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RESUMO

No eritrocito humano maduro, o estresse oxidativo provoca a desnaturagdo da
hemoglobina e a formagdo de complexos de ferro que, possivelmente, ocasionam
anormalidades da membrana eritrocitaria e contribuem para a destrui¢do prematura do
eritrocito. O eritrocito esta equipado com um sistema antioxidante dependente de
glutationa reduzida (GSH), vitaminas C e E, enzimas, entre outros. Este trabalho tem
por objetivo estudar a agdo oxidante de cloridrato de fenil-hidrazina (CF) sobre o
eritrécito humano, associada ao efeito protetor antioxidante de vitamina C (VC) e de
vitamina E (VE). Coletou-se sangue venoso de individuos saudaveis, em EDTAK;.
Lavou-se os eritrocitos em tampédo fosfato-salino (PBS) trés vezes por centrifugacdo a
1500 x g, ressuspendendo-os em PBS em volume globular de 35%. Submeteu-se os
eritrocitos & a¢do oxidante de CF durante 20 minutos, com ou sem pré-incubagio
durante 60 minutos com VC e/ou VE. Realizou-se a contagem de corpos de Heinz em
técnica preconizada por BEUTLER et al. (modificada por CLARO et al., Rev. Bras.
Anal. Clin., 30: 94, 1998). Determinou-se a concentragdo de metahemoglobina em
técnica de EVELYN e MALLOY (modificada por BEUTLER et al., Hematology,
1995); a concentragdo de GSH [BEUTLER et al., J. Lab. Clin. Med., 61: 882, 1963]
e a porcentagem de hemolise [PELISSARI ef al., Rev. Bras. Anal. Clin., 25: 14,
1993]. Observou-se um aumento da formagdo de corpos de Heinz (6,1-97,6%) e de
metahemoglobina (2,4-21,6%) em fungdo da concentragdo de CF (0,3-5mM). A
concentragdo de GSH diminuiu (4,05-2,67 pmoles/g Hb) e ndo se observou hemolise
significativa em fungdo do aumento de CF (0,3-5 mM). A formagdo de corpos de
Heinz de 21,6 + 3,8% por CF 1 mM foi inibida (8,4-0,2%) em fungdo da concentragdo
VC (10-90 mM). A VC (0,5-80 mM) diminuiu a formagdo de metahemoglobina
induzida por CF 1 mM. Porém, na concentragido de 90 mM, a VC ndo sé pareceu
perder o efeito antioxidante, como também provocou o aumento da formagdo de
metahemoglobina. A VC (0,5-80 mM) néo recuperou a GSH depletada por CF 1 mM.
A VC (10-90 mM) provocou hemdlise significativa (1,2; 1; 0,9 e 1,1%) nas
concentragdes de 10, 20, 80 e 90 mM; porém, em presenga de CF 1 mM, provocou
indices de hemolise mais significativos a partir de 30 mM (1,9%), e altas porcentagens
em 80 ¢ 90 mM (3,5 e 8,3%). A formagdo de corpos de Heinz de 20,3 + 1,3% por CF
1 mM foi inibida (19-7,2%) em fungdo da concentragdo de VE (0,1-80 mM). A VE
(0,1-2 mM) diminuiu a formag&o de metahemoglobina induzida por CF 1 mM. Entre
3-80 mM de VE nio houve efeito sobre a concentragéo da metahemoglobina formada
por CF 1 mM. A VE (0,1-35 mM) ndo recuperou a GSH depletada por CF 1 mM. Ao
se investigar uma possivel a¢do sinérgica entre VC e VE, nas concentragbes de 2 €
20 mM, na protegdo contra a oxidagdo por CF 1 mM, observou-se que a presenca de
VE e VC juntas nio contribuiu para aumentar o efeito inibitorio sobre a formagdo de
corpos de Heinz ou para inibir a diminui¢&io de GSH, e reduziu a eficiéncia na inibigdo
da formagdo de metahemoglobina. De um modo geral, os resultados obtidos sugerem
que VC e VE contribuem para a diminui¢éo do estresse oxidativo causado por CF.
Porém, n3o se observou agdo sinérgica entre ambas.



ABSTRACT

In the mature human erythrocyte, the oxidative stress produces the oxidation of the
hemoglobin and the formation of complexes of iron and products of the hemoglobin
denaturation, that possibly cause abnormalities on erythrocyte membrane and they
contribute to the premature erythrocyte destruction. The erythrocytes have an
antioxidant system, dependent on reduced glutatione (GSH), vitamins C and E, and
enzymes, among others. The aim of this work was to study the oxidative action of
phenylhydrazine hydrochloride (CF) on the human erythrocyte, associated to the
antioxidant protective effect of vitamin C (VC) and vitamin E (VE). Venous blood was
collected in EDTAKj, from healthy individuals. The erythrocytes were washed three
times in phosphate-saline buffer (PSB) by centrifugation at 1500 x g, ressuspended in
PSB in order to obtain 35% globular volume, and then submitted to the oxidative
action of CF for 20 minutes, with or without previous incubation for 60 minutes with
VC, VE or both. Heinz bodies were evaluated according to BEUTLER et al.[modified
by CLARO et al., Rev. Bras. Andl. Clin., 30: 94, 1998]. It was determined the
methemoglobin concentration [EVELYN & MALLOY, modified by BEUTLER et al.,
Hematology, 1995], GSH concentration [BEUTLER et al., J. Lab. Clin. Med., 61:
882, 1963] and the hemolysis percentage [PELISSARI ef al., Rev. Bras. Anail. Clin.,
25: 14, 1993]. Increase on Heinz bodies’ formation (6.1 - 97.6%) and methemoglobin
(2.4-21.6%) were observed as a function of the concentration of CF (0.3-5 mM). The
concentration of GSH decreased (4.05-2.67 umoles/g Hb) and the hemolysis
percentage did not modify as function of the increase of CF (0.3-5 mM). Heinz bodies’
formation of 21.6 + 3.8% by CF 1 mM was inhibited (8.4-0.2%) as function of the VC
concentration (10-90 mM). VC (0.5-80 mM) decreased the methemoglobin formation
induced by CF 1 mM. In the concentration of 90 mM, VC, not only it seemed to lose
the antioxidant effect, but it promoted the increase on the methemoglobin formation.
VC (0.5-80 mM) did not recover the GSH depleted by CF 1 mM. VC produced
significant hemolysis (1.2; 1, 0.9 and 1.1%), respectively at concentrations of 10, 20,
80 and 90 mM. But, in the presence of CF 1 mM the hemolysis indexes were more
accentuated from 30 mM (1.9%) to 80 and 90 mM (3.5 and 8.3%). Heinz bodies’
formation of 20.3 £ 1.3 % by CF 1 mM was inhibited (19-7.2%) as function of the
concentration of VE (0.1 - 80 mM). VE (0.1-2 mM) decreased the methemoglobin
formation induced by CF 1 mM. In the range of 3-80 mM VE did not lowered the
concentration of the methemoglobin formed by CF 1 mM. VE did not recover the
GSH depleted by CF 1 mM. When investigated a possible synergic action between VC
and VE, at concentrations of 2 and 20 mM, in the protection against the oxidation by
CF 1 mM, it was observed that the presence of VE together with VC, did not increase
its inhibiting effect over the formation of Heinz bodies, they showed decreased
efficiency in the inhibition of the methemoglobin formation and did not contribute to
inhibit the decrease of GSH. In general, the results obtained suggest that VC and VE

contribute to the decrease of the oxidative stress caused by CF, but no synergic action
was observed.

xiv



1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo espécies quimicas, geralmente muito reativas, que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados e sdo produzidos continuamente nas
células aerobias como produtos intermediarios do metabolismo (ANDERSON;
PHILLIPS, 1999). Os organismos superiores desenvolveram sistemas antioxidantes
eficientes contra os danos resultantes da agdo destes radicais. Quando, porém, existe
um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a produgdo de radicais livres em
favor destes ultimos, ocorre o chamado estresse oxidativo, o qual esta relacionado a
mumeras condigbes fisiopatologicas como isquemia, trauma nervoso, peroxida¢do
lipidica, oxidaggio de proteinas e cancer (KEHRER, 2000; TAVAZZI et al., 2000).

O entrécito humano maduro ¢ excepcionalmente vulneravel ao perigo de um
ambiente aerdbio, pois € carregado com ferro e lipidios insaturados, elementos que
contribuem para a formagfio de espécies reativas de oxigénio e conseqiientemente,
sobrecarga oxidativa (HEBBEL, 1986).. Esta sobrecarga causa a formacdo de
complexos de ferro e de produtos da desnaturagdo da hemoglobina, que possivelmente
ocasionam anormalidades da membrana eritrocitaria ¢ contribuem para a destruigdo
prematura do eritrocito (HATHERILL ef al., 1991).

Para a manuteng¢do do estado reduzido da célula, o eritrécito possui varias
formas de defesa antioxidante, entre elas, a a¢do de substincias coletoras de radicais
livres e de sistemas enzimaticos. A glutationa reduzida (GSH), a nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido (NADPH) e as vitaminas C e E sdo alguns dos antioxidantes
ndo enzimaticos (FREI, 1999; TAVAZZI et al., 2000).

Quando as defesas antioxidantes estdo limitadas, os mecanismos de redugdo
ndo sdo habeis para atenuar eficientemente as consequéncias do aumento da auto-
oxidagdo da hemoglobina. Estas modifica¢des incluem a diminuigdo de enzimas, GSH,
vitamina E, entre outras. Modifica¢es similares tém sido relatadas em condigGes nas
quais ha envolvimento de mecanismos oxidativos, como anemia falciforme,
deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6-PD), talassemias, entre outras

(CHAN et al., 1999). Alguns medicamentos de uso corrente podem levar o eritrocito a
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um estresse oxidativo, com danos irreversiveis a0 mesmo, como € o caso de alguns
analgésicos, drogas antimalaricas e algumas drogas usadas no tratamento do cincer
(MALEC et al., 1994, TUKEL, 1995). A fenil-hidrazina ¢ um exemplo classico de
droga que induz dano oxidativo. Esta droga, usada historicamente contra a policitemia
vera, mostrou produzir, in vivo, hemolise intravascular associada a
metahemoglobinemia e formagio de corpos de Heinz (STERN, 1989).

O emprego de vitaminas C ¢ E e de outros antioxidantes pode inibir a
hemolise oxidativa em eritrocitos. A vitamina E é conhecida como o mais potente
antioxidante da membrana eritrocitaria, onde preveni a peroxidagdo lipidica. A
vitamina C tem reconhecido papel como antioxidante e coletora de radicais livres.
Essas vitaminas podem interagir através da capacidade da vitamina C em reciclar da
vitamina E. Alguns estudos demonstraram que a suplementag@o com vitamina E pode
melhorar os sintomas clinicos de individuos portadores de anemias hereditarias, que
apresentam aumento do estresse oxidativo, como a anemia falciforme e deficiéncia de
G6-PD (CHAN et al., 1999).

Observando-se as caracteristicas das vitaminas C e E e o processo oxidativo
envolvido em diversas doengas hematoldgicas, considerou-se relevante o estudo da

a¢do antioxidante de vitaminas C e E em eritrocitos submetidos a sobrecarga oxidativa

por fenil-hidrazina.
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2.1 ERITROCITO HUMANO MADURO

O eritrécito humano maduro € uma célula altamente especializada, anucleada,
sem organelas e que vive cerca de 120 dias na circulagdo. Possui flexibilidade
fisiologica notavel, transportando oxigénio (O,) aos tecidos através da hemoglobina
(DACIE; LEWIS, 1995).

As propriedades morfofisiologicas do eritrdcito, as patologias eritrocitarias, a
sua preservagdo in vitro, bem como a facilidade para a sua obtengéo contribuem para a

sua ampla utilizagdo como modelo experimental (FERRALI et al., 1992).
2.1.1 Membrana Eritrocitaria

A membrana do eritrocito humano € constituida de uma bicamada lipidica
com 40% de lipidios, 52% de proteinas e 8% de carboidratos (DODGE et al., 1963;
HAEST, 1982). A organizagdo destes componentes é critica para a fun¢do da
membrana. Os lipidios so compostos principalmente por colesterol ndo esterificado e
fosfolipidios, em concentragdes eqiiimoleculares. Os fosfolipidios estdo arranjados na
bicamada com as suas cabegas polares voltadas para fora, onde interagem com o
ambiente aquoso dos meios intra e extracelulares, enquanto as cadeias hidrofobicas
estdo orientadas para o interior da bicamada (HARRIS, 1991; ALBERTS et al., 1999;
LEE et al., 1999).

A distribuiggo dos fosfolipidios e dos glicolipidios na bicamada é assimétrica
e sua arquitetura ¢ mantida através da interacdo entre grupos sulfidril das proteinas e
de atividades enzimaticas (CATANIA; CAIMI, 1992). Os glicolipidios estdo presentes
na face externa da bicamada, junto com fosfatidilcolina, esfingomielina e
fosfatidiletanolamina, enquanto fosfatidilserina e fosfatidilinositideos estio na face
interna (HARRIS, 1991; ALBERTS et al., 1999, LEE et al., 1999).
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As ligagGes hidrofobicas fracas, que se estabelecem pela proximidade entre as
cadeias de acidos graxos, permitem maior fluidez e mobilidade lateral entre as duas
camadas. Pode haver trocas espontineas de posi¢do entre fosfolipidios internos e
externos da bicamada, processo denominado flip-flop. A peroxidacédo lipidica leva a
rigidez da membrana, diminui a deformabilidade e induz a desidratagdo celular (JAIN
etal., 1983).

As proteinas presentes na membrana do eritrocito s@o classificadas em
integrais e periféricas. Essas proteinas podem ser identificadas por nimeros crescentes,
de acordo com a sua mobilidade em eletroforese em gel de poliacrilamida com sulfato
de duodecil sodico (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970, HARRIS, 1991). As proteinas
integrais estdo imersas na forma de blocos, enquanto as proteinas periféricas, que
constituem o citoesqueleto, encontram-se fixadas a face interna da bicamada,
interligando-se entre si e a bicamada lipidica (HANDIN et al., 1995; LEE et al., 1999).
As proteinas periféricas sdo representadas pelas espectrinas, anquirinas, bandas 4.1,
42, 49, 5, aducina, bandas 6 e 7. O citoesqueleto forma uma rede de proteinas
filamentosas e globulares, sobre a qual se apoia a bicamada lipidica, estrutura esta que,
através de sua interagdo com o citoesqueleto e com as proteinas integrais da
membrana, é também responsavel pela flexibilidade e pela deformabilidade do
eritrocito (HARRIS, 1991; MOHANDAS; CHASSIS, 1993).

As proteinas integrais, representadas pela banda 3, glicoforinas e banda 4.5,
promovem interagdes entre 0 meio interno e externo do eritrocito. A banda 3, proteina
trocadora de 4nions, tem também outras fungdes, como transporte de antigenos, €
ancoragem do citoesqueleto & membrana, além de servirem como locais de ligagdo
para uma variedade de enzimas e de componentes da membrana citoplasmatica, como

também para a hemoglobina e os hemicromos (HANDIN et al., 1995; LEE et al.,
1999).
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2.1.2 Hemoglobina

A hemoglobina, proteina transportadora de O,, ions hidrogénio (H") ¢ outros
gases como o dioxido de carbono (CO,), constitui cerca de 95% das proteinas
presentes no citosol do eritrocito. As outras proteinas sdo enzimas requeridas para a
produgdo de energia e para a manutencdo da hemoglobina na forma reduzida, seu
estado funcional (LEE ef al., 1999).

