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Resumo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sido constantemente formadas em células
aerobicas, particularmente nas mitocbndrias de céluias aerobicas e nos eritrécitos.
Estas EROs, em condicbes normais, sdc removidas por um eficiente sistema de
detoxificagdo celular composto principalmente pelas enzimas antioxidantes,
glutationa, vitaminas e microelementos. Entretanto, quando a producédo de EROs
sobrepbem a capacidade do sistema antioxidante, rea¢des deletérias podem ocorrer
caracterizando a condi¢do conhecida como estresse oxidativo. Em algumas
patologias, tais como anemia faiciforme, talassemia e deficiéncia em glicose-6-
fostato desidrogenase, o estresse oxidativo é ainda maior. A anemia falciforme é
uma hemogiobinopatia genética caracterizada pelo aumento da geracdo de ERO,
liberacdo anormal de ferro da Hb e atividade diminuida do sistema antioxidante
gerando elevado estresse oxidativo. Diversas terapias tém sido utilizadas no intuito
de minimizar os danos oxidativos sofridos por estes individuos portadores desta
patologia, como a administrac&o de acido ascorbico e vitamina E. Neste trabalho o
efeito de flavondides, nos processos oxidativos do sangue de individuos portadores
de anemia falciforme foi investigado. Os flavondides sdo compostos amplamente
distribuidos na natureza e por estarem presentes em grande quantidade na dieta
humana podem ser ingeridos naturalmente; sua atividade antioxidante,
antiosteoporética, anticancerigena, antiinflamatéria e antiviral tém sido bem descrita.
O efeito dos flavondides (quercetina e rutina) foi estudado nos processos de
oxidacdo de Hb, ligacdo de Hb a membrana celular, peroxidacao lipidica da

membrana eritrocitaria e formacao de grupos carbonil de proteinas no sangue de



individuos normais e portadores de anemia falciforme. Em geral, o nive! de danos
oxidativos encontrados no sangue de individuos falcdmicos foi maior do que no
sangue de individuos normais, diferindo apenas nos experimentos de oxidagio de
Hb, nos quais os resultados foram semeihantes para ambas as Hb, este fato talvez
se deva a presenga de grande quantidade de Hb A, proveniente da transfusdo, no
sangue desies pacientes. A quercetina mostrou maior efeito antioxidante em todos
os experimentos. A rutina comportou-se como pré-oxidante na oxidacao da Hb
quando utilizada em concentracbes inferiores a 150 uM, mostrando um efeito
protetor acima desta concentracdc. Com base nos resultados obtidos, pode-se
especificar que os flavondides, principalmente a quercetina, apresentam um efeito

benéfico na protecéo contra os danos oxidativos do sangue de individuos portadores

de anemia falciforme.



Abstract

Oxygen reactive species (ROS) are constantly formed in aerobic cells, particularly in
the mithocondria and erythrocytes. These ROS, under normal conditions, are
removed by an efficient antioxidant system compused by antioxidant enzymes,
glutathione, vitamines and microelements. However, when the ROS production is
higher than the antioxidant system capacity, pathological reactions can occur
characterizing the oxidative stress condition. In some pathologies, such as sickle cell
anaemia, thalassemia and glucose-6-phosphate desidrogenase deficience, the
oxidative stress is increased. The sickie cell anaemia is a genetic disease
characterized by an increase of ROS generation, abnormal iron release and lower
antioxidant activity. Several therapies have been used in order to decrease the
oxidative damages of these pacients, such as the acid ascorbic and vitamine E
administration. Thus, it was interesting to investigate the effect of natural antioxidant
compounds, the flavonoids, in oxidative processes in the blood of sickle cell anaemia
individuals and to compare the results with of normal individuals. The flavonoids are
compounds widely distributed in the nature and normaly consumed by humans since
they are present in great amount in the human diet; their antioxidant,
antiosteoporotic, antitumor, antinflamatory and antiviral activities have been
described. The effect of flavonoids (quercetin and rutin) was studied in the process of
Hb oxidation, binding of Hb to celular membrane, lipid peroxidation of erythrocyte
membrane and protein carbonyl groups formation in the blood of sickle anaemia and

normal individuals. In general, the oxidative damage levels found in the blood of
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sickle individuals were higher than that found in the bicod of normal individuals,
differing only in the experiments of Hb oxidation. In this case, the results were similar
to both Hb, perhaps because of great amount of Hb A in the blood of sickie patients.
The quercetin showed higher antioxidant effect in ail experiments. The rutin behaved
as pro-oxidant in the Hb oxidation, when rutin is used in concentration lower than 150
uM, however it showed protective effect in higher concentrations. Supported by these
results, we can suggest beneficial effects of flavonoids, mainly of quercetin, in the

protection against oxidative damage of sickle anaemia individuals blood.
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Introducao

1. Eritrécitos como alvo de espécies radicalares

Radicais livres de oxigénio s@o continuamente produzidos pelos tecidos
aerobicos. Um desequilibric entre as espécies reativas de oxigénio (EROs) e os
mecanismos de defesa antioxidantes da célula pode gerar excesso de radicais que
promoverao estresse oxidativo (Formica & Regelson, 1995).

Os eritrocitos s&o particularmente suscetiveis & agdo destes radicais, por
possuirem membrana rica em acidos graxos poliinsaturados, encontrarem-se
constantemente sob alta tensdo de oxigénio e possuirem hemoglobina (Hb) que
contém ferro em sua estrutura (Clemens & Waller, 1987).

A Hb, a principal proteina eritrocitaria, € formada por quatro cadeias
polipeptidicas; a oxigenacdo da molécula ocorre nos quatro atomos de Fe* dos
grupos porfirinicos (grupo heme). Durante a liberagdo do oxigénio da
oxihemogiobina (oxiHb), uma pequena porcentagem dos atomos de ferro se oxida
para o estado férrico e ocorre liberacdo de anion superdxido (0;") (Wever et al,
1973). Diariamente cerca de 3% da oxiHb é convertida a metahemoglobina (metaHb)
gerando O;". A metaHb é reduzida novamente & oxiHb pela metaHb redutase
constituindo um ciclo que produz O;" continuamente. Qualquer situacdo que
aumente o "tumover” deste ciclo, aumenta também a producéo de O,~ (Carrel et al,

1975).



O anion superdxido pode combinar-se com perdxidoe de hidrogénio (H,0,), que
também & produzido em todas as células aerébicas, para formar o radical hidroxil
(HO") de acordo com as reacéo 1. Certos metais de transicio, especiaimente o
ferro, também catalizam a formacio de HO", na presenca do anion superdxido, de
acorde com as equagdes 2 e 3. O O, reduz o Fe a Fe™ (reacdio 2) que

subsequentemente decompbe o H.C, para formar HO"

O, +H,0; > HO™+ OH + O, (1)
Fe*+0, —Fe*+0, (2)
Fe® + H,0; — Fe® + HO" + OH - (3)

O radical hidroxil € um potente oxidante e pode causar danos a biomoléculas,
como DNA e proteinas, inativar enzimas e dar inicio ao processo de peroxidacéo
lipidica. Neste caso, a peroxidacéo lipidica gerada pelo radical hidroxil, sé ocorre
nas proximidades da membrana, uma vez que o radical possui um tempo de vida
meédio bastante curto e seu efeito & distancia é extremamente pequeno, como
sugerido por Clemens & Waller (1987). A destruicdo das células vermelhas por
mecanismo oxidativo € geralmente aceito como sendo uma consegiiéncia da
oxidagdo da Hb, seguido pela desnaturacdc da metaHb a hemicromo e a
subsequente ligac&o do hemicromo desnaturado @ membrana do eritrdcito, dando
entao, alteragbes no citoesqueleto e peroxidagao lipidica que levam a lise celular
(Waugh et al,1986).

A desnaturacdo da Hb deve, portanto, iniciar os danos oxidativos dos

componentes do citoesqueleto da membrana (Chiu et al, 1996) e diversos estudos



sugeriram que EROs poderiam estar envolvidos no fenémeno oxidativo da célula
vermelha (Trotta & Sullivan, 1982; Rice-Evans et al, 1985).

Os acidos graxos poliinsaturados da membrana sdo suscetiveis ao ataque de
radicais oxidantes com a formagdo de hidroperéxidos lipidicos (Van der Zee et al,
1989). Estes dltimos, eventualmente, se decompdem a uma variedade de sub-
produtos incluindo 0 malondialdeido, que fornece uma medida da suscetibilidade
dos lipidios da membrana & peroxidagdo (Stocks and Dormmandy, 1971). Os
perdxidos s@o formados em diversos processos bioldgicos e podem iniciar uma série
de reagbes deletérias que levam a morte prematura da célula (Van den Berg et al.,
1992).

Os eritracitos tratados por hidroperéxido de t-butila (t-BOOH) tém sido usados
como modelo para estudar os efeitos dos hidroperéxidos de lipidios gerados
endogenamente (Trotta et al, 1983). De acordo com Van der Zee e colaboradores,
(1989), a reacdo da Hb com t-BOOH leva a formagao dos radicais alcoxil (t-BO* ) e o
peroxil (t-BOQ") responséaveis pela iniciagdo e propagagéo da peroxidacgo lipidica,
segundo as reagdes:

HbFe' + +-BOOH —» HbFe™ + +-BO" + OH ou

Fe™ + t-BOOH — Fe™ + OH + t-BO"

t-BO® + +-BOOH — t-BOO" + t-BuOH

2t+-BO0O" > 2tBO* + 0,

EROs tambem podem estar envolvidas nos processos de oxidagdo da estrutura
da proteina ocasionando a formagéo de grupos carbonil, fragmentacgo da cadeia

polipeptidica e ligagdes cruzadas, estas Uitimas normalmente associadas a perda da



atividade e funcéo da proteina (Dean et al, 1997). Em geral, a maioria das proteinas
s&o suscetiveis as modificagbes oxidativas, entretanto, sob condicdes fisiologicas,
os residuocs de prolina, histidina, lisina e arginina sdo os mais propensos a sofrerem
oxidacao (Fagan et al, 1999).

A producéo de grupos carbonil tem sido descrita como sendo um dos primeiros
eventos da oxidac&o da estrutura de proteina podendo ser encontrada em varios
processos fisioldgicos e patolégicos, tais como envelhecimento, mal de Alzheimer,
artrite e doencas pulmonares (Brown & Kelly., 1994). Os grupos carbonil podem ser
formados apds a interacdo da proteina com as EROs levando a formacao de um
peptideo no qual o aminoacido N-terminal fica bloqueado com o grupo carbonil; em
alguns casos, este grupo € introduzido na proteina pela reagio com aldeidos
produzidos durante os processos de peroxidagdo lipidica da membrana da célula, ou
ainda gerado pelas reacbes de glicagdo e glicooxidagdo de proteinas (Berlett &
Stadtman, 1997).

Elevados niveis de proteina oxidada e consequente formagdo de grupos
carbonil estéo presentes em animais e culturas de células que foram expostos 3
varias condigbes de estresse oxidativo. Assim, apds situacGes como hipoxia,
isquemia-reperfus&o e exercicios fisicos intensos pode-se encontrar nas células, um
aumento consideravel nos niveis de grupos carbonil (Schuessler & Schilling, 1984).

Diversos mecanismos podem estar relacionados a formacdo dos grupos
carbonil e envolvem a gerag&o direta de radicais peroxil, ou a decomposicdo de um
hidroperdxido formado. Os hidroperdxidos séo formados pelo ataque do radical "OH

aos aminoacidos, formando iniciaimente um radical centrado no carbono, o gual,



subsequentemente, reage com oxigénio (O;) e forma o radical peroxil; reactes
posteriores com doadores de hidrogénio transformam o peroxil em hidroperéxidos
(Fu et al, 1998). O hidroperdxido formado ou ¢ peroxii podem resuitar em carbonil
através de uma sequéncia de reacbes. Deste modo, a quantificacdo dos grupos
carbonil em proteinas tem sido utilizada como uma espécie de marcador de danos
oxidativos nas proteinas.

Os eritrocitos conseguem previnir estes danos oxidativos gracas a presenca
de defesas antioxidantes que s&o constituidas por enzimas (superoxido dismutase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase) e moéleculas ndo enziméticas
que incluem glutationa, a-tocoferol, acido ascérbico, B-caroteno e acido Urico, que
geraimente interrompem a propagacdo das reacgbes radicalares autocataliticas
(Cadenas, 1989).

A superoxido dismutase (SOD) € uma metaloproteina que dismuta &nion
superoxido H.0: e O, (Fridovich, 1975). O H;0, formado por esta ou por outras vias
€ removido pela catalase (CAT) ou pela glutationa peroxidase (GSH-px). A catalase
catalisa a decomposigéo do H,0, & agua e oxigénio. A glutationa peroxidase reduz o
H,O, utilizando a glutationa reduzida (GSH) que é oxidada (GSSG). A GSSG é
entdo reconvertida a sua forma reduzida, as custas do NADPH, por acdo da
glutationa redutase (GR) {Freeman & Crapo, 1982).

Assim, redutores tais como os grupos tidis intracelulares (GSH, por exemplo)
contribuem para a reducdo de H,0, perdxido de lipidios e outras espécies

oxidantes, protegendo as células vermelhas do sangue contra os danos oxidativos.



2- Espécies reativas e anemia falciforme

Algumas doencgas apresentam eritrdcitos mais predispostos aos ataques das
espécies radicalares por produzirem maior quantidade de EROs (Chiu et al, 1982);
como por exemplo as hemoglobinopatias tais como as talassemias, anemia
falciforme e outras.

A anemia falciforme € uma doenca genética onde ocorre uma mutacdo no gene
que codifica a cadeia § da Hb, resultando numa substituicdo do amino acido acido
giutamico pela valina na posicéo 6 das cadeias § da Hb, dando origem a uma Hb
mutante que recebe o nome de Hb S {ingram, 1956). Individuos que possuem o
gene SS apresentam maior indice de mortalidade que a populagdo normal. A
sintomatologia da doenga inclui dores sistémicas, oclusdo vascular, necrose tecidual
e, as vezes, perda de membros. Os heterozigotos carregam um gene para a doenca
e um gene para a Hb normal, apresentando o gendtipo AS, cuja doenca é conhecida
como traco falcémico e o paciente possui as manifestagbes clinicas geraimente,
mais brandas (Shaeffer et al, 1968).

O gene para a anemia falciforme & amplamente distribuido na Africa (norte,
equatorial e central), no Caribe, no Brasil, na América Central, sul da ltélia, Turquia,
Israel e india. A presenca do gene em todos estes paises tem uma origem comum,
este gene foi encontrado originariamente na Africa e estd intimamente
correlacionado com a incidéncia do Plamodium falciparum, o transmissor da maléria
(Allison, 1964). Quando a Hb S é desoxigenada torna-se insollvel e forma feixes de
fibras tubulares devido a polimerizaco da proteina. Esses agregados fibrosos sdo

responsaveis pela deformacéo dos giébulos vermelhos. As cadeias B da Hb exibem



baixa afinidade pela cadeia « facilitando a sua dissociagdo (Shaeffer, 1980). A
substituicdo de um residuo de acido glutamico por valina faz com que os duas
valinas nas posicdes 1 e 6 de cada cadeia B formem uma associagdo hidrofébica na
superficie da molécula, levando a Hb S a assumir uma conformacio que se emplitha
de tal maneira que o eritrocito adquire a forma de foice (Noguchi et al, 1989; Adachi
& Asakura, 1994). O fendmeno de falcizacdo diminui a capacidade das células
vermelhas do sangue passarem eficientemente através dos vasos da
microcirculagdc (Kaul et al, 1989). Isto pode resultar em ocluso do vaso,
decréscimo da sobrevivéncia dos eritrocitos e em isquemias associadas a
sintomatologia da doenca (Embury, 1986).

