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Resumo

O eritrécito ¢ uma célula particularmente sensivel a agressdes oxidativas e
proteoliticas, por ter uma capacidade biossintética limitada que o impede de reparar ou
substituir proteinas lesadas. Esta sensibilidade torna-o um modelo precioso de estudo em
situages de agressdo eritrocitdria, nomeadamente de stress oxidativo €, quicd, capaz de
fornecer marcadores mais sensfveis que os tradicionais, em determinadas patologias e
situagdes ditas fisiolégicas, associadas com o desenvolvimento de stress oxidativo, como
€ o caso das doengas cardiovasculares (DCV) e do exercicio fisico, respectivamente.

Afigurou-se importante a associagio do estudo hematolégico bésico com o estudo
da membrana eritrocitdria, em condigbes de stress fisiolégico, como o exercicio fisico, €
de stress patolégico, como as DCV. No estudo da membrana eritrocitria a proteina
banda 3 mereceu especial atengio pela sua importancia como tradutora de modificages
intracelulares ou membranares de natureza senescente ou de lesdo oxidativa. O exercicio
fisico e as DCV, em particular o enfarte de miocdrdio, associam o desenvolvimento de
uma leucocitose neutrofilica. A procura e identificag@o de novos marcadores de stress in
vivo, ¢ a avaliagio de uma provivel relagdo entre modificagdes eritrocitdrias e
bioactivagdo de neutréfilos, constituiram o principal objectivo do presente estudo. Tendo
em vista apoiar e esclarecer os resultados obtidos in vivo, foram elaborados alguns testes
in vitro, nomeadamente o estudo da acgdo de serinoproteases como a quimiotripsina e a
elastase do neutréfilo sobre o eritrécito; o estudo da ac¢do de neutréfilos activados in
vitro sobre o eritrécito; procedeu-se ainda ao estudo de modificagdes eritrocitdrias em
eritrécitos de diferentes densidades.

O estudo das modificagdes leucocitdrias € eritrocitdrias observadas no exercicio
fisico e no doente em risco, revelou uma correlagdo negativa do nimero de neutréfilos
com o numero de eritrécitos € com a actividade da glucose-6-fosfato desidrogenase
eritrocitdria, e uma correlagdo positiva com o volume globular médio (VGM). De referir
ainda que estas modificages se acentuam, nas amostras de doentes cardiovasculares, com
o risco, definido pela avaliagio dos factores de risco tradicionais. Estas correlagdes
indiciam o envolvimento dos neutréfilos num processo de envelhecimento eritrocitdrio
acelerado, que provavelmente compromete a sobrevivéncia de eritrécitos mais velhos, que
sdo particularmente sensiveis a um stress oxidativo e proteolitico.

O estudo do neoantigénio de senescéncia, a proteina banda 3 da membrana

eritrocitdria, mostrou nos doentes em risco um perfil perfeitamente distinto daquele

-



apresentado por uma populagdo controlo. O exercicio fisico intenso de curta duragido
apresenta modificagdes mais ténues no perfil da banda 3. Todavia, o perfil da banda 3
antes do exercicio fisico numa amostragem de individuos constituida predominantemente
por individuos que exercitam de uma forma regular e intensa, € muito préximo daquele
apresentado pelos pacientes em risco.

Também a hemoglobina ligada & membrana (HbLM) aumenta significativamente nos
grupos de risco e nos individuos que fazem exercicio fisico regular e intenso,
relativamente ao controlo.

Do estudo do stress imposto por um exercicio fisico intenso de curta duragdo e de
um szress continuo (como o que ocorre nos doentes em risco e nos individuos que
exercitam regularmente), parece-nos razodvel afirmar que o stress imposto por um
exercicio fisico intenso de curta duragio determina lesGes oxidativas ténues que, todévia,
se acumulam e sdo evidentes no perfil da banda 3 dos individuos que exercitam
regularmente. Da mesma forma, os doentes em risco sofrem um stress oxidativo
continuo, também evidente no perfil da banda 3.

Embora conhecendo o risco de extrapolar os resultados obtidos in vitro para o que
ocorre in vivo, poderd dizer-se que os neutréfilos estio envolvidos na resposta € no
desenvolvimento de stress oxidativo e proteolitico, determinante de lesGes oxidativas e
proteoliticas cumulativas nos eritrécitos. A extensio destas lesGes serd provavelmente
modulada pela actividade dos mecanismos de defesa antioxidante e pela acgdo de
antiproteases e outros produtos de bioactivagdo de células inflamatdrias.

Um estudo mais amplo destes potenciais marcadores clinicos de risco, quicd mais
sensiveis e mais precoces que os tradicionais, é sobremaneira importante se
considerarmos que as DCV representam a primeira causa de morte em Portugal € que os
factores de risco tradicionais permitem prever apenas um ter¢o dos eventos
cadiovasculares. Acresce que no controlo analitico dos doentes ¢ importante atentar em

modificagdes no valor de leucécitos e em particular de neutrdfilos, paralelas a uma
redugdo no valor de eritrécitos € a um aumento do VGM.

Em conformidade com os resultados, o eritrécito constitui um bom modelo de
estudo de stress in vivo e possui marcadores sensiveis a esse stress, como a protefna
banda 3 e a HbLM, capazes de fornecer informagdo cumulativa sobre as lesdes sofridas

pela célula ao longo da sua vida.



Abstract

The erythrocyte presents a particular sensitivity to oxidative and proteolytic stress.
Its limited biosynthetic capacity precludes the repair or replacement of damaged proteins.
This sensitivity makes the erythrocyte a precious model for the study of oxidative stress;
this cell may provide markers of this type of stress, which may be useful and more
sensitive than the traditional markers used for some pathologies and physiologic
conditions, such as cardiovascular diseases (CVD) and physical exercise, respectively.

Therefore, it seemed to carry out a basic hematologic study together with an
erythrocyte membrane study in conditions associated with the development of oxidative
stress, like CVD and physical exercise. In the erythrocyte membrane study special
attention was given to protein band 3, on account of its importance as an index of
intracellular or membrane modifications of senescence or of oxidative stress. Both CvVD
and physical exercise were associated with a rise in leukocytes, namely neutrophils. The
aim of this study was to identify erythrocyte markers of stress in vivo and to draw a
possible correlation between erythrocyte modification and neutrophil activation. We also
present some in vitro studies designed to support and clarify the in vivo studies,
including (1) the action of serine proteases, like chymotrypsin and neutrophil elastase,
upon erythrocytes; (2) the action of activated neutrophils upon erythrocytes; (3) the study
of erythrocyte modifications as a function of cell density.

In both CVD and physical exercise a negative correlation was found between total
neutrophils and both total erythrocytes and erythrocyte G6PD activity, while a positive
correlation was found with mean cell volume (MCYV). These erythrocyte and leukocyte
modifications are more pronounced when the risk of CVD increases, according to
traditional risk factors. These correlations suggest the involvement of neutrophils with
eryhtrocyte damage and premature senescence, compromising the erythrocyte survival,
namely the senescent cells, which are particularly sensitive to oxidative and proteolytic
stress.

The study of the senescence neoantigen, the erythrocyte membrane protein band 3,
showed in patients at risk of CVD a perfectly different profile as compared to a control
group. A short bout of intense physical exercise imposed only a slight modification in the
band 3 profile. However, in a group of individuals on strenous and regular physical
exercise this profile was similar to that presented by patients at risk of CVD.

Both patients at risk of CVD and individuals on strenous and regular physical



exercise presented a significant rise in membrane bound hemoglobin (MBH) as compared

to controls.

According to the modifications observed as a result of the stress imposed by
strenous brief periods of physical exercise and to the modifications imposed by
continuous stress (as in patients at risk of CVD and in individuals on strenous and
regular physical exercise), it seems reasonable to assume that although the oxidative
modifications imposed by a strenous brief physical exercise are slight, they are
nevertheless cumulative as evidenced by the band 3 profile presented by individuals on
strenous and regular physical exercise. In the same way, patients at risk of CVD,
suffering continuous stress present a similar band 3 profile.

Although aware of the risk of extrapolating in vitro studies to in vivo events, we
may assume that neutrophils are involved in the development and response to oxidative
and proteolytic szress, causing cumulative oxidative and proteolytic lesions upon
erythrocytes. The extension of those lesions is probably modulated by the activity of the
antioxidant defense mechanisms and by the action of proteases and other products of
inflammatory cells activation.

A wider study of these new potential clinical markers of risk, more sensitive and
premature than the traditional ones, becomes specially important, considering that CVD
events are the main cause of death in Portugal, and only about one third of those events
are predicted by the traditional risk factors. Also, in the analytical control of patients at
risk more attention must be given to leukocyte rises, namely due to neutrophils, along
with a reduction in erythrocyte concentration and a rise in MCV.

As suggested by the results, the erythrocyte represents a good model for the study
of stress in vivo, providing sensitive markers, like band 3 protein and MBH, which are

able to give cumulative knowledge of the stress imposed to the cell along its life span.



Résumé

Les globules rouges (GR) sont des cellules particulierement sensibles aux
agressions oxydatives et protéolitiques. Ils sont incapables de biosynthétiser des protéines
pour substituer ou réparer les protéines lésées. A cause de cette sensibilité, le GR devient
un précieux modele pour I’étude des situations d’agression érythrocytaire, comme dans le
cadre du stress oxydatif. Probablement, il sera capable de fournir des indicateurs plus
sensibles que les traditionneles, dans le cas de certaines pathologies et de quelques
situations physiologiques, comme les maladies cardiovasculaires (MCV) et I’exercice
physique, respectifment.

Alors, il nous semble important de faire une association entre I’étude hématologique
basique et 1’étude de la membrane érythrocytaire, sous différentes conditions de stress
physiologique et pathologique - 1’exercice physique et les MCV. Dans 1’étude de la
membrane érythrocytaire, on a consacré i la protéine bande 3 une attention spéciale, vu sa
importance comme traducteur des modifications intracéllulaires ou membranaires. Ces
modifications peuvent étre d’origine sénescente ou oxydatif. Les MCV et I’exercice
physique conduisent A la polynucléose neutrophile. L’objectif de cet étude c’est
d’identifier indicateurs de stress in vivo dans le GR et d’étudier la probable liaison entre
les modifications érythrocytaires et la bioactivation des neutrophiles. Pour comprendre et
clarifier les résultats obtenus in vivo, nous avons inclu dans ce travaille des testes in
vitro, notamment (1) ’étude de 1’action de serine protéases, comme chymotrypsine et
elastase du neutrophile, sur le GR; (2) I’étude de I’action de neutrophiles activés in vitro,
sur le GR et (3) I’étude des modifications €rythrocytaires en GR de différentes densités.

L’étude des modifications leucocytaires et €rythrocytaires dans 1’exercice physique
et dans les MCV, a montré une corrélation négative entre la concentration de neutrophiles
soit avec la concentration de GR, soit avec I’activité de la glucose-6-phosphate
désidrogenase érythrocytaire; et une correlation positive avec le volume globulaire moyen
(VGM). Cettes modifications augmentent avec le risque cardiovasculaire, définit par
’avaliation des facteurs de risque traditionneles. Cettes corrélations peuvent étre
indicatives du role des neutrophiles dans un proces de vieillissement érythrocytaire
acceleré, lequel peut déclancher I’enlevement des GR plus agés, qui sont particuliérement
sensibles au stress oxydatif et protéolitique.

L’observation du profil du neoantigen de senescence, la protéine bande 3 de la

membrane érythrocytaire, demontre que les malades en risque ont un profil tout A fait




différent de celui presenté par un controle. L’exercice physique intense et de courte

duration présente des modifications plus faibles dans le profil de la bande 3. Dans les
échantillons provenants d’individus qui font I’ exercice physique intense et réguliérement,
on a trouvé déja un profil de bande 3 qui ressemble celui des malades en risque.

L’hémoglobine liée a la membrane (HLM) augmente significativement dans les
groupes de risque et dans les individus qui font I’ exercice physique intense et
régulierement, quand on compare avec un controle.

Par rapport a I’étude du stress développé en resultat de I’exercice physique intense
et de courte duration et de 1’étude du stress continu (ceux des malades en risque et de les
individus qui font I’ exercice physique intense et régulicrement), on peut dire que, malgré
les faibles modifications développés en resultat de 1’exercice physique intense et de courte
duration, ces modifications vont s’accumuler et sont bien évidentes dans le profil de la
protéine bande 3, dans les individus qui font I’ exercice physique intense et réguliérement.
De la méme fagon les malades en risque souffrent un stress oxydatif continu, aussi bien
evident dans le respectif profil de la protéine bande 3.

Méme connaissant le risque d’extrapoler les résultats obtenus in vitro pour ce que
se verifie in vivo, on poura dire que les neutrophiles jouent un rdle dans la réponse et
dans de développement du stress oxydatif et proteolitique, déterminant des 1ésions
oxydatives et proteolitiques cumulatives dans les GR. L extension de cettes lésions sera
probablement modulée par I’activité des mécanismes de défense antioxydant et par I’action
de antiprotéases et & des autres produits de la bioactivation des céllules inflammatoires.

Un ample étude de ces potentiels indicateurs cliniques de risque, probablement plus
sensibles et plus précoces que les indicateurs traditionneles, devient plus important si on
considere que les MCD répresentent la premicre cause de mort au Portugal et que les
facteurs traditionneles de risque ne permet que prévoir seulement un tiers de les
complications cardiovasculaires. On doit rajouter que dans le controle analytique des
malades cardiovasculaires, il est important de remarquer les modifications dans la
concentration des leucocytes et en particulier des neutrophiles, & c6té d’une réduction dans
la concentration des GR et & une augmentation du VGM.

