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RESUMO

Os flavonoides sao substancias com
propriedades antioxidantes ubiquitaria-
mente distribuidos nas plantas. O seu
consumo tem sido associado ao efeito
protector cardiovascular e anti-onco-
génico de certas dietas. O eritrocito
constitui modelo celular adequado para
o estudo dos efeitos de espécies
reactivas de oxigénio (EROs), em
virtude da sua simplicidade estrutural,
acessibilidade e da vulnerabilidade dos
seus constituintes a oxidagao. Usamos
suspensoes de eritrocitos humanos para
estudar o efeito de flavondides na
peroxidacao lipidica induzida pelo
cobre e pelo hidrocloreto de 2,2’-
azobis(2-amidinopropano) (AAPH) na
auséncia de metais de transi¢cdo. O
stress foto-oxidante em suspensdes
eritrocitarias foi induzido pela radiagao
ultravioleta A (UV-A) na presencga de
protoporfirina IX (PpIX) e avaliado
pela determinagdo da peroxidagdo

lipidica e da foto-hemolise. A pero-
xidagdo lipidica foi avaliada pela
formacao de substancias que reagem
com o acido tiobarbiturico (TBARS)
e pela inducao de hemdlise. Foi, ainda,
avaliada a formagao de meta-hemog-
lobina induzida pelo cobre. No nosso
sistema, as TBARS, a hemolise ¢ a
meta-hemoglobina aumentam durante
o tratamento com os diferentes esti-
mulos oxidantes. Os flavondides
testados inibem a peroxidacao lipidica,
a hemolise e a formacdo de meta-
hemoglobina. Certas caracteristicas
estruturais, como a presen¢a do grupo
o-catecol e a dupla ligagdo conjugada
com o carbonilo em C4, parecem ser
importantes para a actividade antio-
xidante dos flavondides. Os nossos
resultados mostram que alguns flavo-
noéides, nomeadamente a quercetina e
a rutina, protegem os eritrocitos da
lesdo oxidantes, o que sugere a sua
eventual aplicagcdo como adjuvantes na
terapéutica de diversas situacao
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patoldgicas em que estao implicados
os EROs bem como na respectiva
prevengao.
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peroxidacao lipidica, meta-hemoglo-
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INTRODUCAO

As espécies reactivas de oxigénio
(EROs) participam na patogénese de
multiplas situagdes patoldgicas das
quais se salientam doencas cardiovas-
culares como a aterosclerose, doengas
neurodegenerativas (doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson),
doencas auto-imunes (lapus eritema-
toso sistémico, artrite reumatodide),
varios tipos de cancro bem como no
envelhecimento. A producao endégena
excessiva de EROs, a exposicdo a
fontes exdgenas de EROs ou a dimi-
nui¢cdo das defesas antioxidantes
podem levar a sobrecarga/lesdo oxi-
dante'. A suplementagdo com antio-
xidantes parece prevenir o apareci-
mento de certas doengas cardiovas-
culares e de certos tipos de cancro,
sobretudo em populagdes deficitarias®.

Tem sido desenvolvido trabalho de
vulto na identificagdo quer de agentes
naturais quer de sintese com proprie-
dades antioxidantes e que permitam
prevenir ou tratar as referidas pato-
logias. Os flavonoides estdo ampla-
mente distribuidos nas plantas superiores
e também descritos em alguns fungos
e liquenes. Ao longo dos anos, foi
descoberto que desempenhavam uma
funcdo importante na dieta humana e
considerados principios activos de

muitas plantas medicinais (3). Estao
presentes em frutos, vegetais, especia-
rias, cacau, cha verde ¢ vinho tinto
sendo, por isso, consumidos regular-
mente na dieta humana*’. Foi estimado
um consumo aproximado de flavo-
noéides de 26 mg/dia, numa populagao
holandesa, sendo o flavondide mais
consumido a quercetina®. A dieta medi-
terranea baseada no consumo de
azeite, frutas e vegetais, rica em flavo-
noides, tém sido atribuidas proprieda-
des protectoras antioxidantes contra
algumas doencas cardiovasculares
bem como certos tipos de cancro.
Diversos estudos sobre a biodisponi-
bilidade de flavondides em humanos
sugerem a sua absorcao intestinal,
sendo detectados no plasma e urina na
forma natural ou de metabolitos
conjugados (glicosilados, metilados ou
sulfatados), ap6s administragao de
compostos puros ou alimentos ricos em
flavonoides™.

Os flavonoides exibem uma grande
variedade de efeitos bioldgicos.
Recentemente, tém sido alvo de
atencao devido as suas propriedades
antioxidantes como captadores de
EROs e inibidores da peroxidacao
lipidica por captagdo dos radicais O
* HO®, LOO" e desactivagao de
‘0,'!"". Também podem actuar em
sinergia com outros antioxidantes como
o ascorbato e o acido urico'?. Os
flavonodides inibem eficazmente a
oxidacdo das LDL in vitro e, prova-
velmente, in vivo com efeitos na
prevencdo do desenvolvimento da
aterosclerose e da fragilidade dos vasos
capilares'"!*. Podem proteger o ADN
dos danos oxidativos e evitar o desen-
volvimento de certos tipos de cancro
relacionados com a idade'*. Para além
dos efeitos antioxidantes, varios
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estudos in vitro demonstraram que os
flavondides podem inibir, mas também
induzir, uma grande variedade de
sistemas enzimaticos nos mamiferos>*,
possuem efeitos anti-trombdticos, anti-
inflamatorios e moduladores da resposta
imunitaria'>'®, efeitos anti-cancerigenos
¢ anti-mutagénicos®!”!® ¢ ac¢oes anti-
microbianas e anti-viricas'>!’.

O eritrocito constitui sistema celular
adequado para o estudo dos efeitos
de EROs, em virtude da sua simpli-
cidade estrutural (ndo possui nucleo,
nem mitocondrios), acessibilidade e
vulnerabilidade dos seus constituintes
a oxidagdo. As principais estruturas
eritrocitarias afectadas pelas EROS
sa0 os constituintes membranares e a
hemoglobina. A membrana celular é
rica em acidos gordos poli-insaturados
sendo, por isso, alvo da peroxidagao
lipidica. As proteinas estruturais da
membrana, espectrina e anquirina, sao
também substratos de reacgoes radi-
calares, bem como alguns sistemas
transportadores de 10es (transportador
anionico da banda 3 e varias ATPases).
Também enzimas membranares podem
ser inactivadas, particularmente se
possuirem grupos sulfidrilicos.

O objectivo deste trabalho foi o
estudo, em suspensdes de eritrocitos
humanos, do efeito de flavonoides no
stresse oxidativo induzido pelo cobre,
pelo AAPH bem como no stresse foto-
oxidativo induzido pela radiagao
ultravioleta A (UV-A) na presenca de
protoporfirina IX (PpIX).

MATERIAIS E METODOS
Reagentes

Foram utilizados cloreto de sédio,
hidrogenofosfato de sodio, di-hidro-

genofosfato de sodio, acido fosfotin-
gstico, etanol p.a., acido 2-tiobar-
bitirico (TBA), 1-butanol e azeto de
sodio da Merck (Darmstadt, Ale-
manha); quercetina, rutina, luteolina,
catequina, genisteina, daidzeina,
quempferol, triton X-100, hidroxi-
tolueno butilado (BHT), protoporfirina
IX (PpIX) disddica e dimetilsulfoxido
(DMSO) da Sigma (St. Louis, MO,
USA); cloreto de cobre (II) da J. T.
Baker Chemical Co. (Phillisburg, NJ,
USA); hidrocloreto de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH) da Polys-
ciences (Warrington, PA, USA).