Neste tipo de patologia € conhecido que os processos oxidativos estdo
aumentados; a Hb S é mais suscetivel 4 oxidacdo que a Hb A (Asakura et al, 1974).
A metaHb S é ainda mais instavel e perde seus grupos heme mais faciimente que a
metaHb A (Hebbel & Eaton, 1989). Adicionalmente, a geracdo de anion superdxido,
peréxido de hidrogénio e radical hidroxil pela Hb S é cerca de duas vezes maior
quando comparado com a Hb A (Hebbel et al, 1988, Hebbel, 1991). A membrana dos
eritrécitos falciformes manifestam atividade de Fenton aumentada (Hebbel, 1992)
uma vez que o eritrocito possui maior quantidade de ferro livre e/ ou associado 3
membrana, provenientes da perda dos grupos heme da Hb (Sheng et al, 1998), que
pode reagir com as espécies reativas (O, e H,0;), cuja geragdo ocomre de maneira
exacerbada.

A auto-oxidacéo elevada da Hb S pode ser explicada em parte, pelo aspecto

citosdlico das membranas dos eritrocitos falciformes que se mostram com maior



quantidade substancial de ferro molecular (Kurros & Hebbel, 1988). Este ferro pode
participar de reagles de oxido-redugio transformando a oxiHb soldvel em metaHb
{Shalev & Hebbel, 1996). O actmulo anormal de ferro molecular nas céiulas
faiciformes iémbém pode ser responsavel por defeitos estruturais e funcionais dos
eritrécitos, c:_nmo aumento da atividade de co-transporte K:Ci (Brugnara et al, 1986),
aumento &é._fs'tzscetibi!idade a deformacéo {Sugihara & Hebbel, 1992) e figagdo do
hemicromo & proteina da membrana banda 3 (Waugh et al, 1986). A ligacdo
hemicromq..é-.__proteiﬂa banda 3 e particularmente importante pois leva ao actmulo de
imunog_iOb?li_r_ias que promovem a fagocitose destas células pelos macréfagos
(Mohandasfé;:Hebbe!, 1994).

Eritré_cﬁito_s faiciformes s&o também mais suscetiveis aos danos peroxidativos e
as atividades._ de algumas enzimas antioxidantes importantes, como glutationa
peroxidase e catalase s&o menores que em células normais (Hebbel, 1992). O nivel
de GSH, n_és células falciformes também encontra-se diminuido em cerca de 50%
quando comparado ao de hemacias normais (Tatum & Chow, 1996).

Outros estudos sugerem que o nivel de acido ascorbico é reduzido em
pacientes com anemia falciforme (Essien, 1995 e Muskiet et al, 1891), entretanto
nos experimentos de Tatum & Chow, (1996) e Chui e colaboradores, (1990}
nenhuma diferenca foi encontrada. As discrepancias entre os estudos podem ser

devidas as diferencas nas ingestdo da vitamina C pelos diferentes pacientes (Aslan

et al, 2000)



21 - Terapias para a anemia falciforme baseadas nos mecanismos
oxidativos

As investigagbes e o entendimento de alguns dos processos oxidativos que
ocorrem na anemia falciforme levaram & descoberta de novas terapias para
minimizar os efeitos deletérios da doenca.

A hidroxiuréia, a qual € amplamente utilizada nestes pacientes, apresenta
beneficios para as fungbes vasculares. As possiveis explicacbes para estes
beneficios estdo relacionadas ao aumento da proporgéo de hemoglobinas fetais que
reduziria a polimerizaco das hemoglobinas falcizadas (Charache et al, 1995).

A arginina € um outro exemplio de substancia utilizada nas terapias dos
pacientes portadores de anemia falciforme. Enwonwu & Turner, (1990) observaram
que estes pacientes tinham uma reducdo significante na concentragdo de arginina
no plasma e urina. N&o existem relatos dos efeitos da administracdo deste
aminoacido nos pacientes com anemia falciforme, mas em individuos saudaveis, a
arginina aumenta a circulacdo sanguinea cerebral, diminui a agregacdo plaquetaria,
aumentando a fluidez de sangue (Gugliana et al, 1997).

Drogas que agem diminuindo a concentracdo de homocisteina também sao
indicadas no tratamento da anemia falciforme. Dentre estas drogas podemos citar o
acido folico e vitamina B.. A hiperhomocisteinemia tem sido associada a tromboses
arteriais (Clarke et al, 1991) e os pacientes com anemia falciforme tem elevada
concentragdo de homocisteina no plasma, que provém de uma deficiéncia de folato

e vitamina B, (Houston et al, 1997).




No hospital das clinicas da UNICAMP, a terapia administrada a estes pacientes
consta da utilizacio de acido folico efou antibidtico, antiinflamatorios e analgésicos,
aiém de transfusbes de sangue periddicas.

A produgéo elevada de espécies radicalares nestes pacientes e o sistema
antioxidante reduzido faz com que o uso de antioxidantes seja uma terapia de
grande importancia. Neste sentido, o estudo de Natta & Machlin, {1980) utilizando
uma suplementacdo de vitamina E acompanhada de &cido ascorbico, zinco e dleo
de soja, por um periodo de oito meses, reduziu em 37,5% o ndmero de céluias

falcizadas irreversivelmente.

3 - Flavonoides como drogas protetoras ou promotoras da oxidacao

Flavondides, ou bioflavondides s&c um grupo de aproximadamente 4000
compostos polifendlicos amplamente distribuidos no reino vegetal (Havsteen, 1983).
Desta maneira, representam um constituinte muito frequente na dieta humana. Séo
encontrados em bebidas como vinhos, chas, café, cerveja, e em alimentos como
chocolates, macas e cebola. Acredita-se que a ingestao diaria varie de 23 mg a 1g
de flavondides ( Peterson & Drwyer, 1998).

A familia dos flavondides compreende membros das classes das flavonas,
isofiavonas, flavonol, protocianidinas e 2,3-dihidroderivados das flavonas, chamados
de flavanonas, os quais podem ser interconvertidos (Skibola & Smith, 2000).
Flavanonas podem sofrer uma série de transformacdes afetando o anel C
heterociclico, dando origem a outros membros da familia dos flavondides, inciuindo

antocianinas e catequinas (Cao et al, 1997)
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Nas plantas, s&o responsaveis pela coloragdo das flores, ajudando assim a
polinizac&o e tambem auxiliando no crescimento, desenvolvimento e defesa (Cody et
al,1986). Estdo envolvidos na defesa contra radiagbes ultravioleta,
fotossensibilizagdo, transferéncia de energia, fotossintese, determinacdo do sexo,
regulacao hormonal, dentre outras (Zaat et al, 1987).

Em humanos, os flavondides exibem muitos efeitos bioldgicos, tais como
protecdo da integridade vascular (Beretz & Cazenave, 1988), propriedades
antihepatotéxicas (Eaton-Evan, 1994), antitumorais (Bracke et al, 1988), inibicdo de
enzimas como a xantina oxidase (Sies et ai, 1995), protecéo contra Uliceras estomacais
(Nagao et al, 1999), efeito antiespasmédico (Capasso et al, 1991), e atividades
antivirais e anti-inflamatérias (Chu et al, 1992). Dentre suas funcbes, podemos citar
ainda, a sua propriedade antiosteopordtica; estudos tém demonstrado que flavondides
podem prevenir a osteoporose, reduzir dores e aumentar a atividade fisica dos
pacientes (Di Carlo et al, 1999) sendo famosos pela sua atividade antioxidante
(Afanas’ev et al, 1995).

Tem sido demonstrado que a ingestdo adequada de vegetais e frutas ricos em
flavonodides, principalmente quercetina, diminui a taxa de mortalidade relacionada a
doencas cardiovasculares e coronarianas (Hertog et al, 1997). Estes efeitos parecem
estar relacionados a atividade antioxidante dos flavonoides, desde que estes podem
prevenir a oxidagdo das LDL e diminuir a formacdo das placas (Hollman &
Katan,1997). Estas, quando oxidadas, sdo aterogénicas e consideradas como o

intermediario crucial na formacg&o de placas de ateroma (Beretz & Cazenave, 1988).
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Os flavonoides t&ém a capacidade de interagir com oxido nitrico (NO"), o gual é
mediador de varios sistemas biolégicos (Moncada et al.,1991). Sao conhecidos como
sequestradores de radicais livres de oxigénio e estudos recentes, sugerem gue eles
s&o potentes seqlestradores de radicais livres de 6xido nitrico; estes dados aumentam
a importancia dos flavonoides como droga terapéutica (Forstermann et al, 1988).

A atividade antioxidante dos flavonoides depende, basicamente, da capacidade
de atuar como quelante de metais e de sequestrar espécies radicalares (Wu et al,
1996). Algumas caracteristicas estruturais do flavondide permitem o desempenho
eficiente destas funcdes, tais como:

a} a estrutura catecol no anel B, é alvo para radicais;

b) a dupla ligacdo 2,3 em conjugagdo com uma ligagdo 4-oxo do anel C, é
responsavel pela delocalizacdo do elétron do anel B, impedindo sua forma radicalar;

c) a presenca de grupos hidroxila nas posicdes 3,5 do anel A potencializa sua

atividade sequestradora de radicais (Croft, 1998).

Esquema 1 - Estrutura do Flavondide
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A abstragdo do hidrogénio destas hidroxitas acontecem segundo a reacao
abaixo (Korkina et al, 1997):
FI(OH)+R" > FI (0" + RH

Os flavondides podem também inibir os processos de peroxidacao lipidica da
membrana das celulas. Diversos estudos tém sido realizados no intuito de se
evidenciar este efeito dos flavondides. Nos experimentos de Torel e colaboradores,
(1986), os flavondides inibiram a auto-oxidac@o do acido linoléico. A protecdo da
oxidagac de lipoproteinas de baixa densidade também foi observada (Sorata et ali,
1984). Mangiapance e colaboradores, (1992) e Maridonneau-Parini e colaboradores,
(1986) também conseguiram observar diminuicio da lise e peroxidacdo em eritrocitos
humanos.

A atividade antioxidante destes compostos também se deve a acio quelante de
metais, tais como Fe'? e Cu*. Estes metais podem estar envolvidos em reagées do tipo
Fenton e de Haber — Weiss (Thompson & Williams, 1976).

Em contraste com a atividade antioxidante, alguns estudos tém mostrado que
os flavondides podem se comportar como pro-oxidante. Nos ensaios de Cao e
colaboradores, (1997) foram observados que alguns flavondides demostram atividade
antioxidante contra radicais livres, mas outros se comportam como pré-oxidantes
quande na presenca de um metal e que a atividade antioxidante ou pro-oxidante
depende da estrutura do flavondide. Estes autores sugeriram que os efeitos

farmacoldgicos e biologicos destes compostos dependem de seu comportamento anti

ou pro-oxidante.
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Flavona ou flavanona, quando ndo possuem hidroxila e constituem a estrutura
quimica bésica do flavondide, ndo apresenta atividade antioxidante ou proé-oxidante

{Rice-Evan et al, 1996).

Em geral, guanto maior a quantidade de hidroxilas que o flavondide possui,
maior sua capacidade antioxidante, entretanto, a posic@o destas hidroxilas também é
um fator importante. Observou-se que uma flavona com adicdo de uma hidroxila na
posic&o 5 ndo apresenta atividade antioxidante, entretanto, o composto com a hidroxila
na posicao 6 se comporta como um potente antioxidante (Cao et al, 1997).

Flavondides como a quercetina que possuem 5 hidroxilas estéo agrupados entre
os antioxidantes mais eficientes (Cao et al, 1997).

A quercetina, um flavondide da classe dos flavonois, € o flavonéide predominante
na dieta humana e estima-se que a ingestao diaria varie de 4 a 68 mg (Skibola & Smith,
2000). Pode ser encontrado em cebolas, macgds, vinho tinto e chas verde e preto (Croft,
1998). Além da sua capacidade antioxidante, a quercetina também apresenta propriedade
antiviral, anti-inflamatoria, antiproliferativa e antimicrobiética (Kawaii et al, 1989)

A alta atividade antioxidante da quercetina se deve a habilidade de impedir 0s
processos radicalares nas células por 3 diferentes mecanismos:

1) Pela sua agéo sequestradora de O," {Hu et al, 1995)
2) Pela reacGo com radicais peroxil, inibindo assim a peroxidacdo lipidica
(Jovanovic et al, 1994)

3) Pela acado quelante de ferro, diminuindo a formag&o de *OH (Morel et al, 1993)

A estrutura quimica da quercetina prediz sua atividade antioxidante. Ela possui os
3 grupos estruturais determinantes para sua atividade antioxidante e ou sequestradora de
radicais livres (Metodiewa et al, 1999)

Alguns trabalhos descrevem sua capacidade de doar atomo de hidrogénio para

os radicais hidroxil, superdxido, peroxil e alcoxil {(Rice-Evans et al, 1996; Saija et al, 1995)
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Esquema 2: Estrutura da quercetina

QOutro flavonoide importante & a rutina, que difere da quercetina por possuir uma
molécula de ac}.ﬂcar (rutinose) na posicdo 3 do anel C. Por este motivo, algumas vezes
recebe o nome de rutinosideo de quercetina (Grinberg et al, 1994) (Figura 3). A presenca
da rutinose confere & molécula uma caracteristica hidrofilica atrapalhando assim sua
interacdo com as membranas celulares {Ferrali et al, 1997). Sua atividade antioxidante se
deve ao fato de poder atuar como sequestradora de O, e quelante de ferro (Grinberg et al.,

1994).

Esquema 3: Estrutura da

rutina
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Objetivos

Nas terapias antioxidantes atuais, varios compostos, como acido ascérbico e o~
tocopherol, s8c administrados aos individuos normais e portadores de anemia
faiciforme (Natta & Machiin, 1980). Entretanto, varias pesquisas t&m demonstrado o
papel antioxidante exercido pelos flavondides na proteg@o contra os danos causadas
pelas EROs e outras espécies oxidantes provenientes do metabolismo cefular
(Afanas’ev et al, 1995; Croft, 1998). As caracteristicas estruturais dos fi‘avonéides 0S8
tornam poderosos sequestradores de radicais livres efou quelante de metais {Croft,
1988), caracteristicas estas que, poderiam ser de grande relevancia para o seu uso
nas terapias anti-estresse oxidativo em individuos normais e sobretudo em individuos
portadores de anemia falciforme, tentando assim, minimizar o quadro clinico destes
pacientes.

Em geral, os individuos falcémicos doadores de sangue para a presente
investigacao, recebiam transfusbes sanguineas a cada 4 a 6 meses e alguns pacientes
eram medicados com acido folico e/ou antibidtico, antiinflamatério e analgésicos. Esses
pacientes eram, portanto, doentes controlados e muitas vezes, o sangue possuia uma
porcentagem razoavel de Hb A, proveniente da fransfuséo. Apesar desta
heterogeneidade de pacientes falciformes, o tratamento do sangue “in vitro” com os
flavondides poderia nos oferecer uma indicagio dos beneficios conferidos por estes
antioxidantes de origem vegetal que podem ser ingeridos naturalmente na dieta.

