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RESUMO

O eritrécito humano maduro, quando submetido & sobrecarga oxidativa por condigées
patologicas do ertrécito ou por agentes oxidantes pode apresentar: deplecdo de
glutationa reduzida (GSH), um dos responsaveis pelo sistema de defesa antioxidante
do eritrocito; oxidagdo da molécula de hemoglobina; e agregacio de complexos de
ferro junto & membrana. Tais conseqii€ncias podem ocasionar anormalidades na
membrana eritrocitaria ¢ hemoélise. Este trabatho tem por objetivo, estudar a agdo
antioxidante dos flavonéides quercetina e rutina, e de extrato hidroalcodlico de Vitis
vinifera (EHV), em eritrocitos humanos normais, submetidos & sobrecarga oxidativa,
in vitro, induzida por agentes oxidantes como terc-butilhidroperoxido (TBH) ou
cloridrato de feml-hidrazina (CF). Coletou-se sangue venoso de 12 individuos com
idades entre 18 e¢ 40 anos e considerados saudaveis, em EDTAK;. Lavou-se os
eritrocitos em tampdo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 74 trés vezes por
centrifugacdo a 1220 x g, ressuspendendo-os até volume globular de cerca de 40 %.
Submeteu-se os eritrocitos, pré mmcubados ou ndo com quercetina 100 pM, a agfo
oxidante de CF 0,5 mM durante 15 minutos e; pré-incubados ou ndo com quercetina,
rutina ou extrato hdroalcodlico de Vitis vinifera, a agdo oxidante de TBH (0,5 -
5 mM), durante 0 a 30 minutos. Realizou-se a determinagdo da concentragdo de GSH
[BEUTLER, Red cell metabolism, 1984], da formacio de metahemoglobina (MetHb)
[EVELYN; MALLOY, J.Biol.Chem., 126: 655, 1938], modificado por BEUTLER
(1995) e realizou-se a contagem de corpos de Heinz (CH) segundo técnica preconizada
por BEUTLER et al. [J.Lab.&Clin.Méd., 45: 40, 1955], modificado por CLARO
(2002). Observou-se uma diminui¢io da concentragdo de GSH (4,0-0,1 pmoles/ g Hb)
proporcional ao aumento da concentragdo de TBH (0,5 - 1,0 mM). A formagdo de
MetHb aumentou (8 - 35%) assim como a de CH (2 -16 %), em funcio da
concentragio de TBH (0,5 - 5mM). A incubagdo com quercetina 100 pM (10 -
30 minutos) preveniu parcialmente a formacgio de GSH (0,25 -1,3 pmoles/g Hb)
induzida por TBH 1 mM. Quercetina (2 - 20 uM) preveniu parcialmente a formagio de
CH (7,5 - 6,7 %) induzida por TBH 3 mM. Em amostras oxidadas por CF 0,5 mM, a
quercetina 10 - 120 uM preveniu parcialmente a formagdo de MetHb (4 - 3,6 %). A
rutina 100 uM preveniu parcialmente a deplegdo de GSH (0,4 pmoles/g Hb) por TBH
(0 umoles/g Hb). A rutina (40 - 140 uM) preveniu parcialmente a formagado de CH (7,6
- 4,9 %) induzida por TBH 3 mM (9,0 %). O EHV (0,1 mg/ml) preveniu parcialmente
a deple¢io de GSH (4,4 £ 0,1 pmoles/g Hb) induzida por TBH 0,5 mM enquanto que
EHV (0,5 - 1,0 mg/ml) preveniu quase que na totalidade a deple¢do de GSH (7,4 + 0,4
e 7,3 £ 0,1 pmoles/ g Hb, respectivamente) induzida por TBH 0,5 mM. O EHV (1,0 -
5,0 mg/ml) preventu parcialmente a formagio de CH (6,4 - 4,0 %) induzzda por TBH
3 mM. A associagdo entre quercetina 100 pM e mesilato de desfernoxamina 4 mM,
inibru parcialmente a formacio de MetHb (30 + 1,2 %) induzida por TBH 5 mM. Os
resultados sugerem que, nas concentragdes testadas, a quercetina ¢ parcialmente eficaz
contra a sobrecarga oxidativa promovida por CF. O estresse oxidativo promovido por
TBH fo1 parcialmente prevenido na presenca de quercetina, rutina ou EHV.



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 EDTAK;
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 uM 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.Biol.Chem., 126: 655, 1938}, modified by BEUTLER ef al. (1995) and
the Heinz bodies (HB) was evaluated acording to BEUTLER et al
[J.Lab.&Clin.Méd., 45: 40, 1955], modified by CLARO (2002). A concentration
decrease of GSH was observed (4.0 - 0.1 pmoles /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 pyM quercetin (10 — 30 min) partially prevented the GSH
formation (025 - 1.3 umoles/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 uM quercetin had the
formation of MetHb (4 - 3.6 %) partially prevented. The 100 M rutin partially
prevented the depletion of GSH (0.4 umoles/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 umoles/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 umoles/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 uM
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 INTRODUCAO
1.1 O ERITROCITO HUMANO

O entricito humano, antes de tornar-se uma célula madura, passa por varios
estagios de desenvolvimento. A medida em que vai ocorrendo tal maturagio, antes
de sua liberagdo da medula Ossea para o sangue circulante, o eritrocito passa por
alguns eventos, como a perda do micleo e de organelas ¢ a dimimuicio de sen
tamanho em relagio a seus precurssores mais jovens. Todos estes acontecimentos
fistologicos se realizam a fim de tornar esta célula cada vez mais habil para exercer
sua principal fungdo no organismo, o transporte de gases (LEE et al, 1999). Os

eritrécitos realizam de forma brilhante esta fungio na circulagfo, por cerca de 120
dias (DACIE; LEWIS, 1995).

O papel fisiologico que o eritrocito apresenta no organismo depende de suas
caracteristicas morfologicas, reoldgicas ¢ de uma relagdo perfeita entre superficie e
volume, que o tornam ideal para manter a vida através do transporte de oxigénio
(Oy) aos tecidos (HANDIN et al., 1995). Esta importincia, juntamente com o estudo
da patologia eritrocitaria, da preservagdo de emntrocitos in vitro e a facilidade de
obtengdo dos mesmos, estimula a sua utilizagdo como modelo experimental para
varios estudos, ¢ tem despertado o interesse de um grande namero de pesquisadores
(SILVEIRA, 1992; LEONART, 1994; FERRALI et al., 1997, CICCOLI et al,,
1999).

A morfologia, fisiologia e metabolismo eritrocitarios t€m sido estudados por
diversas areas do conhecimento, com varios fins, em campos como a hemoterapia, o
controle de qualidade em hematologia, a farmacologia, a bioquimica, a imunologia
e a patologia clinica (BEUTLER, 1984; OLIVIERI ef al., 1990; KNIGHT ef al.,
1992; LIU et al., 1992; SIGNORINI et al., 1995; SILVA et al., 2000).

A compreensio dos mecanismos que levam ao estresse oiidativo, bem como
de suas possiveis conseqiiéncias para o organismo, t€ém esclarecido muitos dos

processos que levam a lesdo e morte celular (GRIMES, 1980), o que justifica os
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investimentos feitos nesta 4rea no intuito de esclarecer os mecanismos responsaveis
por doengas genéticas eritrocitarias, como as hemoglobinopatias e as
eritroenzimopatias (JANDL, 1996; NAOUM, 1997; LEE et al., 1999).

1.1.1 Membrana Eritrocitaria

A membrana eritrocitaria é constituida por uma bicamada lipidica, na qual
estdo imersas proteinas chamadas de integrais, de diferentes tamanhos, formas e
propriedades funcionais. Subjacentes d superficie interna da bicamada lipidica e
ligadas 3 mesma, enconfram-se as proteinas ditas periféricas, que formam o
citoesqueleto do eritrécito, fundamental para manutencdo da estabilidade da
membrana ¢ da forma do eritrécito (SINGER; NICOLSON, 1972; BENNETT;
STENBUCK, 1980).

Na estrutura da membrana eritrocitaria encontra-se uma bicamada de
fosfolipideos, que apresenta cerca de 40 % de lipideos, entre fosfolipideos e
colesterol; 52 % de proteinas; e 8 % de carbohidratos (DODGE et al., 1963), sendo
que sua por¢io externa é composta, principalmente, por fosfatidilcolina e
esfingomielina, ¢ a interna, por fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina. As
moléculas lipidicas na bicamada s3o orientadas de forma que os grupos apolares
ficam voltados para o interior da bicamada, enquanto os polares ficam voitados para
0 exterior da mesma, interagindo assim com o meio aquoso, tanto intra como
extracehular (HARRIS, 1991).

As ligagdes hidrofobicas fracas, que se estabelecem pela proximidade entre
cadeias de acidos graxos, permitem mator fluidez na regido, com uma maior
mobilidade lateral entre as duas camadas. Pode haver troca expontinea de posigio
entre fosfolipideos internos e externos da bicamada, processo chamado de flip-flop.
A mobilidade lateral da bicamada lipidica ¢ limitada pela interposi¢do de moléculas
de colesterol entre as ligagdes apolares, que restringe 3 mobilidade dos fosfolipideos
(CATANIA; CAIMI, 1992).
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As proteinas da membrana eritrocitiria podem ser identificadas por niimeros,
em ordem crescente, de acordo com a sua mobilidade em eletroforese em gel de
poliacrilamida com sulfato de duodecil sodico (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970;
HARRIS, 1991). As proteinas periféricas formam uma rede de estruturas
filamentosas e globosas, subjacentes & superficie interna da bicamada lipidica,
sendo classificadas em a-espectrina (banda 1), B-espectrina (banda 2), anquirina
(banda 2.1), banda 4.1, banda 4.9, actina (banda 5), gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (banda 6) e banda 7 (LAEMMLI, 1970). Essas proteinas, juntamente
com a bicamada lipidica e com as proteinas integrais, s3o fundamentais na
deformabilidade da célula (MOHANDAS er al, 1983, VIVES CORRONS;
BESSON, 2001). |

As proteinas integrais sdo representadas pela proteina banda 3, glicoforinas
A, B, C e D e proteina 4.5, as quais sdo blocos protéicos imersos na bicamada
lipidica. Estas proteinas promovem intera¢des entre a bicamada lipidica € o
citoesqueleto (LAEMMLI, 1970). A proteina banda 3 é a proteina integral
majoritaria, também denominada canal aninico, por regular as trocas de ions e de
agua entre o exterior e o interior da célula, promovendo a troca rapida de anions
inorganicos, principalmente CI' e HCO; (ROTHSTEIN er al, 1976). O seu
segmento citoplasmatico é importante como sitio de ligacdo com enzimas
glicoliticas, a catalase e a aldolase, bem como com a hemoglobina ¢ com os
hemicromos (KLIMAN; STECK, 1980; TSAI et al., 1982; HANDIN et al., 1995;
LEE et al., 1999).

1.1.2 A Molécula de Hemoglobina

A hemoglobina, proteina transportadora de O,, ions hidrogénio (H") € outros
gases, como didxido de carbomo (CO,), comstitui cerca de 95% das proteinas
presentes no citoplasma do eritrécito. As outras proteinas sdo enzimas requeridas
para a producio de energia e para a manuten¢io 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 polipeptidicas,
chamadas de globinas, que se arranjam na forma de tetrdmeros. A hemoglobina A,
presente em maior quantidade no adulto, é constituida por cadeias do tipo & e B.
Cada uma dessas quatro cadeias contém um grupo prostético, o heme, que esta
localizado em fendas apolares proximas da face externa da molécula, uma em cada
subunidade. O grupamento heme é constituido de um atomo de ferro (Fe) e de um
anel tetrapirr6lico, a protoporfirina. O ferro, na sua forma ferrosa (Fe™), é capaz de
ligar-se a uma molécula de O, e de libera-lo aos tecidos quando ha aumento do pH,
da temperatura e da concentragdo de 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). Este tltimo €
um fosfato organico produzido no ciclo de Luebering-Rapoport, um desvio da via
glicolitica exclusivo do eritrocito (STRYER, 1995; LEE et al., 1999).

1.1.3 Metabolismo do Entrocito

Uma vez que o eritrécito € o suporte fisico que envolve as moléculas de
hemoglobina, através de sua membrana lipidica, 0 mesmo tem papel vital para que
ocorra o metabolismo aerdbico nos outros tecidos. Sendo o transportador da
hemoglobina, deve propiciar as methores condigdes para que esta proteina chegue
aos tecidos e desempenhe seu papel fisiologico, protegendo-a de agentes que
possam altera-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 eritrocitos apresentam metabolismo aerébico e
anaerébico. O eritroblasto ortocromatico, em seu processo de maturagio, expulsa o
nicleo, ainda na medula 6ssea. Além de expulsar o nucleo, ocorre também a saida
de todo o reticulo endoplasmatico, do aparelho de Golgi, dos centriolos, das
mitocondrias, e dos rnibossomos, provavelmente por uma fenda na membrana
(JANDL, 1996, LEE ef al, 1999; COLEMAN, 2000). Desta forma, quando o
eritrocito fica desprovido de suas organelas citoplasmaticas, passa a apresentar

modificagGes no seu comportamento metabdlico, pois a auséncia de determinadas
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organelas implica na inexisténcia de certas vias do metabolismo celular normal.
Assim, o eritrocito médnro ndo dispSe do ciclo de Krebs ¢ de citocromos, € nem de
energia advinda de suas atividades (LEE et al., 1999). Para sobreviver durante em
média 120 dias, o eritrocito passa a utilizar fontes de energia anaerébicas, como a
via glicolitica ou via de Embden-Meyerhof. Acrescenta-se que esta via possui um
desvio, chamado de ciclo aerdbio das pentoses fosfato ou wvia das hexose
monofosfato, no qual ocorre a geragio de coenzimas redutores, como por exemplo,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), de fundamental
importincia para a manuten¢do dos niveis de glutationa reduzida (GSH), a qual, por
sua vez, ¢ capaz de impedir a oxidacdo de lipideos € de proteinas (SHVIRO;
SHAKLAI 1987; JANDL, 1996, HARRIS, 1991). A glicdlise ou via glicolitica,
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 quimica
nas liga¢Oes de fosfato. Quando a célula necessita de energia, a molécula de ATP ¢
degradada pela acdo de ATPases, formando-se adenosina-5’-difosfato (ADP) ¢ a
adenosina-5’-monofosfato (AMP). A energia ¢ utilizada para manter o eritrocito em
sua forma biconcava, para a fosforilagdo de proteinas de membrana ¢ para o
bombeamento de ions através da mesma (STRYER, 1995; HOGSTRAND et dl.,
1999). Na Figura 1 estio representados a glicolise, a via das pentoses fosfato, o
ciclo de Luebering-Rapoport e suas inter relagdes.

