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RESUMO

Devido aos efeitos nocivos dos radicais livres no organismo humano, muitas pesquisas
hoje buscam novos agentes antioxidantes assim como novas metodologias e
biomarcadores com relacdo bem estabelecida entre a concentracdo do biomarcador e a
exposicdo ao agente, ao dano induzido ou a susceptibilidade pesquisada. Atualmente
eritrécitos tém sido usados como modelo para investigar danos oxidativos em
biomembranas por causa de sua alta vulnerabilidade para peroxidacdo. Este trabalho
teve como objetivo identificar biomarcadores de modificacGes oxidativas mediadas por
radiacdo ultravioleta no eritrdcito, visando a elaboragdo de um método para estudo da
atividade fotoprotetora de extratos vegetais. Foram utilizados como marcadores da
oxidacdo dos eritrocitos a medida da forma e do volume, a monitoracdo da oxidacdo de
proteinas, através da dosagem de carbonilas; a deteccdo de alteracdes na oxidacdo de
lipideos, pela dosagem de malondialdeido e a capacidade hemolizantes da célula sob
exposicdo a radiagdo UV. Os biomarcadores utilizados nesse estudo mostraram-se ao
final ndo ser eficientes em monitorar a oxidacdo mediada por radiacdo UV. As
alteracdes medidas foram relativamente baixas ou inexistentes nas doses de radiagédo
empregadas, inviabilizando o uso do método proposto para o estudo de extratos vegetais

como protetores da radiagdo UV em eritrdcitos.

Palavras Chaves: Eritrdcito, oxidacdo, fotoprotecéo, radiacao UV



1. INTRODUCAO

Os eritrcitos sdo células Unicas que executam fungdes vitais ao organismo.
Quando maduros, nos mamiferos, sdo células anucleadas que normalmente circulam por
alguns meses apesar de sua limitada capacidade sintética e do fato de se expor repetidas
vezes a insultos mecanicos e metabolicos. O fato de ndo possuirem nucleo e outras
organelas impossibilita a sintese de &cidos nucléicos ou proteinas. Possuem diversas
funcgdes bioldgicas, incluindo as funcdes de transporte de oxigénio, diéxido de carbono
e o tamponamento dos ions de hidrogénio que estdo interligadas. (HARVEY et. al.,
2003). A membrana dos eritrocitos € composta por dupla camada lipoprotéica que €
responsavel pela formacao da superficie da célula. Sustentando esta estrutura participam
varias proteinas: anquirina, espectrina alfa e beta, banda 4.1, banda 3, actina e
tropomiosina, além do colesterol. Essas proteinas se interagem nos sentidos horizontais
e verticais, dando plasticidade a célula. O colesterol participa na estrutura lipo-protéica
interagindo entre as regiGes hidrofébicas e hidrofilicas da célula, protegendo os acidos
graxos contra a a¢do de radicais livres. (BENNETT, 1981).

A radiacdo UV faz parte da luz solar que atinge a Terra. Ao atingir nossa pele,
0s raios UV penetram profundamente e desencadeiam reacOes imediatas como as
queimaduras solares, as fotoalergias (alergias desencadeadas pela luz solar) e o
bronzeamento. Provocam também reacGes tardias, devido ao efeito acumulativo da
radiacdo durante a vida, causando o envelhecimento cutaneo e as alteragGes celulares
que, atraves de mutacOes genéticas, predispdem ao cancer da pele. Um dos problemas
mais graves que tem sido foco de estudos € a exposicdo a esses raios ultravioletas que

provocam alteracGes que aceleram o envelhecimento atraves de efeitos oxidantes com a



formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) podendo estar relacionados a alguns
tipos de cancer (AFAQ et. al., 2005).

As radiacbes UVA e UVB sdo responsdveis pela diminuicdo de sistemas
antioxidantes cutneos e responsaveis pelo aumento de sistemas oxidantes.
(CASAGRANDE et.al., 2006). Sabe-se que a radiacdo solar estd com maior intensidade
na superficie da Terra e os estudos de fotosensibilizacdo tém sido cada vez mais
comuns, como os testes com drogas como a fluoroquinolona e seus derivados usados
em animais, potentes fotosenbilizadores. A fluoroquinolona induz o eritema devido sua
afinidade com a melanina, esses eritemas s&o tratados com inibidores de
ciclooxigenases, inibidores de H1 e H2, inibidor de 6xido nitrico sintetase e R-caroteno,
em cada droga h& uma resposta organica diferente sugerindo a diferenca de acdo dos
raios UVA e UVB. (AKTER et.al., 1998).