Le GR constitue, donc un bon modéle pour I’€étude du stress in vivo, vu qu’il a des
indicateures sensible a ce stress, comme la protéine bande 3 et la HLM, que sont capables

de donner des informations cumulatives sur le stress imposé au GR le long de sa ville.
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concentragdo de hemoglobina globular média
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doengas cardiovasculares
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ditioteitrol
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glébulo branco

grande linfécito granular

glucose-6-fosfato desidrogenase

glutatido reduzido/oxidado

glébulo vermelho

uma hora apés o termo do exercicio fisico
hemoglobina

hemoglobina ligada & membrana

“Hanks balanced salt solution”

lipoproteinas de alta densidade

colesterol das lipoproteinas de alta densidade
hemoglobina globular média

via das hexoses monofosfato

hematécrito

com hipertensio

imunoglobulina do tipo G

lipoproteinas de baixa densidade

colesterol das lipoprotefnas de baixa densidade
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pEMR
PMA
PMN
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T
TEMED
TG
TNF
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nicotinamida adenina dinucleotido oxidado/reduzido
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linfécitos tipo “natural killer”
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factor activador das plaquetas

solugdo tampdo de fosfatos

pos enfarte de miocdrdio recente, com menos de 48 h
forbol miristato acetato

polimorfonucleares

persulfato de aménio

dodecilsulfato de sédio

electroforese em gel de poliacrilamida e SDS

grupo de individuos treinados
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina

triglicerideos

factor de necrose tumoral

volume globular médio
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Preambulo

O eritrocito como indicador de stress, in vivo

no exercicio fisico e nas doengas cardiovasculares

Em condig¢des fisioldgicas normais o eritrécito maduro ¢ uma célula com um
periodo de vida de aproximadamente 120 dias. E, todavia, uma célula com uma
capacidade biossintética limitada, que sofre e acumula agressoes fisicas e quimicas, as
quais sendo intensas e¢ prolongadas determinam uma acelerac@io do processo de
envelhecimento e, por consequéncia, a remogdo prematura da célula.

Da revisdo do processo de senescéncia e remogdo eritrocitdria, bem como de
patologias eritrocitdrias acompanhadas de envelhecimento acelerado, torna-se evidente a
importincia da redugio da capacidade de defesa anti-oxidante e das modificagoes
oxidativas nos constituintes citoplasmaticos e da membrana eritrocitdria na determinagdo
da longevidade da célula. Na membrana eritrocitdria, a proteina banda 3 ganha uma
importancia relevante como tradutora de modificac¢des intracelulares ou membranares de
natureza senescente ou de lesdo oxidativa. A lipoperoxidagdo da membrana eritrocitdria,
tao estudada na lesdo oxidativa, revelou-se um marcador menos sensivel € também de
desenvolvimento mais tardio que a oxidagdo de proteinas.

O eritrécito, pelas suas caracteristicas unicas e a sua sensibilidade ao stress
oxidativo, € um modelo precioso de estudo em situacdes de agressdo eritrocitéria,
nomeadamente de stress oxidativo e, quigd, capaz de fornecer marcadores mais sensiveis
que os tradicionais, em determinadas patologias associadas com o desenvolvimento de
stress oxidativo, como € o caso das doengas cardiovasculares.

Afigura-se-nos pois importante a associa¢do do estudo hematoldgico bdsico com o
estudo da membrana eritrocitdria, em particular o estudo da proteina banda 3, em
condi¢des fisiolégicas ¢ em condi¢des de stress oxidativo fisiolégico e patoldgico.
Escolhemos o exercicio fisico ¢ a aterosclerose como modelos de stress oxidativo
fisiolégico e patoldgico, respectivamente.

As doengas cardiovasculares constituem um tema de extraordindria actualidade €
importdncia, ndo sé por representarem a primeira causa de morte em Portugal, mas
também porque os marcadores de risco tradicionais permitem prever apenas um ter¢o dos
eventos cardiovasculares.

O exercicio fisico ¢ as doengas cardiovasculares, em particular o enfarte de



miocdrdio, apresentam ainda em comum o desenvolvimento de uma leucocitose
neutrofilica, pelo que, para além da procura de novos marcadores de stress fisiolégico ¢
de risco de doenga cardiovascular, considerdmos a provével relagdo entre modificagdes
eritrocitdrias e bioactivagdo de neutréfilos.

Uma vez que o tema deste trabalho focard primordialmente modificagdes
eritrocitdrias, iniciaremos a exposigdo do trabalho com uma revisio da fisiopatologia do
eritréeito, do processo de senescéncia e de remogio eritrocitdria, seguindo-se uma breve
revisdo sobre o desenvolvimento e a importincia do stress oxidativo nos diferentes

modelos propostos.




Capitulo 1



Capitulo I
O Eritrécito Maduro Circulante

1. Fisiologia do eritrécito
1.1. O eritrécito maduro
1.2. Forma do eritrécito
1.3. Fungdo € metabolismo energético
1.4. Resposta ao stress oxidativo fisiolégico
1.5. Transferéncias transmembranares

1.6. Estrutura ¢ fungdo da membrana

2. Senescéncia do eritrocito

2.1. Longevidade e senescéncia do eritrécito
2.2. Modificagdes na célula senescente
2.2.1. Disfungdo metabdlica do eritrdcito senescente
2.2.1.1. VariagOes na glicdlise pela via de Embden-Meyerhof (EM)
2.2.1.2. Varia¢des na glicélise pela via das Hexoses Monofosfato (HMF)
2.2.2. Modifica¢des na membrana eritrocitdria
2.2.2.1. Por deplecg@o metabdlica do eritrécito senescente
2.2.2.2. Por lesdo oxidativa
2.2.2.2.1. Por lesdo oxidativa da banda 3
2.2.2.3. Por protedlise
2.2.3. Variagdes nas propriedades fisicas
2.2.4. Por ligacdo de auto-anticorpos
2.2.4.1. A relagdo do neoantigénio de senescéncia com a banda 3
2.2.4.2. Identificagdo dos determinantes antigénicos da proteina banda 3
2.2.4.3. Exposigdo do neoantigénio e liga¢do dos auto-anticorpos
2.2.4.4. A agregacdo de banda 3 expde o neoantigénio de senescéncia
2.2.4.4. 1. Desnaturagdo da hemoglobina causa agregac¢do da banda 3
2.2.4.4.2. Agregados de banda 3 ligam anticorpos autélogos do tipo IgG

2.2.4.5. A ligagdo de IgG autdloga promove a deposi¢io de complemento

O 00 3

13
17
19

33
33
37
37
37
39
41
42
43
48
49
51
54
55
55
56
57
57
58
59



3. Remocao do eritrécito senescente

3.1. O auto-anticorpo natural anti-banda 3
3.1.1. Concentrag¢do ¢ afinidade do auto-anticorpo anti-banda 3
3.1.2. A ligagdo bivalente do auto-anticorpo fortalece a liga¢do ao antigénio
3.1.3. Anticorpos anti-banda 3 estimulam a deposi¢do de complemento (C3b)

pela via alternativa

60
61
62

63



I - O eritréocito maduro circulante.

1. - Fisiologia do eritrocito.
1.1. - O eritrécito maduro.

O eritrécito normal em repouso apresenta a forma de disco bicdncavo com um
didmetro de 7,5 a 8,7 um, que se reduz ligeiramente por senescéncia, um volume médio
de 90 fentolitros e uma 4rea de superficie de 136 um2. A relacdo superficie/volume
permite ao eritrécito quer transformar-se num esferécito de 150 fl sem sofrer hemolise,
quer atravessar capilares com um didmetro até€ 2,8 um, de valor muito inferior ao seu
préprio didmetro.

O eritrécito maduro é uma célula estruturalmente diferente das outras células do
organismo. E uma célula anucleada, com um citoplasma sem organelas e, portanto, de
capacidade biossintética limitada. O citoplasma apresenta uma composigio perfeitamente
distinta da do plasma, no qual circula. E uma solugdo aquosa de electrélitos e proteinas,
das quais a hemoglobina representa cerca de 95%. A relagdo entre as concentragdes
catiénicas do plasma e do eritrécito € inversa, sendo a concentra¢do do ido K+ superior no
eritrcito e a dos ides Ca** e Na+* inferior no eritrécito. A hemoglobina a pH fisiolégico
comporta-se cComo um anido e a sua presenga explica o teor em Cl- e em ides HCO5™ mais
baixos no eritrécito que no plasma. A elevada concentragdo de hemoglobina determina
uma pressdo oncoética tal, que permite manter a concentragdo dos catides baixa,
relativamente ao plasma, e evitar a entrada de dgua e a lise osmdtica do eritrécito.

O estado metabdlico do eritrécito, a sua composicdo, a sua idade, e os diversos.
factores que condicionam o ambiente exterior em que a célula circula, sdo alguns dos
multiplos factores que determinam a forma do eritrécito na circulagio sanguinea.

O eritrocito circula através de vasos sanguineos de diferentes didmetros e em
diferentes condigdes de fluxo, passando grande parte da sua vida nos vasos capilares da
microcirculagdo. Durante 100 a 120 dias o eritrécito percorre aproximadamente 250 Km
para depois ser removido pelas células do sistema fagocitdrio. Nos capilares, a capacidade
de deformabilidade do eritrécito constitui um factor reolégico importante para a
viscosidade e fluxo sanguineo. Em zonas de fluxo sanguineo lento os eritrécitos tomam
formas irregulares, circulando em agregados de duas ou mais células; por vezes formam

“rouleaux” nas zonas de fluxo ainda mais lento. A nivel dos grandes vasos a agregagio




rompe-se devido ao aumento do fluxo sanguineo € das forcas de atrito.

A viabilidade e capacidade de deformabilidade do eritrécito sdo, em conjunto com o

meio ambiente em que a célula circula, importantes para a longevidade do eritrécito.
1.2. - Forma do eritrécito.

O eritrécito humano normal tem a forma de disco bicdncavo. Determinadas
eritropatias sdo, todavia, acompanhadas de alteracio de forma da célula. As multiplas
formas que o eritrécito pode tomar estdo descritas e definidas segundo uma nomenclatura
internacional (Bull ez al., 1991; Wintrobe ez al., 1993). Algumas destas formas podem
criar-se experimentalmente por modificagdo da forga idnica do meio, deple¢do metabélica
€ por ac¢ao de quimicos ou farmacos, sendo todavia controversos os pardmetros fisicos
ou quimicos envolvidos. A forma da célula é determinada pela membrana e esta depende
do metabolismo eritrocitdrio e do meio ambiente extracelular. O citosqueleto proteico
parece ter um papel primordial na forma da célula como o evidencia a obtengio de
“ghosts” com a forma nativa da célula, apés isolamento e extracgdo de lipidos e proteinas
transmembranares. Também no caso de anomalias hereditdrias das proteinas do
citosqueleto se observam formas eritrocitdrias anormais estdveis. E o caso de alteragdes na
espectrina, anquirina, banda 4.1, banda 3, associadas a esferocitose, eliptocitose e
piropoiquilocitose.

Todavia, tendo em consideragdo a existéncia de interac¢des moleculares entre as
proteinas do citosqueleto e destas com as protefnas transmembranares e com a bicamada
lipidica, a alteragdo em qualquer um dos constituintes da membrana terd provavelmente
Tepercussao nos outros constituintes e, finalmente, na forma da célula (Boivin, 1994),

Ha4 alteragdes na forma do eritrécito que podem ter origem em modificagdes da
bicamada lipidica. Estas sdo frequentemente reversiveis e resultam em equindcitos,
acantécitos e estomatdcitos. Os folhetos lipidicos, habitualmente adaptados um ao outro,
podem todavia sofrer uma alteragdo de drea de superficie. Quando o aumento absoluto ou
relativo ocorre no folheto externo, formam-se espiculos, dando origem a equindcitos ou
acantocitos. Se tem lugar no folheto interno o eritrctio tomard a forma de estomatécito.

A reversibilidade das modifica¢des na forma da célula confere ao eritrécito uma
caracteristica muito particular, a capacidade de deformabilidade, que é a propriedade de o
eritrécito modificar reversivelmente a sua forma sob a influéncia de factores fisicos

internos ou externos. Esta propriedade deve-se ao excesso de superficie da membrana



para o volume da célula, a viscoelasticidade da membrana e 3 viscosidade interna, isto €,

ao conteudo aquoso da solugdo hemoglobinica.

A viscosidade interna depende da concentragdo e da estabilidade da hemoglobina.
Quando a viscosidade interna ¢ modificada, por formagio de pseudo-cristais (Hb S) ou
derivados de oxidagdo (corpos de Heinz), o aumento da viscosidade depender4 da relagdo
drea de superficie/volume ¢ do bom funcionamento dos sistemas de transferéncia
transmembranares da dgua e ies, os quais dependem dos constituintes da membrana
neles envolvidos e ainda do metabolismo energético do eritrécito.

A relago drea de superficie/volume raramente aumenta. O aumento da superficie
com volume constante acontece quando hd uma acumulagio de colesterol, com multiplas
consequéncias bioquimicas sobre a estrutura e fungdo da membrana. A diminuigdo do
volume com drea de superficie constante é acompanhada de retrac¢do da membrana e
formagdo de acantécitos. Traduz uma desidratacido celular que pode ser consequéncia de
perda de dgua e de catides por disfun¢do dos sistemas de transporte transmembranares,
primdrio ou secunddrio a uma alteragdo metabélica intraeritrocitria determinada pelo
ambiente plasmdtico. A desidratagio acompanha-se de um aumento na concentragio da
hemoglobina e por consequéncia da viscosidade interna.

O aumento de volume com superficie constante & acompanhado de intumescimento
celular e, portanto, de uma esferocitose pré-hemolitica. A hiper-hidratagdo celular ¢
frequentemente devida a um ambiente plasmdtico anormal, ndo compensado pelos
mecanismos reguladores das transferéncias transmembranares.

A diminuigo de superficie com volume constante deve-se perda de fragmentos de
membrana, que pode traduzir uma lesdo molecular primitiva congénita da membrana, ou a
acg¢do de complexos anticorpos-complemento, de origem extracorpuscular. Também esta
modificagdo serd acompanhada de um aumento na viscosidade interna.

A forma € a capacidade de deformabilidade do eritrécito sdo fenémenos complexos
e dependentes de miiltiplos factores em interac¢do obrigatéria um com os outros. Sé esta
complexidade explica as dificuldades encontradas na clinica para esclarecer as alteragdes

de forma e deformabilidade eritrocitdria e nelas intervir terapéuticamente.

1.3. - Fungdo e metabolismo energético.