METODOS

1 Preparacio e tratamento das
suspensoes de eritrécitarias

O sangue, obtido de dadores vo-
luntarios saudaveis, foi recolhido em
tubos heparinizados e sujeito a uma
centrifugacao a 2000 g durante 10
minutos a 4° C. Apds remocao do
sobrenadante, ressuspenderam-se os
eritrocitos em tampao de fosfatos de
sodio 25 mM (pH=7,4) em NaCl 0,9
% (p/v) e procedeu-se a limpeza das
células submetendo-as a duas centri-
fugacdes sucessivas com o protocolo
anterior, retirando sucessivamente os
sobrenadantes. Suspenderam-se os
eritrocitos em tampao de fosfatos de
sodio 25 mM (pH=7,4) em NaCl 0,9%
(p/v), de modo a obter uma percenta-
gem final dos eritrocitos de 2 %
(inducao de stress foto-oxidante pela
radiacdo UVA na presenca de PpIX)
ou 5 % (v/v) (inducao de stresse
oxidante pelo cobre e AAPH).

As suspensoes eritrocitarias a 5 %
foram pré-incubadas com azeto de
s0dio 2 mM durante 60 minutos a 37°
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C, para inibir a actividade da cata-
lase. Posteriormente, foram incubadas
durante 15 minutos com os flavo-
noides quercetina, rutina, luteolina,
catequina, genisteina, daidzeina e
quempferol na concentracdo final
indicada nos resultados. Os flavo-
noéides foram dissolvidos em etanol e
a percentagem deste solvente presente
nas misturas reaccionais foi de 0,5 %
(v/v). Noutro conjunto de experién-
cias, com o objectivo de estudar a
penetragdo dos flavondides no
eritrocito e os seus eventuais efeitos
anti-oxidantes, procedeu-se como
anteriormente descrito até a incubacio
dos flavonoides quercetina e rutina du-
rante 15 minutos. As misturas reac-
cionais foram, em seguida, centrifu-
gadas a 2000 g durante 10 minutos a
temperatura de 4° C e retirado o
sobrenadante, com o objectivo de re-
mover todo o flavonodide livre, isto €,
ndo incorporado nos eritrocitos.
Ressuspendeu-se o sedimento celular
constituido pelos eritrocitos com
tampao de fosfatos de s6dio 10 mM
(pH=7,4) em NaCl 0,9 % (p/v) e
procedeu-se a nova centrifugacao nas
mesmas condigoes.

De seguida, as suspensdes eritro-
citarias foram expostas aos diferentes
estimulos oxidantes, como descrito.

1.1 Inducdo de stress oxidante

1.1.1 Sistema gerador de HO® com
cloreto de cobre

O cloreto de cobre, preparado no
proprio dia, foi adicionado na concen-
tracdo final de 200 uM e as misturas
foram incubadas a 37° C com agitagao
constante. Foram retiradas amostras
nos tempos 0, 90, 180 e 270 minutos
e analisadas por trés técnicas: deter-

minagdo de TBARS, da hemolise e da
meta-hemoglobina.

1.1.2 Sistema gerador de peroxilo
com AAPH

O AAPH, preparado imediatamente
antes, foi adicionado na concentracao
final de 35 mM. As misturas reac-
cionais, sujeitas a uma atmosfera de
oxigénio com pressao de 760 mmHg,
foram incubadas a 37° C durante 180
minutos com agitagao constante do tipo
vai-vém em tubos de Thunberg. Os
danos oxidativos foram avaliados por
duas técnicas: deteccdo de TBARS ¢
determinagdo da hemolise.

1.2 Indugdo de stress foto-oxidante

1.2.1 Sistema gerador de ‘O2 com
UV-A na presenca de Pp IX

As solugdes de Pp X, preparadas
no proprio dia, foram adicionadas as
suspensoes eritrocitarias, numa con-
centragdo final de 30 uM e as misturas
incubadas a 37° C no escuro, durante
30 minutos com agitagdo constante. A
protoporfirina IX foi diluida em
DMSO e a concentragado final deste
solvente presente nos ensaios foi de 0,5
% (v/v). As suspensdes globulares
foram protegidas da luz ambiente ao
longo de toda a experiéncia. Apos a
incubagao, efectuou-se uma centrifu-
gacao a 2000 g durante 10 minutos e
retirou-se o sobrenadante com o
objectivo de remover a protoporfirina
IX ndo incorporada no eritrocito. Res-
suspendeu-se o sedimento eritrocitario
com o referido tampao. As varias mis-
turas reaccionais, foram adicionados os
flavonoides quercetina e rutina nas
concentracdes descritas nos resultados
e a incubacgao decorreu a 37° C, du-
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rante 15 minutos com agitagao cons-
tante. Em seguida colocou-se 2 ml de
cada mistura reaccional em varias
placas de Petri, que foram sujeitas a
diferentes doses de radiagao UV-A,
conforme indicado nos resultados. O
sistema de irradiacao utilizado foi um
painel de irradiacdo UV-A Vilber-
Lourmat TPF-35L com lampadas cujo
espectro de irradiagdo ¢ centrado a
365 nm. As placas de Petri foram
colocadas sobre uma placa de vidro
comercial que absorve a radiagdo UV-
B residual, mas deixa passar grande
parte da radiagdo UV-A. Utilizou-se
um radidometro Waldman UV-Meter
para quantificar a radiacdo UV-A que
atravessa as placas de Petri, atendendo
a que estas também absorvem parte
da radiacdo UV-A. A fluéncia da
radiagdo UV-A nas condigdes experi-
mentais foi de 2 mW/cm? Foi
verificado que durante a irradiacdo a
temperatura das misturas reaccionais
nao ultrapassou os 30° C. Ap0s irra-
diacdo, avaliou-se a lipoperoxidacgao
pela determinagdo de TBARS e
calculou-se a percentagem de hemolise.

2 Avaliacao da lipoperoxidacio
pela determinacio de TBARS

A 1 ml da amostra da suspensao
eritrocitaria adicionou-se 10 pl de
solugdo de Triton X 100 a 10 % (v/v)
de modo a desintegrar a membrana
dos eritrdcitos. Agitou-se vigorosa-
mente em vortex durante 15 segundos.
De seguida procedeu-se a desprotei-
nizagao pela adi¢do gota-a-gota, man-
tendo a mistura em agitacao perma-
nente em vortex, de 500 ul de acido
fosfotangstico a 10 % (p/v). Deixou-
se repousar 5 minutos e procedeu-se
a centrifugacao a 2000 g durante 10

minutos. Filtraram-se os sobrenadantes
com papel de filtro para analise quali-
tativa. Como foram utilizadas diferentes
dilui¢des de eritrocitos nas experiéncias
com oS varios sistemas oxidantes,
houve necessidade de adaptar os vol-
umes utilizados para a reac¢do com o
TBA, de modo a ser detectada a
fluorescéncia emitida pelas TBARS.
Nas experiéncias onde foi utilizado o
cobre e AAPH para induzir a lipope-
roxidacdo, a 300 pul do filtrado, adicio-
naram-se 250 pl de uma solucdo de
acido 2-tiobarbiturico a 0,8 % (p/v) e
5,5 ul de BHT 5x10° M (este tltimo
composto foi diluido em solugao eta-
nolica a 90 %). Nas experiéncias onde
a lipoperoxidacao foi induzida pela
radiagdo UV-A, a 500 pl do filtrado,
adicionaram-se 350 pl de uma solugao
de acido 2-tiobarbituarico 0,8 % (p/v)
e 9 ul de BHT 5x10° M. Os tubos
foram rolhados, agitados em vortex e
sujeitos a um aquecimento em agua
fervente durante 30 minutos. Procedeu-
se a extrac¢dao do fluordforo pela
adicao de 2 ml de 1-butanol. Os tubos
sdo agitados vigorosamente durante 15
segundos. Centrifugou-se a 2000 g
durante 5 minutos e efectuou-se a
leitura da fluorescéncia da fase supe-
rior das amostras, com comprimento
de onda de excitagdo a 515 nm ¢
emissao a 545 nm. Os resultados sdo
expressos em unidades de
fluorescéncia (UF)X.