A molécula de hemoglobina é composta por quatro cadeias polipeptidicas, as
globinas, arranjadas de forma tetraédrica. A hemoglobina A, presente em maior
quantidade no adulto, é constituida por cadeias do tipo a e B. Cada uma dessas quatro
cadeias contém um grupo prostético, 0 heme, o qual esta localizado em fendas
apolares proximas da face externa da molécula, uma em cada subunidade. O
grupamento heme € constituido de um atomo de ferro (Fe) € um anel tetrapirrolico, a
protoporfirina. O Fe, na sua forma ferrosa (Fe?), ¢ capaz de ligar-se a uma molécula
de O, e de libera-lo aos tecidos quando ha aumento do pH, da temperatura € da
concentragdo de 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). Este ultimo ¢ um fosfato organico
produzido no ciclo de Luebering-Rapoport, um desvio da via glicolitica exclusivo do
eritrocito (STRYER, 1995; LEE et al., 1999).

2.1.3 Metabolismo Energético

No eritrécito, a manutengdo da forma, bem como da estrutura da membrana e
da hemoglobina dependem de duas vias para a producdo de compostos altamente
energéticos: a via glicolitica anaerdbia ou via de Embden-Meyerhof ¢ a via aerdbia do
ciclo das pentoses (Figura 1), também chamada de via das hexose monofosfato
(JANDL, 1996; LEE et al., 1999). Em situagGes normais, aproximadamente 90% da
glicose € metabolizada pela via anaerébia e 10% pela via aerébia. Entretanto, em

situagfes de estresse oxidativo, esse quadro pode se inverter (SCHUSTER et al,
1988).
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA GLICOLISE, DO CICLO DAS PENTOSES
E DO CICLO DE LUEBERING-RAPOPORT EM ERITROCITOS HUMANOS
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Na via glicolitica anaerébia, trés importantes produtos s3o formados:
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), um cofator na reagdo da
metahemoglobina redutase; o ATP, importante para a manutengéo das bombas de ions;
e 0 2,3-BPG, que atua sobre a fun¢do da hemoglobina. Entre as onze enzimas que
atuam na glicdlise, trés sdo particularmente importantes na regulagdo da via glicolitica
anaerobia, a fosfofrutoquinase (PFK), a piruvato quinase (PK) e a hexoquinase (Hk)
(LEE et al., 1999).

O produto mais importante do ciclo das pentoses € 0 NADPH, que mantém os
niveis normais de GSH, a qual ¢ capaz de impedir a oxidag¢do de lipidios e de
proteinas, em especial da hemoglobina (JAIN et al., 1983; CHAN et al., 1999). O
NADPH ¢ gerado quando a glicose 6-fosfato, oriunda da via glicolitica anaerdbia, ¢
oxidada até rnibose 5-fosfato (STRYER, 1995).

A utilizagdo de NADPH ¢ o principal estimulo para a utilizagdo de G6-PD
pelo ciclo das pentoses. Alguns agentes redutores tais como, azul de metileno, cisteina,
ascorbato € outros, podem estimular em at€¢ vinte vezes o ciclo das pentoses,
presumivelmente por causar a oxidagdo da GSH. Esta flexibilidade metaboélica permite

ao eritrocito responder a estresses oxidativos inesperados (DAVIDSON; TANAKA,
1972).

2.1.4 Hemolise

O termo hemolise abrange todos os mecanismos diretos e indiretos que
causam a destrui¢do do eritrécito (JANDL, 1996).

Durante o envelhecimento do eritrocito ocorrem mudangas como: diminuigio
da velocidade da glicolise, deplecdo de intermedidrios de alta energia e de atividades
enzimaticas, susceptibilidade aumentada ao estresse oxidativo ocasionado por fatores
externos ou pela auto-oxidagdo da hemoglobina e formagdo do antigeno senescente, o
qual ocasiona a formagdo de um anticorpo IgG autélogo. Quando o eritrécito torna-se
senescente, ¢ retirado da circulagdo através de mecanismos de fragmentagdo,

eritrofagocitose e lise osmotica (SEAMAN et al., 1980).

Revisdo de Literatura



10

A eritrofagocitose ¢ a forma mais comum de destruigdo de eritrocitos
senescentes. Os anticorpos IgG autblogos ligam-se a receptores nos macréfagos
esplénicos, ocasionando a retirada dos eritrocitos da circulacdo. Na fragmentacdo,
ocorre perda de pedagos da membrana devido a traumas na circulagdo ou devido a
inclusdes no interior do eritrocito (LEE et al., 1999).

Aproximadamente 90% dos eritrdcitos sdo destruidos através da hemolise
extravascular, que acontece principalmente no bago. Este tipo de hemolise ¢ mais
sensivel as células que sofreram alguma injlira, seja ela oxidativa ou da membrana. A

hemdlise intravascular € responsavel por 10% da destrui¢do dos eritrocitos (JANDL,
1996).

2.2 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres s@o espécies quimicas, geralmente muito reativas, que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados. Sdo produzidos continuamente nas
células como produtos intermediarios do metabolismo (ANDERSON; PHILLIPS,
1999). Os reagentes mais importantes na bioquimica dos radicais livres nas células
aerdbias sdo 0 O, e seus radicais (CHEESEMAN; SLATER, 1996).

A transi¢do de nosso planeta para uma biosfera com O, abundante permitiu a
evolucionaria proliferacdo de organismos com vias metabolicas altamente energéticas.
Estes acontecimentos requisitaram um fluxo seguro de O, do ambiente para os tecidos
(ANDERSON; PHILLIPS, 1999). No homem, bem como em outros animais, 0
transporte e o metabolismo do O, passaram a ser entdo, de responsabilidade do Fe, que
desempenha seu papel através da hemoglobina, citocromos e mioglobina. A
importancia metabolica do Fe reside na facilidade com que ele transfere elétrons para
o O,. Entretanto, a exposi¢do das células aos radicais livres do O, é uma conseqiiéncia
inevitavel da existéncia aerobia (HEBBEL 1986; HALLIWELL, 1999; NOGUCHI et
al., 2000).

As espécies reativas do O, sdo produzidas em organismos vivos através da

redugdo parcial do O, molecular, sob condi¢cdes patoldgicas e fisiologicas. Estes
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radicais possuem a capacidade de reagir no especificamente com um vasto numero de
compostos como proteinas, lipidios, DNA, entre outros. Essas espécies quimicas estdo
habitualmente envolvidas com estresse oxidativo (KEHRER, 2000; TAVAZZI et al.,
2000), o qual ¢ definido como uma ruptura do equilibrio entre antioxidantes e pro-
oxidantes em favor destes ultimos, levando a danos celulares ou teciduais (CHEN et
al., 2000; KEHRER, 2000).

Existem muitas fontes, in vivo, de espécies reativas do O,, como por exemplo,
auto-oxidagio, reagdes fotoquimicas e enzimaticas, envolvendo compostos enddgenos
e varios xenobidticos. Ha uma infinidade de enzimas capazes de gerar espécies
reativas do O,, entre elas citocromo P450 redutases, oxidases, peroxidases,
lipoxigenases e desidrogenases (FINKEL, 1999). Sob condi¢Ges normais, a fonte
principal de radicais livres € o ‘escape’ eletronico das cadeias de transporte, como
aquelas da mitocondria, para o O, molecular, gerando 4nion superdxido (O;")
(CHEESEMAN; SLATER, 1996). Em células fagociticas, como macrofagos e
neutrofilos, pode ocorrer a formagdo de O,  em resposta a organismos e particulas
estranhos (ANDERSON; PHILLIPS, 1999).

As principais espécies de O, formadas sio O, , radical hidroxil (OH),
perdxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidos lipidicos. Estes compostos tém uma meia
vida muito curta mas mesmo assim, podem causar graus variados de toxicidade na
célula, levando a lesdes transitérias ou permanentes (SALTMAN, 1989).

O anion O,” ¢ formado a partir da redugio do O, pela transferéncia de um

elétron (e) doado pela hemoglobina, citocromos, quinonas, tidis ou metais de transi¢do

(Equagdo 1). Uma remocdo de dois elétrons pode levar a producdo de H,O,
(Equagio2). O H,0, pode ser gerado também pela reagdo de dois O,”, em uma reagdo

chamada de dismutacdo (Equagdo 3), que ocorre espontaneamente ou € catalisada por
superoxido dismutase (SOD) (SALTMAN, 1989; CHEESEMAN; SLATER, 1996).

0,+¢e¢ > O, (Equagdo 1)
0,+2¢ +2H" - O, + H,0, (Equagio 2)
20,” +2H" - H,0, + 0, (Equagio 3)
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O H;0; ¢ um agente oxidativo, mas ndo essencialmente reativo. O seu papel
principal reside no fato de ser uma fonte de radicais OH na presenca de metais de
transicdo (Fe, Cu) como catalisadores (Equacdo 4 e 5). Na auséncia desses metais, o
0O,” e 0 H,0, sdo prontamente removidos (CHEESEMAN; SLATER, 1996).

Fe* + 0,” - Fe™ + O, (Equagio 4)
Fe* + H,0, » Fe” + OH + OH (Equagéo 5)

A reagdo abaixo (Equag@o 6), chamada de reacio de Haber-Weiss, € a soma
das equagdes 4 e 5 e so foi considerada de importancia biologica apds o
reconhecimento dos radicais livres. A reacdo é termodinamicamente desfavoravel em

sistemas biologicos, justificando a necessidade dos metais de transicdo como

catalisadores para que a mesma acontega. A reagdo de Haber-Weiss € considerada o

principal mecanismo pelo qual o OH" ¢ gerado em sistemas bioldgicos (LIOCHEV,

1999; KEHRER, 2000).
0,” + H,0,— OH + O, + OH (Equagio 6)

O OH’ ¢ extremamente reativo e parece ser o mais toxico radical envolvido no
estresse oxidativo, combinando-se rapidamente com uma vasta gama de moléculas
biologicas (SALTMAN, 1989; KEHRER, 2000).

As espécies reativas do O, podem oxidar bases do DNA ou lesa-lo
diretamente, interferindo com os mecanismos de reparo, afetando a divisdo celular ou
mediando a ativagg@o de carcindgenos. Essas espécies reativas do O,, principalmente o
OH,, tém o potencial de modular o desenvolvimento de cancer ou desequilibrar as
funcdes celulares durante eventos toxicos ndo carcinogénicos (KLAUNIG et al.,
1998).

Muitas classes de biomoléculas podem ser lesadas pelos radicais livres porém,
os lipidios sdo os mais susceptiveis. A destruicdo oxidativa dos 4acidos graxos
poliinsaturados, conhecida como peroxidagéo lipidica, € particularmente lesiva porque
se processa como uma reagdo em cadeia. As duplas ligagdes encontradas nos acidos

graxos poliinsaturados s@o os alvos para o ataque dos radicais livres. A subtragéo de
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um atomo de hidrogénio de uma dessas duplas ligagdes fornece um radical de acido
graxo que interage prontamente com o O, molecular, o qual ¢ um diradical, formando
o radical peroxil lipidico. Os radicais peroxil formados sdo carreadores da reagdo, pois
podem oxidar mais moléculas de 4cidos graxos e iniciar novas reagdes em cadeia,
produzindo hidroperoxidos lipidicos. Estes s@io instaveis € podem se decompor em
malonildialdeido (MDA) e outros aldeidos. Essas reagdes em cadeia progridem
lesando canais i0nicos, inativando proteinas de transporte ou enzimas e tornando a
bicamada lipidica mais permeavel a ions. Uma vez iniciada, a peroxidagdo lipidica s
termina quando muitas moléculas de acido graxo foram lesadas (CHIU et al., 1989,
HATHERILL et al., 1991, CHEESEMAN;, SLATER, 1996, KEHRER, 2000).

As proteinas podem ser oxidadas pelos radicais livres, formando produtos
reativos, entre os quais estdo os hidroperdxidos protéicos, que geram outros radicais
quando interagem com metais de transicdo (DEAN et al., 1997). A lesdo das proteinas
sO € significativa para a viabilidade celular quando se acumula, o que na maioria das
células ndo € provavel devido aos mecanismos de remogéo dessas proteinas inativas;
ou se a lesdo se concentra em sitios especificos de proteinas como, por exemplo, as

que se ligam a metais de transi¢do, como a hemoglobina (CHEESEMAN; SLATER,
1996; GRUNE et al., 1997).

2.3 O ERITROCITO HUMANO E O ESTRESSE OXIDATIVO

O eritrocito € excepcionalmente vulneravel ao perigo de um ambiente aerobio,
pois € carregado com Fe e lipidios insaturados, elementos que contribuem para a
formacg@o de espécies reativas do O, e, conseqiientemente, para o estresse oxidativo
(HEBBEL, 1986).

As lesdes do eritrécito, causadas por uma sobrecarga oxidativa, sdo
geralmente o resultado final de dois processos: a oxidacdo e desnaturacio da
hemoglobina € o ataque de radicais livres aos lipidios e as proteinas da membrana.

Quando ha sobrecarrega das defesas antioxidantes do eritrocito, pode ocorrer hemélise
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devido a inabilidade do eritrocito em regenerar os componentes lesados (HATHERILL
etal., 1991).

2.3.1 Oxidag¢do da Hemoglobina

Em situagdes fisiologicas a hemoglobina sofre auto-oxidacdo, tornando-se
metahemoglobina. Para ligar-se ao O, reversivelmente, o Fe do heme precisa estar em
sua forma reduzida, apesar da exposi¢do a inumeros agentes oxidantes endégenos e
exogenos. O eritrocito possui mecanismos que previnem a acgdo desses agentes
oxidantes e que reduzem o Fe da hemoglobina quando oxidado (ATAMNA;
GINSBURG, 1995). Em certas situagbes porém, estes mecanismos falham e a
hemoglobina pode tornar-se ndo funcional. Estas anormalidades ocorrem, por
exemplo, se: o eritrocito € exposto a drogas oxidantes e toxinas, 0S mecanismos
protetores da célula estdo deficientes ou ha anormalidades genéticas que afetam a
molécula da hemoglobina diminuindo a sua estabilidade (LEE et al., 1999).

A oxidagio da hemoglobina envolve o compartilhamento de elétrons do Fe*
do grupamento heme com o O, levando a oxihemoglobina para a forma de
superoxiferrihemoglobina. A reagdo € reversivel e quando o O, € liberado, a

oxihemoglobina dissocia-se parcialmente em sua forma desoxigenada e O, molecular.
O O," também pode ser dissociado, causando a oxidagio do Fe*? para a forma Fe™,
com produgdo de metahemoglobina. Esta também ¢ formada pela exposicdo da

hemoglobina ao H,0,, formado pela dismutagdo do O,” (PEISACH et al., 1975;
ATAMNA; GINSBURG, 1995). Em eritrocitos normais, a produgdo diiria de
metahemoglobina € menor que 1% da hemoglobina total, devido ao equilibrio entre a
produgéo e redugdo da mesma. Quando a metahemoglobina esta presente, in vivo, em
concentragdes de 1,5 a 2 g/dl, em geral equivalente a mais de 10% da hemoglobina
total, o individuo apresenta-se ciandtico, ja que a mesma ndo consegue ligar-se ao O,
(MANSOURI; LURIE, 1993; LEE et al., 1999).

A metahemoglobina pode ser reduzida & desoxihemoglobina através da agdo

de enzimas e por outros mecanismos. Entretanto, em situagdes patologicas em que ha

Revisdo de Literatura



15

aumento da sobrecarga oxidativa ou enfraquecimento das defesas antioxidantes, a
producdo de hemoglobina oxidada aumenta e ha geragdo de espécies reativas do O,.
Durante a desnaturagfo oxidativa, a metahemoglobina é convertida para os chamados
hemicromos reversiveis, os quais podem ainda ser reduzidos para a hemoglobina
funcional, in vitro. Porém, se o estresse oxidativo continuar, ocorre a produgio de
hemicromos irreversiveis (PEISACH et al., 1975; HANDIN et al., 1995).

