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RESUMO

EFEITO DOS CAROTENOIDES DO URUCUM SOBRE A FRAGILIDADE
ERITROCITARIA IN VITRO E EXVIVO

AUTOR: Anissa Algara Beni
ORIENTADOR: Prof2 Dr2 Tatiana Emanuelli
COORIENTADOR: Dr? Sabrina Somacal

Os eritrocitos sdo as células com a principal funcdo de transportar gases respiratorios para 0s
tecidos. Essas células exibem grande suscetibilidade a hemolise em diversas patologias, devido
a oxidacdo de seus componentes celulares. Em situac@es fisiologicas normais, a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) é controlada pelo sistema antioxidante enddgeno,
mantendo continuamente o equilibrio. No entanto, uma superproducdo de ROS resulta em
desequilibrio entre o sistema pro e antioxidante, o chamado estresse oxidativo. Os carotenoides
bixina (BIX) e norbixina (NBIX) sdo encontrados principalmente na semente do urucum (Bixa
orellana L.). Estes compostos possuem excelente capacidade antioxidante e agdo anti-
inflamatdria. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante e a capacidade da BIX
e da NBIX em proteger os eritrocitos da hemolise induzida in vitro e ex vivo. Adultos saudaveis
de ambos os sexos participaram do estudo, sendo utilizado para o experimento in vitro
eritrécitos de 4 voluntarios, que foram isolados e co-incubados com diferentes concentracoes
de BIX ou NBIX e trés diferentes indutores de fragilidade celular. No estudo ex vivo com
delineamento cruzado com retorno, 8 voluntarios receberam diariamente uma capsula contendo
BIX ou NBIX (0,05 mg/kg/dia) ou placebo durante sete dias. O ensaio clinico foi randomizado,
duplo-cego, controlado por placebo e empregou-se washout de 21 dias entre os tratamentos, de
modo que todos o0s voluntarios receberam todos os tratamentos em momentos diferentes. Apds
0 Ultimo dia de cada tratamento, o sangue foi coletado. Os eritrocitos foram isolados e
incubados com trés diferentes indutores de dano celular (dicloridrato de 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) (AAPH), glicose e NaNO>), que atuam por mecanismos distintos. Tanto no
estudo ex vivo quanto no in vitro, ap6s a incubacdo com os indutores, os eritrocitos foram
submetidos aos testes de fragilidade osmaética, onde os eritrocitos foram expostos a diferentes
concentra¢fes de NaCl (0,2% a 0,9%), seguido da avaliacdo do grau de hemdlise como
indicador da resisténcia dos eritrocitos. Além disso, no experimento ex vivo foi avaliada a
atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase, bem como os
niveis de malondialdeido (MDA), produto da oxidacdo lipidica. In vitro, BIX e NBIX nédo
apenas reduziram a fragilidade da membrana eritrocitaria induzida por AAPH, glicose ou
NaNO2, mas também melhoraram a resisténcia osmatica basal em concentragdes micromolares.
A suplementacdo com BIX ou NBIX aumentou significativamente a resisténcia da membrana
eritrocitaria, e a suplementacdo com BIX foi a mais efetiva. Além disso, BIX e NBIX
protegeram os eritrocitos da peroxidacao lipidica e melhoraram o0 ambiente redox celular. Nosso
estudo demostra o potencial anti-hemolitico dos carotenoides do urucum, ao impedir e/ou
reduzir a fragilidade da membrana de eritrécitos humanos. Adicionalmente, contribui para
ampliar o entendimento acerca das propriedades benéficas do consumo humano de
carotenoides, especialmente a BIX e a NBIX.

Palavras-chave: Potencial anti-hemolitico. Bixina. Norbixina. Ensaio clinico. Anemia.
HemaAcias.



ABSTRACT

EFFECT OF URUCUM CAROTENOIDS ON ERITROCYTE FRAGILITY IN
VITRO AND EX VIVO

AUTHOR: Anissa Algara Beni
ADVISOR: Prof?. Dr2. Tatiana Emanuelli
CO-ADVISOR: Dr2. Sabrina Somacal

Erythrocytes are the cells with the main function of transporting respiratory gases to tissues.
These cells exhibit high susceptibility to hemolysis in various pathologies due to oxidation of
their cellular components. Under physiological conditions, the production of reactive oxygen
species (ROS) is controlled by the endogenous antioxidant system, continuously maintaining
balance. However, an overproduction of ROS results in an imbalance between the pro and
antioxidant system, called oxidative stress. The carotenoids bixin (BI1X) and norbixin (NBIX)
are mainly found in annatto seeds (Bixa orellana L.). These compounds have excellent
antioxidant capacity and anti-inflammatory action. The aim of this study was to evaluate the
antioxidant activity and the ability of BIX and NBIX to protect erythrocytes from in vitro and
ex vivo induced hemolysis. Healthy adults of both sexes participated in the study. Erythrocytes
from 4 volunteers were isolated for the in vitro experiment and co-incubated with different
concentrations of bixin or norbixin and three different inducers of cell fragility. In the ex vivo
study, 8 volunteers received a daily capsule containing BIX or NBIX (0.5 mg/kg/day) or
placebo for 7 days, in a crossover design. The randomized, double-blind, placebo-controlled
clinical trial was performed using a 21-day washout period between treatments, so that all
volunteers received all treatments at different times. After the last day of each treatment, blood
was collected. Erythrocytes were isolated and incubated with three different cell damage
inducers (2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), glucose and NaNOy),
which act by different mechanisms. In both the ex vivo and in vitro studies, after incubation
with the inducers, the erythrocytes were submitted to osmotic fragility tests, where the
erythrocytes were exposed to different NaCl concentrations (0.2 to 0.9%), with erythrocyte
resistance being evaluated later. Moreover, in the ex vivo experiment, the activity of catalase,
superoxide dismutase and glutathione peroxidase, as well as the levels of lipid oxidation
malondialdehyde (MDA) were evaluated. In vitro, BIX and NBIX not only reduced AAPH,
glucose or NaNO2-induced erythrocyte membrane fragility, but also improved basal osmotic
resistance in the micromolar range. BIX and NBIX supplementation significantly increased
erythrocyte membrane resistance, and BIX supplementation was the most effective. In addition,
B1X and NBIX protected erythrocytes from lipid peroxidation and improved the cellular redox
environment. Our study demonstrates the antihemolytic potential of annatto carotenoids by
preventing and/or reducing membrane fragility of human erythrocytes. Additionally, it
contributes to broaden understanding of the beneficial properties of human consumption of
carotenoids, especially BIX and NBIX.

Keywords: Antihemolytic potential. Bixin. Norbixin. Clinical trial. Anemia. Red blood cells.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd apresentada no formato de manuscritos cientificos integrados,
seguindo as normas do Manual de Dissertacdes e Teses da UFSM (MDT), versdo 2015.

O trabalho estd organizado da seguinte forma: primeiramente é apresentada a
INTRODUCAO, contendo o Referencial tedrico, os Objetivos e Material e métodos utilizados
para a execucdo dessa dissertacao. A seguir € apresentado o DESENVOLVIMENTO, que traz
os resultados que fazem parte deste documento e que serdo apresentados sob a forma de um
manuscrito. As se¢des Material e Métodos, Resultados, Discusséo e Referéncias Bibliogréficas,
encontram-se no proprio manuscrito e representam na integra este estudo.

O item CONCLUSAO, esté disposto apds o item DESENVOLVIMENTO e contém o
resumo dos principais resultados dessa dissertacdo. A secio REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS apresenta a bibliografia citada na secdo INTRODUGCAO desta dissertaco.
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1. INTRODUCAO

Os eritrocitos ou hemacias ou, ainda, células vermelhas séo as células mais abundantes
presentes na corrente sanguinea, e tém como principal funcdo o transporte eficiente de gases
respiratorios entre o pulmé&o e os tecidos corporais (RIAZ et al., 2016). Estas células apresentam
forma circular e bicdncava e sdo dotadas de grande flexibilidade, que é uma caracteristica
importante por permitir que os eritrocitos atinjam pontos estreitos da microcirculagdo (KUHN
et al., 2017). A membrana eritrocitaria possui consideravel quantidade de &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAS), 0 que torna essa estrutura celular, e consequentemente os eritrécitos,
suscetivel a peroxidacao lipidica por espécies reativas de oxigénio (EROs) (CIMEN, 2008). A
peroxidacdo lipidica reduz a flexibilidade e a resisténcia osmdtica da membrana eritrocitaria,
aumenta a permeabilidade da membrana, o que resulta em estresse osmdtico, seguido de
destruicdo eritrocitaria por hemdlise (PARAISO et al., 2017). Quando a destruicdo dos
eritrécitos € mais rapida que a sintese, instala-se um quadro de anemia, condi¢do na qual o
numero de hemacias (e consequentemente sua capacidade de transporte de oxigénio) é reduzida
e/ou insuficiente para atender as necessidades fisiologicas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). Além disso, a anemia pode ser uma condi¢do secundaria em
algumas doencas cronicas, como na artrite reumatoide (CIMEN et al., 2000) e no diabetes
mellitus (DM) (CIMEN, 2008).

Diversos estudos tém avaliado compostos naturais que possuem acéo benéfica na satde
humana e que estdo sendo denominados como nutracéuticos (KALRA, 2003). Esses compostos
que estdo naturalmente presentes nos alimentos, e que também podem ser obtidos purificados
a partir de fontes alimentares, demonstram atividade antioxidante e anti-inflamatoria, e podem
ser (teis no tratamento e prevencdo de diversas doencas, sobretudo as cronicas (PACKER,
2001). Dentre esses compostos, destacam-se 0s carotenoides, que sdo pigmentos com coloracao
amarelo-avermelhada. Os carotenoides sdo compostos tetraterpénicos, formandos por uma
cadeia de polienos conjugados, que representam o cromdéforo responsavel pela cor
(KAULMANN; BOHN, 2014). A cadeia poliénica também ¢é a principal responsavel pela
reatividade quimica dos carotenoides em relacdo a agentes oxidantes e EROs e, portanto, ao
seu papel antioxidante (CHISTE et al., 2014).

A bixina (BIX) e a norbixina (NBIX) séo carotenoides encontrados nas sementes de
urucum (Bixa orellana L.)(STRINGHETA et al.,, 2018). A BIX é um apocarotenoide

lipossoluvel, responsavel por mais de 80% do contetdo total dos compostos encontrados nas
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sementes de urucum (TOCCHINI; MERCADANTE, 2001). A NBIX, o analogo hidrossoluvel
da BIX, é encontrada em baixa concentracdo nas sementes de urucum, porém pode ser obtida
por hidrolise da BIX (RODRIGUES et al., 2007). Tanto a BIX quanto a NBIX sdo amplamente
utilizadas como corantes na industria de alimentos e em outras industrias, como a de
cosmeticos. Em 2015 o Brasil era o principal produtor mundial de urucum (SOCIEDADE
NACIONAL DE AGRICULTURA, 2015).

