelhantes aos de 

quercetina, em lipossomos. HALDER e BHADURI, (1998) demonstraram que extrato 

de chá preto, rico em polifenóis, mostrou uma eficiente ação contra várias espécies 

reativas de O2, protegendo completamente, eritrócitos humanos, contra o dano 

oxidativo devido à peroxidação lipídica, degradação de proteínas do citoesqueleto e 

desorganização da estrutura da membrana eritrocitária. 

O vinho tinto, também rico em polifenóis, mostra grande efeito protetor contra 

o dano oxidativo (GfflSELLI et al, 1998; ROIG et al, 1999; BURNS et al, 2000; 

CHOPRA et al, 2000; TEDESCO et al, 2000; 2001). 

Estudos posteriores devem ser realizados para determinar se seus componentes 

agem se ligando diretamente a radicais livres, fazendo quelação do ferro ou se eles 

podem induzir enzimas antioxidantes via receptor fenólico específico ou ainda por 

outros mecanismos. 

A Figura 23 mostra a ação de extrato de Vitis vinifera sobre a formação de 

corpos de Heinz em eritrócitos expostos a TBH 3 mM. Percebe-se uma diminuição 

significativa da formação dos corpos de Heinz a partir de 1 mg/ml de extrato, 

proporcional à concentração do mesmo, mas que se estabiliza a partir de 4 mg/ml, 

sugerindo o efeito antioxidante do extrato de Vitis vinifera, como descrito para outros 

extratos com compostos polifenólicos. 

TAKASU et al (2002) demonstraram que a formação de corpos de Heinz, em 

indivíduos portadores de anemia falciforme, diminuiu de 58,9±20,0 % para 

29,8±15,3 %, após a ingestão de 5 ml/dia de extrato de alho envelhecido, ao longo de 4 

semanas. Os extratos empregados continham 305 g/l de sólidos extraídos, dentre eles, 

vários polifenóis. 

Realizou-se experimentos também, com um outro agente oxidante, o cloridrato 

de fenilhidrazina. Os derivados de hidrazina são usados principalmente em indústrias 

como combustíveis, pesticidas e explosivos. Estes derivados já foram usados no 
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tratamento de tuberculose e de hipertensão, porém seu uso foi abandonado por se ter 

constatado que induz hemólise, entre outros efeitos (VALENZUELA et al, 1985). 

Estes compostos podem causar dano oxidativo devido à formação de radicais reativos 

como O2" e H2O2, que podem reagir com a molécula de hemoglobina, contribuindo 

para a formação de metahemoglobina, corpos de Heinz e hemólise (FERRALI et ai, 

1992). 

Na Figura 19 observa-se que, os valores médios de formação de 

metahemoglobina, quando se utilizou amostras incubadas com quercetina nas 

concentrações de 20 a 120 jaM, apresentaram decréscimo em relação ao controle, 

tratado somente com cloridrato de fenilhidrazina 0,5 mM. Este decréscimo foi de 

aproximadamente 30 % nas amostras incubadas com quercetina 10 e 20 JÍM, e de 

35 % nas amostras com quercetina 40 JÍM ou mais. A estabilização da formação de 

metahemoglobina para concentrações de quercetina a partir de 40 jiM, poderia ser 

explicada pelos experimentos de FERRALI et al (1997). Estes autores demonstraram 

que a proteção conferida pela quercetina à sobrecarga oxidativa por fenilhidrazina 

1 mM, em eritrócitos de rato, pré-incubados com dietilmaleato, um depletor de 

glutationa reduzida, pode ser devido à quelação do íon ferro, obedecendo uma relação 

semi-estequiométrica, a qual impediria a propagação da reação de Fenton. 

Para testar a capacidade da quercetina de quelar o ferro, FERRALI et al (1997) 

adicionaram FeS04 5, 10, 25 e 50 |iM a quercetina 50 pM em tampão fosfato pH 7,4, 

obtendo uma progressiva mudança do pico de absorção máxima de 377 para 420-

425 nm, de acordo com o aumento da concentração FeSC>4 até 25 joM, sugerindo que 

se forma um complexo, com proporção molar quercetina:ferro de 2:1. A mesma 

relação molar foi obtida para o complexo rutina.ferro, em tampão fosfato pH 7,4 

(AFANAS'EV et al, 1989). 

Nos experimentos de FERRALI et al (1997), a quantidade de ferro liberada da 

célula, por exposição ao efeito oxidante de fenilhidrazina 1 mM, foi de cerca de 

20 nmol/ml, o que sugere que, a partir de 40 jxM de quercetina, não se teria mais um 

aumento do efeito quelante de ferro e, desta forma, não se poderia reduzir mais a 

formação de metahemoglobina. Estes autores obtiveram redução da concentração de 
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metahemoglobina de cerca de 26 e 36 %, promovida por cloridrato de fenilhidrazina 

1 mM, para concentrações de quercetina de 15 e 50 |iM, respectivamente, em 

eritrócitos de ratos pré-incubados com dietilmaleato. Tais resultados não foram 

reproduzidos com eritrócitos humanos. 