Com a falta de equilibrio das ERO um estado pré-oxidativo é formado e depois
o0 estresse oxidativo (GUARATINI, 2007). H& alteracdo ainda no DNA das células
expostas a essas reacdes. E necessario analisar o tempo de exposi¢io ao agente
oxidante, a dose de UV e o tipo de comprimento de onda para avaliar as transformacdes

que a pele sofre.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Identificar biomarcadores de modificagdes oxidativas mediadas por radiacdo

ultravioleta no eritrocito, visando a elaboracdo de um método para estudo da atividade

fotoprotetora de extratos vegetais.

2.2 Especificos:

2.2.1 Estudar modificagdes na forma e contetido dos eritrocitos submetidos a radiacéo

uv

2.2.2 Monitorar a oxidacgao de proteinas em eritrocitos expostos a radiagdo UV

2.2.3 Detectar alteracdes na oxidacao de lipideos nos eritrocitos apds radiacdo UV

2.2.4 Utilizar os principais marcadores do processo de oxidacdo na elaboracdo de um

método para estudo de extrato de plantas com atividade fotoprotetora.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Danos a pele na exposicao excessiva solar

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano. E dividida em duas camadas: uma
externa, a epiderme, e outra interna, a derme. A pele protege o corpo contra o calor, a luz
e as infeccOes. Ela é também responsavel pela regulagdo da temperatura do corpo, bem
como pela reserva de agua, vitamina D e gordura (OKUNO & VILELA, 2005).

Uma funcdo importante da epiderme é promover uma barreira protetora contra as
agressdes do ambiente, incluindo a radiacdo UV (HILDESHEIM, 2004).

A acdo dos raios UV sobre a pele € um processo complexo que esta associado
com reagbes quimicas e morfoldgicas. As alteracbes na epiderme envolvem
espessamento da camada espinhosa e retificagdo da juncdo dermo-epidérmica. Os
queratindcitos comecam a demonstrar resisténcia a apoptose e podem sobreviver por um
tempo maior, possibilitando dessa maneira o acimulo de alteracdes no DNA e alteracfes
em proteinas, o que facilita o processo da carcinogénese (WULF et. al., 2004). O
espectro eletromagnético solar pode ser subdividido em trés regides: UV-A 320- 400nm,
UV-B 290-320nm e UV-C 200-290nm (QUINN, 1997).

A radiacdo UV-A, que corresponde a mais de 90% da radiacdo solar (QUINN,
1997), tem o maior comprimento de onda e uma baixa quantidade de energia UV, e
provoca pigmentacdo proxima a superficie da pele, tendo como principais efeitos o
ressecamento e o envelhecimento precoce. A radiacdo UV-B tem um comprimento de
onda menor e uma quantidade de energia maior que a radiagdo UV-A, causando

pigmentacdo profunda, ressecamento, envelhecimento precoce e cancer de pele. Seus



efeitos sdo mais marcantes do que os da radiagdo UV-A. A radiagdo UV-C tem maior
potencial de dano a pele, porém néo atravessa a camada de 0z6nio (THORNHIL, 1993).

Quando a luz UV alcanca as células da pele (figura 1), os diferentes
comprimentos de onda comegcam a exercer seus efeitos: a luz UV-A (UVA-1 e UVA-2)
atua principalmente gerando radicais livres que irdo posteriormente ser responsaveis pela
peroxidacdo lipidica. Se houver deficiéncia de vitamina E intracelular, o radical livre ird
se combinar com a molécula lipidica e liberar um atomo de oxigénio, iniciando uma
peroxidagdo do lipideo poliinsaturado que produz moléculas ndo ativas de perdxido.
Estas moléculas de peroxido podem causar dano celular consideravel (SALGADO,
2002). Ja a radiacdo UV-B, embora possa também gerar radicais livres, tem como
principal mecanismo de acéo a interagdo direta com o DNA, causando a sua destrui¢éo
(BENEMBURG et. al., 2000).

A quebra de ligagdes no DNA modifica proteinas no tecido da pele que
produzem formas de carbonila que se acumula nas papilas dérmicas, essa proteinase
provoca um dano no colégeno prejudicando a formacao da pele, os raios UV bloqueiam
o receptor do fator de crescimento tipo Il, ativando outras proteinas que ativardo a

colagenase (SOUZA, 2004).