A principal fungdo do eritrécito € o transporte de oxigénio dos pulmdes para os

tecidos, a qual € assegurada pela hemoglobina que constitui aproximadamente 95% da
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Fig. 1 - Metabolismo energético do eritrécito. Apresentam-se as diferentes vias metabélicas do eritrécito
€ 0s respectivos substratos e produtos de reacgdo mais importantes.

Hb, hemoglobina; MhB, meta-hemoglobina; NAD, NADH, nicotinamida adenina dinucledtido; ADP,
adenosina difosfato; ATP, adenosina trifosfato; NADP, NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato; G-6-P, glucose-6-fosfato; F-6-P, frutose-6-fosfato; Ga-3-P, gliceraldeido-3-fosfato; 2,3-DPG, 2,3-
difosfoglicerato.

Adaptado de “The mature erythrocyte”, Telen, M. J. em “Wintrobe’s Clinical Hematology”, Ed. Lee, G.
R.etal., Lea & Febiger (1993).
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composi¢do citoplasmadtica; facilita ainda o retorno de diéxido de carbono dos tecidos,
para eliminagd@o nos pulmdes.

O metabolismo eritrocitdrio é dirigido essencialmente no sentido da manutengio da
hemoglobina no seu estado funcional reduzido. Para produgdo de energia utiliza i5es
fosfato e glucose de origem plasmdtica (Beutler, 1984a). Embora a célula tenha
capacidade para utilizar substratos andlogos & glucose como a adenosina, inosina, frutose,
manose, galactose, di-hidroxiacetona e lactato, sé os utiliza em casos de deplecgdo em
glucose, como acontece por exemplo no caso de sangue armazenado. Os ides fosfato do
plasma entram na c€lula por difusdo simples através da membrana, enquanto a glucose
utiliza um transportador de membrana, entrando por um mecanismo de transporte
facilitado, independente da insulina.

S&o duas as vias metabélicas no eritrécito, a via anaerébica , designada por via de
Embden-Meyerhof, em que a glucose € catabolizada até a formacio de piruvato ou 4cido
lictico, com fosforilagdo da adenosina-difosfato (ADP) a adenosina-trifosfato (ATP) e
redugdo de nicotinamida-adenina-dinucleotido (NAD) a NADH (forma reduzida), e a via
aerdbica, também designada por via das hexoses monofosfato (HMF). A glicdlise
anaerobica € também designada por via metabdlica principal, por representar cerca de 90%
do metabolismo eritrocitdrio, enquanto que o shunt das hexoses se designa por via
acessoria, por representar apenas 10% daquele.

O ATP tem diversas e importantes fungdes no eritréeito. E necessdrio a fosforilagdo
da glucose e da frutose-6-fosfato; € o substrato das ATPases reguladoras da transferéncia
de catides; intervém nas trocas de lipidos membranares; é inibidor da piruvato cinase e da
fosfofruto cinase, intervindo, portanto, na regulagio do ritmo da glicélise anaerébica. E
ainda importante para manter a forma da célula e para a sintese de compostos vitais para a
célula, como o FAD, AMP (adenosina monofosfato) e GSH (glutatido reduzido). A
capacidade de sintese destes compostos e ainda dos coenzimas NAD ¢ NADH, € tinica no
eritréeito, o qual € incapaz de sintese proteica e lipidica.

O NADH ¢€ necessdrio como coenzima da meta-hemoglobina redutase principal para
a redugdo da hemoglobina oxidada (meta-hemoglobina) a hemoglobina reduzida, sendo
neste caso o piruvato o produto final da glicélise e ndo o lactato.

A via de Embden-Meyerhof pode apresentar um desvio metabdlico, designado por
desvio de Rapoport-Luebering, com produgio de 2,3-difosfoglicerato que, em conjunto
com o ATP, regula a afinidade da hemoglobina para o oxigénio.

A via das hexoses monofosfato apesar de representar apenas 10% do metabolismo



eritrocitdrio constitui, todavia, uma importante via metabélica por ser a tnica fonte de
NADP/NADPH na célula.

O NADPH tem um papel fundamental na economia e sobrevivéncia celular.
Funciona como coenzima da meta-hemoglobina redutase acesséria, que actua apenas em
estados nao fisioldgicos, isto €, quando o teor de meta-hemoglobina sobe além do nivel
fisiolégico € o funcionamento do sistema principal € insuficiente para o manter. Participa
também como fonte energética na redugdo dos dissulfuretos mistos formados pela
hemoglobina e glutatido reduzido, protegendo a hemoglobina de uma desnaturagdo
progressiva (Srivastava et al., 1970). Outra fungio ¢ a de actuar como coenzima da
glutatido redutase na redugdo do glutatifio oxidado a glutatifo reduzido, assim se
efectivando a ligagdo da via das HMF ao metabolismo do glutatido.

O metabolismo do glutatido dependente do bom funcionamento da via das hexoses
monofosfato, assegura a manutengdo dos grupos sulfidril da célula na forma reduzida e
promove a desintoxicagdo da célula em peréxido de hidrogénio ou outras formas activas
de oxigénio e lipoperéxidos da membrana, na presenga da glutatifio peroxidase e do
coenzima NADPH.

No eritrécito a maior parte do glutatidio encontra-se na forma reduzida e desempenha
um importante papel contra a ac¢do oxidante de metabolitos de oxigénio e perdxidos,
participando nos processos de desintoxicagdo da célula, daqueles produtos e, ainda,
promovendo a produgdo de formas reduzidas de outros antioxidantes como o icido
ascorbico e o alfa-tocoferol (Meister, 1992). O 4cido ascérbico parece também interagir
com o peréxido de hidrogénio e outros radicais de oxigénio, todavia, a actividade
peroxidasica do dcido ascérbico € ainda controversa (Meister, 1992).

O glutatifio € um dos poucos compostos sintetizados pelo eritréeito. A sua sintese
faz-se na presenca de ATP e Mg*++ e nela estio envolvidas duas enzimas, a glutamil
cisteina sintetase e a glutatido sintetase. A sua forma oxidada (GSSQG) € passivel de
reconversdo a forma reduzida (GSH) ou ainda, caso haja acumulagio da forma oxidada,
de ser transportada para o exterior da célula. O transporte do GSSG para o exterior da
célula faz-se por dois mecanismos, ambos dependentes do ATP, e que diferem
essencialmente pelo seu valor de Km e pelo facto de o mecanismo de transporte de Km
mais elevado funcionar apenas quando a produgio de GSSG se elevar acima dos niveis
fisiolégicos (Akerboom er al., 1992). O GSH é capaz de ligar-se a diversas drogas e
xenobidticos, formando conjugados, na presenca da glutatidio S-transferase, que serdo

eliminados da célula por um mecanismo também dependente do ATP e que inibe por
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competi¢do o transporte de GSSG (Kondo er al., 1982). Dada a semelhanga dos
mecanismos de transporte, cedo se pensou que o transporte de GSSG e dos respectivos
conjugados pudesse ser efectuado pelo mesmo mecanismo (LaBelle er al., 1986).
Todavia, posteriormente verificou-se que existe um mecanismo de emergéncia para
eliminag¢do de GSSG, que funciona quando se forma GSSG em elevadas concentragdes
em situagdes de stress oxidativo, € um mecanismo de transporte, independente, para
eliminagdo de conjugados de glutatido de origem exdgena ou enddgena, que podem
formar-se por exposigdo tGxica a compostos electrofilicos (Sharma et al., 1990).

Os processos metabdlicos de extracgdo de energia a partir de um substrato, como a
glucose, ou de substratos andlogos e os processos de utilizagdo dessa energia, sido
realizados por um extenso nimero de enzimas. Uma vez que a célula eritréide extrusa o
seu niicleo antes de entrar na circulagdo sanguinea sob a forma de reticuléeito, e perde o
seu RNA nas primeiras 24 a 48 horas de circulagdio, passando entio ao estado de
eritréeito maduro, ndo tem capacidade para sintetizar novas moléculas de enzimas a fim de
substituir aquelas que se alteram ao longo da vida da célula. As enzimas presentes no
eritrécito maduro, sdo produzidas pelos precursores eritréides nucleados, na medula
4ssea, € uma pequena parte pelos reticuldcitos.

O ritmo a que a glucose € catabolizada a piruvato ou 4cido ldctico, a que o potdssio é
bombeado para o interior da célula, a que a metahemoglobina e o glutatido oxidado sdo
reduzidos, alids, o ritmo de todos os processos metabolicos que t€m lugar no eritrécito,
dependem das propriedades das enzimas que catalizam cada uma das reac¢oes, do niimero
de moléculas de enzima presentes, da temperatura e ainda da concentragdo de substratos,

cofactores, activadores, inibidores e ides hidrogénio presentes na célula.

1.4. - Resposta ao stress oxidativo fisiolégico.

A via das Hexoses Monofosfato (HMF) desempenha um papel tnico no combate &
oxidagdo de indimeros componentes da célula e em particular da hemoglobina. O NADPH
¢ essencial na desintoxicagdo de compostos oxidantes, nomeadamente produtos
resultantes da redugdo de oxigénio molecular. A produ¢io do NADPH é determinada
pelos niveis de NADP na célula e regulada pela actividade da primeira enzima da via das
HMF, a glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Em situagdes normais a produgio €
lenta e estd relacionada com o ritmo de oxidagdo do glutatidio. A estabilidade do NADPH e

do GSH na presenga de oxigénio molecular é de importancia vital para o eritrcito, uma




vez que a sua fungdo primordial € o transporte de oxigénio.

A presenga de oxigénio molecular na célula constitui uma ameaga constante para a
c€lula. O NADPH € um dos compostos mais vulnerdveis a oxidacdo e a sua regeneragao ¢
fundamental para assegurar a protec¢do da hemoglobina e outros componentes celulares.
AlteragGes ou deficiéncias na via das HMF, como acontece no caso de deficiéncia em
G6PD ou ainda no caso de deficiéncia em glutatido sintetase, comprometem a resposta
antioxidante essencial a viabilidade do eritrécito.

A maioria das situagdes de stress oxidativo no eritrécito resultam da reducdo de
oxigénio molecular e t€m origem intrinseca (Fig. 2), isto &, resultam da ac¢do de
compostos com origem na prépria c€lula e ndo em compostos estranhos a célula e que
nela se introduziram.

Da ligag@o da desoxi-hemoglobina ao oxigénio resulta a formagio de um anido
superdxido. O ferro do grupo heme da desoxi-hemoglobina encontra-se no estado ferroso
e apresenta 6 electrdes na camada exterior (d), estando 4 deles desemparelhados. Quando
o oxigénio se liga ao grupo heme, a molécula de oxigénio adquire ou partilha um desses
electrdes desemparelhados. Esta ligacdo converte momentineamente o oxigénio num
anido superdxido de ligagdo fraca. Na dissocia¢do imediata observa-se habitualmente que
aquele electrdo retoma a posi¢do original no dtomo de ferro do grupo heme da

hemoglobina e que o oxigénio se liberta na forma molecular (Jandl, 1987):
Hb (d%) O, —— Hb(dS)+ 0,

Todavia, por vezes esse electrio permanece associado ao oxigénio, resultando entio

meta-hemoglobina e superéxido, da dissociagdo:
Hb (d%) O+ —— Hb(d+ O,

A dissociagdo da hemoglobina do oxigénio, com produgio de meta-hemoglobina
representa apenas 0,1 a 0,5% do total. E a chamada meta-hemoglobina fisiolégica.

A molécula de superéxido sofre dismutagio espontinea, mediada e activada pela
enzima superéxido dismutase (Lynch er al., 1978; Fridovich 1983), convertendo-se em
perdxido de hidrogénio, o qual, além de uma maior estabilidade, tem um poder oxidante

bastante inferior ao do anido superéxido:
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Fig. 2 - Representagdo da produgio dos diferentes metabolitos de oxigénio, que podem ter origem no

eritréeito, e as respectivas vias enzimdticas envolvidas na sua remogio (2 direita). A reacgio de Haber

Weiss, a esquerda, refere-se 4 produgdo do radical hidroxilo, um poderoso oxidante, na presenga de

catalisadores metalicos.

Adaptado de “The mature erythrocyte”, Telen, M. J. em “Wintrobe’s Clinical Hematology”, Ed. Lee, G.

R. et al., Lea & Febiger (1993).
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O peréxido de hidrogénio serd eliminado pelo glutatido na presenga de glutatido
peroxidase, sob a forma de dgua. A glutatido peroxidase é também importante na reducio
de hidroperéxidos lipidicos (Rohn er al., 1993).

Em determinadas situagdes de stress oxidativo os niveis de per6xido de hidrogénio
podem elevar-se entrando, entdo, nesta linha de defesa antioxidante a enzima catalase.

Em suma, as enzimas superéxido dismutase e glutatido peroxidase asseguram a
remogdo de baixos niveis de superéxidos e peréxidos, prevenindo a formagio de radicais
de oxigénio de poder oxidante superior.

Na presencga de catalizadores metdlicos, o peréxido de hidrogénio € o superéxido
podem dar origem a formagdo de radicais de oxigénio de poder oxidante superior - radical

hidroxilo e oxigénio singleto:
H,0,+0, —— OH'+OH-+0,
HbFe?* +H,0, —— HbFe3*+ OH® + OH-

A extrema reactividade dos radicais hidroxilo e singleto limitam a protecgdo pelos
sistemas enzimdticos de defesa antioxidante; o impacto do stress oxidativo no eritrécito
manifesta-se pela acumulacdo de constituintes oxidados, que ndo poderdo ser
substituidos, por incapacidade biosintética da célula (Winterbourn et al., 1976). A acgdo
oxidativa destes radicais tem um impacto superior a nivel de estruturas mais densas,
donde, o ataque destes radicais € mais extenso a nivel da membrana, que a nivel citosélico
(Nagy, 1987). ,

Para além destes mecanismos de desintoxicagdo, o eritrécito possui ainda outros
mecanismos anti-oxidantes que asseguram a regeneragdo da meta-hemoglobina e do
glutatido oxidado & forma reduzida. A conversido da hemoglobina ao estado funcional estd
dependente do NADH, o qual constitui o coenzima da meta-hemoglobina redutase
principal, também designada por NADH desidrogenase 1. O eritrécito possui uma via
alternativa de redugio enzimdtica da meta-hemoglobina, em que o NADPH é o cofactor e
a enzima responsdvel a meta-hemoglobina redutase acesséria, também designada por
NADPH meta-hemoglobina redutase. Também o dcido ascérbico e o glutatido estdo

envolvidos nesta resposta anti-oxidante de regeneragdo da meta-hemoglobina (Meister,



17

1992). Todavia, das quatro diferentes alternativas para regeneragdo hemoglobina
funcional, 0 mecanismo representado pela NADH meta-hemoglobina redutase prevalece
entre eles, representando cerca de 95% do processo de redugio.