No eritrocito, a via glicolitica apresenta um desvio metabolico conhecido
como ciclo de Luebering-Rapoport, uma ramificacdo na utilizagdo de 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3-BPG) por agdo da 2,3-bisfosfoglicerato mutase (2,3-BPGM),
formando-se o 2,3-BPG. O 2,3 BPG ¢ um fosfato organico aninico, presente nos
eritrécitos humanos em concentragio molar proxima & da hemoglobina. O 2,3-BPG,
em altas concentragdes no eritrdcito normal, liga-se 3 desoxi-hemoglobina e diminui

a sua afinidade pelo O,, 0 qual pode entdo ser liberado aos tecidos. A diminuigdo
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dos niveis de 2,3-BPG, ao contrario, leva a um aumento da forga de ligagdo da
molécula de oxigénio 4 hemoglobina (OSKI; PAPADOPOULOS, 1970; STRYER,
1995; FANG et al, 1999). Ainda na wvia glicolitica, ocorre a formacgdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH), o qual pode atuar na reagdo
da metemoglobina redutase (LEE et al., 1999).

A via das pentoses fosfato consome cerca de 10% da glicose eritrocitana e
promove a manutengio dos niveis normais de NADPH, através da oxidagdo da
glicose 6-fosfato a ribose S-fosfato, reacdo catalisada pelas enzimas glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6-PD) e 6-fosfogliconato desidrogenase (6-PGD), e
também os niveis adequados de GSH, o qual € um tripeptideo com uma sulfidrila
livre, que serve como um tampdo de sulfidrilas para manter os radicais de cisteina
da hemoglobina ¢ de componentes da membrana celular no estado reduzido,

protegendo-os, assim, contra a oxidagdo (TROTTA et al., 1982; STRYER, 1995).
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA GLICOLISE, DO CICLO DAS
PENTOSES E DO CICLO DE LUEBERING-RAPOPORT EM ERITROCITOS
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O coenzima redutor NADPH fornece elétrons para que se proceda a redugio
da ghitationa oxidada (GSSG) pela ago da glutationa redutase (GR). A peroxidagdo
lipidicé inicia-se pela agdo de espécies reativas de Oy, resultando na formagio de
dienos conjugados a partir de acidos graxos poliinsaturados, por rearranjos de
duplas ligagdes. Os lipideos da membrana citoplasmatica, que sofrem a ag3o destes
radicais, perdem suas insaturagdes, fazendo, desta forma, com que a mesma se torne
mais rigida devido a uma maior aproximacdo entre esses fosfolipideos, resultando
em uma perda da deformabilidade e da fluidez (GRIMES, 1980; STRYER, 1995).

A superdxido dismutase (SOD) catalisa a reagdo de dismutagdo do radical
superdxido, formando peréxido de hidrogénio (H,0,). O &nion superdxido (O;"),
assim como o H,O,, o ion hidroxila (OH) e radical hidroxil (OH’), oxidam grupos
sulfidrila de enzimas e de proteinas da membrana ¢ peroxidam acidos graxos
insaturados (GRIMES, 1980).

1.1.4 Envelhecimento do Eritrocito

A medida em que o eritrécito envelhece, ocorre uma diminuigio de sua
funcionabilidade, devido & perda de fungdes criticas do metabolismo, como por
exemplo a diminuigdo da metabolizagio da glicose pela via glicolitica, que tem
como conseqiiéncia a diminuicdo de intermedidrios de alta energia e atividades
enzimaticas (SEAMAN, 1980).

A queda da formacio de energia na forma de ATP faz com que ocorra um
aumento da permeabilidade ao fon K™ assim como da peroxidagdo lipidica, que
provoca desnaturacdo das proteinas da membrana eritrocitaria. Também ocorrem
interacdes entre estas proteinas, as quais ddo origem a oligbmeros de alto peso
molecular, que resultam em uma reducdo da fluidez da membrana (JAIN;
HOCHSTEIN, 1980; BEPPU et al., 1990). )

Ainda durante o processo de senescéncia dos eritrocitos, observa-se uma
diminuigdo na concentragdo de colesterol e de fosfolipideos de cerca de 25 a 30%,

fato que pode ter algum efeito sobre a deformabilidade da membrana, provocando
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aumento da rigidez e diminuigdo da filtrabilidade, podendo levar o eritrécito a ser
destruido no bago, o que enfatiza o papel da deformabilidade na sobrevivéncia da
célula (WESTERMAN, 1963; CHAPMAN; SCHAUMBURG, 1967, SEAMAN et
al., 1980).

1.2 RADICAIS LIVRES E SOBRECARGA OXIDATIVA EM ERITROCITOS
HUMANOS

Denomina-se radical livre qualquer espécie quimica capaz de existéncia
independente que contenha um ou mais elétrons desemparethados em seu orbital
externo. A estrutura do atomo se caracteriza por um nucleo formado por igual
nmiamero de protons e né€utrons, de massas semelthantes, circundados por elétrons que
se agrupam aos pares, em Orbitas 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 equilibrio tomando elétrons de
agentes quimicos estabilizados ¢ ao se estabilizarem eletricamente, formam outros
radicais livres, dando imicio a reagdes em cadeia (DAS; ESSMAN, 1990;
CHEESEMAN; SLATER, 1996, PUNCHARD; KELLY, 1996).

As espécies reativas de O, podem ser produzidas em seres vivos pela redugdo
parcial do O, molecular, tanto em condigdes patolégicas como fisiologicas, sendo
que estas espécies formadas podem reagir com um grande numero de moléculas,
tais como lipideos, proteinas, acidos nucléicos, dentre outros (CHEN et al., 2000).

As espécies reativas de O, formadas em maiores quantidades no organismo
sdo O,", OH, H,0,, peréxidos lipidicos e espécies relacionadas. Estes compostos
tém uma meia vida muito curta mas, mesmo assim, podem causar graus variados de
toxicidade nas células, levando a lesGes transitorias ou permanentes (SALTMAN,
1989).

Os radicais livres podem ser produzidos pelo proprio metabolismo celular,
sendo que € observada a sua produgio nas membranas mitocondriais, no reticulo

endoplasmatico e pelas enzimas citoplasmaticas, xantina oxidase e aldeido oxidase.
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Por outro lado, a agressdo toxica externa, proveniente de agentes oxidantes, também
¢ fonte abrangente de agressdo celular devido a promogdo de um desequilibrio
bioquimico com producio de radicais livies NAOUM, 1996).

Um conjunto crescente de evidéncias indica que metais de transigdo também
atusm como catalisadores na deterioragdo oxidativa de macromoléculas biologicas
¢, portanto, a toxicidade associada com estes metais pode ser devida, em parte, ao
dano oxidativo tissular (STOHS; BAGCHI, 1995, BARBOUTI ef al, 2001).
Estudos recentes tém mostrado que metais como ferro, cobre, cadmio, cromo,
chumbo, mercurio, niquel e vanadio exibem habilidade para produzir espécies
reativas de O,, resultando em peroxidagio lipidica, danos ao acido
desoxirribonucléico (DNA), deplecdo de grupos sulfidril e alteragbes no transporte
de célcio (STOHS; BAGCHI, 1995).

Evidéncias indicam que o jon férrico (Fe™) atua como catalisador para a
reagdo de Fenton, facilitando a conversdo do anion O, e de H,O, a espécies
freqiientemente envolvidas nas reagdes que iniciam a peroxidagdo lipidica IMLAY
et al., 1988; STOHS; BAGCHI, 1995). De acordo com a reagdo de Fenton, observa-

se a formag#o de espécies reativas de O, como ilustrado abaixo:

FC+3 +0 ——— Fe' + O,

Fe?+H,0,”  » Fe+OH +OH

Muitos autores t€m proposto o envolvimento de radicais livres no processo
de lesdo a componentes celulares (COMBS et al., 1975, DEUTICKE et al., 1986;
1987, FERRALI et al., 1992). Os radicais livies podem ser téxicos para varios
componentes celulares, incluindo o material genético (FUCHS, 1997).

Dentre as classes de moléculas que podem ser lesadas pelas espécies reativas
de O,, os lipidios estdo entre as mais susceptiveis a oxidagdo. A peroxidagdo
lipidica, que ¢ a destruigdo oxidativa dos acidos graxos poliinsaturados, pela
inser¢do de O, nas moléculas dos dienos, subprodutos da oxidagio dos lipideos da

membrana, resulta em uma quebra que leva 4 formagdo de 'Iipoperéxidos,
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malonildialdeido (MDA) e outros aldeidos como produtos finais (SCOTT et al.,
1991). A peroxidagio lipidica, por ser uma reacdo em cadeia, pode progredir,
lesionar canais i0nicos e inativar enzimas e proteinas de transporte (LII; HUNG,
1997).

O MDA tem tendéncia a se envolver em processos de polimerizagdo das
protefnas da membrana, com conseqii€ncias deletérias s propriedades mecénicas da
célula, além de torna-la rigida (SCOTT et al., 1991; LII; HUNG, 1997).

Os ertrocitos humanos normais apresentam cerca de 1% de
metahemoglobina, que é a hemoglobina em sua forma oxidada, onde o ion Fe* do
grupamento heme passou para o Fe. A metahemoglobina ¢ reduzida
constantemente por acio das metahemoglobina-redutases dependentes de NADH e
de NADPH, icido ascorbico ¢ GSH (COLEMAN, 2000; FERNANDES et al,
2000).

Quando o erifrocito é submetido a estresse oxidativo, pode ocorrer a
formagdo de metahemoglobina e a formagio de hemicromos, que s3o os primeiros
produtos de desnaturacdo progressiva da hemoglobina e sdo gerados quando o heme
é dissociado do seu local. Os hemicromos derivam de formas de hemoglobina
férica de baixo spin, que possui a 6° coordenagdo ocupada por um ligante
proveniente da globina: um grupo hidroxil- ou histidil- protonado (hemicromos
reversiveis) ou um histidil- ndo protonado (hemicromos irreversiveis). Os
hemicromos irreversiveis nio podem ser reconstituidos para a hemoglobina
funcional e precipitam junto com a globina € a hemina, formando os corpos de
Heinz (HEINZ, 1890; RACHMILEWITZ et al., 1971; PEISACH et al., 1975;
HANDIN ef al, 1995). Estes acontecimentos, possivelmente, levam a
anormalidades da membrana eritrocitaria, devido a um reconhecimento
imunologico, contribuindo para a destruicio prematura do eritrocito por agdo
fagocitaria dos macrofagos do sistema fagocitirio mononuclear (SHINAR;
RACHMILEWITZ, 1990; RICE-EVANS, 1991, TAKASU et al., 2002).

A agdo de radicais livrés, com a subseqilente deterioracdo oxidativa de

macromoléculas biologicas, muitas vezes esta associada com metais de transi¢do.
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Alguns autores tém mostrado que metais, incluindo ferro, cobre, cromo e vanadio
mterferem no ciclo de redugdo de moléculas que estdo sob sobrecarga oxidativa,
enquanto que, cadmio, mercurio ¢ niquel, assim como o chumbo, depletam GSH e
quebram ligagGes entre grupos sulfidril e as proteinas, resultando na produgdo de
espécies reativas de O, como O,", H,O, e radical OH. Como conseqiiéncia, ocorre
aumento da peroxidagdo hpidica e danos ao DNA (IMLAY ef al., 1988; RYAN;
AUST, 1992; STOHS; BAGCHI, 1995). Na Figura 2 estdo representados os passos
da oxidacio eritrocitaria.
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FIGURA 2 - OXIDAGCAO ERITROCITARIA
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1.3 DOENCAS HEMOLITICAS CORRELACIONADAS COM A
SOBRECARGA OXIDATIVA

Existem condigdes patoldgicas enitrocitarias de origem genética que causam
a formacgio de radicais hivres, como a anemia falciforme, as talassemias, a
deficiéncia de G6-PD e outras condigdes que levam a metahemoglobinemia (CHAN
et al., 1999).

A anemua falciforme é uma doenga hereditiria, que tem como uma das
principais caracteristicas, um quadro de anemia hemolitica. Nesta alteracdo,
observa-se a presenca de moléculas de hemoglobina anormal, conhecida como
hemoglobina S, que pode representar até¢ mais de 90 % do conteido total de
hemoglobina dos eritrécitos. A hemoglobina S ¢ uma variante da hemoglobina A,
predominante em adultos normais, derivada de uma mutagio ocorrida no gene
responsavel pela sintese da globina beta. Esta mutacio resulta na inser¢do do
aminoacido valina no lugar do acido glutdmico, na posi¢do 6 da globina beta. Essa
troca modifica a estrutura da molécula de hemoglobina, fazendo que a mesma
polimerize em baixas tensdes de O,, dando onigem a formagio de longos polimeros
que alteram a morfologia eritrocitaria, tornando a célula falcizada. Devido a essas
anormalidades, os eritrocitos com hemoglobina S perdem K e 4agua, tornando-se
mais densos e menos maleaveis (FRANCK et al., 1985; WAUGH et al., 1987).

Os ertrocitos falcizados estdo sob constante estresse oxidativo e, assim,
liberam produtos de degradagdo da hemoglobina S, como complexos de Fe' ¢ Fe",
que atacam a membrana eritrocitaria e catalizam a destruigio de hidroperoxidos
lipidicos, com formac¢do de radicais alcoxil e peroxil. A liberagdo desses radicais
amplifica as lesdes, devido aos processos continuos de novos ciclos de peroxidagdo
lipidica, que resultam na liberagdo de MDA e outros aldeidos. As lesGes causadas
pela geragdo de radicais livres na anemia falciforme dependem da proporgdo de
células falciformes encontrada (FRANCK et al., 1985; WAUGH et al., 1987).

As talassemias constituem um grupo de anemias hemoliticas hereditarias,

cuja principal causa deve-se a defeitos genéticos, que determinam a inibigdo da
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sintese de globinas alfa (&) ou beta (). Na P-talassemia ha supressdo parcial ou
total da producdo de cadeias P, enquanto na a-talassemia, 0 mesmo ocorre em
relagdo as cadeias a. A autooxidagdo da hemoglobina, com geragdo de ion Oy
aumenta proporcionatmente & quantidade de globinas alfa ou beta despareadas. As
globinas despareadas sofrem agdes oxidativas, nas células imaturas e nos eritrécitos
circulantes, que promovem a geragdo de radicais livres, enquanto o ndo
aproveitamento do grupo heme faz com que o mesmo se decomponha, formando a
hemma e derivados, bem como os hemicromos, compostos por globinas
desnaturadas, que precipitam no interior das células, causando alteragdes
morfologicas e funcionais (LEE ef al., 1999).

Observa-se a diminuigio da producdo da moléculas de hemoglobina em
portadores de talassemias, assim como uma sobrecarga de ferro, secundana as
repetidas transfusdes sangiiineas a que estio submetidos, que contribui para o
processo oxidativo, através da geragdo de radicais livres com subseqiiente lesdo
celular. O ferro ainda pode se depositar no figado, baco, glandulas enddcrinas, pele,
gonadas e miocéardio. A lesdo tecidual nesses 6rgdos pode induzir & cirrose, a varios
estados de deficiéncia endocrina, incluindo o diabetes mellitus e o hipogonadismo, e
a morte cardiaca devida a insuficiéncia cardiaca progressiva ou arritmia (SMITH;
THIER, 1990). O ferro intracelular di origem aos hemicromos, produtos de
oxidagdo da hemoglobina, que se ligam & membrana, contribuindo assim, para a
desestabilizagdo da mesma. Alguns estudos mostram que pode ocorrer diminuig¢do
da concentragio de vitamina E no plasma e nos erntrocitos de individuos
talassémicos, sugerindo que, problemas com os mecanismos antioxidantes podem
ser responsaveis, em parte, pela susceptibilidade ao estresse oxidativo (RICE-
EVANS; BAYSAL, 1987, CHAN et al., 1999).