Figura 1: Alcance das radiagdes UVA — UVB nas camadas da pele. (Fonte: blog bulle de
beaute, 2008)
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3.2 Estresses oxidativo

O desbalanco entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) / espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e remocdo pelos sistemas de defesa antioxidante é
denominado estresse oxidativo. O estresse oxidativo é uma condicdo celular ou
fisioldgica de elevada concentracdo de ROS/RNS que causa danos moleculares as
estruturas celulares, com consequente alteracdo funcional e prejuizo das fungdes vitais
(DROGE, 2002), em diversos tecidos e 6rgdos, tais como musculo, figado, tecidos
adiposo (BARJA DE QUIROGA, 1992; GOLDFARB, 1993), vascular (DUARTE et. al.,
1993; FENSTER et. al., 2002) e cerebral (SIGNORINI, 1993; HALLIWELL, 1994;
KEYNES & GARTHWAITE, 2004). No entanto, o efeito deletério do estresse oxidativo
varia consideravelmente de um ser vivo para o outro, de acordo com a idade, o estado
fisioldgico e a dieta (NIESS et. al., 1999). Habitos de vida inapropriados, tais como a
ingestdo de alcool, fumo e dieta inadequada; condi¢cBes ambientais improprias, tais como
a exposicao a radiacdo nao ionizante UV e ondas curtas; poluicdo; alta umidade relativa
e temperatura elevada; estados psicoldgicos que provocam estresse emocional
(ELSAYED, 2001), o envelhecimento (DROGE, 2002) e o exercicio realizado de forma
extrema (ELSAYED, 2001) também estéo associados ao estresse oxidativo.

Hé& fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem importancia capital nos
processos de envelhecimento, transformacgéo e morte celular, com consequéncias diretas
em muitos processos patoldgicos entre eles; a inducdo do cancer e a propagacao de AIDS
em pacientes soropositivos (HIV+), bem como na fisiopatologia de muitas doencas
crénicas, entre elas, doencas autoimunes, cardiopatias, cancer, doencas do pulméo,

intoxicagdo por xenobidticos e muitas outras (HALLIWELL, 1995). O reconhecimento

11



dessa relagéo estimulou o desenvolvimento de estudos de marcadores de dano oxidativo

e de substancias antioxidantes em sistemas bioldgicos.

3.2 Biomarcadores

Segundo ZWART e colaboradores e LABAER, o0s biomarcadores tém
caracteristicas passiveis de avaliacdo e mensuracdo, como indicadoras de processos
bioldgicos normais, processos patogénicos ou de resposta farmacoldgica a uma
intervencdo terapéutica. Como tal, refletiiam mudancas em sistemas biologicos
relacionadas a exposi¢do ou aos efeitos de xenobioticos, ou outros tipos de fatores. Eles
podem ser classificados, segundo 0s mesmos autores, como biomarcadores: de
exposicao, de efeito e de susceptibilidade. O biomarcador ideal deve reunir as seguintes
caracteristicas: mostrar alta especificidade para o efeito de interesse; refletir o efeito
desde o inicio; ser passivel de determinacdo e andlise faceis e de baixo custo; ser
analisado por técnica ndo invasiva, de alta sensibilidade, no fluido bioldgico escolhido.
Deve existir uma relacdo bem estabelecida entre a concentragdo do biomarcador e a
exposicao ao agente, ao dano induzido e a susceptibilidade pesquisada.

O sangue humano é uma excelente fonte de marcadores in vivo de estresse
oxidativo, uma vez que nele sdo transportados e redistribuidos antioxidantes e
endobidticos modificados por acdo de ERRO e ERN. E considerada uma amostra
bioldgica Unica, potencialmente mais informativa, ja que, obtida de um individuo, pode
descrever seu estado de saude no momento da coleta (JACOBS et. al., 2005). Pode ser
obtido em larga escala, com uma quantidade relativamente grande de proteinas (em mg),
disponivel para estudo de numerosas condicfes e estados de saide (ANDERSON et. al.,

2002).
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3.3 Oxidacéo em eritrocito

A membrana do glébulo vermelho contém grande nimero de grupos -SH, e 0s
agentes oxidantes podem converter estes grupos tiois (R-SH) em componentes dissulfeto
(R-SSG), levando a desnaturagdo das proteinas da membrana (GILBERT & Mc LEAN,
1990). Neste processo, pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidacdo da hemoglobina
(Hb) & Meta-Hb, que precipita e forma os corpusculos de Heinz (RICE — EVANS &
BAYSAL, 1987).