Os hemicromos sdo os primeiros produtos da desnatura¢io progressiva e sdo
gerados quando o heme ¢ dissociado do seu local ocupando outro local na globina,
devido a qualquer modificagdo na estrutura ou desnaturagdo das cadeias o ¢ B da
hemoglobina. Os hemicromos séo entdo derivados das formas de hemoglobina férrica
de baixo spin, que possui a 6° coordenagdo ocupada por um ligante proveniente da
globina: um grupo hidroxil- ou histidil- protonado (hemicromos reversiveis) ou um
histidil- ndo protonado (hemicromos irreversiveis). Os hemicromos irreversiveis nio
podem ser reconstituidos para a hemoglobina funcional e precipitam junto com a
globina e a hemina, formando os chamados corpos de Heinz (RACHMILEWITZ et
al., 1971; PEISACH et al., 1975; HANDIN et al., 1995).

Estes corpusculos foram descritos pela primeira vez por HEINZ (1890) e séo
considerados os produtos finais da desnaturagdo oxidativa da hemoglobina. Os corpos
de Heinz podem ser visualizados em microscopia de luz somente através de coloragdes
supravitais, com cristal violeta ou azul de cresil brilhante. Eles aparecem como
inclusdes globulares proximas @ membrana ou livres no citoplasma, com tamanho de
aproximadamente 3 pum, na coloragdo azul violeta. Em entrocitos humanos, a
formagdo espontinea de corpos de Heinz € um processo comum no envelhecimento do
eritrocito. Entretanto, pode haver producéo exacerbada de corpos de Heinz quando
ocorre  envenenamento quimico, intoxicagdo medicamentosa, presenga de
hemoglobinas instaveis, defici€ncia de G6-PD ou outras situagdes que comprometam o
mecanismo redutor do eritrocito (REINHART et al., 1986).

Evidéncias indicam que os corpos de Heinz se aderem a face citosélica da
membrana, por interagdes hidrofobicas ou através de pontes dissulfeto, ligando-se a

porgdo protéica da membrana, especificamente & banda 3, anquirina e glicoforina,
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onde promove o agrupamento das mesmas (LOW; WAUGH, 1985). A liberagdo de
hemina dos corpos de Heinz pode enfraquecer a interagdo entre actina e proteina 4.1,
desestabilizando a membrana (WAUGH; LOW, 1985; REINHART et al, 1986,
WAUGH et al., 1986; JAROLIM et al., 1990).

Eritrocitos contendo corpos de Heinz perdem a deformabilidade e a
flexibilidade necessarias para atravessar os capilares do bago. O controle de qualidade
da reologia do eritrécito é realizado quando esta célula tenta atravessar as pequenas
fenestragdes da membrana que separa os corddes e os sinusdides do bago. Para o
eritrdcito conseguir atravessar esses filtros, necessita de extrema deformagdo e
flexibilidade. Isto ndo ocorre em eritrocitos que possuem densos e indeformaveis
agregados de corpos de Heinz, ocorrendo o sequestro dos mesmos e,
conseqiientemente, hemolise. A extensa lise dessas células pode acarretar crises
hemoliticas (LOW;, WAUGH, 1985; REINHART et al., 1986). Entretanto, em alguns
casos, 0 eritrocito consegue passar pelas fenestracdes, mas perde um pedago da
membrana devido a excisdo dos corpos de Heinz pelos macrofagos esplénicos. Isto
leva os ertrocitos & forma de ceratdcitos com produgdo de um fragmento que,

eventualmente, serd eliminado da circulagdo (JANDL, 1996).
2.3.2 Peroxidacdo Lipidica e Oxidag&o das Proteinas da Membrana

Os lipidios da membrana eritrocitaria sdo susceptiveis a peroxidacéo lipidica
causada por radicais livres, os quais desencadeiam os eventos para a formagdo de
hidroperoxidos, que podem ser decompostos na presenca de metais de transigéo, e de

complexos de Fe de baixo peso molecular, metahemoglobina e heme. Estes eventos
formam mais radicais livres como, OH’, radicais ferril provenientes da hemoglobina e
radicais alcoxi e peroxil, os quais amplificam o processo de peroxidagdo lipidica
(RICE-EVANS, 1991).

A peroxidagdo lipidica pode causar a polimeriza¢do dos componentes da
membrana € o aumento da rigidez dos fosfolipidios da bicamada, levando a

diminui¢&o da deformabilidade do eritrécito. A permeabilidade da membrana também
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fica comprometida pela formag@io de poros, por onde componentes intracelulares,
como a hemoglobina, podem escapar (LUBIN;, CHIU, 1982). Isto pode ser explicado
pela perda de ion potassio (K*) ocorrida por injuria oxidativa associada a falha da
bomba Na'K", que ocasionam permeabilidade aumentada  agua e, conseqiientemente,
hemolise (CHIU et al., 1989).

A 1nativag@o de grupos tidis das proteinas e a peroxidagdo lipidica podem
contribuir para a hemolise oxidativa do eritrocito. A injlria causada pela peroxidagdo
lipidica pode ser transmitida a substancias vizinhas, como as proteinas de membrana.
Como exemplos, enquanto a degradagdo de fosfatidiletanolamina pode alterar a
estrutura da espectrina, 0 MDA, produto da peroxidagdo lipidica, € capaz de ligar-se as
proteinas da membrana, causando rigidez e diminui¢do da deformabilidade do
eritrocito (CHIU et al., 1989).

As proteinas da membrana eritrocitaria possuem grupos sulfidril que sdo

extremamente susceptiveis a ag@io direta de radicais livres, como o OH gerado pelo

acamulo de H,O, em presenca de complexos de Fe de baixo peso molecular. As
conseqii€ncias desses eventos sdo agregacdo, fragmentacdo e degradagdo dessas

proteinas, o que leva a instabilidade da membrana e, conseqiientemente, & hemolise
(HATHERILL et al., 1991).

2.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE DO ERITROCITO

O erntrocito, assim como outras c€lulas do organismo, apresenta varias formas
de defesa antioxidante como, por exemplo, coletores de radicais livres e sistemas
enzimaticos. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem GSH, NADPH, NADH e
algumas vitaminas derivadas exclusivamente da dieta como a vitamina C, a vitamina
E, entre outros. O sistema antioxidante tem a fungdo especifica de manter o estado
reduzido da célula, protegendo assim a integridade estrutural e funcional de
macromoléculas biologicamente fundamentais como proteinas, fosfolipidios, entre
outras (FREI, 1999; TAVAZZI et al., 2000).
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A contengdo direta de radicais livres pode ser realizada por uma série de
antioxidantes endogenos e exogenos. Quando funcionam como coletores desses
radicais, essas moléculas doam elétrons e tornam-se radicais livres, que podem iniciar
reagles em cadeia ou ser regenerados a sua forma original (CHAN et al., 1999).

A maioria das enzimas antioxidantes sdo dependentes de co-fatores externos
para que possam desempenhar suas atividades. A SOD ¢ uma enzima dependente de
cobre e zinco, que catalisa a dismutagéo de superéxido, gerado na auto-oxidagdo da
hemoglobina, para O, ¢ H,O,. Este ultimo é removido por catalase ou glutationa
peroxidase (GSH-Px) (HALLIWELL, 1999).

A catalase € um tetrdmero e possui quatro grupamentos heme. Esta presente
em grande quantidade ligada a proteina 4.5 da membrana e cada molécula pode se
ligar a até quatro moléculas de NADPH, constituindo-se na principal reserva deste
composto dentro do eritrocito. Esta enzima pode decompor o H,0,, formando agua e
O, molecular (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999; LEE et al., 1999).

A GSH-Px ¢ a uma enzima dependente de selénio, um micronutriente com
propriedades antioxidantes. Além de H,0,, esta enzima também remove
hidroperéxidos lipidicos oriundos da membrana (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU,
1999).

A metahemoglobina redutase NADH dependente ¢ também chamada de
citocromo bs metahemoglobina redutase. Esta enzima é uma flavoproteina constituida
de uma cadeia peptidica e um grupo prostético, a flavina adenina dinucleotideo (FAD).
A enzima converte aproximadamente 67% da metahemoglobina a deoxihemoglobina,
através do uso de dois carreadores de elétrons, o citocromo bs e o NADH. A
deficiéncia genética dessa enzima ou de citocromo bs pode causar
metahemoglobinemia congénita em humanos (MANSOURI;, LURIE, 1993).

A metahemoglobina redutase NADPH dependente reduz o FAD em presenca
de NADPH. O FAD reduzido (FADH), entdo, converte a metahemoglobina em
desoxihemoglobina. A deficiéncia dessa enzima ndo estd associada a casos de
metahemoglobinemia porque a mesma reduz apenas 5% da metahemoglobina formada
(MANSOURI; LURIE, 1993).

Revisdo de Literatura



19

A GSH ¢ o mais abundante tiol celular, formada a partir do acido glutdmico e
da cisteina em presenca de ATP e de duas enzimas, a glutamil-cisteina sintetase e a
glutationa sintetase (STRYER, 1995). A manutengdo dos niveis de GSH ¢ essencial
para sustentar o estado reduzido dos tidis de enzimas celulares e de proteinas do
citoesqueleto. Esse tripeptideo é importante na protecdo da célula contra o estresse
oxidativo, na destoxificagdo de uma variedade de xenobidticos eletrofilicos, na
remocdo de espécies reativas do O,, perdxidos e hidroperoxidos orginicos € na
regeneragdo de vitaminas antioxidantes (CHEN et al., 2000).

Na redugdo de hidroperoxidos e nas reagdes em que protege a hemoglobina da
oxidacdo, a GSH serve como substrato da GSH-Px, doando elétrons e formando a
glutationa oxidada (GSSG). A maioria da GSSG formada ¢ entdo reduzida a GSH pela
glutationa redutase, com consumo de NADPH (NIKI ez al., 1995).

O NADPH e o NADH sdo os principais carreadores de elétrons dentro da
c€lula. As suas concentra¢des sdo mantidas pela ingestdo adequada de niacina ou, em
condigbes extremas, pelo triptofano como substituto da niacina na formagdo de
nicotinamida. As formas reduzidas desses compostos sdo mantidas por elétrons
provenientes da oxidac¢do de alimentos. Entretanto, o estado redutor da célula esta
intimamente ligado a condi¢do energética de um organismo. Se houver insuficiéncia
prolongada de energia ou de niacina e riboflavina, € de se esperar que a eficiéncia do
sistema redutor fique comprometida (CHAN et al., 1999).

As vitaminas C e E s3o os principais coletores de radicais livres, encontrados

no citoplasma e na membrana, respectivamente (NIKI, 2000).
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2.4.1 Vitamina C

A vitamina C ou 4cido L-ascorbico, representada na Figura 2, é uma
cetolactona sintetizada em muitos mamiferos no figado. Entretanto, os humanos
perderam a habilidade de sintetiza-la, mas possuem eficientes mecanismos para a sua
absor¢do, transporte € manuten¢do nos tecidos. Quando absorvida, a vitamina C ¢é
distribuida aos tecidos pelo plasma, onde € um dos principais antioxidantes a proteger

lipoproteinas da oxidagdo (MAY, 1998).

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DA VITAMINA C.
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FONTE: MAY (1999).

No eritrécito, a vitamina C tem o potencial de proteger o citoplasma e os
componentes da membrana contra o estresse oxidativo. No citoplasma, a vitamina C
reduz a metahemoglobina para a forma de hemoglobina através de mecanismos
dependentes ou ndo de enzimas (MANSOURI;, LURIE, 1993). Na membrana, pode
afetar indiretamente a peroxidacao lipidica através da reciclagem da vitamina E. Outra
evidéncia da protec¢do da vitamina C é que em face a um estresse oxidativo, a vitamina
C € depletada antes da vitamina E e da GSH (MAY et al., 1996).

A capacidade antioxidativa da vitamina C é devida ao alto potencial redutor de
sua dupla ligagéio carbono—carbono, a qual doa prontamente hidrogénio e elétrons para
uma variedade de oxidantes, incluindo radicais livres do O, e de peroxidos. A
oxidac¢do da vitamina C ocorre em duas etapas, ambas reversiveis. A primeira etapa
fornece um radical relativamente estavel € aparentemente sem causar dano biolégico, o
radical livre ascorbil. Na segunda etapa, o radical formado doa um segundo elétron

fornecendo acido desidroascérbico, o qual pode ser hidrolisado irreversivelmente.
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Existem muitos sistemas dentro do eritrdcito que agem espontaneamente para
restabelecer a vitamina C. Um desses sistemas € dependente de GSH, enquanto outros
sdo mediados por enzimas como a tioredoxina redutase e a glutarredoxina. Além disso,
ha uma redutase NADH dependente que reduz o radical ascorbil dentro da célula
(MAY, 1999, VANDUIIN et al., 2000).

O eritrocito tem uma alta capacidade de regenerar o acido desidroascorbico
proveniente do plasma, o qual entra na célula pelo transportador protéico de glicose, o
GLUT-1. A entrada do acido desidroascorbico € extremamente lenta porque o
eritrocito ndo possut o transportador para a vitamina C, armazenando assim,
quantidades de vitamina C iguais as do plasma. A GSH reduz o acido desidroascorbico
tornando-se GSSG, que sera reduzida em presenca de NADPH. As enzimas que
reciclam a vitamina C também usam a GSH como substrato para reduzir o acido
desidroascorbico (MENDIRATTA et al., 1998, MAY, 1998a, MAY et al., 1998,
MAY, 1999; VANDUIJN et al., 2000). Existem evidéncias de sistemas alternativos na
membrana plasmatica, onde a vitamina C intracelular age como um doador de elétrons
para uma oxidorredutase transmembrana, que tem a fungfo de proteger a membrana
celular da oxidagdo (MAY et al., 2000; VANDUILIN et al., 2000).

Em contradicdo & acdo antioxidante, observou-se que a vitamina C pode
funcionar como um poderoso pré—oxidante na presenga de metais de transi¢io, como o
ion Fe™ (CARR; FREI, 1999; CHAN et al., 1999). A reducgdo destes metais pela
vitamina C pode ter efeitos deletérids devido a produgdo de OH" ou radicais peroxil
provenientes da reagdo de redugdio de ions metalicos com H,0, ou hidroperéxidos
lipidicos. A reagdo de Fenton ocorre prontamente in vitro mas, ha controvérsias sobre
sua relevincia in vivo, uma vez que os metais de transigdo ‘livres’ sdo logo
sequestrados por proteinas como ferritina, transferrina e ceruloplasmina. Comprovou-
se, no entanto, que durante a injuria tecidual esses metais de transi¢do podem ser

liberados e, conseqiientemente, interagir com o ascorbato (HALLIWELL, 1996,
CARR; FREI, 1999).
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2.4.2 Vitamina E

O termo vitamina E abrange um grupo de antioxidantes lipossoliveis. A
analise estrutural dessas moléculas demonstrou que existem dois grupos: os tocoferdis
(a, B, 9, v) e tocotriendis (a, B, 8, ). O a-tocoferol ¢ a forma mais abundante na
natureza € a que tem maior atividade biologica (BRIGELIUS-FLOHE;, TRABER,
1999).

As principais fontes de vitamina E s@o sementes e 6leos vegetais € o transporte
no plasma ocorre através de lipoproteinas, como a lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Estruturalmente, o a-tocoferol é composto por um anel cromanol heterociclico
com uma cadeia alifatica lateral fitil contendo dezesseis carbonos (Figura 3). O grupo
cromanol ¢é responsdvel pela habilidade de recolher radicais livres e a cadeia lateral
fitil facilita a incorporag¢do do grupo cromanol na bicamada lipidica, o lugar adequado
para recolher os radicais peroxil (BURTON; INGOLD, 1989; KOGA et al., 1998).