3 Determinacio da percentagem
de hemdlise

Retirou-se 0,5 ml de amostra que
se adicionou a 4,5 ml do tampao
utilizado para obtengao das suspensdes
eritrocitarias. Esta mistura foi
centrifugada a 2000 g durante 10

10
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minutos a temperatura de 4° C. O
sobrenadante obtido foi utilizado para
a determinacdo da percentagem de
hemolise calculada espectrofotome-
tricamente com base na absorvéncia
do heme libertado a 409 nm. A absor-
véncia a 409 nm ¢ equivalente para a
oxi-hemoglobina e produtos da oxi-
dagao da hemoglobina, usando-se por
isso este comprimento de onda para a
determinac¢do da hemolise?'. O valor
correspondente a 100% de hemolise
foi obtido adicionando 0,1 ml de cada
amostra reaccional a 9,9 ml de agua
desionizada. A formula utilizada para
o calculo da hemdlise, expressa
percentualmente, ¢ a seguinte®:

% hemolise =Abs x 10

sobrenadante / Abs
nm

409 nm

4 Determinacio da percentagem
de meta-hemoglobina

Retirou-se uma amostra de 0,5 ml
de cada incubado a qual se adicionou
4,5 ml de tampao utilizado para
obtencao das suspensdes eritrocitarias.
Esta mistura foi centrifugada a 2000 g
durante 10 minutos a temperatura de 4°
C. Retirou-se o sobrenadante. Em se-
guida hemolisou-se o sedimento pela
adi¢do de 0,6 ml de agua desionizada.
Centrifugou-se a 2000 g durante 10
minutos a 4° C. Numa cuvette, foi
colocada agua desionizada e adicionado
o sobrenadante gota-a-gota, de forma
a obter um valor de absorvéncia de
0,180 a 525 nm (ponto isobéstico da
oxi e da meta-hemoglobina). A este
comprimento de onda, obtém-se o valor
da hemoglobina total. Registam-se os
valores obtidos a 525 nm e efectua-se
em seguida, a leitura da absorvéncia a
630 nm, comprimento de onda em que
apenas a meta-hemoglobina absorve

significativamente.

O célculo da percentagem de meta-
hemoglobina presente, ¢ feito a partir
da relagdo entre as concentragdes de
meta-hemoglobina e de hemoglobina
total, segundo a seguinte formula (20):

/ Abs

630 nm

x 10

% meta-hemoglobina = Abs 95 om

5 Métodos estatisticos utilizados

Assumiu-se que os resultados
seguem uma distribui¢ao normal pelo
que se utilizaram métodos paramé-
tricos. Nas comparagdes entre os va-
rios grupos dos resultados, foi efec-
tuada uma analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas,
seguida do teste g de Student-
Newman-Keuls (SNK) que determina
a significancia da diferenga de médias
entre os varios grupos de resultados
(22). Em todos os testes estatisticos
realizados adoptou-se o valor de
significancia minima de 0,05.

RESULTADOS

Efeito de flavondides na hemolise,
formacio de meta-hemoglobina e
TBARS induzidas por cobre em
suspensoes eritrocitarias

Hemdlise

O Cu(II) 200 uM induziu eficaz-
mente a hemolise, que comega a
aumentar significativamente a partir dos
90 minutos, continuando até ao final
da experiéncia (ensaio Cu(Il) + eta-
nol). Nos ensaios com a quercetina,
as duas concentragoes mais elevadas
(10 €25 uM) inibiram a hemolise, um
efeito ja observavel aos 180 minutos
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mas estatisticamente significativo
apenas aos 270 minutos. No final da
experiéncia, a quercetina 10 e 25 uM
inibiu a hemolise em 57 e¢ 90 %,
respectivamente. A rutina nas duas
concentragdes mais elevadas (25 e 50
uM) inibiu claramente a hemolise
induzido pelo cobre ao longo da
experiéncia. Paradoxalmente, a rutina
na menor concentragao ensaiada (10
uM), acelerou a hemolise aos 90 e 180
minutos. Este efeito ndo se verificou
aos 270 minutos, ndo existindo, neste
tempo, diferencas significativas em
relagdo ao controlo com cobre. No fi-
nal da experiéncia, a rutina 25 e 50 uM
inibiram a hemolise em 93 ¢ 97 %,
respectivamente.

Formagdo de meta-hemoglobina

Os resultados indicam que o Cu(II)
200 uM induz a formacao de meta-
hemoglobina no eritrocito humano ao
longo das experiéncias, com maior
intensidade entre os 90 e 180 minutos
(ensaio Cu(Il) + etanol). Aos 90 mi-
nutos, observa-se que as trés concen-
tragdes de quercetina e rutina ensaia-
das aceleraram significativamente a
formacao de metahemoglobina. Este
efeito dos flavondides, vai perdendo
significancia com o decorrer do tempo
de incubagdo. Aos 180 minutos, apenas
se verifica nas duas concentragdes
mais elevadas dos flavonodides, nao
existindo no final da experiéncia,
diferengas significativas entre os
ensaios com a quercetina e rutina € o
controlo com Cu(II) e etanol.

Formacado de TBARS
O Cu(II) 200 uM provocou eficaz-

mente a formacgao de TBARS ao longo
do tempo, em trés fases distintas (en-

saio de Cu(Il) + etanol). Um ligeiro
aumento até ao 90 minutos, seguida de
uma fase de grande intensidade (entre
0s 90 e 180 min) e uma fase final onde
a intensidade da formac¢do é menor. A
inibi¢do pela quercetina e rutina ocorre
em todas as concentragdes ensaiadas
e, embora pareca ocorrer ao longo da
experiéncia, s6 comeca a apresentar
valores significativos a partir dos 180
min. No final da experiéncia (270 min),
apercentagem de inibi¢ao da formagao
de TBARS ¢ de 90 % nos ensaios com
quercetina 10 e 25 uM, 58 % com a
quercetina 5 uM, 94 % com a rutina
50 uM, 92 % com a rutina 25 uM e
83 % com arutina 10 uM. Nao foram
encontradas diferencas significativas
entre 0s ensaios com a mesma con-
centracao de quercetina e rutina.

Efeito de flavonéides incorporados
no eritrocito na hemolise, formacao
de meta-hemoglobina e TBARS
induzidas por cobre em suspensoes
eritrocitarias

Hemdlise

Os resultados indicam um compor-
tamento distinto entre os flavonoides
estudados, possivelmente incorpo-
rados no eritrocito. Nos ensaios com
a quercetina observou-se uma inibigao
da hemolise, apenas significativa aos
270 minutos (fig. I A). A percentagem
de inibicdo da hemolise no final da
experiéncia, foi aproximadamente
semelhante nas trés concentracdes de
quercetina ensaiadas, sendo de 54, 55
e 61% para a quercetina 5, 10 e 25
uM, respectivamente. Nos ensaios
com a rutina, pelo contrario, observou-
se uma aceleracdo da hemolise aos 90
minutos (figura 1B). Este efeito perdeu
significancia com o decorrer do tempo,

12
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nao se observando no final da expe-
riéncia, qualquer efeito da rutina na
hemolise induzida por cobre.