Assim, diversos experimentos foram realizados visando estudar os efeitos da

quercetina e rutina em eritrécito, tanto de pacientes falcémicos quanto de individuos

16



normais. O estudo com individuos normais também serviram de parametro para os
estudos com eritrocitos falciformes.
Portantc, os objetivos foram:
1. Verificar a oxidac&e da Hb, peroxidacdo lipidica da membrana eritrocitaria,
ligagdo de Hb a membrana eritrocitdria submetido ao estresse oxidativo pela
acdo do t-BOOH.
2. Determinar o nivel de oxidagao da proteina causada pelo t-BOOH, analisada
pelo nivel de formacdo de carbonil, tanto em solugcdo de Hb quanto em
suspensao de eritrécitos.

3. Estudar o efeito dos flavonodides sobre os itens 1 e 2.
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3) MATERIAIS E METODOS
1) Obtencao do material biolégico:

O sangue foi fornecido pelo Hemocentro do Hospital das Clinicas/lUNICAMP. O
sangue celetado em heparina foi centrifugado para separacéo do plasma (descartado), em
seguida, as células foram lavadas com 3 volumes de solucéo de NaCl (0,9%) gelado, por
trés vezes, e centrifugadas a 2500 g/5 min, desprezando-se o sobrenadante. As células
foram ressuspendidas em tamp&o fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7.4 (NaCl 0,9%), ou entdo

hemolisadas com agua destilada e centrifugada a 5000 g/10 minutos para a obtencao da

soluc&o de hemoglobina.

2) Determinac&o da concentragio de hemoglobina
A concentracéo de hemoglobina foi medida segundo o método de Drabkin. Neste
metodo uma aliquota de solugdo contendo hemogiobina € colocada em 2 mL de reagente
de Drabkin {100mg cianeto de sodio + 300mg de ferricianeto de potassio em 1000 mL de
&gua bidestilada), e ap6s 5 min, faz-se a leitura em 540 nm. A concentracsio é calculada

utilizando o coeficiente de extingéo £ = 11,5 mM ™ cm ™ (Winterbourn, 1990).

3) Preparacao das solugdes de flavondides

Os flavondides foram dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfoxido) e entdo diluidos em

1:2 com agua destilada (solugéo estoque) (Afanas’ev et al, 1989).
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A concentracdo final de DMSO no tubo de reacdo foi de 2% em todos os
experimentos. Nesta concentracdo o DMSO ndo mostrou efeito significativo sobre a
oxidacdo da Hb e peroxidacdo lipidica (dados ndc mostrados). As solucbes de

flavonoides foram preparadas imediatamente antes do uso.

4) Determinacao da oxidagao da hemoglobina

A oxidacao da hemoglobina foi realizada com uma solugéo de hemolisado total (40 uM em
heme) diluido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, na presenc¢a de hidroperdxido de t-butila (t-
BOOH) com concentracdes conhecidas.

A formacdo de metahemoglobina e hemicromo foi acompanhada em fungdo do tempo
(Torsoni et al, 1996), registrando-se as mudancgas espectrais na faixa de 500-700nm,
caracterizando-se assim, os diferentes produtos, a saber: 560 nm (hemicromo), 577 nm
(oxihemogiobina) e 630 nm (metahemogiobina).

Durante todo o processo, a temperatura foi mantida a 37°C.

O mesmo procedimento foi realizado na presenca e auséncia dos flavondides. Os
calculos, para se determinar a porcentagem de cada produto formado, foram realizados
segundo o método descrito por Winterbourn (1990), utilizando as férmulas descritas abaixo:

[Oxihemoglobina] = 119A 577 - 394A g3 - 894A 560

IMetahemoglobina] = 28A 57 + 307A g3 - 55A 560

[Hemicromo] = -133A 577 - 114A g20 + 233A 540

A finalidade deste experimento foi determinar a acdo dos flavondides na protecdo da

hemoglobina contra os sistemas oxidantes, através da diminui¢c@o da oxidacdo do ferro heme.
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5) Determinagao da peroxidagao lipidica da membrana da célula;

Na determinag@o da peroxidagdo lipidica, utilizou-se o método descrito por
Stocks & Dormandy {1971), modificado, gue fornece a quantidade de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), resultante da peroxidacdo. O principio deste
ensaio esta na reacdo dos produtos da peroxidacio lipidica com o acido tiobarbitdrico,
formando um produto colorido (rosa), chamado de TBARS, que pode ser monitorado
espectrofotomeétricamente em 532 nm.

A 1,2 mL de suspensao de eritrécitos contendo 0,5 mM de Hb, foi adicionado
diferentes concentracbes de t-BOOH e incubados por 30 minutos, & 37°C.

A reacdo foi paralisada pela adicdo de 0,5 ml de acido fricloroacético (TCA)
25% e levou-se a centrifugacdo por 1 minuto. A 1ml do sobrenadante foi adicionado 1
ml de acido tiobarbittirico 1% em NaOH 0,05M. Esta solugéo foi aguecida a (100°C), por
15 minutos, onde se verificou a formacgdo do produto colorido. A formacio do complexo
colorido foi acompanhado em 532 nm apds o resfriamento das amostras em gelo. Para
o célculo da concentracéo de TBARS foi utilizado o coeficiente de extincao = 156 mM

cm ™', sendo os resultados expressos em nmoles TBARS/g Hb.

6) Determinacao da ligagcao da hemoglobina a membrana

A ligac@o da hemoglobina & membrana eritrocitéria foi induzida pela incubacéo
de uma suspensio de eritrécitos com concentracdo de Hb a 50 uM, chamada de Hb
inicial (Hbini), com 0,6 mM de t-BOOH durante 15 minutos 4 37°C na presenca e

auséncia dos flavondides. Apds a incubagdo, as células foram centrifugadas, lavadas
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com PBS, lisadas com agua destilada em um volume final de 2 ml e centrifugada
novamente.

A concentragdo de Hb foi determinada no sobrenadante (Hbsob) e a
concentracido de Hb ligada a membrana (Hbmem) foi calculada usando a expressac:

[Hb mem] = [Hb ini] — [Hb sob]

7} Determinac¢ao do contetido de grupos carbonil de proteina

C numero de grupos carbonil de proteina pode ser quantificado
espectrofotométricamente utilizando 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) seguindo-se ¢
método de Fagan et al, (1999). Os grupos carbonil reagem com DNPH para formar 2,4
dinitrofenilhidrazona e a quantidade de hidrazona formada € quantificada
espectrofotométricamente

Soluctes de Hb (0,4 mM) contendo 2 mg de proteina diluida em tampéo fosfato
0,1 M, pH 7.4 foram incubadas na auséncia ou presenca de 0,6 mM de oxidante (-
BOOH) e de 0,07 mM dos antioxidantes (flavondides) por 15 minutos a 37°C. A 2 mg de
proteina foi adicionado 10 volumes de HCI : acetona (3:100) (v/v) gelado e a mistura foi
centrifugada.

Apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
novamente com 5 volumes de HCI : acetona (3:100). A funcdo desta etapa € a de retirar
os cromoforos (heme).

O precipitado foi lavado com 5 volumes de TCA 10%. O precipitado resultante

foi ressuspendido com 0,5 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 e 0,5 mL de DNPH 10
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mM (em HCI 2M). Esta mistura permaneceu no escuro a temperatura ambiente e foi
agitada a cada 5 minutos durante 25 minutos.

Depois do tempo de incubagio, 0,5 mL de TCA 30% foi adicionado, as amostras
agitadas e colocadas no gelo durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas, o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com TCA 20%, apés
esta lavagem, o precipitado passou por 3 sucessivas lavagens com etanoi-etilacetato
(1:1) (vlv) para retirar o excesso de DNPH que ndo reagiu com as amostras. O “pellet’
foi entdo, dissolvido em guanidina HCL 6M, pH 2,3.

A absorbancia foi determinada entre 200 a 500 nm e os célculos do contetido de
grupos carbonil foram feitos utilizando o £ = 22 mM ™' cm ™ a 280 nm.

O mesmo procedimento foi realizado com os eritrécitos ressuspendidos em PBS
0,1 M, pH 7,4 incubados na auséncia ou presenca de 1 mM de t-BOOH e de 70 uM de

flavondides & 37° C durante 30 minutos.

8) Analise Estatistica

Os dados foram analisados por one-way ANOVA com teste posterior de

Bonferroni. p < 0,05 foi considerado significativo.
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4) RESULTADOS

4.1) Oxidagdo da hemoglobina

A oxidagdo da hemogiobina A e S foi promovida utilizando-se o t-BOOH. As
Figuras 1A e 1B mostram o efeito das concentragdes crescentes deste oxidante nos
ensaios realizados com Hb A e S, respectivamente. De acordo com estas figuras,
podemos observar que a formacidoc de metaHb e hemicromo foi dependente da
concentragdoe de t-BOOH utilizada. Com 0,2 mM de t-BOOH, aproximadamente 50% da
oxihemoglobina havia sido oxidada e com concentracdc de 0,6 mM de oxidante
pudemos observar quase 100% de oxidacdo. Nao houve diferenga significativa entre
Hb AeHbS.

Para analisar o efeito dos flavonodides, estudos foram realizados utilizando 0,2 mM
de t-BOOH na presenca de diferentes concentragdes de quercetina ou rutina. O efeito
destes flavonoides foi similar em hemoglobina normal e falciforme. A quercetina
comportou-se como antioxidante, onde na concentrac@o de 0,07 mM, este flavondide
mostrou um sensivel efeito protetor tanto para Hb A (Figura 2A) como para Hb S
(Figura 2B).

A rutina, comportou - se como pro - oxidante em concentragtes inferiores a 0,150
mM (Figura 3A). Resultados semethantes foram encontrados nos experimentos com Hb
S (Figura 3B).

Com o objetivo de comparar o efeito dos flavondides sobre a oxidagdo da Hb A e
S com os de alguns antioxidantes cujo mecanismos de acdo s&o estabelecidos,

ensaios utilizando glutationa (GSH), manitol, acido ascorbico, difenilamina e
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deferoxamina na concentracdo de 0,07 mM foram realizados. Os resultados mostraram
que o acido ascérbico foi 0 mais eficiente antioxidante seguido pela quercetina, GSH e
deferoxamina (Figura 4A). O manito! praticamente ndo mostrou efeito, enquanto que
difenilamina e rutina se comportaram como pré - oxidantes (Figura 4A). Entretanto, a
combinagio dos flavondides com GSH ou &acido ascorbico potencializou o efeito
antioxidante da quercetina e tornou a rutina, antioxidante. Nenhum dos antioxidantes
utilizados mostrou efeito diferenciado com relagéo ao tipo de Hb estudada (Figuras 4A

e 4B).
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Figura 01 - Efeito da concentracdo de +-BOOH na oxidacdo da solucdo de Hb A
(A} & Hb § (B) livres de membrana. Os niveis de OxiHb (), meiabb (@) e
hemicromo (&) foram determinados apds exposicdo de uma solugdo de Hb {40
uM em tampéo fosfate 0,1 M, pH 7.4} ao +-BOCH por 15 min/37°C. Os resultados
representam a média de triplicatas de pelc menos 3 preparacfes.

[
14



A
P gpe
. —
o
= < 3 //g
g
. zew,/
4
[ S
G- : 3
i \é -
y e
-
e N
. R -

3 H )
o 50 100 150 20 280 300 3|0
fquercetina], uM

503
B

&0

04 —
ES —

- TR
= =
£ 1
F
3
0w 4
%\\\ e
8]

T T H T 3
s} S5 400 150 200 WO O30 30
[querceting], udi
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Fig. 03 - Efeito da concentrac&o de rutina na oxidagao da solug8o de Hb A (A) e
Hb S (B) livres de membranas. Os niveis de oxiHb (M), metaHb (@) e hemicromo
{A) foram determinadas apds exposicdo de uma solugdo de Hb (40 uM em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4) a 200 uM de +-BOOH e diferentes concentracdes
de rutina por 15 min/37°C. Os resultados representam a média de triplicatas de
peio menos 3 preparacdes.
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Fig. 04 - £feito de alguns antioxidantes na oxidagdo da Hb A (A) e Hb S (B) fivres
de membranas. Os niveis de OxiHb metaHb (#) e hemicromo foram
determinados apos exposicéo de uma solucdo de Hb {40 uM em tampéo fosfaio
01 M, pH 7,4) a 200 pM de t-BOOH e de 70 uM de antioxidantes por 15
min/37°C. Os resultados representam 2 média de triplicatas de pelo menocs 3
preparacies.




4.2) Ligacao da hemoglobina 4 membrana eritrocitaria

A ligac@o da hemoglobina & membrana € um processo posterior a oxidagéo da
hemoglobina. Agentes oxidantes como o t-BOOH, promovem a oxidacéo do ferro
heme da Hb resultando na formacdo das formas oxidadas da Hb (metaHb e
hemicromo). O hemicromo liga-se com alta afinidade a proteina de membrana,
especialmente, a proteina banda 3. Esta interagdo forma um compiexo que pode
trazer prejuizos a célula como a lise e morte celular. Desta maneira, os ensaios que
quantificaram a ligagdo da Hb a membrana corroboraram os experimentos de
oxidacéo da Hb.

A Figura SA mostra o efeito da concentragdo de t-BOOH na ligacdoda Hb A &
membrana de eritrécitos normais. Nesta figura observa-se que o aumento da
concentracdo do oxidante resulta em um aumento da ligacdo da Hb & membrana da
célula. Com 0,6 mM de t-BOOH aproximadamente 70% da Hb da soluco se
encontrava ligada a membrana eritrocitaria. Estes resultados também sdo
mostrados na Figura 6, onde os niveis de oxiHb, metaHb e hemicromo da fracdo
soltvel desta Hb A, ap6s exposicdo ao t-BOOH, estdo representados.

Aspecto similar da curva de ligagdo da Hb a membrana foi obtido nos
experimentos com células faiciformes (Figura 5B). Entretanto, com as células
faiciformes, a quantidade de Hb ligada @8 membrana foi cerca de 10% maior em
todas as concentragdes de t-BOOH, inclusive na auséncia do oxidante. Assim, nos
eritrocitos dos individuos normais, a concentragéo da Hb ligada @ membrana passou

de O uM, na auséncia de t-BOOH, para aproximadamente 40 uM na presenca de 1,0
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mM de t-BOOH, enquanto que nas células faiciformes, a concentracdo da Hb ligada
a membrana passou de 5 uM para 45 uM, respectivamente.

Com o objetivo de avaliar o efeito dos flavondides na ligacdo da Hb a
membrana, ensaios foram realizados com diferentes concentracdes de quercetina e
rutina na presenca de 0,6 mM de +-BOOH. Estes experimentos foram realizados com
eritrocitos normais e falciformes.

A Figura 7A mostra que a quercetina protegeu sensivelmente a ligacdo da Hb
A a membrana, diminuindo a concentracdo da Hb ligada de aproximadamente 34
1M na auséncia de quercetina para aproximadamente 13 uM na presenca de 50 uM
do flavondide. Entretanto, a rutina na@o apresentou efeito significativo nas mesmas

condi¢oes. Comportamentos similares foram observados com Hb S (Figura 7B).
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Fig. 05 - Efeito da concentragdo de {-BOOH sobre a ligac&o de Hb a membrana
de eritrocitos normais (A) e falciformes (B). Uma suspensfo de eritrocitos
contendo 40 uM de Hb em tampac fosfate salino (tampao fosfato 0,1 M + NaCl
0,9 %, pH 7.4) foi incubada por 15 min/37°C com diferentes concentragdes de
oxidante. Os resultados representam a média de triplicatas de pelo menocs 3
preparagfes. *p< 0,05 quandoc comparado aos eriirocitos normais.
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Fig. 06- Efeito da concenirac&o de +-BOOH na fracio solivel de Hb de uma
suspensac de eritrocitos normais. A suspensao de eritrécitos contendo 40 uM de
Hb em tampao fosfato salino (0,1 M de tampéo fosfato + 0,9 % NaCl, pH 7 4} foi
incubada por 15 min/37°C. Os niveis de oxiHb (M), metaHb (®) & hemmmmo ()
foram determinadas na fraggo soltvel. A Hp livre total (W) foi obtida somando-se
as concentracbes de oxiHb, metaHb e hemicromo. Os resuliados representam a
média de triplicatas de pelo menos 3 preparaches.
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3.3) Peroxidacdc lipidica da membrana eritrocitaria

A membrana eritrociiaria € rica em &cidos graxos poliinsaturados {Cleamens &
Wealler, 1887}, © gue loma a celula mals suscetivel a0 processo de peroxidacéo
lipidica.