Neste trabalho, com o emprego de fenilhidrazina 0,5 mM, com concentrações a 

partir de 40 j±M de quercetina, obteve-se as maiores reduções da formação de 

metahemoglobina, podendo-se levantar a hipótese de que a quantidade de ferro 

liberada das células poderia ser de cerca de 20 nmol/ml, (2:1). 

O efeito antioxidante da quercetina parece ser devido à quelação intracelular do 

ferro, com a formação de um complexo de feiro inerte e incapaz de iniciar a 

peroxidação lipídica e a oxidação da hemoglobina (AFANAS"EV et ai, 1989; DAS; 

RAY, 1988; FERRAU et ai, 1997; VAN ACKER et ai, 1998 PANNALA et ai, 

2001). Esta atividade antioxidante também pode ocorrer por seqüestro de radicais 

hidroxil e peroxil via transferência de elétrons (TOREL et ai, 1986; HUSAIN et ai, 

1987; CHEN et ai, 1996; RICE-EVANS et ai, 1996; FERRALI et ai, 1997; 

HEÜNEN et ai, 2001). 

A habillidade de flavonóides, como quercetina e rutina, em compartilhar 

elétrons com espécies reativas de oxigênio, depende da posição e do grau de 

hidroxilação destes compostos, sendo que esta atividade redutora é acentuada de 

acordo com os seguintes aspectos estruturais: presença de grupos hidroxil nas posições 

3 e 5; insaturação entre C2 e C3, próximos ao grupo 4-oxo e presença de grupos 

hidroxil nos carbonos 3" e 4" do anel B (MOVILEANU et ai, 2000; FIORANI et ai, 

2002). 

Cabe salientar que a possibilidade de a quercetina promover efeito protetor 

sobre eritrócitos incubados com oxidantes, também se refere ao fato de sua ação 

antioxidante já ter sido amplamente documentada (FERRALI et ai, 1997; LIU et ai, 

1992; RICE-EVANS et ai, 1996; TERÃO et ai, 1994). 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o TBH é um agente oxidante 

que possui a capacidade de lesar os mecanismos de defesa dos eritrócitos contra a 

oxidação da molécula de hemoglobina. Também sugerem que os flavonóides 
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quercetina e rutina, assim como o extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, podem 

inibir, em parte, este processo. Acrescenta-se ainda que o CF, outro potente agente 

oxidante, teve sua ação parcialmente reduzida pela presença de quercetina. O mesilato 

de deferoxamina, usado neste trabalho, como modelo de quelante de ferro, para 

comparações com os objetos de estudo, inibiu parcialmente alguns efeitos provocados 

por TBH, no processo de oxidação da hemoglobina. 

Para fins de aprofundamento do tema abordado neste trabalho, seria interessante 

o estudo de outros parâmetros, para mensurar de forma mais ampla, o resultado da 

sobrecarga oxidativa em eritrócitos humanos. Dentre várias técnicas utilizadas para tal 

fim, cita-se a dosagem de MDA, que mede peroxidação lipídica, determinações das 

atividades de enzimas eritrocitárias responsáveis pelo metabolismo energético e 

redutor e verificação das proteínas da membrana eritrocitária através da técnica de 

SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). CLARO, 2002, demonstrou que a vitamina C e a 

vitamina E possuem relativa ação antioxidante em eritrócitos humanos submetidos à 

sobrecarga oxidativa. O emprego de compostos polifenólicos, em associações com 

vitaminas C e E, bem como com outros antioxidantes, poderiam contribuir ainda mais 

para o estudo dos processos oxidativos bem como, a prevenção desse eventos no 

eritrócito humano. 

Em relação ao extrato de Vitis vinifera estudado, cabe salientar a importância de 

se aprofundar o estudo de sua composição e de seu efeito antioxidante, tanto in natura, 

quanto de seus componentes isolados. 
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6 CONCLUSÕES 

No estudo da ação de quercetina, de rutina, e de extrato hidroalcoólico de Vitis 

vinifera, em eritrócitos humanos submetidos à sobrecarga oxidativa com terc-

butühidroperóxido ou cloridrato de fenil-hidrazina, observou-se que: 

a) A concentração de GSH diminuiu proporcionalmente ao aumento da concentração 

de TBH entre 0,5 e 1,0 mM, com valores médios de 4 a 0,1 pmoles/ g Hb, 

mantendo-se totalmente depletada para concentrações maiores; 

b) A formação de metahemoglobina aumentou proporcionalmente ao aumento da 

concentração de TBH entre 2 e 5 mM, com valores médios de 8 a 35 %; 

c) A formação de corpos de Heinz aumentou com o aumento da concentração de TBH 

entre 1 e 5 mM, com valores médios de 2 a 16 %; 

d) A quercetina 100 pM, após 10 e 30 minutos de incubação, preveniu parcialmente, a 

depleção de GSH, por TBH 1 mM, com valores médios de 0,25 a 1,3 (imoles/ g 

Hb; 