Nos mecanismos de defesa antioxidante do eritrécito incluem-se ainda a vitamina E
e o selénio. A importincia destes advém do facto de o selénio ser necessdrio a actividade
da glutatido peroxidase, e da vitamina E ser capaz de bloquear a reacgdo em cadeia da
lipoperoxidagdo dos dcidos gordos insaturados da membrana eritrocitdria (Simonarson,
1988).

1.5. - Transferéncias transmembranares.

O transporte de catides através da membrana eritrocitdria faz-se na sua grande
maioria por um mecanismo de transporte activo, sendo a energia necessdria para este
processo fornecida essencialmente sob a forma de ATP.

O sistema de transporte de Na* transmembranar inclui trés mecanismos diferentes
(Boivin, 1994). O mais importante é designado por bomba de sédio (80% do transporte &
feito por este processo), e ¢ mediado pela enzima de membrana NatK+ATPase, na
presenca de Mg*+ e de ATP. Este sistema € activado pelo Na+ e pelo K+ e inibido por
cardioténicos. A NatK+ATPase actua por modificagdo conformacional, expondo
alternativamente os locais de afinidade para o Na* e para o K+ em cada uma das faces da
membrana. Esta modificagdo € acompanhada de uma alteragdo na afinidade dos locais, de
tal forma que 3Na* saem da célula e 2K+ sdo bombeados para o seu interior. Esta
sequéncia € acompanhada de hidrélise do ATP e depende da presenca de K+ extracelular e
de Nat* intracelular, mas ndo de Na* extracelular.

Um segundo sistema faz o cotransporte Na+*K+ por um processo bidireccional,
transportando em simultineo os ides Na+K+ para o exterior ou para o interior da célula. A
passagem de um ido atrav€s da membrana estd obrigatoriamente dependente da presenga
do segundo ido do mesmo lado da membrana. Este sistema de transporte € j4 insensivel &
ac¢ao dos cardiotdnicos.

O terceiro e ultimo sistema de transporte € feito contra-transporte, trocando um ido
Nat contra outro ido Nat e representa apenas cerca de 5% das transferéncias de Na+.

O transporte do Ca** é mediado pela Ca*+*ATPase na presenga de Mg*+, é activado
pelo Ca** e inibido por glicésidos cardioténicos. A enzima Cat+ATPase existe sob duas

formas, uma de baixa e outra de alta afinidade para o Ca**, sendo essa afinidade regulada
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pela ligagdo de calmodulina & enzima. Se a concentra¢do de Cat™ eritrocitdria atingir
valores fisiologicamente elevados, a calmodulina citoplasmadtica fixa-se & membrana,
ligando-se a Ca*+*ATPase, que tomard entdo a forma de elevada afinidade para o Cat+* e
activard o sistema de regeigdo de Ca** para o exterior.

As trocas catidnicas estdo estreitamente ligadas a glicolise anaerdbica. A via de
Embden-Meyerhof fornece as ATPases o seu substrato. Cerca de 12% do ATP produzido
pela glicdlise € utilizado pelas ATPases. S6 uma deplegdo grave do metabolismo poderd,
pois, limitar gravemente as transferéncias catidnicas. Pelo contrério, a glicSlise €
fortemente influenciada pela intensidade das transferéncias. Um acréscimo destas e,
portanto, da actividade das ATPases ¢ também acompanhado de uma intensificagdo na
glicolise. A ligacdo faz-se a nivel da fosfoglicerato cinase, cuja actividade é aumentada por
acg¢do do ADP resultante da acgdo da ATPase. Uma diminuigdo das trocas “trava” a
glicdlise por inibi¢do da fosfofruto cinase, devido ao aumento da relagio ATP/ADP.

As enzimas de membrana estdo também em relagdo estreita com os lipidos
circundantes, cuja presenga € necessdria para a obtengdo de actividades enzimdticas
Optimas.

A troca de anides faz-se através da principal protefna transmembranar, a banda 3.
Os i8es CI- sdo transferidos em troca de HCO5- intracelular.

O equilibrio entre a glucose extra ¢ intracelular € atingido rapidamente, o que indica
um mecanismo de transferéncia rdpida, mas que, sendo independente da diferencga de
concentragbes intra e extracelulares, exclui um mecanismo de difusdo simples. A
transferéncia € varidvel com a temperatura e faz-se por competigio entre diversas oses, 0
que poderd explicar-se pela existéncia de transportadores especificos. A protefna de
transferéncia da glucose € a proteina 4.5, que ¢ fosforildvel pela proteina cinase
dependente do AMP ciclico e que parece estreitamente ligada & banda 3 (Tanner, 1993).

A proteina de transporte da glucose no eritrécito - GLUTI - faz parte de uma familia
de cinco transportadores de glucose homoélogos, determinados por diferentes genes e
expressos em diferentes tecidos (Boivin, 1994). Esta familia de proteinas apresenta uma
estrutura semelhante. Sdo transmembranares, atravessam a membrana 12 vezes e
apresentam ambos 0s terminais amina e carboxi na face citoplasmadtica. O transporte
passivo de glucose através da membrana € feito por estes transportadores no sentido do
gradiente de concentragdo da glucose. A semelhanca da banda 3, a proteina 4.5 ¢
portadora dos antigénios ABH e Ii na face plasmdtica. A sua forma nativa na membrana é

tetramérica, embora a forma dimérica seja também isolada na membrana e pareca resultar

B o S
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de uma redugdo das ligagdes dissulfureto intracelulares por ac¢do dos agentes usados para
isolar as proteinas. Os dimeros ¢ tetrimeros da proteina apresentam cinéticas de transporte
da glucose perfeitamente distintas, que sdo fung¢do do niimero de receptores para a glucose
apresentados pelas duas formas. Alteragdes da estrutura oligomérica da proteina podem

pois ser responsdveis ou ainda regular o transporte da glucose.
1.6. - Estrutura e fungdo da membrana.

A membrana do eritr6cito determina a forma da célula, a sua elasticidade e
deformabilidade. E aceite que tanto a forma do eritrécito como a capacidade de alteragio e
recuperagdo da forma inicial da membrana sejam determinadas por modifica¢bes inerentes
a prépria membrana (Elgsaeter er al., 1991). A composi¢do da membrana e a interac¢do
das proteinas do citosqueleto com as outras proteinas de membrana e com a bicamada
lipidica determinam a forma da célula e as propriedades viscoeldsticas da membrana,
conferindo a célula uma elasticidade e capacidade de deformagdo tinica. O facto de
eritrécitos fantasma, constituidos por membranas isoladas que voltam a selar em meio
fisiol6gico, retomarem a forma inicial da célula e manterem ainda a capacidade para alterar
a sua forma da mesma maneira que o eritrécito intacto, denuncia o envolvimento da
composi¢do € estrutura da prépria membrana, como factores determinantes da forma e
capacidade de deformacdo da célula.

A capacidade apresentada pela membrana eritrocitdria de, apds rotura, voltar a
fechar-se retomando a forma inicial, deve-se a cooperagdo das estruturas hidrofébicas que
tendem a reunir-se e a fundir-se em presenga da dgua plasmdtica e, ainda, porque uma
abertura, mesmo muito pequena, na bicamada lipidica € energéticamente desfavordvel. A
molécula fosfolipidica pode mover-se lateralmente a um ritmo de 2 pumy/s, permitindo um
rapido encerramento da membrana. As interacgdes hidrofébicas constituem forcas
estabilizadoras da membrana e permitem ao eritrécito, que por lesdo mecanica foi dividido
em dois ou mais fragmentos, readquirir estabilidade suficiente para sobreviver em
circulagdo por vdrias horas ou mesmo dias. Neste caso, os fragmentos selando tomario
uma forma esférica ou irregular de menor superficie.

A elasticidade e capacidade de deformabilidade do eritrécito € limitada quando
ocorre desnaturag@o de hemoglobina. A ligagdo de hemoglobina & membrana leva a
formagdo de agregados densos e indeformdveis, nomeadamente corpos de Heinz e

agregados globinicos. No bago, estes eritrécitos portadores de inclusdes patoldgicas sdo
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estrangulados pela zona da inclusdo, ao atravessarem os sinuséides, podendo af ficar
retidos e af morrerem ou romper pela zona de estrangulagdo, ficando de um lado a
inclusdo e uma pequena porgdo da membrana ligada a incluséo, e do outro a célula cuja
membrana se fechard e retomari a circulagio. E j4, todavia, uma célula com propriedades
reoldgicas distintas. A repetida remogdo de pequenos fragmentos é aconpanhada de
redugdo da drea da membrana, sem perda de hemoglobina, e da formacdo de células
esféricas ou mesmo da hemdlise da célula.

A membrana serve como barreira, na manuten¢do da concentragio de ibes e
metabolitos, cujo valor no interior do eritrécito difere da do meio exterior - o plasma
sanguineo. Aproximadamente 40% dos seus constituintes sdo lipidos o que permite a sua
circula¢do no meio plasmdtico aquoso. Apesar de funcionar como barreira, a membrana
apresenta canais e “bombas” para movimentar o sédio, potdssio, cdlcio e glutatido
oxidado e, ainda, facilitar o transporte de glucose e outras moléculas de baixo peso
molecular. A dgua difunde livremente através da membrana. Os anides Cl- e HCO5-
atravessam a membrana por um mecanismo de transporte facilitado semelhante ao da
glucose. Por cada anido Cl- que se movimenta num determinado sentido através da
membrana, observa-se um movimento simultaneo de um anido HCOj" no sentido oposto.
Esta troca € feita através de um canal da membrana, designado por canal aniénico. O
transportador deste canal € a protefna banda 3, a protefna integral mais abundante na
membrana do eritrécito. O seu desempenho € vital na regulagdo dos niveis de HCO3™ no
interior do eritrécito e na mediagdo da excregio de diéxido de carbono dos tecidos.

A nivel dos capilares sanguineos, o CO, proveniente do metabolismo celular e que €
pouco solivel em meios aquosos como o plasma, difunde-se livremente através da
membrana eritrocitdria (Fig. 3). No eritrécito, por acgdo da anidrase carbdnica, converte-
se em HCO5-, que € jd hidrossoluivel. A troca de HCOj5" intracelular, mediada pela banda
3, por CI- extracelular, tende a acidificar o interior da célula, facilitando desta forma a
cedéncia de oxigénio, pela hemoglobina aos tecidos (efeito de Bohr). Na auséncia de uma
troca anionica eficaz 0 HCO;~ pode acumular-se e atingir valores téxicos por alcalinizacdo
do citoplasma, em perfodos de grande produgdo de CO,. A nivel pulmonar ocorre uma
inversdo do processo, com entrada do HCOj5" no eritrécito, em troca de Cl- intracelular, e
a sua regeneragdo a forma de CO, para ser eliminado na respiragdo. A deslocagio do H*
da desoxi-hemoglobina, para regeneragdo do CO,, é seguida da ligacdo de oxigénio a

molécula de hemoglobina.
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Fig. 3: A nivel dos capilares sanguineos, o COy proveniente do metabolismo celular e que é pouco
solivel em meios aquosos como o plasma, difunde-se liviemente através da membrana eritrocitéria. No
eritrécito, por ac¢do da anidrase carbdnica, converte-se em HCO3", que € j4 hidrossolivel. A troca de

HCOj3" intracelular, mediada pela banda 3, por CI- extracelular, tende a acidificar o interior da célula,
facilitando desta forma a cedéncia de oxigénio, pela hemoglobina aos tecidos (efeito de Bohr). Na auséncia
de uma troca anidnica eficaz 0 HCO3" pode acumular-se ¢ atingir valores t6xicos por alcalinizag@io do
citoplasma, em periodos de grande produgio de CO». A nivel pulmonar ocorre uma inversdo do processo,
; com entrada do HCO3" no eritrécito, em troca de CI” intracelular, e a sua regeneragiio a forma de COy para
ser eliminado na respiragdo. A deslocagio do H* da desoxi-hemoglobina, para regeneragdo do COy, €
[ seguida da ligagio de oxigénio & molécula de hemoglobina.
Adaptado de “Transport across Cell Membranes” em “Molecular Cell Biology”, cap. 15, Ed. Lodish, H..
l et al., Scientific American Books (1995).
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No eritrécito maduro sé a membrana apresenta componentes de natureza lipidica.
Os fosfolipidos e o colesterol sdo os principais constituintes lipidicos, representando cerca
de 60 € 40%, respectivamente. Os restantes 10% incluem essencialmente glicolipidos,
glicéridos € dcidos gordos livres. A maioria dos lipidos estd organizada na forma de
camada bimolecular. Nesta disposi¢@o a extremidade polar dos lipidos confronta com o
meio exterior, o plasma, e com o meio interno citoplasmdtico, ambos hidréfilos. As
extremidades apolares dispdem-se face a face, no amago da membrana.

Muitas das protefnas e glicoproteinas da membrana confinam com um dos follhetos
lipidicos enquanto outras, especialmente aquelas envolvidas em processos de transporte e
de regulacdo da forma da célula, atravessam toda a membrana.

Tanto as proteinas como os lipidos podem movimentar-se lateralmente, segundo o
plano da membrana. Pelo contrdrio, os movimentos verticais, isto €, de uma camada para
outra, sdo restritos aos lipidos e a sua origem e fungio controversa.

A distribuigdo dos fosfolipidos nas duas camadas é assimétrica. Enquanto a
fosfatidiletanolamina e a fosfatidilserina (fosfolipidos acidicos) predominam no folheto
citoplasmdtico da membrana, a maioria da fosfatidilcolina e da esfingomielina
(fosfolipidos neutros) encontra-se no folheto exterior da membrana, confrontando com o
plasma.