Estudos in vitro e in vivo revelam que os carotenoides do urucum possuem baixa
toxicidade (BAUTISTA et al., 2004), com propriedades antioxidante (OBOH et al., 2011) e
anti-inflamatoria (SOMACAL et al., 2015), além de modular o metabolismo de carboidratos e
lipidios (ROEHRS et al., 2014). Recentemente, nosso grupo de pesquisa investigou os efeitos
protetores da BIX e NBIX em modelos experimentais de aterosclerose e diabetes (SOMACAL,
2016; ROEHRS et al., 2017). Os resultados indicam que os efeitos antiaterogénicos da BIX
estdo relacionados a prevengdo da oxidagdo da LDL, melhora do perfil de lipoproteinas
plasmaéticas e do equilibrio redox celular, além de acéo anti-inflamatoria e reducédo da formacéo
das células espumosas e das lesdes aterosclerdticas (SOMACAL, 2016). Esses dados sugerem
um novo papel para o carotenoide BIX como potencial agente antiaterogénico. Ja no estudo
com modelo animal de diabetes, a BIX teve acdo anti-hiperglicémica semelhante a da
metformina além de melhorar o perfil lipidico (ROEHRS et al., 2014). Além disso, a BIX
protegeu contra a nefropatia em modelo de diabetes em ratos, indicado pela reducdo da glicose
e proteina urinarias, além da reducdo de danos histoldgicos (ROEHRS et al., 2014). A NBIX
foi ineficaz na protecdo contra a hiperglicemia e dislipidemia e apenas provocou uma reducéo
parcial dos niveis de glicose urinaria (ROEHRS et al., 2014). Em trabalho adicional de nosso
grupo, verificamos em individuos saudaveis que apds o consumo de uma refeicdo hipercalérica,
a NBIX reduziu a lipoperoxidacdo e os niveis pos-prandiais de citocinas inflamatérias (IL-1,
IL-6 e TNF-a) (ROEHRS et al., 2017).

Os estudos realizados até o0 momento demostram que a BIX e a NBIX apresentam acao
benéfica, sobretudo em condi¢fes nas quais o0 estresse oxidativo € um evento chave
(SOMACAL et al., 2015; ROEHRS et al., 2017; CONTE et al., 2019). Por isso, a importancia
da continuacdo dos estudos com esses compostos bioativos em outras condigdes e patologias.
Assim, este trabalho visa demonstrar a acdo da BIX e NBIX na protecdo frente a hemdlise de
eritrocitos através da reducédo da fragilidade eritrocitaria. Este efeito € relevante, considerando
0 aumento da fragilidade eritrocitaria associado a diversas condi¢Ges patoldgicas, como o DM,

a artrite reumatoide e a insuficiéncia renal crbnica, que podem resultar em anemia, como uma
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condigdo secundéria. Com este trabalho também esperamos elucidar os mecanismos pelos quais
0s carotenoides conseguem proteger a membrana eritrocitaria. Com a concluséo deste estudo
avangaremos no conhecimento acerca dos beneficios dos carotenoides do urucum, que além de
atuar em doencas cronicas que sdo consideradas problemas de saude pablica, também poderiam
atenuar potenciais consequéncias destas patologias, como a anemia. Os resultados também
poderdo impactar positivamente no desenvolvimento da inddstria nacional de corantes naturais,

visto que o Brasil € atualmente o primeiro produtor e exportador mundial de urucum.
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1.1  REFERENCIAL TEORICO

1.1.1. Eritrocitos

Os eritrdcitos sdo as células mais abundantes encontradas na corrente sanguinea, tém
como principal funcdo o transporte de gases respiratorios e tém uma vida média de 100-120
dias (RIAZ et al., 2016). Os eritrocitos dos mamiferos sdo todos anucleados e formam-se em
um processo conhecido como eritropoiese, cujos mecanismos moleculares ainda ndo sdo bem
compreendidos (LIANG et al., 2015). A eritropoiese humana é um processo complexo e de
varias etapas, que inicia com a diferenciacdo de células tronco hematopoiéticas multipotente
(CT-H) da medula 6ssea em megacaridcitos e progenitores eritrocitarios, que dardo origem a
eritroblastos e posteriormente a eritrocitos maduros na corrente sanguinea (ORKIN, 2000).

O primeiro passo da diferenciagdo eritrocitaria envolve uma fase na qual os CT-Hs se
diferenciam em progenitores eritrocitarios (ZIVOT et al., 2018). A segunda fase envolve a
diferenciacdo dos precursores nucleados de pré-eritroblastos para eritroblastos basofilicos,
policromatofilicos e ortocromaticos. Essa fase é caracterizada pelo acimulo gradual de
hemoglobina, diminui¢do progressiva do tamanho das células e condensagdo nuclear. Durante
a diferenciacdo eritrocitéria terminal, as células descartam todas as suas organelas, incluindo as
mitocdndrias, os lisossomos, reticulo endoplasmaético, aparelho de Golgi, ribossomos e RNA
(KENT et al.,, 1966; HEYNEN et al., 1985; SANDOVAL et al.,, 2008). A fase final do
desenvolvimento dos eritrocitos envolve a liberacdo dos reticuldcitos na corrente circulatéria e
sua maturag&o em eritrocitos. E nesta fase que o eritrocito adquire a sua forma biconcava através
de extensa remodelagdo da membrana (ZIVOT et al., 2018).

Durante a maturacao eritrocitaria, os reticuldcitos liberam pequenas vesiculas contendo
proteinas celulares. Esses veiculos sdo exossomos envolvidos na depuracdo de proteinas da
superficie celular, como acetilcolinesterase, receptor de transferrina CD71 e integrina osf1
(HONG et al., 1976; ESHGHI et al., 2007). Os eritrocitos requerem energia para manter uma
série de funcgdes celulares vitais. Estas incluem (1) manutencéo da glicolise; (2) manutencao do
gradiente eletrolitico entre o citoplasma plasmatico e eritrocitario através da atividade de
bombas de membrana acionadas por adenosina trifosfato (ATP); (3) sintese de glutationa e
outros metabolitos; (4) metabolismo de purinas e pirimidinas; (5) manutencdo do ferro da
hemoglobina em seu estado ferroso funcional, reduzido; (6) protecdo de enzimas metabdlicas,

hemoglobina e proteinas da membrana da desnaturacdo oxidativa; e (7) preservacdo da
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assimetria fosfolipidica da membrana. Devido a falta de nucleo e mitocondrias, 0s eritrocitos
maduros sdo incapazes de gerar energia atraves do ciclo (oxidativo) de Krebs. Em vez disso, 0s
eritrocitos dependem da conversdo anaerdbica de glicose pela via de Embden-Meyerhof para a
geracdo e armazenamento de fosfatos de alta energia (SURGENOR, 1974).

Os eritrécitos humanos maduros tém um didmetro de 6 a 8 um. Essas células anucleadas
apresentam uma forma circular e biconcava sendo dotadas de grande flexibilidade devido ao
arranjo das membranas. As membranas sdo compostas por 52% de proteinas, 40% de lipideos
e 8% de carboidratos (RIAZ et al., 2016). A membrana eritrocitaria compreende 3 camadas:
uma camada externa rica em carboidratos (0 glicocélix), uma bicamada lipidica contendo
numerosas proteinas transmembrana e, no lado citoplasmético da bicamada lipidica, uma rede
interna de proteinas que forma o esqueleto da membrana. As proteinas do esqueleto da
membrana proporcionam a durabilidade, flexibilidade e deformabilidade do eritrocito,
permitindo que ele passe atravées de capilares (3 um) com menos da metade do didametro do
eritrocito e depois recupere a forma discoide original (YAZDANBAKHSH et al., 2000). A
resisténcia mecanica e a deformabilidade da hemacia séo derivadas principalmente da estrutura
Unica da espectrina, o principal componente do esqueleto da membrana (YAZDANBAKHSH
et al., 2000).

Entre as proteinas presentes nos eritrdcitos esta a hemoglobina, uma proteina globular
que tem a propriedade de ligar e transportar o oxigénio (RIAZ et al., 2016). A hemoglobina tem
uma estrutura quaternaria que consiste em quatro subunidades polipeptidicas, duas do tipo a e
duas do tipo B. Ambas as subunidades consistem principalmente de estrutura secundaria em a-
hélice. Cada subunidade tem um componente nao polipeptidico, chamado heme, com um atomo
de ferro que se liga ao oxigénio (Fig. 1) (URRY etal., 2017).

Os eritrocitos permanecem na circulacdo por aproximadamente 120 dias, e ap0s este
periodo, as células danificadas sdo removidas por macréfagos localizados na medula 6ssea,

figado e baco.
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Figura 1: Eritrdcitos e estrutura da hemoglobina

Eritrocitos

Fonte: adaptacdo de URRY et al., 2017.

1.1.2. Anemia

A anemia é uma condicao na qual o numero de hemacias ou sua capacidade de transporte
de oxigénio é insuficiente ou inadequada para atender as necessidades fisiologicas do corpo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Segundo dados da OMS, a anemia afeta 1,62
bilhdo de pessoas, o que corresponde a 24,8% da populacdo mundial. No entanto, os dados
globais ndo podem descrever a situacdo real do problema, porque a anemia é multifatorial. A
maior prevaléncia da anemia é registrada em criancas menores de 4 anos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

Para ter uma indicacdo de disturbios sanguineos, pode ser calculado o hematdcrito, que
corresponde ao volume do sangue ocupado pelos eritrocitos. Os valores normais de hematécrito
podem variar de acordo com o sexo e idade, sendo para homens entre 42-52% e para mulheres
36-48% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Valores de hematdcrito muito altos ou
muito baixos indicam disturbios sanguineos, como por exemplo a anemia, que € uma condicao
na qual o nimero de hemaécias (e consequentemente sua capacidade de transporte de oxigénio)
é insuficiente para atender as necessidades fisiologicas do corpo. Para fins praticos, a anemia

pode ser classificada com base no volume celular médio (VCM) ou no mecanismo patologico
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subjacente (anormalidades hipoproliferativas/de maturagdo/aumento da destruicdo dos
eritrocitos).

As anemias sdo muito diversas de natureza como representado na figura 2
(DOMENICA CAPPELLINI; MOTTA, 2015). Na maioria das anemias, a patogénese envolve
varias etapas na producdo ou destruicdo dos eritrocitos, desde deficiéncias proteicas durante a
eritropoiese até influéncias mecéanicas que levam & hemdlise, onde os eritrdcitos

frequentemente sofrem estresse oxidativo.

Figura 2: Diagnostico para anemia. VCM: volume celular médio.

Anemia

indice de reticulécitos <1,5 indice de reticulécitos >1,5
hipoproliferativo =

Bilirrubina sérica e ]

VCM <80 fl VCM 81-95 fl VCM> 951l [ haptoglobina
icrocitica Normocitico Macrocitico |

— - BEidEidhdE Bilirrubinasérica® e Bilirrubinalséricale
Fg;;(téneak;s:ir)l(ga Ferritina sérica AnemlaAd(_e folato e haptoglobinal haptoglobina
saturacio de normal doencas cronicas vitamina B12 normal

. P
transferrina L Anemia

. hemolitica
Anemia por Hemoglobinopatias — Sangramento
deficiéncia de Histdria do

ferro paciente e da
familia

lAdquirida l Congénita

Fonte: Adaptado de DOMENICA CAPPELLINI; MOTTA, 2015.

