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RESUMO

O eritrécito € um modelo celular adequado para o estudo do efeito das espécies
reativas de oxigénio (ERO) e para a triagem inicial de substancias antioxidantes,
devido a sua simplicidade estrutural, acessibilidade e vulnerabilidade a oxidacdo. As
ERO sao formadas fisiologicamente nas células, porém seu excesso esta
relacionado com o envelhecimento celular e eventos patolégicos. A doenga
falciforme promove uma anemia hemolitica caracterizada pela presenca de alta
concentracdo de hemoglobina S, cujas consequéncias incluem a producao
aumentada de ERO e a diminuicdo da capacidade de defesa antioxidante,
acarretando disfuncédo endotelial, disturbios de coagulacdo e hemdlise intravascular.
No presente trabalho, comparou-se o estado oxidativo dos eritrocitos de pacientes
com anemia falciforme (gendtipo SS) e de individuos normais (genétipo AA) através
da determinacdo de glutationa reduzida (GSH), metahemoglobina (meta-Hb) e
dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Os eritrécitos dos
pacientes com anemia falciforme apresentaram um aumento da oxidacdo da
hemoglobina em 1,4 vezes e da peroxidacao lipidica em 1,8 vezes, nos seus
estados basais. O estudo do estresse oxidativo foi realizado apés inducao de danos
pelos oxidantes terc-butil-hidroperéxido (+-BHP) e 2,2 - azobis (amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH), geradores de radicais livres em modelos celulares. Os
eritrocitos de pacientes com anemia falciforme apresentaram maior suscetibilidade
ao estresse oxidativo, com maior oxidacao da hemoglobina e um dano a membrana
lipidica aproximadamente 1,4 vezes maior do que eritrocitos normais. Por fim,
testou-se o efeito antioxidante do extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761)
na prevencao dos danos oxidativos induzidos pelos oxidantes, in vitro. Os resultados
obtidos ilustram que o EGb 761 apresenta acao antioxidante dose-dependente tanto
em eritrécitos de individuos normais quanto de pacientes com anemia falciforme,
prevenindo parcialmente a peroxidacao lipidica da membrana induzida por t-BHP
(ICsp de 138,4 e 257,0 ug/ml, em eritrocitos AA e SS, respectivamente) inibindo a
formagdo de radicais livres induzida pelo -BHP (ICso de 4,22 e 13,0 pg/ml,
respectivamente) e prevenindo a hemodlise induzida por AAPH (ICso de 2,6 e
6,0 ug/ml, respectivamente). De acordo com os resultados, em eritrocitos de
pacientes com anemia falciforme a dose necessaria para realizar o mesmo efeito foi
no minimo 2 vezes maior do que nos eritrocitos de individuos normais. Por outro
lado, o EGb 761 ndo conseguiu prevenir a oxidacao da hemoglobina e da molécula
de GSH nas concentracées testadas. Ensaios clinicos sado necessarios para
investigar os possiveis beneficios do EGb 761 como adjuvante terapéutico na
anemia falciforme.

Palavras-chave: eritrocitos, Ginkgo biloba, estresse oxidativo, compostos azo, terc-
butilhidroperdxido, anemia falciforme.



ABSTRACT

The erythrocyte is a model for the study of the effect of reactive oxygen species
(ROS) and the initial antioxidant screening due to its structural simplicity, accessibility
and vulnerability to oxidation. ROS are formed physiologically in cells, but its excess
is related to cellular aging and pathological events. Sickle cell disease promotes a
hemolytic anemia characterized by the presence of high concentrations of
hemoglobin S, whose consequences include the increased production of ROS and
decreased antioxidant defense capacity, resulting in endothelial dysfunction,
coagulation disorders and intravascular hemolysis. In this work, we compared the
oxidative status of erythrocytes from patients with sickle cell anemia (SS genotype)
and in normal controls (genotype AA) through the determination of reduced
glutathione (GSH), methemoglobin (met-Hb) and serum substances reactives
to thiobarbituric acid (TBARS). Erythrocytes of patients with sickle cell anemia had an
increase of 1.4 in hemoglobin oxidation and 1.8 times in lipid peroxidation over their
basal state. The study on oxidative stress was performed after induction of oxidative
damage by terc-butylhydroperoxide (+-BHP) and 2,2 - azobis (amidinopropane)
dihidrochloride (AAPH), generators of free radicals in cell models. The erythrocytes of
sickle cell patients showed increased susceptibility to oxidative stress, with higher
hemoglobin oxidation and lipid membrane damage approximately 1.4 times higher
than normal ones. Finally, we tested the antioxidant effect of standardized extract of
Ginkgo biloba extract (EGb 761) in preventing oxidative damage induced by oxidants
in vitro. The results illustrate that EGb 761 has antioxidant activity in erythrocytes
from both normal subjects and patients with sickle cell disease, partially preventing
membrane lipid peroxidation (ICso of 138.4 pg/ml and 257.0 pg/ml, respectively),
inhibiting the formation of free radicals (ICsq of 4.22 pg/ml in AA and 13.0 pg/ml in
SS) and preventing hemolysis (ICso de 2.6 pg/ml in AA and 6.0 pg/ml in SS).
According to the results, extract antioxidant action was dose-dependent, and in
erythrocytes from sickle cell patients the dose required to achieve the same effect
was at least twice higher than in erythrocytes of normal individuals. Moreover, EGb
761 failed to prevent oxidation of the hemoglobin and GSH, at the concentrations
tested. Clinical trials are needed to investigate the possible benefits
of EGb 761 as an adjuvant in sickle cell anemia therapy.

Key-words: erythrocytes, oxidative stress, Ginkgo biloba, azo coumpounds, tert-
butylhydroperoxide, sickle cell.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 — REPRESENTACAO DA MEMBRANA ERITROCITARIA................. 22
FIGURA 2 —ESTRUTURA DA HEMOGLOBINA A ..o, 25
FIGURA 3 — ESTRUTURA DO GRUPO HEME ..o 25
FIGURA 4 — SUPRIMENTOS DE ENERGIA NO ERITROCITO .o 28
FIGURA 5 — ALVOS DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO
NA CELULA oo 30
FIGURA 6 — ESQUEMA DO PROCESSO DE PEROXIDACAO LIPIDICA .......... 31
FIGURA 7 — OXIDACAO DA HEMOGLOBINA RESULTANDO EM PRODUTOS
DE DEGRADACAO E GERACAO DE RADICAIS LIVRES............. 33
FIGURA 8 — ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E PRINCIPAIS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NOS ERITROCITOS ..o 35
FIGURA 9 — FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME ..o 39

FIGURA 10 — RELACAO ENTRE HEMOLISE, DISFUNGAO ENDOTELIAL E
VASO-OCLUSAO NA ANEMIA FALCIFORME...........cccceuevevnene. 42

FIGURA 11 — INTERAGOES ADESIVAS ENTRE ERITROCITOS E O
ENDOTELIO, MATRIZ SUBENDOTELIAL E LEUCOCITOS NA

ANEMIA FALCIFORME ... 43
FIGURA 12 — PERTURBACOES DA MEMBRANA LIPIDICA DOS ERITROCITOS
NA ANEMIA FALCIFORME ..ot 44
FIGURA 13 - PATOGENESE DOS DISTURBIOS DE COAGULACAO NA
ANEMIA FALCIFORME .......ooiiieeee e 45
FIGURA 14 — CONSUMO INTRAVASCULAR AUMENTADO DO OXIDO NIiTRICO
NA ANEMIA FALCIFORME ......cooiiiiiiieeeie e 46
FIGURA 15 — MODELO CELULAR DO ERITROCITO .....oucviveieeeeeeecceeeeeeea 49
FIGURA 16 — ESTRUTURA QUIMICA DO t-BHP.......cooeececeeeeeeeeeeeeceee e 51

FIGURA 17 — ESTRUTURA QUIMICA DO AAPH.......ovececeeeeeeeeeeeeeeee e 52



FIGURA 18 — MECANISMO DE REAGAO DO FLAVONOIDE QUERCITINA COM
RADICAIS PEROXILA ... 56

FIGURA 19 — FOLHAS DE Ginkgo biloba...............cccooiiioiiiiiiiiiieeecee e 57
FIGURA 20 - ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES DO EGb 761 ........ 58

FIGURA 21 — ESTRUTURA QUIMICA DOS GINKGOLIDEOS DO EGb 761 ...... 58

FIGURA 22 — ESTRUTURA QUIMICA DA BILOBALIDA ........ccccooveueeereererereens 58

FIGURA 23 — FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES PARA AVALIACAO DO
METABOLISMO OXIDATIVO DOS ERITROCITOS...................... 67

FIGURA 24 — REACAO ENTRE O DTNBE O GSH ...covvicicecccccceceee 69

FIGURA 25 — PRINCIPIO DO MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DA SONDA
DCFH-DA e 72

FIGURA 26 — REACAO QUIMICA ENTRE O ACIDO TIOBARBITURICO (TBA) E
O MALONDIALDEIDO (MDA) ..ottt 74

FIGURA 27 — CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

FIGURA 28 - CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS) EXPOSTOS AO t-BHP....eoeeeeeeeeeeeeeee e 79

FIGURA 29 — CONCENTRAGCAO DE GSH EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS EXPOSTOS AO t-BHP, APOS INCUBACAO COM EGb

FIGURA 30 — CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS DE PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME EXPOSTOS AO t-BHP, APOS
INCUBAGAQO COM EGD 7687 ... 81

FIGURA 31 — PORCENTAGEM DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
DE INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS)..cciiiiiiiiiieiiiee et 82

FIGURA 32 - PORCENTAGEM DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
DE INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS A ACAO DE tBHP ............... 83



FIGURA 33 — PORCENTAGEM DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
DE INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS A ACAO DE tBHP APOS
PREVIA INCUBAGAO COM EGD 761 ... 84

FIGURA 34 — DETECCAO DA PRODUCAO DE ERO EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO
DE +BHP APOS INCUBACAO COM EGD 767 wvvvveoeeeeeeereen.. 85

FIGURA 35 — PEROXIDAGAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

FIGURA 36 — PEROXIDACAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO DE t-BHP........ 87

FIGURA 37 — PEROXIDAGCAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO DE +-BHP APOS
INCUBAGCAO COM EGD 761 ..o 88

FIGURA 38 — PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS)..-vevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseseseeesesesesesseseeese 89

FIGURA 39 — PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO DE

FIGURA 40 —- PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO
DE AAPH APOS INCUBAGAO COM EGb 761 ....cocoveeececree 91

QUADRO 1 — CARACTERIZACAO DOS PACIENTES DO GRUPO SS ........... 125

TABELA 1 — VALORES HEMATOLOGICOS DOS PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME DO GRUPO SS.......cooieiieeeee e 125



SUMARIO

1 INTRODUGAO ....oceeeeieereresesssssssssssssasasssasassssssssssssssssssesssssnssnsssssssssees 17
2 REVISAO DE LITERATURA ...t esnsssss e snssssssesssssssssssssssssassenes 20
2.1 ERITROCITO HUMANO MADURO ..ottt 21
P2 I Y/ =Y g o] o] = g P= =T ) Yo = g - R 21
2.1.2 HemoOgIobiNa ......cooeiieeeeeeeeee 23
2.1.3 Metabolismo energético do eritrOCIt0.........eveeicviiiiiiiiee e 26
2.1.4 Metabolismo oxidativo dos eritrdCitoS........coevveeeeieieiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
2.1.4.1 Dano oxidativo as proteinas e lipidios de membrana...........cccccccoen.ee 30
2.1.4.2 Dano oxidativo @ hemoglobina ...........ccoooeiiiiiiiiiiiiee e 32
2.1.5 Sistema antioxidante dos eritrOCItOS .........coooviiiieiiiiiiie e 34
2.1.5.1 Antioxidantes enzimatiCoSs ........coevveviieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e, 34
2.1.5.2 Antioxidantes de baixo peso molecular............cccoceeiiiiiiiiiiiiiiee 36
2.1.6 O eritrdCito € a OCIUSA0 VASCUIAT ......ueeiiiiee e 37
2.2 ANEMIA FALCIFORME.......ooiiii et a e 38
2.2.1 Anemia falciforme e fenémenos de vaso-0CluUS80.........cccceeevveeeeeeeeeeeenn. 42
2.2.1.1 Aumento da adesao celular na anemia falciforme..........cccccoevveeeeeeen. 43
2.2.1.2 Disturbios de coagulagdo na anemia falciforme.............ccoccciniis 45

2.2.1.3 Alteracao na disponibilidade de NO e disfungéo endotelial na anemia
1= 10710 .01 46
2.2.1.4 Taxa aumentada de producao de espécies reativas de oxigénio na

anemia falCifOrmMeE ... 47
2.3 O ERITROCITO COMO MODELO EXPERIMENTAL .....coveveveveveveeereeeeene, 49
2.3.1 Agentes oxidantes utilizados em modelos experimentais ............cccc....... 50
2.3.1.1 terc-Butil-hidroperdxido (EBHP) .....eeeiriiiieeee e 50
2.3.1.2 2,2- azobis (amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) ..., 51
2.3.2 Agentes antioxidantes utilizados em modelos experimentais.................. 53

2.3.2.1 Agentes quelantes e substancias antioxidantes endoégenas utilizadas

como terapia SUDSHITULIVA .........ooiiiiiii e 54
2.3.2.2 Sequestradores de radicais livres .......ccovvveeeeiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 55
2.3.2.2.1 Compostos fENOLICOS ....oeeieiiiiiiiiiiiee e 55
2.3.2.83 GINKGO DIlODA ... 57

3 OBUETIVOS......eetriines s s s sss s s s ssss s s e sss s s e sms s s s ssnms s nnnsns 62



3.1 OBUETIVO GERAL ...t 63

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 63
4 MATERIAL E METODOS .....c.coeuiurucremensassesessssssssssssssssassessssssasssssssssassenes 64
A1 MATERIAL .ottt e e e e e e e e e eeaaeeeeennnes 65
4.2 METODOS ...ttt 67
4.2.1 FIUXOQIamMa ...coeiiiiiiiiet ettt e e e e e e e e e e e e e 67
4.2.2 Isolamento de eritrOCItOS ...coeeeeieiiiiiiiiieiee e 67
4.2.3 Tratamento das amostras com EGb 761 ........ccceeeieeeeiiieiiiiiiieeeeee e 68
4.2.4 Tratamento das amostras com substancia oxidante t-BHP.................... 68
4.2.5 Tratamento das amostras com substancia oxidante AAPH.................... 68
4.2.6 Determinagdes Laboratoriais. ... 69
4.2.6.1 Determinagéo da concentracao de glutationa reduzida..............c........ 69
4.2.6.1.1 PrinCipio dO MEtOO0.......cceiiiiiiiiieee e 69
o T 2 = Tor o o= R 69
4.2.6.1.3 Célculo da concentracdo do GSH ..........ccciiiiiieiei e 70
4.2.6.2 Determinagéo da concentragcao da metahemoglobina.............cccceee.. 70
4.2.6.2.1 PrinCipio dO MEtOO0......cceiiiiiiiiieieie et 70
o o - o o o= PR 71
4.2.6.2.3 CAICUIO oo 71
4.2.6.3 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ERO) .......cccccvvveeveieiinnnes 72
4.2.6.3.1 PrincCipio dO METOO0. .....cceeiiiiiiiiiiiiiee e e 72
o R B2 = Tor o o= R 73
4.2.6.3.3 CAICUIO oo 73
4.2.6.4 Determinacao da peroxidacao lipidica pela deteccao de substancias

reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) ... 73
4.2.6.4.1 PrinCipio dO MEtOO0......cceiiiiiiiiiiieee e 73
o N 2 = Tor o o= PR 74
4.2.6.4.3 CAICUIO ..eeeeeieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e ennes 75
4.2.6.5 Determinacao das porcentagens de hemolise ...........ococcvvieiieeeeeninnnnes 75
4.2.6.5.1 PrinCipio dO MEtOO0......ccciiiiiiiiieieie e 75
o 2 = Tor o o= PR 75
4.2.6.5.3 CAICUIO .eeeeiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e 76
4.2.7 Célculo da Concentragao Inibitoria 50% (ICs0) +veeovveeeecveeeeirieeeiiieeiieeeans 76

4.2.8 Andlise estatistica dos resultados obtidOS......coueeiiieee e 76



5 RESULTADOS. ... ceceriereccerrssssmse s s s s ssss s s e s s smme s s e s s smn e e e e s s ssmnnneessnmnnsennen 77
5.1 Concentrag@o de GSH ... 78
5.1.1 Concentracdao de GSH de suspensao de eritrécitos de individuos normais
e de pacientes com anemia falCiforme ... 78
5.1.2 Concentracdo de GSH de suspenséo de eritrécitos de individuos normais
e de pacientes com anemia falciforme expostos ao t-BHP ...............cccce 79
5.1.3 Concentracdao de GSH de suspensao de eritrécitos de individuos normais
incubados com concentracdes crescentes de EGb 761 frente a exposicao ao

5.1.4 Concentracdo de GSH de suspenséo de eritrécitos de pacientes com
anemia falciforme incubados com concentracdes crescentes de EGb 761 frente
A eXPOSIGAO A0 F-BHP ... 81
5.2 Porcentagem de Metahemoglobina ... 82
5.2.1 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrocitos normais
e de pacientes com anemia falciforme ...........ooooeeiiiii i, 82
5.2.2 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrocitos de

individuos normais e de pacientes com anemia falciforme apds exposicao ao

5.2.3 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrocitos
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao
estresse oxidativo do t-BHP apds incubacdo com EGb 761 ........cccccceeeieiinnies 84
5.3 Detecgéo da produc@o de ERO...........ueiiiiiiiiiiiiee e 85
5.3.1 Deteccéao da producao de ERO de suspensdes de eritrocitos de
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao
estresse oxidativo do t-BHP apds incubacdo com EGb 761 ........ccccceeeeeinnnes 85
5.4 Determinagéo da Peroxidagao LipidiCa........oouruuuriiieeeeaiieiiiieeeeeee e 86
5.4.1 Determinacao da peroxidacao lipidica de suspensdes de eritrdcitos
normais e de pacientes com anemia falciforme ........ccccooiciiii i, 86
5.4.2 Determinacao da peroxidacao lipidica de suspensoes de eritrocitos de
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao
estresse oxidativo do 1-BHP ... 87
5.4.3 Determinacao da peroxidacao lipidica de suspensoes de eritrdcitos de
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao

estresse oxidativo do t-BHP apéds incubagcdo com EGb 761 .........cccceeeeeeeennees 88



5.5 Determinagéo das Porcentagens de Hemolise .........cccoooiiiiiiiiiiiiiiinnins 89
5.5.1 Porcentagens de hemdlise de suspensdes de eritrocitos de individuos
normais e de pacientes com anemia falciforme .........ccccoeiiii e 89
5.5.2 Determinacgao das porcentagens de hemdlise de suspensodes de
eritrécitos de individuos normais e de pacientes com anemia falciforme
submetidos ao estresse oxidativo do AAPH..........ooooriiiiiiii 90
5.5.3 Determinacgao das porcentagens de hemdlise de suspensodes de
eritrécitos de individuos normais e de pacientes com anemia falciforme
submetidos ao estresse oxidativo do AAPH apéds incubacao com EGb 761 .... 91
6 DISCUSSAOD ... sen s sssses s ss s s ss s sss s s as s snsss s sasassnsssassssanan 93
6.1 Estado oxidativo dos eritrocitos de individuos saudaveis e de pacientes com
anemia falCifOrmMeE ... 96

6.2 Estresse oxidativo induzido em eritrécitos de individuos saudaveis e de

pacientes com anemia falCiforme ..o 98
6.2.1 Hemolise induzida por AAPH ... 98
6.2.2 Estresse oxidativo induzido por t-BHP ... 99
6.3 Acdo antioxidante do EGD 761 ... 100
T CONCLUSOES ..ot 106
REFERENCIAS........cooireeurereseresesesesessesesessessssessssessssessssessssessssesasssaseases 108
ANEXOS ......eiiiiiimnersssssmesssssssss s ssssssms s s s sssssms s s s s sssmne s sasssnmessesssnnessesssnnnnnsnnsn 119
ANEXO 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ...... 120
ANEXO 2 — PROTOCOLO CEP/SD ......ccceeerrrierisnnmcmnenrsesssssssssssssssssssssssssns 123
ANEXO 3 - CARACTERIZACAO DOS PACIENTES DO GRUPO SS.......... 125

ANEXO 4 — CERTIFICADOS DE ANALISE DO EGb 761......cccceereeccernrenes 127



17

Introducao

1 INTRODUCAO



18

1 INTRODUCAO

A anemia falciforme foi a primeira doenga humana monogénica
caracterizada em nivel molecular. O defeito apresentado nos eritrocitos resulta
da substituicdo do acido glutamico pela valina na posicdo 6 da cadeia B da
hemoglobina (HIGGS; WOOD, 2008). A doenca é causada pela expressao
homozigota da hemoglobina S (Hb S), forma estruturalmente anormal da
hemoglobina. Em condigbes de baixa tensédo de oxigénio, as moléculas de Hb
S polimerizam, levando os eritrécitos a deformacdo e aumento da rigidez de
membrana. Como consequéncias principais, ocorrem anemia hemolitica
cronica e oclusdo de pequenos vasos sanguineos, que levam a dano tecidual
por isquemia (TITUS et al., 2004).