O significado fisioldgico da assimetria dos fosfolipidos de membrana é obscura. A
activago de algumas enzimas, como a Nat e K*ATPase ¢ a Ca** ¢ Mg** ATPase estio
dependentes dos fosfolipidos do folheto interior da membrana. H4 casos em que a
assimetria fosfolipidica se altera, com exteriorizagdo dos fosfolipidos acidicos, e se
observa alteragdo do processo hemostdtico (Zwall 1977 et al.; Luppu ez al., 1993). A
presenga de fosfolipidos pré-coagulantes no folheto interior da membrana pode constituir
um importante mecanismo de regulagdo da heméstase e de prevengdo de tromboses.

A manuteng¢do da assimetria da reparti¢do fosfolipidica entre os dois folhetos é um
fenémeno fisiolégico importante (Connor et al., 1988; Herrmann et al., 1990). A perda
de assimetria, observdvel em muiltiplas condi¢des patolSgicas, parece acompanhar-se de
um aumento da adesividade dos eritrécitos ao endotélio vascular (Dhermy et al., 1987;
Luppu ez al., 1993). Modificagbes nas interac¢des moleculares entre os lipidos da
camada interna e as protefnas do citosqueleto determinam também alteragdes na assimetria
fosfolipidica. Algumas destas interac¢des fazem-se por intermédio de fosfatidil-inositéis

mono e difosfatos.

A membrana eritrocitdria contém todos os elementos do ciclo do fosfatidil-inositol
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fosfato, nomeadamente a fosfolipase C que permite a clivagem do fosfatidil-inositol
difosfato em inositol mono e difosfato e em diacilglicerol, o activador da proteina cinase
C. Possui ainda fosfatidil-inositol cinases que permitem a regeneragdo dos fosfatidil-
inositol-fosfatos. A estes estd ligado o sistema de fosfatidil-inositol glicanos que expde na
face externa do eritrécito uma estrutura glicnica a qual se podem ligar numerosas
moléculas, tais como elementos do complemento, enzimas e moléculas de adesdo
susceptiveis de interagir com outros eritrcitos, com outras células circulantes € com os
endotélios vasculares.

O eritrécito perde a capacidade de sintese lipidica ao transformar-se de reticulécito
em eritrécito maduro. Dependerd a partir de entdo de mecanismos de troca entre a
respectiva membrana e as lipoprotefnas plasmaticas. O colesterol da membrana mantém-se
em equilibrio com o colesterol ndo esterificado das lipoproteinas. O turnover dos
fosfolipidos € muito baixo e o dos glicolipidos praticamente nulo.

Modificagdes na composi¢do ou estrutura dos lfpidos da membrana podem
determinar modificagGes quer na fun¢@o como na fluidez e permeabilidade celular.

Uma perturbagdo na composi¢do lipidica da membrana estd relacionada com
alterages na composigdo lipidica do plasma, o que alids é razodvel, uma vez que os
lipidos da membrana estfo presentes no plasma sanguineo.

A estrutura e composicio lipidica da membrana determina os fluxos catiénicos
transmembranares, dado que o sistema de transporte destes se localiza naquelas
estruturas. Se uma altera¢cdo na composi¢d@o lipidica da membrana pode determinar
alteragGes estruturais e funcionais da membrana, entdo, uma altera¢do do fluxo catiénico
pode constituir um marcador de alteragdes da composicdo, estrutura e fungdo dos lipidos
da membrana. Um aumento destes € acompanhado de uma redug¢io no fluxo catiénico e,
logicamente, da actividade da Na* K+ATPase (Lijnen er al., 1992). Uma das
modifica¢des referidas quer em individuos hipertensos, quer em atletas &, alids, uma
alterag@o na permeabilidade da membrana aos catides (Rinaldi ez al., 1988).

Uma perturbacdo na esterificagdo do colesterol e, portanto, na sua excregio,
acompanhar-se-d4 de um aumento do colesterol ndo esterificado, quer a nivel das
lipoproteinas, quer, por consequéncia, a nivel das membranas celulares. E o caso das
abetalipoproteinemias e determinadas hepatopatias, como a deficiéncia em LCAT (Lecitina
colesterol acil transferase) em que ocorre um desequilibrio entre o colesterol da bicamada
lipidica e o colesterol livre plasmdtico, do qual resulta acumulagdo de colesterol na

membrana e um rearranjo dos fosfolipidos, com exteriorizagdo dos aminofosfolipidos
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(Sdnchez-Yague er al., 1987). Este enriquecimento das membranas em colesterol,
promove ainda alteragdes de forma da célula, altera¢cdes metabdlicas e eventualmente
hemolise e/ou remogdo prematura da célula, mas raramente associam anemia. Pelo
contrério, uma deplegdo em colesterol pode causar uma redugio na afinidade do local de
ligagdo para o Nat, sem afectar todavia os locais externos de ligagdo para o K*. De facto,
uma redu¢do na relagdo colesterol/fosfolipidos pode determinar a desestabilizagdo da
membrana de que resultard um aumento da permeabilidade celular por alteragio da bomba
de sddio, permitindo um aumento no influxo de sédio (Ronquist et al., 1992).

A rede de proteinas subjacente a camada lipidica constitui o citosqueleto da
membrana. As proteinas membranares subdividem-se em duas categorias, as protefnas
intrinsecas transmembranares, que atravessam a membrana de um lado ao outro através da
camada bilipidica e as extrinsecas ou periféricas, localizadas na face interna ou externa da
membrana. As proteinas do citosqueleto, que confinam com a bicamada lipidica interna e
com o citoplasma, sdo também designadas por proteinas estruturais, pelo facto de
constituirem como que um esqueleto da membrana. O principal componente € a espectrina
que forma uma rede de malhas irregulares, cujos nds sdo constituidos pela ligago a
outras proteinas e, ainda, a proteinas transmembranares ou intrinsecas, através das quais
se estabelecem interacgdes com a camada lipidica e uma ligagdo estreita com o exterior da
célula.

A espectrina constitui a protefna mais importante do citosqueleto; apresenta-se sob a
forma de um longo e fibroso heterodimero constituido por uma cadeia alfa e uma cadeia
beta, dispostas em hélices antiparalelas e enroladas uma sobre a outra; a maioria destes
dimeros ligam-se formando tetrimeros, os quais formam uma estrutura longa e flexivel
que, dada a sua abundancia na membrana (cerca de 75%), contribui certamante para a
notdvel deformabilidade da membrana do eritrécito. A ligagdo dos dimeros & feita por
interac¢des com a banda 4.1 e com banda 5 ou actina, nas extremidades opostas as
extremidades bdsicas da molécula do dimero (Boivin, 1994).

Os n6s da rede que as moléculas de espectrina formam sio constituidos por actina e
banda 4.1, estabelecendo-se a ligagdo destas proteinas do citosqueleto & membrana,
através de uma protefna integral , a glicoforina C (Anderson et al., 1984; Pinder et al.,
1993). Neste complexo de jungdo estdo ainda envolvidas outras proteinas de actividades
diversas e equilibradas, mas ainda pouco clarificadas. A proteina 4.9 ou dematina, em
conjunto com a proteina 4.1 modula a ligagio da actina  espectrina; a aducina, tem uma

ac¢do oposta a da 4.1, diminuindo a afinidade da actina para a espectrina; a tropomiosina,
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inibe a ligagdo da espectrina aos filamentos de actina, estabilizando-os; a tropomodulina,
modula a interacgdo da tropomiosina com a actina. Toda a rede de espectrina se liga ainda
a membrana através de outra protefna do citosqueleto, a anquirina ou banda 2.1 que tem a
particularidade de apresentar dois sites de ligagdo, com afinidade para a espectrina e para a
proteina integral banda 3 (Bennet ez al., 1980; Hall et al., 1987).

Destas interacgdes resulta uma unidade de membrana forte, flexivel, em estreita
interac¢do com a bicamada lipidica com a qual confina estreitamante, conferindo-lhe uma
integridade fisica notdvel (Fig. 4).

Convencionou-se que a classificagdo destas proteinas e de outras proteinas, também
representativas da membrana eritrocitdria, é feita com base no comportamento
electroforético das proteinas desnaturadas, em gel de poliacrilamida e SDS. Na Tabela 1
referem-se as protefnas mais representativas, o seu peso molecular, a sua principal fungio

e a sua localizagdo na membrana.

designacao Peso %

electroforética Molecular Proteina  Nome Localizacgao Fungio

1 240.000 30 Espectrina Interna Citosqueleto
2 220.000

2.1 200.000 7 Anquirina Interna Citosqueleto
3 93.000 24 Canal anidnico Transmembranar Transporte
4.1 82.000 4 Banda 4.1 Interna Citosqueleto
4.2 . 76.000 5 Proteina Cinase Interna Citosqueleto
5 43.000 5 Actina Interna Citosqueleto
6 35.000 6 G3PD Interna Enzimdtica
7 29.000 3 Banda 7 ? ?

PAS-1 55.000 7 Glicoforina A Transmembranar Receptor
PAS-2

Tab. 1 - Proteinas mais representativas da membrana do eritrécito. Convencionou-se que a classificagio
das proteinas da membrana eritrocitdria é feita com base no comportamento clectroforético das proteinas
desnaturadas, em gel de poliacrilamida ¢ SDS. Referem-se as designagdes electroforéticas e comuns, o peso
molecular, a principal fungfo e a localizagio na membrana, de cada uma delas.
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Fig. 4 - Modelo esquematico da interacgio das proteinas do citosqucleto com as proteinas integrais da
membrana do eritrécito. Os dominios citoplasmaticos das protefnas integrais interagem com diferentes
proteinas do citosqueleto, numa relagio estreita com a bicamada lipidica. Adaptado de Gardner, K.,
Bennett, G.V., “Recently identified erythrocyte membrane-skeletal proteins and interactions” em “Red
Blood Cell Membranes - Structure, Function, Clinical Implications” Ed. Marcel Dekker, 1989.
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Para além das proteinas ji referidas e que sdo as mais representativas, so jd
conhecidas aproximadamente 200 outras proteinas.

As protefnas ndo estruturais incluem integrais, também designadas por intrinsecas
ou transmembranares, e as proteinas periféricas, podendo desempenhar fungdes de
transportadores, de receptores ou ainda terem uma fun¢io enzimdtica. No grupo das
proteinas transmembranares incluem-se como mais representativas as glicoforinas ¢ a
banda 3, todas glicoprotefnas. O grupo das protefnas periféricas que ndo fazem parte das
proteinas estruturais ou do citosqueleto, inclui glicoproteinas que se localizam na parte
exterior e na parte interior da membrana, introduzindo-se parcialmente na camada lipidica,
sem todavia a atravessarem. E o caso do gliceraldeido-3-fosfato desdidrogenase e da
aldolase, que se localizam na parte interna da membrana. Os componentes superficiais das
glicoproteinas funcionam na sua grande maioria como portadores dos antigénios que
definem os diferentes grupos sanguineos e como receptores de membrana.

As glicoforinas constituem um grupo de sialoglicoproteinas que, como as outras
proteinas integrais, apresentam trés domfnios. O exterior, que corresponde a regido
aminoterminal e contém as unidades hidrocarbonadas, o dominio transmembranar
hidrofébico, que atravessa a bicamada lipidica, e o dominio interior, citoplasmatico, com
a regido carboxiterminal rica em grupos polares e ionizados (Tanner, 1993). O grupo de
agucares polares do dominio exterior, nomeadamente o grupo do 4cido sidlico, confere a
superficie celular uma carga negativa.

Séo quatro as sialoglicoproteinas conhecidas pela designagio de glicoforinas - A, B,
C, e D - e representam grupos de reconhecimento ou de contacto. A glicoforina A €
portadora dos hidratos de carbono determinantes dos grupos sanguineos M e N e dos
receptores para o virus influenza e para fito-hemaglutininas. A glicoforina B é também
portadora dos determinantes do sistema N e ainda do sistema S. Andersen e Lovrien
(1984) mostraram que o dominio citoplasmdtico de glicoforinas se liga & band 4.1.
Estudos com En(a-), eritrécitos deficientes em glicoforina A, revelaram que as células
mantinham uma capacidade de deformabilidade e estabilidade normal e, segundo Chasis
et al. (1988) € a glicoforina C que se liga 4 proteina 4.1 e ndo a glicoforina A. De facto, a
fun¢do de cada uma das glicoforinas nio estd ainda perfeitamente esclarecida. O modelo
proposto por Chasis et al. baseia-se no facto de a ligagdo das glicoproteinas com os
respectivos anticorpos terem impactos diferentes nas propriedades da membrana. No caso
da glicoforina C ndo se observa alteragfio na deformabilidade e estabilidade da membrana,

mas da ligagdo da glicoforina A com o respectivo anticorpo resulta em rigidez da
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membrana. Assim, propdem que a glicoforina A ndo estd ligada, em condicdes
fisiologicas, a proteina 4.1, mas que ocorrendo uma ligagdo com o respectivo anticorpo
ao dominio extracelular da glicoforina, se induz uma alteragdo na conformacdo da
molécula, a qual determinard, entdo, a aproximagdo do dominio citoplasmdtico da
glicoforina com as protefnas do citosqueleto, efectivando-se a ligagdo com estas. Estes
resultados sugerem que o aumento de ligagdes proteicas causa uma rigidez acrescida da
membrana € ainda que a glicoforina A pode estar envolvida numa nova forma de
transdug@o de sinais exteriores, para o interior do eritrécito.