Para induzir 08 processos de peroxidacio lipidica, fol utilizado +-BOOH; ests
oxidante produziu significativo efeito na peroxidaco lipidica.

As Figuras BA e BE mostram cs efeitos das diferentes concentracfes do t-
BOOH na peroxidaco lipidica de eritrécitos normais e falciformes respectivamente.
A guantidade de TBARS formado {produto da peroxidacao lipidica) aumentou com o
acréscimo da concentragdo do oxidanie. Estes ensaios nos permitiram determinar
gque na concentragée de 0.6 mM de t-BOOH ha efsito significante na peroxidacao
lipidica. A membrana das células falciformes foi ligeiramente mais suscetivel 2
peroxidacdo do gue as células normais (Figura 8B).

Us danos sobre a membrana induzidos pelo oxidanie, tanto de eritrdcitos
normais guanto faicifermes, foram sensivelmente inibidos pela guercetina e rutina.
Em suspensces de céiulas nermais incubadas com 0,8 mM de +-BOOH e difersnies
concentractes de querceting, os niveis de TBARS foram diminuidos em cerca de 35
nmoies/g Hb na presenca de 30 uM quercetina (Figura 3A). O efeito da quercetina
foi qualiiativamente similar com eritrociios falciforme (Fig.9B). Contudo, nos
eritrocitos falciformes os niveis de TBARS diminuiram em cerca de 45,2 nmoles/g
Hb, demonstrando maior efeito dos flavondides em células falciformes.

Mos experimentos realizados em presenca de rutina o maior sfeito protetor foi

gncontrads na concentracdo de 70 uM deste flavondide. Entretanto, o efeiic da
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rutina foi menor que o da quercetina. As Figuras 10A e 10B mostram o efeito da
rutina em células normais e falciformes, respectivamente.

O comportamento antioxidante da guercetina e rutina sobre a peroxidacéo
lipidica foram também comparados com o de outros antioxidantes conhecidos
(glutationa, acido ascérbico, manitol, difenilamina, desferoxamina e morin) nas
mesmas concentracbes de 70 uM. A quercetina e rutina foram também incubadas
com acido ascorbico na concenfracdo de 70 uM de cada composto (Figs 11A e
11B).

De acordo com a Figura 11B, a peroxidacéo lipidica medida em eritrécitos
falciformes, em presenca de 0,6 mM de {-BOOH, induziu a formagdo de TBARS de
maneira significante com 103,41 nmoles TBARS/g Hb. A presenca de quercetina,
diminuiu significativamente a concentracdo de TBARS para 45,10 nmoles de
TBARS/g Hb; na presenca da rutina a inibicdo dos danos peroxidatives foi menor,
observando-se a formacdo de 9263 (+ 10,58) nmoles de TBARS/g Hb. Esta
protec&o foi semelhante & conferida pela tiouréa, 93,76 nmoles de TBARS/g Hb. O
acido ascorbico e difenilamina mostraram prote¢do semethante com 83,32 e 84,47
nmoles de TBARS/g Hb respectivamente; a glutationa e o manitol ndo mostraram
efeito protetor. Quando a quercetina foi incubada com acido ascorbico, sua
atividade antioxidante foi potencializada, produzindo apenas 32,18 nmoles TBARS/g
Hb. Da mesma forma, a associacio da rutina com acido ascorbico também teve sua
atividade antioxidante aumentada passando de 92,63 (na presenca somente de

rutina) para 53,84 nmoles TBARS/g Hb .
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Experimentos nas mesmas condigbes foram realizados com sangue normal. Os
danos sobre a membrana também foram sensivelmente diminuidos apés incubacao
com a quercetina, porém menores gue os observados com eritrocitos falciformes. O
comportamento dos diferentes antioxidantes utilizados foram bastante semelhantes
aos encontrados com sangue de individuos portadores de anemia falciforme
(Fig.11A), com excegdo doc GSH que mostrou efeito antioxidante com eritrécitos
normais. Outra observacdo € a maior concentracdo de TBARS produzidos pela
hemacia falciforme, do que pelas hemacias normais, na auséncia de antioxidante:
1034 ¢ 88,14 nmoles de TBARS/g Hb, respectivamente, mostrandc uma maior

suscetibilidade das hemacias faiciforrnes ao oxidante.
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Fig. 08 - Peroxidacdc lipidica da membrana de eritrocitos normais {A) e
falciformes {B). A percxidacao lipidica foi induzida incubando-se uma suspensao
de eritréeitos contendo 500 uM de Hb em tampéc fosfato salino 0,1M, pH 7.4,
com +-BOOH (0,2 - 1,2 mM) por 30 min/37°C. Os resultados representam a média
de triplicatas de pelo menos 3 preparacdes. *p< 0,05 quando comparado 20s
eritrocitos normais.
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Fig. 08 - Efeito da concentrag8ic de querceting na peroxidacdo lipidica da
membrana de eritrécitos normais (A) e falciformes (B). A peroxidacéo lipidica foi
induzida incubando-se uma suspensao de eritrécitos contendo 500 uM de Hb em
tamp#o fosfato salino 0,1M, pH 7,4, com 800 uM de +-BOOH por 30 min/37°C, na
presenca de querceting {25 - 500 uM). Os resultados representam a média de
triplicatas de pelc menos 3 preparacdes. *p< 0,05 guandc comparado aos
eritrociios normais,
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Fig. 10 - Efeito da concentracdo de rutina na peroxidacao lipidica da membrana
de eritrocitos normais (A} e falciformes (B). A peroxidagfo lipidica foi induzida
incubando-se uma suspensio de eritréeitos contendo 500 uM de Hb em tampéo
fosfato salino 0,1M, pH 74, com 800 uM de t-BOOH por 30 min/37°C, na
presenga de rutina (25 - 500 uM). Os resultados representam a média de
triplicatas de peio menos 3 preparacdes. *p<(0,05 guandoc comparado aos
eritrocitos normais.
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Fig. 11 - Efeito de alguns antioxidanies na peroxidacao lipidica da membrana de
eritrocitos normals {A) e falciformes (B). A peroxidacdo lipidica foi induzida
incubando-se uma suspensao de eritrécitos contendo 500 uM de Hb em tampic
fosfate salino 0,1M, pH 7.4, com 800 uM de {-BOOH na presenca de 70 uM de
antioxidantes por 30 min/37°C. Os resuliados representam a meédia de triplicatas
de pelo menos 3 preparacfes. "p< (0,05 guando comparado aocs eritrdciios
normais.
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3.4) Determinacao do contetdo de grupos carbonil de proteina

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio podem provocar
alteracOes oxidativas nas proteinas e levar a varios danos. Dentre as alteracbes
oxidativas podemos citar as fragmentacies das cadeias polipeptidicas, ligacéo
proteina-proteina e as modificagdes dos residuos de amino &cidos formando os
derivados de carbonil. Assim, a determinagéo do contetdo de grupos carbonil em
proteinas pode fornecer dados Uteis para se quantificar os danos oxidativos de
proteinas.

A quaniidade de grupos carbonil foi determinada na solugdo de Hb & nos
eritrécitos de individuos normais e portadores de anemia falciforme, em auséncia e
presenca de antioxidantes (quercetina, rutina, morin e acido ascorbico).

A Figura 12A mostra a quantidade de grupos carbonil determinada em 0,4 mM
de Hb A na presenga ou auséncia de 0,2 mM de t-BOOH e 70 uM de antioxidantes
(quercetina, rutina, morin ou &acido ascdrbico). Nestes experimentos podemos
observar a formacao de 1,8 nmoles de carbonil/ mg Hb nos ensaios que continham
apenas 0,4 mM de Hb (controle); quando 0,2 mM de t-BOOH foi adicionado ao meio
da reacgdo, a quantidade de grupos carbonil aumentou para 6,55 nmoles de carbonil/
mg Hb. A adicGo de 70uM de flavondides neste meio de reacdo ndo diminuiu os
niveis de grupos carbonil. A adigdo de acide ascoérbico, contudo, diminuiu
discretamente os niveis de carbonil passando de 6,55 nmoles de carbonil/ mg Hb
nos experimentos com {-BOOH para 5,66 nmoles de carbonil/f mg Hb quando na

presenca de t-BOOH e acido ascorbico.
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Entretanto, observou-se maior quantidade de grupos carbonil formados em
Hb falciformes em todas as condigbes estudadas (Figura 12 B). No experimento
controle (0,4 mM de Hb), houve um acréscimo de 31,1% de grupos carbonil na Hb S
em relagdo a Hb A (2,36 nmoles de carbonil/l mg Hb para Hb S e 1,8 nmoles de
carbonil/ mg Hb para Hb A). Na presenca de 0,2 mM de t-BOOH, a formagéo de
grupos carbonil foi ainda maior, aumentando cerca de 42,7% em reiacdo a Hb A
(8,02 e 6,55 nmoles de carbonil/ mg Hb respectivamente). Do mesmo modo que a
Hb A, a adigdo de 70 uM do flavondides (quercetina, rutina ou morin) ndo alterou os
vaiores de carbonil. Somente o acido ascorbico mostrou protegdic, mesmo gue
discreta, contra a formacgao de carbonil, diminuindo de 9,02 nmoles de carbonil/ mg
Hb (Hb + t-BOOH) para 6,61 nmoles de carbonil/ mg Hb apds a adicdo de 70 uM
deste composto.

A Figura 13A mostra os resultados encontrados nos ensaios realizados com
eritrocitos de individuos normais. Neste caso, a quantidade de grupos carbonil
determinada no experimentc controle (0,5 mM de Hb) foi de 2,04 nmoles de
carbonil/ mg Hb, apés a adigdo de 0,6 mM de t-BOOH, a quantidade de carbonil
aumentou para 10, 43 nmoles de carbonil/ mg Hb. Experimentos com 70 uM dos
antioxidantes (quercetina, rutina, morin ou acido ascorbico) e 0,6 mM de t-BOOH
tambeém foram realizados, entretanto, nenhum dos flavondides mostrou efeito
antioxidante, somente o acido ascorbico mostrou leve efeito protetor contra a
formagdo de carbonil, diminuindo de 10,43 nmoles de carbonil/ mg Hb para 877

nmoles de carbonil/ mg Hb.
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Na Figura 13B podemos observar os niveis de grupos carbonil em células
falciformes. As condigbes experimentais foram as mesmas utilizadas nos ensaios
com eritrGcitos normais, entretanto o nivel de oxidac&o e consequente formacéo de
grupos carbonil foi superior ao enconirado nas células normais. O experimento
realizado com eritrocitos falciformes na auséncia do oxidante mostrou 2, 78 nmoles
de carbonil/ mg Hb. ApGs a adicgo de 0, 8 mM de t-BOOH, a quantidade de carbonil
formado foi de 15,27 nmoles de carbonil/ mg Hb. Os antioxidantes utilizados ndo

mostraram efeito protetor.
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Fig. 12~ Efeito do t-BOOH sobre os grupos carbonil de proteinas em solucdes de
Hb A (A) e Hb S (B) na auséncia ou presenca de antioxidante. Os grupos carbonil
foram determinados incubando-se 400 uM de solugdo de Hb na auséncia ou
presenga de 200 uM de t-BOOH & na presenca de 200 uM t-BOOH + 70 uM de
flavondides ou acido aschrbico, por 15 min/37°C. Os resuitados representam a
média de triplicatas de pelo menos 3 preparagbes. *p< 0,05, quando comparada
aHb A
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Fig. 13- Efeito do 1-BOOH sobre os grupos carbonil de proteinas em suspenséo
de eritrocitos normais (A) e falciformes {B) na auséncia ou presenga de
antioxidante. Os grupos carbonil foram determinados incubando-se 500 uM de Hb
na auséncia ou presenca de 600 uM de -BOOH e na presenca de 600 puM t-
BOOH + 70 uM de flavondides ou éacido ascorbico, por 30 min/37°C. Os
resultados representam a média de triplicatas de pelo menos 3 preparagdes. *p<
0,05, quando comparado aos eritrécitos normais,



5) DISCUSSAQ

Os eritrSeitos, por possuirem a hemoglobina como carreadora de oxigénio,
estdo consianiements sob condigdes de estresse oxidativo (Zavodnik ef al, 1888),
sendo por este motive considerads um bom modelo pars se esiudar o esiresse
oxidativo.

A anemia falcforme € uma doenca amplamente estudada e sabs-se gue a
nemogicbina mutante (Hb S pode sofrer uma acelerada autooxidagdo duranis
incubagéo in vitro, promovends acumule de ferro e geracdo anormal de espécies
reativas de oxigénio (Sheng et al, 1998). Assim, por estas células apresentarem
maior suscetibilidade aos processos oxidativos, os eritrdciios e a hemogiobina de
individuos portadores de anemia falciforme foram escoihidos para a presente
investigacdo. Os mesmos experimentos foram realizados com eritrocitos de
individuos normais que também serviram de pardmeiro na investigacio das céluias
faiciformes.

Para induzir a formacéc das espécies radicalares e a oxidacdo de proteinas e
lipidios da membrana utilizamos o agente oxidante t-BOOH. A geragdo de
hidroperdxidos in vivo tem sido conhecida como um mecanismo importante de
citotoxidade em varias patologias humanas. Desta forma, o -BOOH toma-se uma
droga relevante para simular a a¢a¢ de hidroperaxidos gerados fisiclogicamente.

Nos Gltimos anos, compostos antioxidanies como os flavondides &m
despertado interesse da area cientifica por possuirem propriedades terapéuticas
contra uma grande variedade de palologias, principalments aguelas que tém como

principal causa, a acdo de especies oxidantes. Mas até o momento, 0 mecanismo
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de acdo dos flavondides ndo estd totaimente esclarecido, sendo, entretanto,
conhecidas suas propriedades sequestradora de radicais livres e quelante de
metais de transi¢do (Van Acker et al,1995). Os flavondides também podem atuar
como pro-oxidante  gerando radicais livres e inibindo enzimas chave do
metabolismo (Skibola & Smith, 2000).

Na presente investigacdo, foram estudados os efeitos dos flavondides
quercetina e rutina na oxidacdo da Hb, em solugcdo e em eritréeitos intactos,
induzida por t-BOOH. A exposigdo dos eritrécitos ao +-BOOH causou peroxidacao
fipidica, oxidagdo da Hb, bem comc potencializou a ligagdo de Hb a membrana e a
formacdo de grupos carbonil em proteinas. Os mesmos estudos foram realizados
com solucdo de Hb e eritrocitos de portadores de anemia falciforme. Note-se que as
designacbes de eritrocitos e Hb faiciforme foram aplicadas aos materiais biologicos
provenientes de doentes portadores de anemia falciforme (HbS), tratados e
mantidos sob controle.