O componente lipidico da membrana eritrocitaria estd também sujeito a agresséo
oxidativa. Os produtos desta lipoperoxidacdo podem induzir o estresse oxidativo
intracelular (RICE-EVANS et. al., 1986).

A associacao dos fendmenos lipoperoxidacdo, formacao de corpusculos de Heinz
e oxidacdo dos grupos-SH poderdo promover a lesdo da membrana do glébulo vermelho.
Se a eficiéncia do sistema antioxidante for superada pela magnitude destes fenémenos,
ocorrerd o estresse oxidativo, que culminard em hemolise. A figura 2 esquematiza a
relacdo destes processos, considerando o ferro como 0 agente agressor oxidante e o
eritrécito como célula-alvo. No entanto, é possivel generalizar este padrdo de agressao e
defesa celular antioxidante para grande parte dos tecidos do organismo.

Quando o eritrocito € submetido a estresse oxidativo, pode ocorrer a oxidagdo da
hemoglobina e a formacao de complexos de ferro (RICE EVANS & BAYSAL, 1987). A
ligacdo do oxigénio a hemoglobina pode levar ao aparecimento de ions superdxido e a
formagdo de metahemoglobina. Ao elevar-se a concentracdo de metahemoglobina a
niveis tais que os mecanismos de reducdo ndo sejam suficientes para reconverté-la a
oxihemoglobina, inicia-se a formacdo de hemicromos, pela deplecdo do heme oxidado.

O dominio citoplasmatico das proteinas da banda 3 do citoesqueleto possui uma alta
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afinidade pelos hemicromos (LEE et. al.,1999). A precipitacdo de hemicromos junto da
membrana eritrocitaria favorece a formacgdo de agregados de alto peso molecular,
resultantes de sua interacdo com proteinas da banda 3. Tal fato € notado com maior
facilidade em doengas que resultam em maior suscetibilidade a danos oxidativos.
Alteragdes na fluidez e na deformabilidade do eritrocito podem culminar com a
associacao de hemoglobina desnaturada junto & membrana celular (HARRIS, 1991).

Observou-se que eritrocitos tém sido usados como modelo para investigar danos
oxidativos em biomembranas por causa de sua alta vulnerabilidade para peroxidagdo. A
exposicao de eritrdcitos a condi¢cbes como exercicio e hipoxia conduzem peroxidacao
de lipidios, mudancas em morfologia celular, ligagdes cruzadas de proteinas, hemdlise e
alteracfes em proteinas da membrana (OKAMOTO et. al., 2004).

Embora os eritrécitos contenham um extenso sistema de defesa antioxidante,
oxidagBes danificam proteinas de membrana e lipidios e contribuem a senescéncia de
células normais que resulte em um tempo de vida menor para células danificadas. A
principal fonte de ERO intracelular no eritrécito é autoxidacdo de oxihemoglobina que
gera superdxido, e por dismutacdo produz peroxido de hidrogénio (NAGABABU et al.,
2003). Neste sentido, o eritrdcito tem-se mostrado um modelo eficiente para estudo de

principios ativos antioxidantes em modelos ex-vivo.
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Figura 2: Mecanismo de leséo e protecdo eritrocitaria nas sobrecargas de ferro. A hemolise
podera ocorrer se a capacidade de defesa antioxidante for superada pela capacidade oxidativa do

agente. (Fonte: FERREIRA & MATSUBARA, 1997)

3.4 Sistema Antioxidante do Eritrécito

O eritrocito dispde de aparelhagens metabolica e estrutural especializadas, para
manter a hemoglobina no seu estado funcional. Desta forma, transporta grande
quantidade de oxigénio de forma relativamente segura para a sua integridade, gragas a
um complexo sistema de destoxificacdo, que previne o acumulo de radicais livres e de
outras espécies altamente reativas. O principal tampéo redox do eritrécito é a GSH, um
tripeptideo formado por residuos de glicina, glutamato e cisteina, sendo esse ultimo
aminoacido portador do grupo sulfidrila (SH), grupo empregado nas reagdes de oxido-
reducdo nas quais a molécula participa (LEHNINGER et. al.,1995; STRYER,1996). A
fungdo da GSH é manter componentes diversos da célula em estado reduzido,