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DO o-TOCOFEROL
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FONTE: BRIGELIUS-FLOHE e TRABER (1999)

DUTTA-ROY (1999) caracterizou uma proteina na membrana plasmatica que
se liga ao o-tocoferol para incorpord-lo na bicamada lipidica da membrana
eritrocitaria. Até entdo, ndo se sabia ao certo porque o eritrécito mantinha baixas
concentragdes de a-tocoferol dentro da célula, mesmo com concentragdes altas no

plasma.
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A vitamina E € o mais importante antioxidante da membrana celular. Em
experimentos in vivo € in vitro demonstrou-se que a vitamina E coleta radicais livres e
H,0,, protegendo a membrana eritrocitaria da peroxidagéo lipidica e da hemolise. A
vitamina E age como um ‘antioxidante quebrador de cadeia’ através da doagdo de um
atomo de hidrogénio principalmente ao radical peroxil, prevenindo assim a propagacao
de radicais livres. A concentrago de vitamina E presente na membrana é inversamente
proporcional a extensdo da hemolise oxidativa (MAY et al., 1998; LIl ef al., 1998;
AZZ1, STOCKER, 2000).

A deficiéncia de vitamina E pode causar anemia em bebés prematuros, como
resultado do dano por radicais livres. A diminuigio da sobrevida do eritrécito € o
aumento da susceptibilidade a peroxidos ocorre devido a deficiéncia severa de
vitamina E (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999).

A vitamina E pode agir como um antioxidante ou pré-oxidante dependendo da
presenca de seus co-antioxidantes no meio reacional. Isto ja foi demonstrado em LDL,
onde a lipoperoxidacdo induz um aumento dos radicais peroxil, os quais sdo
consumidos pela vitamina E. Os radicais tocoferoxil precisam ser reciclados pela
vitamina C, pois podem propagar a peroxidag¢do dentro da LDL. Na presenca de co-
antioxidantes como vitamina C e ubiquinol a vitamina E nfo apresenta tal
comportamento (KONTUSH et al., 1996; AZZI, STOCKER, 2000).

Relata-se que, a vitamina E exerce fungdes ndo antioxidantes como: ativagio
de expressdo de genes como a-tropomiosina e fator de crescimento para tecido

conjuntivo e efeitos inibitdérios sobre a proteina quinase C € no crescimento de certas
células (AZZI;, STOCKER, 2000).

2.4.3 Interagdo Entre Vitaminas Ce E

Para a combinagéo entre dois antioxidantes ser sinérgica, a taxa de inibiggo da
oxidacdo pelos dois antioxidantes precisa ser a mesma ou menor que a taxa de inibi¢io
de cada antioxidante sozinho. A combinagfio entre vitamina C e vitamina E pode ser

efetiva na inibicdo da oxidagdo. Estes dois antioxidantes estio localizados em
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diferentes dominios mas, mesmo assim, interagem no dominio entre a membrana e a
fase aquosa (NIKI ez al., 1995).

A cooperagdo entre as vitaminas C e E tem atraido a aten¢do de muitos
pesquisadores, sugerindo um possivel uso das duas vitaminas para fins terapéuticos
(CHAN et al., 1999). |

A proximidade do grupo cromanol na superficie da membrana ¢ consistente
com o comportamento sinérgico das duas vitaminas, observado em peroxidagéo de
fosfolipidios de membranas artificiais. A vitamina C ¢ um bom antioxidante quando
radicais peroxil sdo gerados na fase aquosa mas, é muito menos efetiva quando esses
radicais sdo inicialmente gerados dentro da membrana. A vitamina C nédo penetra a
membrana suficientemente para interagir com o radical peroxil mas ela doa
prontamente um elétron para a redugo do radical a-tocoferoxil, formado na reagdo
entre a vitamina E e os radicais livres. Sugere-se que estes eventos ocorram na
interface agua/lipidios da bicamada lipidica da membrana eritrocitaria (DOBA et al.,
1985; BURTON; INGOLD, 1989; MAY, 1998; AZZI, STOCKER, 2000). Estudos in
vitro mostraram que, a vitamina C pode reciclar a vitamina E em membranas
eritrocitarias e eritrocitos intactos, assim como em outros sistemas biologicos (CHAN,
1993; WATERS ll et al., 1997, MAY et al., 1996, MAY, 1998).

Em estudos in vivo, demonstrou-se que a peroxidagio lipidica em ratos
submetidos a estresse oxidativo por peroxidos ndo foi influenciada pela vitamina C
quando a dieta com vitamina E era adequada. Mas, quando os indices de vitamina E
estavam diminuidos, a peroxidaggo lipidica foi acentuada em presenga de vitamina C e
Fe (BURTON et al., 1990).
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2.5 DOENCAS HEMOLITICAS CORRELACIONADAS COM O ESTRESSE
OXIDATIVO

2.5.1. Entréocitos com Sensibilidade Aumentada ao Estresse Oxidativo

Em algumas doengas hemoliticas, a lesdo e destruigdo dos eritrocitos t€ém sido
atribuidas a0 aumento do estresse oxidativo. A anemia falciforme, a o-talassemia e a
deficiéncia em G6-PD sdo os principais exemplos de doengas genéticas que possuem
estresse oxidativo aumentado (CHAN et al., 1999).

A anemia falciforme é uma doenca hemolitica cronica resultante da troca de
acido glutdmico por valina no 6 aminoacido da cadeia B da hemoglobina. Os
individuos afetados produzem uma hemoglobina anormal, chamada de hemoglobina S,
que se torna polimerizada quando esta na forma desoxigenada. Os eritrocitos tomam a
forma de meia-lua ou foice e sdo chamados de falciformes. Esta doenga caracteriza-se

por obstrucdo vascular, infecgdo, anemia € hemolise (TATUM; CHOW, 1996). Os

eritrocitos falcémicos podem gerar espontaneamente duas vezes mais O, , peroxidos e

radicais OH que eritrocitos normais, promovendo assim, uma auto-oxidagéo

aumentada do Fe da hemoglobina. A excessiva geracdo de radicais livres pode ser
explicada, em parte, pelo Fe descompartimentalizado e pela hemina liberada da Hb S
desnaturada (HEBBEL er al., 1982). Os radicais livres formados induzem a
peroxidagdo lipidica e a produgdo de MDA, ocorrendo aumento da rigidez, diminuicio
da deformabilidade e alteragdo da permeabilidade da membrana eritrocitaria (CHAN et
al., 1999).

As concentracdes e as atividades de enzimas e coletores de radicais livres
envolvidos com a defesa antioxidante do eritrécito parecem estar diminuidas nos
eritrécitos falcémicos. Estes possuem propensdo a formar corpos de Heinz devido, em
parte, a diminuig¢do do conteudo de GSH. A vitamina E também pode estar diminuida
no plasma e em eritrocitos de individuos com anemia falciforme (LACHANT;,
TANAKA, 1986, RICE-EVANS et al., 1986, CHAN et al., 1999).
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As talassemias se constituem em um grupo de doengas genéticas que
apresentam um desequilibrio na produgdo das cadeias de globina. Na B-talassemia ha
supressdo parcial ou total da produgdo de cadeias B, enquanto, na a-talassemia o
mesmo ocorre em relagdo as cadeias a. A ocorréncia de anemia, bem como o seu grau,
depende do tipo de talassemia e do nivel de produgdo das cadeias envolvidas. Os
eritrocitos de individuos talassémicos s3o mais susceptiveis a auto-oxidag¢do devido ao
aumento da formagdo de MDA apds uma sobrecarga oxidativa. Os mecanismos que
contribuem para o estresse oxidativo sdo numerosos e incluem excesso de Fe
intracelular e plasmatico e auto-oxidagdo de globinas de instaveis com geragdo de
radicais livres, os quais promovem a peroxidagdo lipidica (SHINAR,
RACHMILEWITZ, 1990). O Fe intracelular tem origem nos produtos da oxidaggo da
hemoglobina € acumula-se dentro da célula na forma de hemicromos ligados a
membrana, 0 que contribui para a desestabilizacdo da mesma. O excesso do Fe
plasmatico deve-se as repetidas transfusdes que muitos dos individuos talass€micos
sofrem. Alguns estudos mostram que pode ocorrer diminui¢cdo da concentragdo de
vitamina E no plasma e eritrocitos de individuos talassémicos, sugerindo que,
problemas com 0s mecanismos antioxidantes podem ser responsaveis, em parte, pela
susceptibilidade ao estresse oxidativo (RICE-EVANS; BAYSAL, 1987, CHAN et al.,
1999).

A deficiéncia de G6-PD ¢ uma eritroenzimopatia causada por uma mutagdo no
gene que codifica a G6-PD, levando a diminui¢io da atividade desta enzima, chave do
ciclo das pentoses. O eritrocito possui limitado poder redutor e, devido & auséncia de
organelas, depende do ciclo das pentoses para produzir NADPH. Quando hé auséncia
ou diminui¢do de G6-PD, ocorre producdo insuficiente de NADPH e diminui¢io da

concentragdo de GSH, levando ao aumento do estresse oxidativo dentro do eritrdcito,
que ocorre especialmente quando O, e H,0, sdo formados por fatores exdgenos

como, drogas, infeccdes € em conseqiéncia das reagdes de oxidagdo entre a
hemoglobina € o O,. Quando estes oxidantes se acumulam dentro do eritrécito, pode

ocorrer oxidagdo de proteinas de membrana € da hemoglobina com formagdo de
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metahemoglobina e corpos de Heinz, e conseqiientemente hemolise (CHAN et al.,
1999).

2.5.2 Eritrécitos Sob Acdo de Drogas Oxidantes

As anemias hemoliticas adquiridas incluem mecanismos provocados por
agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos. Entre elas se destaca a agdo de produtos
oxidativos, como hidrazinas, primaquina, sulfanilamida, acetanilida, nitrofurantoina,
naftaleno e outros (LEE ez al., 1999).

Algumas drogas oxidantes s3o capazes de desencadear hemolise em
individuos com doengas hemoliticas com sensibilidade aumentada ao estresse
oxidativo. Entretanto, em alguns casos, a hemolise ocorre em individuos com
eritrocitos aparentemente normais (STERN, 1989).

Existem drogas que precisam ser metabolizadas para que a sua atividade
oxidante se torne aparente, enquanto outras reagem diretamente com a hemoglobina,
causando desnaturag@o oxidativa, com formagdo de metahemoglobina, corpos de
Heinz e peroxidagdo lipidica. Porém, em outros casos, a droga reage primeiro com o
O,, formando radicais livres e peroxido que, se produzidos em grandes quantidades,
sobrecarregam a capacidade redutora do eritrdcito, ocorrendo desnaturagdo da
hemoglobina e lesfo da membrana (STERN, 1989).

Alguns medicamentos de uso corrente podem levar o eritrocito a um estresse
oxidativo, com danos irreversiveis a0 mesmo, como € o caso de alguns analgésicos,
drogas antimalaricas e drogas usadas no tratamento do céncer. Um exemplo desta
afirmagdio € o acetaminofeno, um analgésico, antipirético com acéo oxidante (TUKEL,
1995). A literatura mostra que o tratamento de eritrocitos humanos com hidroxiuréia,
uma droga usada contra o cancer, resultou em mudanga na fragilidade osmotica e no
aumento da formagdo de metahemoglobina (MALEC ez al., 1994).

A fenil-hidrazina ¢ um exemplo cléssico de droga que induz dano oxidativo ao
eritrocito de individuos saudéveis. Historicamente, esta droga foi usada no tratamento

de policitemia vera e mostrou produzir, in vivo, hemolise intravascular associada a
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metahemoglobinemia e formagdo de corpos de Heinz. Em eritrocitos normais, a fenil-
hidrazina causa, in vitro, a desnaturagio oxidativa da hemoglobina e efeitos deletérios
sobre as proteinas e lipidios da membrana (STERN, 1989).

A oxihemoglobina pode reagir com a fenil-hidrazina, formando n3o somente
H,0, e metahemoglobina, mas também o radical fenilhidrozil que pode gerar O, e

radicais intermediarios, como fenildiazeno e ion benzenodiazdnico (GOLDBERG;
STERN, 1976; MISRA; FRIDOVICH, 1976, CHAKRABARTI et al., 1995).

A fenil-hidrazina pode causar degradac@io do citoesqueleto da membrana,
principalmente da espectrina, sem afetar as glicoproteinas. Esta degradagdo pode ser
gerada pelos radicais intermediarios formados da rea¢do entre fenil-hidrazina e
hemoglobina. A proteina banda 3 e a espectrina também podem sofrer agrega¢do
causando o aumento da rigidez e alteragGes da forma do eritrocito. Estas alteragdes
podem causar o sequestro e a destrui¢do, pelo bago, dos eritrocitos lesados
(CHAKRABARTI et al., 1995; HASHMI; SALEEMUDDIN, 1996).

2.6 USO DAS VITAMINAS C e E NA PREVENCAO E TRATAMENTO DE
DOENCAS HUMANAS

O uso de antioxidantes para a prevencdo e tratamento de doengas humanas tem
sido objeto de estudo ha mais de duas décadas (HALLIWELL, 2000).

Dietas ricas em vegetais, frutas e grios tém sido indicadas na protegdo contra
doengas como céncer ¢ doengas cardiovasculares (NOGUCHI et al., 2000).

O aumento no consumo de vitamina E parece diminuir o nimero de casos de
infarto do miocardio. Em estudos epidemiologicos, demonstrou-se que a associagio
entre vitamina E e B-caroteno reduz a mortalidade causada por cancer de colon e de
pulmdo (ANDERSON; PHILLIPS, 1999).

Dietas e suplementos vitaminicos ricos em vitamina E tém importante papel
em doencas relacionadas com estresse oxidativo, como: cancer doengas

cardiovasculares, artrite, algumas doengas hemoliticas, entre outras (LII et al., 1998).
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Em muitos casos, como nas anemias por aumento do estresse oxidativo, os
problemas nutricionais s@o devidos & continua deplegdo dos antioxidantes decorrente
do estresse oxidativo. A deficiéncia de vitamina E é comum em individuos falcémicos,
talass€émicos ¢ em portadores de deficiéncia de G6-PD. Observou-se que a
suplementacdo com a. vitamina E foi benéfica para restabelecer os niveis desta
vitamina no plasma, melhorou os sintomas clinicos e diminuiu o nimero de eritrocitos
falciformes irreversiveis. Individuos talassémicos e portadores de deficiéncia em G6-
PD suplementados com vitamina E tiveram a sobrevida dos eritrocitos aumentada apés
a recuperacdo dos niveis da vitamina no plasma (CHAN et al., 1999).

A vitamina C esta presente no suco gastrico e pode ajudar na eliminacéo de
nitrosaminas carcindgenas oriundas da dieta ou formadas no estdmago, eliminando
assim, uma possivel causa de cancer (HALLIWELL, 1996).

A agdo contra radicais livres e a proteg@o da lipoperoxidagio na membrana
eritrocitaria, através da reciclagem da vitamina E, faz da vitamina C uma possibilidade
para o tratamento de doengas hemoliticas com estresse oxidativo aumentado. Estudos
in vitro demonstraram que a vitamina C pode diminuir a formagdo de corpos de Heinz
e proteger eritrocitos falciformes contra o estresse oxidativo (LACHANT; TANAKA,
1986, WESTERMAN et al., 2000).

Baseando-se nos estudos sobre o estresse oxidativo em algumas doengas
hematologicas e a possibilidade do uso de vitamina C e de vitamina E no tratamento
de doengas, considerou-se relevante o estudo de antioxidantes na prevengdo de estresse

oxidativo provocado por agentes oxidantes.
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3 OBJETIVO

Estudar a ag¢do oxidante de cloridrato de fenil-hidrazina sobre o eritrdcito
humano, associado aos efeitos protetores antioxidantes de vitamina C e de vitamina E,

in vitro.