As Figuras 1A e 1B mostram, respectivamente, a oxida¢do da hemoglobina de
individuos normais e portadores de anemia falciforme por diferentes concentracbes
de t-BOOH. O nivel de oxidagdo da Hb A e Hb S foi similar para todas as
concentragdes de t-BOOH utilizadas. Na presenca de 0,2 mM de t-BOOH, 50% das
Hbs estavam oxidadas {cerca de 17% de metaHb e 6% de hemicromo para Hb A e
14% de metaHb e 9% de hemicromo para Hb S). Estes resultados sugerem que a
substituicdo apresentada pela Hb S (giu-val) ndo produziu aumento da
suscetibilidade da Hb a oxidagdo, embora os dados da literatura apontem a Hb S

como mais suscetivel aos processos oxidativos quando comparada a Hb A por
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produzirem cerca de duas vezes mais ERO que as células normais (Hebbel et al,
1982 e Hebbel et al, 1988). As diferencas encontradas nos nossos estudos em
relaglo aos relatos da literatura, poderiam ser explicadas pelo fato da soiugdo de
Hb utilizada nos nossos experimentos ser proveniente de eritrocitos de pacientes
portadores de anemia faiciforme que eram tratados e inclusive recebiam frequentes
transfusOes de sangue, apresentando assim uma certa concentracéo de Hb A

Como pode ser observado nas Figuras 2A e 2B, a quercetina mostrou agdo
antioxidante prevenindo a oxidacdo da Hb significantemente com concentractes
acima de 70 uM, tanto nas células normais quanto nas falciformes. Por outro lado,
as Figuras 3A e 3B mostram que a rutina foi antioxidante em concentracdes
superiores a 0,150 mM e pré-oxidante em concentracdes inferiores, nas duas Hb
estudadas. O comportamento diferente destes dois flavonodides deve-se
provavelmente, as suas estruturas. A rutina difere da quercetina por possuir uma
substituicdo da hidroxila da posicdo 3 do anel C por um rutinosideo. Neste caso, a
adicdo do rutinosideo altera a hidrofobicidade da molécula e facilita a interacdo do
flavondide com a superficie hidrofilica da Hb (Ferrali et al, 1997). Contudo, esta
alteragdo atrapalha a propriedade quelante de ferro, fator que diminui
consideravelmente a atividade antioxidante deste flavondide (Ferrali et al, 1997).

A oxidac@o da Hb esta intimamente relacionada a sua ligagdo & membrana
eritrocitaria. Durante os processos oxidativos, o primeiro estagio de oxidacdo da
oxiHb produz a metaHb, ocorrendo neste caso, a oxidacdo do ferro heme (Fe® —
Fe*). Oxidagbes adicionais podem desestabilizar a estrutura das globinas e

converte-las em hemicromo (Winterbourn 1990). O hemicromo formado pode
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precipitar-se ou ligar-se 8 membrana da célula, formando os corpos de Heinz.
Varios estudos tém demonstrado que o hemicromo se associa fortemente com a
proteina transmembrana, proteina banda 3 (Waugh et al., 1986). Esta interacdo
pode ser responsavel pela lise celular (Minetti et al., 1993)

Com base nos nossos resultados (Figs. 5A e 5B), pudemos constatar (tanto no
experimento com eritrécitos normais quanto com os falciformes) que a ligagéo da Hb
a membrana foi proporcional ac aumento da oxidacdo da Hb e conseqgiente
formac&o de hemicromo, conforme sugerido por Waugh et al., (1986). Portanto, a
ligagdo de Hb a membrana induzida por t-BOOH foi dependente da concentracéo do
oxidante (Figs. 5A e 5B). Em concentractes inferiores a 0,4 mM de oxidante, houve
pouca ligacdo de Hb a membrana, entretanto em concentragOes maiores, a ligagio
aumentou consideravelmente, produzindo uma curva sigmoidal indicando que a
ligacdo da Hb a membrana celular € cooperativa. Neste mesmo experimento foi
possivel observar que o nivel de Hb soldvel diminuiu, sugerindo que ela estava se
ligando & membrana eritrocitaria e precipitando. A concentragdo de oxiHb no
sobrenadante diminuiu com o aumento da concentracdo do oxidante, enquanto que
a concentracéo de metaHb e hemicromo aumentaram até 0,4 mM de t-BOOH e
entdo diminuiram atingindo valores proximos de zero com concentragdo de 1 mM de
t-BOOH. A uma concentragdo de 0,6 mM de t-BOOH, somente 36 uM de
hemicromo e 6,6 pM de metaHb estavam presentes na solugdo (Fig. 8). Estas
observacfes demonstraram que a maior parte da Hb tinha se oxidado e precipitado

como hemicromo figado @ membrana (Cesquini et al, 2001).
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A ligacéo de Hb @ membrana foi ainda maior nos eritrécitos falciformes; Nas
ceiulas falciformes a face citoplasmatica da membrana apresenta maior
concentracao de ferro, cerca de 3 vezes (ferro livre ou ligado ao heme) do que as
células normais (Browne et al 1998), além disto, as células falciformes geram
espontaneamente excessiva quantidade de radicais superéxido, peréxido de
hidrogénio e hidroxil (Hebbel et al., 1982) que podem aumentar a ligagdo de Hb &
membrana. Esta ligago é um evento importante para a célula, j& que a formac&o de
hemicromo e sua ligag&o a proteina de membrana (proteina banda 3), torna a célula
alvo para os macrofagos levando a sua remog&o via erifrofagocitose (Mohandas &
Hebbel, 1994).

No intuito de se observar o comportamento dos flavonéides na protecdo da
formagéo de hemicromo e conseqtiente ligagdo de Hb & membrana, experimentos
foram realizados na presenca de quercetina ou rutina e 0,2 mM de t-BOOH. Nestes
experimentos observamos que a quercetina diminui significantemente a ligaggo da
Hb & membrana, entretanto, a rutina ndo mostrou nenhum efeito antioxidante (Figs.
7A e 7B).

A quercetina além da propriedade de atravessar facilmente a membrana
eritrocitaria (Saija et al, 1995), pelas sua caracteristicas estruturais (catechol no anel
B, dupla 2,3 em conjung&o com a 4 oxo no anel C, as hidroxilas adicionais nas
posicdes 3 e 5 do anel A e hidroxila na posicéo 3 seguida da carbonil na posicéo 4
do anel C), possui agdo sequestradora de radicais livres efou quelante de metais
que contribuem para seu potencial antioxidante (Metodiewa et al 1999),

corroborando 0s nossos resultados.

50



A rutina, embora apresente as mesmas caracteristicas estruturais que a
quercetina no que diz respeito aos anéis A ¢ B, ndo possui a hidroxila livre na
posicao 3 do anel C. Esta substituicdo é responsavel pela menor hidrofobicidade da
molécula e o flavondide possui maior dificuldade em atravessar a membrana. Além
disto, a adicio do actcar atrapalha sua propriedade quelante de ferro e/ ou hemina
provenientes da oxidac&o da Hb; esta propriedade se deve a hidroxila 5 no anel A
associada a carbonil 4 do anel C e hidroxilas 3 e 4 do anel B presente neste
flavondide. Entretanto, o principal requisito para uma eficiente acdo quelante é a
presenca da hidroxila 3 junto & carbonil 4 no anel C {(Paganga et al, 1997}, que na
rutina se encontra substituida pelo agtcar. Consequentemente, a Hb continuaria
suscetivel aos danos promovidos principaimente pelos ions ferro efou hemina.

A Hb parece ser o alvo principal dos agentes oxidante tais como os peréxidos,
durante os danos oxidativos no eritrécito (Van der Zee et al, 1989). Os eventos
oxidativos da membrana celular parecem ser eventos secundarios causados pelos
radicais produzidos pela oxidagdo da Hb que ocorre depois da oxidacdo do GSH
(Van der Zee et al, 1989 e Skaper et al, 1997).

Em nossos estudos, a presenca de t-BOOH em uma suspens&o de eritrocitos
promoveu peroxidacdo lipidica em células normais e células falciformes (Figuras 8A
e 8B). Nestes experimentos observamos que as células faiciformes sic mais
suscetiveis ao t-BOOH produzindo cerca de 26 % mais TBARS do que as células
normais.

E conhecido que as células falciformes apresentam maior tendéncia aos

processos peroxidativos por apresentarem elevada quantidade de ferro livre ou
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ligado & estruturas da membrana (Sheng et al, 1998). Associados a este fato, a
instabilidade da Hb S e a atividade diminuida de algumas enzimas antioxidantes
(catalase e glutationa peroxidase) resultam na geragdo de grande quantidade de O,
e H,0U, (Hebbel, 1992), espécies estas que, na presenca de ferro, catalizam a
formacdo de "OH através da reac@o de Fenton (Hebbel et al, 1982). O "OH sendo
gerado em grande quantidade na proximidade da membrana dos eritrdcitos
falciformes pode levar as reacbes de abstrag@o de um hidrogénio da cadeia de
acidos graxos e iniciar o processo de peroxidacdo lipidica (Halliwell and Gutteridge,
1989).

A peroxidagao lipidica foi parcialmente inibida pela adi¢do de quercetina tanto
nas células normais quanto nas falciformes. (Figs 9A e 9B). A protecdo pela
quercetina foi também mais eficiente nas células faiciformes diminuindo a
concentracao de TBARS em 56 % contra 40 % em células normais. Contudo, o
efeito da rutina foi bastante discreto (Figs. 10A e 10B). A diferenga observada entre
o efeito da quercetina e rutina podem também ser atribuido & presenca da rutinose
na rutina. Este flavondide por ser mais hidrofilico tem seu efeito sobre a membrana
diminuido, resultando na pouca atividade observada. Procurande entender os
mecanismos de ag&o da quercetina e rutina contra a oxidagio da Hb e peroxidacdo
lipidica, alguns compostos cujo mecanismo de agdo ja sdo estabelecidos foram
utilizados (Figs. 4A, 4B e 11A e 11B). A tiourea, um sequestrador de "OH que é
frequentemente utilizado em experimentos in vitro (Halliwell, 1978) teve pequeno
efeito contra a peroxidac&o lipidica, semethante ao da rutina. Porém a utilizacdo da

tiourea ndo & muito indicada pois ela reage com acido tiobarbitdrico usado no
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método para a quantificacgo da peroxidacao lipidica e poderia levar a conclusdes
errdneas (Davies and Goldberg, 1987; Jain, 1989).

O manitol, conhecido como sequestrador de "OH, também ndo mostrou efeito
na oxidagdo da Hb e peroxidacdo lipidica, sugerindo que este radical nio participa
diretamente nos eventos oxidativos do eritrécito. Entretanto, é dificil interpretar este
resultado negativo uma vez gque a inibicdo de reacdes de certas espécies de vida
curta é dificil, mesmo gquando os antioxidantes aquosos penetram nas membranas
celulares (Dorfman & Adams, 1973). Difenilamina, cujo efeito € atribuido ac papel
sequestrador de radical alcoxil (Thornaliey et al, 1983} inibiu a peroxidacdo lipidica,
corroborando os dados de Van der Zee et al (1989). A difenilamina, por outro lado,
mostrou uma agéo pro-oxidante sobre a Hb, sendo maior na Hb falciforme do que na
Hb normal. Esta agdo pré-oxidante deve-se, taivez, 2 formagédo do radical
difenilamina gerado pela reacdo entre a difenilamina e t-BOOH (Van der Zee et al,
1989).

A desferoxamina, um importante quelante de ferro (Halliwell and Gutteridge,
1989) mostrou efeito consideravel na protecdo das células contra a oxidacéo da Hb
e peroxidacic lipidica, sugerindo o envolvimento deste metal de transicio sobre o
processo oxidativo da Hb e membrana. O ferro & bastante iOxico pois catalisa a
formacac de radicais, que podem interagir com as membranas e constituintes
citoplasmaticos.

A glutationa e os grupos tidis de proteina desempenham papeis
multiprotetores, tais como detoxificacdo dos EROs, metais pesados, xenobidticos e

estabilizam a estrutura das proteinas através da formacdo das pontes dissulfeto



{Schoneich, 1995). A adigio de GSH no meio da reacao, protegeu a Hb e os lipidios
da membrana dos eritrOcitos contra a oxidagdo induzida pelo t-BOOH (Figs. 10A e
10B e 11A e 11B). Sendo capaz de ligar se ao ferro (Stern, 1985), a GSH pode
desempenhar a sua ag¢&o antioxidante por esta via ou pela sua capacidade de doar
fons hidrogénio ou metabolizar o t+-BOOH através da atividade da glutationa
peroxidase. A GSH pode também evitar as interagbes dos metabdlitos reativos com
a Hb e tais interacOes podem representar importantes mecanismos de liberagdo do
ferro (Ferrari et al., 1992). Surpreendentemente, a GSH ndo protegeu os eritrécitos
falciformes conira a lipoperoxidacdo. Ao contrario, ela agiu como pré-oxidante,
aumentando a concentragio do TBARS. Este efeito deve-se, possivelmente, a baixa
concentrag2o do reagente no meio da reagéo, uma vez que a GSH pode ser
oxidada pelos radicais livres (cuja producdo € exacerbada nas células falciformes)
formando espécie com alio potencial oxidante, o GSSG. Além disto, a conversao de
GSSG para sua forma reduzida é prejudicada, uma vez que a atividade da
glutationa redutase se encontra diminuida nestas células (Hebbel, 1992).

Comparando-se o efeito de cada um desses antioxidantes com o da quercetina
e rutina e conhecendo-se o mecanismo de acido destes antioxidantes, pudemos
sugerir as vias de atuacao dos flavonodides estudados.

A quercetina, um dos compostos que apresentou maior efeitc antioxidante,
possui um cardter hidrofébico que permite sua interacio eficiente com os
constituintes de membrana possibilitando assim seu acesso & Hb. Uma vez em
contato com a Hb, a quercetina poderia atuar como sequestradora de ERO e/ou

quelante de ferro, visto que a sua estrutura favorece estas funcdes (Ferrali et al.,



1997). A a¢ado antioxidante € ainda mais importante para as células faiciformes pois
a concentrag@o de ferro livre e de ERO é maior que em células normais (Hebbel,
1992), eventos estes que associados poderiam aumentar a peroxidacao dos lipidios
da membrana e oxidacio da Hb.

A caracteristica hidrofilica conferida pelo rutinosideo na posicéo 3 do anel C
da rutina atrapalha a interac&o deste flavondide com os lipidios da membrana
eritrocitéria, e portanto dificulta sua interacdo com a Hb (Saija et al, 1995), e
consequentemente diminui o efeito antioxidante deste flavonoide.

O acido ascorbico (AA) e a glutationa s@o as mais notaveis substancias
redutoras ativas presentes nos tecidos vivos (Winkler et al, 1994). Em nossos
experimentos o acido ascdrbico mostrou-se como eficiente protetor da Hb (Figuras
4A e 4B) e dos lipidios da membrana contra a oxidacdo (Figuras 11A e 11B). A
combinagdo do acido ascorbico com os flavondides aumentou o efeito protetor tanto
do AA quanto dos flavonéides. A atividade cooperativa ou sinérgica entre a
guercetina ou rutina e AA pode resultar da reducéo do flavonédide oxidado (quinona)
ou do radical ariloxil pelo AA e regeneracdo do flavondide intacto {Skaper et al.,
1897). Tem sido reportado que a quercetina pode cooperar com o ascorbato para
proteger as células vermethas do sangue contra a lise induzida pela fotoreacgéo na
presenca de hematoporfirina (Sorata et al, 1984, 1988).

A rutina que apresentou efeito prd-oxidante na oxidacdo da Hb, reverteu esse
efeito na presenga de acido ascérbico, cuja combinacéo teve agdo antioxidante

(Figuras 4A e 4B).
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Baseado nos conhecimentos descritos, podemos sugerir a seguinte sequencia
de reacbes de oxi-reducdo acopladas que levariam ao efeito antioxidante da

atividade combinada do flavondide e AA, nos erifrocitos.