As hemoglobinopatias, entre elas a anemia falciforme, apresentam
eritrécitos mais predispostos ao atague de espécies radicalares, por
produzirem maior quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO) (ASLAN;
THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000), serem mais suscetiveis a oxidacao
(CHAVES, 2007) e possuirem menor capacidade de defesa contra a oxidacao
(FASOLA et al., 2007). O desequilibrio entre as ac¢des prd e antioxidantes pode
levar a um extenso dano oxidativo de componentes da membrana dos
eritrocitos (TITUS et al., 2004).

O reconhecimento do papel das ERO na fisiopatologia da anemia
falciforme sugere a acao benéfica de agentes que aumentem a capacidade
antioxidante total em pacientes e, consequentemente, diminuam o acumulo de
dano oxidativo nos eritrécitos.

O extrato das folhas de Ginkgo biloba vem sendo utilizado a milhares
de anos na medicina chinesa, e atualmente € consumido como fitoterapico na
forma de extratos com composicoes bem definidas. O extrato padronizado de
Ginkgo biloba 761 (EGb 761) € uma mistura complexa padronizada em 24% de
flavondides e 6% de terpendides (He et al., 2008).

A acédo do EGb 761 como um agente antioxidante foi comprovada por
varios autores, utilizando o eritrécito como modelo de estresse oxidativo (KOSE
et al.,1997; SARIKCIOGLU; ONER; TERCAN, 2004; FOROUGHINIA; KARIMI,

2007; HE et al., 2008). Entretanto, na revisao de literatura realizada para o
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presente trabalho ndo se encontrou qualquer relato mostrando o efeito do EGb
761 na prevencao dos danos oxidativos na anemia falciforme.

Dessa forma, considerou-se relevante analisar o efeito antioxidante do
extrato padronizado do EGb 761 em eritrécitos de pacientes com anemia
falciforme, atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana
(HEMEPAR), com o intuito de investigar se o extrato pode protegé-los da injuria
oxidativa, in vitro. Assim, a partir dos resultados deste trabalho se poderia
supor se 0 uso do EGb 761 seria viavel como antioxidante in vivo,
possibilitando uma posterior avaliagdo do mesmo como possivel coadjuvante

no tratamento desses pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERITROCITO HUMANO MADURO

2.1.1 Membrana eritrocitaria

O eritrocito humano é uma célula anucleada, altamente especializada, que
apresenta a funcao vital de transportar oxigénio aos tecidos, através da hemoglobina
(DACIE; LEWIS, 1995). O eritrécito precisa de energia - na forma de adenosina
trifosfato (ATP), e de coenzimas como nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) - para
manter a célula circulando por meses em seu estado funcional frente a exposicoes
repetidas a lesbes mecanicas e/ou metabdlicas (MACHADO et al., 2009).

O eritrécito € essencialmente composto de solugdo de hemoglobina envolta
em uma membrana lipidica, j& que a hemoglobina constitui cerca de 95% da
proteina intracelular. Nao existem organelas intracelulares, como mitocdndrias,
lisossomos e aparelho de Golgi. Sua forma biconcova aumenta a razdo entre
superficie e volume, facilitando, portanto, a troca de gases. O periodo de vida do
eritrécito normal corresponde a 120 dias; isto significa que pouco menos de 1% da
populacao de eritrécitos (2 bilhdes de células) é substituido diariamente (MURRAY;
GRANNER; MAYES, 2006).

A membrana do eritrécito humano é constituida de uma bicamada lipidica
com 42% de lipidios, 52% de proteinas e 7% de carboidratos. A organizacao destes
componentes € critica para a fungdo da membrana (Figura 1).

Os fosfolipidios (FL) e o colesterol nao esterificado (C) estdo presentes em
quantidades aproximadamente equimoleculares (HARRIS, 1991). A distribuicao dos
FL na bicamada dos eritrocitos é assimétrica: quase toda a esfingomielina (EM) e
fosfatidilcolina (FC), ambas redutoras da fluidez da membrana, sdo encontradas do
lado externo da membrana. Em contraste, fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina
(FS) e fosfatidilinositol (FI), responsaveis por membranas mais fluidas, sao
preferencialmente encontrados no lado citosélico da membrana. A distribuicdo dos
lipidios pode estar relacionada com a curvatura da membrana (LODISH, 2004). A
estrutura lipidica da membrana € mantida por um sistema de transporte ativo dos FL
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através da membrana. A flipase transporta ativamente os aminofosfolipidios de fora
para dentro, enquanto a scramblase, quando ativada, move qualquer um dos FL em
todas as direcoes (STUART; NAGEL, 2004).
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FIGURA 1 — REPRESENTACAO DA MEMBRANA ERITROCITARIA
FONTE: RED CELL BIOLOGY (2011) Disponivel em:
http://faculty.washington.edu/calvoc/DocumentsLabM321/Lectures/3RBC.ppt
Nota: A membrana plasmatica &€ composta de lipidios (fosfolipidios e
colesterol), proteinas (integrais e periféricas) e carboidratos.

As proteinas que compdem a membrana eritrocitdria sédo estruturalmente
classificadas em integrais ou transmembrana e periféricas ou extra-membrana.
Essas Ultimas proteinas compéem o citoesqueleto, uma verdadeira malha que
constitui uma espécie de concha para o material intracelular. O citoesqueleto é
responsavel pela forma bicéncava normal, ou mesmo anormal, em caso de defeitos
genéticos, dos glébulos vermelhos e representa, por si s6, 60% da massa protéica
da membrana. As proteinas integrais penetram ou atravessam a bicamada lipidica e
interagem com a porg¢édo hidrofébica das moléculas lipidicas. Entre elas estdo as
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proteinas de transporte, como a banda 3, denominada proteina transportadora de
ions; e as glicoforinas A, B, C e D, que possuem receptores de membrana e
antigenos, os quais participam do reconhecimento célula-célula na extremidade
externa e auxiliam na estabilizacdo do citoesqueleto através de ligacbes com a
proteina 4.1 na face interna da membrana. Das diferentes proteinas da membrana
eritrocitaria, o dominio citoplasmatico da banda 3 se destaca como um grande centro
organizacional que interage com muitas outras proteinas periféricas ou ligantes:
anquirina, considerada a maior ponte para o citoesqueleto espectrina-actina,
proteina 4.1, proteina 4.2, aldolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
fosfofrutoquinase, desoxihemoglobina, tirosinaquinase e hemicromos, que regulam a
interacao do citoesqueleto com enzimas glicoliticas (MURADOR; DEFFUNE, 2007).

2.1.2 Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina presente no interior dos eritrcitos dos
mamiferos e apresenta como principal funcao o transporte de oxigénio (Oz) por todo
o organismo (Figura 2). A sua estrutura € de uma proteina esferdide, globular,
formada por quatro subunidades, compostas de dois pares de cadeias globinicas,
polipeptidicas, sendo um par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa-a ou zeta-¢) e
o outro de cadeias do tipo nao-alfa (beta-p, delta-d, gama-y ou epsilon-¢). Cada
cadeia polipeptidica da globina € composta por uma sequéncia de aminoacidos,
tendo as cadeias alfa 141 aminoacidos e as cadeias nao-alfa, 146. As combinacoes
entre as diversas cadeias de proteinas dao origem as diferentes hemoglobinas
presentes nos eritrocitos desde o periodo embrionario até a fase adulta, produzidas
no decorrer das distintas etapas do desenvolvimento humano (GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2002).

No adulto, as hemoglobinas constituem arranjos tetraméricos de cadeias alfa
com beta (azB2 = Hb A+), alfa com delta (020> = HbA,) e alfa com gama (azy2.= Hb F).
Ao nascimento, ainda predomina a hemoglobina Fetal (Hb F), que diminui
gradativamente até aproximadamente a vigésima oitava semana de vida, quando as

concentracdes das hemoglobinas chegam as propor¢cdes do adulto, de 96 a 98%
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para Hb Aq; de 2,0 a 3,7% para Hb A, e de atée 1% para HbF
(STAMATOYANNOPOULOQOS, 1992).

O oxigénio é pouco soluvel em solugcdes aquosas e nao conseguiria ser
transportado aos tecidos em quantidades suficientes se fosse simplesmente
dissolvido no sangue. No entanto, nenhuma das cadeias laterais das proteinas &
adaptada para a ligacao reversivel das moléculas de oxigénio. Para isso, o0s
organismos exploram as propriedades dos metais, principalmente o ferro,
incorporado em um grupo prostético ligado a proteina, chamado de heme (Figura 3).
O heme consiste em uma estrutura organica complexa em anel, a protoporfirina, a
qual se liga um Unico atomo de ferro no seu estado ferroso (Fe?*). O atomo de ferro
possui seis ligacdes coordenadas, quatro a atomos de nitrogénio, que sao parte do
sistema achatado do anel da porfirina e duas perpendiculares a porfirina. Os atomos
de nitrogénio coordenados (que possuem um carater doador de elétrons) ajudam a
impedir a conversdo do ferro do heme ao estado férrico (Fe**). O Fe?* liga-se ao
oxigenio reversivelmente; no estado ferroso, entretanto, ele ndo se liga ao oxigénio
(NELSON; COX, 2006).

A estrutura tetramérica da hemoglobina permite interagdes cooperativas que
sao fundamentais para o seu funcionamento. Por exemplo, o 2,3-bisfosfoglicerato
(2,3-BPG) promove a liberacédo eficiente de O, através da estabilizagdo da estrutura
quaternaria da desoxihemoglobina. As hemoglobinas ligam quatro moléculas de O,
por tetramero. A molécula de O, se liga mais rapidamente se outras moléculas de O,
ja estiverem ligadas. Denominado “ligacéo cooperativa”, esse fendmeno permite que
a hemoglobina maximize tanto a quantidade de O, transportada sob a PO, dos
pulmdes quanto a quantidade de O liberada sob PO, tipica dos tecidos periféricos
(MURRAY; GRANNER; MAYES, 2006).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DA HEMOGLOBINA A
FONTE: MADER (1997)
Nota: A molécula de hemoglobina A contém duas cadeias de
globina o e duas cadeias de globina 3. Cada uma das quatro
cadeias polipeptidicas contém uma molécula heme (azul).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DO GRUPO HEME
FONTE: PENUELA (2005)
Nota: O grupo heme é o sitio de ligagdo do oxigénio a

hemoglobina. Cada molécula de hemoglobina carrega quatro

moléculas de oxigénio.
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2.1.3 Metabolismo energético do eritrocito

Eritrécitos humanos, como os da maioria dos animais, ndo sao nucleados.
Entretanto, ndo sdo metabolicamente inertes. ATP é sintetizado através da glicélise,
sendo importante nos processos que auxiliam o eritrécito a manter sua forma
biconcova e nos que regulam o transporte de ions (p. ex.: pela Na*K* ATPase e pela
proteina permutadora de anion e agua para dentro e fora da célula). A entrada de
glicose nos eritrocitos ocorre por difusdo facilitada, através de uma proteina
transportadora de glicose ou glicose permease, nao insulino-dependente (MURRAY;
GRANNER; MAYES, 2006).

Como o eritrécito ndo possui estrutura mitocondrial ou nuclear para o
metabolismo de aminoacidos e lipidios, toda a sua energia resulta da quebra da
glicose. Existem trés vias metabdlicas essenciais para a funcao do eritrécito, entre
elas: a via de Embden-Meyerhof, a via da hexose monofosfato e via da
metahemoglobina redutase (CIESLA, 2007), como pode ser observado na Figura 4.

Na via de Embden-Meyerhof ou glicélise, uma molécula de glicose é rompida
em uma série de reacOes catalisadas por enzimas para liberar duas moléculas de
piruvato, e a energia da glicose é conservada na forma de ATP e NADH. Todas as
enzimas glicoliticas estdo no citosol e todos os intermediarios sdo compostos
fosforilados com seis ou trés atomos de carbono. Nos eritrécitos, é a principal fonte
de energia metabdlica, e o piruvato formado é reduzido a lactato por meio da via da
fermentacdo do &cido lactico, mesmo em condi¢cdes aerébicas, ja que, por nao
possuirem mitocéndrias, ndo podem oxidar o piruvato a CO, (NELSON; COX, 2006).

Na via das hexoses monofosfato, trés moléculas de glicose-6-fosfato
produzem trés moléculas de CO, e trés agucares de cinco carbonos, e como a
glicélise, também ocorre no citosol (MURRAY; GRANNER; MAYES, 2006). O
produto mais importante da via nos eritrocitos € o NADPH reduzido. O eritrécito nao
utiliza o NADPH como fonte de energia, mas como cofator na reducao da molécula
de GSSG, sendo a principal protecdo contra o estresse oxidativo da célula. A
demanda aumentada de NADPH é o principal estimulo para a utilizacao de glicose-
6-fosfato pela via (WINTROBE, 2003). A via da hexose monofosfato é a unica fonte
de NADPH nos eritrécitos, de modo que a deficiéncia genética da glicose-6-fosfato

desidrogenase, a primeira enzima da via, manifesta-se em uma anemia hemolitica
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que afeta aproximadamente 100 milhdes de pessoas no mundo inteiro (MURRAY;
GRANNER; MAYES, 2006).

A via da metahemoglobina redutase mantém o ferro da molécula de
hemoglobina no estado reduzido, de modo que o O, possa ser liberado nos tecidos.
A enzima é dependente de NADH: na auséncia deste, a metahemoglobina acumula-
se nos eritrocitos (CIESLA, 2007).

A molécula de 2,3 — bifosfoglicerato (2,3 — BPG), importante modulador da
afinidade do oxigénio a molécula de hemoglobina, é sintetizada a partir de
intermediarios glicoliticos do ciclo de Luebering-Rapoport (WINTROBE, 2003).
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FIGURA 4 — SUPRIMENTOS DE ENERGIA NO ERITROCITO
FONTE: RED CELL BIOLOGY (2011). Disponivel em:
http://faculty.washington.edu/calvoc/DocumentsLabM321/Lectures/3RBC.ppt
Nota: A glicélise ou via de Embden-Meyerhof é a principal via de

sintese de ATP no eritrécito.
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2.1.4 Metabolismo oxidativo dos eritrécitos

O estado oxidativo da célula é determinado pelo balanco entre os
antioxidantes e os pré-oxidantes. Oxidantes sdo compostos que podem aceitar
elétrons, enquanto os redutores doam elétrons. Pro-oxidantes sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio (ERN) e sao classificados como
radicais ou nao radicais. Os radicais livres possuem pelo menos um elétron
desemparelhado, o que resulta em alta reatividade. Os radicais mais comuns no
sistema biolégico sdo éxido nitrico (NO), superdxido (Oy), hidroxila (eOH), peroxila
(ROOe) e oxigénio singlete ('0,). As espécies reativas nao radicalares sdo: acido
hipocloroso (HCIO), peréxido de hidrogénio (H2O.), perdxidos organicos (LOQe),
aldeidos, 0zénio (Og3) e oxigénio (O) (FIBACHI; RACHMILEWITZ, 2008).

No organismo, as ERO e ERN encontram-se envolvidas na produgédo de
energia, fagocitose, regulagcdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta
efeitos prejudiciais, tais como peroxidacao dos lipidios de membrana e agressao as
proteinas dos tecidos e membranas, as enzimas, carboidratos e ao DNA (Figura 5).
Dessa forma, encontram-se relacionados com varias doencas, podendo ser a causa
ou o fator agravante do quadro geral do paciente (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

O eritrécito € um local de relativa abundéncia de geracdo e reacdo de
radicais livres por diversos fatores, entre os quais o fato de possuir: concentragao
elevada de lipidios insaturados na membrana; um rico suplemento de oxigénio; e
alta concentragcdo de hemoglobina que pode atuar como promotora de processos
oxidativos ((ASLAN; THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000). Além disso, por
serem células anucleadas, sdo incapazes de reparar os componentes danificados
através da sintese de novo (HARRIS, 1991).
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FIGURA 5 — ALVOS DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO NA
CELULA
FONTE: MRUK et al. (2002)
Nota: As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ER) podem
danificar o DNA e lipidios de membrana, assim como afetar a fungéo
protéica, ao reagir com residuos de metionina, fenilalanina, triptofano, e
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2.1.4.1 Dano oxidativo as proteinas e lipidios de membrana

A medida que o O, sofre redugdes univalentes, sdo geradas espécies
reativas que constituem os oxidantes responsaveis pela desnaturacdo dos
componentes celulares (PEOUELA, 2005). O radical eOH é o mais deletério ao
organismo, pois reage indiscriminadamente com biomoléculas com altas constantes
de velocidade, gerando danos como clivagem de ligacdes e ligagdes cruzadas, com
consequente perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através
de membranas celulares, citélise e morte celular (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

Radicais como eOH, ferril-Hb, peroxila e alcoxila atacam a cadeia lipidica em
acidos graxos suscetiveis, como o grupo metilénico alilico, abstraindo um atomo de
hidrogénio e convertendo-o em novo centro de radical livre (Le) — fase de iniciacao.
Este reage com oxigénio molecular, formando um radical peroxila (LOQOe), o qual
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abstrai hidrogénio de outro lipidio. Na fase de propagacdo, forma-se um
hidroperoxido de lipidio (LOOH) e outro Le que reage com oxigénio, e assim por
diante, amplificando o processo. Na fase de terminacao, dois radicais se combinam
e formam um nao-radical. O hidroperéxido de lipidio (LOOH) é uma molécula
relativamente estavel na temperatura fisiolégica, mas pode sofrer outras reacdes, na
maioria degradativas, que produzem aldeidos e alcanos de diferentes pesos
moleculares (Figura 6). Entre os produtos estdo, o malondialdeido (MDA), alcanos e
hidroperoxidos, que sao utilizados para monitorar os processos de peroxidagao
lipidica. O teste mais comum € o colorimétrico, baseado na reacao entre o MDA e o
acido tiobarbiturico, chamado teste do TBA. A peroxidagdo das membranas
biolégicas leva a um aumento de sua rigidez e consequente comprometimento das
suas fungdes (AUGUSTO, 2006).
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FIGURA 6 — ESQUEMA DO PROCESSO DE PEROXIDAGAO LIPIDICA
FONTE: AUGUSTO (2006)

Segundo Barreiros, David e David (2006), o H>O. isoladamente ¢é
praticamente in6cuo, mas pode se difundir facilmente através das membranas
celulares e reagir com metais de transicdo, formando o radical *OH. Em nosso
organismo, os metais de transicdo mais importantes para a ocorréncia dessa reacao
sdo o0 Cu®* e o Fe?*, sendo o ferro o de acdo mais pronunciada devido a sua maior
disponibilidade. A reacdo do Fe?* com o H.O, (reacdo de Fenton) pode ser

representada de maneira simplificada na equagéo abaixo:

Fe?* + H,0o >Fe® + HO. + HO
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2.1.4.2 Dano oxidativo a hemoglobina

A ligacao do oxigénio na Hb envolve uma substancial migracdo de carga do
ferro do grupo heme, formando um anion Oz como uma sexta ligagdo coordenada,
e um ion ferroso de baixo spin. Na desoxigenacado da Hb, o elétron compartilhado
normalmente retorna ao ferro quando o oxigénio é liberado. O grupo heme esta
protegido da auto-oxidacdo por uma regiao hidrofébica, mas quando esta regidao é
perturbada, uma ligeira modificagdo estrutural pode permitir a entrada de pequenos
anions ou agua, e o grupo heme perde um elétron, oxidando-se a seu estado de
maior spin, a meta-Hb, e liberando o radical O.” (HARRIS, 1991).

A degradacao da Hb é escalonada (Figura 7). A medida que a desnaturacio
continua, a meta-Hb converte-se em hemicromos. Estes aparecem quando a sexta
posicao de coordenacdo do ferro se une de maneira covalente com um ligante na
molécula de Hb (histidina distal E7), distorcendo a estrutura terciaria da molécula.
Os hemicromos podem ser reversiveis ou irreversiveis, dependendo do grau de
distorcdo da molécula, e da capacidade da enzima meta-Hb redutase em reduzi-los.
Quando os fen6menos oxidativos promovem a quebra da ligacao entre as cadeias a
e &, as cadeias polipeptidicas se dissociam em dimeros e mondémeros, que
precipitam como inclusdes intraeritrocitarias denominadas corpos de Heinz, que se

unem & membrana e diminuem o tempo de vida do eritrocito (PENUELA, 2005).
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FIGURA 7 — OXIDAGCAO DA HEMOGLOBINA RESULTANDO EM PRODUTOS DE
DEGRADACAO E GERACAO DE RADICAIS LIVRES
FONTE: NAOUM; SOUZA (2004)
Nota: SOD - superéxido dismutase; GPx — glutationa peroxidase

Reviséao de literatura



34

2.1.5 Sistema antioxidante dos eritrocitos

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes
produzidos pelo proprio organismo ou absorvidos da dieta. Os antioxidantes
enddégenos agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase (GSH-Px),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), ou ndo enzimaticamente, a exemplo
de GSH, peptidios de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina) e
acido diidrolipdlico. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo
utiliza aqueles provenientes da dieta, como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno
(pré-vitamina A), &cido ascorbico (vitamina C), e compostos fendlicos, onde se
destacam os flavondides (compostos aromaticos heterociclicos de oxigénio
amplamente distribuidos nas plantas superiores) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

Os agentes antioxidantes protegem as células de quatro formas possiveis: a)
impedindo a formagéao de radicais livres; b) interceptando os radicais livres formados
pelo metabolismo celular ou por fontes exégenas; ¢) reparando as lesdes causadas
pelos radicais; d) proporcionando uma adaptacdo do organismo em resposta a
geracdo desses radicais, com 0 aumento das enzimas antioxidantes (MAGALHAES,
2009).