especialmente proteinas e ions Fe++ de grupos heme. A GSH também atua como um
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nucleofilo, com reatividade para se combinar com varias drogas, gerando metabolitos
que facilitam a excre¢do urinaria ou biliar desses xenobidticos (ESTEVEZ et. al.,1994).
O mecanismo redox de remoc¢do de peroxidos e de outros derivados reativos do O2
envolve a oxidacdo da GSH, gerando o dimero denominado glutationa oxidada (GSSG).
A reacdo de dimerizacdo da GSH é catalisada pela glutationa peroxidase (GSHPx), uma
das raras enzimas que utilizam o elemento selénio. A regeneracdo da GSSG por reducéo
é realizada pela glutationa redutase (GR), que utiliza nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) como fonte de elétrons. O NADPH ¢é gerado
em uma via alternativa do metabolismo da glucose, o ciclo das pentoses fosfato ou via
das hexoses monofosfato. Deficiéncias ou comprometimentos nas enzimas deste
metabolismo, especialmente a glucose-6-fosfato  desidrogenase, aumentam

enormemente a suscetibilidade do eritrocito ao estresse oxidativo (JANDL, 1996).

3.5 Defesas de antioxidantes presentes em plantas na pele

O mecanismo de primeira linha de prevencdo a acGes de antioxidantes é feito
por protetores solares organicos, seus mecanismos podem ser classificados em
absorcéo, reflexdo e difusdo. Nos filtros orgénicos a luz ultravioleta é transformada em
energia ndo danosa para a pele humana. A composicao desses filtros geralmente € com
grupos aromaticos, que apresentam um grupo doador de elétrons, como uma amina ou
um grupo metoxila, na posicdo orto ou para do anel aromatico. Ao absorver a radiacao
UV, os elétrons situados no orbital 1t HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta
energia) sdo excitados para orbital * LUMO (orbital molecular vazio de mais baixa

energia) e, ao retornarem para o estado inicial, 0 excesso de energia é liberado em forma
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de calor. Previnem o dano ao DNA e inativam o gene responsavel por um possivel
cancer como o p53 (FLOR, 2007).

Outro modo de protecdo feito fotoprotetores provenientes de plantas é pela
acdo antioxidante em que se reduzem as espécies reativas, através de um limpador
(figura 2), reduz o estresse oxidativo e reduz o dano ao gene oncogénico p53 (AFAQ,
2006).

A terceira linha de defesa é através de processos de redox que diminuem a
inflamacdo e evitam a apoptose de células e as transformam, fazendo uma correcéo

tecidual (AFAQ, 2006).

3.6 Uso de substancias antioxidante

A principal funcdo do sistema de defesa antioxidante do organismo € inibir ou
reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas do oxigénio (ROS). Existe
uma grande variedade de substancias antioxidantes, as quais podem ser classificadas em
funcdo da origem e/ou localizacdo (JACOB, 1985).

Para a defesa do organismo existe o sistema antioxidante cutaneo que é formado
por substancias enzimaticas, dentre eles destacam-se a glutationa peroxidase (GPx), a
catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD), sdo encontrados em células da
epiderme chamadas queratindcitos. (AFAQ et. al. 2005). Outro grupo sdo 0s
antioxidantes ndo enzimaticos como o caso de horménios e como exemplo o acido
lipdico que apresenta atividade antioxidante e pode ajudar como regenerador de formas
oxidadas de glutationa e alfa-tocoferol, bem como a melanina, que possui papel protetor

contra a radiagéo UV.
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A aplicacdo topica ou oral de antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos
representa uma estratégia interessante de protecdo cutanea contra o estresse oxidativo
ocasionado por diferentes agentes.

Pesquisa com plantas medicinais da América do Sul, fez uma avaliacdo
preliminar analitica de um extrato etanodlico da folha de C. reflexum (ECR), achando
niveis altos de combinacdes fendlicas, especialmente flavonoides, de quem efetividade
contra UV luz - induziu dano de pele é informado em literatura (BONINA et., 1996).

O Calycophyllum spruceanum (Benth.) K.Schum é indicada como uma planta de
grande capacidade antioxidante e em estudos prévios, tendo a producdo de cremes anti-
envelhecimento em grande escala por empresas de cosméticos no estado do Amazonas.
A espécie é encontrada em grande quantidade na regido e sua parte utilizada é a casca,
colocada em decoccdo e aplicada para infeccbes de pele por nativos da regido
amazonica. E uma arvore de grande porte, sua casca muda periodicamente, é fina e
lembra uma pele, criando certa dificuldade quando € identificada. Mesmo com sua
atividade medicinal comprovada, a espécie é utilizada em maior escala por industrias
madeireiras por sua madeira densa e de boa qualidade. (CARDONA, 2003)

Diversos estudos descritos na literatura abordam o uso de antioxidantes oriundos
de produtos naturais. A eficicia de antioxidantes desta origem é extensamente
investigada, principalmente frente aos efeitos da radiagédo UV, sendo utilizados alguns
extratos como o de Calendula officinalis, Polypodium leucotomo (GOMES et al, 2001),
de Pothomorphe umbellata (ROPKE et al, 2003), entre muitos outros, a fim de prevenir
ou amenizar os efeitos causados pela radiagdo UV.