A deficiéncia de G6-PD € uma eritroenzimopatia causada por uma mutagio
no gene que codifica a sintese de G6-PD, levando a diminuig3o da atividade desta
enzima. O eritrocito possui limitado poder redutor e, devido a auséncia de
organelas, depende da via das pentoses fosfato para produzir NADPH. Quando hi
auséncia ou diminui¢io de G6-PD, ocorre produgdo insuficiente de NADPH e
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diminui¢io da concentragdo de GSH, levando ao aumento da sobrecarga oxidativa
dentro do eritrocito, que ocorre especialmente quando O, e H,O, sdo formados por
fatores exdgenos como, drogas, infecgdes e em conseqii€ncia das reages de
oxidacdo entre a hemoglobina e 0 O,. Quando estes oxidantes se acumulam dentro
do ernitrocito, pode ocorrer oxidagdo de proteinas de membrana € da hemoglobina,
com formacdo de metahemoglobina ¢ de corpos de Hemz e, conseqiientemente,
hemoélise (CHAN et al., 1999).

Situacdes patologicas que diminuam as defesas antioxidantes da célula, podem
provocar um desequilibrio entre as moléculas presentes no meio intracelular, com
elevagdo da formagdo de espécies reativas de oxigénio representadas por Oz, HO;
e OH'. Situagdes adquiridas induzidas por drogas oxidantes como acetaminofeno,
primaquinas, fenmacetina, sulfas e derivados da acetilfenithidrazina etc., ou
deficiéncia de vitaminas redutoras como vitaminas C ¢ E, também podem levar a
um estresse oxidativo com formacgdo de radicais livres (JANDL, 1996, LEE ef al.,
1999).

1.4 SUBSTANCIAS OXIDANTES E ANTIOXIDANTES EMPREGADAS EM
ESTUDOS ENVOLVENDO ESTRESSE OXIDATIVO

Substancias oxidantes, como alcool alilico, cloridrato de fenil-hidrazina (CF),
terc-butil hidroperoxido (TBH), acroleina, isouramil e acetaminofeno, geram corpos
de Heinz e espécies reativas de O, no interior dos eritrocitos e, desta forma, causam
oxidagdo de lipideos, de proteinas de membrana e grupos sulfidrl de proteinas
(JAIN; HOCHSTEIN, 1979; FERRALI et al., 1990; CICCOLI et al, 1994;
FERRALI ef al, 1997).

O emprego de vitamina C e de vitamina E, além de outros antioxidantes,
pode inibir a hemolise oxidativa em eritrocitos (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 eritrcitos é promover a
quelagdo do Fe, visto que a liberagdo desse metal, através da reagdo de Fenton,
inicia uma reagdo em cadeia que conduz a formagdo de radicais livres com
subseqiiente peroxidagdo lipidica e hemoélise (BEZWODA et al., 1985; FERRALI
et al., 1997, ANGHILERI; THOUVENOT, 2000). Dentre as substancias capazes de
exercer efeito quelante de ferro e inibidor de radicais livres, estdo os polifenodis
(LIU et al., 1992; TERAO et al., 1994, ZHANG et al., 1997, FACINO 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
Fe € o mesilato de deferoxamina (DFO), utilizado na terapéutica para o tratamento
de doengas envolvendo excesso de ferro descompartimentalisado (RICE-EVANS et
al., 1989). A estrutura de mesilato de deferoxamina, um dos compostos utilizados

neste trabalho, esta representada na Figura 3.

FIGURA 3 - ESTRUTURA DA MOLECULA DE MESILATO DE DEFEROXAMINA.

DFO

FONTE: BARBOUTI et al. (2001)
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1.4.1 Compostos Polifendlicos

Os polifenéis sdo compostos naturais que estio amplamente distribuidos na
natureza, tanto na composicdo de vegetats e de frutas como de bebidas, tais como
ché e vinho tinto. Eles constituem um dos mais numerosos grupos de metabélitos de
plantas e constituem parte importante da dieta de humanos ¢ de animais, além de
possuirem uma grande influéncia sobre a cor e o sabor destes produtos € de serem
detentores de uma ampla atividade farmacoldgica (BRAVO, 1998; VAN ACKER et
al, 1998).

Alguns pohfenéis tradictonalmente t€m sido considerados como
antinutrientes pelos nutricionistas, como os taninos, os quais provocam efeitos
adversos sobre a digestibilidade e a absor¢do das proteinas. Entretanto, o interesse
em alimentos e plantas que contenham compostos polifendlicos vem crescendo
enormemente, devido & sua capacidade antioxidante por quelagio de metais e
seqiiestro de radicais livres e a seus possiveis efeitos benéficos na saiide humana
(FERRALI et al., 1997, BRAVO, 1998; VAN ACKER et al., 1998; ANDERSON;
PHILLIPS, 1999; FACINO et al., 1999).

Os compostos polifendlicos possuem o esqueleto difenilpropano (CsC;Cs) €
em sua familia estdo incluidos os flavanodides, as flavanonas, as antociamdinas, as
flavonas e os flavondis, dentre outros. Os flavonois e as flavonas s3o encontrados
em quase todos os tipos de plantas. As flavanonas e as flavonas sdo freqiientemente
encontradas juntas na natureza como, por exemplo, em frutas citricas, sendo
mantidas juntas, por enzimas especificas. Ocorre uma exclusio mitua entre a
ocorréncia de flavonas e flavondides em varias familias de plantas. As
antociamdinas s3o quase ausentes em plantas ricas em flavanonas (RICE-EVANS et
al., 1996).

Diferencas individuais dentro de cada grupo de polifendis resultam da
variagio em nimero € arranjo dos grupamentos hidroxila, assim como da natureza e
extensdo da alquilagdo e/ou glicosilagio nestes. A classificagdo dos flavonéides esta

representada na Figura 4.
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FIGURA 4 - CLASSIF ICACAO DOS FLAVONOIDES.
ESTRUTURA BASICA FLAVONOIDES

Chalconas

Dihidrochalconas

Auronas

Flavonas

Flavonois

Dihidroflavondis

Flavanonas

Flavanol

Flavandiol ou
Leucoantocianidina
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Isoflavonoéides

Biflavondides

Proantocianidinas ou
Taninos condensados

FONTE: Adaptado de BRAVO (1998)
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Os polifendis mais comumente encontrados nas plantas, flavonoéis e flavonas,
possuem, freqiientemente, dihidroxilagdes nas posi¢des 3° e 4 no anel B e, mais
raramente, auséncia de grupamento hidroxila na posigdo 4°. O principal sitio de
glicosilagdo nos flavonoides situa-se na posi¢do 3 e, menos freqiientemente, na
posigdo 7, sendo que a glicose € o residuo de agucar mais comumente ligado a este
sitio. Porém, outros agucares, incluindo galactose, ramnose e xilose, também podem
estar ligados (FORMICA; REGELSON, 1995). Na Figura 5 estdo representados a

estrutura basica e o sistema de numeragdo dos anéis dos flavonoides.

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

FONTE: BRAVO (1998)

Sabe-se que dietas ricas em frutas e vegetais apresentam agdo protetora
contra doengas cardiovasculares e certas formas de cancer (BLOCK, 1992) e,
possivelmente, contra outras doengas também. Estes efeitos protetores tém sido
atribuidos, em grande parte, aos antioxidantes presentes nas dietas, incluindo
nutrientes antioxidantes como vitamina C e f-caroteno, e compostos polifendlicos
tais como flavondides e fenilpropanoides, os quais podem ter papel fundamental
para que esta prote¢do ocorra. Os componentes polifendlicos de plantas superiores
podem agir como antioxidantes ou como agentes indutores de outros mecanismos,
contribuindo para ag¢des anticarcinogénica e cardioprotetora, dentre outras (RICE-
EVANS et al., 1996).

Os polifendis de plantas possuem varias fungdes € podem agir como agentes

redutores, seqiiestradores de radicais hidroxil e peroxil, além de reagir com O;"
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através de transferéncia de elétrons, presentes em suas hdroxilas (HUSAIN et al,,
1987; WANG et al, 1997; AHERNE; O'BRIEN, 2000; FIORANI e? al., 2002;
HEIINEN et al., 2001; PANNALA et al., 2001). |

Os flavonoides tém a capacidade de penetrar nas células e, assim, ligar-se ao
ferro. A rutina penetra nas células menos facilmente que a quercetina, devido a sua
maior hidrofiha ¢ conseqiiente baixa solubilidade em membranas celulares
(FERRALLI et al., 1997, ANGHILERI; THOUVENOT, 2000).

' Estima-se que o consumo diario de flavonéides situa-se entre 20mg a 1 g
(HERTOG et al., 1993). Os polifendis, do grupo das catequinas e flavondis, como
quercetina, kaempferol e seus glicosideos, sdo constituintes de bebidas, cha preto €
verde e vinho tinto (SOUZA NETO et al., 1994). A quercetina é também um dos
componentes predominantes de cebolas e macis, sendo que tanto a myricetina
quanto a quercetina s3o componentes de frutas em geral (RICE-EVANS et al,
1996).

As propriedades quimicas dos polifendis, relativas a capacidade dos
hidrogénios fendlicos em seqiiestrar radicais livres, mostram sua atividade
antioxidante. Para estes compostos serem definidos como antioxidantes, devem
satisfazer duas condi¢des basicas: primeiro devem prevenir a antooxidagdo ou a
oxidagdo gerada por radicais livres, quando presentes em baixa concentragio
relativa ao substrato a ser oxidado. Segundo, o radical formado apés a ligagdo deve
ser mais estavel (RICE-EVANS et al., 1996). As caracteristicas antioxidantes destes
flavondides sdo determinadas por multiplos fatores, dentre eles o mimero € a
posi¢io dos grupamentos hidroxila nos anéis aromaticos (CHEN et al., 1996).

Na Figura 6 estdo representadas as reagbes quimicas e o trafego de elétrons
da quercetina relacionados aos determinantes estruturais envolvidos no seqiiestro de
radicais livres. Acrescenta-se que o radical formado pela quercetina é uma molécula
grande, que nio tem a mesma capacidade de reagir como outros radicais livres, que
sdo moléculas menores. Os flavonodides parecem dever sua atividade de. seqiiestrar
radicais livres ao fato de que os potenciais de oxi-redugdo dos radicais

flavonoidicos formados nestas reagbes, sdo menores que os de radicais alquoxil,
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peroxil e O, o que significa que os flavondides podem inativar estas espécies €
prevenir as conseqiiéncias deletérias de suas reagdes (RICE-EVANS et al., 1996;
HARBONE; WILLIAMS, 2000).

FIGURA 6 - REACOES QUIMICAS DA QUERCETINA COM ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO

+ Espécie Reativa de Oxigénio

| excitagio

b il il
0, B o1l
H )

ol _

-()*.j"", ¥
|

=gy
Q_ 0.

o—H / " Formagio de radical livre

FONTE: Adaptado de MOVILEANU et al. (2000)

Estes compostos fendlicos, de forma geral, exercem diversos efeitos
benéficos a saide, como protegdo contra doengas cardiovasculares (BURNS et al.,
2000; CERIELLO et al., 2001), melhoramento da fun¢do de células endoteliais
(AGEWALL et al., 2000), resisténcia ao estresse oxidativo (YOUDIM et al., 2000),
protecdo do DNA de células da mucosa intestinal de ratos (GIOVANNELLI et al.,
2000), prevengdo da agregagdo plaquetaria (HALPERN et al., 1998), e inibigdo de
crescimento de cultura de células cancerosas in vitro (ELATTAR; VIRIJI, 2000). Os
seus efeitos benéficos tém sido descritos em estudos envolvendo pacientes com

diabetes mellitus, processos alérgicos, cancer, infecgdes virais, enxaqueca, ulcera
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estomacal e duodenal, doengas cardiovasculares, distirbios estrogénicos e processos
inflamatérios (HAVSTEEN, 1983; SAIJA et al., 1995; RICE-EVANS et al., 1996;
BRAVO, 1998; VAN ACKER et al., 1998).

Muitos estudos in vitro tém definido que o potencial antioxidante dos
polifendis pode ser devido ao seqiiestro de radicais e ao aumento da resisténcia a
oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade, implicadas na patogénese de
doengas coronarias (FACINO et al., 1999; CHOPRA et al., 2000; LEAKE, 2001).
Entre os principais constituintes polifendlicos de alimentos, flavondis tais como
quercetina, kaempferol e rutina, flavonas como luteonina, flavanoéis incluindo
catequinas, e antocianidinas como, por exemplo, cianidina e malvidina e seus
glicosideos, mostram grande eficacia como antioxidantes, podendo ser maior até
que nutrientes antioxidantes como as vitaminas C e E, e B-caroteno (RICE-EVANS
et al., 1995). Na Figura 7 estdo representadas a quercetina e a rutina e na Figura 8, a
estrutura bésica das antocianidinas e padrdes de substituigdes para alguns

compostos comuns.

FIGURA 7- ESTRUTURA DOS FLAVONOIDES QUERCETINA E RUTINA.

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 agdo antioxidante, seja por
quelagdo de metais ou por seqiiestro de radicais livres, destacam-se no presente
trabalho, os flavondides, mais especificamente os flavonoéis quercetina e rutina, bem
como substincias presentes no extrato de Vitis vinifera, dentre as quais, as
antocianidinas, flavondis, taninos e fenilpropandides.

A relevancia da compreensdo dos mecanismos envolvidos em condigdes
patologicas nas quais haja sobrecarga oxidativa, bem como do estudo da agdo de
substincias oxidantes e antioxidantes em tais situagdes, justificam a investigagdo de

polifendis em eritrécitos humanos como modelo celular experimental.
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2 OBJETIVOS

Estudar a agd3o antioxidante dos flavonédides quercetina e rutina, e de extrato
hidroalcodlico de Vitis vinifera, em eritrocitos humanos normais submetidos a
sobrecarga oxidativa in vitro, através da determinacdo dos niveis de GSH e de

metahemoglobma e da formagdo dos corpos de Heinz.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA

Coletou-se 20 ml de sangue venoso humano, em EDTAKj; (1 mg/ml), de 12
individuos adultos, sendo 8 do sexo masculino e 4 do sexo feminino, com idades entre
18 e 40 anos, considerados saudaveis, por ndo apresentarem sinais ou sintomas de
doenca, e que ndo haviam feito uso de medicamentos durante a semana anterior 3
coleta. O presente projeto foi aprovado peto Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR (Anexo I), obtendo-se o
consentimento informado por parte dos doadores voluntarios, de acordo com o modelo
da declaragdo do Anexo II.