A manutencdo dos mecanismos antioxidantes € de extrema importancia nos
eritrécitos que, ao contrario da maioria das células, nao tém capacidade de sintetizar
novos lipidios e proteinas para substituir os que foram oxidados. O efeito cumulativo
da lesdo oxidativa é responsavel pelo processo normal de envelhecimento e
destruicédo dos eritrocitos (MACHADO et al., 2009).

2.1.5.1 Antioxidantes enzimaticos

O eritrécito apresenta varios sistemas enzimaticos que mantém o estado
normal da célula: a) A meta-Hb redutase NADH dependente converte a Hb oxidada
em deoxi-Hb; b) A SOD Cu-Zn dependente converte O, formado na auto-oxidacao
da Hb, a H»O,, o qual tem reatividade limitada; ¢) A CAT é uma enzima
citoplasmatica, que decompde o H.O, em H>O e O, e realiza a oxidacao de doadores
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de H*, como metanol, acido férmico e formodis, com o consumo de peroxidos
(atividade peroxidica); d) A GSH-Px € uma enzima mitocondrial e citoplasmatica que
detoxifica o H.O, e remove hidroperéxidos lipidicos formados na membrana,
utilizando a GSH como cofator; e) A glutationa redutase (GR) NADPH dependente é
uma enzima citoplasmatica que reduz a glutationa oxidada (GSSG) em glutationa
reduzida (GSH) (HARRIS, 1991). As enzimas antioxidantes apresentam cooperagao
sinérgica para manter os niveis de ERO dentro dos niveis fisiolégicos, tal como
esquematizado na Figura 8; a catalase e a SOD atuam principalmente em regides
hidrofilicas, enquanto a GSH-Px, em regides hidrofébicas (MAGALHAES, 2009).
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FIGURA 8 — ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E PRINCIPAIS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NOS ERITROCITOS
FONTE: HARRIS (1991)
Nota: GSH — glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada.
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2.1.5.2 Antioxidantes de baixo peso molecular

O a-tocoferol € um dos antioxidantes mais importantes residentes na
membrana, onde funciona como um finalizador de reacbes em cadeia,
interrompendo a propagacao dos radicais livres. Os niveis de acido ascérbico dentro
do eritrécito sdo baixos (0,043 moles/l), mas ele é um dos antioxidantes
extracelulares mais importantes ao trabalhar sinergicamente com o tocoferol. Fora
da célula, a ceruloplasmina - que age como uma ferro-oxidase - pode agir facilitando
a ligacdo do ferro — normalmente em excesso - a transferrina. A albumina liga-se
fortemente ao cobre e fracamente ao ferro, funcionando como um antioxidante de
“sacrificio”. Sugere-se que a haptoglobina e a hemopexina inibam reacdes de
radicais livres, ligando-se a Hb livre ou grupo heme, e, portanto, prevenindo a
decomposicdo da membrana. O &cido urico também é um importante antioxidante
fisioldégico, agindo como um eficiente quelante de ions metalicos (HARRIS, 1991). As
tiorredoxinas, (TR-(SH).) doam equivalentes redutores a proteinas, a GSSG, a H.Oo,
ficando oxidadas (TR-SS), e sdo em seguida reduzidas pela enzima tiorredoxina
redutase, utilizando NADPH como cofator (MAGALHAES, 2009).

A glutationa reduzida (GSH, y-glutamilcisteinilglicina), € um tripeptideo com
grupo tiol livre presente em organismos aerdbicos e sintetizada na maioria das
células. O tripeptideo é formado pela condensacdo, ATP dependente, do &cido
glutdmico a cisteina, catalizada pela 7y-glutamilcisteinil sintetase; a glicina é
adicionada pela glutationa sintetase. GSH é abundante no citosol, no nucleo e na
mitocbndria das células, sendo o principal antioxidante solluvel nesses
compartimentos. A GSSG acumula-se dentro das células, e a razdo GSH/GSSG é
uma boa medida de estresse oxidativo no organismo, sendo mais alta a
concentracdo de GSSG quanto maior o dano oxidativo. As principais a¢des da GSH
contra o estresse oxidativo sdo: agir como cofator de muitas enzimas contra o
estresse oxidativo, como a GSH-Px, a glutationa-S-transferase, entre outras;
participar do transporte de aminoacidos através da membrana plasméatica;
sequestrar radicais OH e O;'; regenerar a maioria dos antioxidantes, como as
vitaminas C e E, a suas formas ativas (VALKO et al., 2007).

Reviséao de literatura



37

2.1.6 O eritrécito e a oclusao vascular

Os eritrécitos possuem propriedades reolégicas impares, como agregacao,
deformabilidade e aderéncia a células endoteliais, que desempenham papéis
hemodinamicos fundamentais. Em condigcdes normais, os eritrocitos se dispersam,
sua aderéncia as células endoteliais é insignificante, e eles sdo suficientemente
deformaveis para possibilitar a perfusao tecidual. Entretanto, quando condicdes
patoldgicas sao associadas com condi¢des de baixo fluxo sanguineo, como traumas
e isquemia; na presenca de determinados componentes plasmaticos elevados,
principalmente o fibrinogénio; ou mesmo devido a alteragdes das propriedades dos
eritrécitos, em casos de hemoglobinopatias, estresse oxidativo, inflamacao ou
diabetes; as propriedades reolégicas dos eritrocitos se alteram, apresentando um
risco circulatério (YEDGAR et al, 2002).

A formacédo de agregados de eritrocitos aumenta a viscosidade do sangue,
resultando em aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo com consequente
diminuicao da taxa de fluxo. Portanto, uma agregacdo aumentada tem o potencial de
impedir o fluxo sanguineo nos pequenos vasos, levando a diminuicdo da perfuséao
tecidual, isquemia e infarto. Além das alteragdes hemodinamicas, os agregados de
eritrocitos podem influenciar outras células do sistema vascular: (1) ativando células
endoteliais com subsequente aumento no estresse por cisalhamento a parede dos
vasos; (2) facilitando a migracao plaquetaria a parede dos vasos e sua interacao
com as células endoteliais; e (3) facilitando a marginalizacdo dos leucdcitos e sua
adesdao ao endotélio, contribuindo, portanto, de varios modos com a oclusao
vascular (YEDGAR et al, 2002).

A aderéncia dos eritrocitos as células endoteliais vem sendo considerada
como um proeminente catalisador da oclusdo vascular, particularmente na
microcirculacdo. Alteracdes na membrana dos eritrocitos em condi¢cées patoldgicas
os tornam aderentes, bloqueando os capilares sanguineos e aumentando o estresse
por cisalhamento, podendo ativar o endotélio, principalmente se os eritrocitos
estiverem sob maior estresse oxidativo, caracteristico de hemoglobinopatias e
diabetes (YEDGAR et al, 2002).

A deformabilidade dos eritrécitos refere-se a habilidade das células

adaptarem sua forma dinamicamente de acordo com as mudangas no fluxo
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sanguineo, de modo a diminuir sua resisténcia ao fluxo e possibilitar sua passagem
por pequenos vasos. Em condi¢gées normais, os eritrécitos, que medem em torno de
7 um, atravessam capilares com diametro de ndo mais que 3 a 5 um, suprindo de
oxigénio os tecidos. Reducao da deformabilidade resulta em perfusédo prejudicada e
entrega de oxigénio diminuida nos tecidos periféricos, além de estar relacionada
com baixa sobrevida do eritrdcito, pois € a caracteristica determinante para o
sequestro esplénico (YEDGAR et al, 2002).

O endotélio vascular também possui um papel muito importante no processo
inflamatério e de vaso-oclusao. Além de produzir NO, as células endoteliais liberam
endotelina-1, um potente vasoconstritor de grandes e pequenas artérias e agente
pro-inflamatério, que aumenta as concentragdes de VCAM-1 e ICAM-1 sollveis e
estimula mondcitos a secretarem citocinas inflamatérias. Estas, por sua vez,
estimulam as plaquetas, desencadeando a cascata de coagulacdo (GRAIDO-
GONZALEZ et al., 1998).

2.2 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme foi bioquimicamente caracterizada por Vernon Ingram
em 1957, pioneiro no desenvolvimento de uma técnica capaz de definir a sequéncia
primaria de uma proteina. A hemoglobina S resulta da substituicdo do aminoacido
acido glutdmico pela valina, na sexta posicdo da cadeia B. A nivel genético, a
mudanca € resultado da substituicdo da base nitrogenada adenina pela timina, no
sexto codon da cadeia B3, localizado no cromossomo 11. A anemia falciforme refere-
se ao estado homozigoto do gene B°, em que a maior parte da hemoglobina dos
eritrocitos é Hb S (PROVAN; GRIBBEN, 2005).

O evento central da doenca é a polimerizagdo da Hb S deoxigenada (Figura
9). A Hb S oxigenada tem comportamento idéntico a Hb A em relagao a afinidade
pelo oxigénio. Entretanto, a modificagcdo da estrutura quaternaria da hemoglobina
que acompanha a liberacdo da molécula de oxigénio expde os residuos de valina
mutantes das cadeias B, e as moléculas de Hb S tendem a aderir uma as outras

formando polimeros que distorcem a estrutura da membrana citoplasmatica e
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resultam em eritrécitos falciformes, forma patognoménica da doenca falciforme

(BRIDGES; PEARSON, 2008).
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FIGURA 9 — FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME
FONTE: STUART; NAGEL (2004)

NOTA: A simples substituicdo de um nucleotideo (GAG>GTG) leva a
polimerizagdo da molécula de hemoglobina, em condigbes de baixa

oxigenacao, e mudancgas na forma do eritrocito.

Os métodos atuais de biologia molecular tém permitido identificar as

diferentes mutagdes dos genes da globina B, definindo varios grupamentos

genéticos isolados por enzimas de restricdo, que sdao os chamados haplétipos

(COSTA et al., 2006). Dentre eles, os mais conhecidos sao: Benin (BEN); Republica
Centro-Africana ou bantu (CAR); Senegal (SEN); Camardes (CAM); saudita ou indu-

arabe (ROMERO; RENAULD; VILLALOBOS, 1998).

Como a doenga tem alta prevaléncia na raga negra, no Brasil, a diversidade

étnica e a miscigenacdao contribuiram para a sua importdncia na saude publica.

Assim, a pesquisa da presenga da Hb S foi incluida na triagem neonatal em 2001

pela portaria n?. 822/GM do Ministério da Saude. No Parana, segundo dados de

Watanabe et al. (2008), a prevaléncia de anemia falciforme é de 2,2/100 mil recém-

nascidos, menor que na regidao centro-oeste, norte e nordeste do pais.
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A doenca falciforme apresenta, clinicamente, anemia crénica grave, crises
vaso-oclusivas recorrentes extremamente dolorosas, aumento da susceptibilidade a
infeccbes causadas por microorganismos encapsulados, além de outras
manifestagcbes, como: crise aplastica, crise de sequestro esplénica, acidente
vascular cerebral, lesbes oftdlmicas, cardiacas, pulmonares e renais, colelitiase,
necrose asséptica da cabeca do fémur, priapismo, uUlcera de perna e alteragdes no
crescimento e no desenvolvimento do paciente acometido. Existe grande
heterogeneidade individual quanto a gravidade de cada uma destas alteragdes,
especialmente para complicacdes vaso oclusivas (COSTA et al., 2006).

A presenca associada de a-talassemia ao gendtipo da anemia falciforme, os
niveis de Hb F e os haplétipos do “cluster” do gene da globina beta tém sido
considerados, frequentemente, os fatores determinantes da variabilidade da anemia
falciforme (FLEURY, 2007).

A Hb F inibe a polimerizacdo da Hb S através da formacédo de hibridos
assimétricos Hb S/Hb F. Tendéncias de polimerizacdo de misturas de Hb S e demais
hemoglobinas variantes mostram que os residuos 22, 80 e especialmente o 87 da
cadeia y estéo relacionados com os sitios de contato intermolecular que estabilizam
os polimeros Hb S desoxigenados (STUART; NAGEL, 2004).

Os haplétipos do tipo Senegal e Saudita estdo comumente associados a
niveis mais altos de Hb F (acima de 15%) e a um curso clinico mais brando. No
haplétipo do tipo Benin, os niveis de Hb F sao intermediarios (de 5 a 15%) e os
beneficios quanto ao curso clinico sdo menos marcantes. O haplétipo do tipo CAR,
por sua vez, apresenta niveis mais baixos de Hb F (abaixo de 5%) e o curso clinico
mais grave (FLEURY, 2007).

Tao importantes quanto as variacbes genéticas, os fatores adquiridos sao
responsaveis pela variabilidade clinica e pelo prognéstico de pacientes com doenca
falciforme. O nivel socioecondmico e educacional ocupa uma posi¢cao central, pois
determina variantes que influenciam diretamente na evolucdo da doenca e no seu
prognostico (ZAGO; PINTO, 2007).

A formagdo de Hb S €& um evento monogénico, determinante da
polimerizacdao de sua conformacdo desoxigenada. O processo é indispensavel,
porém insuficiente para a determinacao dos fenétipos, que sdo multigénicos. Outros
eventos, nao relacionados ao locus do gene da B-globina, participam de processos
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patolégicos relevantes, como a rapida destruicdo dos eritrécitos, mas sao
controlados por genes conhecidos por efetores secundarios. O fendmeno de
falcizacao tem condicionantes que o facilitam ou dificultam. Para que as moléculas
de Hb S se agreguem é necessario que, além de desoxigenadas, estejam em
elevada concentracdo, o que facilita a sua associacdo. Além disso, a reducédo da
solubilidade da Hb S e a sua polimerizacdo dependem também do funcionamento de
bombas de Na*K" e Ca™Mg*", da capacidade antioxidante do eritrdcito, do grau de
desoxigenacdo da célula, do pH e, principalmente, da concentragdo de Hb F
(STUART; NAGEL, 2004).

O fenémeno de falcizagdo nao é instantaneo, mas ocorre apds um retardo.
Assim, se a hemoglobina voltar a se oxigenar, a falcizacdo nao ocorre. Logo, a
falcizacao grosseira de grande porcentagem dos eritrécitos € mais consequéncia do
retardo e da vaso-obstru¢do do que de sua causa propriamente dita (ZAGO; PINTO,
2007).

A formacdao de polimeros de Hb S dentro dos eritrécitos tem como
consequéncia multiplas alteracbes da célula, como: aumento do calcio e efluxo de
potassio, com perda de agua e consequente desidratacdo celular, aumento da
densidade dos eritrdcitos, formacdo de polimeros da Hb com proteinas de
membrana, em especial da banda 3, oxidacdo da Hb com formacédo de meta-Hb e
ion O2, e exposicdo de moléculas da membrana celular como FS e CD36. A
membrana é, assim, o principal espelho onde se refletem as alteracdes moleculares
que estdo ocorrendo no interior da célula. Essas modificagdes tém consequéncias
que as amplificam, levando as manifestagbes clinicas decorrentes de diversos
eventos: a) provocam um aumento da adesdao de hemécias ao endotélio,
desencadeando fendmenos inflamatoérios que influenciam também os granulécitos e
as plaguetas; b) enrijecem a membrana e todo o eritrcito, encurtando sua sobrevida
na circulacao, favorecendo a hemolise e a anemia hemolitica; c) provocam lesdes
microvasculares; d) causam uma deplecao de NO que contribui para vasoconstricao
e ativacao da inflamacéao; e) ativam a coagulacado (ZAGO; PINTO, 2007).
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2.2.1 Anemia falciforme e fendbmenos de vaso-oclusao

A fisiopatologia da anemia falciforme € marcada por episédios de oclusdo
vascular, causados pela polimerizagdo da Hb S e obstrugdo mecanica dos capilares
pelos eritrécitos falcizados (Figura 10). Esse fendmeno, porém, € incitado por
multiplos eventos que, juntos, prolongam o tempo de transito dos eritrécitos afetados
em condi¢des microcirculatorias desfavoraveis (STUART; NAGEL, 2004).

Deste modo, a vaso-oclusao é regida por alguns mecanismos centrais, entre
eles o aumento da adesdao celular dos elementos sanguineos ao endotélio,
disturbios na coagulacdo e alteracdo na biodisponibilidade do NO (ASLAN;

FREEMAN, 2007), os quais serao discutidos nos proximos topicos.

Hemodlise, disfungao endotelial Viscosidade, vaso-oclusao

arteriola pré-capilar

células
musculo liso

veias pos-
capilares

FIGURA 10 — RELAGAO ENTRE HEMOLISE, DISFUNGAO ENDOTELIAL E VASO-
OCLUSAO NA ANEMIA FALCIFORME
FONTE: KATO et al. (2009)
Nota: A figura ilustra algumas das vias ativadas na anemia falciforme,
incluindo hemolise intravascular e sequestro de NO pela hemoglobina
extracelular, contribuindo para uma relativa deficiéncia de NO,
vasoconstricdo e ativagdo endotelial; rigidez do eritrécito consequente a
polimerizagéo da hemoglobina S, resultando em oclusé&o vascular; e adesao
de reticulécitos falciformes, leucécitos e plaquetas ativados ao endotélio das
veias pos-capilares.
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2.2.1.1 Aumento da adesao celular na anemia falciforme

Na anemia falciforme, as interagcdes anormais entre eritrécitos e endotélio
sdo um fator de iniciagdo no desenvolvimento de oclusées microvasculares, fato
reforgado pela significativa correlagdo entre gravidade clinica da doenga e extensao
da adesao eritrocitaria (ASLAN; FREEMAN 2007). Segundo Telen (2000), os
eritrécitos falciformes expressam maior numero de moléculas de adesao (FS, CD36,
CD47, CD49d e VCAM/Lu) na superficie externa da membrana celular do que
eritrécitos normais. Essas moléculas favorecem a interacdo com o endotélio e com

outras células, propagando o processo de vaso-oclusao (Figura 11).

matriz it
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FIGURA 11 — INTERACOES ADESIVAS ENTRE ERITROCITOS, ENDOTELIO, MATRIZ
SUBENDOTELIAL E LEUCOCITOS NA ANEMIA FALCIFORME
FONTE: STUART; NAGEL (2004)
Nota: SO4 (glicolipidios: glicolipidios sulfatados; FS: fosfatidilserina; TSP:
trombospondina; FN: fibronectina; LM: laminina; VWF: fator de Von Willebrand;
HSPG: proteoglicanas de heparan sulfato; EPI: epinefrina; CD62P: selectina-P.
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A fosfatidilserina (FS) é uma molécula de adesdo presente em maior
quantidade na parte interna da membrana celular do que exposta na superficie de
eritrécitos normais, mas em uma parcela dos eritrécitos falciformes essa proporcao
se inverte. Estudos ja comprovaram que eritrocitos com maior exposicdo dessa
molécula possuem potencial de adesao celular trés vezes maior do que eritrécitos
normais, perdendo-se a assimetria da membrana. A FS liga-se ao receptor da
fibronectina do endotélio via trombospondina (TSP). Alguns estudos correlacionam a
exposicdo de FS como um dos principais determinantes de aderéncia celular e da
ativacdo da cascata da coagulacao na crise vaso-oclusiva (ZAGO; PINTO, 2007). A
exposicdo de FS pode também exacerbar a anemia devido ao aumento do
reconhecimento fagocitario e remocao pelos macrofagos (Figura 12). Causas dessa
exposicao sao: inativacao da flipase, ativagdao prematura de apoptose dos eritrocitos
na medula, e danos mediados pela falcizacdo. Altas concentracbes de Hb F
protegem os eritrécitos da externalizagdo de FS em individuos portadores de Hb S
(STUART; NAGEL, 2004).

Exterior da Membrana

Complexo da
Protrombina

Phosphalipid (%)

Macrofago

F5
FE

FIGURA 12 — PERTURBACOES DA MEMBRANA LIPIDICA DOS
ERITROCITOS NA ANEMIA FALCIFORME
NOTA: EM - esfingomielina; FS — fosfatidilserina; FC —
fosfatidilcolina; FE — fosfatidiletanolamina.
FONTE: STUART; NAGEL (2004)
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2.2.1.2 Disturbios de coagulacado na anemia falciforme

Multiplos estudos indicam um estado pro-coagulante nos pacientes com
anemia falciforme, induzido pelo aumento da ativacado das plaquetas, da geracéao de
trombina e da fibrindlise (Figura 13). O fator tecidual (TF), o principal iniciador
fisiolégico da coagulacdo, esta significativamente aumentado em pacientes com
anemia falciforme. Ao interagir com o fator VII, provoca a hidrélise dos fatores IX e X
e desencadeia a cascata da coagulacdo. Os niveis aumentados de fragmento 1.2 e
reduzidos de fator V sugerem um aumento da geracédo de trombina, a qual quebra
os fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio e forma mondmeros de fibrina, que
polimerizam espontaneamente, formando o coagulo. J4 os altos niveis de
fibrinopeptideo A presentes nos pacientes com anemia falciforme indicam uma
protedlise aumentada do fibrinogénio. Marcadores plasmaticos de fibrindlise, o
dimero-D e o complexo plasmina-antiplasmina, estdo significativamente aumentados
nos pacientes com anemia falciforme (ASLAN; FREEMAN, 2007).