Nas anemias hemoliticas (causadas por patégenos, uso de medicamentos, ou
consequéncia de uma doenga crbnica) os tecidos sofrem estresse oxidativo e 0s EROs atacam
varias organelas; assim ha destrui¢éo dos eritrocitos de forma mais acelerada que a sintese de
novas células, levando a valores de hematocrito reduzidos. Os fatores que diminuem a
resisténcia osmatica e causam anemia hemolitica incluem a infec¢do por certos parasitas e
micro-organismos (infecgdes por Plasmodium, Babesia e Clostridium), bem como o uso de
alguns farmacos como cefotetan, ceftriaxona e piperacilina (GARRATTY; PETZ, 1975;
DHALIWAL et al., 2004).
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Além disso, a anemia pode ser secundéria a algumas doencas crénicas, como artrite
reumatoide (CIMEN et al., 2000), diabetes mellitus (BAYNES, 1991; CIMEN, 2008) e
insuficiéncia renal crénica (MEHDI; TOTO, 2009).

O teste de fragilidade osmdtica (OFT) é usado para medir a resisténcia eritrocitaria a
hemolise, e consiste na exposicéo dos eritrocitos a niveis variados de dilui¢cdo de uma solugédo
salina. A base para esta medida tem sido o fato de que a membrana eritrocitaria tem uma
resisténcia contra a pressao intracelular. Quando submetidas a concentracdes hipotonicas, a
agua do meio se movimenta para dentro da célula pela osmose. Assim, tem mais pressao sobre
a membrana eritrocitaria. Geralmente, quando em solucdes de 0,2% de salina, ou perto desse
valor, os eritrocitos sofrem hemélise. Quando em 0,7% de salina, os eritrécitos ficam intactos,

ja que o valor osmotico interno das células e a solucdo sdo iguais (PARPART et al., 1947).

1.1.3. Estresse oxidativo

Devido ao fato das membranas dos eritrocitos serem constituidas de quantidades
consideraveis de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), essas estruturas sdo altamente
suscetiveis a eventos oxidativos, mais especificamente a peroxidacdo lipidica, por espécies
reativas (CIMEN, 2008). A peroxidacdo lipidica reduz a flexibilidade e a resisténcia osmética
da membrana eritrocitaria e aumenta a permeabilidade da membrana, resultando em estresse
osmatico, seguido de destruicdo de eritrécitos por hemdlise (PARAISO et al., 2017)

Espécies reativas € um termo coletivo utilizado para designar espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN). Séo espécies quimicas altamente reativas, geralmente
com propriedades oxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Em condicGes fisioldgicas
normais ERO/ERN sdo produzidas em niveis baixos e sdo necessarias para a manutencao de
funcBes celulares como a producédo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015). As ERO/ERN mais relevantes originadas nos sistemas bioldgicos incluem: o radical
anion superdxido (Oz¢-), o radical hidroxil (*OH), éxido nitrico (*NO), peréxido de hidrogénio
(H20>), peroxinitrito (ONOO-) e o &cido hipocloroso (HOCI) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015).
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1.1.4. Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos tetraterpenoides que apresentam atividade antioxidante
e anti-inflamatéria e podem ser Uteis no tratamento e prevencdo de doencas cronicas
(KAULMANN; BOHN, 2014). Os carotenoides sdo pigmentos naturais com coloracGes que
variam do amarelo ao vermelho e que estdo amplamente distribuidos nas plantas
(KAULMANN; BOHN, 2014). Sua estrutura molecular se caracteriza por uma longa cadeia
poliénica, que € a principal responsavel pela reatividade quimica contra agentes oxidantes e
radicais livres (WANG et al., 1997), sequestrando o oxigénio singlete e outras espécies reativas
de oxigénio (PEREZ; BINDERS, 2003), resultando na atividade antioxidante. A funcéo
bioldgica mais descrita para os carotenoides € o seu papel como precursores da vitamina A
(TANUMIHARDJO S., 2013).

Varios estudos demonstraram que diferentes compostos naturais pertencentes ao grupo
dos terpenos tém efeito antioxidante. Acredita-se que sua capacidade antioxidante esteja
envolvida nos efeitos nutracéuticos das frutas e legumes (GRABMANN, 2005; KAULMANN;
BOHN, 2014; STRINGHETA et al., 2018).

1.1.5 Carotenoides do urucum

A BIX e a NBIX (estruturas das moléculas na figura 3) sdo carotenoides, encontrados
majoritariamente na superficie das sementes do urucum (Bixa orellana) (Figura 4)
(RODRIGUES et al., 2007). A BIX é um apo carotenoide lipossoltvel, responsavel por mais
de 80% do conteudo total dos compostos presentes nas sementes de urucum (TOCCHINI;
MERCADANTE, 2001). A NBIX, um analogo hidrossoltvel da BIX, é encontrada em baixa
concentracdo nas sementes de urucum, mas pode ser obtida por hidrolise da BIX (RODRIGUES
et al., 2007). Tanto a BIX quanto NBIX sdo amplamente utilizadas como corantes na industria
de alimentos e em outras industrias (STRINGHETA et al., 2018).

Estudos in vitro e em modelos animais mostram que estes compostos tém baixa
toxicidade (BAUTISTA et al., 2004), com propriedades antioxidantes (OBOH et al., 2011) e
anti-inflamatorias (SOMACAL et al., 2015), além de modular o metabolismo de carboidratos
e lipidios (ROEHRS et al., 2014).
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Figura 3: Estrutura da bixina e da norbixina

Bixina

HOOC =

Norbixina
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Fonte: (EMANUELLLI et al., 2017).

Figura 4: A- Planta, B- Folhas e flores, e C-sementes e corantes da Bixa Orellana

Fonte: SHAHID-UL-ISLAM et al., 2016.
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1.2  OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro e ex vivo o potencial benéfico dos carotenoides do urucum BIX e NBIX

frente a modelo de lise eritrocitaria em sangue humano.

1.2.2 Objetivos especificos

- Verificar in vitro os efeitos da BIX e NBIX na resisténcia eritrocitaria contra a
hemolise induzida por diferentes agentes quimicos;

- Avaliar se a suplementacdo por via oral com BIX ou NBIX durante 7 dias melhora a
resisténcia eritrocitaria contra hemélise induzida ex vivo por diferentes agentes quimicos;

- Avaliar se a suplementagdo por via oral com BIX ou NBIX durante 7 dias modifica
e/ou previne as alteracbes no status redox celular apds incubacdo ex vivo com diferentes

indutores de dano celular.
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1.3  MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Nucleo Integrado de Analises
Laboratoriais (NIDAL). O recrutamento dos voluntarios tanto da parte in vitro (4 voluntarios)
quanto a ex vivo (16 voluntérios) foi feito em diferentes departamentos da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) entre estudantes e servidores da UFSM.

1.3.1 Considerac0es éticas

O protocolo de estudo foi submetido & apreciacio pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) e aprovado sob o nimero CAAE 68801917.0.0000.5346. Este
estudo esta de acordo com as normas da resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
para pesquisas envolvendo seres humanos, e possui registro no endereco eletronico:
ClinicalTrials.gov 68801917.0.0000.5346.

No primeiro encontro, 0s possiveis participantes da pesquisa receberam informacdes
sobre 0s objetivos do estudo e os riscos da participacdo na presente pesquisa, tendo liberdade
de optar ou ndo em participar do estudo e/ou abandonar o estudo a qualquer momento, atraves
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1).

1.3.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os individuos selecionados como participantes da pesquisa deveriam ter idade entre 18
e 35 anos (adultos jovens), indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 — 24,9 kg/m2 e valores
normais para glicemia, perfil lipidico e marcadores das funcGes hepética e renal. Foram
excluidos do estudo individuos que faziam uso de medicamentos alopaticos, fitoterapicos ou
suplementos (minerais, vitaminicos, etc.); bem como tabagistas e portadores de cancer, doencas
cronicas (diabetes, hipertensdo), doencas auto imunes (lUpus, artrite, entre outras),

inflamatdrias (asma) ou infecciosas (virais, bacterianas ou fungicas) no ultimo més.
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1.3.3 Obtencgéo e composicdo dos extratos contendo bixina e norbixina

1.3.3.1 Obtencéo de BIX e NBIX

Os carotenoides BIX e NBIX foram fornecidos pela empresa Christian Hansen do
Brasil, industria de corantes do ramo alimenticio. A BIX foi fornecida pela empresa na forma
de pd e utilizada desta forma no estudo. J& o corante NBIX, por estar na forma liquida,
primeiramente optou-se por tratar conforme descrito por (CONTE et al., 2019), através da
adicdo de HCI 5% para reduzir o pH para valores entre 2 e 4 e promover a precipitagdo do sal
de norbixato. A suspensdo foi lavada com &gua deionizada e liofilizada para obtengdo do p6

que foi utilizado no estudo.

1.3.3.2 Identificagéo e quantificagdo de bixina e norbixina

O teor de cada carotenoide foi avaliado nas formulacbes atraveés de analises
espectrofotométricas e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography).

A determinacéo do teor de BIX e NBIX por espectrofotometria foi realizado conforme
Tochini & Mercadante (2001), conforme a tabelal.

Tabela 1: Condi¢bes utilizadas para determinacdo espectrofotométrica de bixina e

norbixina nas formulacdes estudadas.

Carotenoide Solvente € A (nm)
Bixina Cloroférmio 2826 470
Norbixina Solucdo aquosa de KOH 0,5% 3473 453

Legenda: e = coeficiente de extingdo molar, A = comprimento de onda.
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As formulacdes contendo os carotenoides do urucum foram analisados por HPLC
acoplado a detector de arranjo de diodos (DAD, do inglés diodo array detector) (CBM-20A
Prominence, Shimadzu LC), utilizando uma coluna Synergi 4 um Hydro RP 80A (250 % 4.6
mm, Phenomenex, Torrance, USA). Acetonitrila:acido formico 2% (fase movel A) e agua
ultrapura (Milli-Q Gradient System, Millipore Corporation, Massachusetts, EUA):4cido
férmico 2% (fase mével B) foram utilizadas como fase mével.

Para uma melhor separacdo e resolucéo dos picos, foi escolhida a eluicdo por gradiente:
30% de B e 70% de A por 10 min, 5% de B e 95% de A por 10 min, retornando para 30% de B
e 70% de A por 10 min; totalizando 30 min de corrida. O fluxo utilizado foi de 0,9 mL/min,
volume de injecéo de 20 L e temperatura de 38°C. As amostras de BIX e NBIX foram diluidas
em cloroférmio e metanol, respectivamente, para a confeccdo de solugdes-mée, que foram
diluidas na fase mdvel inicial (70% de A e 30% de B) e filtradas (filtros 0,22 um PTFE
hidrofilico) para injecdo no equipamento. Os compostos foram identificados pela comparagéo
de seus espectros de absorcdo e tempos de retencdo com o0s respectivos padrdes e dados da
literatura. Os padrées de BIX e NBIX foram produzidos em laboratério (RIOS;
MERCADANTE, 2004; TOCCHNI, L; MERCADANTE, 2001) e utilizados na confeccdo da
curva de calibracéo e dos limites de deteccdo e quantificagdo (LoD e LoQ, respectivamente),
bem como nos testes de recuperacgdo. A quantificacdo dos compostos foi realizada em 460 nm.