O cha verde, nome popular dado para a infusdo obtida a partir da planta
Camellia sinensis, € rico em catequinas, que sdo poderosos antioxidantes. Dentre 0s

efeitos observados, podem-se citar a inibicdo da lipoperoxidacdo e dos danos causados
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ao DNA pelas ERO, a inibicdo da imunossupresséo e da inflamacéo cuténea induzida
pela radiacdo UV, a inducdo de apoptose nas celulas tumorais e inibicdo do crescimento
do tumor induzido pela radiagdo UV100. Além de ser consumido por quase um tergo da
populacdo mundial, encontra-se também em produtos para uso topico, apresentando
efeitos semelhantes (KATIKYAR et. al, 1999).

Os antioxidantes naturais sdo promissores na prevencao do cancer de pele, pois
muitos ja mostraram seus efeitos anticarcinogénico e antimutagénico, além de baixa
toxicidade (AFAQ, 2002). Assim, o uso de substancias antioxidantes, por via oral ou
topica, pode auxiliar os sistemas enddgenos de protecdo da epiderme, além de contribuir

para prevencao de problemas a longo prazo ( STEENVOORDEN, 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria prima vegetal

Os extratos selecionados no presente projetos foram elaborados e cedidos pela
Profa. Dra.Tatiane Pereira de Souza. Foram escolhidos pelo menos trés extratos de

plantas diferentes com potencial uso como dermocosmeéticos.

4.2 Eritrocitos

Foi coletada uma amostra de 4,5 ml de sangue humano adultos. O sangue foi
adicionado a um tubo contendo EDTA e centrifugado a 2500 rpm por 15 min para
obtencdo de um concentrado de eritrocitos. Os eritrcitos foram lavados trés vezes com
soro fisiolégico numa proporcdo 1:1 e em seguida diluidos também com o soro para

obtencdo de uma solucdo de eritrocitos (50%) a qual foi utilizada nos experimentos.

4.3 Modificagdes oxidativas do eritrécito mediada por radiacdo UV

A solucdo de eritrocitos foi submetida a diferentes tempos de oxidacdo mediada

por radiacdo UV com exposicédo direta a aproximadamente 20 cm de uma lampada com

emissdo a 354 nm, e posteriormente submetida aos testes de avaliacdo dos

biomarcadores da oxidacao.
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4.4 Marcadores da oxidacgdo no eritrocito

4.4.1. Alteracdes na forma e volume

Ap0s exposicdo dos eritrdcitos a oxidacao foi confeccionado um esfregaco que
em seguida foi corado pelo método de Leishman e a forma do eritrécito foi visualizada
em um microscépio o6tico. A solugdo também foi submetida a uma leitura automatizada
pelo equipamento KX-21N (Sysmex) onde foram analizados parametros relacionados a

forma e ao tamanho do eritrécito.

4.4.2. Hemolise

Testes foram realizados para estabelecer as condi¢cbes de hemolise. Foi
adicionada a amostra contendo hemoglobina 400uL de soro fisiol6gico e centrifugado a
1500rpm por 5 minutos. Separado o sobrenadante e o infranadante da amostra foi feito a
reacdo do Drabkin, obtida através do reagente de Drabkin em que a Hb, em presenca do
reagente, forma um composto, a cianometahemoglobina. No infranadante utilizou-se o
reagente Triton X- 100 como hemilozante. A leitura da absorbancia foi absorvida a 540

nm.
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4.4.3. Dosagem do MDA

Um dos parametros para monitorar a oxidacdo dos eritrécitos foi os niveis de
malondialdeido (MDA). A dosagem dos niveis de malondialdeido foi realizado
segundo ARGUELLES et. al. (2004). Para determinacdo dos niveis de MDA utilizou-
se 100 uL da solucdo de eritrocitos adicionados a 1 mL de uma solugdo contendo
acido tricloroacético a 10 % e acido tiobarbiturico a 1 % em acido cloridrico 0,25 N.
Esta mistura foi aguecida em banho-maria por 30 minutos e depois centrifugada. A
absorbancia do sobrenadante foi medida a 535 nm. A concentracdo das amostras foi
determinada a partir da leitura de uma amostra com concentracdo conhecida (padréo)

de malondialdeido a 4 pumol/L.