3.2 PREPARO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS

Apés 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 leucdcitos.
Executou-se a lavagem dos eritrocitos com tampdo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM,
pH 7,4, por trés vezes, através de centrifugagbes a 1200 x g durante 5 minutos,
procurando-se retirar o restante do creme leucocitario a cada lavagem (CICOLLI et al.,
1994; FERRALI el al., 1997). Ressuspendeu-se os eritrocitos no mesmo tampio,
ajustando-se o volume globular a cerca de 40%, através do método do
microhematécrito (DACIE; LEWIS, 1995). Transferiu-se aliquotas de 2 ml de
suspensdo de eritrécitos para tubos de hemolise, centrifugando-as por .5 minutos a
1200 x g. Na seqii€éncia, retirou-se um volume de sobrenadante correspondente ao de

cada solugdo reagente a ser acrescentada, ndo se alterando, desta forma, o volume
globular final.
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33 TRATAMENTO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS COM
FLAVONOIDES

3.3.1 Incubacgio com Quercetina e/ou Rutina

Dissolveu-se cada flavonoide, ou seja, quercetina (Merck, Art. 7546) ou rutina
(Merck, Art. 7631), em solucdo de tampdo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 9,0 e,
em seguida, reduziu-se lentamente o pH até 74, de acordo com FERRALI et al.
(1997). Obteve-se, como concentragdes finais das solugdes estoque de quercetina e
rutina, 3,3 e 15 mM, respectivamente

A aliquotas de 2 ml de suspensfio de eritrocitos, adicionou-se solugbes de
quercetina para concentragdes finais entre 2 e 140 uM, de rutina para concentragdes
finais entre 40 e 140 uM e de quercetina e de rutina, para a concentragdo final de
50 uM de ambas.

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

homogeneizando-as em aparetho PHOENIX HS 22.

3.4 TRATAMENTO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS COM MESILATO
DE DEFEROXAMINA

Preparou-se uma solugio estoque de mesilato de deferoxamina (Desferal®,
Ciba-Geigy) com concentragio de 19 mM em agua destilada. Adicionou-se DFO a 2
ml de suspensio de eritrécitos para as concentragdes finais entre 1 e 5 mM. Incubou-se

as amostras, por 30 minutos, a temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparelho
PHOENIX HS 22.
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3.5 TRATAMENTO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS COM MESILATO
DE DEFEROXAMINA E FLAVONOIDES

3.5.1 Incubagio com Quercetina ou Rutina ¢ Mesilato de Deferoxamina

Adicionou-se a 2 ml de suspensdo de eritrocitos, solucdo de quercetina ou de
rutina, para a concentragio final de 50 uM de ambas, como no item 3.3.1, e mesilato
de deferoxamina, como no item 34, para a concentragdo final de 4 mM. Incubou-se as

amostras, por 30 minutos, a temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparetho
PHOENIX HS 22.

3.6 TRATAMENTO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS COM EXTRATO DE
Vitis vinifera |

Adicionou-se a 2 ml de suspensdo de ernitrécitos, solugdo preparada a partir de
extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, 70 mg/ml, em tampdo fosfato 28 mM, NaCl
123 mM, pH 7,4, preparado de acordo com descrigdo no item 3.8. As concentragles
finais foram de 0,01 e 5 mg/ml dé extrato. Incubou-se as amostras, por 30 minutos, a
temperatura ambiente, homogeneizando-as em aparetho PHOENIX HS 22.

3.7 TRATAMENTO DAS SUSPENSOES DE ERITROCITOS COM OXIDANTES

3.7.1 Incubagido com ferc-Butilhidroperéxido

Adicionou-se a 2 ml de suspensdo de eritrocitos incubados anteriormente ou
ndo com quercetina e/ou rutina ou extrato de Vitis vinifera, TBH (Sigma Chemical Co.
B-2633), para as concentragles finais entre 0,5 e 5 mM, de acordo com o item 3.2.
Preparou-se uma solugdo estoque de TBH com concentracdo de 300 mM em agua
destilada. Homogeneizou-se as amostras por rotagdo em aparelho PHOENIX HS 22

por tempos que variaram entre O € 30 minutos.
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3.7.2 Incubagio com Cloridrato de Fenil-hidrazina

Adicionou-se a 2 ml de suspensdo de eritrécitos incubados anteriormente ou
ndo com quercetina, CF (Sigma Chemical Co. P-6926) para a concentracdo final de
0,5 mM. Preparou-se uma solugio estoque de CF 6,9 mM em tampio fosfato 28 mM,
NaCl 123 mM, pH 7,4. Homogeneizou-se as amostras por rotacdo em aparetho
PHOENIX HS 22, por 30 minutos, & temperatura ambiente.

3.8 PREPARO DO EXTRATO DE Vitis vinifera

A 350 g de cascas de uva (Vitis vinifera), obtidas através de express3o manual

seguida de trituragdo, adicionou-se 700 ml de alcool etilico a 70 °GL. Levou-se a
mistura a0 aquecimento até a fervura em condensador de refluxo durante 5 minutos,
para extragdo de metabolitos secundarios. Em seguida, filtrou-se a mistura através de
papel de filto qualitativo, recolhendo-a em frasco Erlenmeyer. Procedeu-se a
extragdo, até o esgotamento total dos pigmentos soliveis e visiveis no solvente. Em
seguida, concentrou-se o filtrado hidroalcodlico a nona parte em evaporador rotatorio
(IKAN, 1991).

Congelou-se o extrato concentrado, liofilizando-0 em seguida. Obteve-se um
rendimento de 18,71 g de extrato liofilizado, ou seja, 5,34 % do peso inicial.

Fracionou-se o liofilizado em aliquotas para experimentos posteriores, as quais
foram solubilizadas em tamp3o fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.

O esquema empregado no preparo do extrato esta representado na Figura 9.
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FIGURA 9 - ROTEIRO DE PREPARO DE EXTRATO DE Vitis vinifera.
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3.9 ANALISE FITOQUIMICA DE Vitis vinifera

Para a andlise fitoquimica, preparou-se um extrato com 20 g/dl de cascas
trituradas de Vitis vinifera em alcool etilico a 70 °GL.

3.9.1 Reagio de Shinoda

Evaporou-se 3 ml do extrato hidroalcodlico até a secura. Dissolveu-se o residuo
em 1,5 ml de metanol e transferiu-se para tubo de ensaio, onde se adicionou 50 mg de

limatha de magnésio e 0,5 mt de acido cloridrico concentrado.
3.9.2 Reconhecimento de Antocianinas

Adicionou-se a cerca de 1 ml de extrato hidroalcoélico, 0,5 ml de hidréxido de
sodio a 10 %.

3.9.3 Pesquisa de Taninos
3.9.3.1 Reagdo com cloreto férrico 1 % (m/v)

A 3ml do extrato hidroalcodlico adicionou-se 5 gotas de solugdo aquosa de

cloreto férrico a 1 %.
3.9.3.2 Reagdo com acetato de chumbo 10 % (m/v)

A 3 ml do extrato hidroalcodlico, foram adicionados 5 ml de acido acético a
10 % e, gota a gota, 5 mi de acetato de chumbo em solugio aquosa a 10 %.
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3.10 ANALISE CROMATOGRAFICA E ESPECTROMETRIA DO EXTRATO DE

Vitis vinifera
3.10.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises foram realizadas em aparelho Merck-Hitashi, composto de bomba
L7100, degaseificador de solventes L7812, valvula de imjecio Rheodyne 77251,
detector DAD L7450, interface L7000 conectada ao sistema operacional Windows NT.
Utilizou-se a coluna Water x-terra 5 pm (250 mm X 4 mm d.i.) a temperatura de 25 °C

“com fluxo de 0,7 ml por minuto em sistemas isocratico e gradiente com 0s seguintes
patamares: de 0 a 5 minutos ufilizando acetonitrila, metanol, acido fosférico 0,2 %
(1:1:98 isocratico), de 5 a 10 minutos (2:18:80), de 10 a 15 minutos utilizando
acetonifrila, metanol, acido fosforico 0,2 % (3:27:70 gradiente), de 15 a 37 minutos
utilizando acetonitrila, metanol, acido fosforico 0,2 % (10:50:40 gradiente), de 37 a 41
minutos, utihizando acetonitrila, metanol, acido fosforico 0,2 % (30:50:20 gradiente) e
de 41 a 50 minutos, utilizando acetonitrila, metanol, acido fosforico 0,2 % (30:5:90
isocratico), de 50 a 52 minutos utilizando acetonitrila, metanol, acido fosforico 0,2 %
(1:1:.98 gradiente) e de 52 a 58 minutos permaneceu nessas condi¢gdes a 5 minutos
utiizando acetonitrila, metanol, acido fosforico 0,2% (1:1:98 isocratico),
(SILVERSTEIN et al., 1994; TREASE; EVANS, 1992)

Analisou-se o extrato de Vitis vinifera, nas condi¢Ges 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 padrdo de antocianidinas
conhecidas.

O cromatograma obtido do extrato de Vitis vinifera esta ilustrado na Figura 10.
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FIGURA 10 - PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Vitis
vinifera E PADRAO DE ANTOCIANIDINAS, OBTIDO POR CLAE, COLUNA =X-
TERRA FASE MOVEL: H3PO4:MEOH:ACN-55:39:6.
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3.10.2 Espectrometria UV-Visivel do extrato de Vitis vinifera

Para determinagdo 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¢gdo UV-Visivel para o composto com maior area relativa,

conforme Figura 10.

FIGURA 11 - ESPECTRO DE ABSORCAQ 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 DETERMINACOES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DE SUSPENSOES DE
ERITROCITOS COM OXIDANTES E/OU ANTIOXIDANTES PARA
AVALIACAO DO METABOLISMO OXIDATIVO

3.11.1 Determinagdo Espetrofotométrica da Glutationa Reduzida

A determina¢do da GSH foi realizada segundo a técnica de BEUTLER et al.
(1963). Analisou-se a reprodutibilidade do método, utilizando-se uma amostra de
suspensdo de eritrocitos preparada a partir de sangue de individunos considerados
sandaveis, conforme item 3.2. Apés dez determinagles, obteve-se valores médios de

6,3 £ 0,3 umoles/g de Hb, com coeficiente de variagdo de 4,7 %.
3.11.1.1 Preparo do hemolisado

Em um tubo de ensaio, colocou-se 200 pl de suspensio de eritrocitos, tratados

ou ndo com antioxidante(s) e/ou oxidante, a 2 ml de dgua destilada.
3.11.1.2 Determinacdo da concentragcdo de hemoglobina

Adicionou-se 200 pl do hemolisado a 10 ml de reativo de Drabkin (DACIE;
LEWIS, 1995) para a estimagdo da hemoglobina da amostra, utilizando-se como
padrio um sangue com a concentragio de hemoglobina conhecida, na diluigio usual

de 1:251. Procedeu-se a leitura a 540 nm, em espectrofotometro SHIMADZU UV
1601.

3.11.1.3 Determinagio da concentragdo de GSH
Adicionou-se 3 ml de solugdo precipitante (1,67 g de acido metafosférico

glacial, 0,2 g de EDTANa, e 30 g de NaCl em 100 ml) a 2 ml do hemolisado. Apés 5
minutos, filtrou-se em papel de filtro qualitativo.
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Adicionou-se 1ml do filrado a 4ml de solugdo de Na,HPO, 300 mM.
Preparou-se o branco adicionando-se 2 ml de solugdo precipitante diluida 2:5 em agua
destilada a 8 ml! de solugdo Na,HPO, 300 mM. Apds a homogeneizagdo, procedeu-se a
lettura (A;) a 412 nm em espectrofotometro SHIMADZU UV 1601.

Adicionou-se 1 ml de uma solugio de 20mg de 5,5-ditiobis (4cido 2-
nitrobenzoéico) (DTNB) (Sigma Co. D-8130) em 100 ml de solugdo de acido citrico
1 g/dl ao tubo com a amostra e ao branco. Apds homogeneizagio, procedeu-se a leitura
(Az) em 412 nm.

3.11.1.4 Calculos e valores de referéncia

A concentrac¢do (C) de GSH ¢ expressa em pumoles/g de hemoglobina (Hb),
segundo a formula:

C = (A -AxE x 11 x 5 x 100
1000 13,6 2 2 Hb

Para simplificar a formula acima, obteve-se o valor numérico 101 através de
céalculos entre os valores de dilui¢des da amostra e o coeficiente de extingdo molar
(13,6 M cm™):

C= (AZ_AL) X El x 101
Hb

Onde,
Hb = concentragdo de hemoglobina da amostra
E, = fator de correg¢do para o coeficiente de extingdo molar (13,6 M cm™) do anion
amarelo produzido quando a GSH interage com o DTNB.

O fator de corregdo é usado quando o espectrofotdmetro possui uma amplitude
de onda maior que 6 nm, 0 que acarreta uma diminui¢do no coeficiente de extingdo

molar. O espectrofotometro pode ser calibrado por comparacdo do valor de extingdo
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no sistema teste (D;) com aquele obtido no espectrofotdmetro com amplitude de onda
menor que 6 nm a 412 nm (D). O fator de corregdo derivado, E;, € dado por D, / D, e
¢ constante para o espectrofotometro utilizado.

No caso do espectrofotometro SHIMADZU UV 1601, ndo houve a necessidade
de calcular o fator de corregdo, pois o aparelho hﬁo possui amplitude de onda maior
que 6 nm. O valor usado para E;, entdo, foi igual a 1.

Valores de referéncia em adultos: 6,57 + 1,04 umoles/g de Hb.
3.11.2 Determinagdo da Formag¢io de Metahemoglobina

A determinagdo da formac¢do 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. Apés dez determinacgdes, obteve-se
valores médios de 22,7 £ 1,2 %, com coeficiente de variagio de 5,2 %.

Em tubo de ensaio, colocou-se 10 ml de témpz"to fosfato 16 mM e 100 ul de
suspensio de eritrocitos, tratados ou ndo com antioxidante(s) e/ou oxidante.
Homogeneizou-se as amostras e, apds 5 minutos, fez-se a leitura da metahemoglobina
em.630 nm (A) (espectrofotdmetro SHIMADZU UV 1601), usando-se agua destilada
como branco.

Em seguida, adicionou-se 50 ul de cianeto neutralizado (NaCN 10 g/dl e dcido
acético 12 g/dl na proporgio 1:1) as misturas reativas. Apds cinco minutos, fez-se a
leitura em 630 nm (B), usando-se agua destilada como branco. Nesta etapa, a
metahemoglobina desaparece.

Em outro tubo, colocou-se 8 ml de tampdo fosfato 66 mM pH 6,6 (K,HPO; ¢
KH,PO4) e 2ml das solugles anteriores, adicionando-se 50 ul de NaCN 10 g/dl e
50 wl de K;3[Fe(CN)s] 20 g/dl. Apds homogeneizagdo, fez-se a leitura em 540 nm (D).
Usou-se como branco uma mistura de 10 ml de tampdo fosfato 66 mM e 50 ul de
- NaCN 10 g/dt e 50 pt de K;3[Fe(CN)g] 20 g/dl.
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A concentragdo de metahemoglobina foi expressa como porcentagem em

relagdo a hemoglobina total, de acordo com a férmula abaixo:

%MetaHHb _ (A-B) x FB
D

Onde:
MetaHb = metahemoglobina em %;

Valores de referéncia < 1%.

O fator FB foi calculado utilizando-se sangue de 5 individuos considerados
saudaveis. Adicionou-se 100 ul de sangue total a um tubo de ensaio contendo 10 ml de
tamapao fosfato 16 mM, juntou-se 50 ul de K;[Fe(CN)s] 20 g/dl. Homogeneizou-se as
amostras e, apds 5 minutos, fez-se a leitura em 630 nm (A) (espectrofotémetro
SHIMADZU UV 1601), utilizando-se dgua destifada como branco.