1.3.3.3 Composicao centesimal das formulacdes contendo BIX e NBIX

Umidade, cinzas, proteina bruta, fibra alimentar foram determinados conforme AOAC
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2007). Os lipidios totais foram
extraidos usando cloroférmio e metanol e quantificados por gravimetria (BLIGH; DYER,
1959). Os carboidratos ndo fibrosos foram determinados por diferenca matematica. A

composicao centesimal e o teor de BIX e NBIX estéo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2: Composicao centesimal dos extratos contendo bixina e norbixina

Parametro Bixina Norbixina
Umidade (%) 34,0+£0,3 3,16 +£0,2
Cinzas (%) 2,0+£0,1 05+£0,1
Gorduras (%) 179+17 Nd
Proteinas (%) 0,2+0,01 0,2+0,01
Carboidratos nédo fibrosos (%) 10,1+0,1 70,3+£0,1
Fibra dietética total (%) 359+2,0 259+15
Bixina (%) 30,4+0,1 -
Norbixina (%) - 420+0,1

Os valores sdo expressos em média £ DP. Nd: ndo detectado.

1.3.4 Ensaio in vitro

Para os testes in vitro foram coletadas amostras de sangue de 4 voluntarios(sem jejum)
em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Cada voluntario doou 20 mL de sangue (4
tubos de 5 mL), que foi coletado por flebotomia do membro superior. Apés a coleta, o0 sangue
foi centrifugado para a separacdo da papa de hemacias que foi utilizada para avaliacdo da
fragilidade osmética eritrocitaria apds incubacdo com os carotenoides BIX ou NBIX em 4
modelos diferentes de inducdo de fragilidade eritrocitaria: basal (com NaCl 0,9%) ou induzida
por nitrito de sodio, 2,2 -azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) ou glicose (Figura 5). Esses
modelos foram escolhidos porque aumentam a fragilidade osmotica através da inducdo de
estresse oxidativo por diferentes mecanismos. O AAPH gera radicais peroxil, que promovem
peroxidacéo lipidica causando lesdo nas membranas das heméacias (CHISTE et al., 2014). A
glicose em concentracdes elevadas induz a producédo de radicais superdxido via auto-oxidacao
e ativacdo da NADPH oxidase (REIS et al., 2008). Os ions nitrito interagem com a
oxihemoglobina para formar metemoglobina e H>O,, através de uma reagdo que é caracterizada
por um periodo de laténcia seguido de uma fase auto catalitica rapida (ZAVODNIK et al., 1999;
JOHNSON et al., 2005).



25

Figura 5: Representacdo esquematica dos experimentos in vitro

Coleta de Separacgéo das
sangue —>| hemacias por

centrifugacao

Co-incubacdo das heméaceas com carotenoides (salina isosmotica - controle ou 0,3 -
10 uM bixina ou norbixina) e agente indutor de dano (salina isosmotica como
controle,glicose, NaNO2, ou AAPH)

V/
Lavagem por Teste de Fragilidade Sobrenadante é
centrifugacdo (curva de NaCl) : avaliado em 540 nm

Fonte: autoria pessoal.

Para inducdo da fragilidade osmotica, a suspensdo de hemécias em salina 0,9%
(hematdcrito ajustado para 10%) foi exposta, a 37°C, a uma das seguintes condi¢des: NaNO>
(1 mM, 60 min), glicose (180 mM, 180 min), AAPH (20 mM, 180 min), ou tampé&o (salina
0,9%, condicdo basal, por 180 min). As hemécias foram coincubadas simultaneamente com 0s
agentes indutores de dano e com os carotenoides (salina 0,9%, condic¢do basal ou bixina ou
norbixina em concentragdes de 0,03 a 10 uM). As concentracGes dos carotenoides utilizadas no
trabalho in vitro foram escolhidas a partir de um ensaio piloto e dissolvidas apenas no momento
da incubacdo com DMSO em salina 0,9% (concentracdo final de DMSO 0,05%).

Ap6s a incubacdo, as células foram imediatamente lavadas com NaCl 0,9% e
submetidas ao teste de fragilidade osmética, realizado de acordo com o método descrito por
Dacie & Lewis (1975), onde os eritrocitos foram submetidos a uma curva com concentragdes
decrescentes de NaCl (0,9% a 0,2%). A fragilidade eritrocitaria foi avaliada por
espectrofotometria através da liberacdo de hemoglobina a 540 nm. As etapas do experimento
in vitro estdo representadas na figura 5.

A porcentagem de hemolise dos eritrocitos em cada concentracdo salina tamponada com
fosfato correspondente (0,9-0,2 g / 100 ml) foi calculada como a percentagem de absorbancia
em relacdo & absorbancia dos eritrocitos incubados com agua destilada (hemolise a 100%). A
concentracdo correspondente de solucdo salina tamponada com fosfato que causou 50% de
hemolise de eritrécitos foi definida como o indice de fragilidade corpuscular média
(MCF)(PARPART et al., 1947; CHIKEZIE et al., 2010; SOUZA et al., 2016). Os valores de
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MCF foram obtidos por analise de regressdo ndo linear da curva de fragilidade osmotica
eritrocitaria cumulativa, isto é, o grafico da percentagem de hemolise de eritrocitos versus
concentracdes de solucdo salina tamponada com fosfato. A capacidade relativa de BIX ou
NBIX (condicdo de teste) para estabilizar ou desestabilizar a membrana dos eritrécitos foi
avaliada como a estabilidade relativa (%) = (MCFcontrol - MCFtest / MCFcontrol) x
(100/1)(CHIKEZIE et al.,, 2010). CondicGes que desestabilizam a membrana celular
(concentraces salinas tamponadas com fosfato mais altas) causardo hemolise, resultando em

valores maiores de MCF e valores menores de estabilidade relativa.
1.3.5 Ensaio ex vivo
1.3.5.1 Consideracdes e protocolo de suplementacao

Os individuos selecionados foram orientados a permanecer em jejum por 8 horas e
comparecer no Laboratério Nucleo Integrado de Analises Laboratoriais (NIDAL- prédio 46)
para coleta de sangue (10 mL), por flebotomia do membro superior, para a realizacdo de exames
laboratoriais (basal), aferi¢do da pressao sanguinea e medidas antropomeétricas. Os participantes

que apresentaram niveis normais desses marcadores foram convidados a continuar na pesquisa.

Tabela 3: Caracteristicas basais dos voluntarios selecionados

Parametros Populacao
Idade (anos) 254+0,9
Peso (kg) 66,0 + 3,0
Altura (m) 1,8+0,03
Circunferéncia abdominal (cm) 80,6 £2,2
Pressao arterial (mmHg) 11,6 +0,5
IMC (kg/cm?) 229+0,6
Glicose (mg/dL) 90,4+2,3
Colesterol total (mg/dL) 177,7£75
HDL (mg/dL) 534+38
LDL (mg/dL) 107,0 + 4,2
Triglicerideos (mg/dL) 86,7 +12,2
VLDL 16,2+9,0
ALT (U/L) 194+21
AST (U/L) 19,0 +1,7
Creatinina (mg/dL) 1,1+0,1

Ureia (mg/dL) 27,1+14
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Valores estéo expressos como média + SEM (n=13). HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato
aminotransferase.

Nos encontros seguintes, realizados no NIDAL, cada voluntario recebeu um dos 3
tratamentos propostos (BIX ou NBIX ou placebo, figura 6) em 3 momentos distintos com
washout de pelo menos 14 dias entre os tratamentos, para eliminar qualquer influéncia do
tratamento anterior. Cada periodo de tratamento (1 semana) foi precedido de uma semana de
preparo, compreendendo assim 2 semanas de intervencdo. Dessa forma, cada individuo recebeu

um tratamento diferente a cada més.

Figura 6: Esquema do protocolo de suplementacdo de voluntarios saudaveis com BIX, NBIX
ou placebo durante 7 dias.

Triagem inicial

A 4
[ Coleta basal e 12 preparacdo ]

(7 dias)
L 4

Tratamento 1: BIX, NBIX, ou
Placebo (7 dias)

4
Washout (14 dias)
. 4
22 preparacdo (7 dias)

$
l Tratamento 2: BIX, NBIX, ou ]

Placebo (7 dias)
4
Washout (14 dias)
4
3% preparacdo (7 dias)

L 2

[ Tratamento 3: BIX, NBIX, ou ]

Placebo (7 dias)

Fonte: autoria pessoal.
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A sequéncia dos tratamentos foi escolhida por sorteio, sem repeticdo das sequéncias
possiveis. No primeiro dia de cada tratamento, 0s participantes se apresentaram no NIDAL e
receberam 7 capsulas contendo um dos trés tratamentos [BIX 0,05 mg/kg p.c., NBIX 0,05
mg/kg p.c. ou placebo (amido de milho)], que foram encapsulados manualmente usando uma
balanca analitica e tamanho 1 de capsulas, com o contetudo das capsulas variando de acordo
com o peso individual de cada voluntario. As cépsulas foram consumidas em 7 dias
consecutivos (1 capsula/dia), sendo que a primeira dose foi consumida no NIDAL juntamente
com o café da manha. As doses de carotenoides escolhidas para este estudo foram baseadas nas
recomendacdes da FAO/OMS para ingestdo diaria aceitdvel da NBIX (0,6 mg/kg p.c.),
escolhendo-se um valor inferior para que ndo houvesse nenhum comprometimento da satde
dos participantes. Apesar disso, os voluntarios foram instruidos a relatar qualquer reacao
diferente que aparecesse em decorréncia da suplementacdo com o0s carotenoides, como
intolerancias, desconforto gastrointestinal (nduseas, vomito, diarreia), dores de qualquer
natureza, dentre outras.

Durante o periodo de intervencdo (semana de preparacdo e do tratamento) os sujeitos
foram orientados a evitar o consumo excessivo de bebidas alcoodlicas, alimentos gordurosos ou
gue possuam urucum ou outros carotenoides (tomate, cenoura, molhos, embutidos, salgadinhos,
biscoitos, condimentos etc.). Além disso, nestas semanas, os voluntérios confeccionaram um
diério alimentar (ANEXO 3), onde indicaram qual e quantitativamente os alimentos ingeridos.

No dia seguinte ao consumo da Ultima capsula (8° dia), os voluntarios retornaram ao
NIDAL em jejum de 8 horas para coleta final de sangue (20 mL). As coletas de sangue foram
feitas por puncgdo da veia basilica ou veia mediana cubital com sistema a vacuo em tubos com

EDTA para obtencéo das hemacias apés centrifugacao.

1.3.5.2 Andlises

1.3.5.2.1 Parametros antropométricos

Para avaliar globalmente o estado de satde dos voluntarios, parametros antropométricos
como peso corporal, altura e circunferéncia da cintura (CC) foram avaliados durante o processo
de triagem. O peso corporal foi avaliado através de balanca portéatil digital, com o individuo
descalgo, em posicédo ereta e indicado em quilograma (kg). A altura (metros) foi aferida no

individuo ereto, com os calcanhares unidos e com a cabeca e gluteos em contato com um
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estadiémetro portatil. A circunferéncia abdominal foi determinada manualmente conforme a
Anthropometric Standardization Reference, logo abaixo da Gltima costela (LOHMAN,
ROCHE, MARTORELL, 1988).