4.4.2. Dosagem das proteinas carboniladas

A oxidacdo das proteinas dos eritrécitos foi mensurada pela determinacdo de
grupamentos carbonilas baseados na reacdo com dinitrofenilhidrazina (LEVINE et al.,
1990). Para a realizacdo do experimento foram utilizado os reagente: Guanidina 6 M ,
DNPH, HCI 2,5 M, Acido Tricloroacético (TCA) 10% e 20% e Etano/Acetato de Etila
1:1 para remover o DNPH livre e lipidios contaminantes. Inicialmente utilizou-se
DNPH para a reacdo com as carbonilas da amostra. Para cada amostra, utilizou-se outro
tubo para medida de proteina total da amostra. Esse tubo referiu-se ao “branco”, e as
concentracgdes utilizadas foram as mesmas para medida das carbonilas. A quantidade de
carbonilas foi determinada espectrofotometricamente em 360nm usando um coeficiente

de extingdo molar de 22.000
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Marcadores da oxidacgdo no eritrocito

5.1.1. Alteragdes na forma e volume

A solucdo de eritrdcitos foi submetida aos tempos de oxidacdo 30,60 e 120
minutos, mediada por radiacdo UV com exposicdo direta; confeccionado um esfregaco
de cada tempo; corado e a forma do eritrdcito foi visualizada em um microscdpio o6tico.

De acordo com a figura 3 percebe-se que quando observadas microscopicamente

as amostras nao apresentaram alteracdo significantes na forma e no volume da célula.

N&o oxidado AMVN AMVN 30 MIN

2. Esfregaco por radiagéo direta UV

- &

Nao oxidado 30 min. UV 60 min. UV 120 min. UV

Figura 3: Esfregaco utilizando AMVN como agente oxidante no método quimico em
comparacdo por radiacdo direta ao UV em diferentes tempos de exposic¢ao.
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A solucdo a qual foi submetida a leitura automatizada pelo equipamento KX-

21N (Sysmex), foi avaliada por método quimico utilizando o agente oxidante AMVN e

por exposicao direta a radiacdo UV; avaliando os indices de Volume Corpuscular Medio

(MCV) em fentolitros e a medida direta também em fentolitros da largura da curva de

distribuicdo das hemécias de acordo com o volume eritrocitario (RDW_SD). Ambos

estdo relacionados a forma e ao tamanho do eritrécito.

De acordo com a tabela 1, no método quimico apenas o indice MCV sofreu

alteracdes quando utilizado o AMVN nos tempos 15 e 30 minutos; assim como

RDW_SD que também sofreu alteracbes apenas nas amostras com AMVN. Para o

método com exposicdo direta a radiagdo UV ambos os indices MCV e RDW_SD néo

sofreram alteracOes (tabela 2). As alteragfes sdo comparadas aos valores de referéncia

ja descritos na literatura, contudo ndo sdo alterages significativas.

Método Quimico:

160
140
120
100
80
60
40
20
0

Volume (fL)

N oxidado

0 min

15 min
AMVN

30 min

aMCV
BRDW_SD

0 min

Tabela 1: indices hematimétricos (MCV e RDW_SD) utilizando AMVN e CuSO4 como agente
oxidante em comparacao a diferentes tempos, ambos os indices medidos em fentolitros.
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Método de Radiacéo Direta UV:

120 +
100 -

80 -

@MCV
BRDW_SD

60 -

Volume (fL)

40 -

20 -

0
fi oxidado 30 60’ 120

Tabela 2: indices hematimétricos (MCV e RDW_SD) utilizando a exposi¢&o direta ao UV
como agente oxidante em comparacéo a diferentes tempos.

5.1.2 Hemoblise

Testes foram realizados para estabelecer as condi¢gdes de hemolise utilizando o
reagente Triton X- 100 como hemilozante e exposicdo direta por radiacdo UV. Foi
utilizado solucdo de hemacias a 50%. A dosagem de hemoglobina no hemolisado foi
obtida através do reagente de Drabkin (2 mL do reagente + 50uL da amostra) que é
absorvida a 540 nm.