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

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

como branco.

Em outro tubo, contendo 8 m! de tampéo fosfato 66 mM, adicionou-se 2 mi da
mistura reativa anterior, 50 pl de Ki[Fe(CN)s} 20 g/dl e 50 ul de NaCN 10 g/dL
Homogeneizou-se as amostras e, apés 5 minutos, fez-se a leitura em 540 nm (D),
usando-se como branco uma mistura de 10 ml de tampdo fosfato 66 mM e 50 pl de
NaCN 10 g/dl e 50 pl de K;3[Fe(CN)g] 20 g/dl.

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

D
FB =100 x

A-B

O FB, que varia para cada espectrofotometro utilizado, é a média dos fatores
obtidos para as 5 amostras de sangue utilizadas. Neste trabatho, 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. Apés dez determinagdes, obteve-se valores médios de 9,4
+ 0,4 %, com coeficiente de variagio de 5,1 %. |

Adicionou-se 25 pl das amostras tratadas, como descrito no item 3.2, a 0,5 mi
. de tampdo fosfato KH,PO,; Na,HPO; 67mM pH 74 com glicose 200 mg/dl.
Homogeneizou-se por aeragdo, com o auxilio de pipeta micrométrica. Sobre uma
lamina 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 solugdo de NaCl 0,73 g/dl),
cobrindo o material com laminula. Apés 5 minutos, observou-se a formagido dos
corpos de Heinz ao microscopio de huz, considerando-se como positivos, eritrocitos
que apresentassem mais de uma inclusio proximas & membrana ou livies no
citoplasma. Segundo DACIE; LEWIS (1995), os corpos de Heinz sdo arredondados e,
se corados por cristal violeta, apresentam coloragdo azul violeta, medindo cercade 1 a
3 um. Apoés a contagem de 1000 células, estabeleceu-se a porcentagem de errtrocitos

contendo corpos de Hemz.

3.12 COMPORTAMENTO DOS FLAVONOIDES EM TAMPAQ FOSFATO
SALINA

Realizou-se o espectro de varredura, para quercetina e rutina, em metanol e
em tampéo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4, em espectrofotdmetro SHIMADZU
UV 1601. Para as analises feitas em metanol, adicionou-se alguns cristais dos
flavondides em questdo, na cubeta do espectrofotdometro, enquanto para as analises
feitas em tampdo fosfato salino, pH 7,4, adicionou-se algumas gotas de solucdo de
quercetina ou rutina, 3,3 e 15 mM, respectivamente, na cubeta do espectrofotémetro,

cort - referido tampdo.
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FIGURA 12 - ESPECTRO ULTRA VIOLETA DE QUERCETINA E DE RUTINA EM METANOL
E EM TAMPAO FOSFATO SALINO pH 7,4
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NOTAS: A = Quercetina P.A., em metanol.

B = Quercetina P.A., em tampdo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.
C = Rutina P.A.,em metanol.

D = Rutina P.A., em tamp3o fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7 4.
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos i analise de varidncia segnida do teste de
Tukey para a comparagio 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 graficos de caixa e delimitadores e de colunas, com os
valores médios e respectivos desvios padrdo para cada determinagio. A medida de
dispersdo expressa como + 1,96 x desvio padrdo representa 95 % da area sob a curva

normal, para a distribui¢do tedrica de freqii€ncia.
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4 RESULTADOS

Na Figura 13 observa-se a agdo do terc-butilhidroperéxido (TBH), em
concenfragdes de 0,5 a 5 mM, sobre os niveis de glutationa reduzida, em eritrdcitos
humanos saudaveis.

A Tabela 1 mostra os resultados da comparagdo de médias, pelo teste de Tukey,
para a determinagdo de GSH em ernitrocitos sob a agdo de TBH 0,5 a 5 mM em relagio
ao controle, com eritrocitos ndo 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 ag¢do do TBH, nas concentragdes finais de 0,5 a 5 mM,
sobre a formagdo de metahemoglobina em eritrdcitos humanos saudaveis.

Na Tabela 2 estfo os resultados da comparagdo de médias, pelo teste de Tukey,
para a formagdo de metahemoglobina em eritrécitos sob a agdo de TBH 0,5 a 5 mM
em relagdo ao controle com eritrécitos nido 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 formagdo de corpos Heinz em
eritrocitos de individuos saudaveis sob a a¢do de TBH nas concentragdes finais de 1 a
5 mM.

A Tabela 3 mostra os resultados da comparagdo de médias, pelo teste de Tukey,
para formagdo de corpos de Heinz em eritrécitos sob a agdo de TBH 1 a 5mM em
relagdo ao controle com eritrdcitos ndo tratados com TBH. Os resultados indicam que
o efeito do TBH foi estatisticamente significativo a partir de 1 mM.

A Figura 16 apresenta a a¢do da quercetina sobre a concentragdo de GSH, em
eritrocitos humanos saudaveis, submetidos a a¢do oxidante de TBH na concentragdo
final de 1 mM, em fun¢do do tempo de incubagio, entre 0 e 30 minutos.

Na Figura 17 pode-se observar a agdo da quercetina sobre a formagdo de
metahemoglobina, em eritrocitos humanos saudaveis, submetidos a ag@o oxidante de
TBH, na concentragdo final de 2 mM, em fun¢io do tempo de incubagdo de 0 a 30
minutos. Os resultados obtidos mostram que a quercetina, na concentragio empregada,

ndo foi eficiente para inibir a formagdo de metahemoglobina ap6s a agdo de TBH.
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Observa-se na Figura 18 a agio de quercetina sobre a formagdo de corpos de
Heinz, em eritrocitos humanos, submetidos a a¢ido oxidante de TBH 3 mM por 15
minutos. As suspensdes de eritrocitos foram pré-incubadas com quercetina 2 a 20 uM
durante 30 minutos, sob constante homogeneizag¢do. Estes resultados indicam uma
inibigdo parcial da formagdo de corpos de Heinz pela quercetina a partir de 2 uM.

A Figura 19 mostra a agdo da quercetina, nas concentragdes de 2 a 120 pM, em
relagio a formacdo de metahemoglobina, em eritrocitos humanos, submetidos a
oxidagdo por cloridrato de fenil-hidrazina (CF) na concentragdo final de 0,5 mM.
Pode-se observar que houve inibigio parcial da formagdo de metahemoglobina a partir
de 20 uM.

Na Figura 20, observa-se a ag¢do da rutina 100 pM sobre a concentragdo de
glutationa reduzida, em eritrocitos humanos saudaveis, submetidos a agdo oxidante de
TBH, nas concentragdes finais entre 0,5 e 2,0 mM, com tempo de incubagdo de 30
minutos. As suspensdes de eritrocitos foram pré-incubadas com rutina 100 uM durante
30 minutos. Os resultados obtidos mostram que houve pequena recuperagdo da GSH
pela rutina apenas para a concentragdo de 2 mM de TBH.

A Figura 21 apresenta a agdo da rutina sobre a formagdo de corpos de Heinz,
em eritrocitos humanos, submetidos a agdo oxidante de TBH 3 mM durante 15
minutos. As suspensdes de eritrécitos foram pré-incubadas com rutina 40 a 140 yM
durante 30 minutos. Estes resultados indicam inibi¢do parcial, porém significativa da
formagio de corpos de Heinz por agio de rutina nas concentragdes utilizadas.

A Figura 22 apresenta o efeito da incubagio prévia com extrato hidroalcodlico
de Vitis vinifera, 0,01 a 1 mg/ml, em tampdo fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4,
sobre a concentragdo de glutationa reduzida, em eritrocitos humanos incubados com
TBH 0,5 mM durante 30 minutos. Os resultados obtidos indicam que, concentragdes
de 0,1 a 1 mg/ml de extrato recuperaram de forma significativa os niveis de GSH dos
eritrdcitos.

A Figura 23 apresenta a a¢do de extrato de Vitis vinifera sobre a formagdo de
corpos de Heinz, em eritrocitos humanos, submetidos a ag¢do oxidante de TBH 3 mM

durante 15 minutos. As suspensdes de eritrocitos foram pré-incubadas com extrato de
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Vitis vinifera nas concentragbes de 0,1 a 5mg/ml em tampdo fosfato 28 mM,
NaCl 123 mM, pH 7,4, durante 30 minutos. Observa-se uma inibi¢do parcial da
formagédo de corpos de Heinz por agdo de extrato de Vitis vinifera.

A Figura 24 apresenta a ag¢do de mesilato de deferoxamina sobre a formagédo de
corpos de Heinz, em entrdcitos humanos, submetidos a agdo oxidante de TBH 3 mM
durante 15 minutos. As suspensdes de eritrocitos foram pré-incubadas com mesilato de
deferoxamina 1 a 5 mM durante 30 minutos. Os resultados obtidos indicaram uma
acdo de inibigdo da formagdo de corpos de Heinz, pelo mesilato de deferoxamina,
proporcional 3 sua concentragao.

Observa-se na Figura 25 a agdo de quercetina, rutina e mesilato de
deferoxamina, bem como de suas associagdes, sobre a formag¢io de metahemoglobina,
em eritrocitos humanos, submetidos a agdo oxidante de TBH, nas concentragdes finais
de 2, 3, 4 ¢ 5mM, durante 15 minutos. As suspensdes de eritrocitos foram pré-
incubadas com mesilato de deferoxamina 4 mM, rutina 100 pM, rutina 50 pM
juntamente com quercetina 50 uM, rutina 100 uM com mesilato de deferoxamina
4 mM e quercetina 50 uM com mesilato de deferoxamina 4 mM, por 30 minutos. Os
resultados obtidos indicam que houve redugdo da formagio de metahemoglobina

apenas nas amostras pré-incubadas com Q100+DF e submetidas d agdo oxidante de
TBH.
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FIGURA 13 - CONCENTRACOES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM SUSPENSOES DE
ERITROCITOS. HUMANOS, SUBMETIDOS A ACAO DE ferc-
BUTILHIDROPEROXIDO 0,5 A 5 mM.
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NOTAS: Os eritrécitos foram submetidos & agdo oxidante de rerc-butilhidroperéxido, durante 15
minutos.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repetigdes independentes.
Os resultados expressam média, um desvio padrdo e 1,96 desvios padrdes
(aproximadamente 95% dos valores amostrais).
Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tamp3o fosfato
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.

TABELA 1 - TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS PELO METODO DE TUKEY PARA A
AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA EM
ERITROCITOS HUMANOS SOB A ACAO DE ferc-BUTILHIDROPEROXIDO EM
RELACAO AO CONTROLE COM ERITROCITOS NAO TRATADOS COM terc-

BUTILHIDROPEROXIDO.
terc-
BUTILHIDROPEROXIDO P
(mM)
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: Diferenga estatistica significativa para p < 0,05.

Resultados
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FIGURA 14 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS

HUMANOS, SUBMETIDOS A  ACAO
BUTILHIDROPEROXIDO 0,5 A 5 mM.
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NOTAS: Os eritrocitos foram submetidos a agdo oxidante de ferc-butilhidroperéxido, durante

15 minutos.

n =9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢des independentes.
Os resultados expressam média, desvio padrio e¢ 1,96 desvios padrdes

(aproximadamente 95% dos valores amostrais).
Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampdo

fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.

TABELA 2 - TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS PELO METODO DE TUKEY PARA A
AVALIACAO DA FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
HUMANOS SOB A ACAO DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO EM RELACAO AO
CONTROLE COM ERITROCITOS NAO TRATADOS

BUTILHIDROPEROXIDO.
terc- ,
BUTILHIDROPEROXIDO P
(mM) _
0,5 1
1,0 1
2,0 0,000182
3,0 0,000174
4.0 0,000174
5,0 0,000174

NOTAS: Diferenga estatistica significativa para p < 0,05.

Resultados

terc-
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FIGURA 15 - ACAO DE ferc-BUTILHIDROPEROXIDO 1 A 5mM NA FORMACAO DE
CORPOS DE HEINZ EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS.
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NOTAS: Os eritrocitos foram submetidos a ag3o oxidante de ferc-butilhidroperéxido,
durante 15 minutos.
n = 15, sendo 5 amostras com 3 repeti¢des independentes.
Os resultados expressam média e desvio padrao.
Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em
tampao fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.

TABELA 3 - TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS PELO METODO DE TUKEY PARA A
AVALIACAO DA FORMACAO CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS
HUMANOS SOB A ACAO DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO EM RELACAO AO
CONTROLE COM ERITROCITOS NAO TRATADOS COM ferc-
BUTILHIDROPEROXIDO.

terc-
BUTILHIDROPEROXIDO P

1,0 0,0001
2,0 0,0001
3,0 0,0001
4,0 0,0001
5,0 0,0001

NOTAS: Diferenga estatistica significativa para p < 0,05.

Resultados
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FIGURA 16 - ACAO DA QUERCETINA SOBRE A FORMACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA
(GSH), EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS A
ACAO OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 1 mM, EM FUNCAO DO

TEMPO DE INCUBACAO.
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NOTAS: [ terc-butilhidroperéxido 1 mM, nos tempos de incubagio indicados.
O quercetina 100 uM, pré-incubagdo durante 30 minutos + ferc-butilhidroperéxido

1 mM, nos tempos de incubagio indicados.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repetigdes independentes.
Amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com quercetina
100 uM apresentaram GSH de 5,95 + 0,5 umol/g Hb ¢ 5,92 + 0,4 pmol/g Hb,
respectivamente, como média de todos os tempos de incubagdo.
Os resultados expressam média e desvio padrio.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampio fosfato
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.

* Diferenga estatistica em relagdo ao respectivo controle com ferc-butilhidroperoxido
1 mM (teste t).

Resultados
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FIGURA 17 - ACAO DA QUERCETINA SOBRE A FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA,
EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS A ACAO
OXIDANTE DE ferc-BUTILHIDROPEROXIDO 2 mM EM FUNCAO DO TEMPO.
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NOTAS: O terc-butilhidroperoxido 2 mM, nos tempos de incubagéo indicados.
B quercetina 100 uM, pré-incubagdo durante 30 minutos + ferc-butilhidroperéxido
2 mM, nos tempos de incubagio indicados.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢des independentes.
Amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com

quercetina 100 uM apresentaram zero (0 %) de metahemoglobina em todos os
tempos de incubagdo.
Os resultados expressam média e desvio padrao.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampdo
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.

Resultados
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FIGURA 18 - ACAO DE QUERCETINA SOBRE A FORMAGAO DE CORPOS DE HEINZ, EM
SUSPENSOES DE ERITROCITOS 'HUMANOS SUBMETIDOS A ACAO
OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM.
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NOTAS: Os eritrocitos foram submetidos a agéo de quercetina (0 a 20 pM) durante 30 minutos
+ terc-butilhidroperéxido 3 mM durante 15 minutos.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢des independentes.
Amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com
quercetina 2 a 20 uM apresentaram 0 % para formagdo de corpos de Heinz.
Os resultados expressam média e desvio padrdo.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampéo fosfato

28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.
* Diferenca estatistica em relagdo ao controle (com t-BHP e sem quercetina).

Resultados
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FIGURA 19 - ACAO DE QUERCETINA SOBRE A FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA,
EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS, SUBMETIDOS A ACAO
OXIDANTE DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 0,5 mM.
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NOTAS: Os eritrécitos foram submetidos a agdo de quercetina (0 a 120pM), durante 30
minutos + fenil-hidrazina 0,5 mM, durante 15 minutos.
n = 18, sendo 6 amostras com 3 repetigdes independentes.