Objetivo
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA

Coletou-se, em EDTAK; (1 mg/ml), 20 ml de sangue venoso humano de 20
individuos adultos considerados saudaveis, com idades entre 19 e 52 anos. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do
Hospital de Clinicas da UFPR, obtendo-se o consentimento informado por parte dos

doadores, de acordo com o modelo da declaragdo apresentada no Anexo.

42 ISOLAMENTO DOS ERITROCITOS

Centrifugou-se o sangue por 25 minutos a 800 x g para retirada do plasma e da
camada leucocitaria. Em seguida, lavou-se os eritrocitos trés vezes em tampao fosfato
salino (PBS), pH 7,4 (NaH,PO,.2H,0 123 mM, Na,HPO, 27 mM e NaCl 123 mM),
por centrifugacdes a 1200 x g durante 5 minutos (DACIE; LEWIS, 1995).

Ressuspendeu-se os eritrocitos em tampdo fosfato salino, acertando-se o
volume globular a cerca de 35 %, através do método do microhematécrito (DACIE,
LEWIS, 1995). Colocou-se aliquotas de 1 ml de suspensdo de eritrécitos em tubos de
hemolise e centrifugou-se por 5 minutos a 1200 x g, retirando-se um volume de
~ sobrenadante correspondente ao volume de solugdo reagente a ser adicionado, nédo se
alterando assim, o volume globular final da suspensdo de eritrocitos, como sera

descrito nos itens 4.3 ¢ 4 4.

4.3 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS COM SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

4.3.1 Amostras com Vitamina C (Acido L-Ascorbico)

A aliquotas de 1 ml de suspensdo de eritrécitos, adicionou-se vitamina C

(Sigma Chemical Co. A-0278) S00 mM em tampdo fosfato 67 mM, pH 7,6, com
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glicose 200 mg/dl, para as concentragdes finais de 0,1 a 90 mM, de acordo com o item

4.2. Homogeneizou-se as amostras por rotagio em aparetho PHOENIX HS 22 durante

60 minutos.

4.3.2 Amostras com Vitamina E (Acetato de a-Tocoferol)

Solubilizou-se vitamina E (Sigma Chemical Co. T-3001) em tensoativo Tween
80 (Synf reagentes), na propor¢do 1:2, em banho-maria a 37 °C. Apds a incorporagio
da vitamina E no tensoativo, adicionou-se uma solucdo de etanol 1% (v/v) levando-se
novamente a mistura a 37 °C até a completa solubilizagdo. Desta forma, preparou-se
solucdes estoque de vitamina E nas concentragdes de 26,4 € 211,5S mM. As solugdes
foram acondicionadas em frascos &mbar e ao abrigo da luz, sendo conservadas por até
3 dias a temperatura ambiente. A aliquotas de 1 ml da suspensdo de eritrocitos,
adicionou-se solucdo de vitamina E, para as concentra¢des finais de 0,1 a 80 mM, de
acordo com o item 4.2. Homogeneizou-se as amostras por rotagdo em aparelho
PHOENIX HS 22 durante 60 minutos.

Em aliquotas de suspensdo de eritrécitos, adicionou-se uma solu¢do de Tween
80 e etanol 1% em volumes iguais aos usados para obten¢do das concentragGes finais
de vitamina E. Apds 60 minutos de homogeneizagdo, adicionou-se fenil-hidrazina
1 mM e homogeneizou-se, através de aeragdo com pipeta micrométrica. Realizou-se
este procedimento a fim de verificar possiveis interagdes entre o meio solubilizante da

vitamina E e os eritrocitos.
4.3.3 Amostras Tratadas com Vitamina C e Vitamina E
Adicionou-se vitamina C e vitamina E a suspensdes de eritrdcitos, de acordo

com os itens 43.1 e 432, para as concentragdes finais de 2 ¢ 20 mM,

homogeneizando-se as amostras por rotagdo em aparelho PHOENIX HS 22 durante 60

minutos.
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44 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS COM SUBSTANCIA OXIDANTE
CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA

Adicionou-se o cloridrato de fenil-hidrazina (Sigma Chemical Co. P-6926)
6,9 mM em tampdo fosfato 67 mM, pH 7,6, com glicose 200 mg/dl, a aliquotas de
I ml de suspensdo de eritrocitos para concentragdes finais de 0,1 a SmM.
Homogeneizou-se as amostras através de aeracdo, com o auxilio de pipeta

micrométrica. Incubou-se as amostras a temperatura ambiente durante 20 minutos.

4.4.1 Amostras Tratadas com Vitamina C ou Vitamina E

Adicionou-se a aliquotas de 1 ml de suspensdo de eritrocitos tratados com
antioxidantes vitamina C ou vitamina E, conforme os itens 4.3.1 e 4.3.2, solugdo de
cloridrato de fenil-hidrazina 6,9mM para a concentragdo final de 1mM.
Homogeneizou-se as amostras através de aeragdo, com o auxilio de pipeta

micrometrica. Incubou-se as amostras a temperatura ambiente durante 20 minutos.

442 Amostras Tratadas com Vitamina C e Vitamina E

Adicionou-se a aliquotas de 1 ml de suspensdio de eritrocitos tratados com
antioxidantes vitamina C e vitamina E, conforme o item 4.3.3, solugdo de cloridrato de
fenil-hidrazina 6,9 mM, para a concentragdo final de 1 mM. Homogeneizou-se as
amostras através de aeragdo, com o auxilio de pipeta micrométrica. Incubou-se as

amostras a temperatura ambiente durante 20 minutos.

4.4.3 Amostras Controle Tratadas com Cloridrato de Fenil-hidrazina

Adicionou-se a aliquotas de 1 ml de suspensdo de eritrocitos, cloridrato de

fenil-hidrazina 6,9 mM, para a concentragdo final de 1 mM. Homogeneizou-se as
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amostras através de aeragdo, com o auxilio de pipeta micrométrica. Incubou-se as

amostras a temperatura ambiente durante 20 minutos.

4.5 CONTAGEM DE CORPOS DE HEINZ

A contagem de corpos de Heinz foi realizada segundo a técnica de BEUTLER
et al. (1955), modificado por CLARO et al. (1998).

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de
sangue tratada como no item 4.4.3. Apds dez determinagGes, obteve-se valores médios

de 19,4 + 1,1%, com coeficiente de variagdo de 5,6%.

Adicionou-se 25 pl das amostras tratadas, como descrito no item 4.4 a 0,5 ml
de tamp@o fosfato 67 mM, pH 7,4, com glicose 200 mg/dl, composto por 1,3 partes de
KH,PO, 67 mM e 8,7 partes de Na,HPO, 67 mM. Homogeneizou-se por aeragdo, com
o auxilio de pipeta micrométrica. Sobre uma ldmina de microscopia, adicionou-se
20 pl da mistura a 50 pl de corante metil violeta (2 g de cristal violeta Carlo Erba em
100 ml de solugdo de NaCl 0,73 g/dl). Apos 5 minutos, observou-se a formagdo os
corpos de Heinz ao microscopio de luz, considerando-se como positivos, eritrocitos
que apresentassem mais de uma inclusdo préximas 4 membrana ou livres no
citoplasma. Segundo DACIE e LEWIS (1995), os corpos de Heinz sdo arredondados e,
se corados por cristal violeta apresentam colorag@o azul violeta, medindo cercade 1 a
3 um. Apds a contagem de 1000 células, estabeleceu-se a porcentagem de eritrocitos

contendo corpos de Heinz.

4.6 DETERMINACAO DA FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA

A determinagdo da formac¢do de metahemoglobina foi realizada segundo o
método de EVELYN e MALLOY (1938), modificado por BEUTLER et al (1995).

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de
sangue tratada como no item 4.4.3. Apés dez determinagdes, obteve-se valores médios

de 11,2 + 1,3%, com coeficiente de variag¢do de 11,5%.
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Em tubo de ensaio, colocou-se 10 ml de tampéo fosfato 16 mM e 100 pl de
suspensdo de eritrdcitos, tratados ou ndo com antioxidante(s) e/ou oxidante.
Homogeneizou-se as amostras €, apds 5 minutos, fez-se a leitura da metahemoglobina
(A) em 630 nm (espectrofotometro SHIMADZU UV 1601), usando-se agua destilada
como branco.

Em seguida, adicionou-se 50 pl de cianeto neutralizado (NaCN 10 g/dl e 4cido
acético 12 g/dl na propor¢fio 1:1) as misturas reativas. Apos cinco minutos, fez-se a
leitura (B) em 630nm, usando-se agua destilada como branco. Nesta etapa, a

metahemoglobina desaparece.

Em outro tubo, colocou-se 8 ml de tampéo fosfato 66 mM pH 6,6, (K,HPO, e
KH,PO,) e 2 ml das solugdes anteriores, adicionando-se 50 pul de NaCN 10 g/dl e
50 pl de K;3[Fe(CN)g] 20 g/dl. Apés homogeneizacdo, fez-se a leitura (D) em 540 nm.
Usou-se como branco uma mistura de 10 ml de tampio fosfato 66 mM e 50 ul de
NaCN 10 g/dl e 50 pl de K;5[Fe(CN)g] 20 g/dl.

A concentragdo de metahemoglobina foi expressa como porcentagem em

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

% MetaHb = (A — B) xFB
D

Onde,
MetaHb = metahemoglobina em %,
FB = fator B

Valores de referéncia < 1%.

O fator FB foi calculado utilizando-se sangue de 5 individuos considerados
saudaveis. Adicionou-se 100 pl de sangue total a um tubo de ensaio contendo 10 ml de
tampdo fosfato 16 mM, juntou-se 50 pl de K;[Fe(CN)g] 20 g/dl. Homogeneizou-se as

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

SHIMADZU UV 1601), utilizando-se 4gua destilada como branco.

Material e Métodos



38

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

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

como branco.

Em outro tubo, contendo 8 ml de tampzo fosfato 66 mM, adicionou-se 2 ml da
mistura reativa anterior, 50 ul de K;[Fe(CN)¢] 20 g/dl e 50 ul de NaCN 10 g/dl.
Homogeneizou-se as amostras e, ap6s 5 minutos, fez-se a leitura em (D) 540 nm,
usando-se como branco uma mistura de 10 ml de tampdo fosfato 66 mM e 50 pl de
NaCN 10 g/dl e 50 pl de K3[Fe(CN)g] 20 g/dl.

Fez-se entdo, o calculo do fator para cada amostra usando-se a formula abaixo:

FB=100x_ D

————

A-B

O FB, que varia para cada espectrofotdmetro utilizado, ¢ a média dos fatores

obtidos para as 5 amostras de sangue utilizadas.

4.7 DETERMINACAO ESPETROFOTOMETRICA DA GLUTATIONA
REDUZIDA (GSH)

A determinag¢io da GSH foi realizada segundo a técnica de BEUTLER et al.
(1963).

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de
suspensdo de eritrocitos. Apos dez determinagdes, obteve-se valores médios de

4,54 + 0,4%, com coeficiente de variac¢do de 8,5%.
4.7.1 Preparo do Hemolisado

Em um tubo de ensaio, colocou-se 200 il de suspensdo de eritrdcitos tratados

ou nfo com antioxidante(s) e/ou oxidante a 2 ml de agua destilada.
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4.7.2 Dosagem da Concentrag¢do de Hemoglobina

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

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

4.7.3 Dosagem da Concentragdo de GSH

Adicionou-se 3 ml de solugdo precipitante (1,67 g de acido metafosforico
glacial, 0,2 g de EDTANa; e 30 g de NaCl em 100 ml) a 2 ml do hemolisado. Apos 5
minutos, filtrou-se em papel filtro qualitativo.

Adicionou-se 1 ml do filtrado a 4 ml de solugdo de Na,HPO, 300 mM.
Preparou-se o branco adicionando-se 2 ml de solugéo precipitante, diluida 2:5 em agua
destilada, a 8 ml de solugdo Na,HPO4 300 mM. Apos a homogeneizagdo, procedeu-se
a leitura (A;) a 412 nm em espectrofotdmetro SHIMADZU UV 1601.

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

4.7.4 Calculos e Valores de Referéncia

A concentragdo (C) de GSH € expressa em pmoles/g de hemoglobina (Hb),
segundo a férmula:

C =(A2-A1)XE1X_1LX_5_XL‘O
1000 13,6 2 2 Hb
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Para simplificar a féormula acima, obteve-se o valor numérico 101 através de

calculos entre os valores de diluigdes da amostra e o coeficiente de extingdo molar
(13,6 M cm™):

C=(A2—A1)XE1X101
Hb

Onde,
Hb = concentragé@o de hemoglobina da amostra
E, = fator de corregdio para o coeficiente de extingio molar (13,6 M cm™) do 4nion

amarelo produzido quando a GSH interage com o DTNB.

O fator de correcéo € usado quando o espectrofotdmetro possui uma amplitude
de onda maior que 6 nm, o que acarreta uma diminui¢do no coeficiente de extingéo
molar. O espectrofotdometro pode ser calibrado por comparagédo do valor de extingdo
no sistema teste (D,) com aquele obtido no espectrofotometro com amplitude de onda
menor que 6 nm a 412 nm (D;). O fator de corregédo derivado, E;, ¢ dado por D, / D, e
¢ constante para o espectrofotometro utilizado.

No caso do espectrofotometro SHIMADZU UV 1601 néo houve a necessidade
de calcular o fator de corregdo pois o aparelho ndo possui amplitude de onda maior

que 6 nm. O valor usado para E;, entdo, foiigual a 1.

Valores de referéncia em adultos: 6,57 £ 1,04 umoles/g de Hb.
4.8 DETERMINACAO DAS PORCENTAGENS DE HEMOLISE

Analisou-se a reprodutibilidade do método utilizando-se uma amostra de
suspensdo de eritrocitos tratadas como no item 4.4.3. Apos dez determinagdes, obteve-
se valores médios de 0,7 + 0,05%, com coeficiente de variagdo de 6,8%.

Determinou-se a concentra¢do de hemoglobina extracelular no sobrenadante
das suspensdes de eritrocitos tratados com vitamina C, com vitamina C e cloridrato de
fenil-hidrazina e somente com cloridrato de fenil-hidrazina, de acordo com os itens

43.1, 44 e 44.1, pelo método da cianometahemoglobina adaptado para pequenas
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concentragdes (PELISSARI et al., 1993). As dilui¢des do sobrenadante em reagente de
Drabkin variaram de acordo com o grau de hemolise observado visualmente, em
relagdo a faixa de sensibilidade do método. Assim, na auséncia de coloragdo rosea
visivel, a diluigdo foi de 1:3; para coloragdo rosea ténue, foi de 1:15; para coloragio
levemente avermelhada, de 1:50; para colora¢do avermelhada, de 1:95 e vermelho

intenso, de 1:110. Utilizou-se a férmula abaixo para o calculo da hemoglobina

extracelular:

Hbe = A x diluigio
5,68

Onde,

Hbe = concentracdo de hemoglobina extracelular em g/di;
A = absorbancia em 540 nm;

5,68 = constante de proporcionalidade.

Calculou-se as porcentagens de hemoélise segundo HOGMAN et al. (1981),

pela férmula:

% de hemolise = 100 - HT x HBe
Hb

Onde,
HT = hematdcrito em %;
Hbe = concentragdo de hemoglobina extracelular em g/dl.

Hb = concentragdo de hemoglobina na suspenso de eritrocitos

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos 4 analise de varidncia seguida do teste de Tukey

para a comparacio de pares de médias. Os resultados foram considerados
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estatisticamente significativos para p < 0,05. Os dados experimentais foram
apresentados na forma de graficos de dispersdo e de colunas, com os valores médios e

respectivos desvios padréo para cada determinagéo.
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S RESULTADOS

A Figura 4 apresenta as porcentagens médias obtidas para a formagdo de
corpos de Heinz em eritrécitos humanos submetidos a agdo de cloridrato de fenil-
hidrazina, 0,3 a SmM. A formagdo de corpos de Heinz cresceu em fungdo da
concentracgéo de oxidante.