1.35.2.2 Marcadores bioquimicos

Os niveis séricos de colesterol total, trigicerideos, HDL, glicose, ureia, creatinina, AST
e ALT foram dosados por Kits colorimétricos (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) no analisador
semiautomatico Labmax 100 (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). A LDL foi calculada usando
a equacdo de Friedewald e a VLDL foi estimada pela formula: VLDL = CT — TG/5. Ja a
hemoglobina foi determinada na papa de heméacias no mesmo dia da coleta utilizando kit

colorimétrico (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

1.35.2.3 Inducdo da fragilidade osmotica

Ap6s centrifugacdo, as hemacias dos voluntarios que consumiram BIX, NBIX ou
placebo por 7 dias foram incubadas com indutores de dano celular para indugéo da fragilidade
osmotica. A suspensdo de hemacias em salina 0,9% (hematocrito ajustado para 10%) foi
exposta, a 37°C, a uma das seguintes condi¢des: NaNO> (1 mM, 60 min), glicose (180 mM, 180
min), AAPH (20 mM, 180 min), ou tamp&o (salina 0,9%, condicédo basal, por 180 min).

Apb6s a incubacdo, as células foram imediatamente lavadas com NaCl 0,9% e
submetidas ao teste de fragilidade osmotica, realizado de acordo com o método descrito por
Dacie & Lewis (1975), onde os eritrécitos foram submetidos a uma curva com concentragdes
decrescentes de NaCl (0,9% a 0,2%). A fragilidade eritrocitaria foi avaliada por

espectrofotometria através da liberacdo de hemoglobina a 540 nm.

1.35.2.4 Avaliacdo do estresse oxidativo em eritrdcitos

A peroxidagéo lipidica foi avaliada por HPLC/UV-vis a partir da determinagdo dos
niveis de MDA nas hemacias que foram previamente incubadas com indutores de dano celular.
Apos a incubagdo, as hemacias submetidas a hidrélise alcalina com hidréxido de sodio 3 N e

incubadas a 60°C por 30 min. Em seguida, 0 meio de reacdo foi acidificado com &cido fosforico
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6% e as amostras foram derivatizadas com TBA 0,8%, em banho-maria a 90°C por 45 min. As
amostras foram resfriadas e congeladas a — 20 °C até a analise cromatogréfica. A extracdo do
MDA das amostras foi feita minutos antes da inje¢ao no cromatografo, pela adicao de 50 puL de
SDS 10% e de 300 uL de n-butanol, seguida de agitagdo (1 min) e de uma etapa de centrifugagéo
23000 x g por 10 min. A fase butandlica, contendo o0 MDA, foi aspirada e filtrada em membrana
PTFE 0,22 pum e injetada manualmente no equipamento (GROTTO et al., 2007).

A andlise cromatografica foi conduzida em cromatdgrafo liquido Shimadzu acoplado a
detector UV/visivel (SPD-20AV), utilizando uma coluna C-18 Zorbax 5 um, 250 x 4,6mm,
(Agilent). Foi utilizada uma eluigdo isocratica com as fases moveis metanol e gua ultrapura
(Milli-Q Gradient System, Millipore Corporation, Massachusetts, EUA), na proporcéo 50:50.
O volume de injecdo utilizado foi de 20 pL e o tempo de corrida foi de 10 min. A quantificagdo
foi realizada em 540 nm, utilizando uma curva de calibracdo de 1,1,3,3-tetraetoxipropano
(TEP). Os niveis de MDA foram corrigidos pelo teor de hemoglobina e expressos em nmol/mg
de Hb.

Os niveis de GSH foram determinados nas hemacias através da rea¢do com o orto-
ftalaldeido (OPT), gerando um produto fluorescente, analisado utilizando 350 nm para
excitacdo e420 nm para emissao (HISSIN; HILF, 1976). A quantificacdo dos niveis de
glutationa nas hemaécias foi feita a partir de curvas de padrdo de GSH e expressa em pg/g de
hemoglobina.

1.35.25 Atividade das enzimas antioxidantes em eritrécitos

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx foram avaliadas no papa de
hemécias obtida apo6s a incubag¢do com os indutores de dano celular. A atividade da SOD foi
avaliada através da inibicdo da auto-oxidacdo da epinefrina, determinada em 480 nm (MISRA,;
FRIDOVICH, 1972). A CAT teve sua atividade avaliada ap6s a adicdo de perdxido de
hidrogénio ao meio, pela queda da absorbancia em 240 nm (AEBI, 1984). A oxidagdo do
NADPH na presenca de peréxido de hidrogénio e GSH, verificada através da queda da
absorbancia em 340 nm, foi utilizada na determinacdo da atividade da GPx (PAGLIA;
VALENTINE, 1967). A atividade das enzimas antioxidantes foi corrigida pela quantidade de

hemoglobina das amostras.
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1.3.6 Andlise estatistica

Os dados de fragilidade osmotica dos eritrocitos foram analisados por analise de
variancia de uma via (ANOVA) no estudo ex vivo ou ANOVA de duas vias (concentracdo de
carotendides x indutor) no ensaio in vitro. Os dados sobre o status oxidante/antioxidante do
estudo ex vivo foram analisados por ANOVA de duas vias (tratamento carotenoide x indutor).
O teste de Duncan foi usado para comparagdes post-hoc. As diferencas foram consideradas
significantes quando p < 0,05. Toda a analise estatistica foi conduzida usando o sistema de
software Statistica® versdo 9.0 (StatSoft, Inc., 2004). Os dados foram expressos como média
* erro padrdo da média (S.E.M.).

O numero de participantes necessarios para este estudo foi calculado por meio de uma
analise de poder estatistico para detectar 25% de diferenca entre médias, considerando um
desvio padréo de 20%, erro alfa de 0,05 e poder de prova de 0,8 (80%) como descrito por Conte
et. al. (CONTE et al., 2019).
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List of abbreviations:

AAPH- 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
BIX- Bixin

BMI- Body mass index

CAT- Catalase

DMSO- Dimethyl sulfoxide

EDTA- Ethylenediaminetetraacetic acid

GPX- Glutathione peroxidase

GSH- Glutathione reduced

HPLC- High-performance liquid chromatography
JEFCA- Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
LDL- low-density lipoprotein

MDA- Malondialdehyde

NaCl- Sodium chloride

NaNO2- Sodium nitrite

NBIX- Norbixin

Nrf2- Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
PDA- Photodiode array detector

PUFAs- Polyunsaturated fatty acids

RCF- Relative centrifugal field

ROS- Reactive oxygen species

SOD- Superoxide dismutase

Abstract

Erythrocytes exhibit high susceptibility to hemolysis in several pathologies due to oxidation
of cellular components. The objective of this study was to evaluate whether food grade

annatto carotenoids can increase human erythrocyte resistance to hemolysis in vitro and ex
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vivo. For the in vitro experiment, erythrocytes from healthy volunteers were isolated and co-

incubated with BIX or NBIX and either AAPH, glucose or NaNO: as hemolysis inducers. In

the ex vivo study, healthy volunteers consumed a capsule containing B1X or NBIX (0.05

mg/kg b.w./day) or placebo during 7 days before blood sample collection. Their erythrocytes
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were isolated and incubated with either AAPH, glucose or NaNO». Both in the ex vivo and in
vitro study, erythrocytes were subjected to osmotic fragility tests. The activity of antioxidant
enzymes and GSH and lipid peroxidation levels was also evaluated ex vivo. In vitro BIX and
NBIX not only reduced erythrocyte membrane fragility induced by AAPH, glucose, or
NaNO: but also improved basal osmotic resistance in the micromolar range. BIX and NBIX
supplementation increased the erythrocyte membrane resistance significantly, with BIX being
more effective. Also, BIX and NBIX protected the erythrocytes from lipid peroxidation and
improved the cellular redox environment. Our study contributes to important insights that
annatto carotenoids may exert antihemolytic potential by preventing membrane fragility in
human erythrocytes.

Keywords: Antihemolytic potential; Bixin; Norbixin; Clinical trial; Anemia; Erythrocyte

fragility.
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1. Introduction

Erythrocytes, the most abundant cells found in the bloodstream, have the main function of
efficient transportation of respiratory gases to tissues [1]. These cells have a circular and
biconcave shape and are endowed with great flexibility, which is a key feature for
erythrocytes to reach some tight spots in microcirculation [2]. The erythrocyte membrane
consists of high amounts of polyunsaturated fatty acids (PUFASs), which makes the cell
susceptible to lipid peroxidation by reactive oxygen species (ROS) [3]. Lipid peroxidation
reduces the flexibility and osmotic resistance of erythrocyte membrane and increases
membrane permeability resulting in osmotic stress followed by erythrocyte destruction due to
hemolysis [4]. When erythrocyte destruction is faster than synthesis, hematocrit values
decrease and cause anemia, a condition in which the number of red blood cells (and
consequently their oxygen-carrying capacity) is insufficient to meet the body’s physiologic
needs [5].

Anemias are very diverse in nature; in most anemias the pathogenesis involves several steps
in the production or destruction of erythrocytes ranging from protein deficiencies during
erythropoiesis to mechanical influences which lead to hemolysis, where erythrocytes often
undergo oxidative stress. Physiological influences causing hemolytic anemia include infection
by certain parasites and microorganisms (Plasmodium, Babesia and Clostridium infections),
as well as certain drugs [6]. In addition, anemia can be secondary to chronic diseases such as
rheumatoid arthritis [7], and diabetes mellitus [3], due to an increased free radical production
possibly due to hyperglycemia.

Carotenoids are tetraterpenoids compounds that present antioxidant and anti-inflammatory
activity and may be useful in the treatment and prevention of chronic diseases [8]. Despite the
presence of endogenous antioxidants in erythrocytes, these cells are highly susceptible to
oxidative damage and some carotenoids, such as -carotene, zeaxanthin, lutein, B-
cryptoxanthin and lycopene, are able to inhibit the pro-oxidant effect provided by ROS [9]
Bixin (B1X) and norbixin (NBIX) are natural carotenoids obtained from annatto seeds (Bixa
orellana) [10] and are consumed worldwide as natural food coloring additives in the food
industry (annatto, E160b) and as a dye in other industries [10]. BIX is a liposoluble
apocarotenoid, responsible for more than 80% of the total carotenoid content of annatto seeds
[11]. NBIX, a water-soluble analogue of BIX; is found at low concentrations in annatto seeds,
but can be obtained by the hydrolysis of BIX [10].