Esquema 4. Reacles celulares de oxi-redugdo. Netas reacdes ciclicas sdo
observados, a glutationa (GSH), o acido ascdrbico (AA) e o flavonbide. As formas
oxidadas destes compostos sdo, glutationa oxidada (GSSG), acido
dehidroascorbico (DHA) e radical ariloxil. A reducdo do GSSG requer NADPH como

cofator, o qual € produzido pelo metabolismo celular da glicose.

Roudical
co, NADPH cssa AA Ariloxil
-+
Pentose \
A=radical
G-6-P NADP GSH DHA / Flavondide
Ghucocae

No eritrocito, o flavondide seria oxidado pelos radicais livres, peréxido de
hidrogénio efou ions ferro provenientes da oxidagdo da Hb, produzindo radical
ariloxil ou a quinona (Metodiewa et al, 1999) do flavondide. Estes ultimos seriam
reduzidos regenerando o flavondide, as custas do potencial redutor do AA que se
oxidaria a DHA. A regeneracéo a AA seria mediado pela GSH (Meister, 1992) que

promoveria um aumento da concentracdo de GSSG o qual pode ser revertido a
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GSH por uma reacao catalizada pela glutationa redutase na presenca de NADPH
proveniente da via das pentoses. Winkier et al., (1994) reportaram a importancia da
GSH na redugdo do DHA a AA e o papel da via das pentoses na manutencéo deste
ciclo. Desta forma, o NADPH parece desempenhar um papel crucial na regeneracao
do AA. O AA regenerado poderia, participar novamente da reducdo das formas
oxidadas dos flavondides (radical ariloxil ou a quinona do flavonéide), recuperando
o efeito destes compostos e reiniciando o ciclo redox.

Além da oxida¢ao da Hb e dos lipidios da membrana, os processos oxidativos
podem causar danos na estrutura da proteina. Estes danos tém sido relacionados a
inativagdo oxidativa de enzimas chaves do metabolismos associadas com
envelhecimento e condigbes patolégicas como doencgas inflamatérias, aterosclerose,
desordens neurolégicas e carcinogénese (Sies, 1995). A interacdo das EROs com
as proteinas resulta em fragmentagéo da cadeia polipeptidica, formagdo de ligacdo
proteina-proteina e modificagcdo de residuos de aminoacidos, particularmente
arginina, lisina e prolina, e podem produzir grupos carbonil (Fagan et al., 1999), os
quais podem ser guantificados pela reacdo com 2,4-dinitrophenithidrazina (Halliwell
& Gutteridge, 1999). Assim, a quantificacdo destes grupos € um indicativo
importante da geracido de espécies radicalares e de seus possiveis danos sobre
estrutura proteica. Neste sentido, os danos que as ERQO poderiam promover na
solucdo da Hb e nos eritrocitos de individuos normais e portadores de anemia
falciforme foram determinadas através da quantificagio dos grupos carbonil nestes
sistemas expostos a situagbes de stress oxidativo. A quantidade de grupos carbonil

encontrada na Hb e eritrécitos falciformes foi maior do que a da Hb e eritrécitos



normais. Estes resultados sugerem que o eritrécito de individuos falciformes esta
sujeito @ um nivel basal de exposi¢do a ERO maior do que de individuos normais,
indicando mais uma vez a maior gerac&o de espécies radicalares e menor atividade
de enzimas antioxidantes nesta patologia (Hebbe! et al, 1988, Hebbel, 1991)
(Figuras 12A e 12B).

A adigdo de t-BOOH nas solugbes de Hb A e S e nos eritrécitos normais e
falciformes aumentou consideravelmente a quantidade de grupos carbonil formada,
sugerindo a participacdo deste composto na oxidacdo das cadeias laterais das
proteina (Figuras 13A e 13B). O t+BOOH ¢é conhecido por participar de reaces de
oxidacéo de proteinas e lipidios de membrana (Trotta et al, 1983) e estas reagdes
levam a geracao de radicais alcoxil e peroxil (Van de Zee et al, 1989); radicais estes
que poderiam estar envolvidos na oxidagdo dos aminoacidos. O radical alcoxil pode
abstrair um atomo de hidrogénio dos residuos de aminoacidos formando ¢ radical
centrado no carbono (Berlett & Stadtmant, 1997), o qual reage rapidamente com O,
dando origem ao radical peroxil, que pode originar o grupo carbonil diretamente ou
reagir com um doador de hidrogénio e transformar-se em um hidroperéxido lipidico
que pode se decompor e formar grupos carbonil (Fu et al, 1998). A formacdo de
grupos carbonil apos adicdo de +-BOOH é ainda maior na Hb S e nos eritrécitos
faiciformes. Este fato se deve a maior quantidade de ERO e de ferro fivre ou ligado
as estruturas da membrana (Sheng et al, 1998) que através de reacfo com t-BOOH

levaria a formagéo de maior quantidade de alcoxil e consequentemente, de carbonil.
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Em relacdo aos antioxidantes utilizados, o acido ascorbico e os flavonoides ndo
protegeram contra a formacao destes grupos, conforme mostram as Figuras 12A, 12B,

13Ae 138
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6) CONCLUSOES

Néao foram observadas diferencas entre o nivel de oxidacdo da Hb A e
Hb § induzida por +-BOOH, tanto na auséncia quanto na presenca dos

flavonoides.

A quercetina comportou-se como antioxidante em todas as
concentragbes utilizadas, ao passo que a rutina mostrou-se pro
oxidante em concentragdes inferiores a 150 uM.

A utllizacgo conjunta de 4cido ascorbico ou GSH com quercetina
potencializou sua atividade antioxidante e quando usados na presenca de
rutina, transformou sua atividade pro-oxidante em antioxidante, inclusive
em concentracGes inferiores a 150 uM.

A ligagdo de Hb & membrana eritrocitaria foi maior em células falciformes
quando comparada as células normais, este fato foi observado tanto na
auséncia quanto na presenca de t-BOOH e dos flavonéides.

A quercetina protegeu sensivelmente a ligagdo da Hb & membrana,
entretanto a rutina n&o mostrou qualquer efeito.

A peroxidac&o lipidica da membrana dos eritrécitos falciformes induzida
por +-BOOH foi maior do que a encontrada em membrana de eritrocitos
normais. Este resultado se repetiu na presenga dos flavondides.

Tanto a quercetina quanto a rutina diminuiram a formacdo de TBARS,
apresentando a quercetina um efeito antioxidante maior quando

comparado ao da rutina.



+ A guantidade de grupos carbonil determinada na solugdo de Hb S e nos
eritrocitos falciformes foi maior do que a encontrada na Hb A e nas células
normais em todas as condicdes estudadas.

+ Nenhum antioxidante utilizado mostrou diminui¢ao da formacgao de grupos
carbonil nestes ensaios.

o Com base nestes resultados, podemos concliuir que os flavonodides tiveram
maior efeito protetor nos processos oxidativos do sangue de individuos
portadores de anemia falciforme do que de individuos normais, podendo
assim, sugerir a flavonodide - terapia a fim de minimizar os danos sofridos

por estes individuos e portanto, melhorar suas qualidades de vida.
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ABSTRACT

Hemoglobin (Hb) oxidation leads to the formation of hemichrome, which binds to the mem-
brane and causes red blood cell removal by the reticuloendothelial system. In the present in-
vestigation, the effect of flavonoids on Hb oxidation and their binding to red blood cell (RBC)
membranes were studied using ferf-butyl hydroperoxide (tert-BOOH) to promote oxidative
stress. The intrinsic antioxidant activity of RBC was able to prevent the binding of Hb to the
membrane at terf-BOOH concentrations up to 0.4 mM. At higher concentrations, a brown pel-
let was observed and represented the appearance of membrane-bound oxidized Hb, Oxida-
tions performed in membrane-free Hb solutions with an identical oxidative system showed
less Hb oxidation. These observations suggest that erythrocyte membrane lipid peroxidation
enhances the oxidative damage of Hb, increasing its binding to membranes. Quercetin par-
tially protected Hb against oxidation by tert-BOOH and reduced the levels of the membrane
bound hemichrome. Lipid peroxidation was also significantly suppressed by quercetin. Rutin
and morin had little effect in preventing Hb binding to RBC membranes, indicating the im-
portance of structure in the antioxidant properties of flavonoids. In the absence of oxidant,
the peroxidation of erythrocyte membrane and isotonic hemolysis were protected by
quercetin. These results suggest that quercetin displays a beneficial role on aging of RBC.

INTRODUCTION dimers, which then aggregate to form the
senescence antigen on the cell surface. The
binding of IgG to this antigen serves as the sig-

nal for RBC removal by the reticuloendothelial

HE STRUCTURAL AND FUNCTIONAL character-
istics of the erythrocyte membrane are

maintained by the binding of spectrin to a sec-
ond cytoskeletal protein, ankyrin, which in
turn interacts with the cytosolic pole of band
3.1 The cytoplasmic domain of band 3 has a
high-affmity binding site for Hb, especially for
hemichrome.>” The destruction of senescent
RBC involves Hb denaturation and the subse-
quent formation of hemichrome. The latter
binds to a high affinity binding site on band 3

system.® The cross-linking of band 3 by
hemichrome can also account for the enhanced
fragility of the membrane leading to isotonic
hemolysis in vivo.” Since the lipid component
has little or no capacity to influence cell rigid-
ity, the nondeformability must be caused, at
least in part, by a less flexible protein reticu-
lum supporting the lipid bilayer. Thus, the pre-
cipitation of Hb rather than lipid peroxidation

*Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil.

“Universidade Braz Cubas, Mogi das Cruzes, SP, Brasil.
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is believed to be the major cause of cell fragility
which accompanies Heinz body formation.?
The complexation of Hb with the membrane,

a natural phenomenon of cell aging, is posi- -

tively correlated with increasing cell density
and decreasing cell deformability,'%" and oc-
curs most frequently in red blood cells (RBCs)
carrying genetically unstable Hbs.

The binding of Hb to the RBC membrane can
be studied by inducing Hb oxidation with
phenylhydrazine and its derivatives 1213 tort-
butyl hydroperoxide (fert-BOOH)*15 or H,0,.1
Since metHb does not highly bind to the RBC
membrane,” compounds that prevent the for-
mation of hemichrome may prevent damage to
the RBC membrane. In this report, we examined
the antioxidant effect of flavonoids on Hb and
membrane lipids. Flavonoids are phenolic com-
pounds found in many vegetables. They are in-
gested by humans and animals from their nat-
ural diet in various amounts. Flavonoids exert
multiple biological effects, preventing a wide va-
riety of diseases, such as inflammation, athero-
sclerosis, certain forms of cancer, and even ag-
ing, which may result, at least in part, from their
antioxidant activity.}*-?° These compounds may
delay oxidant injury and cell death by scaveng-
ing free radicals, protecting against lipid perox-
idation, and chelating metal ions, thereby termi-
nating the free radical chain reaction. 2%
Among flavonoids, quercetin is the major repre-
sentative of the flavonol subclass. In vitro,
quercetin is a strong antioxidant with alkoxyl
and peroxyl radical scavenging activity.26-2

The main objectives of the current study were
to investigate the influence of oxidized Hb on
Heinz body formation and to assess the ability
of flavonoids (quercetin, rutin, and morin) to
prevent the binding of Hb to human RBC mem-
branes. The relationship between the effect
of flavonoids on Hb oxidation, the lipid perox-
idation of membranes, and the binding of
hemichrome to the RBC membrane is discussed.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Rutin, morin, quercetin, tert-butyl hydroper-
oxide (tert-BOOH), and dimethyl sulfoxide
(DMSO) were obtained from Sigma Chemical
Co. {5t. Louis, MO).

CESQUINI ET AL.

Preparation of Hb

Blood samples provided by the university
hospital (Hospital das Clinicas) blood bank were
collected into EDTA-treated tubes. Plasma,
platelets, and the buffy coat were removed by
consecutive centrifugations and washing in cold
NaCl (0.9% wt/vol). The resulting RBCs were
suspended in PBS (135 mM NaCl, 0.1 M
NapHPOy/NaH,PO, pH 74). Hemolysates
were obtained by lysing RBC with distilled wa-
ter (1:10), followed by centrifugation to remove
cellular debris. The concentration of Hb was de-
termined by the Drabkin method.

Preparation of flavonoid solutions

Solutions of flavonoids were prepared im-
mediately before use. The flavonoids were first
dissolved in 50% DMSO and then diluted to a
final DMSO concentration of 2% in the reaction
tube. At this concentration, DMSO had no ap-
preciable effect on Hb oxidation and Hb bind-
ing to RBC membranes.

Oxidation of Hb by chemical agents

For Hb oxidation, 200 uM of tert-BOOH was
added to 40 pM of hemolysate (in 100 mM
phosphate buffer, pH 7.4) in the absence or
presence of flavonoids. The extent of Hb oxi-
dation was measured after a 15-min incubation
at 37°C using a Hitachi U-2000 spectropho-
tometer. The relative proportions of oxyHb,
metHb, and hemichrome were calculated using
the equations described by Winterbourn.3

{OXYHbI = 119A577 - 39A530 . 89A533
[MetHb] = 28As5 + 307 Agsp ~ BbAsz60

[Hemi] = —133Az5y7 — 114A0 + 233A540

Incubation of RBC suspension with oxidants

The binding of Hb fo membranes was in-
duced by incubating the RBC suspension at a
Hb concentration of 50 uM (Hb;,;). In these ex-
periments, the incubation was done in PBS for
15 min at 37°C in the absence or presence of tert-
BOOH at a final concentration of 0.6 mM. After
incubation, the cells were centrifuged, washed
twice with PBS, lysed with distilled water in a
final volume of 2 ml and centrifuged to remove
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cellular debris. The Hb concentration was de-
termined in the supernatant (Hbsyp) and the con-
centration of Hb bound to membranes (Hbem)
was calculated using the following expression:

[(Hbyen] = [Hbyg,] ~ {Hbsup]

The exposure of membrane-free Hb to 0.6
mM fert-BOOH did not lead to precipitation.

Lipid peroxidation

The lipid peroxidation of erythrocyte mem-
brane was assessed as described by Stocks and
Dormandy.?! The experiments were carried out
with a suspension of human erythrocytes con-
taining 1 mM of Hb, in the absence or presence
of flavonoids and ter+-BOOH (1 mM). After 30
min at 37°C, 0.5 ml of 25% TCA was added to
1 ml of suspension and the mixture was cen-
trifuged at 1,100g for 5 min. To 1 ml of the re-
sulting supernatant, 1 ml of 1% thiobarbituric
acid (TBA} in 0.05 M NaOH was added fol-
lowed by boiling for 15 min. The formation of
TBA-reactive substances (TBARS) was used as
a measure of lipid peroxidation. The TBARS
concentration was determined using an € of 516
mM~! em™1 at 532 nm.

Isotonic hemolysis

Erythrocytes suspended in PBS (10% hema-
tocrit) were incubated at 37°C for 43 hin a Dub-
noff shaking apparatus, in the absence and
presence of 70 uM quercetin. Aliquots were
withdrawn at appropriate time intervals, cen-
trifuged, and assayed for hemoglobin in the su-
pernatant. The hemoglobin concentration was
determined spectrophotometrically at 540 nm.

Statistical analysis

All experiments were done at least three
times on three subjects, and the data were an-
alyzed by one-way ANOVA.