Os resultados expressam média, desvio padrio e 1,96 desvios padrdes
(aproximadamente 95% dos valores amostrais).

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampdo fosfato

28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.
* Diferenca estatistica em relagdo a auséncia de quercetina.

Resultados
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FIGURA 20 - ACAO DA RUTINA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA
(GSH), EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A ACAO
OXIDANTE DE ferc-BUTILHIDROPEROXIDO 0,5 A 2,0 mM.
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NOTAS: [] controle: amostras incubadas com zerc-butilhidroperéxido 0,5, 1 ¢ 2 mM durante 30
minutos.

O Amostras pré-incubadas com rutina 100 pM durante 30 minutos e incubadas com terc-
butilhidroperoxido TBH 0,5, 1,0 ¢ 2,0 mM durante 30 minutos.

n =9, sendo 3 amostras com 3 repetigdes independentes.

Amostras de eritrocitos nio tratados com TBH e tratados somente com rutina 100 uM
apresentaram concentragdo de GSH de 5,95 + 0,5 e 5,99 + 0,3 umol/g Hb, respectivamente.
Os resultados expressam média e desvio padrio.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampéo fosfato
28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.
* Diferenga estatistica em relagdo ao controle com ferc-butilhidroperéxido na concentragdo

indicada (teste t).

Resultados
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FIGURA 21 - ACAO DE RUTINA SOBRE A FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ, EM
SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A ACAO
OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM.
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NOTAS: Os eritrécitos foram submetidos a agdo de rutina (40 — 140 pM) com tempo de pré-
incubagdo de 30 minutos + ferc-butilhidroperéxido 3 mM durante 30 minutos.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repetigdes independentes.
Amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com rutina 40
a 140 uM apresentaram zero (0 %), para formagdo de corpos de Heinz.
Os resultados expressam média e desvio padrdo.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos de aproximadamente 40 % (v/v) em tampao

fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.
* Diferenga estatistica em relagdo aos controle com TBH e sem rutina.

Resultados
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FIGURA 22 - ACAO DE EXTRATO DE Vitis Vinifera 0,01 A 1mg/ml, SOBRE A
CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM SUSPENSOES
DE ERITROCITOS HUMANOS INCUBADOS COM terc-

BUTILHIDROPEROXIDO 0,5 mM.
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NOTAS: Os eritrocitos foram pré-incubados com extrato de Vitis vinifera (0,01 a 1 mg/ml)
durante 30 minutos, e tratados com ferc-butilhidroperéxido 0,5 mM, durante 30
minutos.

n = 12, sendo 4 amostras com 3 repeti¢des independentes.

Os controles com eritrocitos tratados ¢ ndo tratados com extrato de Vitis vinifera
apresentaram concentragdes de GSH, 6,25 = 0,3 pmol/g Hb e
6,21 £ 0,4 umol/g Hb, respectivamente.

Os resultados expressam média e desvio padrdo.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampdo
fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.

* Diferenga estatistica em relagdo ao controle (auséncia de extrato € com terc-
butilhidroperdxido 0,5 mM).

Resultados
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FIGURA 23 - ACAO DE EXTRATO DE Vitis Vinifera SOBRE A FORMACAO DE CORPOS DE
HEINZ, EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS SUBMETIDOS A
ACAO OXIDANTE DE ferc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM.
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NOTAS: Os eritrocitos foram pré-incubados com 0 a 5 mg/ml de extrato de Vitis vinifera
com tempo de pré-incubagdo de 30 minutos + ferc-butilhidroperéxido 3 mM
durante 15 minutos.
n =9, sendo 3 amostras com 3 repetigdes independentes.
Em amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com
extrato de Vitis vinifera 0,1 a 5 mg/ml ndo houve formagio de corpos de Heinz.
Os resultados expressam média e desvio padréo.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampdo

fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4.
* Diferenga estatistica em relagdo ao controle.

Resultados
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FIGURA 24 - ACAO DE MESILATO DE DEFEROXAMINA SOBRE A FORMACAO DE
CORPOS DE HEINZ, EM SUSPENSOES DE ERITROCITOS HUMANOS
SUBMETIDOS A ACAO OXIDANTE DE terc-BUTILHIDROPEROXIDO 3 mM.
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NOTAS: Os eritrocitos foram pré-incubados com 0 a 5 mM de mesilato de deferoxamina com

tempo de pré-incubagdo de 30 minutos + ferc-butilhidroperéxido 3 mM durante 15
minutos.

n =9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢des independentes.

Em amostras de eritrocitos ndo tratados com o oxidante e tratados somente com
mesilato de deferoxamina 1 a 5 mM nio houve formagao de corpos de Heinz.

Os resultados expressam média e desvio padrio.

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

* Diferenga estatistica em relagdo ao controle (auséncia de extrato e presenga de ferc-
butilhidroperoxido).

Resultados
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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 ferc-
BUTILHIDROPEROXIDO 2 A 5 mM.
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N OTAS:

Os eritrdcitos foram tratados durante 15 min com terc-butilhidroperéxido (2 a

5 mM), durante 15 min apds a pré incubagdo com polifendis.
B ferc-butilhidroperoxido 2 mM.  E ferc-butilhidroperéxido 3 mM.
@ ferc-butilhidroperéxido 4 mM. [ terc-butilhidroperéxido 5 mM.

Os eritrocitos foram previamente incubados com:

DF = mesilato de deferoxamina 4 mM”.

R100 = rutina 100 pM*.

R50 + Q50 = rutina 50 uM + quercetina 50 pM”.

R100 + DF = rutina 100 pM + mesilato de deferoxamina 4 mM”,

Q100 + DF = quercetina 100 puM + mesilato de deferoxamina 4 mM".

# Tempo de pré-incubagio = 30 minutos.

N = eritrocitos de individuos considerados saudaveis, ndo tratados.

C - controle = eritrocitos tratados apenas com ferc-butilhidroperéxido nas

concentragdes indicadas acima.

n = 6, sendo 2 amostras com 3 repetigdes independentes.

Os resultados expressam média e desvio padrao.

Utilizou-se suspensdes de eritrocitos aproximadamente 40 % (v/v) em tampao

fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7.4.
* Diferenga estatistica em relagdo ao controle.

Resultados
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5 DISCUSSAO

Preparou-se o extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera e realizou-se a sua
caracteriza¢do fitoquimica. Entre os varios processos € solventes empregados para
extragio de compostos polifendis 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 toxico. Os polifenéis sdo
em geral soliveis 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 extragdo, uma vez que o emprego de temperaturas mais elevadas poderia
resultar na ocorréncia de hidrolise dos compostos a serem extraidos (IKAN, 1991).

As solugdes aquosas sdo mais eficientes na extragdo de compostos
polifendlicos, em relagdo as n3o aquosas. Entretanto, naquelas, o fendmeno de
hidratagdo se estabelece rapidamente ¢ de forma completa, convertendo, em extratos
vegetais que contenham compostos polifendlicos, a espécie cation flavilium,
responsavel pela coloragio avermelhada, em sua pseudo-base, carbinol, incolor, o que
explica as reagdes de degradacdo de cor observadas em soluges aquosas
(BROUILLARD, 1982). Muitos autores utilizam a extragdo de polifendis, através de
solugdes aquosas (LABARBE et al., 1999; LAZARUS et al., 1999; SOUQUET et al.,
2000; KENNEDY; JONES, 2001; TORRES; BOBET, 2001; YAMAKOSHI et al.,
2002).

Na caracterizagdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera,
verificou-se que o mesmo apresentava reagdo fortemente positiva em diversos testes
para polifenois, confirmando as expectativas em relagdo a sua composigdo. Na reagéo
de Shinoda, observou-se o surgimento de coloragdo vermelho sangue, sugerindo a
presenga de derivados flavonoidicos reduzidos.

Na pesquisa de antocianidinas, as quais se comportam como indicadores acido-
base, ou seja, em pH 4cido apresentam coloragles entre vermelho e violeta, enquanto

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

Discussdo



64

Para a pesquisa de taninos, realizou-se a rea¢do com cloreto férrico 1% e a
reagdo com acetato de chumbo 10 %, sendo que a formagdo de precipitado ou
desenvolvimento de coloragdo verde a azul, cinza ou marron, indica a presenga de
taninos (COSTA, 2001). Nesta reagdo, observou-se a formagdo de precipitado e
aparecimento de coloragio azul esverdeada.

Pode-se observar na Figura 10, representativa de CLAE, o perfil cromatografico
do extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, que mostrou o0 maior pico para 0 cCOmposto
com tempo de retengdo de 27,03 minutos, sugerindo que o mesmo, na fase movel
empregada, esteja em maior quantidade relativa no extrato. Ao se comparar o extrato
de Vitis vinifera com uma mistura padrio de antocianidinas conhecidas, previamente
identificadas por KUSKOSKI (2000), através de CLAE, observou-se uma
sobreposi¢do de um dos picos presentes, tanto no extrato de uva como na mistura
padrio. O referido pico corresponde ao composto Malvidina 3-O-glucosideo,
sugerindo que o composto presente em maior quantidade no extrato hidroalcodlico, na
fase mével empregada, seja esta antocianidina.

Verifica-se, conforme espectro UV-Visivel (Figura 11) do composto com tempo
de retengdo 27,03 minutos, a presenca de um pico de absor¢do em 280 nm € outro em
528 nm, sendo que as antocianidinas possuem absorbincia intensa entre o0s
comprimentos de onda de 465 a 550 nm (Banda I) e de 270 a 280 nm (Banda II). Os
espectros foram, portanto, bastante caracteristicos para a identificagio de
antocianidinas (JACKMAN; SMITH, 1992), sugerindo, desta forma, a sua presenga no
extrato estudado.

A confirmagdo da presenga ou auséncia de acidos aromiticos ou de
componentes acil na molécula de antocianidina pode ser realizada por medidas
espectrais (HARBONE, 1958). A posigdo do pico de absor¢do entre 310 € 335 nm
indica a natureza e a intensidade do acido presente. Entretanto, como n#o se verificou
pico de absorgdo nesta faixa, no espectro UV-visivel do extrato de Vitis vinifera, pode-

se sugerir que as antocianidinas presentes no extrato estdo livres de acilagdo por acidos

aromaticos.

Discussdo
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Para a realizagio deste trabalho, escolheu-se como substincias polifenélicas
puras a serem utilizadas, a quercetina e a rutina, ambas da classe dos flavonéides, mais
especificamente da familia dos flavonéis. Como se pode observar na Figura 7, a
quercetina encontra-se na forma de aglicona, enquanto a rutina esta ligada ao agicar
rutinose como um 3-O-glicosideo (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 estdio amplamente distribuidos nos
alimentos, bem como em alguns medicamentos e nutrac€uticos, apresentando grande
namero de efeitos benéficos ao organismo, ressaltando-se a atividade antioxidante.
Desta forma, sdo freqiientemente utilizados como modelos de estudo. Tais compostos
atuam beneficamente contra varias condigGes patoldgicas em que ocorre a sobrecarga
oxidativa, como, por exemplo, estados inflamatérios, infecgdes e neoplasias
(FORMICA; REGELSON, 1995; HARBONE; WILLIAMS, 2000; LEAKE, 2001).

Realizou-se experimentos no intuito de verificar se as moléculas dos
flavonodides quercetina e rutina, quando solubilizadas no tampdo de trabalho, sofriam
alguma forma de modificagdo estrutural que pudesse comprometer sua possivel agido
antioxidante.

Observa-se na Figura 12, os espectros ultra violeta para quercetina e rutina, em
metanol e tampao fosfato 28 mM, NaCl 123 mM, pH 7,4. Os espectros em metanol,
para quercetina e rutina, exibiram dois picos de absorgdo maiores, na regido de 240-
400 nm, concordando com MABRY et al. (1970). Quando se adicionou os flavonoides
em tampdo fosfato salino, pH 7,4, ocorreu o desaparecimento do pico na regido de
355-360 nm, possivelmente devido ao pH alcalino do tampdo. MABRY ez al. (1970),
demonstraram que ocorre desaparecimento do pico de absor¢do 355-360 nm, no
espectro ultravioleta de quercetina em metanol, juntamente com metdxido de sodio,
composto este, com caracteristicas basicas. Sugere-se, desta forma, que o
desaparecimento destes picos de absorgdo ocorreu em virtude da mudanga de pH do
meio, mas acrescenta-se que, mesmo com tais modificagdes, os compostos em questdo

continuam presentes no tampdo, tornando, assim, validos os experimentos a serem
realizados.

Discussdo
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O emprego de extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, que segundo a literatura e
as analises realizadas neste trabalho, contém compostos polifendlicos tais como
flavonoides, antocianidinas e taninos, se baseou no fato de que produtos a base de uva
como, por exemplo, o vinho tinto, apresentam efeitos antioxidantes e, tém sido
freqiientes 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 titulo de comparagio, empregou-se ainda o mesilato de deferoxamina,
quelante de Fe utilizado na terapéutica para o tratamento de dbengas que envolvem o
excesso de Fe e a descompartimentalizagio do mesmo. O DFO ¢ relevante
especialmente no tratamento de pacientes talassémicos, 0s quais apresentam actimulo
de Fe no organismo, devido a falta de aproveitamento do mesmo para a sintese de
hemoglobina, bem como a sucessivas transfusdes sanguineas, as quais tais pacientes
sio submetidos (HUSSAIN et al, 1976, OLIVIERI et al, 1990;
KONTOGUIORGHES, 1993; CIANCIULLI et al., 1994). O envolvimento do ion Fe™
na reagio de Fenton gera como produtos, além do ion Fe™, diversos radicais livres
como, por exemplo, o ion OH, que ocasionam danos aos tecidos. Alguns autores
afirmam que, no mecanismo de agdo de compostos polifendlicos, esta envolvida a
quelagido do ferro, o que impede o desdobramento da reagdo de Fenton e, desta forma,
a geragdo de ion OH (DEUTICKE et al., 1987; MORAZZONI; MALANDRINO,
1988; RICE-EVANS et al., 1989; RICE-EVANS et al., 1995; SAUA et al., 1995;
STOHS; BAGCHI, 1995; VAN ACKER et al, 1998; KONDO et al, 1999
FERNANDES et al., 2000), semelhantemente ao que ocorre por agdo de mesilato de
deferoxamina (CIANCIULLI et al., 1994).
| Dentre as varias substincias capazes de causar danos oxidativos em eritrocitos,
optou-se por trabalhar com o TBH, um hidroper6xido orginico com potente agdo
oxidante ¢ amplamente utilizado como modelo para estudo dos mecanismos de dano
oxidativo celular. Em laboratorios de sintese orginica, hidroperéxidos, como o TBH
podem se formar como resultado da adigido de oxigénio a radicais alquil (CAPRARI et
al., 1995; AHERNE; O’BRIEN, 2000). Muitos dos efeitos oxidantes de TBH sobre
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eritrocitos podem ser explicados com base na sua habilidade de reagir com a
hemoglobina e outros derivados do heme, lipideos da membrana e grupamentos tidis
de proteinas plasmaticas. As mudangas provocadas nas células, devido ao processo
oxidativo induzido por TBH, sdo de grande interesse como um modelo para mudangas
na membrana e proteinas de eritrocitos nas doengas hematologicas (DEUTICKE et al.,
1987). Apesar de se ter preparado a solugdo estoque de TBH em agua destilada para
evitar a precipitagdo de alguns dos sais do tampdo fosfato, pH 7,4, ndo se verificou
hemolise, nas suspensdes de eritrocitos incubadas, uma vez que se empregou volumes
desta solu¢do, da ordem de microlitros.