Conforme a tabela 3 a absorbéancia de hemolise nas amostras tratadas com BHT
foram maiores quando comparadas com as amostras sem o antioxidante, demonstrando

que ndo foi eficiente a utilizacdo de um antioxidante para protecdo da hemdlise.
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0,8 -

0,5 +

O Com BHT

0,4 +
B Sem BHT

0,1 +
0 T T |

Nao Oxidado Oxidado 1h Oxidado 2h

Hemolise (Absorbancia)

Tabela 3: Absorbancia de hemdlise em amostra ndo oxidadas e oxidadas em diferentes tempos
de exposi¢do UV com e sem antioxidante padr&o.

5.1.3. Dosagem do MDA

Para a monitoracdo da oxidacdo do eritrocito foi utilizada a solucdo de
eritrécitos (50%) e exposicdo direta a radiacdo UV por 60 minutos. Os niveis de
malondialdeido foram determinados pela reacdo de TBARS. A solucdo também foi
submetida a monitoracdo utilizando AMVN e CuSO4 para 0 método quimico seguindo o
mesmo procedimento e tempo de exposicao direta.

Para 0 método de exposicdo direta ao UV a concentracdo de MDA em pmol/L
foi maior nas amostras ndo expostas em relacdo as oxidadas ao UV conforme a tabela 4.
No método quimico as amostras com o oxidante; tanto AMVN quanto CuSOg;
apresentaram concentragdes de MDA maiores que nas amostras sem 0s agentes

oxidantes (tabela 5). A baixa concentracdo de MDA formado nas amostras que
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receberam exposicao a radiacdo UV mostra que o método néo foi valido na oxidagéo de

lipidios.

Método de radiacéo direta UV:

40
35
30
25
20

MDA (umol/L)

15

10

Nao Oxidado Oxidado

Tabela 4: Concentragdo de Malondialdeido em amostras induzidas a oxidagdo por
exposicdo a radiacdo direta ao UV.

Método Quimico:

MDA (umol/L)

35 1
30 A

P =R NN
o 01 O o1 O O
I 1 1 1 1 1

O Nao Oxidado
m 60
0120

AMVN s/ AMVN CuS0O4 s/ CuSO4

Tabela 5: Concentracdo de Malondialdeido em amostras induzidas a oxidagdo
Com/Sem presenca de agente oxidante em diferentes tempos de exposicdo ao UV.
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5.1.4. Dosagem das proteinas carboniladas

Na medicdo de oxidacdo de proteinas foram adicionados 0,8 mL de DNPH com
0,2 mL de solugdo de eritrdcito para a reacdo do DNPH, nos outros tubos colocou-se 0,2
mL de amostra e 0,8 mL de HC1 2,5 M. Os tubos foram incubados por uma hora, em
local escuro e agitados a cada 15 minutos. Apos foi adicionado solugdo de TCA 20%
nos tubos, colocados no gelo por 10 mm e depois centrifugados por 5 mm em centrifuga
a 3000 rpm. Aproveitou-se o precipitado e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
acrescentou-se TCA 10% ao precipitado agitando-se com bastéo de vidro, centrifugando
por cinco minutos e, finalmente, o precipitado foi lavado por trés vezes com etanol -
acetato de etila. O precipitado final foi dissolvido em guanidina 6 M e agitado por 10
mm a 37 °C. O sobrenadante foi lido em espectrofotdbmetro a 360 nm. A proteina total
da amostra foi lida em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 280 nm.

A absorbancia de carbonilas presente nas amostras com Acido Ascorbico
exposto a radiagdo UV foi menor que nas amostras ndo oxidadas por UV e sem
antioxidante, demonstrado na tabela 6. Os resultados mostram que sem exposi¢do UV a
formacdo de grupamento carbonila foi maior que as amostras sem exposigéo,

demonstrando nenhuma diferenga significativa no dano em proteina.
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= 0,16 -
% 0,14 -
S 012-
g2 017 O Sem AA
S 0,08 -
'c_é 0,06 A B Com AA
S 004-
S 0,02
0 . .
Sem U.V Com U.V

Tabela 6: Absorbancia de carbonila em amostra ndo expostas e expostas a radiacao direta
UV.

6. CONCLUSAO

Os biomarcadores utilizados nesse estudo mostraram-se ao final ndo ser eficientes
em monitorar a oxidacdo mediada por radiacdo UV. As alteracdes medidas foram
relativamente baixas ou inexistentes nas doses de radiacdo empregadas, inviabilizando o
uso do método proposto para o estudo de extratos vegetais como protetores da radiacao

UV em eritrécitos.
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