RESULTS AND DISCUSSION

The effects of quercetin on Hb oxidation and
the binding of Hb to RBC membranes were
investigated using ferf-BOOH {o promote ox-
idative stress. Snyder et al.1° reported that RBC
exposure o peroxide results in signs of accel-

erated cell senescence, including the generation
of Hb-membrane complexes, increased mem-
brane rigidity, and enhanced recognition by
monocytes. In vivo, oxidized Hb derivatives can -
bind to the RBC membrane leading to lysis. An
important event in hemolysis is the oxidative
process initiated by free Hb.?? The brown pel-
let, known as Heinz bodies, is formed by the
interaction of irreversible hemichromes with
the cell membrane, thereby altering the prop-
erties of the latter and contributing to hemoly-
sis and premature RBC death.®** In our ex-
periments in vitro, the exposure of RBC to the
oxidizing agent tert-BOOH did not cause ap-
parent cell lysis, as shown by the colorless su-
pernatant (Azso = 0.01). The brown pellet, sep-
arated by cenirifugation after cell lysis,
indicated the presence of membrane-bound Hb
derivatives. This phenomenon was first de-
scribed by Trotta et al.* in studies of RBC in-
cubated with tert-BOOH; no significant hemol-
ysis was observed by these authors.

The tert-BOOH-induced binding of Hb to the
erythrocyte membrane was concentration-de-
pendent (Fig. 1). At concentrations lower than

[Bound Hb], uM

] 1 ¥
0.4 0.6 0.8

7tert-BOOH], mM

0.0 0.2 1.0

FIG.1. Effect of oxidant concentration on Hb binding to
human RBC membranes. The RBC suspension (40 uM
Hbj in PBS (0.1 M phosphate buffer + 0.9% NaCl, pH7.4)
was incubated for 15 min at 37°C with different concen-
trations of oxidant in the absence (M) and presence (®) of
100 M quercetin. The experimental conditions were as
described in Materials and Methods. Each point repre-
sents the mean = 8D of three experiments on three sub-
jects. *p < 0.01 compared to the abserce of quercetin.
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FIG. 2. Effect of tert-BOOH concentzation on the solu-
ble fraction of Hb from an RBC suspension (40 uM Hb)
in PB5 (0.1 M phosphate buffer + 0.9% NaCl, pH 7.4). The
RBC suspension was incubated for 15 min at 37°C with
different concenirations of oxidant and the oxyHb (M),
metHb (@), and hemichrome {A) levels were determined
in the soluble fraction. The total free Hb (W) was obtained
by summing the oxyHb, metHb, and hemichrome con-
centrations. Each point represents the mean + 5D of three
experiments on three subjects.

0.4 mM oxidant, there was little binding of Hb
to the cell membrane. Athigher concentrations,
however, the amount of brown pellet increased
quickly, yielding a sigmoidal curve, indicating
that the binding of Hb to the cell membrane
was cooperative. The level of soluble Hb, and
hence concentration of Hb, was almost un-
changed up to 0.4 mM tert-BOOH (Fig. 2). At
higher concenirations of oxidant, the Hb level
in the soluble fraction decreased, indicating the
withdrawal of protein from the solution
through binding to membrane that was subse-
quently percipitated.

The level of oxyHb in the supernatant de-
creased with oxidant concentration, whereas
that of metHb and hemichrome increased up
to 0.4 mM tert-BOOH and then dropped to al-
most zero at 1 mM fert-BOOH. The hemi-
chrome formed was subsequently bound to the
RBC membrane. At a concentration of 0.6 mM
tert-BOOH, only 3.6 uM of hemichrome and 6.6
uM of metHb were present in the solution (Fig.
2). These observations showed that most of the
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Hb was oxidized to hemichrome and precipi-
tated as hemichrome-bound membrane.

To check for the formation of insoluble Hb in
the membrane-free Hb solution after exposure to
tert-BOOH, the oxidation of Hb by different con-
centrations of tert-BOOH was examined (Fig. 3).
No insoluble Hb was detected, indicating that the
precipitate in Fig. 1 consisted of membrane-
bound Hb only. Figure 3 also shows that oxyHb
behaved similarly to that in Fig. 2. The metHb
and hemichrome levels, however, increased with
tert-BOOH concentrations up to 0.4 mM and 0.6
mM, respectively, and then, remained constant.
At a tert-BOOH concentration of 0.6 mM, about
15.9 uM of metHb and about 23.5 uM of hemi-
chrome was present in the solution. These results
indicated that under identical conditions hemo-
globin in membrane-free solutions oxidized less
than Hb in intact erythrocytes. They also suggest
that oxidative damage to the membrane enhances
damage to Hb, possibly through the formation of
lipid hydroperoxides and their reactive interme-
diates. Such lipid peroxidation products may en-
hance the oxidation of Hb to hemichrome and
amplify the binding of Hb to membranes, thus

50 -

40 -

30~
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» i
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[tert-BOOH], mM

FIG. 3. Effect of oxidant concentration on membrane-
free Hb solutions. OxyHb (M), metHb (@), and
hemichrome (A) levels were determined after exposing
an Hb solution (40 uM) to ter£-BOOH for 15 min at 37°C.
The experimental conditions were as described in Mate-
rials and Methods. Each point represents the mean = SD
of three experiments on three subjects.
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explaining the sigmoidal aspect of the curve In
the absence of quercetin (Fig. 1).

Many authors have suggested that Hb is the
main target for oxidani agenis such as fert-
BOOH during oxidative damage to RBC. The
oxidative events in the RBC membrane appear
to be a secondary event caused by radicals pro-
duced by Hb oxidation, which occurs follow-
ing the oxidation of GSH.1%3536

To prevent oxidation, normal RBC uses de-
fenses such as antioxidant molecules or antiox-
idant enzymes. In addition to these endogenous
protective systems, compounds such as ascorbic
acid and vitamin E in individuals with sickle
cell anemia can prevent oxidative injury.337
Among the natural antoxidants, flavonoids have
recently gained interest because of their broad
spectrum of pharmacological activity.

Flavonoids are strong scavengers of oxygen
radical and are also good metal chelators, 2127
which form inert complexes that cannot par-
ticipate in the conversion of peroxide radi-
cals and hydrogen peroxide into hydroxyl rad-
icals. Flavonoids are also effective in prevent-
ing lipid peroxidation and oxidative damage in
cells. 225293 Tor these reasons, we examined
the role of the flavonoids quercetin, rutin, and
morin as antioxidants and as inhibitors of Hb
binding to membranes.

Quercetin, a pentahydroxyflavone which
easily penetrates cells,®® delayed the binding of
Hb to membranes induced by tert-BOOH, in a
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FIG. 4. Effect of quercetin concentration on Hb binding
to human RBC membranes incubated with teri-BOOH.
The RBC suspension (40 pM Hb) in PBS (0.1 M phosphate
buffer + 0.9% NaCl, pH 7.4) was incubated for 15 min at
37°C with 0.6 mM teri-BOOH in the presence of different
concentrations of quercetin. The experimental conditions
were as described in Materials and Methods. The points
are the means = SD of three experiments on three sub-
jects. *p < 0.01 compared to the absence of flavonoid.

concentration-dependent manner (Fig. 4). This
effect of quercetin was a consequence of its ca-
pacity to protect Hb against oxidation to metHb
and hemichrome in membrane-free Hb solu-
tions (Table 1). This finding was confirmed by

Tasle 1. INFLUENCE OF FLAVONGCIDS ON MemMsrane-Free He OxipaTion 8y 0.2 MM teri-BOOH

Flavonoid (uND [OxyHb] uM [MetHb] uM [Hemichrome] pM
Quercetin

0 123 = 0.9 iS58 = 0.6 111 = 09

15 162 = 2.2# 152 £ 0.5 90 x22

50 upM 204 * 1.9% 150 = 0.7 53 %06

100 uM 267 = (.8 166 = 0.8 0
Rutin

0 172 = 08 142 =05 74 £ 02

15 uM 137 = 1.9* 185 £ 0.9 78 +13

50 pM 115 = 3.2 20614 82 =186

100 M 153 =+ 04 183 £ 0.1 63 03
Morin

0 178 x109 143+ 1.2 70 =09

15 7.0 £ 1% 200 + 1.8 12.7 + 3.6

50 uM 20 = 0.6 255+ 02 122 £ 07

100 oM 0.8 = 0.1 270+ 10 114+ 1.0

Samples containing 40 M Hb, fiavonoids, and 0.2 mM fert-BOOH were incubated for 15 min at 37°C. Each point
represents the mean * 3D of three experiments on three subjects. *» < 0.05 and **p < 0.01 compared with the
absence of flavonoid. The data were 2nalyzed by one-way ANOVA followed by the Duncan test.
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FIG. 5. Effect of different flavonoids on Hb binding to
human RBC membranes incubated with tert-BOOH. The
RBC suspension (50 uM Hb) in 0.1 M phosphate buffer +
0.9% NaCl, pH 7.4 was incubated with 0.6 mM tert-BOOH
for 15 min at 37°C in the presence of different concentra-
tions of the flavonoids morin (@), rutin (A), and quercetin
(). Each point represents the mean = SD of three ex-
peritnents on three subjects. *p < 0.01 compared to the ab-
senice of flavonoid.

experiments done in the presence of rutin or
morin which showed a small effect on the
hemichrome formation induced by tert-BOOH
(Table 1). Consequently, these flavonoids
showed little ability to prevent the binding of
Hb to RBC membranes (Fig. 5). The ability of
flavonoids to diminish the formation of
hemichrome was apparently very important for
preventing the binding of Hb to the RBC mem-
brane since the latter has a high-affinity binding
site for this form of oxidized Hb.” This observa-
tion demonstrated the importance of the oxida-
tive step on the binding of Hb to membranes.
The antioxidant capacity of quercetin could be
ascribed to the concomitant activities of scav-
enging radicals and chelating iron from the
breakdown of oxidized Hb as proposed by
Afanas’ev et al.¥” and Boyer et al.?

During the oxidation of Hb in RBC, there is
a concomitant production of reactive oxygen
species that may reach the membrane to cause
oxidative siress and lipid membrane peroxida-
tion. As described by Laughton et al?* and
Dechamneaux et al,® quercetin may protect
against lipid peroxidation demonstrated by its
ability to reduce the formation of TBA-reactive
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products (Fig. 6). According to Van der Zee et
al*® the reaction of hydroperoxides with
heme-containing proteins yields peroxyl {¢-
BOO’) and alkoxyl (f-BO") radicals, the latter is
involved on initiation of the lipid peroxidation.
Quercetin acts by scavenging alkoxyl and per-
oxyl radicals, thereby preventing the lipid per-
oxidation. 041

Although the oxidation of lipid component
has little or no effect on cell rigidity, oxidation
of the polyunsaturated fatty acid side chains of
membrane lipids can generate many poten-
tially cytotoxic products® and can also exacer-
bate the free radical-mediated destruction of
proteins and unsaturated lipids. Lipid peroxi-
dation, therefore, has many deleterious effects
on membrane structure and function which can
contribute to premature cell death.® As de-
scribed above, lipid peroxidation may enhance
the oxidative process of Hb in erythrocytes and
contribute to further binding of Hb to the mem-
brane.

The experiments performed in the absence of
tert-BOOH, demonstrated that quercetin was
able to protect against peroxidation of erythro-
cyte membrane decreasing the TBA-reactive
products by 32% (Fig. 7). Protective effect of
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FIG. 6. Lipid peroxidation in RBC in the absence (M)
and presence (®) of 70 uM quercetin. Lipid peroxidation
was induced by incubating a suspension of RBC in PBS
{containing 0.5 mM Hb) with tert-BOOH (0.2~1.2 mM) for
30 min at 37°C. Each point represents the mean * 8D of
three experiments three subjects. *p < (.05 and **p < 0.01
compared to the absence of flavonoid.
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(M) and presence (®) of 70 uM quercetin. Lipid peroxidation was
0.5 mM Hb) for 120 h at 37°C. Each point represents

the mean * 5D of three experiments on three subjects. *p < 0.01 compared to the absence of flavonoid.
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FIG. 8. Protective effect of quercetin on isotonic hemolysis. Erythrocytes suspended in PBS (1% hematocrit) were

incubated at 37°C for 45 h in a Dubnoff shaking apparatus, in the absence (#) and presence (@) of
riate time intervals, centrifuged, and assayed for hemoglobin

Aliquots were withdrawn at approp
The hemoglobin concentration was determined
5D of three experiments on three subjects.

70 uM quercetin.
in the supernatant.

spectrophotometrically at 540 nm. Each point represents the mean =
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quercetin was also observed on isotonic he-
molysis which increased the time of hemolysis

(50%) from 20 h of incubation at 37°C in the ab-
sence of quercetin to 26 h in the presence of the
flavonoid (Fig. 8). These results suggest that
quercetin may display a beneficial effect on ag-
ing of RBC.

The antioxidant capacity of flavonoids ap-
pears to be determined by their structural char-
acteristics.??® The o-dihydroxy (catechol)
siructure in the B ring, the 2,3-double-bond in
conjunction with the 4-oxo-group and the pres-
ence of 3-, 5-, and 7-hydroxyl groups in their
structures are important for the antioxidant po-
tential of flavonoids. Quercetin fills these struc-

tural requirements,® whereas morin devoid of

the first structure and rutin contains a 3-hy-
droxy group blocked with rutinose. The anti-
oxidant activity of flavonoids also depends on
their accessibility to the cells. ¥4 Although
rutin, reportedly protects against Hb oxida-
tion,* in our experimental conditions this com-
pound showed a slight peroxidant action
(Table 1) and was relatively ineffective in pre-
venting Hb binding to the membrane. The pres-
ence of rutinose probably also prevents the ac-
cess of rutin to the lipid membrane and hence
its entrance into the RBC.

In conclusion, exposing erythrocytes to tert-
BOOH in vitro leads to (1) intracellular damage
in the form of Hb oxidation and membrane-
bound hemichrome production, both of which
are partially, but not totally prevented by
quercetin, and (2) lipid peroxidation induced
by fert-BOOH is significantly suppressed by
quercetin. The results reported here have im-
portant implications for the beneficial effects of
quercetin, which is absorbed and eliminated
slowly throughout the day.®® Thus quercetin
could increase the antioxidant capacity of
blood plasma and prevent the premature aging
and death of cells following oxidative stress.
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ABSTRACT - Flavonoids are polyphenolic compounds with a wide range of biological
activities. To investigate the antioxidant properties of the flavonoids rutin and morin on
hemoglobin oxidation and membrane lipid peroxidation, erythrocytes were treated with tert-
butyl hydroperoxide to stimulate oxidative stress. The rutin showed a greater protective effect
against Hb oxidation than morin, perhaps because of the presence of a catechol moiety on the
nng B. A protective action that was also observed with glutathione and deferoxamine, was
apparently conducted by the scavenging of oxygen free radicals, the chelation of iron ions
and/or hemin formed during Hb oxidation. Free radicals and metal ions may also be involved in
lipid peroxidation in RBC since deferoxamine, glutathione and diphenylamine were able to
reduce the oxidative damage. Despite its prooxidant action on Hb oxidation, morin offered
greater protection against lipid peroxidation than rutin. The presence of rutinose in the rutin
structure makes the flavonoid more hydrophilic, and reduces the interaction with membrane

lipids compared to morin.