Na Figura 13 e Tabela 1 observa-se que a concentragdo de GSH diminuiu de
acordo com o aumento da concentragio de TBH entre 0,5 ¢ 1 mM, com deplegdo
completa entre 1 e 5 mM. Assim, a diminui¢do de GSH foi de 50 % com 0,5 mM de
TBH e de 100 % a partir de 1 mM de TBH, para tempo de incubagio de 15 minutos.

Este fato pode ser explicado por ser o TBH um oxidante orginico que, quando
atravessa a membrana eritrocitaria, encontra a enzima GSH-peroxidase, na qual se liga
para ser metabolizado, simultaneamente com a oxidagdo da GSH i 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 €,
assim, iniciam-se as reagdes oxidativas em cadeia (CHEN et al., 2000). Além disso, a
presenga deste hidroperéxido pode provocar uma reagdo que inibe a enzima G6-PD, e
desta forma, contribuir para a redugdo dos niveis de GSH (VAN DER ZEE et al.,
1989). A reagdo de TBH com heme-proteinas pode resultar na formagdo dos radicais
alquoxil e peroxil, enfatizando-se que a gerago destes radicais pode levar a geragédo de
outros radicais através de reagdes secundarias (VAN DER ZEE et al., 1989).

Os experimentos realizados neste trabalho demonstraram que, apés 30 minutos
de incubagdo com TBH, a concentragdo de GSH mostrou pequena elevagdo em fungdo
do tempo de incubagdo, de acordo com a Figura 16. Observa-se que a concentragdo de
GSH em suspensdes de eritrocitos incubados com TBH 1 mM foi totalmente depletada

até os 10 primeiros minutos de incubagdo e que, a partir de 20 minutos, ocorreu
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pequena elevagdo, em tomo de 0,1 e 0,2 pmoles/g Hb, para 20 e 30 minutos,
respectivamente.

MAWATARI ¢ MEURAKAMI (2001) observaram exaustio da GSH de
eritrocitos tratados com TBH em apenas 1 minuto. Também observaram uma lenta
recuperagdo de GSH, ap6s 15 minutos de exposi¢do ao oxidante, a qual se manteve em
baixas concentragdes durante 60 minutos de incubagdo.

CHEN et al. (2000) demonstraram uma regeneragdo de GSH, em hepatdcitos de
ratos, em torno de 10 nmol/mg proteina, a partir de 15 até 30 minutos de incubag@o,
com TBH 0,5 mM. Ja com hepatocitos tratados com 2 mM de TBH, os niveis de GSH
cairam de aproximadamente 60 nmol/mg, até a deplegdo total, no decorrer de 30
minutos de incubagéo.

Ainda de acordo com a Figura 16, observa-se aumento da concentragdo de
GSH, em comparagdo com o controle com TBH 1 mM, em fungio do tempo de
incubagdo a partir de 10 minutos até 30 minutos nas amostras pré-incubadas com
quercetina 100 pM. Esta regeneragdo de GSH variou de 5 a 21 %, em relagdo ao
controle normal, para 10 e 30 minutos de incubagio, respectivamente.

Na Figura 20, observa-se a concentragio de GSH em suspensdes de eritrocitos
pré-incubados com rutina 100 pM e, em seguida, com TBH 0,5, 1 ¢ 2mM. Os
resultados indicam que a rutina exerceu uma pequena prote¢io, em relagdo a deplegdo
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 umoles/g Hb para TBH 0,5, 1 ¢
2 mM, respectivamente; e 0,23, 0,05 ¢ 0,41, para as amostras pré-incubados com
rutina 100 uM e, incubadas com TBH 0,5, 1 € 2 mM.

Sugere-se que o efeito protetor da rutina pode ser devido a sua capacidade de
quelar o Fe (AFANAS'EV et al., 1989), impedindo assim, o desenvolvimento da
reagio de Fenton (FIORANI er al, 2002); e de reagir com radicais livres via
transferéncia de elétrons (FERRALI et al., 1997).

Observa-se, na Figura 14, que o TBH promoveu aumento da formagdo de
metahemoglobina, de acordo com o aumento de sua concentragdo. Para concentragles

entre 0,5 ¢ 1mM de TBH, ndo se verificou forma¢io de metahemoglobina
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significativa. Para concentragGes entre 2 € 5 mM, entretanto, observou-se aumento
significativo da concentra¢dio de metahemoglobina, de 8 a 38%, proporcional ao
aumento da concentra¢io de TBH.

TROTTA et al. (1981) demonstraram que, em suspensdes 1% (v/v) de
eritrocitos humanos expostas a 0,1 mM de TBH por 1 hora, houve formagido de
metahemoglobina de cerca de 50 %.

Como se pode observar na Figura 17, o TBH 2 mM exerceu efeito oxidante,
mensurado através da formagdo de metahemoglobina em eritrocitos humanos,
proporcional ao tempo de exposigdo. Observou-se que, entre 5 e 20 minutos de
exposi¢do, ocorreu um aumento da concentragido de metahemoglobina, de 3 para 15 %.
Entretanto, entre 20 ¢ 30 minutos de incubagéo, os valores se mantiveram em cerca de
15 %.

LII e HUNG (1997) demonstraram aumento na formacio de metahemoglobina,
em suspensbes de eritrocitos 10 % (v/v) em tampdo PBS, em funcido do tempo de
incubagio entre 0 e 60 minutos com TBH 1,5 mM. Os valores encontrados foram de
0,15+0,3, 36,8+7,4 ¢ 33,6+6,5%, para os tempos de 0, 30 e 60 minutos,
respectivamente. Comparativamente, para incubagdo durante 30 minutos, com TBH
2 mM, neste trabalho, encontrou-se o valor aproximado de 15 % para a formagdo de
metahemoglobina, enquanto aqueles autores encontraram 36,8 + 7,4 %, com TBH
1,5mM. No entanto, deve-se considerar que, as suspensdes de eritrocitos, de
aproximadamente 40 % (v/v) em tampao fosfato salina, pH 7,4, eram 4 vezes mais
concentradas que as usadas por LII e HUNG (1997), necessitam de maiores
concentragdes de TBH para provocar a formagio de maiores concentragdes de
metahemoglobina.

Observa-se ainda, na Figura 17, que nas suspensdes de eritrocitos pré-incubadas
com quercetina 100 pM, nfo houve redugdo da formagdo de metahemoglobina, em
comparagdo 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 pM, associagdes entre rutina 50 uM e quercetina 50 pM, rutina
100 pM e mesilato de deferoxamina 4 mM, e incubadas com ferc-butilhidroperdxido
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2, 3, 4 e 5 mM. Nas amostras pré-incubadas com a associagio entre quercetina 100 puM
e mesilato de deferoxamina 4 mM, ocorreu uma diminui¢io da formacgio de
metahemoglobina, em relagdo as amostras incubadas apenas com TBH 5SmM. Este
achado poderia ser explicado por uma possivel agdo sinérgica entre estes compostos,
visto que, quando usados de forma isolada, ndo provocaram efeito inibidor da
oxidagdo por TBH. O mesilato de deferoxamina exerce efeito quelante sobre o ferro, o
que poderia impedir a formagdo de radicais livres pela reagdo de Fenton. RICE-
EVANS et al. (1989) demonstraram que o mesilato de deferoxamina diminui a
formagdo de espécies de ferrilmioglobina devido a sua capacidade de doar elétrons ¢,
assim, neutralizar radicais peroxil.

FERNANDES et al. (2000), demonstraram que, em suspensdes de eritrocitos
humanos pré-incubadas com mesilato de deferoxamina 4 mM, houve a pontecializagdo
da citotoxicidade provocada por dicromato de sédio 4 mM, demonstrando um efeito
pro-oxidante. Estes autores consideraram que os mecanismos estimulantes ou
protetores exercidos pelo mesilato de deferoxamina ainda néo estio bem elucidados.
HALLIWELL (1985) demonstrou que o mesilato de deferoxamina pode interagir com
radicais superéxido, resultando em um aumento da formagdio de metahemoglobina.
Nio foram encontrados resultados concordantes com tais autores, neste trabalho, para
a concentra¢do de 4 mM de mesilato de deferoxamina, com a qual ndo se conseguiu
sugerir nem efeito pro-oxidante e nem antioxidante.

Observa-se, na Figura 15, a agdo de TBH 1 a 5 mM sobre a formagdo de corpos
de Heinz em suspensSes de eritrocitos humanos, com um aumento da formagdo de
corpos de Heinz, proporcional a concentragio de TBH, com valores médios de 2 a
17 %. Os corpos de Heinz formados apareceram corados em azul violeta, numerosos,
possivelmente ligados 2 membrana do eritrocito, alguns despigmentados €, em sua
maioria, pequenos em tamanho. Esta descri¢do é concordante com a de JANDL (1996)
que afirma que, quando a atividade redutora da célula é diminuida, como em
deficiéncia de G6-PD, se a concentragdo da droga oxidante for excessiva, os corpos de
Heinz aparecerdo em numero elevado e pequenos e o eritrocito, as vezes,

despigmentado.
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Um grande mimero de produtos quimicos e drogas pode causar precipitagdo
intracelular de produtos da oxidagdo 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 agdo sobre a formagio de corpos de Heinz ocorra
da mesma forma que a de outras drogas oxidantes citadas na literatura. O tamanho e o
numero de corpos de Heinz formados dependem das reagdes ciclicas do O, e da droga
catalitica empregada, bem como da concentragio de intermediarios redutores na célula
e da capacidade do eritrocito em regenerar o NADPH (CLARO, 2002).

A quercetina, nas concentragdes de 2 a 20 uM, promoveu redugdo parcial,
porém significativa da porcentagem de formagdo de corpos de Heinz promovida por
terc-butilhidroperéxido 3 mM (Figura 18). A porcentagem de formagdo de corpos de
Heinz diminuiu de 8,7 + 0,1 % para o controle com terc-butithidroperdxido, para
75+0,2,7,6+0,2,63+0,1¢6,7+0,2 % nas amostras pré-incubadas com quercetina
2, 10, 15 e 20 uM, respectivamente. Este fato poderia ser explicado pela capacidade da
quercetina de interagir com a bicamada lipidica da membrana eritrocitaria
(MOVILEANU et al., 2000) e, assim, promover prote¢do contra a agregagdo de corpos
de Heinz junto 4 mesma, além de exercer outros mecanismos de ag¢do, que serdo ainda
discutidos, contra a sobrecarga oxidativa promovida por drogas oxidantes. Nao se
pode deixar de comentar que a formagéo de corpos de Heinz com terc-
butilhidroperéxido foi de baixa porcentagem, e que o efeito da quercetina néo foi tdo
eficiente na inibi¢do da formagdo dos mesmos. Talvez se devesse ainda, testar
concentragdes maiores de quercetina. CLARO (2002) observou que, eritrocitos
humanos incubados com CF 0,3 a 5 mM, apresentaram um aumento relevante na
formagéo de corpos de Heinz, proporcional & concentragdo do oxidante, chegando a
quase 100 %. Quando tais amostras foram tratadas com vitamina C 10 a 90 mM,
previamente a oxidag¢do por CF 1 mM, houve redugio na formagdo de corpos de
Heinz, de cerca de 21,6 % para 8,4 %. Ainda no mesmo trabalho, observou-se que, nas
mesmas condi¢des citadas anteriormente, a vitamina E fez com que diminuisse a
formagdo de corpos de Heinz de cerca de 21,6 % para cerca de 7,5 %. As

concentragdes de vitamina C e E empregadas foram da ordem de 2 a 20 milimoles/l,
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enquanto que neste trabalho, tanto a quercetina como rutina, empregadas, utilizaram
concentragdes da ordem de 100 umoles/], sugerindo, desta forma, uma explicagéo para
a menor agdo antioxidante destes compostos.

Observa-se, na Figura 21, que em suspensdes de eritrocitos pré-incubadas com
rutina 40 a 140 uM, ocorreu inibi¢do parcial da formagdo de corpos de Heinz por TBH
3 mM. A porcentagem de formacdo de corpos de Heinz foi de 7,6 £0,3, 7,0+ 03 ¢
5,7 = 0,2% para rutina 40, 60 e 80 uM e a partir de 100 uM de rutina, estabilizou-se
em valores médios de aproximadamente 5 %, cerca de 45 % mais baixos que os
obtidos com zerc-butilhidroperoxido 3 mM, de 9,1 + 0,4 %. A agdo da rutina poderia
ser explicada da mesma forma que a da quercetina. No entanto, parece que a rutina
necessita de concentragdes maiores para exercer o mesmo efeito que a quercetina,
possivelmente devido a rutina nfo penetrar nos eritrocitos tio eficientemente quanto
sua aglicona, ndo interagindo assim, da mesma forma, com os lipideos de membrana
(FERRALI et al., 1997). A concentragdo minima de rutina empregada, ndo mostrada
na Figura 21, foi de 20 uM, e nio inibiu a formagdo de corpos de Heinz ao passo que a
mesma concentragio de quercetina fez com que a formagdo dos mesmos diminuisse
em cerca de 23 % em relagdo a TBH 3 mM, sugerindo maior eficiéncia da quercetina
em relagio a rutina, em inibir a formagdo de corpos de Heinz.

Os experimentos de FERRALI et al. (1997) demonstraram que a quercetina
100 uM em 1 ml de suspensdo de eritrdcitos foi capaz de penetrar nos eritrécitos quase
totalmente, fato comprovado através de medigdo de espectro de absorbancia (375-
380 nm) do sobrenadante da suspensdo de eritrocitos, no momento da adigdo de
quercetina e apds 1 hora de incubagdo. Por outro lado, a rutina ndo foi capaz de
penetrar nos eritrocitos da mesma forma que a quercetina, visto que, €m experimentos
semelhantes ao anterior, a absorbancia inicial se manteve apds o periodo de incubagdo.
Isto poderia ser explicado, possivelmente, pela maior hidrofilia da molécula de rutina
em relagdo a de quercetina, por ter um residuo do agucar rutinose ligado ao grupo
hidroxil em C; (AFANAS'EV et al., 1989; FIORANI et al., 2002).

Observa-se na Figura 24 que, em suspensdes de eritrocitos pré-incubados com

mesilato de deferoxamina 1 a 5 mM, ocorreu diminuigdo parcial da formagdo de
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corpos de Heinz por TBH 3 mM, acrescentando-se que a mesma foi proporcional i
concentragdo de mesilato de deferoxamina. A redugdo da formagdo de corpos de
Heinz, em relagéio 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 eritrocitos e exercer quelagdo do ferro e, assim, diminuir a oxidagdo da
hemoglobina em sistemas experimentais com sobrecarga oxidativa induzida pelo ferro.
Acrescenta-se que as concentragdes de mesilato de deferoxamina empregadas e
necessarias para que ocorresse a diminui¢io da formagédo de corpos de Heinz, foram da
ordem de milimoles/l, enquanto que, comparativamente, as de quercetina e rutina, de
micromoles/l, sugerindo-se assim, que as mesmas venham a ter maior efeito para
prevenir a formagdo de corpos de Heinz induzida por TBH 3 mM.