Fator IX Fator X
Fator Vila
Complexo ativado
TF-Vila Fator Va (})
Fator I1Xa Fator Xa
1 Fragmento 1.2 T)

b ,_'< Fibrinopeptideos
Protrombina .
trombina

Ativagdo Fibrinogénio Fibrina

plaquetdria (1) . l/)Dl'mero p (1)
Plasmina

Fibrindlise

FIGURA 13 — PATOGENESE DOS DISTURBIOS DE COAGULACAO NA ANEMIA
FALCIFORME
FONTE: ASLAN; FREEMAN (2007)
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2.2.1.3 Alteracdo na disponibilidade de NO e disfungdo endotelial na

anemia falciforme

Formado pela agao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), o NO
difunde-se as células do musculo liso vizinho, onde reage com o ion ferroso do
grupo heme da guanilato ciclase, resultando em sintese de cGMP a partir do GTP e
relaxamento muscular. A disponibilidade diminuida do NO na anemia falciforme
decorre do sequestro do NO pela hemoglobina livre (resultante da hemdlise
intravascular) e pelo ion superéxido gerado pelo desacoplamento da enzima eNOS,
xantina oxidase e NADPH oxidase. O NO liga-se a hemoglobina, dando origem a
metahemoglobina e nitrato, enquanto o superéxido reage formando o peroxinitrito
(Figura 14). A diminuicdo do NO na anemia falciforme esta relacionada a
complicagdes da doencga, como hipertensdo pulmonar e acidente vascular cerebral
(ASLAN; FREEMAN, 2007).
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FIGURA 14 — CONSUMO INTRAVASCULAR AUMENTADO DE OXIDO NITRICO NA ANEMIA
FALCIFORME
FONTE: ASLAN; FREEMAN (2007)
Nota: O ion superdxido (O.¢) gerado pelo desacoplamento da éxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), xantina oxidase (XO) e NADPH oxidase, reage com Oxido
nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOO-). NO também é consumido pela
hemoglobina livre no plasma, liberada através da hemolise intravascular.
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2.2.1.4 Taxa aumentada de producédo de espécies reativas de oxigénio na anemia

falciforme

A degradacao oxidativa da Hb S é um dos fatores que predispdem ao
processo hemolitico das células falciformes, induzindo multiplas consequéncias
patolégicas da doenca falciforme. A desoxigenacao da Hb S favorece a sua meta-
hemoglobinizacao (meta-Hb S) e a consequente elevagao desse pigmento dentro do
eritrécito (NAOUM; SOUZA, 2004). A auto-oxidagao da Hb S é 1,7 vezes maior do
que a taxa fisiolégica de auto-oxidagdo da Hb A (ASLAN; THORNLEY-BROWN,
2000). Quando a concentracdo de meta-Hb S supera a acdo da enzima meta-Hb
redutase, é desencadeada a degradacdao da meta-Hb S, com formacao de
hemicromos ou subprodutos do grupo heme, e a precipitacdo da globina S oxidada
sob forma de corpos de Heinz (NAOUM; SOUZA, 2004).

Segundo dados de Fasola et al. (2007), os pacientes com anemia falciforme
apresentam uma capacidade antioxidante total de apenas 50% em relagdo aos
individuos controle (Hb A). Os eritrocitos de portadores de Hb S auto-oxidam mais
rapidamente, gerando maiores concentracées de O,, H.O,, OH e oxidacdo de
lipidios, além de apresentarem atividades de GSH-Px e CAT e concentragdes de
vitaminas antioxidantes reduzidas, deixando os pacientes com anemia falciforme
expostos a maiores riscos de estresse e injuria oxidativa. Esses valores ja tinham
sido encontrados por Aslan, Thornley-Brown e Freeman (2000), que verificaram que
eritrécitos na anemia falciforme geram 2 vezes mais O,, H,O,, OH" e produtos de
oxidagéao lipidica quando comparados com eritrocitos contendo Hb A. Estudos com
eritrécitos de portadores de Hb S reportaram niveis aumentados de SOD e niveis
diminuidos de GSH-Px e CAT, sugerindo que o H.O, enddégeno pode nao ser
removido com eficiéncia.

A degradagédo oxidativa da Hb S leva a liberacdo de ERO que altera a
distribuicao das moléculas de imunoglobulinas aderidas a superficie da membrana
eritrocitaria. As disposicoes desordenadas das imunoglobulinas em determinadas
regides da célula falciforme induzem a acao fagocitaria dos macrofagos no sistema
reticulo endotelial, causando hemolise e anemia (NAOUM; SOUZA, 2004).

Nos eritrécitos, o principal alvo do dano oxidativo é a membrana plasmatica,
que tem seus lipidios oxidados, alterando a fluidez da membrana. Adicionalmente,
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existe um aumento na permeabilidade aos ions, inativacao de receptores e enzimas,
e ligacoes covalentes entre os lipidios e proteinas (KLINGS; FARBER, 2001).

Em estudo que incluiu individuos heterozigotos para a anemia falciforme,
observou-se aumento da SOD e da peroxidacao lipidica, associados a quase
deplecéo de acido ascérbico. Esses resultados foram indicativos da constante perda
do equilibrio entre o status pr6 e antioxidante nesses individuos (TITUS et al., 2004).
Dados de Manfredini et al. (2008) comprovaram que, apesar do aumento de enzimas
antioxidantes, como SOD e GSH-Px em pacientes homozigotos para a anemia
falciforme, ndo se consegue minimizar o extenso dano oxidativo das proteinas e
lipidios de membrana.

Chaves, Leonart e Nascimento (2008) encontraram uma alta suscetibilidade
a oxidacao em eritrocitos de individuos portadores de Hb S (AA<AS<SS). Quando
expostos a um agente oxidante como o terc-butilhidroperdoxido (t-BHP), esses
eventos tomam ampla dimensdo, observada pelo aumento significativo dos corpos
de Heinz, meta-Hb e hemodlise e pela deplecdo de GSH, em relagdo as células
controle normais.

Crescentes evidéncias indicam o papel do estresse oxidativo nos episédios
de oclusado vascular observados na anemia falciforme. A geracao aumentada de
radicais livres, como o Oz, pode levar a inativagdo do NO, mediador do relaxamento
vascular. Como consequéncia da diminuicdo do NO e da formacao acelerada de
ERO, ocorre a expressdo aumentada da molécula de adesao das células vasculares
(VCAM-1) e molécula de adeséo intercelular (ICAM-1). Eritrécitos de portadores de
Hb S apresentam interacdo aumentada ao endotélio via interagdes entre integrinas
4 1 dos eritrécitos e VCAM-1 das células endoteliais. A diminuicdo do relaxamento
vascular e a aderéncia endotelial aumentada contribuem para o fendmeno de vaso
oclusdo (FASOLA et al., 2007).

Desse modo, a prevencao dos eventos vaso-oclusivos nos pacientes com
anemia falciforme pode ser mediada através do uso de antioxidantes, que diminuem
a disponibilidade das ERO e seu dano oxidativo consequente.
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2.3 O ERITROCITO COMO MODELO EXPERIMENTAL

Um sistema eficaz para a triagem inicial de substancias antioxidantes é o
uso de modelos celulares, que sao especialmente Uteis para estudar os efeitos do
estresse oxidativo em termos de toxicidade e respostas adaptativas celulares, bem
como comprovar os efeitos reguladores que podem exercer 0s potenciais
antioxidantes em alteragbes como citotoxicidade, genotoxicidade e reagdes
oxidativas. A limitacdo deste sistema € de que nao reproduz exatamente as
condi¢cdes do organismo, pois se perdem as funcdes sistémicas como a enddcrina e
a nervosa. Porém, em se estando ciente dos seus limites, o modelo celular resulta
numa ferramenta atil e muito valiosa na ciéncia biomédica e farmacéutica
(CASADEVALL, 2009).

Os modelos celulares incluem tanto modelos de células isoladas, como o
eritrocito, quanto os cultivos celulares. No presente trabalho, escolhemos o eritrocito
como modelo celular (Figura 15), ja que € uma amostra facil de se obter e preparar e
representa um modelo celular muito simples, sem nucleo ou organelas, resultando
excelente para o estudo da toxicidade sobre biomembranas e da defesa antioxidante
(CASADEVALL, 2009).

Eritrocito
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FIGURA 15 — MODELO CELULAR DO ERITROCITO
FONTE: CASADEVALL (2009)
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2.3.1 Agentes oxidantes utilizados em modelos experimentais

2.3.1.1 terc-Butil-hidroperoxido (t-BHP)

O tBHP é um peroxido organico (Figura 16) amplamente utilizado em
processos de oxidacdo. O processo oxidativo induzido pelo +BHP em eritrocitos
pode ser descrito da seguinte forma: rapida oxidacao da GSH (30-60 segundos) pela
GSHPx; reacdo entre o -BHP e a hemoglobina celular com formacao de radicais
livres, que sdo imediatamente consumidos em reacdes de peroxidacao lipidica
(DOMANSKI; LAPSHINA; ZAVODNIK, 2005).

Segundo Trotta, Sullivan e Stern (1983), como o +BHP é uma molécula
anfipatica, facilmente se difunde pelas membranas do eritrécito. A reducao
enzimatica do t+-BHP é realizada pela GSH-Px, prevenindo tanto a oxidacdo da
hemoglobina quanto a peroxidacgao lipidica; sendo que a reacéao resulta em oxidagao
do NADPH e estimulacdo da via das hexoses monofosfato, como demonstrado na
equacao abaixo:

+-BOOH + GSH — +BOH + GSSG (1)
GSSG + NADPH > GSH + NADP (2)

O tBHP pode, alternativamente, reagir com a hemoglobina, com formacéao

de radicais livres e meta-Hb, como observado na equagéo abaixo:

+BOOH + Hb — +BO- + meta-Hb (3)

A conversdo da hemoglobina a meta-Hb é resultado da reagdo com o
hidroperéxido, que se decompde a radicais +-BO- através de uma cisdo homolitica.
Os produtos da decomposicao do t-BHP via grupo heme sao gerados em regides
muito proximas da membrana, sendo, portanto, promotores da peroxidacao lipidica.
Os radicais terc-butoxila (+-BO-) reagem com os lipidios de membrana e iniciam a
peroxidacéo lipidica (LOOH).

Os efeitos do t+BHP nas proteinas de membrana dos eritrécitos foram
estudados através de eletroforese em gel de poliacrilamida. O oxidante causou
diminuicdo na intensidade das bandas das principais proteinas de membrana, com
concomitante formacao de um polipeptideo de alto pelo molecular, pelo fenémeno
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de cross-linking; bem como um aumento da ligagdo da hemoglobina a membrana. A
acao do t+BHP foi parcialmente prevenida pela via das hexoses monofosfato
(TROTTA; SULLIVAN; STERN, 1983). Enzimas sao inibidas pelas ERO formadas,
sendo a Ca?* ATPase da membrana dos eritrécitos uma das mais sensiveis
(BLAINE-MOORE et al., 1992).

N o

FIGURA 16 — ESTRUTURA QUIMICA DO t-BHP
FONTE: SIGMA ALDRICH (2011). Disponivel em:
http://www.sigmaaldrich.com/technical-service-home/product-catalog.html

2.3.1.2 2,2- azobis (amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH)

O AAPH € um azo-composto hidrossoluvel (Figura 17) gerador de radicais
livres que atacam a regido aquosa da membrana. Os radicais livres gerados por
decomposicao térmica a 37°C sdo de uma unica espécie e foram identificados como
sendo radicais peroxila. A geracdo de radicais pelo AAPH é tempo e dose
dependente, apresentando uma agao oxidante mais lenta em relagao ao +BHP. Uma
vez gerados no meio extracelular, os radicais atacam a membrana eritrocitéria,
causando varias alteragbes oxidativas em lipideos e proteinas presentes.
Demonstrou-se que a hemdlise causada pelo AAPH pode ser desencadeada
principalmente por dois eventos: a lipoperoxidagao e a redistribuicao de proteina de
banda 3 oxidada na membrana, devido a sua alteracdo conformacional. Esta
redistribuicdo leva a formagcéo de poros hemoliticos, e o formato caracteristico de
disco bicéncavo dos eritrocitos é alterado, em grande parte para o formato
esferocitico (SIMAO; SUZUKAWA, 2007).

Segundo Banerjee et al. (2008), quando o AAPH é adicionado como
iniciador, decompde-se a temperatura fisioldgica em solugées aquosas, gerando
radical alquila (Re), que, em presenca de oxigénio, converte-se ao radical peroxila

correspondente (ROQ¢), como representado abaixo:

R'—N= N-R’ — 2R’ + N, (1)
R + 02— R'00- (2)
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Em agua, a 37° C, a meia vida do AAPH ¢é de cerca de 175 h, sendo que o
mesmo gera radicais na taxa de 1,3x107° [AAPH]/s. Esses radicais peroxila induzem
a oxidacao de lipidios poliinsaturados (LH) das membranas dos eritrécitos, causando
uma reacdo em cadeia denominada peroxidacao lipidica, como demonstram as

equacobes abaixo:

R'O0- + LH — R'OOH + Le (3)
Le + 02— LOO- (4)
LH + LOO- — Le + LOOH (5)

Como resultado da peroxidacao lipidica, a membrana do eritrécito se
danifica e ocorre perda de sua integridade, levando a liberacdo da hemoglobina e de
ions K. Quando compostos antioxidantes estdo presentes, podem sequestrar os
radicais peroxila convertendo-os em espécies nao reativas, e a hemdlise pode ser

inibida, como segue:
AH + LOO+ — A++ LOOH (6)
Segundo dados de Dai et al. (2006), a adicao de AAPH induz rapida
hemdlise apés um periodo de inibicdo, provavelmente devido a acao dos

antioxidantes nativos presentes no eritrocito, jA que em modelos micelares essa

inibicdo nao ocorre.

N NH. » 2HCI

FIGURA 17 — ESTRUTURA QUIMICA DO AAPH
FONTE: SIGMA ALDRICH (2011). Disponivel em:
http://www.sigmaaldrich.com/technical-service-home/product-catalog.html
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2.3.2 Agentes antioxidantes utilizados em modelos experimentais

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, atrasa ou
previne significativamente a oxidacdo desse substrato. Os antioxidantes podem
atuar em diferentes processos da sequéncia oxidativa e podem possuir mais de um
mecanismo de acdo. A importancia relativa dos antioxidantes que entram em cena
quando se geram ERO in vivo, depende do tipo de ERO que se forma e, como, onde
e que classe de dano se avalia. Para caracterizar a acdo antioxidante de um
composto, deve-se analisar como este exerce sua atividade, se atua diretamente,
através do sequestro de ERO ou inibindo sua geracéo, ou se esta atuando de forma
indireta, por up-regulation das defesas antioxidantes enddgenas. Para avaliar a agéao
direta dos antioxidantes, que é provavelmente a mais comum in vivo, € importante
questionar-se sobre: (1) qual biomolécula o antioxidante estd protegendo? A
quantidade de antioxidante é suficiente para alcancar o substrato in vivo? (2) como o
antioxidante exerce sua acao protetora? Por sequestro de ERO, prevenindo sua
formacao, ou reparando o dano que foi produzido? (3) se 0 mecanismo de agao do
antioxidante é por sequestro de ERO, & possivel que os radicais derivados da
atividade do préprio antioxidante causem algum dano por eles mesmos? (4) pode o
antioxidante causar danos em outros sistemas biologicos? (CASADEVALL, 2009).

Experimentos simples podem ajudar a responder algumas dessas perguntas
e os resultados obtidos podem caracterizar a atividade do antioxidante estudado e,
muitas vezes, permitem descarta-lo como composto de interesse, ja que um
composto com pouca atividade antioxidante in vitro, é improvavel que seja muito
melhor in vivo (CASADEVALL, 2009).

Entre os ensaios mais comumente realizados com eritrécitos encontram-se:
(1) determinacdo da hemodlise; (2) determinacdo de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS); (3) determinacdo da oxidacdo da hemoglobina a
metahemoglobina; (4) determinagéao do contetdo de GSH celular; (5) observagao da
morfologia do eritrécito, que pode apresentar rigidez e alteragdo da forma da
membrana celular sob a acdo do agente oxidante; (6) determinagdo do nivel
antioxidante dos eritrécitos, através da determinacdo da atividade enzimatica da
SOD, CAT, GSH-PX, GR, G6-PD, etc...; (7) analise das proteinas de membrana em
eletroforese em gel desnaturalizante (SDS-PAGE), que analisa se os antioxidantes
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evitam a degradacdo das proteinas de membrana pelo agente oxidante; (8) medida
do conteudo de ATP nos eritrocitos, que quando expostos ao agente oxidante, tem
seus conteudos diminuidos, ocasionando deformacdes e alteracbes do
citoesqueleto; (9) avaliagdo da fluidez da membrana, localizando os compostos
estudados nas membranas e seus efeitos na dindmica dos lipidios nas diferentes
regibes da bicamada lipidica, através do uso de sondas fluorescentes em uma
técnica denominada anisotropia de fluorescéncia; (10) fragilidade osmética; (11)
liberacdo de lactato desidrogenase e potassio; (12) determinacdo da carga
superficial do eritrocito e (13) determinacao de glicoproteinas e grupos carbonila de
proteinas (CASADEVALL, 2009).

2.3.2.1 Agentes quelantes e substancias antioxidantes enddgenas utilizadas como
terapia substitutiva

Chaves (2007) demonstrou as acdes protetoras das vitaminas C e E no
estresse oxidativo durante o armazenamento de eritrécitos portadores de Hb S. As
atividades das enzimas G6-PD e GR foram parcialmente recuperadas em eritrocitos
de portadores AS, mas nao nos AA, pela acdo das vitaminas. Nos estudos de
estresse oxidativo provocados por t-BHP foram observadas as acdes protetoras das
vitaminas C e E na formacgao de corpos de Heinz, meta-Hb e hemdlise em eritrécitos
AS.

Santos (2008) estudou o efeito da desferoxamina (DFO) e da deferiprona
(DFP) no metabolismo oxidativo dos eritrécitos de pacientes B-talassémicos
atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parand (HEMEPAR), Brasil,
sob a acao pré-oxidativa de t-BHP. Concentracbes de meta-Hb, GSH, indices de
hemolise, bem como atividades das enzimas G6PD e GR foram determinadas. Os
indices de oxidacdo analisados foram maiores nos eritrocitos de individuos B-
talassémicos do que nos normais. Tratamentos dos eritrocitos normais e f-
talassémicos com DFO e/ou DFP protegeram contra a oxidagdo de GSH promovida
por -BHP.
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2.3.2.2 Sequestradores de radicais livres

2.3.2.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fenélicos formam um dos maiores e mais diversos grupos de
metabdlitos secundarios das plantas, e podem ser divididos em dois grupos:
flavondides e nao flavondides, estando ambos presentes em frutas e vegetais. Os
flavonodides sdo pigmentos naturais de baixo peso molecular com uma estrutura
base C3-C6-C3. Dependendo da substituicdo e do nivel de oxidacao do anel C6, os
flavondides podem ser divididos em 14 classes, sendo os que se incluem na dieta
divididos essencialmente em 6: flavonas; flavondis; flavanonas; flavandéis;
antocianidinas; isoflavonas. Geralmente os flavondides encontram-se na natureza
glicosilados, o que promove maior absorcdo gastrointestinal e maior
biodisponibilidade destes compostos. No entanto, os glicosideos apresentam uma
menor atividade anti-radicalar que a aglicona correspondente, o que pode ser
justificado, pelo menos em parte, por sua maior hidrofilia, que dificulta o acesso do
antioxidante & fase lipidica (MAGALHAES, 2009).