A proteina banda 3 com 90-100 Kd apresenta trés dominios € é a proteina
transmembranar mais representativa da membrana do eritrécito. A molécula completa da
banda 3 € extremamente hidrofébica, associa-se em homodimeros ou tetrimeros e
apresenta uma forte tendéncia para a agregacgdo sob stress oxidativo (Lutz, 1990). O
dominio exterior, de 35-45 Kd, é portador de radicais glicosidicos ¢ de dois radicais
sulfidril, e representa a extremidade carboxiterminal. O dominio mediano, de 17 Kd, estd
incluso na bicamada lipidica e, em conjunto com o dominio exterior, é responsavel pelo
transporte de anides. Ao conjunto formado por estes dois dominios dé-se a designagdo de
dominio transmembranar, j& que o dominio exterior parece atravessar a membrana cerca
de 12 a 14 vezes. O dominio interior ou citoplasmdtico com 43 Kd, representa a
extremidade aminoterminal da glicoproteina. Este segmento citosélico é portador dos
locais de fixagdo da proteina 4.2, 4.1 e anquirina (Hargreaves et al., 1980), as quais
estabelecem ligagdes com o citosqueleto. E ainda portador de locais de ligacdo de alta
afinidade para vdrias enzimas da glicélise (G3PD, aldolase, PK, etc.) (Harris ef al.,
1990) e para a hemoglobina (Walder et al., 1984; Schuck et al., 1991).

A ligag@o do dominio citoplasmdtico da banda 3 com muiltiplos substratos s6 é
possivel devido a sua estrutura longa e assimétrica. Enquanto os locais de ligagio para a
hemoglobina e enzimas glicoliticas se situam préximo do terminal amina, a interacgdo com
as proteinas do citosqueleto parece fazer-se em zonas mais distais. De facto, esta proteina
tem uma estrutura muito dindmica, que poderd dever-se 2 existéncia de uma zona mais
flexivel, localizada na zona média do dominio citoplasmdtico e muito sensivel aos valores
de pH (Low ez al., 1984; Thevenin er al., 1994). Assim, toma configuragdes diferentes
em fung¢do do valor de pH, as quais, determinardo a afinidade do dominio citoplasmatico
para a anquirina e, portanto, para o citosqueleto e para a bicamada lipidica (Tsuji ef al.,
1986). Também na zona de inser¢do do dominio citoplasmético com o dominio

transmembranar parece existir uma zona flexivel, reguladora da forma e deformabilidade
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eritrocitdria. E, alids, esta zona que estd ausente no caso da ovalocitose hereditaria,
caracterizada por alteragdes de forma e rigidez da membrana (Schofield ez al., 1992;
Tilley et al., 1993).

E aceite que o dominio transmembranar e o dominio citoplasmitico sio estrutural e
funcionalmente independentes, uma vez que a remogdo proteolitica do dominio
citoplasmdtico ndo altera a capacidade de transporte aniénico do dominio transmembranar
(Casey et al., 1992); também as modifica¢des na capacidade rotacional e translacional de
cada um dos dominios, no caso de agregagdo promovida pela ligacdo de hemicromos, sio
independentes (McPherson et al., 1992).

A banda 3 pode sofrer uma extensa agregagdo, induzida por associagdo de
hemicromos, produtos de oxidagdo de hemoglobina desnaturada, ao seu N-terminal
(Low, 1991). O dominio exterior e mediano, que em conjunto constituem o canal
aniénico, t€m uma fungdo distinta do dominio interior e sio de grande importincia
fisiol6gica no transporte de CO, dos tecidos para os pulmdes (Lindenthal et al., 1991).
No eritrécito o CO, acumulado € hidratado a HCO;" por ac¢dio da anidrase carbénica. O
efluxo do HCO;3- faz-se por troca com Cl- através do canal aniénico, o qual, pela sua
abundéncia na membrana eritrocitdria, constitui um sistema extraordinariamente eficiente e
rdpido (90% das trocas sio realizadas em 0,4 a 0,5 segundos). Este processo de troca
HCOj3-/ CI-, que existe na maioria dos tecidos, regula também o pH intracelular e o
volume da célula.

A banda 3 € um dos membros da familia AE (Anion Exchanger). Estudos genéticos
¢ moleculares mostraram que apesar das grandes semelhangas na sequéncia de
aminodcidos das proteinas envolvidas no processo de troca de anides em diferentes
tecidos, sdo produzidos por genes diferentes. O gene para a banda 3 da membrana
eritrocitdria € descrito como o gene AE1, enquanto outros de diferentes tecidos sdo
designados por AE2, AE3, etc.

A estrutura e topologia da banda 3 ¢ ainda controversa. Segundo alguns, ambos os

terminais amina e carboxi da molécula estdo localizados na face citoplasmdtica da
membrana e a cadeia polipeptidica atravessa a membrana mais de 14 vezes (Tanner,
1993). A falta de informagdo a nivel da estrutura da banda 3 nio permite, apesar da
extensa informagdo sobre a cinética da troca iénica estabelecida através dela, esclarecer o
mecanismo de transporte em termos moleculares.

Estdo jd descritas variantes polimérficas da banda 3, entre as quais a banda 3

Memphis, resultante da substituigio do aminodcido Lys-56 por Glu (Mueller ez al.,

o
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1977). Esta variante caracteriza-se por uma reduzida mobilidade electroforética, em SDS-
PAGE, dos fragmentos contendo o terminal amina. Também a ovalocitose hereditdria do
sudoeste asidtico, que se caracteriza por apresentar uma maior rigidez da membrana
eritrocitdria e também alteracdo da mobilidade electroforética, constitui uma mutante da
banda 3, a qual, para além da mutagdo Memphis, apresenta uma dele¢do em nove
aminodcidos (Schofield ez al., 1992; Tilley et al., 1993). Uma outra variante € designada
por banda 3 alongada, por possuir um fragmento citoplasmadtico adicional (Retelewska et
al., 1991). Outras mutagdes da banda 3 estdo associadas a formas de esferocitose
hereditdria. Alteragdes no dominio citoplasmdtico da banda 3 foram j4 associadas a
deficiéncia em protefna 4.2 e a esferocitose (Jarolim ez al., 1992). Algumas mutantes sdo
acompanhadas de defici€ncia da banda 3 na membrana, que poderd eventualmente resultar
de degradagdo da banda 3 por instabilidade da proteina. Outras mutantes associam
anemias devidas a um processo de envelhecimento acelerado e a um transporte aniénico
reduzido (Kay er al., 1989).

Ao longo da vida da célula a banda 3 sofre modifica¢des que estdo relacionadas com
o processo de envelhecimento e remogdo da célula. Desde hd muito o estudo das
alteragdes que o eritrécito sofre ao longo da sua vida e o estudo da sua importincia no
mecanismo de remogao das células, tem merecido especial aten¢do. Um dos mecanismos
de remogdo propostos € desencadeado pela ligagdo de auto-anticorpos 3 membrana
eritrocitdria e subsequente fagocitose pelas células mononucleares do sistema fagocitico.
Estes auto-anticorpos reagem com a banda 3 modificada, que sofreu modificagdes por
degradag@o ou por agregagdo (Kay, 1984; Low er al., 1985). Estes anticorpos naturais
anti-banda 3 reagem também com o componente C3 do complemento, o que contribui
para uma destrui¢do mais eficiente dos eritrdcitos senescentes, por fagocitose (Lutz,
1990). .

E de notar que, aparentemente, nem toda a banda 3 se encontra ligada ao
citosqueleto. De facto, o nimero de moléculas de anquirina € bastante inferior ao das
moléculas de banda 3, numa relagdo molar de 0,10 a 0,15 (Pinder ez al., 1992). Ou seja,
apenas 20 a 30% ou 40 a 60% da banda 3, consoante se encontre sob a forma de dimeros
ou tetrdmeros, estd ligada a anquirina e, portanto, ao citosqueleto. Segundo Tsuji et al.,
(1986), a banda 3 ligada ao citosqueleto via anquirina apresenta uma mobilidade lateral
reduzida, enquanto que a ndo ligada apresenta uma mobilidade lateral superior,
dependendo o seu valor da estabilidade do citosqueleto e do estado associativo da

espectrina. A forma tetramérica, favorecida em meios de forga idnica elevada ou
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depletados em ATP, promove uma redugido na mobilidade lateral da banda 3 ndo ligada,
enquanto a forma dimérica a favorece. O movimento rotacional ndo € afectado pelo estado
associativo da espectrina.

A relagdo funcional das proteinas da membrana, entre si e com a bicamada lipidica
foi estabelecida a partir de um modelo que considera a existéncia de dois tipos de unido
proteica -ligagOes horizontais e ligagdes verticais. As unides horizontais sdo as que se
estabelecem entre as proteinas periféricas e as que constituem o citosqueleto. E o caso das
ligagdes entre as moléculas de espectrina para formar dimeros e tetrimeros, da ligacdo da
proteina 4.1 e aducina para estabilizagdo da ligagdo da espectrina com a actina. As
interac¢Bes verticais s3o as que se estabelecem entre as proteinas do citosqueleto e as
proteinas integrais € incluem a ligagdo da espectrina & banda 3 (cadeia B da espectrina com
o dominio citoplasmdtico da banda 3), na qual estdo também envolvidas a anquirina e a
banda 4.2, e a ligacdo da proteina 4.1 com o dominio citoplasmdtico de glicoforinas.
Supde-se que as interacgdes horizontais contribuem para a estabilidade do citosqueleto e
as verticais para fixar este a bicamada lipidica. Estas dltimas s3o imprescindiveis para a
manutengdo da forma eritrocitdria e algumas delas, como é o caso da banda 3, estdo
também envolvidas no transporte i6nico através da célula. Além da banda 3, as ATPases
sdo também de extraordindria importdncia funcional. Alteracdes na actividade destas
proteinas transportadoras de ides determinam modifica¢des no conteddo catidnico e
hidrico do citoplasma eritrocitdrio e, com estas, alteragdes na regulagio do volume do
eritréeito que, em conjunto podem condicionar a hemdlise ou remogio da célula.

A espectrina, pela sua interac¢fo com as protefnas ndo estruturais, influencia a
mobilidade lateral no plano da membrana, podendo inibir ou promover a movimentagio
lateral dos dominios funcionais dos diversos grupos de superficie.

A interac¢do espectrina-anquirina-banda 3 € essencial a diversas propriedades do
citosqueleto, mas ndo explica por si s6 a sua integridade estrutural, uma vez que o
citosqueleto mantém uma integridade, embora limitada, em casos de deficiéncia numa
delas, como acontece na esferocitose e na ovalocitose (Delaunay, 1993). A actina é
também uma proteina importante para a integridade estrutural da membrana; é uma
proteina ndo filamentosa no estado purificado, mas que em presenca de espectrina e da
banda 4.1 forma um pequeno complexo oligomérico que funciona como nicleo de
polimerizagdo da actina em pequenos filamentos constituidos por 8 a 30 monémeros.

A integridade da membrana resulta de diferentes interacgdes equilibradas entre as

proteinas, entre as protefnas e os lipidos e entre protefnas de membrana e proteinas
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citoplasmiticas. A alteragdo da ligagio das protefnas transmembranares ao citosqueleto,
que se estabelece em vdrios pontos, pode limitar a mobilidade lateral e rotacional das
proteinas. A esferocitose, eliptocitose e piropoiquilocitose hereditdrias evidenciam bem a
importancia de uma composigdo e interacgdo equilibrada entre as proteinas da membrana
eritrocitdria. A deficiéncia em espectrina determina um defeito horizontal, com reducdo na
densidade do citosqueleto, o que facilita a vesiculagdo da membrana, isto é, a separagio
de pequenas vesiculas contendo lipidos e outras proteinas de membrana, mas nio do
citosqueleto. A deficiéncia em anquirina é acompanhada por uma redug@o em espectrina,
uma vez que a anquirina constitui a protefna principal de ligagdo da espectrina. No caso de
deficiéncia em banda 3, observa-se também vesiculagdo da membrana, resultante do
enfraquecimento da ligagdo da banda 3 com as proteinas do citosqueleto (Reinhart ez al.,
1994). Estas vesiculas, para além de banda 3 contém também lipidos aos quais estd
estreitamente ligada. Em qualquer dos casos o desequilibrio horizontal ou vertical
determina instabilidade da membrana, com perda de material e, portanto, reducio da 4rea
de superficie, alteragio da forma e diminui¢io do volume da célula.

Considerando que as protefnas do citosqueleto da membrana eritrocitéria,
nomeadamente a espectrina, apresentam dominios hidréfobos, € altamente provével a
interac¢do directa desses dominios com o folheto lipidico interno. As proteinas
transmembranares interagem com os lipidos envolventes da bicamada lipidica e essa
interac¢do tem importancia funcional para a membrana, podendo modular a sua
viscosidade. Quer a mobilidade lateral da banda 3, quer a actividade de certas enzimas
membranares sdo influenciadas pelo ambiente lipidico envolvente e podem alterar a
viscosidade da membrana.

Das interacgdes de protefnas da membrana com proteinas citoplasmaticas salientam-
se as interac¢des da banda 3 com diversas enzimas glicoliticas e com a hemoglobina
(Walder er al., 1984; Harris ez al., 1990; Schuck et al., 1991).
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2. - Senescéncia do eritrocito.
2.1. - Longevidade e Senescéncia do Eritrécito.

O tempo médio de vida do eritrécito, isto &, a sua potencial lon gevidade € de cerca
de 120 dias. Ao longo deste periodo a célula vai sofrendo modifica¢des resultantes de um
processo natural de envelhecimento.

O eritrécito sendo uma célula de capacidade biossintética limitada, é também, por
consequéncia, uma célula com uma limitada capacidade de manutenc¢ido das suas
propriedades e recuperagdo de alteragdes fisicas e quimicas. O eritrécito circulante sofre e
acumula modificagdes fisicas e quimicas, que constituem marcadores de envelhecimento
celular (Tab. 2). A medida que a célula se aproxima dos 100 dias de vida como eritrécito
maduro, comega a observar-se uma redugio na actividade enzimdtica das diversas enzimas
operantes, o que se reflecte na deterioragio dos processos metabélicos delas dependentes.

A redugdo de actividade da via de Embden-Meyerhof conduz a uma diminuic¢do do
ATP disponivel e, por consequéncia, a um desequilibrio dos processos energético-
dependentes, entre os quais a bomba de sédio e potdssio, e A perda de capacidade de
deformabilidade da membrana.

A faléncia da via das HMF constitui também um factor importante no processo de
envelhecimento da célula, pois torna-a incapaz de superar favoravelmente uma situagio
ndo fisiol6gica de stress oxidativo. Quando o ambiente oxidante é extremo ou hi uma
insuficiéncia metabélica efectiva por senescéncia, obervar-se-io alteracdes estruturais e
funcionais reversiveis da hemoglobina ou a sua desnaturagdo irreversivel, com
precipita¢do sob a forma de corpos de Heinz. A formagdo destas inclusdes segue-se
habitualmente a sequestragdo da célula, a nivel esplénico, para remogdo da inclusdo ou
para remogdo da prépria célula.