Formacao de meta-hemoglobina

Nos ensaios com a quercetina, ndo
se obteve resultados significativos ao
longo da experiéncia, excepto aos 180
min., onde se observa inibi¢do da
formacao de metahemoglobina com a
quercetina 5 uM, possivelmente um
falso positivo. Apesar de nao
significativo, no final da experiéncia as
médias da percentagem de meta
hemoglobina nos ensaios com querce-
tina, sdo mais baixas que o controlo
com Cu(II) (fig. 2A). Pelo contrario, a
rutina inibiu a formagao de meta-
hemoglobina ao longo do tempo nas
trés concentragdes ensaiadas (fig. 2B).
No final da experiéncia, a rutina 10 uM
inibiu a formagao de metahemoglobina
em 29 %, arutina25 uMem 33 %ea
rutina 50 uM em 31 %.

Formacao de TBARS

A quercetina e rutina incorporadas
no eritrocito inibiram significativamente
a formacao de TBARS a partir dos 180
min (figs. 3A e 3B, respectivamente).
As percentagens de inibi¢cao de
TBARS no final da experiéncia foram
praticamente semelhantes com os dois
flavonodides nas varias concentragoes
ensaiadas. A quercetina nas
concentracgdes de 5, 10 € 25 uM inibiu
em 86, 86 ¢ 87 %, respectivamente; a
rutina 10, 25 ¢ 50 uM inibiu em 82, 84
e 86 %, respectivamente.

50
—--#--=, ctanol
40 —m— CU (II) + etanol
(CU D)+ Q5uM
3t CU (I) + Q 10 uM
30 —x— CU (1) +Q25uM

% de hemolise
5]

x
10 X
0k - _.ﬂ..._.._.._.._:._..-.._.._.?.._.._.._.._..._.._.._.._.r’
90 180 270

tempo (min.)

—-~#---, €tanol

—m— CU (II) + etanol
40 s CU ) +R 10 uM
—#%— CU (II) + R 25 uM
—+—( CU (II) + R 50 uM

% de hemolise
5]

tempo (min.)

Fig. 1 — Cinética do efeito da quercetina (A) e rutina (B) incorporadas nos
eritrocitos na hemolise induzida por cobre 200 M em suspensdes de
eritrécitos a 5 %. Os eritrocitos, pré incubados com azeto de sodio 2
mM 60 min. ¢ durante 15 min. com o flavonoéide, foram lavados duas
vezes antes da adi¢ao de Cu(Il) 200 pM, para remover o flavonoide
nao incorporado no eritrocito. Foram colhidas amostras nos tempos
de 0, 90, 180 e 270 min. Estao representados os ensaios de controlo
com o solvente do flavonoéide, sendo os restantes com a quercetina nas
concentragdes de 5, 10 ¢ 25 uM (A) e a rutina nas concentragdes 10,
25 ¢ 50 uM (B). (M) indica os ensaios que variam significativamente
do controlo com cobre+etanol —teste SNK. Os valores sdo média+SEM

de 4 experiéncias independentes.

Efeito de flavondides na hemdlise
e formacao de TBARS induzidas
por AAPH em suspensdes eritroci-
tarias

Hemdlise

Os resultados obtidos (figura 4)
demonstram a ocorréncia de inibigao

180 270
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920

90

tempo (min.)

tempo (min.)

Fig. 2 — Cinética do efeito da quercetina (A) e da rutina (B) incorporada nos eritrocitos na
formacao de meta-hemoglobina induzida por cobre em suspensdes de eritrdcitos a
5 %. Descrigdo experimental na Fig. 1. Estdo representados os ensaios de controlo
com o solvente do flavondide, sendo os restantes com a quercetina nas
concentragdes de 5, 10 e 25 M (A) e a rutina nas concentragdes de 10, 25 ¢ 50
uM (B). (M) indica os ensaios significativamente diferentes do controlo com
cobre ¢ etanol, utilizando o teste SNK. Os resultados sdo a médiatSEM de 4

experiéncias independentes.

da hemolise por alguns dos flavonodides
ensaiados, que podem ser ordenados
hierarquicamente pela seguinte ordem
decrescente de inibi¢do: querceti-
nae”’rutinae”catequinae’’luteolina>
quempferol.

Formagdo de TBARS

Alguns dos flavondides ensaiados
inibiram significativamente a formagao
de TBARS (quercetina, rutina e luteo-
lina) enquanto outros parecem esti-
muld-la significativamente (genisteina e
daidzeina) (figura 5). A dispersao dos
resultados obtidos com os flavonoides,
nas diferentes experiéncias, levaram a
que nao fossem diferenciaveis de
qualquer controlo. Por este facto, nesta
sec¢ao, os resultados dos TBARS néo
sdo apresentados em unidades arbi-
trarias de fluorescéncia, mas em unida-
des de fluorescéncia relativas ao
controlo com etanol respeitante a cada
experiéncia.

Efeito de flavondides na hemélise
e formacido de TBARS induzidas
por radiacido UV-A na presenca de
Pp IX em suspensdes eritrocitarias

Foto-hemdlise

A irradiagdo por UV-A de suspen-
soes de eritrocitos pré-incubadas com
PpIX, induziu fortemente a hemolise,
o mesmo nao tendo ocorrido nas
suspensoes irradiadas na auséncia de
PpIX e nas suspensdes nao irradiadas
na presen¢a de PpIX. As curvas da
hemolise obtidas indicam que a
intensidade do processo hemolitico
parece aumentar com o aumento de
dose de radiagdao. Os flavonoides
quercetina e rutina nas concentragoes
ensaiadas inibiram a hemolise, sendo
esta inibicao aproximadamente cons-
tante ao longo da irradiagdo, apenas
ligeiramente superior no final da irra-
diagdo. Nao foram encontradas dife-
rencas significativas no potencial de
inibicao entre os dois flavonoides. Na

14

Boletim da SPHM Vol. 21 (1) Janeiro, Fevereiro, Margo 2006



ACTUALIZACAO

Efeito de flavonoides no stresse oxidante
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Fig. 3 — Cinética do efeito da quercetina (A) e da rutina (B) incorporada nos eritrocitos na formacao
de TBARS induzida por Cu(II) 200 pM em eritrocitos a 5 %. Descri¢do experimental na fig.
1. Estao representados os ensaios de controlo com o solvente do flavonoide, sendo os
restantes com a quercetina nas concentragdes de 5, 10 e 25 uM (A) e a rutina nas concentragdes
de 10, 25 ¢ 50 uM (B). (M) designa os valores dos ensaios com a quercetina que diferem
significativamente do controlo com cobre e etanol (teste SNK). Os resultados apresentados

sa30 a média+SEM de 4 experiéncias independentes.
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18 7

% de hemolise
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Etanol
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Luteolina
Catequina
Genisteina
Daidzeina
Quempferol

AAPH + agua
AAPH + etanol

Fig. 4 — Efeito dos flavonodides na hemolise induzida por AAPH 35 mM em suspensdes de eritrocitos a 5 %
(v/v). Os eritrocitos foram pré-incubados com azeto de sédio 2 mM durante 60 minutos e com o0s
flavonoides durante 15 minutos antes da adicdo de AAPH 35 mM. Seguiu-se uma incubagéo durante
3 horas a 37° C em atmosfera de oxigénio a 760 mmHg. Os quatro primeiros ensaios s&o os controlos,
sendo os restantes com AAPH e respectivo flavonodide na concentragdo de 50 uM. Os valores dos
ensaios com os flavonoides que diferem significativamente do controlo com AAPH e etanol, sdo
indicados por um asterisco (*) — teste SNK. Os resultados apresentados sdo a média+=SEM de cinco
experiéncias independentes.
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Daidzeina
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Fig. 5 — Efeito dos flavonoides na formagao de TBARS induzida por AAPH 35 mM em eritrdcitos a 5 %
(v/v). Condigdes experimentais na figura 4. Estdo representados os ensaios do controlo com
AAPH e com etanol, sendo os restantes com AAPH e respectivo flavondide na concentragdo de
50 uM. Os valores dos ensaios com os flavondides que inibiram significativamente sdo indicados
por (*) os que estimularam significativamente sdo indicados por (**). Foi utilizado o teste SNK.
Os resultados apresentados sdo a média=SEM de 5 experiéncias independentes.
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dose mais elevada (1,8 J/cm2), a
inibicdo da hemolise foi de 23, 31 ¢
33 % paraa quercetina 5, 10 € 25 uM,
respectivamente, e de 25, 28 ¢ 27 %
para a rutina 10, 25 e 50 pM,
respectivamente.