Krukoski et al. (2009) estudaram o efeito dos flavondéides quercitina e rutina,
da vitamina C e do quelante desferoxamina (DFO) sobre eritrécitos normais
expostos ao estresse oxidativo do t-BHP. A quercitina preveniu parcialmente o
consumo de GSH, mas nao evitou a formagao de meta-Hb. A rutina, por sua vez,
preveniu tanto a oxidacao da GSH quanto a formacédo de meta-Hb. A vitamina C nao
teve influéncia sobre a deplecao de GSH ou sobre a atividade de G6-PD, mas inibiu
parcialmente a formagcdo de meta-Hb e protegeu a atividade da GR. A DFO inibiu
parcialmente a oxidacdo da GSH e da Hb, mas nado protegeu a atividade das
enzimas GR e G6-PD. Os resultados obtidos sugerem que a vitamina C, DFO e os
flavondides quercitina e rutina contribuem para a diminuicdo do estresse oxidativo

causado pelo t-BHP.
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Segundo Dai et al. (2006), o grupo flavonol 3-OH dos flavondis é altamente
efetivo em estabilizar intermediarios das reacbes radicalares em sua forma
desprotonada, permitindo a formagcédo de compostos p-quinondides, como ilustrado

na figura 18.
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FIGURA 18 - MECANISMO DE REACAO DO FLAVONOIDE QUERCITINA COM
RADICAIS PEROXILA
FONTE: DAl et al. (2006)

Dessa forma, a propriedade antioxidante das plantas ricas em flavondides
tem atraido a atencdo como suplementos alimentares, pois ao prevenirem 0

processo oxidativo podem retardar o envelhecimento das células.
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2.3.2.3 Ginkgo biloba

FIGURA 19 - FOLHAS DE Ginkgo biloba
FONTE: Ginkgo biloba (2011). Disponivel em:
http://www.latinstock.com.br

Ginkgo biloba é membro da familia Ginkgoaceae. Nativa do sudeste da
China é uma arvore ornamental popular em muitas partes do mundo. O extrato das
suas folhas vem sendo utilizado na medicina chinesa por milhares de anos no
tratamento de inumeras condi¢cées patoldgicas, incluindo doencgas neurolégicas,
doencas inflamatérias e disfungdes do coracao e dos pulmdes. Hoje em dia, extratos
padronizados de composicbes bem definidas foram desenvolvidos e sao
mundialmente consumidos como medicamentos fitoterapicos e suplementos
alimentares (He et al., 2008).

O Instituto de Drogas e Produtos Medicinais da Alemanha recomenda para
uso terapéutico apenas os extratos obtidos a partir de uma mistura de agua e
acetona, e, na sequéncia, purificados sem adicao de outras substancias. O extrato
deve apresentar concentragdes minimas dos compostos terapeuticamente ativos e
eliminar componentes indesejaveis que oferegcam riscos toxicolégicos (BARATTO;
RODIGHERO; SANTOS; 2010).

Os principais grupos de substancias do extrato de Ginkgo biloba sdo os
flavonoides, os terpendides e as protoantocianidinas. O EGb 761 € uma mistura
complexa padronizada com teor de 24% de glicosideos flavonoides e 6% de

lactonas terpénicas. A fragcéo flavondide € composta principalmente pela quercetina,
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kaempferol, isoramnetina e seus glicosideos. A fracdo terpendide inclui os
ginkgolideos A, B, C e J, assim como a bilobalida (He et al., 2008), As estruturas

quimicas dos compostos podem ser observadas nas Figuras 20 a 22.
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FIGURA 20 — ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES DO EGs 761
FONTE: KOLTERMANN (2007)
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FIGURA 21 — ESTRUTURA QUIMICA DOS GINKGOLIDEOS DO EGB 761
FONTE: KOLTERMANN (2007)

FIGURA 22 — ESTRUTURA QUIMICA DA BILOBALIDA
FONTE: KOLTERMANN (2007)
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O extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) tem apresentado acao protetora ao
dano oxidativo de membranas de eritrocitos na doenca de Behcet (Kose et al.,1997),
capacidade antioxidante em eritrocitos com deficiéncia de G6-PD (Sarikcioglu et al.,
2004), e efeito protetor em eritrécitos normais expostos a estresse exdégeno (He et
al., 2008). Entretanto, sua capacidade protetora ainda nao foi estudada em
eritrécitos de portadores de anemia falciforme.

O EGb 761 possui atividade sequestradora de radicais livres in vitro
demonstrado por varios autores. Em uma revisdo bibliografica Droy-Lefaix e Packer
(1999) relatam atividades sobre: (1) o anion superoéxido, quando gerado por radiagéo
vy ou por fenazina metosufato-NADH; (2) o radical hidroxila, quando gerado por
radiacao y ou acido di-hidroxi-benzbico; (3) radicais peroxila, através da inibicao da
peroxidacado lipidica induzida por radiagdo UV; (4) 6xido nitrico, através da
diminui¢cdo dos niveis do RNA de iINOS e diminuigdo da atividade da enzima NOS,
consequentemente diminuindo os niveis de NO.

O efeito antioxidante da fragao flavonoide pode ser devido a atuacado direta
sobre as espécies reativas de oxigénio, mas também através da agédo quelante
sobre os metais de transicdo, da expressdao de moléculas protéicas antioxidantes
como a superoxido dismutase (SOD), ou através do aumento dos metabdlitos
antioxidantes, como a glutationa. A fracao flavondide do extrato parece ser mais
efetiva contra os radicais hidroxila do que a fragdo terpénica. A estrutura quimica
dos flavondides em geral € composta de um anel aromético e uma ligacdo dupla.
Desse modo, os flavonodides reagem sequestrando preferencialmente os radicais
hidroxila. Adicionalmente, a hidroxila fendlica dos flavonoides pode ser capaz de
quelar metais de transicao pré-oxidantes, consequentemente inibindo a formacao de
novos radicais hidroxila (SMITH; LUO, 2004).

Lugasi, Horvahovich e Dworschak (1999) demonstraram que o extrato
alcodlico de folhas de Ginkgo biloba possui forte poder redutor. No extrato
preparado, o conteudo polifendlico foi de 60 mg/100 ml, e apresentou capacidade
doadora de hidrogénios dose-dependente, sendo que uma pequena quantidade do
extrato foi suficiente para inibir a formag¢do de 50% do radical DPPH. Além disso, o
extrato de Ginkgo biloba apresentou capacidade quelante ao ligar-se ao cobre, ion
catalisador da decomposicdo de hidroperoxidos lipidicos. Comprovou-se, nas
condicOes experimentais, que o extrato de Ginkgo biloba foi um étimo sequestrador
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de radicais livres derivados do peréxido de hidrogénio e que previne a auto-oxidacao
do acido linoléico.

A acédo do EGb 761 como um antioxidante foi estudada usando varios
modelos de estresse oxidativo in vitro. Segundo estudos de Rong, Geng e Lau
(1996a), a pre-incubagéo de células vasculares endoteliais com EGb 761 inibe a
formacao de produtos de peroxidacao induzidos por -BHP. O EGb 761 protege as
biomembranas da injuria oxidativa, fato demonstrado através da diminuicdo da
liberagdo da enzima LDH do interior das células; e diminui a perda de viabilidade
celular induzido pela injuria oxidativa, comprovado pela técnica do tetrazdlio de
metiltiazol (MTT).

No mesmo ano, Rong, Geng e Lau (1996b) demonstraram que o efeito
antioxidante do EGb 761 esta relacionado com a modulacdo do ciclo redox da
glutationa, através do aumento da atividade da enzima GSSG redutase e da
biossintese de GSH. Quando atacadas pelo oxidante -BHP, as células tratadas com
EGb foram capazes de resistir a oxidacao, devido ao aumento de GSH intracelular.
A diminuigdo da lipoperoxidagdo e menor liberagdo de LDH intracelular nessas
células também comprova que o EGb exerce uma acgédo direta sobre o radical
peroéxido.

Kose et al. (1997) demonstraram o potencial antioxidante do EGb 761 na
lipoperoxidacao, observada pela dosagem de malondialdeido, induzida por perdxido
de hidrogénio em eritrocitos de pacientes com a doenga de Behcet. O potencial
antioxidante do extrato foi proporcional a dose e tempo de incubacéo.

Com a finalidade de reduzir a suscetibilidade hemolitica dos eritrécitos de
pacientes com deficiéncia de G6-PD, o EGb 761 (250 ug/ml) e a Vitamina E (250
ug/ml) foram utilizados como agentes antioxidantes, e a inibicdo da formagao de
TBARS foi comparada. Sem condi¢des de estresse oxidativo, tanto o extrato quanto
a vitamina E ndo mostraram acao contra o dano oxidativo aos eritrocitos. Entretanto,
a pré-administracdo ou a administragdo concomitante dos antioxidantes com uma
fonte de estresse oxidativo, reduziu significativamente a peroxidacao lipidica.
Conclui-se que o uso da vitamina E ou do EGb 761, benéfica em pacientes expostos
a estresse oxidativo exacerbado, deve ser avaliado em individuos normais
(SARIKCIOGLU; ONER, TERCAN, 2004).
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He et al. (2008) estudaram as propriedades do EGb em eritrécitos em
suspensao com hematoécrito 3%, na presenca e na auséncia de fatores de estresse
como presenca de peptideo amiléide ou perdxido, ou mesmo estresse hipotbnico.
Os resultados sugerem que o EGb possui um efeito duplo, tanto protetor quanto
oxidante, dependente da presenca de um estresse exdégeno, confirmando os dados
de Sarikcioglu, Oner e Tercan (2004). O EGb mostrou um efeito protetor aos
eritrécitos contra a hemdlise induzida pela pressdao hipotbnica e pelo peptideo
amiléide, demonstrando também protecdo contra a lipoperoxidacdao induzida por
peréxidos, assim como ao consumo de GSH e formacédo de metahemoglobina. Por
outro lado, o EGb possui um efeito pré-oxidante em eritrocitos quando aplicado em
altas doses (>25 pg/ml), principalmente na auséncia de estresse exdgeno,
aumentando a fragilidade osmotica, mudando a morfologia dos eritrocitos e
induzindo o consumo de GSH e a formacgédo de metahemoglobina.

O efeito da suplementacao de EGb na inibicado da peroxidagéo lipidica de
membranas microssomais in vivo foi estudado por Boveris, Galleano e Puntarolo
(2007). Os dados apresentados mostram que o EGb possui a capacidade de limitar
a peroxidagao lipidica e captar radicais livres e, consequentemente, proteger
ativamente as membranas de danos oxidativos, como demonstrado através da
dosagem dos niveis de TBARS. As atividades das enzimas microssomais, a taxa de
geragcao do anion superéxido e a taxa de reducédo do ferro nao foram afetadas no
referido estudo.

Bridi, Steffen e Henriques (2001) demonstraram in vivo que as enzimas CAT
e SOD tiveram aumento significativo da atividade nos animais tratados com EGb
761, com consequente diminuicdo da lipoperoxidag¢ao do hipocampo.

Sener et al. (2006) investigaram o possivel efeito protetor do EGb como
agente antioxidante contra a toxicidade do mercurio em ratos. Os resultados
comprovaram o efeito protetor do extrato contra danos oxidativos em tecidos do
cérebro, pulmdes, figado e rins, através do monitoramento dos niveis de GSH,
atividades da mieloperoxidase, niveis de malondialdeido e de colageno.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a agdo do EGb 761 sobre o metabolismo oxidativo em eritrécitos de

individuos normais e de pacientes com anemia falciforme, in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o estado oxidativo dos eritrécitos em individuos normais e portadores
da anemia falciforme, in vitro.

e Avaliar o estresse oxidativo dos eritrécitos em individuos normais e
portadores de anemia falciforme apds exposicdo aos agentes oxidantes -
BHP e AAPH, in vitro.

e Avaliar a protegdo antioxidante do EGb 761 em eritrécitos de individuos

normais e portadores de anemia falciforme, in vitro.

Obijetivos



64

4 MATERIAL E METODOS

Material e Métodos



65

4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

As amostras de sangue utilizadas neste trabalho foram coletadas apds a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1)
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (CEP-SD), sob protocolo
CEP/SD 778.113.09.08 e CAAE 0048.0.091.000-09 (ANEXO 2), pelos individuos
sujeitos da pesquisa ou por seus responsaveis legais.

Para o grupo controle (Grupo AA) coletou-se 20 ml de sangue venoso em
EDTA Ks de 20 voluntarios saudaveis, 13 do sexo feminino e 7 do sexo masculino,
com idades entre 20 e 50 anos, entre alunos, professores e servidores técnicos
administrativos da UFPR. Realizou-se analise de historico familiar e investigou-se a
presenca de algum sinal/sintoma de doenca hematolégica, realizando-se ainda
hemograma em analisador Coulter T-890 e teste de solubilidade de hemoglobinas
(Método de Naoum, 1999). Foram excluidos do grupo os individuos portadores de
hemoglobinopatias ou outras doencas hematologicas e os que estavam fazendo uso
de algum medicamento oxidante.

Vinte e um pacientes portadores de anemia falciforme, sendo 10 do sexo
masculino e 11 do sexo feminino, com idades entre 9 e 51 anos, com predominio da
ragca parda e negra, atendidos rotineiramente no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana (HEMEPAR) constituiram o grupo SS. Deste grupo, 17
pacientes recebiam como medicagao rotineira a hidroxiuréia, 19 faziam uso de acido
félico e 6 recebiam deferoxamina, deferiprona ou deferasirox como quelantes de
ferro (Anexo 3). As amostras de sangue utilizadas para os experimentos foram as
mesmas empregadas para realizacdo dos exames de rotina pré-transfusionais,
coletadas em EDTA K3 e normalmente descartadas apds as analises realizadas no
Setor de Hematologia do HEMEPAR. Como critério de inclusdo, esses pacientes
nao poderiam ter recebido transfusdo de unidades eritrocitarias nos ultimos 30 dias.
Dos pacientes analisados, 13 n&o haviam recebido transfusdes nos 12 meses

anteriores; 3 receberam apenas uma; e 5, duas ou mais.
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O extrato seco padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761) foi gentiimente
cedido pelo Herbarium — Laboratério Botanico, com procedéncia da Southern Anhui
Dapeng Natural Source. O controle de qualidade do extrato foi realizado pela divisédo
analitica da Herbarium, tendo-se constatado que o teor de glicosideos flavonicos era
de 24,7% e o de terpenolactonas, de 7,5%, sendo a cromatografia em camada
delgada positiva para rutina e acido clorogénico; e o teor de acido ginkgolico, inferior
a 5 ppm. O grau de umidade foi de 3,4% e nao se observou contaminacao
microbioldgica (certificado de andlise 0709/10 de 09 de setembro de 2010 realizado
pelo farmacéutico Laerte Dall’ Agnol — ANEXO 4).

Os agentes oxidantes empregados foram: AAPH (Sigma Aldrich) e +BHP
(Acros Organics).
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4.2 METODOS

4.2.1 Fluxograma

Na Figura 23 estd representada a sequéncia de experimentos realizados
para desenvolvimento do trabalho:

Avaliacao do Avaliacao do Avaliacao da
estado estresse protecao
oxidativo oxidativo antioxidante

FIGURA 23 — FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES PARA AVALIAGAO DO METABOLISMO OXIDATIVO
DOS ERITROCITOS

4.2.2 Isolamento dos Eritrécitos

Centrifugou-se as amostras de sangue venoso coletado em EDTA K; a 4 °C
em 1000 x g por 10 min, retirando-se o plasma e a camada de leucécitos e, em
seguida, lavou-se os eritrocitos trés vezes, por centrifugagao, com solucao gelada de
NaCl 154 mmoles/l. Ressuspendeu-se os eritrécitos em solucao de tampao fosfato
salina (PBS) 10 mmoles/| pH 7.4 para valores de volume globular proximos a 40%
(para a técnica de determinacdo de GSH) e a 10% (demais determinacdes). A
confirmagéo dos valores de volume globular e concentragdo de hemoglobina foram
realizadas em analisador hematologico Coulter T-890.

As suspensobes de eritrocitos, preparadas diariamente, foram separadas em
aliquotas de 250 ul, as quais foram entdo centrifugadas por 5 min a 1200 x g,
retirando-se o volume de sobrenadante correspondente ao volume de solugcao

reagente a ser adicionado, ndo se alterando assim o volume globular final.

Material e Métodos



68

4 2.3 Tratamento de amostras com EGb 761

Preparou-se uma solugdao estoque de EGb 761 20 mg/ml em solucéao
hidroglicélica 50% (polipropilenoglicol PA:PBS 10 mmoles/| pH 7,4). O veiculo
mostrou-se inerte nessa concentracdo. A suspensdes de eritrécitos com volume
globular de 10 ou 40%, adicionou-se solu¢des diluidas de EGb 761 em PBS, de
forma a se obter concentragbes finais de 0, 5, 10, 25, 50, 100 e 250 ug/ml, de
acordo com He et al., 2008, tomando-se o cuidado de retirar do sobrenadante das
suspensoes de eritrécitos 0 mesmo volume a ser adicionado. As amostras foram

entao incubadas por 30 min a 37°C.

4.2.4 Tratamento das amostras com substancia oxidante t-BHP

O t-BHP foi dissolvido em tampéao fosfato 67 mmoles/l, pH 7,6, com glicose

200 mg/dl, e adicionado a aliquotas de 250 ul de suspensao de eritrocitos para

concentragdes finais de 1 a 10 mmoles/I. A incubagéo variou de 15 a 30 minutos, a

temperatura ambiente, sob homogeneizagéo.

4.2.5 Tratamento das amostras com substancia oxidante AAPH

O AAPH foi dissolvido em PBS 10 mmoles/l pH 7,4 e adicionado a aliquotas

de 200 ul de suspensao de eritrécitos para concentragdes finais de 40 mmoles/l. A
incubacao foi feita por 3 h a 37°C, sob homogeneizacao.
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4.2.6 Determinagdes Laboratoriais
4.2.6.1 Determinacao da concentracao de glutationa reduzida
4.2.6.1.1 Principio do Método

O método baseia-se no desenvolvimento de cor amarela ao se adicionar
acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzo6ico) (DTNB), conhecido como reagente de Ellman, a
compostos de sulfidrila. DTNB e GSH reagem formando o acido 2-nitro-5-tiobenzéico
e GSSG (Figura 24).
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FIGURA 24 — REACAO ENTRE O DTNB e a GSH
FONTE: DOJINDO (2009)

Disponivel em <http://www.dojindo.com>

4.2.6.1.2 Técnica

A concentracdo da glutationa reduzida foi determinada pelo método de
Beutler (1984), modificado. Suspensdes de eritrocitos a 40% foram separadas em
aliuotas de 250 pul em microtubos Eppendorf, adicionando-se tBHP para
concentracao final de 10 mmoles/| e incubando-se a temperatura ambiente por
15 min, sob homogeneizacao. Para testar a protecdao da hemdlise pelo EGb 761, as
amostras foram previamente incubadas com 50 ul de concentragdes crescentes do
extrato (0, 5, 10, 25, 50, 125 e 250 ug/ml), em triplicata. Analisaram-se amostras

sem tratamento como controle.
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Adicionou-se 50 ul de suspensao de eritrécitos a 40%, com determinacdes
prévias de hemoglobina, a 500 pl de agua deionizada, deixando-se a temperatura
ambiente por 5 min para completar a hemolise.

Adicionou-se 750 pl de solugédo precipitante (acido metafosférico 1,67 g;
EDTA dissédico 0,2 g, NaCl 30 g; agua qg.s.p. 100 ml), homogeneizando-se e
deixando em repouso por 5 min. Substituindo a filtragdo em papel quantitativo da
técnica original, ap6s homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas a 1500 x g
por 5 min. Adicionou-se 500 ul do sobrenadante limpido a 2,0 ml de solugéo recente
de NaxHPO, 300 mmoles/I. Leu-se a absorbancia a 412 nm, adicionou-se 250 pl do
reagente DTNB (DTNB 200 mg/l em tampao de citrato dissddico 10 g/l pH 8,0) e
agitou-se por inversado. A cor desenvolve-se rapidamente e permanece estavel por
10 min. Procedeu-se a nova leitura a 412 nm. O branco foi preparado com salina ou
plasma ao invés de sangue total.

4.2.6.1.3 Célculo da Concentracao de GSH

Para calibracdo do equipamento, preparou-se uma curva padrao de
absorbancia versus concentracao de GSH (mmoles/l), com dilui¢des a partir de uma
solucdo mae 1,62 mmoles/l de GSH.

Os valores de referéncia em adultos normais séo de 6,57+1,04 umoles/g Hb
(BEUTLER, 1984).

4.2.6.2 Determinagao da Concentracao de Metahemoglobina

4.2.6.2.1 Principio do Método

O método, proposto por Naoum et al. (2004), fundamenta-se nas

absorbancias especificas das moléculas de oxi-Hb e meta-Hb naturalmente

presentes nos eritrocitos, estabilizadas em solucao tamponada de baixa molaridade

e com pH 6,8, similar ao ponto isoelétrico da Hb.

Material e Métodos



71

4.2.6.2.2 Técnica

Suspensodes de eritrocitos a 10% foram separadas em aliquotas de 250 pl
em microtubos Eppendorf, adicionando-se tBHP para concentracdo final de
1 mmol/l; incubadas sob homogeneizacao a temperatura ambiente por 15 min. Para
testar a protecdo da oxidagdo da hemoglobina pelo EGb 761, as amostras foram
previamente incubadas, em triplicata, com 50 pl de concentragdes crescentes do
extrato (0, 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/ml). Analisou-se amostras sem tratamento
como controle.