As lesdes bioquimicas decorrentes do processo de envelhecimento determinam
alteragdes fisicas e quimicas na célula. Observam-se altera¢des no volume da célula, na
sua densidade e nos componentes citoplasmaticos e da membrana. O volume celular
reduz-se por envelhecimento e parece resultar da perda de K* e de microvesiculagio da
membrana. O processo de envelhecimento associa ainda um aumento de densidade da
célula, uma redugdo na capacidade de deformabilidade e também uma redugdo da
mobilidade eléctrica, devida a uma redugio das cargas negativas de superficie (Seaman er
al., 1977; Clark, 1988).




34

1 - Variagdes na glicélise
a - Actividades enzimdticas que diminuem:
- hexocinase
- fosfoglucose isomerase
- fosfofrutocinase
- aldolase
- gliceraldeido-3-fosfato-desidrogénase
- cinase do fosfoglicerato
- cinase do piruvato
b - Redugdo do metabolismo glicolitico
¢- Intermedidrios fosforilados que diminuem:
- ATP
- 2,3-DPG
2 - Variacdes na via das PMF
a - Redugao da G6PD
b - Redugio da 6-fosfogluconato-desidrogénase
3 - Variacdes na membrana
a - Diminui¢3o do conteiido lipidico
b - Diminui¢fo da drea de superficie
¢ - Diminui¢3o das cargas negativas
d - Redugdo das glicoproteinas de membrana e outras proteinas
¢ - Alteragdo do contelido catiénico celular:
- K+ diminui
- Na+ aumenta
4 - Dimuigdo na actividade enzimatica de outras enzimas
a - Transaminase glutAmica-oxaloacética
b - Colinesterase
¢ - Catalase
d - Glioxilase
¢ - Isocitrato desidrogénase
f - Transcetolase
g - Purina nucleosido fosforilase
h - Cinase adenilica
i - Fosfatase alcalina
j- ATPase
5 - Variagbes na hemoglobina
.a@ - Aumento da metahemoglobina
b - Diminuigio da hemoglobina A
¢ - DiminuigZo da afinidade do oxigénio
6 - Variacoes nas propriedades fisicas
a - Aumento da densidade
b - Diminui¢do da deformabilidade
¢- Aumento da fragilidade osmética e mecanica
7 - Diminui¢do do volume celular

Tab. 2: Modificagdes fisicas e quimicas, que constituem marcadores de envelhecimento celular.
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Na composi¢do da membrana ndo se observam grandes modificagses. As alteragoes
conhecidas sdo subtis e referem-se mais a organizago que & composicio da membrana. E
o caso da modificagdo na organizagdo de fosfolipidos, residuos de hidratos de carbono,
proteinas e enzimas. A susceptibilidade dos fosfolfpidos da membrana 2 fosfolipase A2
aumenta nos eritréeitos mais velhos, o que poderd explicar a organizagdo fosfolipidica
alterada e a assimetria reduzida, observada nos eritrécitos senescentes (Shukla er al.,
1982; Herrmann ez al., 1990). A peroxidagio lipidica é também frequente nos eritrécitos
mais velhos, sobretudo naqueles que sofreram stress oxidativo (Jain, 1988). As
modifica¢des em protefnas da membrana incluem alteragSes por oxidagdo, glicosilagdo
ndo enzimdtica, carboximetilagdo, fosforilagiio, agregacio covalente devida a activagdo do

sistema Ca**transglutaminase e degradacgo (Lorand er al., 1976; Barber ez al., 1983;

~ Williamson er al., 1985; Brovelli et al., 1991). E ainda frequente a ligag@o de proteinas

citoplasmdticas e do citosqueleto & membrana (Clark, 1988).

Atribui-se ainda & célula senescente uma redugio nos lipidos, nas proteinas e
enzimas da membrana, como resultado da perda de pequenas por¢des da membrana, com
eventual perda de contetido citoplasmdtico, ao longo da vida da célula. Provavelmente
estarao na origem desta fragmenta¢ao lesdes mecanicas sofridas pela célula circulante,
nomeadamente a nivel esplénico e da microcirculagio.

Nenhuma das alteragdes decorrentes do processo fisiolégico de envelhecimento
atinge valores determinantes de incapacidade metabélica, condenando a célula A morte, A
importancia relativa de cada um deles no processo de remogdo eritrocitdria € controverso.
Parece, no entanto, obrigatério que o mecanismo determinante de remog¢do da célula
envolva modifica¢des no eritrécito maduro circulante, dada a sua incapacidade
biossintética, as quais mediardo alteragdes no exterior do eritrécito, a nivel da membrana,
de forma a poderem ser reconhecidas como células senescentes pelos macroéfagos.

O tempo médio de vida do eritrécito pode ser abreviado, caso ocorram defeitos
intrinsecos, como no caso de hemoglobinopatias, enzimopatias, defeitos na estrutura ou
composi¢do da membrana ou ainda quando se desenvolvem mecanismos ou factores
extrinsecos que determinem senescéncia ou lesdo precoce do eritrécito.

O maior problema no estudo do processo de senescéncia advém da dificuldade em
separar c€lulas de diferentes idades numa populago eritrocitdria circulante normal. A
majoria das metodologias desenvolvidas nesse sentido fundamentam-se no facto de o
envelhecimento celular se acompanhar de um aumento de densidade e de reducio nos

valores de hemoglobina globular média (HGM) e volume globular médio (VGM).
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Todavia, o valor de concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM) é o principal
determinante nos métodos de separag¢do por centrifugagdo, pelo que, no caso de uma
modificagdo desproporcionada de um daqueles indices, associar-se-d4 uma redugdo ou um
aumento no valor da CHGM que determinard o posicionamento da célula numa fracgdo
que ndo corresponderd a sua idade. S3o, alids, diversos os trabalhos em que se refere a
observagio em populagdes eritrocitdrias menos densas, de alteragdes caracteristicas das
c€lulas senescentes (Clark er al.,1991; Ferroni et al., 1991).

Uma diversidade de técnicas foram desenvolvidas para o isolamento e estudo do
processo de envelhecimento eritrocitdrio. A maioria das metodologias envolvem um
processo de separagio por centrifugacdo com base na diferenga de densidade das células.
Uma extensa variedade de meios de gradiente de densidade foram usados, tais como
albumina bovina sérica, stractan II, dextranos, ficoll e percoll. Este dltimo, constituido
por particulas de silica coloidal revestidas com polivinilpirrolidona, apresenta diversas
vantagens sobre os restantes. A sua baixa viscosidade, pressdo osmética e atoxicidade
permitem um f4cil ajustamento as condigdes fisiolégicas. Pode usar-se na preparacdo de
gradientes de densidade continua ou linear, descontinuo e continuo (“self-generated”)
(Salvo et al., 1982; Mackie et al., 1987). Em animais sdo também usadas técnicas de
supressao eritrocitdria por policitemia induzida por hipertransfusio.

O envelhecimento de eritrécitos in vitro é considerado por alguns autores como um
bom modelo de estudo do processo de envelhecimento eritrocitdrio in vivo, considerando
que a capacidade de sobrevivéncia de eritrécitos armazenados decresce ao longo do tempo
de armazenamento e que as modificagdes adquiridas ao longo desse periodo e que
comprometem a viabilidade da c€lula, podem identificar-se com as modificaces
adquiridas por senescéncia in vivo. De facto, do estudo comparativo de células
envelhecidas in vitro, com células de elevada densidade, diversas semelhangas t€m sido
observadas, nomeadamente a diminui¢do da relagdo 4rea de superficie/volume,
semelhanga do perfil proteico da membrana obtido por SDS-PAGE, aumento da ligacdo
de auto-anticorpos 2 membrana (Kay, 1975). De forma andloga, foram também
observadas semelhangas entre eritrécitos mais densos e eritrécitos com patologia
associada a envelhecimento acelerado, tais como talassemias, drepanocitoses,
esferocitoses, eliptocitoses, xerocitoses (Hebbel et al., 1984; Green et al., 1985; Clark,
1988).




2.2. - Modificagées na Célula Senescente.

2.2.1. - Disfung@o Metabdlica do Eritrécito Senescente.

2.2.1.1.- Variagdes na Glicdlise pela Via de Embden-Meyerhof.

Na célula senescente a glicélise faz-se pela via de Embden-Meyerhof a um ritmo
muito mais lento, provavelmente em consequéncia de uma redugio na actividade das
diversas enzimas que nele actuam. Esta redugio na actividade enzimatica nio ¢ valorizada
por alguns autores, que atribuem a redugido de actividade observada em diversos
trabalhos, mais ao processo de maturagdo reticulocitiria que ao processo de
envelhecimento celular, dada a dificuldade em obter células senescentes, mais densas,
sem contaminagdo reticulocitdria. Independentemente desta controvérsia, as células
senescentes em condigdes de stress metabélico (como acontece na circulagio esplénica)
sdo mais susceptiveis de deple¢do metabdlica. Num ambiente pobre em glucose, as
c€lulas mais densas sdo rapidamente depletadas em ATP e, portanto, incapazes de
resposta a estimulagdo metabélica imposta nessas condicdes.

Todos os processos energético dependentes do eritrécito, ficam comprometidos em
caso de redugdo nos niveis de ATP disponivel e, paralelamente, nos niveis de NADH e de
2,3-DPG. .

A importincia do ATP e do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) para a viabilidade e
preservagdo da principal fungdo da célula, a oxigenagdo dos tecidos, é largamente
evidenciada nas amostras de sangue colhidas para transfusdo, em que se usa ACD (4cido
citrato dextrose) ou CPD (citrato fosfato dextrose) como anticoagulante. A redugdo de
ATP e de 2,3-DPG observada nestas amostras, por armazenamento, estd relacionada com
a concentragdo hidrogeniénica e com a osmolaridade da solugdo anticoagulante. Ambos os
anticoagulantes determinam um valor de pH inferior ao valor fisiolégico (6.9-7.0 para o
ACD e 7.1 para o CPD), donde decorrerd uma menor produgio de ATP na célula e
também de 2,3-DPG. Acresce que sendo o ACD uma solugdo hipoténica, favorece a lise
do eritrécito (Contreras er al., 1990). A deplecio de ATP na célula limita a accao das
enzimas dele dependentes - ATPases - determinando a faléncia da bomba de sédio e
potdssio, do transporte de Ca*™*, do transporte de GSSG, de dissulfuretos mistos e
conjugados de glutatido. Segundo alguns o stress metabdlico por deplegdo em ATP €
também acompanhado de um aumento na capacidade de liga¢do de IgG’s 4 membrana
eritrocitdria. Este ponto é todavia controverso e pode estar associado a outras

modificagdes que, por si s6 ou em conjunto, determinam a ligacdo dos anticorpos a

- I



membrana (Muller ez al., 1983).

O 2,3-DPG ¢, como se referiu, importante para a fungdo da hemoglobina,
regulando a sua afinidade para o oxigénio. Uma redugdo do 2,3-DPG significa um
aumento da afinidade da hemoglobina para o oxigénio, comprometendo desta forma a
fungdo da hemoglobina, por dificultar a libertagdo de oxigénio para os tecidos.

A deplegio do ATP € progressiva durante o armazenamento e conduz a alteracdes na
forma da célula, de discécito para esferécito, a perda de lipidos de membrana e a uma
rigidez acrescida da membrana. H3, pois, uma perda progressiva da viabilidade celular,
que € bem evidenciada pela remogio de células lesadas, apos a reinfusdo do sangue
(Contreras et al., 1990). Estas alteragdes sdo reversiveis parcialmente, por adi¢do de
“rejuvenescedores” (adenina, inosina) ao anticoagulante. S3o virios os trabalhos feitos no
sentido de preservar a viabilidade das células armazenadas, mantendo os niveis de ATP e
de 2,3-DPG (Bensinger et al., 1977, Chillar et al., 1977, Hogman ez al., 1983).

De forma semelhante, em determinadas eritropatias, observa-se remogio precoce
das células, provavelmente decorrente de um processo de envelhecimento celular
acelerado devido a um stress metabélico crénico. E o caso das alteracdes primdrias da
membrana eritrocitdria, que sdo acompanhadas de um aumento da permeabilidade passiva
ao Nat e ao K+, habitualmente de valor irrelevante. Este aumento de permeabilidade, cuja
origem se desconhece, determina uma actividade acrescida das ATPases envolvidas no
transporte activo do Na* e do K+, um aumento da glicolise e produgdo de ATP. O stress
metabdlico crénico nestas condicdes, determinard uma deplegdo precoce dos sistemas
enzimdticos, e, por consequéncia, em ATP e glucose, com faléncia das bombas
catidnicas, hidratagdo e aumento de volume da c€lula. Paralelamente ao aumento da
porosidade aos catides, a célula, devido a uma composi¢do proteica alterada da
membrana, sofre fragmentagio, com diminuigdo da relagdo drea de superficie/volume e
perda de elasticidade e estabilidade da membrana.

A medida que a c€lula envelhece a capacidade de sintese de GSH, via glutatido
sintetase ¢ gama glutamil cistefna sintetase, dependente de ATP, decresce ¢ o GSSG
acumula-se. Este aumento de GSSG, segundo alguns autores, pode inibir a actividade da
hexocinase, limitando a glicélise e o fornecimento de energia (Imanishi ez al., 1985).

A capacidade de defesa da célula senescente contra o ataque oxidativo de peréxidos
oOu outros oxidantes, bem como contra a accdo toxica de compostos electrofilicos de
origem endégena ou exdgena, estd limitada e permite o desenvolvimento de um stress

oxidativo, que poderd afectar os diversos componentes do eritrécito, nomeadamente a




39

hemoglobina (Kondo er al., 1982; DeFlora et al., 1985; LaBelle et al., 1986; Sharma
et al., 1990).

A produgdo de NADH na célula senescente serd também mais reduzida, limitando a
acg¢do da enzima meta-hemoglobina redutase principal e, por consequéncia, a manutengio
da hemoglobina no estado funcional.