As Figuras S e 6 sdo fotomicrografias, ao microscopio de luz, de eritrocitos
humanos contendo corpos de Heinz formados por fenil-hidrazina, nas concentragées
de 1 e 5mM. Os corpos de Heinz foram visualizados no aumento de 1000 x, através
de coloragdo supravital com cristal violeta. Os eritrocitos considerados positivos s@o
aqueles que apresentam mais de uma inclusio azul violeta no citoplasma e/ou

proximas a membrana.

FIGURA 4 - FORMAGCAO DE CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS HUMANOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 0,3 A 5 mM.
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Corpos de Heinz (%)

Fenil-hidrazina (mM)

NOTAS: 0 = eritrocitos ndo tratados com cloridrato de fenil-hidrazina (controle)
n = 10, sendo 5 amostras com 2 repeti¢des independentes
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FIGURA 5 — FOTOMICROGRAFIA DE ERITROCITOS CONTENDO CORPOS DE HEINZ
FORMADOS PELA ACAO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

=Y

® .

NOTA: Colorag@o supravital com cristal violeta. 1000 x.

FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIA DE ERITROCITOS CONTENDO CORPOS DE HEINZ
FORMADOS PELA ACAO DE FENIL-HIDRAZINA 5 mM.

e

NOTA: Coloragdo supravital com cristal violeta. 1000 x
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A Figura 7 apresenta as porcentagens médias de formagdo de
metahemoglobiﬁa em eritrocitos humanos submetidos & agdo de cloridrato de fenil-
hidrazina 0,3 a 5 mM. Na Tabela 1, estdo os resultados da compara¢éo de médias, pelo
teste de Tukey, para a formacdo de metahemoglobina em eritrocitos sob a agdo de
cloridrato de fenil-hidrazina 0,3 a S mM em rela¢do ao controle, com eritrocitos ndo
tratados com cloridrato de fenil-hidrazina. Os resultados indicam que o efeito da fenil-

hidrazina foi estatisticamente significativo a partir da concentragéo de 1 mM.

FIGURA 7 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA
0,3 A5 mM.

Metahemoglobina (%)

0 T —

0 1 2 3 4 5 ]

cloridrato de fenil-hidrazina (mM)

NOTA: Controle = eritrocitos ndo submetidos & agio de fenil-hidrazina (ponto
Zero)

Cada ponto experimental € a média de 15 experimentos independentes

Resultados



47

TABELA 1 - TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS PELO METODO DE TUKEY PARA A
AVALIACAO DA FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS,
SOB A ACAO DO CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA EM RELACAO AO
CONTROLE COM ERITROCITOS NAO TRATADOS COM OXIDANTE

CLORIDRATO DE
FENIL-HIDRAZINA P
(mM)
0,3 0,8372
0,5 0,3201
0,7 0,0837
1 0,0003
2 0,0001
3 0,0001
5 0,0001

NOTA: Diferenca estatistica significativa para p < 0,05.

Resultados
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As concentragdes médias de GSH em eritrocitos humanos sob a acfio de
cloridrato de fenil-hidrazina 0,3 a 5 mM, estdo apresentadas na Figura 8. A Tabela 2
mostra os resultados da comparagdo de médias, pelo teste de Tukey, para a
determina¢do de GSH em eritrocitos sob a agfo de cloridrato de fenil-hidrazina 0,3 a
5 mM em relagdo ao controle, com eritrocitos néo tratados\com cloridrato de fenil-
hidrazina. A partir de 0,3 mM de fenil-hidrazina ocorreu diminuigdo significativa da

concentracdo de GSH.

FIGURA 8 - CONCENTRAGOES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM ERITROCITOS
HUMANOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE CLORIDRATO DE FENIL-
HIDRAZINA 0,3 A 5 mM.

GSH (umoles/g Hb)
w

0 1 2 3 4 5 6
cloridrato de fenil-hidrazina (mM)

'NOTAS: Controle = eritrécitos ndo submetidos a agao de fenil-hidrazina (ponto zero)
Cada ponto experimental ¢ a média de 15 experimentos independentes

Resultados
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TABELA 2 — TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS PELO METODO DE TUKEY PARA A
AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA EM
ERITROCITOS SOB A ACAO DO CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA EM
RELACAO AO CONTROLE COM ERITROCITOS NAO TRATADOS COM
CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA

CLORIDRATO DE
FENIL-HIDRAZINA P
(mM)
0,3 0,0005
0,5 0,0001
0,7 0,0001
1 0,0001
2 0,0001
3 0,0001
5 0,0001

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

Na Figura 9 estdo apresentadas as porcentagens de hemolise em suspensdes de
eritrocitos tratados com cloridrato de fenil-hidrazina 0,3 a 5 mM. N&o houve diferenca
estatistica entre os eritrocitos tratados com fenil-hidrazina e o controle, com eritrocitos
ndo tratados com oxidante. Isto demonstra que, nas concentracdes de 0,3 a S5mM a
fenil-hidrazina ndo causou aumento na hemdlise.

A Figura 10 apresenta as porcentagens médias da formacdo de corpos de
Heinz em eritrdcitos de individuos saudaveis sob a agdo de vitamina C 10 a 90 mM,
com a adigfo de cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM, in vitro. Todas as amostras foram
estatisticamente diferentes do controle, que corresponde a eritrocitos tratados somente
com fenil-hidrazina 1 mM. Observou-se, portanto, uma eficiente prote¢do da vitamina
C (10-90 mM) contra a indugdo da formagdo de corpos de Heinz pela fenil-hidrazina,

diretamente proporcional & sua concentragio.

Resultados
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FIGURA 9 - PORCENTAGENS MEDIAS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA

0,3 ASmM.
1,0 7
0,8
£ 0s 4
Q
L
E 04
0.2 -
0,0 - . . .
O(controle) 03 05 07 1 2 3 5
Cloridrato de Fenil-hidrazina (mM)

NOTAS: Controle = eritrocitos ndo submetidos a a¢do de fenil-hidrazina
n =15, sendo 5 amostras com 3 repeti¢Ses independentes

FIGURA 10 - FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS HUMANOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO VITAMINA C 10 a 90mM COM ADICAO DE
CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

30
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Corpos de Heinz (%)

CFimM vC10 VvC20 VC30 VC50 VC60 vC80 vC90
{controte)

Vitamina C {mM) + fenil-hidrazina 1mM

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VC = vitamina C (10-90 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n = 10, sendo 5 amostras com 2 repeti¢des independentes
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Na Figura 11 estdo apresentadas as porcentagens médias da formagdo de
metahemogiobina em eritrocitos humanos normais sob a a¢do de vitamina C 0,5 a
5mM e de cloridrato de fenil-hidrazina 1mM. Todas as amostras foram

estatisticamente diferentes do controle, o qual corresponde a eritrocitos tratados

somente com fenil-hidrazina 1 mM.

FIGURA 11 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO VITAMINA C 0,5 A 5 mM COM ADICAO
DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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CFimM VvCO0,5 VC1 VC1,5 VC2
(controle)

Vitamina C (mM) + Fenil-hidrazina 1mM
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1

Metahemoglobina (%)
n O

N
1

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VC = vitamina C (0,5-5 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =135, sendo 5 amostras com 3 repeti¢des independentes
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O efeito de vitamina C (10 a 90 mM), sobre a formagfo de metahemoglobina
induzida por fenil-hidrazina, foi contraditorio (Figura 12). O efeito na redugdo da
formagdo de metahemoglobina cresceu até 20 mM, se estabilizou entre 20 e 60 mM e,
gradualmente, perdeu a eficacia até 90 mM. A formagéo de metahemoglobina induzida

por fenil-hidrazina nfo foi reduzida pela adi¢do de vitamina C 90 mM.

FIGURA 12 - FORMAGCAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A AGAO VITAMINA C 10 A 90 mM COM ADICAO
DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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CFimM VvC10
(controle)
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Metahemoglobina (%)
]

Vitamina C (mM) + Fenil-hidrazina 1 mM

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VC = vitamina C (10-90 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =15, sendo 5 amostras com 3 repeti¢des independentes
* diferenga estatistica com o controle
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As concentra¢des médias de GSH em eritrocitos humanos sob a agdo de
vitamina C 0,5 a 80 mM e cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM estdo apresentadas na
Figura 13. O controle constituiu-se de eritrocitos tratados apenas com fenil-hidrazina
1 mM. Somente as amostras tratadas com vitamina C 2, 5 e 20mM foram
estatisticamente diferentes do controle. Tanto o controle, como as amostras tratadas
com vitamina C e oxidante foram estatisticamente diferentes das amostras que nio

receberam tratamento.

FIGURA 13 - CONCENTRACOES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM ERITROCITOS
HUMANOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA C 0,5 A 80 mM
COM ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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CFimM ] vC0,S vC2 vCS vC20 vC50 vC80
(controle)
Vitamina C (mM) + Fenil-hidrazina 1mM

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
0 = eritrdcitos ndo tratados com oxidante ou antioxidante
VC = vitamina C (0,5-80 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =15, sendo 5 amostras com 3 repetigdes independentes
* diferenga estatistica com o controle
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As porcentagens médias de hemolise para eritrocitos tratados somente com
vitamina C 10 a 90 mM estéo apresentadas na Figura 14. Os resultados indicam que a
vitamina C, sem a presenga de oxidante, causou hemolise estatisticamente significativa
nas concentragdes de 10, 20, 80 e 90 mM. O controle correspondeu a eritrocitos ndo

tratados com vitamina C.

FIGURA 14 - PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS HUMANOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA C 10 A 90 mM.
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NOTAS: 0 = eritrocitos ndo submetidos a agdo de vitamina C (controle)
n = 12, sendo 4 amostras com 3 repetigdes independentes
* diferenga estatistica com o controle
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A Figura 15 apresenta as porcentagens médias de hemolise para eritrocitos sob
a acdo de vitamina C 10 a 90 mM e cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM. N&o houve
diferenca entre o controle e os eritrocitos que ndo receberam nenhum tratamento.
Pode-se observar que, a vitamina C, em presenga de fenil-hidrazina, causou hemolise

significativa nas concentragdes de 30 a 90 mM.

FIGURA 15 - PORCENTAGENS DE HEMOLISE EM ERITROCITOS SUBMETIDOS A ACAO

DE VITAMINA C, 10 A 90 mM, COM ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-
HIDRAZINA 1 mM.
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CF1mM 0 VC10 vC20 vC30 VvC50 VC80 vC80 VvCe0
{controle)

Vitamina C (mM) + Fenil-hidrazina 1TmM

NOTAS: CF 1 mM = eritrécitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
0 = entrdcitos ndo tratados com oxidante ou antioxidante
VC = vitamina C (10-90 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =15, sendo 5 amostras com 3 repeti¢des independentes
* diferenca estatistica com o controle
# ndo ha diferenga entre o controle e os eritrocitos ndo tratados

Resultados



56

Na Figura 16 estdo apresentadas as porcentagens médias para a formacdo de
corpos de Heinz em eritrécitos humanos normais sob agéo de vitamina E 0,1 a 80 mM
e de cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM. Todas as amostras foram estatisticamente
diferentes do controle, que corresponde a eritrdcitos tratados somente com cloridrato
de fenil-hidrazina 1 mM. Isto demonstra que, a vitamina E (0,1-80 mM) ¢ eficaz
contra a formagdo de corpos de Heinz. Em amostras tratadas com Tween 80 em
solugdo de etanol 1% (meio solubilizante da vitamina E) e fenil-hidrazina 1 mM, a
formagdo de corpos de corpos de Heinz ndo foi significativamente diferente das

amostras tratadas apenas com oxidante (controle).

FIGURA 16 - FORMAGAO DE CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS HUMANOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA E 0,1 A 80 mM COM ADICAO DE
CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

Corpos de Heinz (%)

CFtmM VEO4 VEO5. VE2 VES VE10 VE20 VE35 VES0 VESO
Vitamina E (mM) + Fenil-hidrazina 1mM

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VE = vitamina E (0,1-80 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =8, sendo 4 amostras com 2 repetigdes independentes

Resultados
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A Figura 17 apresenta as porcentagens meédias da formagdo de
metahemoglobina em eritrécitos humanos normais, sob a a¢do de vitamina E 0,5 a
2mM, com a adigdo de cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM. Observa-se que, em
concentracdes baixas de vitamina E (0,5-2 mM) houve diminuigdo estatisticamente
significativa da formag@o de metahemoglobina induzida por fenil-hidrazina. Em
amostras tratadas apenas com Tween 80 em solugdo de etanol 1% (meio solubilizante
de vitamina E) e fenil-hidrazina, a formacdo de metahemoglobina ndo foi

significativamente diferente das amostras tratadas apenas com oxidante (controle).

FIGURA 17 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA E 0,5 A 2mM, COM
ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VE = vitamina E (0,5-2 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =12, sendo 4 amostras com 3 repetigdes independentes
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Na Figura 18 estdo apresentadas as porcentagens médias da formagdo de
metahemoglobina em eritrécitos humanos normais, sob a a¢do de vitamina E 3 a
80 mM, com a adi¢do de cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM. Observa-se que, em
concentra¢des mais altas de vitamina E (3-80 mM), ndo ocorreu efeito estatisticamente

significativo na diminui¢do da formac&o de metahemoglobina.

FIGURA 18 — FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA E 3 A 80mM COM
ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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NOTAS: CF 1 mM = eritrdcitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (Controle)
VE = vitamina E (3-80 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =12, sendo 4 amostras com 3 repeti¢Ges independentes

Resultados
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A Figura 19 apresenta as concentragbes médias de GSH em eritrdcitos
humanos sob a ac¢do de vitamina E, 0,1 a 35 mM, e cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM.
O controle corresponde a eritrocitos tratados apenas com oxidante. As amostras nio
foram estatisticamente diferentes do controle, mas foram estatisticamente diferentes
das amostras que ndo receberam tratamento com antioxidante ou oxidante. Nas
amostras tratadas apenas com Tween 80 em solugéo de etanol 1% (meio solubilizante
de vitamina E) e fenil-hidrazina, a concentragdo de GSH permaneceu igual as amostras

tratadas apenas com oxidante (controle).

FIGURA 19 - CONCENTRACOES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM ERITROCITOS
HUMANOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA E 0,1 A 35 mM
COM ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

GSH (umoles/gHb)

CFimm ] VEOQ,1 VED,S VE2 VES VE10 VE20 VE3S

Vitamina E (mM) + Fenil-hidrazina 1 mM

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
0 = eritrécitos ndo tratados com oxidante ou antioxidante
VE = vitamina E (0,1-35 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n =9, sendo 3 amostras com 3 repeti¢des independentes
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Na Figura 20 estdo apresentadas as porcentagens médias para a formagdo de
corpos de Heinz em eritrocitos humanos submetidos a agéo de vitamina C ou vitamina
E nas concentragdes de 2 e 20 mM e sob a agdo conjunta das vitaminas C e E, nas
mesmas concentragdes. Todas as amostras foram estatisticamente diferentes do
controle, que corresponde a eritrécitos tratados somente com cloridrato de fenil-
hidrazina 1 mM. Os resultados sugerem que a a¢do de conjunta das vitaminas é
levemente mais eficiente (p < 0,05, teste de Tukey) que suas ag¢des 1soladas, contra a

formag&o de corpos de Heinz induzida por fenil-hidrazina.