Apoés incubagéao, preparou-se o hemolisado. Em um tubo identificado como
A, adicionou-se 100 ul de suspenséao de eritrocitos a 10% a 100 pl de saponina 1%.
Agitou-se a mistura para provocar hemolise. A seguir, adicionou-se 1 ml de tampao
fosfato 60 moles/|, pH 6,8. Homogeneizou-se a solugao por inversdo. Em um tubo B,
adicionou-se 100 pul da solugéo do tubo A a 1 ml do tampao fosfato. Homogeneizou-
se por inversao e realizou-se a leitura da absorbéancia do tubo A a 630 nm e do tubo
B, a 540 nm, utilizando o tampéo fosfato como branco (espectrofotémetro CINTRA
10).

4.2.6.2.3 Calculo

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

% de MetaHb =

Onde,
[A] — Medida da absorbéancia

Obs.: O coeficiente 10 se deve a diluigdo realizada no tubo B (300 pl do tubo A: 3 ml
do tampéao fosfato), para obter sensibilidade técnica na leitura espectrofotométrica
da oxi-Hb em 540 nm.

Os valores de referéncia para adultos normais para essa técnica sdo de 1,92
a 3,88 % de meta-Hb.
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4.2.6.3 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ERO)

4.2.6.3.1 Principio do método

A deteccéo de ERO intracelulares foi realizada através do uso de uma sonda
lipossoluvel, 2,7 — diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), que se difunde
para dentro das células, e no citosol é deacetilada por esterases, formando 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), a qual se torna disponivel para agir como
substrato aos radicais livres formados no meio intracelular (Figura 25). Apds
oxidacao pelos radicais livres (DCF), a sonda emite fluorescéncia, que é medida em
fluorimetro. A técnica apresenta alta sensibilidade de deteccao de ERO e a sonda
utilizada apresenta especificidade aumentada ao H»,O,. O método descrito abaixo é

adaptado de Lépez-Revuelta et al., 2006.

DCFH-DA (2,7-Diclorodihidrofluoresceina diacetato)

membrana

v
DCFH Deacetilagao por esterases citosolicas

+ EROs

DCF 2,7-Diclorodihidrofluoresceina
FIGURA 25 - PRINCIPIO DO MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DA

SONDA DCFH-DA
FONTE: SILVEIRA (2004)
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4.2.6.3.2 Técnica

A suspenséo de eritrécitos a 10% foi incubada com 5 pl de sonda DCFH-DA
10 pumoles/I por 30 min a 37 °C, sob agitacdo, na auséncia de luz. Apés incubagao
com a sonda, a suspensao de eritrécitos foi diluida 1:10 em PBS 10 mmoles/| pH 7,4
e incubada com concentragdes crescentes de EGB 761 em placas de 96 pogos por
30 min a 37 °C Analisou-se amostras sem tratamento como controle. As
determinacdes foram realizadas em quadruplicata. O agente oxidante #BHP foi
adicionado na concentracado de 75 umoles/l e, apds 15 min, a placa foi submetida a
leitura em 488 nm (excitagdo) e 528 nm (emissdo) em fluorimetro Synergy HT

(Biotek) do Programa de Pés Graduacao em Farmacologia da UFPR.

4.2.6.3.3 Calculo

A producao de ERO (%) foi obtida através da comparacéao entre as Unidades
de Fluorescéncia do DCF/mg de hemoglobina de cada amostra, em relacdo a
amostra exposta ao +-BHP na auséncia de antioxidante, considerado como 100% de
producédo de ERO, e assinalado como controle.
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4.2.6.4 Determinacao da peroxidagao lipidica pela deteccdo de substancias reativas
ao &cido tiobarbiturico (TBARS)

4.2.6.4.1 Principio do Método

O principio deste ensaio esta na reacédo dos produtos de peroxidagao lipidica
com o acido tiobarbitirico, formando um produto colorido rosa, que pode ser
monitorado espectrofotometricamente de 532 a 535 nm. Um dos principais produtos
formados no processo oxidativo é o malondialdeido (MDA), com 3 atomos de
carbono. Neste ensaio, uma molécula de MDA reage com duas moléculas de TBA,

em pH 1-2 e a 100°C, formando uma base de Schiff (Figura 26).

Y
S N OH HO N SH
Y AN = \‘r
} . ‘ + 2 Hy0
Nawe CH—CH=—=CH L
OH OH

FIGURA 26 — REACAO QUIMICA ENTRE ACIDO TIOBARBITURICO (TBA) E O
MALONDIALDEIDO (MDA).
FONTE: WILLIANSON; HENSLEY; FLOYD (2003)

4.2.6.4.2 Técnica
Empregou-se a técnica de Stocks e Dormandi (1971). A 600 pl de
suspensao de eritrécitos 10%, adicionou-se solugcdes com concentracdes crescentes

de EGb 761, em triplicata, incubando-se por 30 min a 37 °C, e acrescentou-se -BHP
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para concentracao final de 2 mmoles/l, mantendo-se por 15 min a temperatura
ambiente, sob homogeneizacdo. A reacao oxidativa foi paralisada pela adicao 250 pl
de acido tricloroacético 25%. Apds homogeneizagao, centrifugou-se por 1 min. A
600 ul do sobrenadante, adicionou-se a mesma quantidade de acido tiobarbiturico
10 g/l em NaOH 0,05 moles/l. Esta solugdo foi aquecida a 100 °C por 15 min,
verificando-se a formacdo do produto colorido. A protecdo do EGb 761 contra a
peroxidacao lipidica foi observada em determinacao da absorbancia a 532 nm, apés
resfriamento das amostras, descontando-se a absorbancia da amostra a 600 nm,
para eliminar interferentes. Analisaram-se ainda amostras sem tratamento, como

controle.

4.2.6.4.3 Calculo

_ [A1532 - [A] 600
156 x [Hb] x 1000

TBARS

Onde,
[A] — Medida da absorbancia; [Hb] — concentracao de hemoglobina

Obs: Para o calculo, foram levados em conta a concentracdo da hemoglobina da
suspensao de eritrécitos (g/dl) e o coeficiente de extingdo molar de
156/(mmoles x cm), sendo os resultados expressos em nmoles de TBARS/g de

hemoglobina.
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4.2.6.5 Determinacgéo das porcentagens de hemdlise

4.2.6.5.1 Principio do método

A suscetibilidade aumentada ao estresse oxidativo ocasionado por fatores
externos ou pela auto-oxidacdo da hemoglobina leva a uma série de eventos que
culminam no aumento da concentracdo da hemoglobina extracelular no
sobrenadante das suspensdes dos eritrécitos. O método descrito abaixo é adaptado
de Banerjee et al., 2008.

4.2.6.5.2 Técnica

Suspensdes de eritrécitos a 10% foram separadas em aliquotas de 200 pl
em microtubos Eppendorf, adicionando-se 200 ul de AAPH para concentragao final
de 40 mmol/l e submetidos a incubacao a 37 °C por 3 h. Para testar a protecédo da
hemdlise pelo EGb 761, as amostras foram previamente incubadas com 100 ul de
concentragdes crescentes do extrato (0, 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/ml), em
triplicata. Analisaram-se amostras sem tratamento como controle.

Apés incubacao, as amostras foram centrifugadas a 1200 x g por 5 min, e a
extensdao da hemolise foi determinada espectrofotometricamente através da medida
da absorbancia do sobrenadante a 540 nm, em leitor de placas de Elisa
Thermoplate. Como referéncia, os eritrécitos foram tratados com agua destilada e a

absorbancia do hemolisado foi considerada como 100%.

4.2.6.5.3 Célculo
A hemdlise (%) foi obtida através da comparagao entre as absorbancias de

cada tubo, em relacdo a absorbancia da amostra exposta ao +BHP na auséncia de
antioxidante, considerado como 100% de hemdlise, e assinalado como controle.
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4.2.7 Célculo da Concentracéao Inibitéria 50% (1Csp)

A concentracgao inibitéria 50% € a concentracao de inibidor necessaria para
reduzir a resposta pela metade. Foi calculada através da constru¢cdo de uma curva
dose-resposta da acdo do Ginkgo biloba, em planilhas de Excel 2007, para as

técnicas que apresentaram diferencgas significativas em relacdo ao controle.

4.2.8 Analise estatistica dos resultados obtidos

Os dados resultantes dos experimentos foram submetidos a analise
estatistica de variancia (ANOVA inteiramente casualizada e fatorial), seguida do
teste de Tukey para comparacdao de pares de médias, teste t para amostras
pareadas e andlise de correlagdo. A significancia estatistica foi considerada para
p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracao de GSH

5.1.1 Concentracao de GSH de suspenséao de eritrdcitos de individuos normais e de

pacientes com anemia falciforme

Determinou-se a concentracao basal de GSH de suspensdes de eritrécitos de
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS), conforme

ilustrado na Figura 27.
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FIGURA 27 - CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS)

Nota: Concentracdo de GSH em eritrocitos de suspensodes de
eritrécitos (hematécrito 40%) de 30 individuos normais e de 9
pacientes com anemia falciforme, analisando-se em triplicata,
(n=90 e n=27, respectivamente) pelo método de Beutler (1984)
modificado. Obteve-se valores médios de 6,98 + 0,95 e de
7,22 £ 0,76 pumoles/g Hb, respectivamente.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (ANOVA, p>0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.

Resultados



80

5.1.2 Concentracao de GSH de suspenséao de eritrdcitos de individuos normais e de

pacientes com anemia falciforme expostos ao -BHP

Determinou-se a concentracdo de GSH de suspensdes de eritrocitos
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) apds exposicéao

ao t-BHP, conforme demonstrado na Figura 28.
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FIGURA 28 - CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS NORMAIS (AA)
E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME (SS)
EXPOSTOS AO  t-BHP.

Nota: Dosagem de GSH em suspensdo de eritrocitos
(hematocrito 40%) de 5 individuos normais e de 5 pacientes com
anemia falciforme, analisados em ftriplicata (n=15) apds
exposicdo ao -BHP 10 mmoles/| por 15 min, pelo método de
Beutler (1984), modificado.

* Diferenca estatisticamente significativa entre os controles do
tratamento e os basais (ANOVA, p<0,05).

Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos apds
tratamento.
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5.1.3 Concentracdo de GSH de suspensdo de eritrécitos incubados com
concentragdes crescentes de EGb 761 frente a exposi¢ao ao +-BHP

Determinou-se a concentracdo de GSH de suspensdes de eritrocitos de
individuos normais apds exposicdo ao t-BHP, previamente incubados com
concentragdes crescentes de EGb 761 (Figura 29).
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FIGURA 29 - CONCENTRAGCAO DE GSH EM ERITROCITOS NORMAIS
EXPOSTOS AO  t-BHP, APOS INCUBAGAO COM EGb 761
Nota: Dosagem de GSH em suspensdo de eritrocitos
(hematécrito 40%) de 5 individuos normais, analisados em
triplicata (n=15) apés exposicdo ao t-BHP 10 mmoles/I por
15 min, e prévia incubacdo a 37°C com concentragdes
crescentes de EGb 761 por 30 min, pelo método de Beutler
(1984), modificado.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos com EGb 761 (ANOVA, p>0,05).
As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.1.4 Concentracdo de GSH de suspenséao de eritrcitos de pacientes com anemia
falciforme incubados com concentracdes crescentes de EGb 761 frente a exposicao
ao t-BHP

Determinou-se a concentracdo de GSH de suspensdes de eritrcitos de
pacientes com anemia falciforme apo6s exposicao ao t-BHP, previamente incubados

com concentragdes crescentes de EGb 761 (Figura 30).
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FIGURA 30 - CONCENTRAGAO DE GSH EM ERITROCITOS DE PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME EXPOSTOS AO t-BHP, APOS
INCUBAGCAO COM EGb 761

Nota: Dosagem de GSH em suspensdo de eritrocitos
(hematocrito 40%) de 5 pacientes com anemia falciforme,
analisados em ftriplicata (n=15) apds exposigdo ao t-BHP
10 mmoles/l por 15 min, ap6s prévia incubacdo a 37°C com
concentracdes crescentes de EGb 761 por 30 min, pelo método
de Beutler (1984), modificado.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
tratamentos com EGb 761 (ANOVA, p>0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.

Resultados



5.2 Porcentagem de Metahemoglobina

83

5.2.1 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrocitos normais e de

pacientes com anemia falciforme

Determinou-se a porcentagem de meta-Hb basal de suspensdes de

eritrécitos de individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS),

como pode ser observado na Figura 31.

Metahemoglobina (%)

FIGURA
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31 - PORCENTAGEM DE METAHEMOGLOBINA EM

ERITROCITOS DE INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE
PACIENTES COM  ANEMIA FALCIFORME (SS)

Nota: porcentagem de meta-Hb de suspensbes de
eritrécitos (hematécrito 10%) de 5 individuos normais e
de 5 pacientes com anemia falciforme, analisando-se em
triplicata, encontrando-se valores médios de 3,22 + 0,32
e 4,60 = 0,73%, respectivamente, pelo método de
Naoum et al. (2004).

* Diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
(ANOVA, p<0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.2.2 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrécitos de individuos
normais e de pacientes com anemia falciforme ap6s exposi¢ao ao +-BHP

Determinou-se a porcentagem de meta-Hb de suspensdes de eritrécitos de
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) apds exposi¢ao
ao t-BHP (Figura 32).
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FIGURA 32 — PORCENTAGEM DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS) SUBMETIDOS A AGAO DE t-BHP
Nota: Porcentagem de meta-Hb de suspensdes de eritrécitos
(hematécrito 10%) de 5 individuos normais e de 5 pacientes com
anemia falciforme, analisando-se em triplicata (n=15), apos
incubagdo a temperatura ambiente com #BHP 1 mmol/, por
15 min, analisados pelo método de Naoum et al. (2004).

* Diferenga estatisticamente significativa entre os basais e os
tratados (ANOVA, p<0,05).

** Diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos
apés tratamento.
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5.2.3 Porcentagem de metahemoglobina de suspensdes de eritrocitos individuos
normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse oxidativo do

t-BHP apds incubacdo com EGb 761

Determinou-se a porcentagem de meta-Hb de suspensdes de eritrécitos de
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) apds exposicéao
a t-BHP, previamente incubados com concentracées crescentes de EGb 761 (Figura
33).

20+
-o- SS

- AA

—_
(6]
|

Metahemoglobina (%)
A

0 T T T T T T T
0 5 10 25 50 125 250

Concentracao de EGb 761 (ug/mi)

FIGURA 33 — PORCENTAGEM DE META-HB EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS A ACAO DE tBHP APOS
PREVIA INCUBAGCAO COM EGb 761
Nota: Porcentagem de meta-Hb de suspensdes de eritrécitos
AA e SS (hematécrito 10%) de 5 pacientes, analisando-se em
triplicata (n=15), ap6s incubacao a temperatura ambiente com
tBHP 1 mmol/l, por 15 min, previamente incubados com
concentragcdes crescentes de EGb 761, analisados pelo
método de Naoum et al. (2004).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
tratamentos com EGb 761 (ANOVA, p>0,05).
As barras de erro representam o desvio padrao.
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5.3 Deteccéao da producao de ERO

5.3.1 Deteccdo da producdo de ERO em suspensdes de eritrocitos de individuos

normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse oxidativo do

t-BHP apds incubacado com EGb 761

Deteccao da producao de ERO em suspensoes de eritrécitos de individuos
normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) submetidos ao estresse

oxidativo de t-BHP apds incubacdo com concentragdes crescentes de EGb 761
(Figura 34).
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FIGURA 34 - DETECGAO DA PRODUGAO DE ERO EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS

NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME (SS)
SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO DE t-BHP APOS INCUBACAO
COM EGb 761

Nota: Produgdo de ERO (%) detectadas em suspensdes de eritrocitos
(hematocrito 10%) de 5 individuos normais e de 5 pacientes com anemia
falciforme, submetidos ao estresse oxidativo de 75 umoles/l de t-BHP,
analisados em quadriplicata (n=20) apds incubagdo a 37°C com
concentracoes crescentes de EGb 761 por 30 min, em relagdo ao controle
(concentracdo de EGb 761 = 0), analisados pelo método de Lopez-Revuelta
et al., 2006, adaptado.

*Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle
(ANOVA, p<0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.4 Determinacgao da Peroxidacao Lipidica

5.4.1 Determinacao da peroxidacao lipidica de suspensdes de eritrocitos normais e

de pacientes com anemia falciforme

Determinou-se a peroxidacéao lipidica basal de suspensoes de eritrécitos de
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS), como pode ser

observado na Figura 35.
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FIGURA 35 — PEROXIDACAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
(SS)

Nota: Peroxidacao lipidica de suspensdes de eritrocitos (hematdcrito
10%) de 5 individuos normais (AA), em triplicata (n=15) e de
5 pacientes com anemia falciforme (SS), em duplicata (n=10),
encontrando-se valores médios de 21,2 + 6,7 e 38,2 + 5,9 nmoles
de TBARS/g Hb, respectivamente, pelo método de Stocks e
Dormandi (1971)

* Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA,
p<0,05).

As barras de erro representam os desvios padroes.
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5.4.2 Determinagdo da peroxidagao lipidica de suspensdes de eritrocitos de
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse
oxidativo do t-BHP

Peroxidacao lipidica em suspensdes de eritrocitos de individuos normais

(AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) submetidos ao estresse oxidativo
de t-BHP (Figura 36).
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FIGURA 36 — PEROXIDAGAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTE COM ANEMIA FALCIFORME
(SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO DE +BHP
Nota: Peroxidagdo lipidica determinada em suspensdes de
eritrécitos (hematdcrito 10%) de 5 individuos normais (AA), em
triplicata (n=15) e de 5 pacientes com anemia falciforme (SS),
em duplicata (n=10) submetidos ao estresse oxidativo de
2mmoles/| de BHP apdés incubagdo a 37°C com
concentragdes crescentes de EGb 761 por 30 min, analisados
pelo método de Stocks e Dormandi (1971)

* Diferenga estatisticamente significativa entre os basais e os
tratados (ANOVA, p<0,05).

** Diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos
apés tratamento.

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.4.3 Determinagdo da peroxidagao lipidica de suspensdes de eritrocitos de
individuos normais e de pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse

oxidativo do -BHP apds incubacao com EGb 761

Peroxidacao lipidica em suspensdes de eritrocitos de individuos normais
(AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) submetidos ao estresse oxidativo

de t-BHP apéds incubagdo com concentracdes crescentes de EGb 761 (Figura 37).
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FIGURA 37 — PEROXIDAGAO LIPIDICA EM ERITROCITOS DE INDIVIDUOS
NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS AO ESTRESSE
OXIDATIVO DE t-BHP APOS INCUBAGAO COM EGb 761
Nota: Peroxidagédo lipidica determinada em suspensdes de
eritrécitos (hematdcrito 10%) de 5 individuos normais (AA), em
triplicata (n=15) e de 5 pacientes com anemia falciforme (SS),
em duplicata (n=10) submetidos ao estresse oxidativo de
2mmoles/l de t+BHP apo6s incubacdo a 37°C com
concentragdes crescentes de EGb 761 por 30 min, analisados
pelo método de Stocks e Dormandi (1971)

*Diferengas estatisticamente significativas em relacdo aos
controles (ANOVA, p<0,05).
As barras de erro representam os desvios padroes.
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5.5 Determinagao das Porcentagens de Hemdlise

5.5.1 Porcentagens de hemolise de suspensdes de eritrécitos de individuos normais

e de pacientes com anemia falciforme
Determinou-se a porcentagem de hemodlise basal de suspensdes de

eritrécitos de individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS),

como pode ser observado na Figura 38.
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FIGURA 38 — PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME (SS)

Nota: Porcentagens de hemdlise de suspensdes de eritrécitos
(hematocrito 10%) de 5 individuos normais e 2 pacientes com
anemia falciforme, analisando-se em ftriplicata (n=15 e 6,
respectivamente), apds lavagem e incubagdao a 37°C por
3,5 h encontrando-se valores de 3,59 = 0,80 (AA) e 4,81
1£1,56% (SS), analisados pelo método de Banerjee et al.,
2008.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (ANOVA, p>0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.5.2 Determinacédo das porcentagens de hemdélise de suspensdes de eritrécitos de

individuos normais submetidos ao estresse oxidativo do AAPH

Porcentagens de hemdlise em suspensdes de eritrocitos lavados de
individuos normais (AA) e de pacientes com anemia falciforme (SS) submetidos ao

estresse oxidativo de AAPH, como pode ser observado na Figura 39.
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FIGURA 39 — PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM
ANEMIA  FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS AO
ESTRESSE OXIDATIVO DE AAPH APOS INCUBAGAO
COM EGb 761
Nota: Porcentagens de hemodlise determinadas em
suspensdes de eritrocitos (hematécrito 10%) de
5 individuos normais (AA) e 2 pacientes com anemia
falciforme (SS) submetidos ao estresse oxidativo de 40
pmoles/| de AAPH por 3,5 h, analisados em triplicata
(n=15 e n=6) pelo método de Banerjee et al. (2008).

* Diferenga estatisticamente significativa entre os basais e
os tratados de cada grupo (ANOVA, p<0,05).

** Diferenga estatisticamente significativa entre os dois
grupos apos tratamento (ANOVA, p<0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5.5.3 Determinacdo das porcentagens de hemdlise de individuos normais e de
pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse oxidativo do AAPH apéds
incubagéo com EGb 761

Porcentagens de hemolise em suspensdes de eritrocitos lavados de
5 individuos normais e 5 pacientes com anemia falciforme submetidos ao estresse
oxidativo de AAPH apés incubacdo com concentracdes crescentes de EGb 761
(Figura 40).