Observa-se na Figura 22 que, em suspensdes de eritrocitos pré-incubados com
extrato de Vitis vinifera, ocorreu recuperagdo dos niveis de GSH, depletados por TBH
3 mM. Nas amostras incubadas com 0,1 mg/ml do extrato, observou-se recuperagdo
parcial de GSH, que ficou em torno de 50 % em relagdo ao controle, enquanto que em
concentra¢les a partir de 0,5 mg/ml do extrato, a recuperagdo dos niveis de GSH foi
total. Demonstrou-se que o extrato de Vitis vinifera utilizado neste trabalho
apresentava em sua composi¢do, flavonoides, 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 polifendis presentes no extrato de Vitis vinifera podem ser responsaveis
pelos efeitos observados na Figura 22, em virtude de possuirem atividade antioxidante,
tanto pela quelagdo do ion férrico quanto pelo compartilhamento de elétrons, das
hidroxilas presentes em suas estruturas, com espécies reativas de oxigénio.
Acrescenta-se que as antocianidinas n3o possuem grupos hidroxil nas posi¢oes 3 € 5

nos anéis A e C e insaturagio entre C, e C;, proximos ao grupo 4-0xo0. Assim, por este
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critério, poderiam ser menos efetivas em sua atividade antioxidante que quercetina, a
qual possui estas caracteristicas estruturais em sua molécula (BORS et al., 1990).

KONDO et al. (1999), demonstraram que o efeito de catequinas, com estruturas
relacionadas com flavondides, contra radicais peroxil foram semelhantes aos de
quercetina, em lipossomos. HALDER ¢ BHADURI, (1998) demonstraram que extrato
de cha preto, rico em polifendis, mostrou uma eficiente acdo contra varias espécies
reativas de O, protegendo completamente, eritrocitos humanos, contra o dano
oxidativo devido a peroxidacdo lipidica, degradagdo de proteinas do citoesqueleto €
desorganizagdo da estrutura da membrana eritrocitaria.

O vinho tinto, também rico em polifendis, mostra grande efeito protetor contra
o dano oxidativo (GHISELLI 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 quelagfo do ferro ou se eles
podem induzir enzimas antioxidantes via receptor fendlico especifico ou ainda por
outros mecanismos.

A Figura 23 mostra a a¢do de extrato de Vitis vinifera sobre a formagdo de
corpos de Heinz em eritrocitos expostos a TBH 3 mM. Percebe-se uma diminui¢do
significativa da formag¢do dos corpos de Heinz a partir de 1 mg/ml de extrato,
proporcional a concentragdo 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 polifenolicos.

TAKASU et al. (2002) demonstraram que a formagio de corpos de Heinz, em
individuos portadores de anemia falciforme, diminuiu de 58,9+20,0% para
29,8+15,3 %, apds a ingestdo de 5 ml/dia de extrato de alho envelhecido, ao longo de 4
semanas. Os extratos empregados continham 305 g/l de sélidos extraidos, dentre eles,
varios polifendis.

Realizou-se experimentos também, com um outro agente oxidante, o cloridrato
de fenilhidrazina. Os derivados de hidrazina sdo usados principalmente em indistrias

como combustiveis, pesticidas e explosivos. Estes derivados ja foram usados no
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tratamento de tuberculose e de hipertensdo, porém seu uso foi abandonado por se ter
constatado que induz hemolise, entre outros efeitos (VALENZUELA et al., 1985).
Estes compostos podem causar dano oxidativo devido a formagdo de radicais reativos
como O," e H;0,, que podem reagir com a molécula de hemoglobina, contribuindo
para a formacgio de metahemoglobina, corpos de Heinz e hemoélise (FERRALI et al.,
1992).

Na Figura 19 observa-se que, os valores médios de formagdo de
metahemoglobina, quando se utilizou amostras incubadas com quercetina nas
concentragdes de 20 a 120 pM, apresentaram decréscimo em relagdo ao controle,
tratado somente com cloridrato de fenilhidrazina 0,5 mM. Este decréscimo foi de
aproximadamente 30 % nas amostras incubadas com quercetina 10 € 20 uM, e de
35 % nas amostras com quercetina 40 pM ou mais. A estabiliza¢do da formagdo de
metahemoglobina para concentragdes de quercetina a partir de 40 M, poderia ser
explicada pelos experimentos de FERRALI et al. (1997). Estes autores demonstraram
que a protegdo conferida pela quercetina & sobrecarga oxidativa por fenilhidrazina
1 mM, em eritrécitos de rato, pré-incubados com dietilmaleato, um depletor de
glutationa reduzida, pode ser devido a quelagdo do ion ferro, obedecendo uma relagio
semi-estequiométrica, a qual impediria a propagagio da reagdo de Fenton.

Para testar a capacidade da quercetina de quelar o ferro, FERRALI et al. (1997)
adicionaram FeSO; 35, 10, 25 e 50 uM a quercetina 50 pM em tampdo fosfato pH 7,4,
obtendo uma progressiva mudanga do pico de absor¢do maxima de 377 para 420-
425 nm, de acordo com o aumento da concentragdo FeSO, até 25 pM, sugerindo que
se forma um complexo, com proporgio molar quercetina:ferro de 2:1. A mesma
relagdo molar foi obtida para o complexo rutina:ferro, em tampdo fosfato pH 7,4
(AFANAS’EV et al., 1989).

Nos experimentos de FERRALI et al. (1997), a quantidade de ferro liberada da
célula, por exposi¢do ao efeito oxidante de fenilhidrazina 1 mM, foi de cerca de
20 nmol/ml, o que sugere que, a partir de 40 pM de quercetina, ndo se teria mais um
aumento do efeito quelante de ferro e, desta forma, ndo se poderia reduzir mais a

formagdo de metahemoglobina. Estes autores obtiveram redug@o da concentragdo de
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metahemoglobina de cerca de 26 € 36 %, promovida por cloridrato de fenilhidrazina
1 mM, para concentragdes de quercetina de 15 e 50 uM, respectivamente, em
eritrocitos de ratos pré-incubados com dietilmaleato. Tais resultados nio foram
reproduzidos com eritrécitos humanos.

Neste trabalho, com o emprego de fenilhidrazina 0,5 mM, com concentragdes a
partir de 40 pM de quercetina, obteve-se as maiores reducdes da formagdo de
metahemoglobina, podendo-se levantar a hipotese 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 a quelagdo intracelular do
ferro, com a formagdo de um complexo de ferro imerte e incapaz de iniciar a
peroxidagdo lipidica ¢ a oxidagdo da hemoglobina (AFANAS'EV et al., 1989; DAS;
RAY, 1988; FERRALI et al., 1997, VAN ACKER et al., 1998 PANNALA et al.,
2001). Esta atividade antioxidante também pode ocorrer por seqiiestro de radicais
hidroxil e peroxil via transferéncia de elétrons (TOREL et al., 1986; HUSAIN et al.,
1987; CHEN et al., 1996; RICE-EVANS et al., 1996; FERRALI et al., 1997,
HEIINEN et al., 2001).

A habillidade de flavondides, como quercetina e rutina, em compartilhar
elétrons com espécies reativas de oxigénio, depende da posi¢do e do grau de
hidroxilagdo destes compostos, sendo que esta atividade redutora € acentuada de
acordo com os seguintes aspectos estruturais: presenga de grupos hidroxil nas posi¢des
3 e 5; insaturagdo entre C, e Cs, proximos ao grupo 4-oxo e presenga de grupos
hidroxil nos carbonos 3' ¢ 4° do anel B (MOVILEANU et al., 2000; FIORANI et al.,
2002).

Cabe salientar que a possibilidade de a quercetina promover efeito protetor
sobre eritrocitos incubados com oxidantes, também se refere ao fato de sua agédo
antioxidante j ter sido amplamente documentada (FERRALI et al., 1997; LIU et al.,
1992; RICE-EVANS et al., 1996; TERAO et al., 1994).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o TBH € um agente oxidante
que possui a capacidade de lesar os mecanismos de defesa dos emntrécitos contra a

oxidagdo da molécula de hemoglobina. Também sugerem que os flavonodides
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quercetina € rutina, assim como o extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, podem
inibir, em parte, este processo. Acrescenta-se ainda que o CF, outro potente agente
oxidante, teve sua agdo parcialmente reduzida pela presencga de quercetina. O mesilato
de deferoxamina, usado neste trabalho, como modelo de quelante de ferro, para
comparag¢des com os objetos de estudo, inibiu parcialmente alguns efeitos provocados
por TBH, no processo de oxidagdo da hemoglobina.

Para fins de aprofundamento do tema abordado neste trabalho, seria interessante
o estudo de outros parimetros, para mensurar de forma mais ampla, o resultado da
sobrecarga oxidativa em eritrocitos humanos. Dentre varias técnicas utilizadas para tal
fim, cita-se a dosagem de MDA, que mede peroxidagio lipidica, determinagdes das
atividades de enzimas eritrocitarias responsaveis pelo metabolismo energético €
redutor e verificagdo das proteinas da membrana eritrocitaria através da técnica de
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). CLARO, 2002, demonstrou que a vitamina C ¢ a
vitamina E possuem relativa agdo antioxidante em eritrécitos humanos submetidos a
sobrecarga oxidativa. O emprego de compostos polifendlicos, em associagdes com
vitaminas C ¢ E, bem como com outros antioxidantes, poderiam contribuir ainda mais
para o estudo dos processos oxidativos bem como, a prevengdo desse eventos no
eritrocito humano.

Em relagdo ao extrato de Vitis vinifera estudado, cabe salientar a importancia de
se aprofundar o estudo de sua composigio e de seu efeito antioxidante, tanto in natura,

quanto de seus componentes isolados.

Discussdo



6 CONCLUSOES



79

6 CONCLUSOES

No estudo da agdo de quercetina, de rutina, e de extrato hidroalcodlico de Vitis
vinifera, em eritrocitos humanos submetidos a sobrecarga oxidativa com ferc-

butilhidroperdoxido ou cloridrato de fenil-hidrazina, observou-se que:

a) A concentragdo de GSH diminuiu proporcionalmente ao aumento da concentragio
de TBH entre 0,5 ¢ 1,0 mM, com valores médios de 4 a 0,1 umoles/ g Hb,
mantendo-se totalmente depletada para concentragdes maiores;

b) A formagio de metahemoglobina aumentou proporcionalmente ao aumento da
concentracdo de TBH entre 2 € 5 mM, com valores médios de 8 a 35 %;

¢) A formagao de corpos de Heinz aumentou com o aumento da concentragdo de TBH
entre 1 ¢ 5 mM, com valores médios de 2 a 16 %;

d) A quercetina 100 pM, apds 10 e 30 minutos de incubagdo, preveniu parcialmente, a
deplecido de GSH, por TBH 1 mM, com valores médios de 0,25 a 1,3 umoles/ g
Hb;

e) A quercetina 100 pM, ndo preveniu a formagdo de metahemoglobina, promovida
por TBH 2 mM;

f) A quercetina 2 a 20 pM, preveniu parcialmente a formagdo de corpos de Heinz,
promovida por TBH 3 mM, com valores médios de 7,5 a 6,7 %;

g) A quercetina 10 a 120 uM, preveniu parcialmente a formagio de metahemoglobina,
promovida por CF 0,5 mM, com valores médios de 4 a 3,6 %;

h) A rutina 100 pM, preveniu parcialmente a deple¢do de GSH, promovida por TBH
2mM, com o valor médio de 0,4 pmoles/ g Hb em relagdo a zero, quando se
empregou apenas o oxidante;

1) A rutina 40 a 140 uM, preveniu parcialmente a formagdo de corpos de Heinz,
promovida por TBH 3 mM, com valores médios de 7,6 a 4,9 %;

J) O extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, na concentragdo de 0,1 mg/ml, preveniu
parcialmente, a deplecdo de GSH, por TBH 0,5 mM, obtendo-se valores médios de
4,4 £ 0,1 pmoles/ g Hb. Quando em concentragdes de 0,5 € 1,0 mg/ml, preveniu
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totalmente a deplegdo de GSH pelo mesmo oxidante, com valores médios de
7,4+ 0,4 €73 +0,1 pmoles/ g Hb, respectivamente;

k) O extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, nas concentragdes entre 1 e 5,0 mg/ml,
preveniu parcialmente a formagdo de corpos de Heinz, promovida por TBH 3 mM,
com valores médios de 6,4 a 4,0 %, respectivamente;

1) A associagdo entre quercetina 100 uM e mesilato de deferoxamina 4 mM, inibiu
parcialmente a formagdo de metahemoglobina, em eritrocitos incubados com TBH
5 mM, com valores médios de 30 £+ 1,2 %;

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, nas concentragdes testadas, a
quercetina é parcialmente eficaz contra a sobrecarga oxidativa promovida por
cloridrato de fenilhidrazina. Igualmente sugerem que a sobrecarga oxidativa
promovida pelo TBH ¢ parcialmente prevenida por quercetina e rutina. Foi relevante
ainda, a capacidade observada para o extrato hidroalcoolico de Vitis vinifera, de

prevenir quase que totalmente a deplegdo de GSH em eritrécitos incubados com TBH.
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ANEXO 1



P& HOSPITAL DE CLiNICAS
" #® UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
. 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 AGAO DO
FLAVONOIDE QUERCETINA SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM
ERITROCITOS HUMANOS”, esta de acordo com as normas éticas estabelecidas
pela Resolucdo n° 196/96 do Ministério da Saude.

Protocolo CEP-HC n° 023.EXT.005/2001-03
~ O referido projeto foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana3,
em reunido realizada no dia 27 de margo de 2.001.
Sendo o que se apresenta para o momento, subscrevo-me,

Atenciosamente

~.

Prof. Dr. Ren;fo Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR



ANEXO 11



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) O objetivo desta pesquisa é:
Estudar a acdo de quercetina, rutina e extrato hidroalcodlico de Vitis vinifera, em eritrécitos
humanos submetidos a sobrecarga oxidativa, in vitro.

b) Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario fazer exames, onde serdo coletadas amostras
de sangue para realizar os objetivos citados acima.

c) Como em qualquer diagndstico clinico-laboratorial vocé podera experimentar alguns
desconfortos, principalmente relacionados a coleta de sangue, por pungao venosa.

d) Contudo os beneficios esperados s3o: melhor compreensao dos mecanismos de hemélise e
estresse oxidativo que levam a doencas hemoliticas e agdo controladora do processo oxidativo por
parte dos antioxidantes a serem empregados.

e) Estao garantidas todas as informacges que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

f) A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar do
estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento.

g) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos profissionais que
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informagao for divulgada
em relatério ou publicagdo, isto sera feito sob forma codificada, para que seja mantido o carater
confidencial.

h) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames, efc) nao sao da
responsabilidade do paciente.

i) Pela sua participagdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.

j) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um cédigo.

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo
do qual fui convidado a participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo no estudo a qualquer
momento sem justificar minha decisao.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente /] Nome do pesquisador /1