FIGURA 20 - FORMAGAO DE CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS HUMANOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA C E VITAMINA E COM ADICAO DE
CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

Corpos de Heinz (%)

CFimM VC2mM vCc20mM VE2mM VE20mM  VCE2mM VCE20mM
(controle)

Tratamentos (mM)

NOTAS: CF 1 mM = eritrocitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VC = vitamina C (2 e 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VE = vitamina E (2 ¢ 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VCE = vitamina C ¢ E (2 € 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n = 8, sendo 4 amostras com 2 repetigdes independentes

Resultados
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A Figura 21 apresenta as porcentagens médias para a formacgdo de
metahemoglobina em eritrocitos humanos submetidos 4 agZo de vitamina C ou
vitamina E nas concentragdes de 2 e 20 mM e sob a a¢do conjunta das vitaminas C e
E, nas mesmas concentra¢des. Os resultados sugerem a eficacia da vitamina C porém
ndo da vitamina E, quando usadas isoladas, na prote¢iio contra a formagio de
metahemoglobina, induzida por fenil-hidrazina 1 mM. Na presenca de ambas as

vitaminas, nas mesmas concentragdes, a agio é eficaz porém, inferior ao obtido com a

vitamina C isolada.

FIGURA 21 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA C E VITAMINA E COM
ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.
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NOTAS: CF 1 mM = eritrécitos submetidos a agdo de fenil-hidrazina (controle)
VC = vitamina C (2 e 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VE = vitamina E (2 e 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VCE = vitamina C ¢ E (2 ¢ 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n = 18, sendo 6 amostras com 3 repeti¢des independentes
* diferenga estatistica com o controle
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A Figura 22 apresenta as concentragées médias de GSH em eritrocitos
humanos submetidos & agfio de vitamina C e vitamina E nas concentragdes de 2 e
20 mM e em eritrocitos sob a agéo das vitaminas C e E, nas mesmas concentragdes. Os
resultados demonstram que, nas concentragdes de 2 e 20 mM, as vitaminas isoladas ou
em conjunto sdo ineficazes na restauragcdo da concentragcdo de GSH, diminuida pela
acdo de fenil-hidrazina 1 mM. Por outro lado, a vitamina E n&o agrava o quadro de
indugdo pela fenil-hidrazina. J4 a vitamina C, isolada ou na presen¢a de vitamina E,
apresenta niveis de deplecdo de GSH mais acentuados, quando comparados aos do

controle.

FIGURA 22 - CONCENTRACOES DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM ERITROCITOS
HUMANOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE VITAMINA C E VITAMINA
E COM ADICAO DE CLORIDRATO DE FENIL-HIDRAZINA 1 mM.

6 -
— 5 Ny
)
x
o 4
?
9
o 3 -
E
=
T 2
7
0 -
CFimM vC2mM VCZOmM vE2mM VE20mM VCE2mM VCE20mM
{controie)
Tratamentos (mM)

NOTAS: CF = eritrocitos tratados somente com fenil-hidrazina 1 mM (controle)
0 = eritrocitos ndo tratados com oxidante ou antioxidantes
VC = vitamina C (2 e 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VE = vitamina E (2 ¢ 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
VCE = vitamina C e E (2 e 20 mM) + fenil-hidrazina 1 mM
n = 18, sendo 6 amostras com 3 repetigdes independentes
* diferenca estatistica com o controle

Resultados
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Para testar a ag¢do de substdncias oxidantes e antioxidantes sobre o
metabolismo oxidativo do eritrdcito, optou-se pelo emprego do cloridrato de fenil-
hidrazina e das vitaminas C e E, respectivamente. Estas vitaminas s3o amplamente
empregadas em medicamentos, nutracéuticos e alimentos funcionais, devido as suas
elevadas capacidades antioxidantes e, por serem freqiientes modelos de estudo. Foi
considerado relevante, também, o fato de que diversos autores propdem que essas
vitaminas sejam empregadas no tratamento de pacientes portadores de doengas
hemoliticas diversas (CHAN et al., 1999).

As porcentagens médias para a formagdo de corpos de Heinz em eritrdcitos
humanos incubados com cloridrato de fenil-hidrazina 0,3 a 5 mM, apresentadas na
Figura 4, demonstram um aumento relevante na formacio de corpos de Heinz, em
funcdo da concentragio de cloridrato de fenil-hidrazina, que chega a quase 100%. Os
corpos de Heinz formados apareceram corados em azul violeta, grandes € numerosos,
livres no citoplasma ou, em sua maioria, préximos a membrana (Figuras 5 € 6).

Um grande numero de produtos quimicos e drogas pode causar precipitagio
intracelular de produtos da oxidagdo da hemoglobina, na forma de corpos de Heinz,
entre elas, a fenil-hidrazina. Muitos dos efeitos induzidos pela fenil-hidrazina sobre os

eritrocitos podem ser explicados com base na sua habilidade de reagir com a
hemoglobina, sofrer oxidagdo e formar radicais altamente reativos como 0, e H,0,

(HASHMI; SALEEMUDDIN, 1996). Estes radicais podem contribuir para a formagéo
de metahemoglobina, corpos de Heinz e hemolise (FERRALI et al., 1992).
REINHART et al. (1986) demonstraram que a formacdo de corpos de Heinz
sob a a¢do de cloridrato de fenil-hidrazina € rapida. Em dois minutos de incubacdo ja é
possivel observar pequenos corpusculos ligados a membrana ou livres no citoplasma,
mas que, com o tempo, podem migrar para junto da membrana do eritrécito. O
tamanho e o numero de corpos de Heinz formados dependem das reagdes ciclicas do
O, e da droga catalitica empregada, bem como da concentragdo de intermedidrios

redutores na célula e da capacidade do eritrécito em regenerar o NADPH. Quando a
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atividade redutora da célula é diminuida, como em deficiéncia de G6-PD, e a
concentragdo da droga for excessiva, os corpos de Heinz s&o numerosos € pequenos e
o eritrocito, despigmentado. Se a entrada da droga catalitica exceder a destoxificagdo
redutora normal, eles serdo grandes e escassos em numero (JANDL, 1996).
Observou-se uma crescente formag@o de metahemoglobina em relagdo ao
aumento da concentra¢do de cloridrato de fenil-hidrazina, entre 0,3 e 5 mM, atingindo
niveis proximos a 20% (Figura 7 e Tabela 1), confirmando o importante efeito
oxidante da fenil-hidrazina sobre os eritrcitos. E importante considerar que estes

achados ndo representam apenas a formagfo de metahemoglobina, mas também de
radical fenilhidrozil que pode gerar O, , H,O, e radicais intermediarios da fenil-

hidrazina altamente reativos (MISRA; FRIDOVICH, 1976; FERRALLI et al., 2000).

A concentragdo de GSH diminuiu de acordo com o aumento da concentragéo
de cloridrato de fenil-hidrazina entre 0,3 ¢ 5 mM ( Figura 8 e Tabela 2), reafirmando o
efeito oxidante do cloridrato de fenil-hidrazina sobre eritrocitos humanos normais.
Observou-se que a diminui¢do de GSH foi de 23% com 1 mM e 45% com 5 mM de
fenil-hidrazina, para tempo de incubacgéo de 20 minutos.

Esses resultados sfo similares aos de outros autores, que observaram, em
eritrocitos de rato tratados com fenil-hidrazina 1 mM, uma diminui¢do da
concentragio de GSH de 20 e 25%, para incubagdes de 30 e 60 minutos,
respectivamente (FERRALI et al., 1992).

DESFORGES et al. (1960) demonstraram que um produto da oxidag@o da
acetilfenil-hidrazina pode inibir, de modo ndo competitivo, a atividade de G6-PD em
leveduras ¢ em hemolisados de eritrocitos normais. Baseando-se nisso, STUART
(1969) sugeriu que a acetilfenil-hidrazina tem a caracteristica de um inibidor que
interfere estequiometricamente com a manuteng@o da GSH em eritrocitos.

Em eritrocitos submetidos a cloridrato de fenil-hidrazina entre 0,3 € 5 mM, as
porcentagens de hemolise ndo foram estatisticamente diferentes em relagdo ao
controle, no qual os eritrocitos ndo foram submetidos a ago de cloridrato de fenil-
hidrazina (Figura 9). E importante registrar que n3o se observou hemoélise nas

amostras de sangue antes da lavagem dos eritrécitos com tampéo fosfato-salino. Os
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resultados do controle mostram que a propria lavagem, sem qualquer incubacio,
provocou um pequeno grau de hemolise.

As drogas indutoras de desnaturagdo oxidativa do eritrocito podem apresentar
caracteristicas em comum, mas o comportamento da droga in vivo e as diferengas
biologicas entre os individuos, podem ser fatores determinantes para os seus
respectivos graus de toxicidade. Muitas drogas podem, por exemplo, causar
desnaturacdo oxidativa em eritrocitos normais, mas ndo produzir hemolise
significativa em eritrocitos de determinados pacientes com anemias hemoliticas
(STERN, 1989).

Os oxidantes fenil-hidrazina, isouramil e divicina induzem a liberagdo de Fe
contido em complexos de Fe eritrocitario. Quando as concentragées de GSH estdo
severamente reduzidas, esta liberagdo de Fe ¢ seguida por formagdo de
metahemoglobina, lipoperoxidagdo e hemolise. Por outro lado, quando hd uma
concentragdo suficiente de GSH disponivel na célula, a peroxidagdo lipidica € a
hemdlise sdo prevenidas, mesmo com significativa liberagdo de Fe e formagdo de
metahemoglobina (FERRALI e al., 1992; FERRALI et al., 2000).

Os dados acima podem explicar porque a fenil-hidrazina, mesmo na
concentragdo de 5mM, ndo causou hemdlise significativa. Como foi ressaltado
anteriormente, na concentragdo de 5 mM de fenil-hidrazina, houve um decréscimo de
45% na concentragdo de GSH, restando ainda quantidade suficiente para prevenir a
peroxidacdo lipidica causada pela fenil-hidrazina e conseqiientemente, a hemolise.

A diminui¢do da formacdo de corpos de Heinz induzida por cloridrato de
fenil-hidrazina 1 mM teve relagdo direta com o aumento da concentragéo de vitamina
C, entre 10 ¢ 90 mM (Figura 10). Em amostras controle, nas quais se incubou
eritrécitos com cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM, obteve-se porcentagens médias de
21,6 + 3,8% de corpos de Heinz. Com vitamina C (10-90 mM), a porcentagem média
variou de 8,4 2 0,2%.

Estes resultados ndo sdo totalmente concordantes com os obtidos por
WINTERBOURN (1979), que observou que a vitamina C, em concentragdes de 0,5 a

1 mM, inibe a formagdo de corpos de Heinz induzida por cloridrato de fenil-hidrazina
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mas que, se em concentragdes superiores a SmM, pode contribuir para a oxidagio da
hemoglobina. No mesmo trabalho, o autor sugeriu que o ascorbato inibe mais a
formagédo de corpos de Heinz que a primeira etapa da reacdo que leva a sua formagdo,
a oxidagdo da oxihemoglobina.

Quando eritrocitos de bebés prematuros foram incubados com ascorbato de
sédio 0,6 a 6 mM, houve formacgio de corpos de Heinz. Em eritrocitos de adultos
tratados com as mesmas concentra¢des, no entanto, ndo houve significativa formagio
de corpos de Heinz (BALLIN et al., 1988).

Existem outras evidéncias de que a vitamina C pode causar dano, in vivo, aos
eritrocitos que sdo deficientes em reparar o estresse oxidativo. Relata-se que, um
individuo com deficiéncia de G6-PD, apds ingestdo de altas doses de vitamina C,
apresentou uma anemia hemolitica fatal, com alta concentrag¢do de corpos de Heinz
(CAMPBELL et al., 1975).

Os eritrocitos empregados neste experimento mantiveram 77% da
concentragdo de GSH e, portanto, teoricamente aptos a garantir a defesa antioxidante.
Nesse aspecto, os resultados obtidos poderiam explicar porque a vitamina C néo teve
efeito pro-oxidante na formagéo de corpos de Heinz.

A formag¢do de metahemoglobina em eritrdcitos tratados com vitamina C 0,5 a
60 mM, com adi¢do de cloridrato de fenil-hidrazina 1 mM, diminuiu & medida que se
aumentou a concentragdo de vitamina C, como observado nas Figuras 11 € 12. A partir
de 80 mM, a vitamina C comegou a perder a eficacia. Na concentragdo de 90 mM, de
vitamina C ndo se observou redugéo da formacéo de metahemoglobina.

E discutida na literatura a duplicidade de efeitos antioxidante e pro-oxidante
da vitamina C. DEN BOER et al. (1992) demonstraram que, baixas concentragGes de
vitamina C reduziram a formag@io de metahemoglobina em ratos. Por outro lado,
CALABRESE et al. (1982) mostraram que a vitamina C pode néo ter efeito ou mesmo
aumentar a formacdo de metahemoglobina (metahemoglobinemia) em humanos.
DOTSCH et al. (1998) ao estudar eritrécitos humanos incubados com 6xido nitrico e
pré-incubados com ascorbato nas concentragdes de 0,1 a 10 mM, observaram efeitos

benéficos sobre a reducdo de metahemoglobina somente na concentragdo de 10 mM.
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Dentro do eritrécito, o ascorbato pode doar elétrons & metahemoglobina
redutase-NADH dependente que, por sua vez, reduz a metahemoglobina (SULLIVAN;,
STERN, 1982; MANSOURI; LURIE, 1993). Entretanto, o ascorbato pode reduzir a
metahemoglobina independentemente desta enzima. Para isso, requer redutores
equivalentes do ciclo das pentoses. O ascorbato presente no plasma é transportado para
dentro da célula, principalmente na sua forma oxidada, desidroascorbato, o qual é
reduzido, por um mecanismo dependente de glutationa (SULLIVAN; STERN, 1982).

A vitamina C ja foi cogitada como um potencial tratamento de casos de
metahemoglobinemia (MANSOURI; LURIE, 1993). Entretanto, as concentragbes de
vitamina C efetivas no tratamento de metahemoglobinemia experimental foram
maiores que aquelas alcangadas por doses orais habitualmente recomendadas de até 1
grama, as quais resultam em concentra¢des plasmaticas de vitamina C de 0,05 e
0,1 mM (DOTSCH et al., 1998).

A vitamina C, nas concentragdes de 0,5 a 80 mM, ndo se mostrou eficaz em
proteger a GSH da ag@io da fenil-hidrazina. Nas concentragdes de 2, 5 ¢ 20 mM,
diminuiu significativamente a concentragdo de GSH (Figura 13). Além disso, todas as
amostras sob a agdo de vitamina C e cloridrato de fenil-hidrazina tiveram a
concentracio de GSH diminuida em relagdo as amostras que ndo receberam
tratamento.

Eritrocitos humanos, expostos a 320 ppm de 6xido nitrico, ndo apresentaram
diminui¢io da concentragdo de GSH (DOTSCH et al, 1998). Entretanto, a
concentragio GSH diminuiu significativamente quando os eritrocitos foram
submetidos ao seguinte tratamento: 320 ppm de Oxido nitrico at€¢ que a
metahemoglobina chegasse a concentragdo de 13%, seguido da adi¢8o de ascorbato
10 mM e posterior incubagdo com 80 ppm de 6xido nitrico por 3 horas. Para a
concentragio de 1 mM de ascorbato, houve uma pequena diminuigdo da GSH ndo
sendo porém, estatisticamente significativa.

MAWATARI ¢ MEURAKAMI (2001) demonstraram que, em eritrocitos
incubados com tert-butil hidroperéxido 1 mM, houve exaustdo da GSH em apenas 1

minuto. Porém apés 15 minutos de incubagdo, a GSH recuperou-se lentamente,
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mantendo-se em baixas concentragdes durante 60 minutos de exposi¢do. Em
eritrécitos pré—incubados com ascorbato 0,1 mM e incubados com tert-butil
hidroperéxido 1 mM por 30 minutos, ndo houve diferenga na concentragdo de GSH em
relaco a eritrdcitos tratados somente com fert butil hidroperoxido.