80
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FIGURA 40 — PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS
INDIVIDUOS NORMAIS (AA) E DE PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME (SS) SUBMETIDOS AO
ESTRESSE OXIDATIVO DE AAPH APOS INCUBACAO
COM EGb 761
Nota: Porcentagens de hemodlise determinadas em
suspensdes de eritrocitos (hematécrito 10%) de
5 individuos normais (AA) e de 2 pacientes com anemia
falciforme (SS) submetidos ao estresse oxidativo de
40 umoles/l de AAPH apés incubacdo a 37°C com
concentracoes crescentes de EGb por 30 min, analisados
em ftriplicata pelo método de Banerjee et al. (2008).

* Diferencas estatisticamente significativas entre o controle
e todos os tratamentos com EGb 761, no grupo AA e SS
(ANOVA, p<0,05).

As barras de erro representam os desvios padrdes.
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5 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Os modelos celulares sao eficazes para triagem inicial de substancias
antioxidantes, e incluem tanto células isoladas, como o eritrécito, quanto os cultivos
celulares. No presente trabalho, escolhemos o eritrécito como modelo celular, devido
a facil obtencdo e manuseio das amostras, e por serem células muito simples, sem
nucleo ou organelas (CASADEVALL, 2009).

No eritrdcito sdo relativamente abundantes a geracdo e a agado de radicais
livres. Por isso, 0 mesmo possui uma rede de mecanismos de defesa altamente
evoluida e bem integrada, que o capacita a suportar o estresse oxidativo. Mutagcdes
congénitas da hemoglobina que resultem na doenca falciforme tornam os eritrécitos
muito suscetiveis a injuria mediada por radicais livres (ASLAN; THORNLEY-
BROWN; FREEMAN, 2000). Além disso, os eritrdcitos desses pacientes apresentam
uma capacidade antioxidante total reduzida em 50% (FASOLA et al., 2007), que
resulta na frequente perda do equilibrio entre os estados pré e antioxidante (TITUS
et al., 2007).

A geragdo de hidroperéxidos in vivo tem sido conhecida como um
mecanismo importante de citotoxicidade em varias doengas humanas. A habilidade
do eritrécito em limitar a extensao do dano oxidativo pode estar relacionada com sua
capacidade de inativar tais radicais. Estudos prévios in vitro comprovam a acao
oxidativa do t-BHP em eritrécitos, levando a formacao de meta-Hb, oxidacdo da
GSH, formacdo de corpos de Heinz e peroxidacao lipidica (CESQUINI, 2003;
CHAVES, 2007; SANTOS, 2008; KRUKOSKI et al., 2009).

Neste trabalho, estudou-se o metabolismo oxidativo de eritrocitos normais e
de pacientes portadores de anemia falciforme, analisando-se o efeito de oxidantes e
a protegao por extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761).

A escolha do EGb 761 foi baseada em varios estudos que, utilizando o
eritrécito como modelo de estresse oxidativo, comprovaram sua ag¢ao antioxidante,
bem como pelo fato de ainda ndo existirem relatos na literatura sobre seu efeito em
eritrocitos de pacientes portadores de anemia falciforme, nosso objeto de estudo.

Entre os varios solventes, optou-se por solubilizar o extrato seco
padronizado de Ginkgo biloba 761 em solu¢des hidroglicdlicas 50%. O
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propilenoglicol € um excelente solvente para muitos produtos organicos insoluveis
em agua. Ele é um liquido claro, incolor, ligeiramente viscoso e completamente
miscivel em agua, além de apresentar baixa toxicidade, sendo amplamente utilizado
em alimentos, farmacos e cosméticos (DOW CHEMICAL CO, 2003).

Em relacdo a metodologia empregada para este estudo, algumas
ponderagdes se tornam relevantes para a analise dos resultados obtidos.

O método utilizado para a determinacédo de meta-Hb foi o de Naoum et al.
(2004), que é econOmico, simples, estavel e apresenta menos riscos ao analista do
que o de Evelyn e Malloy (1938), por ndo utilizar cianeto, téxico ao ambiente
laboratorial. De acordo com Naoum et al. (2004), existe correlagédo linear positiva
entre as duas metodologias (r=0,903), com distribuicdes de seus valores dentro dos
padrbes gaussianos esperados. Camargo et al. (2007) encontraram correlacao entre
o método de Naoum et al. e o de Hegesh et al. (1970), considerado por Dusse
(1996) como mais preciso e eficiente que o de Evelyn e Malloy (1938).

Nas técnicas empregadas para a determinacdo de porcentagem de
hemdlise, meta-Hb, radicais livres e TBARS, padronizou-se o0 uso de suspensodes de
eritrécitos a 10%, 0 que tornou possivel testar varias concentracoes do extrato de
EGb 761, em detrimento do pequeno volume coletado dos pacientes com anemia.

Na técnica de GSH, entretanto, para respeitar a sensibilidade do método, foi
necessario utilizar suspensdes de eritrocitos a 40%. Uma alteragdo no método de
extragdo, substituindo-se filtracdo por centrifugacdo, permitiu reduzir em 80% o
volume das aliquotas utilizadas em relagdo ao método original. Ao testar a
modificacdo da técnica em suspensdes de eritrocitos de 15 individuos saudaveis,
verificou-se que o método empregado apresentou boa correlagdo (r* = 0,88) e
médias idénticas (teste t, p>0,05) para amostras pareadas, com o original de Beutler
(1984).
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6.1 Estado oxidativo dos eritrécitos de individuos saudaveis e de pacientes com

anemia falciforme

O estado basal oxidativo dos eritrocitos normais e falciformes foi avaliado
através da concentracdo do antioxidante endégeno GSH; bem como da avaliacao do
dano oxidativo a hemoglobina (meta-Hb) e a membrana lipidica (TBARS).

Em desordens hemoliticas como a anemia falciforme, o eritrécito por si sé
pode ser o principal determinante do ambiente redox global. Esta bem estabelecido
que eritrocitos de pacientes com anemia falciforme possuem concentracdes
aumentadas de espécies reativas de oxigénio quando comparadas com eritrocitos
normais (MORRIS et al., 2008).

Muitos fatores sédo responsaveis pela diversidade clinica e laboratorial dos
pacientes com anemia falciforme, entre eles sexo, idade, haplétipos e niveis de
hemoglobina fetal (COSTA et al., 2006). O grupo de pacientes com anemia
falciforme atendido no HEMEPAR esta sujeito a diversos regimes de tratamento
(Anexo 3); entre eles, terapia transfusional, acido fdlico, indutores de Hb F
(hidroxiuréia), ou quelantes de ferro (deferasirox, deferiprona e/ou deferoxamina).
Esta ultima droga tem apresentado, in vitro, um efeito consideravel na protecao dos
eritrécitos contra a oxidacao da hemoglobina (CESQUINI, 2003; SANTOS, 2008). A
associagcao de acido félico, hidroxiuréia e deferasirox esta relacionada com niveis
diminuidos de peroxidacao lipidica (TORRES et al., 2009). A variagao genética nao
foi levada em consideracdo para andlise dos resultados, mas sabe-se que o0s
diversos haplétipos da doenca influenciam os niveis de hemoglobina F, assim como
o estado oxidativo dos pacientes. Apesar da heterogeneidade fenotipica, o grupo de
pacientes estudado apresentou poucas variacoes em relacdo aos seus indices
hematimétricos (Anexo 3).

Os pacientes com anemia falciforme possuem uma tendéncia a apresentar
menores concentracdes de GSH eritrocitarias (CHAN; CHOW, XIU, 1999; ASLAN;
THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000; CHAVES, 2007). Apesar disso, a diferenca
de concentracdo nao foi significativa quando comparada com nosso grupo controle
(Figura 27), resultado também ndo encontrado por outros autores (RICE-EVANS;
OMORPHOS; BAYSAL, 1986; SOMJEE et al., 2004). Estes valores discordantes
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poderiam ser explicados pela heterogeneidade laboratorial e clinica dos portadores
de anemia falciforme, descrita acima.

Por sua vez, a porcentagem de meta-Hb, produto da oxidacdo da
hemoglobina, foi aproximadamente 1,4 vezes maior nas suspensdes de eritrocitos
dos pacientes com anemia falciforme (4,6 £ 0,7%) em relacdo aos eritrocitos de
individuos saudaveis (3,2 £ 0,3%), (ANOVA, p<0,05) (Figura 31). Em 1986, Rice-
Evans, Omorphos e Baysal encontraram um aumento de aproximadamente 2 vezes
de meta-Hb em eritrécitos de pacientes de anemia falciforme. Aslan, Thornley e
Freeman (2000) citam um aumento de 1,7 vezes da auto-oxidagdo da hemoglobina
em eritrocitos de pacientes com anemia falciforme em relacdo aos de individuos
saudaveis.

A membrana plasmatica € um local critico para a acao de radicais livres e
reacdes oxidativas, com acidos graxos poliinsaturados e proteinas transmembrana,
contendo aminoacidos suscetiveis aos danos oxidativos. A peroxidacao lipidica da
membrana foi determinada em eritrécitos pela avaliacao dos TBARS, e demonstrou-
se que os lipidios de membrana dos eritrocitos apresentam uma tendéncia
aumentada a oxidacao nos pacientes com anemia falciforme (38,2 + 5,9 nmoles de
TBARS/g Hb), com valores 1,8 vezes maiores se comparados aos de eritrocitos de
individuos normais (21,2 + 6,7 TBARS/g Hb) (ANOVA, p<0,05) (Figura 35). Rice-
Evans, Omorphos e Baysal (1986) e Hebbel (1991) encontraram aproximadamente a
mesma taxa de aumento de peroxidacdao em eritrocitos de pacientes portadores de
anemia falciforme.

De acordo com relatos na literatura, em eritrocitos de pacientes com doenga
falciforme a ligagcdo da Hb a membrana no processo oxidativo é muito mais
pronunciada, de modo que a concentracado de ferro da face citosélica chega a ser
trés vezes maior em relacao a eritrécitos normais (CESQUINI, 2003), resultando em
uma lesdo da membrana consequentemente maior.

Desse modo, pode-se afirmar, apés a avaliagdo do estado oxidativo dos
eritrécitos falciformes que, pelo fato de estarem sujeitos a um nivel de ERO basal
maior do que os eritrécitos normais, estdo expostos a um dano oxidativo mais
extenso, exigindo uma maior protecdo antioxidante enddégena e exdgena para
conseguir estabecer o equilibrio oxidativo e evitar complicagdes resultantes do

comprometimento da funcéo vascular.
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6.2 Estresse oxidativo induzido em eritrocitos de individuos saudaveis e de

pacientes com anemia falciforme

6.2.1 Hemdlise induzida por AAPH

Konell (2010) verificou em microscopia eletrénica de varredura (MEV), que o
tBHP promove alteracdes morfolégicas nos eritrécitos, dose dependentes. No
entanto, estes autores observaram reduzido efeito hemolitico deste agente nas
concentragdes e tempo de incubacao estudados (1 a 2 mmoles/l, por 30 min), com
poucos esferocitos - formas pré-hemoliticas, e porcentagem elevada de discécitos -
formas normais. Desse modo, com o intuito de se obter melhor andlise das
diferencas entre eritrécitos normais e de pacientes portadores de anemia falciforme,
optou-se por substituir o +-BHP por AAPH, um oxidante com potente efeito
hemolitico. Em estudos em andamento neste laboratério, 0 AAPH tem apresentado
alteracoes morfoldgicas relevantes.

O AAPH é um composto azo hidrossoluvel, que atua na fase aquosa da
membrana. No presente trabalho, quando suspensdes de eritrdcitos normais, na
concentracdo de 10%, foram incubadas durante 3h a 37°C na auséncia de AAPH,
houve pouca hemdlise (3%) (Figura 38), mas na presenca de 40 mmoles/| de AAPH,
induziu-se cerca de 40% de hemolise em eritr6citos normais (Figura 39),
expressivamente mais elevada (p<0,05) que o controle ndo submetido a oxidacao, e
considerada satisfatoria para estudar um possivel efeito protetor do EGb 761.
Banerjee et al. (2008), apds incubar suspensodes de eritrécitos normais a 5% com 50
mmoles/| de AAPH a 37°C por 3 horas, encontrou valores de aproximadamente 50%
de hemdlise.

Os eritrocitos do grupo SS, quando expostos as mesmas concentracoes de
AAPH por 3 horas, apresentaram em torno de 20% de hemodlise (Figura 39), valor
significativamente menor ao apresentado no grupo controle. A hemdlise basal
(eritrécitos lavados e incubados sem AAPH) ndo apresentou diferenga em relagéao
aos eritrocitos normais (Figura 38). Em experimentos de Tatum e Chow (1996), o
AAPH também induziu menor grau de hemolise em eritrocitos de pacientes com
anemia falciforme quando comparados ao grupo controle, e os eritrécitos SS foram
mais resistentes a hemolise induzida por estresse osmotico. Os eritrocitos do grupo
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SS, quando expostos as mesmas concentragbes de AAPH por 3 horas,
apresentaram em torno de 20% de hemodlise (Figura 39), valor significativamente

menor ao apresentado no grupo controle.

6.2.2 Estresse oxidativo induzido por t-BHP

O tBHP foi utilizado como indutor de estresse oxidativo nas determinacdes
de ERO, GSH, meta-Hb e peroxidacao lipidica, apds prévia padronizacdo das
condi¢gdes experimentais de concentracao e tempo de exposicao.

Ao incubar a suspensao de eritrocitos normais por 15 min com 75 pmoles/I|
de tBHP, houve um aumento de cerca de 20 vezes da geracéo de radicais livres no
interior da célula, (ANOVA, p<0,05), provavelmente derivados do radical t-BO-.

A concentragéo inicial de GSH nos eritrécitos de individuos saudaveis
diminuiu de 6,98 + 0,94 para 0,73 + 0,32 umol/g Hb, apds uma rapida exposicao
(15 min) a 10 mmoles/| de +BHP — valor significativamente menor que no estado
basal (ANOVA, p<0,05) (Figura 28). Estes dados sugerem que a oxidacdo de GSH a
GSSG é uma etapa importante na defesa do eritrécito contra o -BHP.

Os eritrocitos de pacientes com anemia falciforme foram oxidados sob as
mesmas condi¢cdes experimentais que os de individuos saudaveis, considerando-se
o volume globular, a concentracédo do oxidante e o tempo de oxidacao, e as taxas de
oxidacao foram comparadas. Em eritrécitos de pacientes com anemia falciforme, a
concentracao inicial de GSH diminuiu de 7,22 + 0,84 para 0,43 + 0,38 umoles/g Hb,
apos exposicao (15 min) a 10 mmoles/I de +-BHP — e, como nos eritrécitos do grupo
AA, quase chegou a deplecao de GSH (Figura 28).

Apo6s 15 min de exposicdo ao t-BHP 1 mmol/l, uma rapida oxidagao da
hemoglobina foi notada, aumentando os niveis de meta-Hb dos eritrocitos em
aproximadamente 3 vezes (9,9 £ 1,6%), como ilustrado na Figura 32.

A porcentagem de meta-Hb formada em eritrécitos SS foi de 11,6 + 2,1,
significativamente maior do que em eritrécitos normais (Figura 32). Esses resultados
concordam com os de Chaves (2007), de acordo com 0s quais, a presenca da Hb S,
tanto na forma hetero como homozigdtica, ocasionou eventos oxidativos em

dimensao significativamente maior.
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A peroxidagao lipidica induzida pelo +BHP (2 mmoles/l) nos eritrdcitos de
individuos saudaveis resultou na elevacdo dos niveis de TBARS em cerca de
11 vezes (Figura 36).

A maior suscetibilidade a oxidacdo da hemoglobina em eritrocitos SS foi
acompanhada por maiores danos da membrana lipidica, sendo 43% maior nos
eritrécitos do grupo SS do que nos eritrocitos controle, como pode ser observado na
Figura 36. Os danos oxidativos aos lipidios de membrana dos eritrocitos dos
pacientes portadores de anemia falciforme induzidos pelo #BHP foram
numericamente maiores (445,2 + 38,4 nmoles de TBARs/g de Hb) em relagdo aos
danos em eritrécitos normais (235,1 £ 37,1 nmoles de TBARs/g de Hb). Esses
valores representam um aumento de cerca de 11 vezes, tanto em eritrécitos de
pacientes quanto nos controles, em relacdo ao seus niveis basais.

Assim, a suplementacao dietética dos pacientes com extrato de Ginkgo
biloba, rico em compostos fendlicos, pode vir a proteger a membrana do eritrcito da
injuria oxidativa mediada por radicais livres, tornando-se um aliado terapéutico no
tratamento dos pacientes com anemia falciforme ao prolongar o tempo de vida dos

seus eritrgcitos na circulacgao.

6.3 Acdo antioxidante do EGb 761

A escolha do extrato padronizado de Ginkgo biloba baseou-se no fato de ser
uma planta ja caracterizada como antioxidante e extensivamente estudada em
relacdo as suas propriedades farmacolégicas em humanos.

A incubacdo prévia da suspensdao de eritrécitos com concentragdes
crescentes de EGb 761 teve por objetivo inibir a acao dos oxidantes in vitro, através
de mecanismos antioxidantes ja definidos, como o sequestro de radicais livres pelos
compostos fendlicos, indugcdo de enzimas antioxidantes, quelacdo de metais de
transicdo e reciclagem de metabdlitos antioxidantes, como a GSH (RONG; GENG;
LAU, 1996b; DROY-LEFAIX; PACKER, 1999; LUGASI; HORVAHOVICH;
DWORSCHAK, 1999; SMITH; LUQO, 2004).

Em testes preliminares, ao se incubar suspensbes de eritrécitos de
individuos normais por até 1 h com 5 a 250 ug/ml de EGb 761 a 37° C, nédo se
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observou alteracées dos valores basais de GSH, meta-Hb, bem como nédo houve
inducdo de hemdlise.

O EGb 761 conseguiu prevenir parcialmente a peroxidacao lipidica da
membrana, tanto em eritrocitos de individuos saudaveis quanto de pacientes com
anemia falciforme, de forma dose-dependente. Em eritrocitos de individuos
saudaveis, a pré-incubacdo com concentracoées de 50 pg/ml do EGb 761 inibiu em
23,7% a peroxidagéo lipidica, chegando a inibi-la em 64,7%, quando a concentragao
utilizada foi de 250 pg/ml (ANOVA, p<0,05). Em eritrocitos de pacientes com anemia
falciforme, a inibicio maxima da peroxidacdo foi de 49,4%, ao incuba-los com
250 ug/ml de EGb 761, enquanto a concentragdo de até 25 ug/ml ndo apresentou
diferenca significativa (ANOVA, p>0,05), (Figura 37). A concentragao inibitéria 50%
(ICs0) do EGb 761, ou seja, a concentracdo do extrato necessaria para inibir 50% da
peroxidagao lipidica induzida pelo agente oxidante, in vitro, foi de 138,4 ug/ml em
eritrocitos do grupo AA; e de 257,0 ug/ml, em eritrécitos do grupo SS. He et al.
(2008) conseguiram inibir a peroxidacdo lipidica em eritrocitos normais com
concentragdes =75 ug/ml, quando os eritrécitos foram expostos a 1 mmol/l de t-BHP.

Como pode ser observado na Figura 34, todas as concentracoes de EGb
761 inibiram a producao de ERO quando os eritrocitos normais foram expostos ao t
BHP 75 umoles/|l, por 15 min. A protecdo chegou a 95,6% quando a concentragao
de EGb 761 utilizada foi de 125 pg/ml. Em eritrécitos de pacientes com anemia
falciforme, concentragées =10 pg/ml inibiram significativamente as ERO (ANOVA,
p<0,05), sendo que a inibicdo maxima foi de 93,2% (250 ug/ml de EGb 761), (Figura
34). Em eritrécitos normais, o EGb 761 apresentou uma atividade maior, sendo a
ICs0 de 4,22 ug/ml, enquanto nos eritrocitos do grupo SS, a ICs, foi de 13,0 pug/ml,
mais do que o dobro da dose necessaria para atingir os mesmos efeitos alcancados
no grupo controle.

O EGb 761 apresentou uma consideravel acdo anti-hemolitica ao prevenir a
hemolise em baixas concentragées (5 pg/ml em eritrocitos do grupo AA e SS). A
protecdo foi dose-dependente, atingindo-se valores maximos de inibicdo na
concentracao de 25 pg/ml do extrato em eritrécitos normais e com anemia falciforme
(Figura 40). Em eritrécitos normais, concentragcdes maiores que 50 pg/ml nao
apresentaram maior efeito protetor, como também nao induziram mais hemolise,

contrastando com resultados de He et al. (2008). Tais autores obtiveram uma curva
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de hemdlise na forma de U, ou seja, enquanto baixas concentracées de EGb 761
protegeram, aquelas acima de 25 ug/ml foram indutoras de hemdlise. Os autores
sugerem que os efeitos téxicos ou benéficos exibidos pelo extrato de Ginkgo biloba
em um modelo celular dependem das condicbes do ensaio e da dose utilizada,
sendo que altas doses podem induzir dano celular, particularmente na auséncia de
um estresse exdgeno, ja que a oxidagcdo de compostos polifendlicos pode levar a
formacao de semiquinonas, quinonas e radicais fenoxila com efeitos pré-oxidantes.