Formagao de TBARS

Nas suspensoes eritrocitarias pré-
incubadas com PplIX e expostas a
radiacdo UV-A, detectou-se a for-
mac¢do de TBARS, o mesmo nio
ocorreu na auséncia de PpIX e nas
suspensoes nao irradiadas na presenca
de PpIX. A formagdo de TBARS ¢
aparentemente linear e proporcional as
doses de radiacdo UV-A utilizadas. Os
resultados apontam para a inibi¢do da
formag¢ao de TBARS por ambos os
flavonoides ao longo da irradiacdo e em
todas as concentragdes ensaiadas. Em
concentragdes idénticas, o potencial
inibitorio da quercetina na formagao de
TBARS foi significativamente superior
ao da rutina (teste SNK). No final da
experiéncia (dose de irradiagao=1,8 J/
cm?2), a percentagem de inibi¢ao da
formacado de TBARS foi de 68, 74 ¢
80 % para a quercetina 5, 10 e 25 mM,
respectivamente e de 23, 32 e 33 %
para a rutina 10, 25 ¢ 50 mM,
respectivamente.

Efeito de flavonéides incorporados
no eritrécito na hemolise e na for-
macido de TBARS induzidas pela
radiacio UV-A na presenca de
PpIX

Hemdlise

A quercetina e rutina, nas varias
concentracOes ensaiadas, inibiram
eficazmente a hemolise ao longo da
irradiagdo (fig. 6A e 6B, respecti-

vamente), ndo existindo diferengas
significativas entre os ensaios com
concentragdo idéntica de quercetina e
rutina (teste SNK). No final da irra-
diagdo (1,8 J/cm2) a quercetina 5, 10,
25 uM inibiu a hemolise respec-
tivamente em 18, 25 ¢ 25 % e arutina
10, 25 ¢ 50 uM em 19, 26 e 25 %,
respectivamente.

Formagado de TBARS

As trés concentragdes de quercetina
ensaiadas, inibiram a formacido de
TBARS ao longo da irradiacdo na
presenca de PpIX (fig. 7A), apresen-
tando no final da incubacao inibi¢des de
55,68 ¢ 77 % com a quercetina 5, 10 e
25 uM, respectivamente. As duas
concentracdes mais elevadas de rutina
inibiram eficazmente a formacdo de
TBARS ao longo da irradiagdo, enquanto
a concentracdo menor sé inibiu
significativamente no final da irradiacao
(figura 7B). No final da irradiagao, a rutina
10, 25 e 50 uM inibiu a formacao de
TBARS em 17, 23 e 25 %, respec-
tivamente. Foram também detectadas
diferengas significativas, em todas as
doses de irradiagdo, entre os ensaios
com a rutina 10 uM e as duas
concentragoes superiores (25 e 50 uM),
mas nao entre a rutina 25 ¢ 50 uM.
Existem, portanto, diferengas na inibigao
da formac¢do de TBARS entre a
concentragao menor de rutina (10 uM)
e a mais elevada (50 uM). Em
concentracgdes idénticas, a rutina inibiu
menos eficazmente a formagao de
TBARS que a quercetina (teste SNK).

DISCUSSAO

Os eritrdcitos sao particularmente
susceptiveis a sobrecarga oxidante por
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Fig. 6 — Cinética do efeito da quercetina (A) e rutina (B) incorporadas nos eritrocitos na hemolise induzida

por radiagdo UV-A em eritrdcitos a 2% (v/v). Os eritrocitos foram pré-incubados 30 min com
PpIX 30 uM. Apos incubacdo com o flavonoide durante 15 min., os eritrécitos foram lavados duas
vezes para remocao do flavonoide ndo incorporado no eritrdcito e irradiados com UV-A nas doses
referidas na figura. Estdo representados os ensaios de controlo com os solventes utilizados e
ensaios com a quercetina nas concentragdes de 5, 10 ¢ 25 uM (A) e a rutina nas concentragdes de
10,25 ¢ 50 uM (B). (M) designa os valores dos ensaios que variam significativamente do controlo
com PpIX e etanol (teste SNK). Os resultados sdo a média+=SEM de 5 experiéncias independentes.
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estarem normalmente expostos a altas
concentragdes de oxigénio, terem uma
membrana susceptivel a peroxidag¢ao
lipidica, que delimita uma solucao
concentrada de uma proteina hémica
- ahemoglobina - capaz de catalisar a
lipoperoxidagdo, e por ndo terem
capacidade de ressintetizar as
biomoléculas lesadas. Existe evidéncia
que EROs sao realmente produzidas
no eritrécito pela reaccdo de auto-
oxidagdo da hemoglobina que gera O,~
podendo este originar, secundaria-
mente, espécies mais reactivas como
o HO" (23). Além disso, EROs de
origem extra-celular (geradas, por
exemplo, nas células fagocitarias
activadas), podem também atacar o
eritrocito. A intoxicagao por xenobio-
ticos e outras fontes exdgenas podem,
de igual modo, provocar a inducao de
EROs no eritrocito. Os danos oxidan-
tes provocam a peroxidagao lipidica e
oxidacdo das proteinas eritrocitarias,
processos eventualmente conducentes
a hemolise. As EROs estdo também
propostas como possiveis responsa-
veis pelo envelhecimento eritrocitario®.

O eritrocito, exposto a diferentes
condi¢des de stresse oxidante, foi
utilizado para estudar o efeito antioxi-
dante de flavondides. Neste trabalho
in vitro, as condigOes foram obvia-
mente diferentes e menos complexas
do que as fisioldgicas. Os outros com-
ponentes do sangue estdo ausentes
deste sistema, assim como a interacgao
dos flavonoides com a albumina, uma
vez que foi demonstrado existir troca
de flavonodides entre a albumina e o
eritrocito®. Outro factor importante é
a variabilidade biologica dos eritro-
citos. A susceptibilidade ao ataque
oxidante varia entre dadores, depen-
dendo por exemplo das concentragdes
de antioxidantes ndo-enzimaticos
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Fig. 7 — Efeito da quercetina (A) e da rutina (B) incorporadas nos eritrdcitos na formagao

de TBARS induzida por radiagdo UV-A em suspensdes de eritrocitos a 2 % pré-
incubadas com Pp IX 30 puM. Descrigdo experimental na figura 6. Estdo
representados os ensaios de controlo com os solventes utilizados e ensaios com a
quercetina nas concentragdes de 5, 10 e 25 pM (A) e a rutina nas concentragdes de
10,25 ¢ 50 uM (B). (M) indica os valores dos ensaios com o flavonodide que variam
significativamente do controlo com PpIX e com etanol (teste SNK). Os resultados
sd0 a média +SEM de 5 experiéncias independentes.

presentes no eritrocito (+-tocoferol,
acido ascorbico, glutationo reduzido)
e também da actividade das enzimas
antioxidantes. A avaliagdo do stresse
oxidante no eritrocito foi efectuada por
duas técnicas: calculo da hemdlise e
determinacao de lipoperoxidagao pela
formacdo de TBARS. Quando o
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sistema oxidante utilizado foi o cobre,
foi também determinada a formacao de
meta-hemoglobina, atendendo a que
este metal ¢ conhecido por provocar
a oxidacao da hemoglobina.