104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

37

Different in vitro and in vivo studies show that BIX and NBIX have low toxicity [12],
antioxidant properties [13] and anti-inflammatory properties in hypercholesterolemia rabbit
models [14], rat diabetes models [15] and in other chronic diseases related to oxidative and
inflammatory damage [8]. In addition to this evidence of nutraceutical effects in animal
models, a clinical study has demonstrated that a single dose of NBIX attenuates the
inflammatory response and oxidative stress triggered by the intake of a hypercaloric meal
[16], also a 1-week supplementation with BIX reduced the susceptibility of LDL-cholesterol
to Cu?*-induced oxidation ex vivo [17]. Based on the information above and considering that
there is no scientific basis in the literature on the antihemolytic properties of annatto
carotenoids, the present study was designed to investigate for the first time: (i) the in vitro
effect of BIX and NBIX on erythrocyte membrane resistance to hemolysis; (ii) the ex vivo

osmotic fragility of human erythrocytes after a 7-day BIX and NBIX dietary supplementation.
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2. Materials and Methods

2.1 BIX and NBIX extracts

Food coloring annatto were provided by Christian Hansen Co. Ltd. (Valinhos, SP, Brazil).
The BIX-enriched annatto powder (30.4% bixin) was used for the BIX treatment, whereas the
annatto alkaline extract was precipitated with acid and lyophilized to obtain a NBIX-enriched
powder (42.0%) that was used for the NBIX treatment. The content of annatto carotenoids in
the extracts was preliminary assessed by spectrophotometric analysis at 470 nm. Thereafter,
the concentrations of BIX and NBIX were assessed by high performance liquid

chromatography (HPLC) coupled to a photodiode arrangement (PDA) detector [17].

2.2 Study subjects

Healthy volunteers aged between 18 and 32 years, with a BMI between 18.5-24.9 kg/m?2 and
normal values for hematocrit, glycemia, lipid profile of hepatic and renal function markers
(data not shown) were selected for the in vitro and ex vivo studies [18]. Exclusion criteria
were the recent ongoing use of medications, herbal medicines or dietary supplements
(minerals and vitamins) use, smoking, chronic diseases (diabetes, hypertension, lupus,
arthritis, asthma, etc.), cancer, or infectious diseases (viral, bacterial or fungal).

Subjects were fully informed of the experimental protocol as well as the possible risks and
discomforts of the investigation before giving their written informed consent. The study was
conducted according to the Declaration of Helsinki, and the study protocol was approved by
the local ethics committee (CAAE number: 68801917.0.0000.5346).

2.3 In vitro study

The blood of 4 volunteers was collected in EDTA-containing tubes and freshly erythrocyte
samples were isolated by centrifugation (1500 RCF for 10 min) and used for the hemolysis
assays. Erythrocytes (hematocrit adjusted to 10%) were incubated 37 ° C with the carotenoids
BIX (0.3 uM -10 pM) or NBIX (0.03 uM -10 uM) or vehicle (control) in the absence (basal,
NaCl 0.9%) or in the presence of an inducer of hemolysis (1 mM NaNO or 20 mM AAPH
during 60 min, or 180 mM glucose during 180 min) (Figure 1). Carotenoid concentrations for
this in vitro assay were chosen from a pilot study and dissolved in vehicle (DMSO with saline
0.9%).

Insert Figure 1 here:
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2.3.1 Assessment of erythrocyte osmotic fragility

Osmotic fragility of erythrocytes was determined by assessing hemoglobin release when cells
are placed in an environment containing serial dilutions of phosphate buffered saline solution
as described by Parpart et al. [18]. After incubation with carotenoids and/or inducers, cells
were immediately washed 2 times with 0.9% NaCl at 1500 RCF for 10 minutes and subjected
to the osmotic fragility test, which was performed according to Dacie and Lewis’ method
[19]. Parallel samples of erythrocytes (10 uL) were subjected to decreasing concentrations of
phosphate buffered saline, pH 7.4 (0.9, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3 and 0.2 g/100 mL) and distilled
water during 10 minutes at 37°C. Subsequently, tubes were centrifuged at 900 RCF for 10
min. The supernatant was removed and had its absorbance assessed at 540 nm to evaluate the

hemoglobin released due to hemolysis [18,19].

2.3.2 Index of erythrocyte hemolysis and stability

The percentage of erythrocyte lysis at each corresponding phosphate buffered saline
concentration (0.9 - 0.2 g/100 mL) was calculated as the percentage of absorbance relative to
the absorbance of erythrocytes incubated with distilled water (100% hemolysis). The
corresponding concentration of phosphate buffered saline solution that caused 50% lysis of
erythrocytes was defined as the mean corpuscular fragility (MCF) index [18,20]. MCF values
were obtained by nonlinear regression analysis of the cumulative erythrocyte osmotic fragility
curve, i.e. the plot of percentage of erythrocyte lysis versus concentrations of phosphate
buffered saline solution. The relative capacity of BIX or NBIX (test condition) to stabilize or
destabilize erythrocyte membrane was evaluated as the relative stability (%) = (MCFcontrol —
MCFest/ MCFcontror) X (100/1) [18,20]. Conditions that destabilize the cell membrane (higher
phosphate buffered saline concentrations) will cause hemolysis, consequently resulting in

higher MCF values and lower relative stability values.

2.4 Ex vivo study

2.4.1 Human supplementation with annatto carotenoids

Among the 21 volunteers that met our inclusion criteria, 3 were excluded due to health
problems or other reasons. Eighteen participants went through the initial screening phase,
while 2 participants abandoned the study due to an infectious disease or other reasons.

Erythrocyte samples from 3 selected donors could not be analyzed right after blood collection
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and were consequently not included in this study to avoid discrepant results. Serum glucose
levels, lipid profile, markers of renal and hepatic function, anthropometric measurements,
blood pressure was within normal values and data has been published in another study which
was performed using the same blood samples with its focus on the susceptibility of LDL
oxidation and dietary intervention [17].

Ultimately, blood samples from 13 volunteers that had received dietary supplementation with
placebo, BIX or NBIX were used for this ex vivo assessment of the effect of annatto
carotenoids on erythrocyte fragility. Each treatment consisted of a daily capsule of placebo
(corn starch) or 0.05 mg/kg of body weight (b.w.) of BIX or NBIX that was taken preferably
at breakfast, for 7 days. A Latin Square crossover design was used; all subjects received the
three treatments during the study in different periods, with a washout period that ranged from
1 to 3 weeks. During the intervention period (weeks of preparation and treatment) the subjects
were instructed to avoid excessive consumption of alcoholic beverages, fatty foods or that
have annatto or other carotenoids (tomato, carrot, sauces, sausages, Snacks, biscuits,
condiments, etc.). Treatments were coded (A, B, and C), and sequences were randomly
distributed among volunteers with a balanced design for the treatment sequence. The dose of
carotenoids chosen for this clinical trial (0.05 mg/kg b.w.) is lower than the acceptable daily
intake (ADI) for BIX (12 mg/kg b.w.) and NBIX (0.6 mg/kg b.w) [21]. One day after the
consumption of the last capsule, blood (10 mL, EDTA vacuum tubes) was collected from the
basilic vein or cubital median vein of fasting subjects (12 hours fasting) (Figure 2: ex vivo

treatment scheme).

Insert Figure 2 here

2.4.2 Erythrocyte fragility induction

Fresh blood samples collected from volunteers (section 2.4.1) were centrifuged at 1500 RCF
for 10 minutes. Erythrocytes were collected, the hematocrit was adjusted to 10% and samples
(10 pL) were incubated with 0.9% NaCl (control, 180 min) or cell damage inducers (1 mM
NaNO; for 60 minutes, 180 mM glucose or 20 mM AAPH for 180 minutes). After incubation,
samples were withdrawn for determining erythrocyte osmotic fragility and for

antioxidant/oxidant status.
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2.4.3 Assessment of erythrocyte osmotic fragility and relative stability

After incubation (section 2.4.2), cells were immediately washed 2 times with 0.9% NaCl at
1500 RCF for 10 min and subjected to the osmotic fragility test as described in section 2.3.1.
The relative capacity of BIX or NBIX (test condition) to stabilize or destabilize erythrocyte
membrane was evaluated as the relative stability (%) = (MCFcontrol — MCFtest/ MCFcontrol) X
(100/1) [18,20] according to section 2.3.2.

2.4.4 Evaluation of oxidative status

Lipid peroxidation product, MDA, was evaluated in erythrocytes samples that were
derivatized with thiobarbituric acid and then analyzed by HPLC-UV/Vis, using a Zorbax
ODS C18 5 pum column (250 x 4.6 mm, Agilent, Santa Clara, USA) [22].

Reduced (GSH) glutathione content in erythrocytes was quantified by fluorimetry according
to Hissin & Hilf [23], using O-phthaldialdehyde. Briefly, samples were deproteinized with 0.6
M perchloric acid, centrifuged and the supernatant solution obtained was used for the assay.
Reduced glutathione standard curve was used to quantify the erythrocyte levels of GSH, and

values were normalized for hemoglobin content.

2.4.5 Antioxidant enzymes activities in erythrocytes

Intracellular superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)
activities were measured through spectrophotometric methods according to Fridovich [24],
Aebi [25] and Paglia & Valentini [26], respectively, and values were normalized for the

hemoglobin content.

2.6 Statistical analysis

Erythrocyte osmotic fragility data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
in the ex vivo study or two-way ANOVA (carotenoid concentration x inducer) in the in vitro
assay. Data on the oxidant/antioxidant status of the ex vivo study were analyzed by two-way
ANOVA (carotenoid treatment x inducer). Duncan’s test was used for post-hoc comparisons.
Differences were considered significant when p < 0.05. All statistical analysis was completed
using Statistica® version 9.0 software system (StatSoft, Inc., 2004). The data were expressed
as mean = standard error of the mean (S.E.M.).
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The number of participants required for this study was calculated using a power analysis to
detect 25% difference among means, considering a standard deviation of 20%, alpha error of
0.05, and power of 0.8 (80%) as described by Conte et. al. [17].

3. Results

3.1 Invitro effect of BIX and NBIX on erythrocyte membrane resistance

To assess whether BIX and NBIX carotenoids could modify the erythrocyte membrane
resistance, cells were incubated with carotenoids in the absence (basal) or presence of a
membrane damage inducer (Fig. 3). Incubation with BIX or NBIX in the absence of
membrane damage inducers significantly increased erythrocyte membrane resistance to
osmotic stress (P<0.05; Fig 3A-F). This effect had bell-shaped behavior being evident at
intermediate concentrations (up to 3.0 UM carotenoid at most conditions).

All membrane damage inducers investigated increased erythrocyte osmotic fragility. In this
study, NaNO:> (Fig. 3C, 3F) and AAPH (Fig. 3A, 3D) reduced by ~4 and 5% erythrocyte
stability to osmotic lysis, whereas glucose reduced erythrocyte stability by ~16%(Fig. 3B,
3E). Co-incubation with 0.3, 1.0 and 10 uM BIX (Fig. 3A) and all NBIX concentration (Fig.
3D) protected cells against fragility induced by AAPH. Erythrocytes incubated with BIX (0.3,
1.0 and 10 uM) and NBIX < 3 uM protected cells from glucose-induced fragility (Fig. 3B and
E, respectively). All BIX concentrations and 0.1 and 0.3 uM NBIX protected the erythrocytes
from increased membrane fragility induced by NaNO: (Fig. 3C and F, respectively).