Konell (2010) observou em MEV que eritrécitos expostos por 60 min ao EGb
761, ndo tomavam a forma pré-hemolitica - esferocitos — quando comparados aos
de um grupo controle. A 1Cso do extrato no grupo controle foi aproximadamente 2
vezes menor (2,6 ug/ml) do que nos eritrocitos dos pacientes com anemia falciforme
(6,0 pg/ml).

Entre os mecanismos de acdo do EGb 761, o sequestro de radicais livres e a
quelacdo de metais de transicdo estdo bem documentadas (RONG; GENG; LAU,
1996b; DROY-LEFAIX; PACKER, 1999; LUGASI; HORVAHOVICH; DWORSCHAK,
1999; SMITH; LUO, 2004). Outro possivel mecanismo que pode contribuir com sua
atividade antioxidante pode ser a habilidade em estabilizar as membranas através
da diminuicdo da sua fluidez. Segundo Arora et al., 2000, os flavondides, assim
como o colesterol e o a-tocoferol, penetram no core hidrofébico da membrana e
causam uma diminuicdo da fluidez dessa regido da membrana. A localizagcdo dos
flavondides no interior da membrana e suas acgdes resultantes sobre a fluidez
poderiam, por impedimento estérico, reduzir a difusdo dos radicais livres e, desta
forma, diminuir a cinética das reacdes dos radicais livres.

Nas concentracdes testadas, o extrato ndo conseguiu prevenir ou reverter a
oxidacao da GSH e da hemoglobina, ndo havendo diferencas nos resultados obtidos
entre as amostras tratadas e o controle (ANOVA, p>0,05), tanto em eritrécitos de
individuos saudaveis quanto de pacientes com anemia falciforme (Figuras 29, 30 e
33), contrastando com dados de He et al. (2008), que conseguiram prevenir a
oxidacao da GSH pelo +-BHP com concentracées de EGb 761 de 25 ug/ml e da
hemoglobina, com concentragdes de 50 ug/ml, em eritrécitos normais.

O baixo grau de protecédo a oxidacao da hemoglobina e da GSH sugere uma

baixa concentracdo do extrato no citosol da célula. Desta forma, pode-se supor que
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o extrato teria apresentado uma acao preferencial sobre a membrana do eritrécito,
protegendo-a da acao dos radicais livres.

Desse modo, a efetiva inibicio da hemdlise induzida pelo AAPH
possivelmente decorreu do sequestro dos radicais peroxila pelos flavondéides
presentes no extrato de Ginkgo biloba, que protegeu os lipidios, e possivelmente as
proteinas de membrana, da peroxidacao, aumentando a resisténcia da membrana a
destruicao por radicais livres. O fato de a acao hemolisante do AAPH estar restrita a
modificacbes de proteinas e lipidios de membrana, e ndo estar relacionada a
modificacao intra-eritrocitaria da hemoglobina (LENFANT et al., 2005), aliado aos
dados apresentados de ndo protecdo da hemoglobina e do GSH a acao do t-BHP,
reforca a idéia de que o EGb 761 agiu principalmente sobre a membrana,
apresentando uma acgéao limitada sobre o citosol da célula.

De acordo com os resultados apresentados, os eritrocitos de individuos com
anemia falciforme precisaram, em média, de uma dose duas vezes maior de
antioxidante, em relacdo ao grupo controle, para prevenir em 50% o dano oxidativo
induzido pelo oxidante in vitro. A necessidade de uma maior concentracédo da droga
no grupo SS decorre do fato de que os eritrécitos deste grupo estdo sujeitos a um
maior estresse oxidativo enddgeno e, quando expostos a uma fonte externa
agravante do estresse, consomem um maior numero de moléculas antioxidantes
para conseguirem reverter o quadro oxidativo.

A acdo do extrato de Ginkgo biloba como um agente antioxidante em
eritrocitos ja havia sido comprovada por varios autores (KOSE et al,1997;
SARIKCIOGLU; ONER; TERCAN, 2004; FOROUGHINIA; KARIMI, 2007; HE et al.,
2008), mas na revisdo de literatura realizada para o presente trabalho ndo se
encontrou qualquer relato do efeito do extrato na prevencao dos danos oxidativos na
anemia falciforme, como demonstrado no presente trabalho.

A anemia falciforme é uma doencga crbnica para a qual ndo ha cura
conhecida. Mais esforco deve ser concentrado, portanto, sobre o atendimento
adequado aos pacientes, de modo a garantir uma maior € melhor sobrevida. A
importancia da alimentacdo adequada no cuidado aos pacientes portadores de
doencas crbnicas tem atraido uma crescente ateng¢do nos ultimos anos. Porém, os
pacientes portadores de doenca falciforme apresentam uma variabilidade clinica
complexa, tanto do ponto de vista metabdlico quanto nutricional, refletida na
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intensidade e na frequéncia das crises vaso-oclusivas. O que esta claro € que
devido ao alto turnover de seus eritrocitos, esses pacientes apresentam um estado
de hipercatabolismo em relagdo aos individuos saudaveis, com necessidades
aumentadas de energia, de nitrogénio e de micronutrientes, como vitaminas A, C e
E, piridoxina, riboflavina, zinco e selénio (ENWONWU, 1988).

A intervencao nutricional representa uma abordagem terapéutica segura
para a anemia falciforme, sendo que uma suplementacdo antioxidante combinada
poderia oferecer beneficios adicionais. Os antioxidantes agem como uma rede de
cooperagdo, através de uma série de reagdes redox. Interagdes entre o acido
ascérbico e a glutationa, e entre o acido ascérbico e compostos fendlicos sdo bem
conhecidas (CHAN; CHOW,; CHIU, 1999). Porém, um sequestrador de radicais livres
pode se tornar um radical livre quando oxidado, de modo que o uso de apenas um
antioxidante pode vir a ser desastroso (OHNISH; OHNISHI; OGUNMOLA, 2000).
Desse modo, no tratamento da anemia falciforme, seria interessante o uso de uma
terapia antioxidante combinada, associando-se os efeitos do EGb 761 com os da
vitamina C, por exemplo, que tem apresentado importante acao inibitéria sobre o
estresse oxidativo, em estudos in vifro (CESQUINI, 2003; AMER et al., 2005;
CHAVES, 2008). Somando-se esta conduta aos efeitos protetores dos quelantes de
ferro ja utilizados na terapia de pacientes portadores de anemia falciforme, o0 seu
tratamento poderia ser ainda mais eficiente.

O extrato de Ginkgo biloba pode ainda apresentar outros efeitos benéficos
em pacientes com anemia falciforme, além da ag&o antioxidante; entre eles, a
prevencao de fendmenos de vaso-oclusdao. Segundo Kato et al. (2009) a
vasculopatia na anemia falciforme esta implicada no desenvolvimento de
hipertensdo pulmonar, acidente vascular cerebral, ulceracdo das pernas e priapismo,
bem como particularmente associada com a severidade do quadro hemolitico e
outras disfun¢des cronicas nos 6rgaos desses pacientes.

As duas principais fracoes do EGb 761, a dos terpendides e a dos
flavondides, possuem propriedades distintas e sao responsaveis pela acéo
farmacoldgica polivalente do extrato. Os flavondides, ao sequestrarem os radicais
livres, aumentam o tempo de meia vida do fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF), promovendo o relaxamento de vasos. Os terpendides, por sua vez, sao
antagonistas dos fatores de ativacao plaquetaria (PAF), capazes de reduzir a
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ativacdo e a agregacao plaquetarias e, consequentemente, melhorar a circulacao
sanguinea (SMITH; LUO, 2004). Adicionalmente, o EGb 761 promove melhora do
fluxo sanguineo ao aumentar a deformabilidade e diminuir a agregacao eritrocitaria,
diminuindo a viscosidade sanguinea (CHAN; XIA; FU, 2007).

Desse modo, a acao conjunta das fragbes quimicas do EGb 761 alia a
diminuicao do estresse oxidativo com uma possivel melhora do quadro de disfuncéo
endotelial; o presente trabalho se disp6s a investigar a acdo antioxidante do extrato,
mas abre horizontes para futuros estudos, relacionando o EGB 761 com uma
possivel melhora do fluxo sanguineo em pequenos vasos, reduzindo o numero de
eventos de vaso-obstrugdo nos pacientes com anemia falciforme, através de

mecanismos diversos.
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7 CONCLUSOES

Na avaliacdo do metabolismo oxidativo em eritrocitos de individuos normais

(Grupo AA) e de pacientes com anemia falciforme atendidos no HEMEPAR (Grupo

SS), in vitro, observou-se:

a)

Em condicbes basais, os eritrocitos dos pacientes do Grupo SS
apresentaram maior estresse oxidativo endbégeno, demonstrado pelo
aumento da meta-Hb e de TBARS em relacdo ao Grupo AA. Nao houve
diferencas significativas entre os dois grupos para os valores de GSH.
Os eritrocitos dos pacientes do Grupo SS apresentaram maior
suscetibilidade a oxidacao, evidenciada por maiores niveis de meta-Hb
e TBARS em relacdo ao Grupo AA, quando expostos a um estresse
oxidativo exégeno. Os eritrdcitos dos pacientes apresentaram um
menor grau de hemdlise quando expostos ao AAPH, em relacao ao
grupo controle.

A pré-incubacdo dos eritrocitos com o EGb 761 inibiu totalmente a
hemolise e a produgcdo de ERO induzidas pelos agentes oxidantes
AAPH e t-BHP, respectivamente; e parcialmente, a producdo de TBARS
induzida pelo t-BHP. A acédo antioxidante do EGb 761 foi dose-
dependente, tanto em eritrécitos do Grupo SS quanto do Grupo AA,
com ICsp pelo menos duas vezes maior nos eritrocitos de pacientes com
anemia falciforme, em relacdo aos normais. O EGb 761 ndo apresentou
atividade protetora sobre o GSH nem sobre a molécula de hemoglobina,

nas concentragdes testadas.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se afirmar que o EGb

761 possui a capacidade de prevenir parcialmente os danos oxidativos induzidos in

vitro, tanto em eritrcitos de individuos normais como em eritrécitos de pacientes

com anemia falciforme. Ensaios clinicos sdo necessarios para investigar os

possiveis beneficios do EGb 761 como adjuvante terapéutico no tratamento da

anemia falciforme.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estudo do efeito antioxidante de polifendis em eritrécitos de
portadores de hemoglobina S

Investigador responsavel: Railson Henneberg — professor do Departamento de
Patologia Médica da Universidade Federal do Parana.

Pesquisadora colaboradora: Aline Emmer Ferreira — farmacéutica do Laboratério
Escola da UFPR

Local da pesquisa: Laboratério de Citologia e Hematologia Clinica e Laboratério
Escola - UFPR

Telefone para contato: (41) 3360-4084 ou (41) 3360-4088, de segunda a sexta,
das 8 as 12h e das 13 as 17h.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto “Estudo do efeito
antioxidante de polifendis em eritrocitos de portadores de hemoglobina S”,
coordenado pelo pesquisador Railson Henneberg. A anemia falciforme é uma
doenca que passa dos pais para os filhos e altera os glébulos vermelhos, células do
sangue que circulam por todo o corpo, transportando oxigénio através de um
pigmento chamado hemoglobina, que da a cor vermelha ao sangue. Os globulos
vermelhos sdo células arredondadas e elasticas, enquanto o glébulo vermelho com
hemoglobina (S) pode ficar com forma de meia lua ou foice, dai o nome falciforme.
Essas células tém sua membrana alterada e rompem-se mais facilmente, causando
anemia hemolitica. Ja o trago falciforme significa apenas que a pessoa herdou de
seu pai ou sua mae a hemoglobina S, mas nao desenvolveu a doenca.

Este projeto tem por objetivo estudar as alteracdes em pacientes com anemia
ou traco falciforme e como evita-las. Para participar, vocé deve autorizar a coleta de
seu sangue, uUnico momento de desconforto. Se vocé é portador de anemia
falciforme, seu sangue sera coletado no ambulatério do banco de sangue em que
vocé faz seu acompanhamento periédico, e apds sua autorizacao, 10 mL de sangue
sera acrescentado ao volume coletado para os exames pré-transfusionais de rotina.
Se vocé é aluno ou funcionario da UFPR e deseja participar da padronizacao das
técnicas, um volume de 20 mL de seu sangue sera coletado no Laboratério Clinico-
Escola da UFPR. Em ambos os casos, o tubo de sangue seréa identificado com um
cédigo, portanto seu nome nao sera divulgado. Nao havera beneficio direto aos
voluntarios, mas sim indiretos, por proporcionar avancos cientificos relacionados ao

conhecimento da doenca em questao.
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Sua participacao nesse estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar
ou retirar o seu consentimento sem penalizagdo. Lembrando que néo havera
nenhum custo ou beneficio financeiro a vocé pela participacéo no estudo.

Todos os dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados
coletados serdo usados para a avaliacdo do estudo. Membros das Autoridades de
Sautde ou do Comité de Etica podem revisar os dados fornecidos. Os dados também
podem ser usados em publicagdes cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém,
sua identidade nao sera revelada em qualquer circunstancia. Se qualquer
informacao for divulgada em relatério ou publicagédo, isto serd feito sob forma
codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

Se tiver alguma duvida com relacdo ao estudo, vocé podera entrar em contato
com o0s pesquisadores pelos telefones citados. Estdo garantidas todas as
informacgdes que vocé queira, antes, durante ou depois do estudo.

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os
detalhes descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou
recusar, € que eu posso interromper minha participagdo a qualquer momento sem
dar uma razédo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados

para o propdsito acima descrito.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DATA
(Se menor ou incapacitado)

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
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ANEXO 2 - PROTOCOLO CEP/SD
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Ministério da Educacao
= Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Saude

‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Comlte de Etlca em Pesqu‘sa
|

Curitiba, 28 de outubro de 2009.

limo (a) Sr. (a)
Railson Henneberg

Nesta

Prezado(a) Pesquisador(a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo do efeito
antioxidante de polifendis em eritrocitos de portadores hemoglobina S” esta de
acordo com as normas éticas estabelecidas pela Resolugdo CNS 196/96, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da
UFPR, em reunido realizada no dia 26 de agosto de 2009 e apresentou
pendéncia(s). Pendéncia(s) apresentada(s), documento(s) analisado(s) e projeto
aprovado em 28 de outubro de 2009.

Registro CEP/SD: 778.113.09.08 CAAE: 0048.0.091.000-09
Conforme a Resolugio CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagées relativas as

modificagées do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do relatério final ou parcial: 28/04/2010.

Aten]oio\s amente

Prof?. Dr2. Liliana Maria Lal?ronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude

Prof. Dra. Liliana Maria Labronici

Coordenador do Comité de Esica
em Pesquisa - SDIUFPR

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica saude@ufpr.br
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ANEXO 3 - CARACTERIZACAO DOS PACIENTES DO
GRUPO SS
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QUADRO 1 — CARACTERIZACAO DOS PACIENTES DO GRUPO SS (n= 21)

Necessidade
Paciente | Idade | Sexo | Racga |Tratamento de
transfusdes*
1 11 M parda AF/HDU 1
2 13 M parda AF/HDU 0
3 19 M ND AF/HDU 0
4 14 M ND AF/HDU 1
5 38 F negra AF/HDU 0
6 25 F negra AF/HDU 0
7 27 M branca HDU 0
8 23 M branca AF/HDU 0
9 11 F parda | AF/HDU/Q 4
10 28 F branca AF 5
11 23 F negra | AF/HDU/Q 1
12 21 F negra AF 2
13 14 F negra | AF/HDU/Q 3
14 16 F branca AF 0
15 23 F parda | AF/HDU/Q 0
16 51 M branca AF 0
17 29 F negra AF/HDU 0
18 14 F branca | AF/HDU/Q 2
19 14 M branca AF/HDU 0
20 9 F branca | AF/HDU/Q 0
21 15 M ND AF/HDU 0

Nota: ND - ndo descrito; AF — &cido félico; HDU — hidroxiuréia; Q — quelantes de ferro;
* necessidade de transfusoes no ultimo ano.

Centro de Hematologia e Hematologia do Parand, Curitiba-PR, 2010.

TABELA 1 — VALORES HEMATOLOGICOS DOS PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME DO GRUPO SS (n=21)

Hemoglobina HCT RBC WBC PLT VCM HCM CHCM

(g/dl) (%) (10%ul)  (10%ul) (10%u) ()  (pg)  (5%)

Média 8,7 26,5 2,6 10,7 548,3 102,3 33,7 33,0
D.P. 1,2 3,7 0,6 4.3 299,8 12,8 4.5 0,9

D.P. - Desvio padrao
Centro de Hematologia e Hematologia do Parand, Curitiba-PR, 2010.
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ANEXO 4 — CERTIFICADOS DE ANALISE DO EGb 761
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Southern Anhui Dapeng Natural Scurce Co., Ltd
471 Place (2nd Project), Jixi County, Anhui Province
Tel: 0086-563-8415888 Fax: 0086-563-8415666

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product name: Ginkgo Biloba Extract Batch No.:100125
Mfg. Date: Jan 25, 2010 Quantity: 500kg
Exp. Date: Jan 24, 2012
Test Items Test Standard Test Results
Description Fine, light yellow brown powder conforms
Taste bitter
Total flavone glycosides Min.24.0% 25.70%
Quercetin 13.47%
Kaempferol 10.31%
Isorhamnetin 1.92%
Total ginkgolides(lactones) Min.6.0% 6.33%
Ginkgolides A 2.16%
Ginkgolides B 1.14%
Ginkgolides C 0.82%
Bilobalides 2.21%
Ginkgolic Acid Max.10ppm Max. 10ppm
Bulk density 0.57-0.66g/ml 0.60g/ml
Loss on drying Max.4.0% 3.10%
Ethanol residue Negative conforms
Residues of other solvents Negative conforms
Insolubles in ethanol Negative conforms
Heavy metals Max.10ppm Max. 10ppm
Arsenic Max.2ppm 1.57ppm
Ignited ash Max.1.5% . 0.98 %
Mesh size NLT 100%80mesh conforms
Total bacterials count Max.1000CFU/g conforms
Yeast & mould Max.100CFU/g conforms
E.Coli Negative conforms
.Salmonella Negative conforms
! conforms

" Redimental pesticide Negative

Storage: Dry place at a room temperature, until 40° C. Protect from
' S}unlight‘

Concluswn It meets the requirement of CP standard.
: Quality Supervisor: W J
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Becbatium

DIVISAO ANALITICA

Certificado de Analise

0709/10 Pagina 1/1

Colombo, 09 de Setembro de 2010

. INFORMACAOGERAL . =~ . . =
COdIgO: oo 10321
Descrigéo do Produto: ... Extrato seco de ginkgo
R ...... 356850
ANALISES RESULTAD
Aparéncia De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Cor Amarelo De acordo

ANALISES

Teor glicosideos flavénicos 24,7%
Teor de terpenolactonas 5.4a12,0% “7,5%
CCD Positivo para rutina e acido clorogénico Positiva
Teor de acido ginkgdlico Max. 5 ppm 0
Umidade Maximo 6,0% 3,4%

ESPECIFICACAO

RESULTADOS

Max. 10° UFC/g <10' UFC/g
Contagem de Bolores e Leveduras Max. 10° UFClg <10' UFClg
Pesquisa de Escherichia coli Auséncia Auséncia
Pesquisa de Salmonella sp Auséncia Auséncia
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia Auséncia
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia Auséncia

/1

/0] A
(N et Vit
U U lly O N Al

" Laerte Dall' Ag?ol [

j Gerente da Qualidade
CRF 9-5623
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Furman, Aline Emmer Ferreira
Acédo antioxidante de extrato padronizado de Ginkgo biloba em eritrdcitos
de individuos normais e de portadores de anemia falciforme, submetidos a
sobrecarga oxidativa, in vitro / Aline Emmer Ferreira Furman. Curitiba, 2011.
129 f.; 30 cm.

Orientador: Aguinaldo José do Nascimento
Co-Orientadora: Maria Suely Soares Leonart

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdao em Ciéncias
Farmacéuticas. Setor de Ciéncias da Saude. Universidade Federal do
Parana.

1. Eritrécitos. 2. Ginko biloba. 3. Estresse oxidativo. 4. Composto azo.
5. Anemia falciforme. |I. Titulo. Il. Nascimento, Aguinaldo José do. lll.
Leonart, Maria Suely Soares.

CDD 615.32




TERMO DE APROVACAO
ALINE EMMER FERREIRA FURMAN

Titulo: Acado antioxidante de extrato padronizado de
Ginkgo biloba em eritrocitos de individuos normais e de
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sobrecarga oxidativa, in vitro

Dissertacao aprovada como requisito parcial para a
obtencdo de grau de Mestre, no Programa de POs-
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Medicamentos e Correlatos.
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Orientador
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Prof. Dr. Maria das Gratas Carvalho
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