Efeito de flavonoides na lipopero-
xida¢do, hemolise e formagdo de
meta-hemoglobina induzida pelo
cobre(1l)

Apesar de o cobre estar normal-
mente indisponivel in vivo, situacdes
patologicas, como a doenca de
Wilson, ou resultantes de intoxicagao
por este metal podem elevar as
concentracdes plasmaticas de cobre
provocando entre outros efeitos,
hemolise intra vascular.

A exposicao dos eritrocitos a sais
de cobre induz diversos efeitos mole-
culares responsaveis pela hemolise,
nomeadamente, no metabolismo
oxidativo intermediario e nos sistemas
redutores, na hemoglobina e nos
constituintes da membrana®.

As interacgdes cobre-hemoglobina
podem levar a formag¢dao de meta-
hemoglobina e de radicais livres de
oxigénio. Na presenga de pelo menos
4 i0es cupricos por tetramero de
hemoglobina dé-se a rapida oxidagao
da hemoglobina, independentemente
da presenga de oxigénio e sem
libertagao imediata de radicais livres.
Concentragdes relativas de cobre
menores podem, todavia, catalisar a
auto-oxidacao lenta da hemoglobina.
Este efeito depende da presenca de
oxigénio com formagao de radical
superoxido®®. O cobre acelera a con-
versdao da meta-hemoglobina em
hemicromio e a desnaturagao e preci-
pitagdo da hemoglobina com formagao
de corpos de Heinz?’.

A catalise da auto-oxidagao da

hemoglobina pelo cobre, para além de
implicar a ligacdo deste a grupos
sulfidrilo da proteina hémica, envolve
um ciclo de oxidacdo-reducdo do
metal em que participa o oxigénio mo-
lecular, com libertagao de superdxido.
O cobre pode, desta forma, iniciar a
lipoperoxidagdo por abstraccdo do
hidrogénio alilico dos 4cidos gordos
poli-insaturados apos geracao de
radicais HO- através da reaccdo de
Fenton?. Por outro lado, o cobre pode
participar na promogao da lipopero-
xidacdo por activagdo redutora e
decomposi¢ao de hidroperdxidos
lipidicos pré-existentes a radicais
peroxilo e alcoxilo®. A susceptibilidade
da membrana a peroxidacao relaciona-
se com a sua composicao lipidica,
sendo constituida em cerca de 69 %
por fosfolipidos. Destes, cerca de 26
% correspondem a fosfatidileta-
nolaminas das quais o acido gordo poli-
insaturado predominante ¢ o acido
araquidonico. A lipoperoxidagdao no
eritrocitos acarreta a perda de acidos
gordos poli-insaturados, de fosfatidi-
letanolamina e de fosfadilserina®.
Embora a peroxidagdao também esti-
mule um processo reparativo, a velo-
cidade de reparacao nao sera suficiente
para evitar os efeitos da destrui¢ao dos
acidos gordos poli-insaturados o que
determina alteragdes da permeabi-
lidade globular®'. Para além de induzir
a destrui¢do de lipidos, a lipoperoxi-
dacdo da lugar a produtos, como o
dialdeido maldnico, que também tém
efeitos lesivos na membrana eritro-
citaria. A exposi¢ao de eritrocitos ao
dialdeido maldnico resulta: em alte-
ragdes no cito-esqueleto com diminui-
¢do das bandas 1 e 2 da espectrina,
com concomitante aparecimento de
polimeros proteicos de alto peso mo-
lecular; na formagao de ligagdes
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cruzadas envolvendo predominan-
temente residuos de lisina das proteinas
da membrana; na formacgao de ligagdes
cruzadas entre a hemoglobina e a mem-
brana globular; e na produgao de cro-
molipidos fluorescentes, resultantes de
complexos 1-amino-3-iminopropeno
3233 Simultaneamente, a exposi¢do da
membrana eritrocitaria ao superoxido
e a compostos carbonilicos derivados
da peroxidagao dos lipidos provocam
a diminuicao da actividade da AT-
Pase(203435,

A exposi¢ao ao cobre determina a
alteracao da permeabilidade da mem-
brana aos i0es condicionando o au-
mento da fragilidade osmotica. A
diminuigao da relagdo area/volume e
da flexibilidade da membrana poderao
ser os factores da acentuada redugao
da deformabilidade eritrocitaria®. O
estudo electroforético das membranas
de eritrocitos humanos expostos ao
Cu(Il) revela diminuic¢do da intensidade
das bandas correspondentes a espec-
trina e a actina, o aparecimento de
material de elevado peso molecular e
a dimerizagao da principal proteina
intrinseca (banda 3)*’. A proteina da
banda 3, uma proteina que atravessa
toda a espessura da membrana, além
de estar relacionada com o transporte
de anides, liga-se a outras proteinas
quer da propria membrana, como a
anquirina, quer citoplasmaticas. Estas
alteracOes sdo devidas a oxidagao
directa dos grupos sulfidrilo de pro-
teinas da membrana pelo iao Cu(Il),
com formacgao de ligagdes cruzadas
persulfureto na espectrina e, no caso
de o glutatido reduzido intracelular
estar diminuido, dimerizagao da pro-
teina da banda 3. Estes efeitos acar-
retam a incapacidade de manutengao
dos gradientes de concentragdo dos
catioes e um aumento da fragilidade

osmotica®.

Neste trabalho verifica-se que a
lipoperoxida¢do induzida pelo
cobre(Il), avaliada pela formacao de
TBARS, aumentou ao longo da
incubagao em trés fases distintas: uma
primeira fase de ligeiro aumento, entre
os 0 e 90 minutos, que pode corres-
ponder a fase de iniciagao da lipopero-
xidagdo; uma segunda fase de grande
intensidade, compreendida entre os 90
e 180 minutos, a fase de propagacao
da lipoperoxidacao; e uma terceira
fase, entre os 180 ¢ 270 minutos, onde
a intensidade de formac¢do ¢ menor ¢
ocorre a estabilizagdo do processo,
provavelmente a fase de terminagao da
lipoperoxida¢ao. Ambos os flavonoi-
des estudados, quercetina e rutina,
inibiram a formag¢ao de TBARS nas
concentragdes ensaiadas podendo
indicar que os flavonoides actuaram
como eficazes inibidores da lipopero-
xidagao.

A hemolise induzida pelo cobre(II)
comegou a partir dos 90 minutos,
exactamente a fase onde se detectou
um intenso aumento da formacao de
TBARS. Em contraste, no periodo
entre os 180 minutos aos 270 minutos,
apenas se observou um ligeiro aumento
dos TBARS, mas a hemolise continuou
com a mesma intensidade. Estes factos
sugerem que a lipoperoxidagao pre-
cede a hemolise. A quercetina e rutina
inibiram a hemolise dependendo da
concentragdo ensaiada. Paradoxal-
mente, a rutina 10 uM revelou um
ligeiro efeito pro-hemolitico ao
antecipar a hemolise provocada pelo
cobre(Il), apesar de ter inibido a
forma¢do de TBARS. A inibicdo da
peroxidagao lipidica pelos flavonoides
pode ndo evitar s6 por si que o0 pro-
cesso hemolitico induzido pelo cobre
ocorra.
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A quelatagdo de ides cobre nao pa-
rece ser 0 mecanismo predominante na
accdo antioxidante dos flavonodides
estudados. A quercetina e rutina inibi-
ram a lipoperoxidagao e a hemolise em
concentragdes bastante inferiores a do
metal. Nos ensaios onde a concen-
tragdo dos flavonoides foi de 25 uM,
concentracao oito vezes inferior a do
cobre(Il), ambos os polifenois en-
saiados inibiram a lipoperoxidacao e
hemolise em aproximadamente 90 %.