e) A quercetina 100 pM, não preveniu a formação de metahemoglobina, promovida 

por TBH 2 mM; 

f) A quercetina 2 a 20 pM, preveniu parcialmente a formação de corpos de Heinz, 

promovida por TBH 3 mM, com valores médios de 7,5 a 6,7 %; 

g) A quercetina 10 a 120 pM, preveniu parcialmente a formação de metahemoglobina, 

promovida por CF 0,5 mM, com valores médios de 4 a 3,6 %; 

h) A rutina 100 pM, preveniu parcialmente a depleção de GSH, promovida por TBH 

2 mM, com o valor médio de 0,4 pmoles/ g Hb em relação a zero, quando se 

empregou apenas o oxidante; 

i) A rutina 40 a 140 pM, preveniu parcialmente a formação de corpos de Heinz, 

promovida por TBH 3 mM, com valores médios de 7,6 a 4,9 %; 

j) O extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, na concentração de 0,1 mg/ml, preveniu 

parcialmente, a depleção de GSH, por TBH 0,5 mM, obtendo-se valores médios de 

4,4 ±0,1 pmoles/ g Hb. Quando em concentrações de 0,5 e 1,0 mg/ml, preveniu 
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totalmente a depleção de GSH pelo mesmo oxidante, com valores médios de 

7,4 ± 0,4 e 7,3 ±0,1 pmoles/ g Hb, respectivamente; 

k) O extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, nas concentrações entre 1 e 5,0 mg/ml, 

preveniu parcialmente a formação de corpos de Heinz, promovida por TBH 3 mM, 

com valores médios de 6,4 a 4,0 %, respectivamente; 

1) A associação entre quercetina 100 (iM e mesilato de deferoxamina 4 mM, inibiu 

parcialmente a formação de metahemoglobina, em eritrócitos incubados com TBH 

5 mM, com valores médios de 30 ± 1,2 %; 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, nas concentrações testadas, a 

quercetina é parcialmente eficaz contra a sobrecarga oxidativa promovida por 

cloridrato de fenilhidrazina. Igualmente sugerem que a sobrecarga oxidativa 

promovida pelo TBH é parcialmente prevenida por quercetina e rutina. Foi relevante 

ainda, a capacidade observada para o extrato hidroalcoólico de Vitis vinifera, de 

prevenir quase que totalmente a depleção de GSH em eritrócitos incubados com TBH. 
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J l i HOSPITAL DE CLÍNICAS 
l i " UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

Curitiba, 09 de abril de 2.001. 

limo (a) (s) Sr. (a)( s) 
Dr. Samuel Ricardo Comar 

Nesta 

Prezado(a) Senhor(a): 

Comunicamos que o Projeto de " ESTUDO DA AÇÃO DO 
FLAVONÓIDE QUERCETINA SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM 
ERITRÓCITOS HUMANOS", está de acordo com as normas éticas estabelecidas 
pela Resolução n° 196/96 do Ministério da Saúde. 
Protocolo CEP-HC n° 023.EXT.005/2001-03 

O referido projeto foi apresentado ao Comitê de Ética em Pesquisa 
em Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, 
em reunião realizada no dia 27 de março de 2.001. 

Senclo o que se apresenta para o momento, subscrevo-me, 

Atenciosamente 

Prof. Dr. Renato Tambara Filho 
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clinicas - UFPR 



ANEXO II 



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

a) O objetivo desta pesquisa é: 
Estudar a ação de quercetina, rutina e extrato hidroalcoólico de V/tis vinifera, em eritrócitos 
humanos submetidos a sobrecarga oxidativa, in vitro. 

b) Caso você participe da pesquisa, será necessário fazer exames, onde serão coletadas amostras 
de sangue para realizar os objetivos citados acima. 

c) Como em qualquer diagnóstico clínico-laboratoríal você poderá experimentar alguns 
desconfortos, principalmente relacionados a coleta de sangue, por punção venosa. 

d) Contudo os benefícios esperados são: melhor compreensão dos mecanismos de hemóiise e 
estresse oxidativo que levam a doenças hemolíticas e ação controladora do processo oxidativo por 
parte dos antioxidantes a serem empregados. 

e) Estão garantidas todas as informações que você queira, antes durante e depois do estudo. 

1) A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de recusar participar do 
estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. 

g) As informações relacionadas ao estudo poderão ser inspecionadas pelos profissionais que 
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informação for divulgada 
em relatório ou publicação, isto será feito sob forma codificada, para que seja mantido o caráter 
confidencial. 

h) Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames, etc) não são da 
responsabilidade do paciente. 

i) Pela sua participação no estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro. 

j) Quando os resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código. 

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo 
do qual fui convidado a participar. A explicação que recebi menciona os riscos e benefícios do 
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participação no estudo a qualquer 
momento sem justificar minha decisão. 
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo. 

Assinatura do paciente 
Data 
/ / Nome do pesquisador 

Data 
/ / 