Em experimentos realizados com eritrocitos de bebés prematuros, os quais sdo
mais susceptiveis ao estresse oxidativo, a concentracdo de GSH caiu
significativamente durante a incubacdo com 0,6 mM de ascorbato de sodio. Em
eritrocitos de adultos saudaveis ndo houve queda na concentragdo de GSH para as
concentragdes de 0,6 € 2,9 mM (JAIN; SUBRAHMANYAM, 1978; BALLIN et al.,
1988).

Como exposto anteriormente, ao interagir com espécies reativas do O, geradas
por oxidantes, a vitamina C se oxida a acido desidroascoérbico, voltando a ser reduzida
pela GSH. Assim, a concentragdo de GSH diminui, com a formagio de GSSG. Uma
possivel explicagdo para os resultados obtidos € que a vitamina C, em baixas
concentragdes, ndo seria suficiente para interagir com grande quantidade de radicais
livies e O,  gerados pela fenil-hidrazina, n3o havendo excesso de acido
desidroascérbico para ser reduzido pela GSH. Por outro lado, em altas concentragdes
de vitamina C (50 a 80 mM), o excesso poderia ter preservado a GSH de interagir com

‘os radicais gerados pela fenil-hidrazina, mas, nesse caso, a GSH teria a tarefa de
reduzir o acido desidroascérbico formado.

A vitamina C, quando usada de forma isolada, provocou hemolise significativa
nas concentragdes de 10, 20, 80 e 90 mM (Figura 14). Quando a vitamina C foi usada
na presenca de fenil-hidrazina, a hemolise foi significativa a partir de 30 mM,
chegando a altos indices nas concentragdes 80 e 90 mM (Figura 15).

E importante ressaltar que, a hemoélise ocasionada pela vitamina C 90 mM em
presenga de fenil-hidrazina foi 86% maior que a hemdlise causada somente por
vitamina C na mesma concentra¢do. Estes dados sugerem que, a vitamina C e a fenil-

hidrazina juntas sobrecarregam a defesa antioxidante do eritrocito, sendo deletérias ao

mesmo.
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A vitamina C é geralmente reconhecida como um agente redutor. Porém,
dependendo das condigdes, ela pode funcionar como um agente oxidante. E relatado
que a mesma, em altas concentragdes, poderia, além de impedir determinadas reagdes
de oxi-redugdo no interior da célula, promover um acimulo de metahemoglobina e
radicais livres, levando a hemdlise (JAIN; SUBRAHMANYAM, 1978;
WINTERBOURN, 1979).

Em experimentos com ratos deficientes de vitamina E e, portanto, com baixa
defesa contra processos oxidativos, e suplementados com altas concentrages de
vitamina C, observou-se significativa hemolise in vitro (COLLIS et al., 1997).

A inibigdo da formagdo de corpos de Heinz induzida por cloridrato de fenil-
hidrazina 1 mM teve relagdo direta com o aumento da concentragdo de vitamina E,
entre 0,1 e 80 mM. Em amostras controle, nas quais se incubou eritrocitos com
cloridrato de fenil-hidrazina 1mM, obteve-se porcentagens médias de 20,3 + 1,3% de
corpos de Heinz. Com vitamina E (0,1-80 mM) a porcentagem média variou de 19 a
7,2% (Figura 16).

MENZEL et al. (1975) demonstraram que a suplementacdo diaria com 100 ou
200 mg de vitamina E, na forma de acetato de a-tocoferil, preveniu a formacgéo de
corpos de Heinz induzida por 2 mM de metil oleato ozonide, in vitro, em eritrécitos
humanos.

A agdo da vitamina E diminuiu a formacgio de metahemoglobina induzida por
fenil-hidrazina, apenas nas concentracdes de 0,5 a 2mM (Figura 17). Em
concentracées de 3 a 80 mM a vitamina E néo teve efeito estatisticamente significativo
sobre a diminui¢cio da formacdo de metahemoglobina induzida por fenil-hidrazina
(Figura 18).

A formagdo de metahemoglobina em hemolisados de ratos normais e
acatalasémicos expostos a 6xido nitrico foi significativamente inibida pela adi¢do de
a-tocoferol em concentragées finais de 1,2 a 5,8 mM (ZHEN et al., 1993). Entretanto,
observou-se aumento do efeito toxico de fenil-hidrazina e H,O, quando eritrécitos de
ratos foram incubados com concentragdes de 6, 60 e 600 pug/ml de acetato de dl-a-

tocoferil (DIEZ-MARQUES et al., 1986).
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Estudos mostram que a vitamina E age como um antioxidante, protegendo o
eritrocito da hemdlise induzida por estresse oxidativo, mas ndo protege a hemoglobina
da oxidagdo. A vitamina E, aparentemente, interage com diferentes espécies de
oxidantes derivados de H,0,, prevenindo a peroxidagdo lipidica e a oxidagéo de
grupos sulfidril, as quais podem conduzir @ hemélise (BROWNLEE et al., 1977, LEE
et al.,1999).

Por outro lado, YAMAMOTO e NIKI (1988) observaram que, em membranas
de eritrocitos de coelho, onde foram adicionadas hemina ou metahemoglobina na
suspensdo de eritrocitos, ndo houve consumo de vitamina E, mesmo quando
adicionado um excesso de ion férrico. A metahemoglobina ndo reage com a vitamina
E incorporada a lipossomas, nem com 0 mesmo presente em membranas eritrocitarias.
Estes achados sugerem que, a vitamina E presente nas membranas eritrocitarias néo
interage com o ion férrico em fase aquosa. Isto se deve, provavelmente, & quantidade
de proteinas e glicoproteinas presentes na membrana do eritrocito, as quais dificultam
o acesso do ferro a vitamina E incorporada nas membranas. |

A vitamina E, nas concentra¢des de 0,1 a 35 mM, ndo se mostrou eficaz em
proteger a GSH da acdo da fenil-hidrazina (Figura 19). Todas as amostras, sob a agdo
de vitamina E e fenil-hidrazina tiveram a concentragdo de GSH diminuida em relagédo
as amostras que néo receberam tratamento.

Os resultados obtidos parecem ser concordantes com os de outros autores. Em
hepatécitos de ratos o pré-tratamento, in vitro, com 100 uM de succinato de tocoferol
ndo impediu a diminuig¢do da concentragdo de GSH provocada pela adi¢do de fert butil
hidroperdxido 2 mM (CHEN et al., 2000).

Altas doses de vitamina E aumentam a concentragdo de GSH do eritrocito.
Isto, possivelmente, deve-se ao aumento da sintese de GSH causado pelo estimulo de
glutationa sintetase ou por uma redugdo do uso de GSH para a destoxificagdo de
radicais livres produzidos pela peroxidagéo lipidica da membrana celular. Desta forma,

¢ possivel deduzir que a membrana pode estar sendo protegida pela presenga de
vitamina E (COSTAGLIOLA et al., 1985).
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Testou-se o efeito de vitamina C e E em eritrocitos humanos, com a finalidade
de avaliar um possivel efeito sinérgico entre ambas na inibigdo do processo oxidativo.
E relatado na literatura que, a vitamina C pode reduzir radicais o-tocoferil formados
na reagdo entre a vitamina E e radicais livres, principalmente o peroxil. Sugere-se que
a reciclagem da vitamina E ocorra na interface agua/lipidios da bicamada da
membrana eritrocitaria (MAY, 1998; AZZI, STOCKER, 2000).

As vitammas C e E usadas de forma isolada ou em conjunto, nas
concentragoes de 2 ¢ 20 mM, foram capazes de diminuir a formagdo de corpos de
Heinz induzida por fenil-hidrazina (Figura 20). Como ja constatado nos experimentos
anteriores, embora, tanto a vitamina C quanto a vitamina E apresentem efeito inibitdrio
sobre a formag&o de corpos de Heinz induzida pela fenil-hidrazina, a vitamina C tem
um efeito mais acentuado. Nas concentragGes de 2 e 20 mM, a vitamina C conseguiu
Inibir, respectivamente, 32 e 62% da formagdo de corpos de Heinz enquanto que, nas
mesmas concentragdes, a vitamina E inibiu 17 € 41%.

Porém, a agdo conjunta das vitaminas nédo foi significativamente diferente da
ac@o da vitamina C de forma isolada (p < 0,05, teste de Tukey). Com isto, pode-se
sugerir que a presen¢a de vitamina E ndo foi capaz, em quaisquer das concentragdes
empregadas, de aumentar o efeito inibitério da vitamina C sobre a formag&o de corpos
de Heinz.

Quando os eritrocitos foram incubados com vitamina C. ou E, nas
concentragdes de 2 e 20 mM, observou-se que, a vitamina E foi ineficaz em diminuir a
formacdo de metahemoglobina induzida por fenil-hidrazina. No entanto, a vitamina C,
nas mesmas concentragdes, inibiu parcialmente a formag¢8o de metahemoglobina. Na
presenga de ambas, nas concentragdes de 2 € 20 mM, houve diminui¢do da formagio
de metahemoglobina, porém inferior a obtida pela vitamina C isolada nas mesmas
concentragdes (p < 0,05, teste de Tukey) (Figura 21). Estes resultados sugerem que a
presenga de vitamina E contribuiu para uma a¢do menos eficiente da vitamina C.

Em eritrdcitos tratados com vitamina C ou E, nas concentracdes de 2 e
20 mM, com adic¢do de fenil-hidrazina 1 mM observou-se que, as vitaminas isoladas

ou em conjunto sdo ineficazes na restauragéo da concentragéo de GSH, reduzida pela
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acdo de fenil-hidrazina. A presenca de vitamina C pareceu ter acelerado o processo de
deplecdo de GSH apds oxidagéo pela fenil-hidrazina, o que pareceu ser independente
da presenga concomitante da vitamina E. Por outro lado, a vitamina E isolada néo
agravou o quadro de deplecdo da GSH ocasionado pela fenil-hidrazina ( Figura 22).

Embora, seja relatado na literatura que ocorra sinergismo entre as vitamina C e
E em diversos sistemas bioldgicos, in vitro, como lipossomas, membranas e eritrocitos
intactos (WATERS Il e al., 1997, MAY et al., 1996, MAY et al., 1998) estes achados
ndo foram confirmados no sistema estudado.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a fenil-hidrazina ¢ um
oxidante capaz de lesar os mecanismos de defesa contra a oxida¢do da hemoglobina e
que as vitaminas C ¢ E podem inibir este processo parcialmente. Situagdes nas quais as
vitaminas C ¢ E nfo conseguiram inibir etapas do processo oxidativo, podem estar
relacionadas com o efeito pro-oxidante da vitamina C e/ou com a dificuldade da
vitamina E em ter acesso ao processo oxidativo da hemoglobina, devido a sua maior
afinidade com o meio lipidico da membrana. E possivel ainda, que estas limitagdes
sejam responsaveis pela falta de interagéo entre ambas, no sistema estudado.

Para fins de aprofundamento do tema abordado, seria interessante o estudo de
outros parametros como: peroxidacdo lipidica, através da técnica de MDA, atividades
das enzimas responsaveis pelo metabolismo energético e redutor e verificagdo das
proteinas da membrana eritrocitaria através da técnica de SDS-PAGE (LAEMMLI,
1970). O emprego de outros antioxidantes como, B-caroteno e flavondides poderia

contribuir para o estudo dos processos oxidativos bem como, a prevengdo desses

eventos no eritrocito humano.
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7 CONCLUSOES

No estudo da acdo antioxidante de vitamina C e E em eritrdcitos humanos sob

estresse oxidativo com fenil-hidrazina, pode-se concluir que:

a) Efeitos do cloridrato de fenil-hidrazina (0,3 a 5 mM)
Nao houve hemolise significativa, mas ocorreu a formag&o de corpos de Heinz
e de metahemoglobina proporcionalmente ao aumento da concentragio de fenil-

hidrazina, enquanto a concentragdo de GSH diminuiu com o aumento do oxidante.

b) Efeitos da vitamina C (0,5 a 90 mM) em presenga de fenil-hidrazina 1 mM

e A formacdo de corpos de Heinz diminuiu proporcionalmente ao aumento da
concentracio de vitamina C (10 a 90 mM);

e A vitamina C (0,5 a 80 mM) levou a diminuicdo gradativa da formacdo de
metahemoglobina e, de forma contraria, provocou o0 seu aumento na concentragio de
90 mM;

e N3o houve recuperagdo da concentracdo de GSH por vitamina C nas concentragoes
de 0,5 a 80 mM;

e A vitamina C (10 a 90 mM) usada de forma isola provocou hemolise significativa
mas, em presenca de fenil-hidrazina 1 mM, produziu hemolise significativa a partir de

30 mM, chegando a altos indices de hemolise nas concentragdes de 80 e 90 mM.

¢) Efeitos da vitamina E (0,1 a 80 mM) em presenga de fenil-hidrazina 1 mM

e A formagdio de corpos de Heinz diminuiu de forma direta com o aumento das
concentragdes de vitamina E, entre 0,1 € 80 mM,;

e Nas concentragdes 0,1 a 2mM, a vitamina E reduziiu a formagio de
metahemoglobina mas néo foi capaz de inibi-la nas concentragdes de 3 a 80 mM;

e Nas concentra¢des de 0,1 a 35 mM, a vitamina E n3o recuperou a concentracio de
GSH.
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d) Efeitos das vitamina C e E em presenga de fenil-hidrazina 1 mM
e As vitaminas C e E, nas concentra¢ées de 2 € 20 mM, reduziam a formagdo de

corpos de Heinz e de metahemoglobina porém, ndo foram eficazes na restauragéo de

GSH e ndo se observou efeito sinérgico entre ambas.

As vitaminas C e E foram eficazes contra a sobrecarga oxidativa produzida
por cloridrato de fenil-hidrazina, porém, quando usadas em conjunto, nfo

demonstraram acgdo sinérgica.

ConclusGes
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% HOSPITAL DE CLINICAS
B #® UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 09 de abril de 2.001.

llmo (a) (s) Sr. (a)( s)
Dra. Ligia Maria Claro

Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de “ESTUDO DA AGAO DE
SUBSTANCIAS OXIDANTES E ANTIOXIDANTES SOBRE ERITROCITOS
HUMANOS”, esta de acordo com as normas éticas estabelecidas pela Resolugdo
n° 196/96 do Ministério da Salde.

Protocolo CEP-HC n° 025.EXT.007/2001-03

O referido projeto foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paran4,
em reunido realizada no dia 27 de margo de 2.001.

Sendo o que se apresenta para 0 momento, subscrevo-me,

Atenciosamente

Profﬂ%ﬁfmbam Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) O objetivo desta pesquisa é:
Estudar a acéo oxidante de cloridrato de fenilhidrazina sobre o eritrécito humano, associado ao
efeito antioxidante das vitaminas C e E, in vitro.

b) Caso vocé participe da pesquisa, serd necessario fazer exames, onde serao coietadas
amostras de sangue para realizar os objetivos citados acima.

c) Como em qualquer diagnéstico clinico-laboratorial vocé poderd  experimentar alguns
desconfortos, principaimente relacionados a coleta de sangue, por pungao venosa.

d) Contudo os beneficios esperados sdo. melhor compreensdo dos mecanismos de hemdlise e
estresse oxidativo que levam a doengas hemoliticas e acéo controladora do processo oxidativo por
parte dos antioxidantes a serem empregados.

e) Esta garantido todas as informag¢des que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

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

g) As informagbes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos profissionais que
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto , se qualquer informagéo for divuigada

em relatdrio ou publicagéo, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja
mantida.

h) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames, etc) ndo sdo da
responsabilidade do paciente.

i) Pela sua participag@o no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro.

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

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo
do qual fui convidado a participar. A explicagdo que recebi menciona 0s riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo no estudo a qualquer
momento sem justificar minha deciséo.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente /I Nome do pesquisador )