KEY WORDS: rutin, morin, hemoglobin, red blood cell, liptd peroxidation, oxygen free

radical.
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INTRODUCTION

Flavonoids, a group of benzo-y-pyrone derivatives widely distributed in the planf Iu
kingdom, are frequently ingested by man and animals in their normal diet. Flavonoids exert
multiple biological effects and protect against various conditions such as mflammation,
atherosclerosis, and certain forms of cancer that involve free radical-mediated damage
(Middleton and Kandaswami, 1992; Rice-Evans et al., 1996: Skaper et al., 1997; Korkina and
Afanas’ev, 1997; Skibola and Smith, 2000). The involvement of oxidants in such diseases
suggests a possible therapeutic use of antioxidants. Flavonoids have received increasing
interest as antioxidants of potential therapeutic significance. Indeed, epidemiological studies,
have shown that flavonoids may be important health-promoting compounds m plant~derived
food (Rimm et al., 1996, Hertog et al., 1996; 1997). The structures of flavonoids vary
considerably, and several attempts have been made to elucidate the structure-activity
relationships of some of these compounds (Das, 1994). Three structural groups are known to
contribute to the free radical scavenging and/or antioxidative potential of flavonoids: (i) the
3" ,4"-dihydroxy catechol structure in the B ring, (i1) the 2,3 double bond in conjunction with 4-
oxo group in the C ring, (iii) the 3 hydroxy group in combination with 2,3-double bond in the C
ring (Bors et al,, 1990). Another possible antioxidant mechanism for flavonoids is via metal
chelating by both hydroxyl (in C5) and the carbonyl (in C;) which prevent free radical
formation (Afanas’ev et al., 1989; Morel et al., 1993; Ferrali et al., 1997). Although there is
general agreement that flavonoids possess excellent iron chelating and radical scavenging
properties, there is still much discussion regarding their relative contribution in protecting
against diseases and on the importance of structure-activity relationship in this antioxidant

activity.

89



In contrast to the beneficial effects, some flavonoids have been also found to be
mutagenic i vitro (Sahu and Gray, 1993; 1994; Rahman et al., 1992; Skibola and Smith,
2000). These harmful effects result from the prooxidant rather than antioxidant action of the
related flavonoids (Hodnick et al., 1994; Sahu and Gray, 1993; 1994; Rahman et al., 1992;
Hanasaki et al., 1994).

In this report we describe the antioxidant and pro-oxidant actions of rutin and morin on
human Hb and on RBC membrane lipid and also examine the importance of flavonoid structure
in tert-butyl hydroperoxide (tert-BOOH)-stimulated oxidation. RBC is an excellent model for
these studies since its membrane is particularly susceptible to oxidant attack as a result of the
high polyunsaturated fatty acid and the Hb iron is a potential powerful ﬁ;romoter of oxidaﬁve

processes.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Rutm, morin, tert-BOCH, dimethylsulfoxide {(DMSO), glutathione and deferoxamine
were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Thiourea, mannitol, diphenylamine,
2-thiobarbituric acid and trichloroacetic acid were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany).
Preparation of RBC and Hb

Blood samples provided by the Hospital das Clinicas (UNICAMP) were collected in
tubes containing EDTA. Plasma, platelets and the buffy coat were removed by centrifugation at
500 g for 5 min. For the preparation of RBC, the pellet was washed three times with cold NaCl
{0.9%) and suspended in 100 mM saline-phosphate buffer, pH 7.4. For the preparation of Hb,
the RBC was lysed in distilled water and the hemolysate then centrifuged for 5 min at 5000 g
to remove cell membranes. In both cases, concentration of Hb was determined by the Drabkin
method (Wmterbourn, 1990).
Prepax“ation of flavenoid solutions

Solutions of rutin and morin were prepared immediately before use. The flavonoids
were first dissolved in 50% DMSOQ and then diluted to give a final DMSO concentration of 2%
in the reaction tube. At this concentration, DMSQ had no appreciable effect on Hb oxidation
and lipid peroxidation. The control experiments were done in the presence of 2% DMSO.
Oxidation of Hb by tert-BOOH

To promote Hb oxidation, 0.2 mM of tert-BOOH was added to a 40 uM solution of
oxyHb (in 100 mM phosphate buffer, pH 7.4) in the absence or presence of rutin or morin. The

extent of Hb oxidation was measured in a Hitachi U-2000 spectrophotometer, after 15 min at
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37°C. The relative proportion of oxyHb, metHb and hemichrome was calculated using the
equations described by Winterbourn (1990).
Effect of pretreating rutin and morin with tert-BOOH on Hb oxidation

OxyHb (40 uM) was added to 0.5 mM rutin or morin pre-incubated with 0.2 mM tert-
BOOH for 5 mun at 37°C. The Hb oxidation was measured afterl5 min of reaction.
Lipid peroxidation

Tert-BOOH (final concentration, 1 mM) was added to a RBC suspension (final
concentration, 0.5 mM Hb) in the absence or presence of rutin and morin. After 2 30 min
imcubation at 37°C, the reaction was stopped by adding 25% trichloroacetic acid and the
mixture centrifuged for 2-3 min at 5000 g. One milliliter of 1% thiobarbituric acid (TBA) in 50
mM NaOH was added to 1 m! of the supernatant and boiled for 15 min and immediately cooled
on ice. The level of TBA reactive products (TBARS) was measured in a Hitachi U-2000
spectrophotometer at 532 nm (Stocks and Dormandy, 1971). When the effect of flavonoids was
tested, RBC were pre-incubated with different concentrations of rutin or morin for 5 min before
the addition of the tert-BOOH.
Statistics analysis: The results are expressed as the median and quartile intervals. Significance
was assessed using the Kruskall-Wallis Test and the difference between groups was evaluated

with a distribution-free multiple compansons method.
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RESULTS
Fffect of morin and rutin on tert-BOOH-induced Hb oxidation

Tert-BOOH caused considerable Hb oxidation that was inhibited by rutin (Fig. 14). At
a concentration of 0.6 mM, rutin inhibited about 23% of the Hb oxidation. The yield of metHb
and hemichrome in the presence of rutin decreased by about 13% and 11%, respectively.

Morin had a pro-oxidant effect at concentrations up to 1.0 mM, with a maximum effect
at 0.1 mM. At this concentration, oxyHb decreased significantly {(p<0.01) from 50% to 10%;
simultaneously, the metHb and hemichrome concentrations reached maximum levels of 70%
and 20%, respectively. At concentrations above 0.1 mM, the pro-oxidant effect of morin
decreased; oxyHb recovered its initial level of 50% at 1.0 mM morin (Fig. 1B).

The influence of some antioxidants on Hb oxidation by tert-BOOH was investigated to
compare their effects with those of rutin and morin (Table 1). Glutathione, deferoxamine,
thiourea and rutin exerted a protective action on Hb oxidation induced by tert-BOOHL
Diphenylamine, which protects against the lipid peroxidation induced by tert-BOOH by
scavenging the tert-BO" radical (Van der Zee et al,, 1989), had no effect on Hb oxidation, nor
did mannitol.

Hb oxidation by rutin or morin pretreated with tert-BOOH

Pretreating rutin with tert-BOOH reduced this flavonoids™ protective effect on Hb
oxidation. Figure 2 shows that incubating Hb with tert-BOOH decreased the oxyHb level to
329% after 15 min of reaction. The addition of rutin to the reaction medium increased the level
of oxyHb to 47%. However, pre-incubating rutin with tert-BOOH before the addition of Hb
enhanced oxidation and the oxyHb level decreased to 33%. The pro-oxidant effect was greater
when morin was pre-incubated with the oxidant, and the level of oxyHb decreased from 23%

(without pre-incubation) to about 9% (after pre-incubation with tert-BOOH).
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DISCUSSION

In recent yeérs, flavonoids have gained considerable interest because of their potential
pharmacological activity in a large vanety of diseases, most of which produce injury through
free radicals formation (Havsteen, 1983; Brandi, 1992; Middleton and Kandaswami, 1992).

In the present study, the ability of rutin and morin in preventing Hb oxidation and
peroxidation of RBC membrane lipid was examined following tert-BOOH-stimulated oxidative
stress.

In agreement with previous reports (Trotta et al,, 1982; Rice-Evans et al.,, 1985), the
presence of tert-BOOH lead to the formation of metHb and hemichrome i Hb solution.
Exposure of intact RBC to tert-BOOH also caused lipid peroxidation and the binding of Hb to
membranes (Chiu et al., 1996; Cesquini et al., 2001). Oxidative phenomena induced by tert-
BOOH 1 erythrocytes are mediated by free radicals such as tert-BO® and tert-BOO" (Trotta el
al., 1982, 1983; Thomalley et al, 1983). Flavonoids in the reaction medium may protect
protens and membrane lipids against oxidative damage by tert-BOOH by scavenging tert-
BOOH-denived radicals, by mteracting directly with tert-BOOH, or by chelating metal ions.

As shown in the figure 1 rutin was more effective than morin in preventing Hb
oxidation. The presence of a catechol group in ring B of rutin is essential for antioxidant and
free radical scavenging activity (Cotelle et al, 1996). However, the OH at position 3 in rutin is
blocked with a rutinoside group. Although the antioxidant activity of rutin may be affected by
this substitution, the hydrophilic rutinoside group probably facilitates the interaction of the
flavonoid with the hydrophilic surface of Hb to inhibit the protein oxidation. On the other hand,
the chelating capacity of rutin is impaired since the hydroxyl group in Cs is not accessible to
bind iron ions, thus interfering on its antioxidant property. Morn did not protect Hb against

tert-BOOH induced oxidation, but behaved as a pro-oxidant at low concentrations (Fig. 1B).
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assessed since this compound reacts directly with the thiobarbituric acid used to determine lipid
peroxidation, and gives erroneous results (Davies and Goldberg, 1987; Jain, 1989).

Mannitol and DMSO (used to dissolve the flavonoids) failed to diminish Hb oxidation
and lipid peroxidation (Table I). This finding argues against direct damage to RBC by "OH
radicals but the difficult in interpreting this negative result is that the reactions of certain short-
lived species are difficult to inhibit, even when aqueous antioxidants penetrate the cell
membranes {Dorfman and Adams, 1973).

Diphenylamine, a powerful scavenger of alkoxyl but not of peroxyl radicals (Bors 'ét al,
1981; Stern, 1985) strongly inhibited lipid peroxidation (Table I), in agreement with the
ﬁndings of Kalyanaraman et al (1983) and Van der Zee et al, (1985, 1989). Trotta et al,
(1983) reported that alkoxyl radicals are capable of extracting alylic hydrogen from unsaturated
fatty acids of phospholipids, thereby initiating lipid peroxidation. The oxidation of Hb was not
prevented by diphenylamine (Table I), perhaps because alkoxy! radicals are not major oxidants
of Hb.

Glutathione and protein thiols have multiple protective roles in cells (Schoneich, 1995).
The addition of GSH to the reaction media protected Hb and RBC membrane lipids against
oxidation by tert-BOOH (Table I). GSH may play the antioxidant activity on RBC through its
ability to bind to hemin via the iron moiety (Stern, 1985), or by its ability to donate hydrogen
ions or metabolize tert-BOOH via glutathione peroxidase. GSH may also prevent the
interaction of reactive metabolites with Hb and such interactions may represent important
mechanisms of iron release (Ferrali et al., 1992). GSH provided greater protection than rutin,
perhaps because of its various antioxidant mechanisms.

Deferoxamine, a powerful Fe’~ and hemin chelating agent (Chiu et al, 1996), showed a
lower protective action than GSH, and only partially suppressed Hb oxidation and lipid

peroxidation (Table I). The toxicity of iron arises from its ability to catalyze the formation of
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oxygen-derived free radical species that can interact with cell membranes and cytoplasmic
constituents. Such interactions can modify the functional integrity of cells and their membranes
and also generate toxic products that can alter various cellular functions.

The experiment described here have shown the importance of free radicals and metal
ions in tert-BOOH-induced oxidative damage in Hb and RBC membrane lipids. Additionally,
the mechanisms of protection by flavonoids against Hb oxidation and }'ipid peroxidation appear
to involve the free radical scavenging and metal ion chelation.

Although morin had a pro-oxidant effect on Hb oxidation, it was very efficient in
protecting against lipid oxidative damage induced in erythrocyte membrane by tert-BOGH. The
antiperoxidative effect of morin was greater than for rutin (Fig. 2), possibly because of its
hydrophobic nature which caused it to concentrate in cell membranes, as suggested by Kaneko
et al. (1994) and Saija et al. (1995). The presence of hydroxyl group in C; and carbonyl group
in C; allowed morin to bind iron ions, contributing to this antioxidant action. In contrast, the
greater solubility of rutin in aqueous environments (attributable to the covalently bonded
disaccharide), enable 1t to interact with Hb in cell free solution.

The involvement of several factors in the antioxidant activity of flavonoids complicates
the evaluation of the observed effects. Nevertheless, preliminary studies in this laboratory has
shown that the administration of rutin in rats prevents oxidative processes such as the oxidation

of non-protein and Hb thiol groups and the formation of TBARS by phenylhydrazine.
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Table 1. Protection by antioxidants against the oxidation of Hb (40 pM) by 200 uM t-

BOOH and the lipid peroxidation of RBC membranes (0.5 mM Hb) by 1 mM t-BOOH.

%0xyHb nmoles TBARS/¢ Hb

Tert-BOOH tert-BOOH
Antioxidant 0.2 mM (median/QD) 1 mM (median/Ql)
Control” 49 (47-50) 50 (40-62)
Rutin (2 mM) 67 (66-68)* 20 (15-26)*
Morin (2 mM) 37 (30-37) 7.8 (6-11)*
Deferoxamine (ZmM} 78 {77-79)* 35 (27-43)*
Mannitol (2 mM) 51 (51-51) 59 (49-67)
Thiourea (2 mM) 67 (67-68)* ND
Glutathione (2 mM) 86 (85-87)* 21 (19-22)*
Diphenylamine (0.5 mM) 47 (46-48) 18 (15.22)*

The values are the median (quartile interval} of 4-5 experiments. The results were
analyzed by Kruskall-Wallis Nonparametric ANOVA Test and we have determimned
whether were significant differences among these groups (p < 0.05). A distribution-free
multiple comparison post ioc test was used to determine where the differences lay (Gad
& Weil, 1999).

* No antioxidant.

* p< 0.05, compared to the control.
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LEGENDS

Fig. 1) Effect of rutin {A) and morin (B) on hemoglobin oxidation by tert-BOCH. Hb (40 uM)
was incubated with tert-BOOH (0.2 mM) for 15 min at 37°C. The flavonoids were added
immediately before the oxidant. ([J) oxyHb, () metHb and (A) hemichrome were calculated
as described by Winterbourn {1990). Each point represents the mean + SD of trplicate

determination in three preparations. **p<0.01, compared to the absence of flavonoid.

Fig. 2)Effect of pre-incubating rutin and morin with tert-BOOH on subsequent hemoglobin
oxidation. {A) without flavonoid, (B) rutin, (C) rutin pretreated with tert-BOOH, (D) morin, (E)
morin pretreated with tert-BOOH. 0.5 mM flavonoid was pre-incubated with 0‘3. mM tert-
BOOH for 5 min at 37°C. After the addition of 40 pM Hb, the mixture was incubated for a
further 15 min at 37°C. OxyHb was calculated as described by Winterbourn (1990). The '
columns are the mean + SD of triplicate determinations of three preparations. *p<0.05 and

*%p<(.01, compared to the absence of flavonoid.

Fig. 3. Lipid peroxidation induced by t+-BOOH in RBC membranes. The cell suspension
{containing 0.5 mM Hb) was incubated with 1 mM tert-BOOH for 30 min at 37°C and the
malondialdehyde (MDA) concentration was measured at 532 nm. Rutin ([J) and morin (Q)
were incubated with the RBC for 5 min before the addition of oxidant. Eéch point represents
the mean + SD of triplicate determinations of three preparations. **p<0.01, compared to the

absence of flavonoid.
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