A formagao de meta-hemoglobina
induzida por cobre foi acelerada na
presenca de quercetina e rutina, em-
bora este efeito ndo tenha tido como
consequéncia a estimulacao da pero-
xidacdo lipidica ou da hemolise.
Outros autores indicam os flavondides
como inibidores da formag¢ao de meta-
hemoglobina, mas foram utilizados
outros sistemas indutores de stresse
oxidante e ndo cobre®.

Efeito de flavondides incorporados
no eritrocito na lipoperoxidacao,
hemolise e formag¢do de meta-
hemoglobina induzidas por cobre

Ambos os flavonoides estudados
inibiram a formac¢dao de TBARS
sugerindo que os flavonoides apds
serem incorporados a partir do meio
extra-globular, podem encontrar-se
provavelmente na membrana plasma-
tica ou no interior do eritrdcito.

A capacidade inibitoria da hemolise
pela quercetina foi inferior a detectada
nas experiéncias onde também se
encontra no espago extra-globular. A
rutina nao apresentou qualquer efeito
na sua inibi¢do, tendo mesmo sido
detectada uma ligeira antecipagdo da
hemolise. Um comportamento seme-
lhante j4 foi referido nos ensaios com
a rutina 10 pM, na sec¢do anterior.

Assim, apesar de ocorrer a inibigao dos
TBARS o processo de hemdlise pode
prosseguir inalterado.

Como proposto em* a hemolise
induzida por radicais pode ndo estar
apenas relacionada com a lipoperoxi-
dacdo, a oxidagdo e agregacdo de
proteinas membranares podem
originar “buracos” hemoliticos na mem-
brana. Também Davies e Goldberg*!
sugerem que a oxidagao das proteinas
e sua degradag¢do sdo processos
independentes da lipoperoxidacgao.

A localizacdo da quercetina no
eritrocito ¢ a sua interac¢do com 0S
varios constituintes membranares
poderdo ser diferentes no caso da
rutina. As moléculas quercetina e rutina
apresentam apenas uma diferenga
estrutural: a quercetina possui um grupo
OH na posi¢ao 3, enquanto a rutina
tem um glicoésido de ramnose (ruti-
nose). Esta diferenca estrutural pode
ser particularmente importante na
interaccdo dos flavonoides com os
constituintes da membrana e na
possivel penetragdo no eritrocito. A
rutinose pode dificultar a difusdo do
flavonoide através da membrana e o
consequente acesso ao interior do eri-
trocito*. Foi sugerido que a quercetina
consegue atravessar a membrana
plasmatica por difusdo passiva®. A
quercetina ao ser retirada do meio ex-
tracelular, podera continuar a proteger
os danos oxidativos de proteinas
membranares importantes para a
manutencao da estabilidade da mem-
brana, enquanto a rutina ao ser retirada
do meio extra-celular, podera deixar
de exercer essa proteccdo. Embora
nao tenha sido objectivo deste traba-
lho, teria sido interessante estudar as
alteracdes sofridas pelas diversas
proteinas membranares e as possiveis
diferencas entre os ensaios com a
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quercetina e rutina.

A quercetina ndo teve qualquer
efeito na formagdo de meta-hemo-
globina induzida pelo cobre, embora
as percentagens de formacao de meta-
hemoglobina tenham sido inferiores nos
ensaios com este flavonoide. A rutina,
pelo contrério, inibiu significativamente
a formagao de meta-hemoglobina ao
longo do tempo. Nos ensaios onde a
rutina também se encontra no meio
extra-celular (secgao anterior), detec-
tou-se a antecipagdo da formagao de
meta-hemoglobina induzida pelo
cobre(Il). Poderdao existir nas duas
condigdes experimentais, diferentes
mecanismos de ac¢do da rutina na
formagao de meta-hemoglobina
induzida pelo cobre(I).

Efeito de flavondides na lipopero-
xidag¢do e hemdlise induzidas pelo
AAPH

O AAPH embora nao exista em
sistemas bioldgicos, apresenta as
vantagens de possibilitar o estudo do
stresse oxidativo da membrana do
eritrocito, pelo ataque exterior de
radicais peroxilo, resultantes da sua
decomposicao a temperatura fisiolo-
gica na presenga de oxigénio, gerando
radicais a uma velocidade constante®.
Considera-se provavel a existéncia de
radicais peroxilo in vivo a partir da
decomposi¢ao de hidroperdxidos
lipidicos por aquecimento ou catalisada
por um metal de transi¢ao*. Foi de-
monstrado que os radicais peroxilo
gerados pelo AAPH induzem a
lipoperoxidagdo e a oxidagdo das
proteinas da membrana do eritrdcito,
processos que eventualmente provo-
cam a hemolise**. A utilizagdo deste
gerador tem, no entanto, o inconve-
niente de ndo permitir a distingao en-

tre a captagdo do radical peroxilo
originado pelo AAPH e a captacao
dos radicais peroxilo lipidicos.

Alguns dos flavondides ensaiados
inibiram significativamente a formagao
de TBARS e a hemdlise induzidas pelo
AAPH. Os resultados obtidos pare-
cem estar relacionados com algumas
das caracteristicas estruturais dos
flavonoides apontadas como impor-
tantes para sua a actividade antio-
xidante: 1) a presenca de um grupo o-
catecol (3',4'- OH) no anel B; ii) a
liga¢do dupla conjugada com o car-
bonilo do carbono 4; iii) a combinagao
dos grupos hidroxilo das posi¢des C3
e C5 com a fun¢do 4-0x0; iv) 0 nimero
de grupos hidroxilo (47,48). Os flavo-
noides que mais inibiram a hemolise
possuem o grupo o-catecol. O quem-
pferol que ndo possui estrutura cate-
colica conferiu menor inibic¢ao, confir-
mando-se a presenca deste grupo
como importante para a actividade
antioxidante.

Dos flavondides ensaiados que
inibiram a formag¢ao de TBARS, todos
tém a estrutura catecolica e ligagao
dupla conjugada com o carbonilo em
(4, sugerindo que estas duas caracte-
risticas estruturais sao importantes para
a inibigdao da lipoperoxidagdo. As
isoflavonas genisteina e daidzeina
estimularam a formacao de TBARS e,
por isso, nao inibiram a hemolise; estes
flavonodides possuem um numero
reduzido de substituintes hidroxilo,
grupos importantes para a actividade
antioxidante. Outra possibilidade ¢ a
formagao de substancias pro-oxi-
dantes, resultantes da reaccdo das
isoflavonas com o AAPH.
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Efeito de flavonoides na lipopero-
xidagdo e hemolise induzidas por
UV-A em presenga de PplX

A geragdo de EROs apds irra-
diacdo de eritrocitos com UV-A na
presenca de protoporfirina IX ¢ um
modelo valido para o estudo dos
efeitos de EROs uma vez que esta
situacdo ¢ possivel in vivo. Doentes
com protoporfiria eritropoética tém
concentracdes elevadas de PpIX nos
eritrocitos, provocando fotossensibi-
lidade e foto-hemolise quando
expostos aradiacao UV-A/visivel®. A
foto-hemolise ¢ precedida por uma
diminui¢do da concentragao dos
grupos sulfidrilicos da membrana, pela
perda de acidos gordos poli-insatu-
rados com formacao de dienos
conjugados e de dialdeido malonico e
pela inibi¢ao da actividade da acetilco-
linesterase®’. A exposigdo da PpIX a
radiagdo ultravioleta ¢ a luz visivel, com
comprimento de onda proximo dos
650 nm, sera o evento desencadeador
da formacao de espécies reactivas de
oxigénio. Apos irradiacao, a PpIX ¢
excitada para o estadio tripleto, cuja
energia ¢ posteriormente transferida
para o oxigénio molecular com for-
magcao de oxigénio singuleto. Durante
este processo, o fotossensibilizador ¢
regenerado possibilitando varios ciclos
de producgdo de oxigénio singuleto.
Apesar da sua curta semi-vida (4 ms
em solu¢do aquosa), o oxigénio sin-
guleto ¢ extremamente reactivo oxi-
dando, de forma irreversivel, compo-
nentes celulares essenciais, como
proteinas, acidos nucléicos, colesterol,
entre outros®. Além disso, muitas subs-
tancias como ALA e os seus ésteres
metilados (pro-farmacos), utilizadas em
terapéutica fotodinamica sdo
metabolizadas em protoporfirina IX>'.