3.2 Ex vivo experiment

3.2.1 Ex vivo erythrocyte fragility tests after dietary supplementation with annatto carotenoids
Dietary supplementation with BIX for 7 days increased the stability of erythrocytes to
osmotic hemolysis triggered by the ex vivo exposure to AAPH when compared with placebo
group, while supplementation with NBIX for 7 days did not prevent the fragility induced by
AAPH (Fig. 4A). Similarly, only the supplementation with BIX increased significantly the
erythrocyte membrane resistance against glucose-induced damage (Fig. 4B). However,
supplementation with both annatto carotenoids was able to reduce the osmotic fragility

induced by NaNO, when compared with the placebo group (Fig. 4C).

3.2.2 Oxidant and antioxidant status of erythrocytes after dietary supplementation with

annatto carotenoids and ex vivo exposure to membrane damage inducers
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The occurrence of lipid oxidation, the content of reduced glutathione and the activity of
antioxidant enzymes were assessed after ex vivo exposure of erythrocytes to membrane
damage inducers to elucidate the mechanisms involved in the protective effect of annatto
supplementation. Erythrocyte incubation with AAPH, glucose or NaNO; increased
erythrocyte lipid peroxidation, as assessed by the increased levels of MDA. This increase in
the lipid peroxidation was accompanied by a decrease in the cellular content of GSH (Fig. 5).
B1X supplementation for 7 days was able to prevent the changes in MDA and GSH levels
triggered by all membrane damage inducers evaluated, whereas NBIX supplementation was
only able to prevent the changes that were induced by NaNO: in MDA and GSH levels (Fig
5C and 5F, respectively). Only NBIX supplementation for 7 days reduced erythrocyte MDA
basal levels (Fig 5A-C), whereas both carotenoids increased basal levels of GSH in
erythrocytes (Fig.5D-F).

Supplementation with BIX for 7 days did not modify basal SOD, CAT, or GPX activities.
NBIX supplementation for 7 days decreased basal SOD activity (Fig. 5A-C) but did not
modify basal activities of CAT or GPX (Fig. 5D-E and 5G-I, respectively). All membrane
damage inducers have increased erythrocyte SOD activity (Fig. 5A-C). Both BIX and NBIX
supplementation prevented this modification in SOD activity (Fig 5A-C). None of the
inducers used in this study were able to modify CAT activity (Fig. 5D-F). Only incubation
with NaNO- decreased GPX activity and neither BIX nor NBIX supplementation prevented
this alteration (Fig. 51).
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4. Discussion

In this study, the effect of annatto carotenoids on erythrocyte membrane resistance was
investigated for the first time. The experimental approach started with an in vitro investigation
and has been advanced to a clinical trial that comprised a 7-day dietary supplementation with
annatto carotenoids at doses compatible with the use of these carotenoids as food coloring
agents.

Initially, the antihemolytic properties of BIX and NBIX were investigated in vitro during the
co-incubation with the membrane damage inducers AAPH, glucose and NaNO.. In vitro
exposure to BIX and NBIX increased erythrocyte membrane resistance per se and protected
against osmotic damage triggered all inducers of erythrocyte fragility. AAPH induces peroxyl
radicals [9], while glucose induces superoxide production via glucose auto-oxidation and
NADPH oxidase activation [27]; and nitrite ions interact with oxyhemoglobin to form
methemoglobin with H.O> production via reaction that is characterized by a lag period
followed by a rapid autocatalytic phase [28,29]. Despite dissimilarities in their respective
mechanisms, all inducers cause oxidative stress and lead to the lysis of erythrocytes. BIX and
NBIX have a long polyene chain, that confers singlet oxygen quenching and free radicals
scavenging activities [13].Thus, the annatto carotenoids’ long chain of conjugated double
bonds may be directly removing reactive species generated by the membrane damage
inducers, thereby protecting against hemolysis in the in vitro assay.

These findings opened the possibility that annatto carotenoids could also exhibit
antihemolytic properties in vivo. In fact, other carotenoids, namely lycopene, B-carotene and
lutein have been long known as dietary non-enzymatic antioxidants that constitute the first
line of defense against oxidative damage[9].In this placebo-controlled clinical trial, healthy
subjects received annatto carotenoids (0.05 mg/kg b.w./day) during 7 days in a crossover
design.

Oxidative damage to the erythrocyte membrane is generally implicated in an increased lipid
peroxidation process, which reduces membrane fluidity and impairs the functioning of
membrane-bound enzymes and receptors and has been proposed as a general mechanism
involved in cell injury, leading to erythrocyte hemolysis [30]. In fact, in our study erythrocyte
incubation with AAPH, glucose or NaNO: induced cellular damage, evidenced by the
hemolysis occurrence. Data from the ex vivo experiment showed that this membrane damage
was accompanied by an increase in MDA levels, a main marker of lipid peroxidation,

decrease of GSH levels and increase in SOD activity. These data indicate that erythrocyte
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antioxidant defenses were unable to cope with the oxidant challenge posed by the ex vivo
exposure to AAPH, glucose or NaNO». Antioxidant enzymes cooperate with non-enzymatic
antioxidants to counteract the oxidative cellular damage [3]. GSH is a tripeptide that plays a
major role in the non-enzymatic and enzymatic defense systems. Besides being a reducing
agent, GSH acts as the substrate for GPX to remove peroxides [26], which may explain the
decrease in GSH levels after exposure to the damage inducers. However, the first line of
enzymatic defense is SOD, which catalyzes the dismutation of superoxide anion into H20:
that can be thereafter removed by GPX or CAT [25]. Superoxide anion scavenging prevents
its own oxidative effects and its conversion into peroxynitrite that is among the most powerful
oxidant species [31]. Thus, SOD increase can be regarded as an adaptive response to the
oxidant inducers, but this response was not able to prevent lipid peroxidation.

Erythrocytes from volunteers supplemented for 7 days with BIX showed increased stability to
the osmotic hemolysis triggered by all membrane damage inducers evaluated. This
antihemolytic effect of BIX was accompanied by the complete suppression of inducer-
triggered lipid peroxidation and by an increased concentration of GSH in erythrocytes. BIX
has been shown to activate the nuclear transcription erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) that
targets the antioxidant response elements (ARE) in DNA resulting in increased expression of
antioxidant enzymes including those involved in the synthesis of GSH [14,15,32]. However,
the increased erythrocyte levels of GSH observed after short-term annatto carotenoids
supplementation was likely related to a direct antioxidant effect of carotenoids that spares
endogenous GSH content rather than to an indirect effect via gene expression. Erythrocytes
are anucleate cells that do not make protein synthesis. Therefore, changes in the expression of
their enzymes should occur during cell formation in the bone marrow. Changes in gene
expression of nascent reticulocytes are unlikely to be detected after a 1-week treatment as
these cells have an average half-life 27,8 days [33]. The sparing of GSH content was observed
in after BIX and NBIX supplementation regardless of the exposure to the inducers. Thus, the
antioxidant effect of BIX and NBIX in the ex vivo study likely occurred during the treatment
and persisted even after the clearance of annatto carotenoids. Blood samples were collected
24 h after the last annatto intake, when annatto carotenoids are expected to have been
eliminated from bloodstream [34]. The complete clearance of BIX and NBIX has been
demonstrated to occur within 8 and 24 h after the intake of a single dose of annatto [16,34].

In contrast to BIX, the supplementation with NBIX for 7 days protected only against the

hemolysis induced by NaNO-. In this case, the antihemolytic effect was also accompanied by
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a reduction in MDA levels and an improvement in GSH levels. The different effects between
these structurally similar annatto carotenoids could be related to their different polarity. The
greater lipophilicity of BIX compared to NBIX, likely facilitates its incorporation into the
plasma membrane and the protective effect against membrane lipid oxidation. Contrasting
effects for BIX and NBIX have been previously reported in animal models [15].
Erythrocytes are the major cellular component of blood and are among the first cells exposed
to stressful xenobiotics that reach human body by inhalation or ingestion. Although
erythrocytes contain high levels of both enzymatic and non-enzymatic cytoplasmic
antioxidants [35], and erythrocyte membrane integrity can be affected by xenobiotics and
human diseases associated with oxidative stress [36]. Thus, dietary components that increase
erythrocyte stability may be useful to design functional foods for hemolytic anemia patients.
In addition, such bioactive dietary components can also be studied for designing novel
therapeutic drugs for anemia patients. The antihemolytic effect of annatto carotenoids has
been observed after a short-term supplementation with doses (0.05 mg/kg b.w./day) that are
higher than the estimated dietary exposure for annatto colorings. Data from JECFA [21] that
has been based on the typical use levels of annatto coloring additives reported by industry
estimated average consumption values ranging from 0.03 to 0.4 mg/day per capita (which
amounts to 0.5 to 7 pg/kg b.w./day for a 60-kg person) and 97.5™ percentiles of consumption
of 1.5 mg /day per capita (which amounts to 0.025 mg/kg b.w./day for a 60-kg person).
However, it is important to emphasize that the dose used in this study is expected to be safe
even for longer exposure periods as it amounted to only 0.4% and 8.3% of the ADI
established by JECFA for BIX and NBIX, respectively.

5. Conclusion

We demonstrated for the first time that dietary supplementation with annatto food coloring
formulations attenuates experimentally induced hemolysis and oxidative modification of
lipids in erythrocytes, possibly by improving the erythrocyte antioxidant status. BIX had a
greater antihemolytic efficacy than NBIX and could be explored for the development of
functional foods or novel therapeutic drugs for patients with hemolytic anemia associated to

oxidative stress mechanisms.
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Figure 1 — Chemical structure of bixin and norbixin and representative scheme of in vitro
design.

Figure 2 — Representative figure of treatment scheme followed by volunteers.

Figure 3 - In vitro effect of bixin (A-C) and norbixin (D-F) on erythrocyte osmotic fragility
after AAPH, glucose or NaNO2 exposure. Data are shown as the means + S.E.M. *Different
from respective control group (0 uM; P<0.05). #Difference of inducer absence/presence in the
same concentration (P<0.05) AAPH: 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride.

Figure 4 - Effect of carotenoid supplementation on erythrocyte osmotic fragility after AAPH
(A), glucose (B) or NaNO2 (C) ex vivo exposure. Data are shown as the means = S.E.M.
*Different from respective placebo group (P<0.05). AAPH: 2,2'-Azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride.

Figure 5 - Effect of carotenoid supplementation on MDA (A-C) and GSH (D-F) levels in red
blood cells after AAPH, glucose or NaNO2 ex vivo exposure. Data are shown as the means +
S.E.M. *Different from respective placebo group (P<0.05). #Difference of inducer
absence/presence in the same group (P<0.05). MDA: malondialdehyde. AAPH: 2,2'-Azobis(2-
amidinopropane) dihydrochloride.

Figure 6 - Effect of bixin and norbixin supplementation on superoxide dismutase (A-C),
catalase (D-E), and glutathione peroxidase (G-1) activities in erythrocytes after AAPH, glucose
or NaNO2 ex vivo exposure. Data are shown as the means = S.E.M. *Different from respective
placebo group (P<0.05). #Difference of inducer absence/presence in the same group (P<0.05).
AAPH: 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride.
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3. CONCLUSAO

Neste estudo, os efeitos in vitro e ex vivo dos carotenoides BIX e NBIX sobre a
fragilidade eritrocitaria humana foram demonstrados pela primeira vez. Analisando os
resultados obtidos podemos concluir que:

- A incubacdo de eritrocitos com BIX ou NBIX aumentou a resisténcia da membrana
eritrocitaria.