A quercetina e rutina inibiram
significativamente a foto-hemolise
induzida por radiagdo UV-A na pre-
senga de PpIX ao longo da irradiagao.
Apesar de ndo significativas, as per-
centagens de inibicdo da hemolise
foram ligeiramente superiores nos
ensaios com a quercetina em compa-
racdo com a rutina. Sorata et al. (52)
também indicam a quercetina e a rutina
como protectores da foto-hemolise na
fotossensibiliza¢do induzida por
hematoporfirina. Nas experiéncias
efectuadas com outros sistemas oxi-
dantes — cobre(Il) e AAPH — constata-
se que a protec¢cao conferida pelos
flavonoides na inibi¢ao da hemolise foi
maior que a detectada na foto-hemolise
induzida por UV-A e PpIX. A querce-
tina e a rutina poderao ser captadores
mais eficientes dos radicais gerados
nesses sistemas (peroxilo gerado pelo
AAPH ou HO" gerados pelo cobre),
do que captadores/desactivadores do
oxigénio singuleto gerados na
fotossensibilizacao por PpIX.

Ao contrario dos sistemas de
metais indutores de stresse oxidante -
como constatado nas experiéncias
com o cobre - a formacao de TBARS
induzida pela radiagdo UV-A na
presenga de PplX, apresenta uma
velocidade de formagao praticamente
linear, uma caracteristica de sistemas
geradores de 'O,”.

Ambos os flavonoides quercetina e
rutina inibiram a formagdo de TBARS
ao longo da irradiagdo, apresentado a
quercetina claramente maior potencial
inibitorio que a rutina.
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Efeito de flavondides incorporados
no eritrocito na lipoperoxidac¢do e
hemdlise induzidas por UV-A em
presenc¢a de PpIX

A quercetina e a rutina inibiram
significativamente a foto-hemdlise,
sendo as percentagens de inibicao
semelhantes entre os dois flavonoides.
Os flavonoides apos terem sido remo-
vidos do meio extracelular, continuam
a proteger o eritrocito da foto-hemo-
lise, indicando que poderao ter sido
incorporados no eritrocito.

A formagao de TBARS foi inibida
pelos 2 flavondides, tendo a quercetina
maior potencial inibitorio que a rutina.
No entanto, as percentagens de ini-
bigdo da formagao de TBARS foram
inferiores as detectadas nos ensaios
onde a quercetina e rutina também
estdo presentes no meio extra-celular.
A remocao dos flavondides podera
diminuir a protec¢ao da lipoperoxi-
dag¢do dos fosfolipidos localizados no
exterior da membrana.

A inibigao da hemolise induzida pela
UV-A e PpIX foi semelhante com
ambos os flavonoides, mas a inibi¢ao
da formagdo de TBARS detectadanos
ensaios com a quercetina foi superior
a rutina. Pelas razoes referidas, a
quercetina e a rutina podem talvez pro-
teger de forma distinta diversos consti-
tuintes da membrana, ou apresentar
uma localiza¢do subcelular diferente,
nao sendo possivel no ambito deste
trabalho, apresentar mecanismos que
expliquem estas diferencas.

Alguns dos flavonodides estudados
revelaram potencial antioxidante nos
trés sistemas oxidantes utilizados,
inibindo a lipoperoxidagao e hemolise
mesmo quando presentes apenas no
espaco intraglobular. A presenca de
flavonoides no eritrocito pode desem-

penhar um papel importante na distri-
buicdo destas moléculas pelo organismo,
tendo sido sugerido que os eritrocitos
funcionam como reservatorios de
flavonoides®. E importante referir que,
neste trabalho, os flavonoides foram
ensaiados em concentragdes superiores
as detectadas no plasma e na sua forma
natural, enquanto no plasma sao
detectados principalmente na forma de
conjugados glicosilados, sulfatados e
metilados, alteragdes que podem
diminuir a sua capacidade antioxi-
dante*. Através da metila¢ao ou glico-
silacdo, as propriedades antioxidantes
podem ser perdidas, mas pensa-se que
os flavonodides podem continuar a
desempenhar efeitos similares a
molécula original por outros mecanis-
mos como a regulagdo da expressao
génica*,

Alguns autores consideram que sao
necessarios mais estudos sobre a
absorc¢ao, biotransformacao e distribui-
¢a0 nos tecidos de moléculas conside-
radas “antioxidantes” como os polife-
ndis, antes de serem realmente apontadas
como possuidoras dessas funcoes in
vivo>>.

CONCLUSOES

Efeito de flavonoides na lipopero-
xidagdo e hemolise induzidas por
AAPH

O AAPH quando sujeito a atmos-
fera de oxigénio, induziu a hemolise e
a lipoperoxidagao do eritrocito.

Alguns dos flavonodides estudados
inibiram a lipoperoxidacao e a hemdlise,
confirmando-se que certas caracteris-
ticas estruturais, como a presenca do
grupo o-catecol e a ligacdo dupla
conjugada com o carbonilo em C4, sdo
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importantes para a actividade antio-
xidante dos flavonoides.

As isoflavonas genisteina e dai-
dzeina estimulam, nas condig¢des
experimentais utilizadas, a lipoperoxi-
dac¢ao embora ndo apresentem qualquer
efeito na hemolise.

Efeito de flavonoides na lipopero-
xida¢do, hemolise e formagdo de
metahemoglobina induzidas por
cobre

Confirmou-se que o cobre induz a
hemolise, lipoperoxidacao e formagao
de metahemoglobina no eritrocito
humano. A lipoperoxida¢ao induzida
pelo cobre precede a hemolise.

A quercetina e rutina inibiram a
lipoperoxidagdo e a hemolise, depen-
dendo da concentragdo ensaiada.

A antecipacao pelos flavonoides da
formagao de meta-hemoglobina indu-
zida por cobre ndo apresentou como
consequéncia a estimulagdo da lipo-
peroxidacao e hemolise.

A quelatacdo do cobre ndo parece
ser o principal mecanismo na actividade
antioxidante dos flavonoides.

Efeito de flavondides incorporados
no eritrocito na lipoperoxidacgao,
hemolise e formag¢do de meta-
hemoglobina induzidas por cobre

A quercetina e rutina inibem a lipo-
peroxidagao estando por isso, provavel-
mente, incorporadas no eritrocito.

Enquanto a quercetina apresentou
um efeito protector da hemolise, a
rutina ndo inibiu a hemolise. Este facto
pode sugerir que os flavonoides
apresentam uma localizacdo intra
celular diferente e protegem diferentes
estruturas celulares importantes no
processo hemolitico.

Efeito de flavonoides na lipopero-
xidagdo e hemolise induzidas por
UV-A em presenga de PplX

Confirmou-se que a PpIX ¢ um
potente fotossensibilizador provocan-
do ahemodlise e a peroxidagao lipidica.

A quercetina e rutina diminuiram,
ligeiramente, a foto-hemolise. Ambos
os flavonoides inibiram a lipopero-
xidacdo apresentando a quercetina
claramente maior potencial inibitorio.

Efeito de flavondides incorporados
no eritrocito na lipoperoxidac¢do e
hemolise induzidas por UV-A em
presenc¢a de PpIX

Os resultados foram semelhantes
aos descritos na secg¢ao anterior,
indicando que os flavonoides incor-
porados continuam a inibir a foto-
hemolise e a lipoperoxidagao.
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