- A suplementacdo com BIX reduziu a fragilidade da membrana eritrocitaria induzida
por AAPH, nitrito e glicose, mas a suplementacdo com NBIX preveniu apenas a fragilidade

da membrana eritrocitaria induzida pelo nitrito.
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S. ANEXOS

ANEXO 1
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Efeito dos carotenoides do urucum sobre a fragilidade eritrocitaria e
0 estatus antioxidante in vitro e ex vivo

Pesquisador responsavel: Dr? Tatiana Emanuelli

Pesquisadores participantes: Anissa Algara Beni, Sabrina Somacal, Lisiane Conte, Renata
Fritzsche Rodrigues, Miguel Roehrs.

Instituicdo/Departamento: Universidade Federal de Santa Maria/Departamento de Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos

Telefone e endereco postal completo: (55) 3220-8547. Avenida Roraima, 1000, prédio 46
(NIDAL), sala 107, 97105-970 - Santa Maria - RS.

Local da coleta de dados: NIDAL

Endereco eletrénico:

Eu, Tatiana Emanuelli, responsavel pela pesquisa “Efeito dos carotenoides do urucum
sobre a fragilidade eritrocitaria e o estatus antioxidante in vitro e ex vive”, e 0s demais
membros da equipe de pesquisa, 0 convidamos a participar como voluntario deste estudo. N6s
nos responsabilizamos em Ihe fornecer informacdes sobre o0s possiveis desconfortos e riscos
decorrentes da participacdo na pesquisa, além dos beneficios esperados dessa participagédo e
apresentar providéncias e cautelas empregadas para evitar ou reduzir efeitos e condigcdes

adversas que possam causar dano, considerando caracteristicas e contexto do participante da
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pesquisa (Resolugcdo 466/12). Vocé precisa decidir se quer participar deste estudo ou néo.
Pedimos que ndo se apresse para tomar esta decisdo. Leia com atencéo e cuidado o que se segue
e em caso de duvida, pergunte ao responsavel pela pesquisa. Apés ser esclarecido sobre as
informacdes a seguir, no caso de vocé aceitar fazer parte do estudo, pedimos que vocé assine
ao final deste documento, que esta disponivel em duas vias. Uma via é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Vocé tem garantida a possibilidade de ndo aceitar participar ou de
retirar sua permissdo a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo pela sua deciséo.

Esta pesquisa pretende avaliar se 0 consumo de bixina e norbixina, por individuos
saudaveis pode prevenir ou retardar eventos relacionados a fragilidade eritrocitaria, evitando o
desenvolvimento de anemia. Acreditamos que ela seja importante porque estudos em animais,
mostraram que esses compostos sdo efetivos para diversas patologias. Caso vocé concorde em
participar, vocé devera responder um questionario para verificarmos se vocé se podera ser
incluido na pesquisa. Se vocé for incluido na pesquisa, além de responder ao questionario, vocé
sera convidado a realizar uma coleta de sangue (10 mL), que sera realizada no Nucleo de
Desenvolvimento de Analises Laboratoriais (NIDAL), pela manhd, em jejum de 8 h em data
previamente acertada em comum acordo. Essa coleta sera necessaria para avaliar o seu estado
de salde atual através de exames de sangue. Nessa mesma ocasido sera medida a sua altura e
verificado o seu peso e a pressao arterial.

Caso o seu perfil seja adequado para inclusdo no estudo, n6s o convidaremos a consumir
uma capsula/dia contendo bixina, norbixina ou placebo durante 7 dias. Na semana anterior a
cada tratamento (periodo de washout) e durante 0 mesmo, vocé sera instruido a evitar o
consumo de alimentos ricos em pigmentos carotenoides (coloracdo amarela, laranja e vermelha)
ou urucum, como tomate, cenoura, molhos, embutidos, salgadinhos, biscoitos, condimentos;
bebidas alcodlicas e alimentos gordurosos. Uma nutricionista fara um guia que ira auxilia-lo na
escolha de alimentos que se adequem ao quesito acima e a sua rotina. Serdo realizadas coletas
de 30 mL no inicio e final de cada tratamento (6 coletas no total), além de uma coleta adicional
no 6° dia de cada tratamento (5 mL). As coletas de sangue serdo realizadas por um profissional
habilitado e experiente na funcdo. Além disso, durante os periodos de washout e tratamento,
vocé sera orientado a fazer um diario alimentar (material fornecido pelos pesquisadores), onde
sera anotado quais alimentos vocé consumiu, a quantidade e o horario (café da manha as 8

horas, por exemplo), que sera entregue ao termino de cada periodo para o0s pesquisadores.
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Riscos individuais e possibilidade de exclusdo

A coleta de sangue € um procedimento de baixo risco e desconforto, mas o voluntario
podera sentir dor no local da picada da agulha assim como formacdo de manchas roxas,
causados pela coleta de sangue. Caso isso ocorra, sera realizada massagem com pomada ou gel
para remogéo das machas, sem nenhum custo.

A bixina, norbixina e o licopeno sdo compostos carotenoides naturais dos vegetais que
sdo comumente usados como corantes na fabricacdo de alimentos. As doses utilizadas neste
trabalho sdo consideradas seguras para ingestdo humana pela Autoridade Europeia de
Seguranca de Alimentos.

Ap0s o jejum de 8 horas, algumas pessoas podem ter uma reducdo na glicose e pressdo
sanguineas, sendo gque nestes casos a pessoa recebera todos os cuidados necessarios e sera
suspensa sua participagdo neste dia. Se a mesma pessoa apresentar este evento novamente sera
encaminhada a atendimento médico.

Em caso de algum outro mal-estar ou problema relacionado com a pesquisa, vocé tera
direito a assisténcia gratuita que sera prestada e podera retirar-se da pesquisa a qualquer
momento.

Ressaltamos que o voluntario que se sentir constrangido ao responder ao questionario ou
em qualquer momento da pesquisa, poderd a qualquer momento abandonar este estudo sem
prejuizo algum a ambas as partes.

Os gastos necessarios para a sua participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica, também, garantida indenizacdo em casos de danos comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa.

N&o ha beneficio direto para o participante. Este estudo experimental testa a
possibilidade de que os carotenoides possam auxiliar na prevencao da aterosclerose. Somente

no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.

Periodo de participacio

A sua participacdo na pesquisa terd duragdo de 10 semanas, em 7 semanas das quais
vocé deverd passar pelos periodos de washout e tratamento. As 3 semanas adicionais
correspondem a uma semana de intervalo entre cada tratamento (3 semanas), em que vVOcé nao
necessitara seguir recomendagdes especiais na dieta. Vocé podera retirar-se da pesquisa em

gualquer momento, antes ou durante a mesma, sem penalidades ou prejuizo.
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Confidencialidade

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em
sigilo. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe
do estudo, o Comité de Etica independente terdo acesso a suas informagGes para verificar as
informagdes do estudo.

O material coletado e os seus dados serdo utilizados somente para esta pesquisa,
podendo ser publicados apenas em eventos ou publicacdes, sem a identificacdo dos voluntarios;

e ficardo guardados com o pesquisador pelo periodo de cinco anos, apds o qual serdo destruidos.

Garantia de acesso

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tera a possibilidade de tirar qualquer davida
ou pedir qualquer outro esclarecimento. Para isso, entre em contato com algum dos
pesquisadores ou com o0 Comité de Etica em Pesquisa.

Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito

Eu, , portador de RG

, apos a leitura ou a escuta da leitura deste documento e de ter

tido a oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as
minhas davidas, estou suficientemente informado sobre o estudo “Efeito dos carotenoides do
urucum sobre a fragilidade eritrocitaria e o estatus antioxidante in vitro e ex vivo”;
ficando claro que a minha participacdo é voluntaria e que posso retirar este consentimento a
qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos
objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou
riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade. Diante do exposto e de espontanea
vontade, expresso minha concordancia em participar deste estudo e assino este termo em duas

vias, uma das quais foi-me entregue.

Local e data:
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Nome e assinatura do voluntéario:

Preenchimento do pesquisador:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste voluntério da pesquisa para a participacdo neste estudo.

Santa Maria, de de 2018.

Assinatura do responsavel pela obtencéo do TCLE:

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima,
n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax: (55)3220-8009

Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: www.ufsm.br/cep
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ANEXO 2
QUESTIONARIO
Nome:
Idade: Peso: Altura:

indice de massa corporal [ peso/(altura)?]:

Pressdo arterial:

Temperatura corporal:

- Faz exercicios fisicos?

() Ixporsemana ( )2xporsemana ( ) 3x porsemana

() 4xou mais por semana ( ) nao fago exercicios

- Teve alguma doenca inflamatdria, viral ou bacteriana nas Gltimas 4 semanas?
( )Sim ( )Néo

Qual? Periodo:

- Tem alguma doenca cronica? ( )Sim () Nao.
Qual?

- Alguma doenca crénica na familia? ( ) Sim () Nao.
Qual?

- Vocé tem sentido nos ultimos dias os seguintes sintomas (dores de cabeca, nauseas,
ansiedade, taquicardia, dores nas juntas, colicas estomacais, desmaio, convulsao, infeccdo
urinaria)?

( )Sim ( )Néo

Quais?

- Teve febre nos ultimos dias?

( )Sim ( )Nao

Quando?

- Em relagéo ao consumo de alcool:

( ) Bebe 1 ou2xporsemana ( )Bebe3oudx ( ) Bebe diariamente
- Vocé consome frutas e vegetais?

( ) Diariamente ( )la2xporsemana ( )3a5xporsemana

- Tem alguma alergia?

( )Sim ( ) Nao

Qual?




67

- Vocé costuma alimentar-se de alimentos industrializados que possuem a cor vermelho-
alaranjado? Ex: embutidos, massas, queijos, iogurtes.

( )Sim ( )Nao

Qual(is)?

- Fez algum procedimento cirdrgico nos Gltimos 12 meses?

( )Sim ( )Né&o

Qual (is)? Quando?

- Apresentou alguma alteracdo em exames laboratoriais (glicose, colesterol...) nos Gltimos

6 meses?
( )N&o ( )Sim
Qual (is)?
- Usa algum tipo de medicamento ou suplemento (polivitaminicos, whey protein, etc.)?
( )Nao ( )Sim
Qual (is)?

Somente para voluntarios do sexo feminino:

-Vocé esta em periodo menstrual?
( YN&o ( )Sim
- Normalmente vocé tem reducgdo de hematdcrito e hemoglobina no periodo menstrual?
( )Nado ( )Sim ( ) N&o sabe informar
Nome e Assinatura do voluntério:
_ /2018




ANEXO 3
EXEMPLO DE DIARIO ALIMENTAR

Dia 03/07/2018 (Terca-feira)

ALIMENTO QUANTIDADE HORARIO/PERIODO

Exemplo: p&o branco 2 fatias 8 horas/ café da manhé&
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