Como se referiu, a célula senescente é habitualmente mais densa e de menor
volume. A densidade € predominantemente determinada pela concentragdo hemoglobinica
do eritrécito. O conteido em hemoglobina mantém-se ao lon go da vida embora, segundo
alguns autores, possa ocorrer perda de hemoglobina no decurso de fragmentagdo celular.
A concentragdo de hemoglobina serd, portanto, determinada pelo contetido hidrico da
c€lula, que € regulado pela concentragdo intracelular de Na* e K+. As células senescentes
cont®ém menos K+ e Nat que as células mais jovens, o que parece resultar de uma maior
porosidade da membrana aos catides (Clark, 1988) e, a semelhanga das eritropatias de
membrana, desenvolve-se um stress metabélico que pode originar ou contribuir para a

deplecdo energética e metabdlica da célula.

2.2.1.2.- Variagdes na Glicélise pela Via das Hexoses Monofosfato.

A via das hexoses monofosfato, apesar de representar apenas 10% do metabolismo
eritrocitdrio, € de extraordindria importancia como defesa anti-oxidante, por constituir a
tinica fonte de NADPH na célula.

A enzima chave deste metabolismo é a G6PD, cuja actividade no eritrécito maduro e
em condigdes fisioldgicas, € reguldvel pelo nivel de NADPH disponivel na célula. Nestas
condigdes, no eritréeito maduro normal, a G6PD apresenta uma actividade que € cerca de
1% da sua capacidade madxima (Rosemeyer, 1987) e, portanto, ndo constitui um factor
limitante da via das HMF na medida em que possui capacidade para operar a um ritmo
superior em situagdes de stress oxidativo (Gaetani et al., 1974). Ou seja, gerando-se
uma situagdo de stress oxidativo no eritrécito, a G6PD aumenta a sua actividade
enzimadtica, no sentido de repdr os niveis de NADPH e proteger a célula contra o ataque
oxidante. A estimula¢do da via das HMF far-se-4 em prejuizo da via de Embden
Meyerhof. O aumento da glicélise conduzird a uma redugdo de glucose-6-fosfato, cujos
niveis regulam em conjunto com a hexocinase a utilizagdo da glucose. Este mecanismo
regulador da utilizagdo de glucose é muito importante se pensarmos que em casos de
hiperglicemia a auséncia de um factor inibidor levaria a hidrélise descontrolada do ATP. A

intensidade da estimulagdo € fungio do agente oxidante e da sua concentragio (Davidson



etal., 1972).

Nas células senescentes, a G6PD apresenta uma actividade reduzida €, mais

importante, uma capacidade de resposta ao stress oxidativo bastante inferior ao das
células mais jovens (Ouwerkerk et al., 1989).

A importincia da G6PD na resposta a uma situagio de stress oxidativo € bem
evidenciada pelo quadro hemolitico desenvolvido pelos individuos portadores de uma
deficiéncia em G6PD.

Os factores que afectam a via das HMF em geral e a actividade da sua enzima chave,
a G6PD, em particular, sdo ainda hoje objecto de estudo, que se afigura, alids, de grande
importincia para o esclarecimento do metabolismo nos eritrécitos normais e naqueles
portadores de enzimopatias hereditdrias. A importincia da G6PD prende-se com o facto
de a sua deficiéncia comprometer todo 0 metabolismo pela via das HMF e de representar a
eritroenzimopatia de maior prevaléncia mundial, afectando cerca de 100 milhdes de
pessoas. A grande maioria dos individuos portadores deste trago genético sio
assintomdticos e frequentemente desconhecem a sua existéncia até a0 momento em que se
desencadeia uma crise hemolitica. Este facto demonstra que na maioria dos casos a enzima
deficiente operando com uma actividade muito préxima da sua capacidade mdxima,
consegue manter niveis compativeis com a viabilidade celular. Todavia, “falham” quando
sujeitos a um stress oxidativo, dada a incapacidade de aumentar a actividade da G6PD.

As crises hemoliticas, t€m origem em modificagdes eritrocitdrias, determinadas por
agentes oxidantes extra-corpusculares. A crise hemolitica aguda pode ser desencadeada
por medicamentos ou agentes quimicos, ingestio de favas, acidose diabética ou ainda por
infec¢des ou viroses (Luzzatto, 1975; Luzzatto ef al., 1985). O ponto comum a estes
diversos agentes desencadeadores da crise hemolitica € o stress oxidativo criado no
interior do eritrécito, o qual se deve a formagdo ou difusdo de formas activas de oxigénio,
que se acumulam na célula, af exercendo a sua acgdo oxidante sobre diferentes
constituintes eritrocitdrios.

Nos deficientes em G6PD a ac¢io oxidantede medicamentos e agentes quimicos no
despoletamento de crises hemoliticas significativas, € atribuida aos respectivos
metabolitos, em face da dificuldade de demonstrar in vitro as modifica¢des eritrocitdrias
observadas in vivo (Beutler, 1984b). De forma semelhante, os responsdveis pela crise
hemolitica no favismo sdo metabolitos de alguns constituintes da fava, apesar da
controvérsia relativamente a natureza desses principios activos (Arese, 1982).

Alteragdes do pH sanguineo e dos niveis de glucose e piruvato sdo provavelmente
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as responsdveis pela crise hemolitica em caso de acidose diabética, por estimularem a via
das HMF em prejuizo da via de EM (Saeed et al., 1982).

As crises hemoliticas desencadeadas por infec¢des e viroses envolvem
frequentemente Salmonelas, Escherichia coli, Estreptocos B-hemoliticos, Riquetsias,
virus influenza A e virus da hepatite. Nos processos infecciosos e nas viroses
desenvolve-se no eritrécito um stress oxidativo, que se deve a difusdo de peréxido de
hidrogénio através da membrana do eritrécito, o qual tem origem na activagio dos
neutrofilos, decorrente do processo infeccioso. De facto, eritrécitos deficientes em G6PD,
quando incubados in vitro na presenga de granuldcitos e particulas de ldtex, sofrem uma
redugdo nos niveis de GSH e do tempo de vida. Esta alteragdo nio se verifica por
incubagdo dos eritrécitos com granuldeitos em “repouso”, isto €, sem activagio, ou ainda
por incubagdo de eritrécitos normais com granulécitos e particulas de ldtex. Estas
observagdes evidenciam a acg¢do do peréxido de hidrogénio, produzido pelos neutréfilos
durante o processo de activagdo para fagocitose das particulas de ldtex, sobre o eritrécito
(Luzzatto, 1975).

Considerando o que ocorre em caso de stress oxidativo na deficiéncia em G6PD e
ainda nas c€lulas senescentes, com uma actividade enzimitica inferior e uma capacidade
limitada de resposta ao stress oxidativo, é razodvel pensarmos que as células senescentes
sdo passiveis de remogdo precoce em caso de stress oxidativo e, ainda, que a restante
populagdo eritrocitdria, embora capaz de ultrapassar a “crise”, sofrerd e acumulard
modificagdes que poderdo abreviar a sua longevidade. Da mesma forma, situacdes que
associem activagdo de neutréfilos determinariio um envelhecimento precoce da populagdo
eritrocitdria.

Apesar da reconhecida capacidade de sintese de GSH pelo eritrécito, o metabolismo
do glutatido € também sensivel a qualquer modifica¢do do metabolismo pela via das HMF.
Uma prolongada exposi¢do do eritrécito a reduzidos niveis de GSH foi jd associada a
lesdes de natureza oxidativa da membrana eritrocitdria, com redugdo da sua estabilidade
(Johnson et al., 1994).

2.2.2.- Modificagbes na Membrana Eritrocitdria.

As modifica¢des a nivel da membrana decorrentes do processo de senescéncia
surgem na sequéncia da deterioragdo dos processos metabdlicos e ainda por lesdo
mecdnica, que serd exacerbada logo que a capacidade de deformabilidade do eritrécito seja

também limitada. O stress oxidativo opera alteragdes na membrana, cuja natureza e
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extensdo constituicrh um tema actual € extremamente controverso.

Virios trabalhos evidenciam modificagées a nivel da membrana no que se refere ao
contetddo em lipidos, glicoproteinas e outras proteinas € ao nimero de cargas negativas
(Winterbourn et al., 1970; Clark, 1988; Herrmann et al., 1990).

A membrana apresenta uma redugdo em fosfolipidos e colesterol e ainda uma
redugdo em dcido sidlico, responsdvel pela carga negativa da célula (Schlepper-Schafer ez
al., 1983). Estas modifica¢des parecem resultar da perda de drea de superficie que se
observa nas células senescentes, j4 que as propor¢des dos diversos componentes
apresentam valores praticamente constantes (Clark, 1988). No que respeita aos
fosfolipidos, embora as propor¢des se mantenham h4, todavia, uma alteracdo na
assimetria lipidica, com exterioriza¢do dos aminofosfolipidos fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina, provavelmente decorrente de uma alteragdo no processo de interiorizagio
dos mesmos (Herrmann ez al., 1990; Connor et al., 1994).

O mecanismo subjacente 2 perda de pequenas porg¢des de membrana nio estd ainda
perfeitamente esclarecido, embora o bago parega ter um papel crucial. De facto, individuos
esplenectomizados apresentam, relativamente aos ndo esplenectomizados, eritrécitos de
volume superior € um aumento no contetido lipidico da membrana, em paralelo com o
aparecimento de pequenos “pits”, com aspecto de vactiolos ou inclusdes, que aumentam
em ndmero a medida que a célula envelhece em circulagdo. Este facto indicia, portanto, o
envolvimento do bago na remogéo dos “pits”, a qual € provavelmente acompanhada de

perdas de membrana ou de sequestragio e remogdo eritrocitdria.

2.2.2.1. - Por Deplegdo Metabdlica do Eritrécito Senescente.

A redugdo dos niveis de ATP ¢ GSH, decorrentes do processo natural de
senescéncia, ou de desequilibrio metabdlico em caso de stress oxidativo, € acompanhado
por um decréscimo da actividade dos sistemas de defesa anti-oxidante e da actividade das
enzimas de membrana dependentes do ATP - ATPases. Gera-se um desequilibrio
electrolitico na célula, com diminui¢do de K+ e Na* intracelular, que determinardo um
menor contetido hidrico na célula, que se torna mais densa, com uma viscosidade interna
acrescida e, por consequéncia, com uma capacidade de deformabilidade reduzida. A
CHGM do eritrécito € ja tdo elevada que um pequeno aumento, por redugdo da dgua
intracelular, determina um aumento substancial da viscosidade interna.

A lesdo oxidativa de constituintes da membrana de eritrécitos depletados em ATP ou

em GSH, ou ainda em ambos, é fungdo do tipo de agente oxidante, da sua concentracio e
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dos seus alvos preferenciais ou ocasionais. O stress oxidativo criado por deterioragdo
metabolica ou por acgdo de agentes exdgenos determinam modificagdes oxidativas da
membrana de natureza diversa. Coetzer er al. (1980) mostrou que eritrécitos depletados
em GSH (amostras de individuos deficientes em G6PD), com niveis normais de ATP,
apresentam agregac¢do de proteinas da membrana, resultante da formagdo de pontes
dissulfureto entre diferentes proteinas da membrana, como a espectrina, globina, banda 3
¢ outras proteinas, provavelmente citoplasmadticas. A deplecdo concomitante em GSH e
ATP conduz também a formagdo destes agregados, mas, segundo o autor, a deple¢do nos
niveis de ATP ndo & obrigatéria para que ocorra a referida agregacdo. Coetzer mostrou
ainda que sob a acgdo de um agente oxidante exégeno, a acetilfenil hidrazina, as células
depletadas em GSH, mas ndo em ATP, apresentavam também agregacao proteica, mas a
natureza destes agregados era distinta daqueles obtidos por acgdo de oxidantes de origem
intracorpuscular. Estes tinham como principal constituinte a globina, apresentando ainda
pequenas quantidades de espectrina e banda 3. Segundo este autor o tamanho e frequéncia
da agregagdo € fun¢do do nimero de colisdes entre os grupos tiol das protefnas e a
concentragdo do oxidante € do GSH. O ATP poderd desempenhar o papel de regulador da
mobilidade das proteinas da membrana e ndo de preservagdo da interacgido estdvel das
proteinas da membrana.

A concentragio de cdlcio intracelular ndo apresenta variagoes significativas, apesar
de a actividade da enzima Ca**ATPase apresentar valores progressivamente mais baixos,
por senescéncia. Todavia, por acgdo de um agente oxidante exogeno observa-se jd em
paralelo com um decréscimo de actividade da enzima, um aumento do Ca*t intracelular
(DeFlora er al., 1985).

O stress metabélico por deple¢io em ATP é acompanhado de um aumento na
capacidade de ligagao de IgG's 2 membrana eritrocitaria. Este ponto € todavia controverso
€ pode estar associado a modificagdes que ocorrem a nivel da membrana e que, traduzindo

a deple¢ao metabdlica, determinam a ligagdo dos anticorpos a membrana (Muller ez al.,
1983).

2.2.2.2.- Por Lesdo Oxidativa.

A natureza e origem das lesdes oxidativas da membrana do eritrécito circulante, pela
sua diversidade e inconsisténcia sdo controversas e pouco esclarecidas. Um dos motivos
provdveis para o desenvolvimento e acumulagdo de lesdes oxidativas € a redugdo na

actividade dos sistemas de defesa anti-oxidante e/ou da capacidade de resposta perante
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uma situagdo de stress oxidativo. A diversidade e inconsisténcia das observacdes nesta
drea estd relacionada com o agente oxidante - concentragdo, tempo de actuagao, poder
oxidante, localizag@o - e com o estado metabdlico do eritrécito ou, mais precisamente,
com a actividade e capacidade de resposta dos seus sistemas de defesa anti-oxidante. Um
eritrécito senescente ou com um sistema anti-oxidante limitado é sempre uma célula mais
vulnerdvel que um eritrécito normal. E, mesmo no caso de eritrécitos normais é razodvel
pensar que, sendo as enzimas envolvidas naqueles sistemas, de localizagio
citoplasmdtica, podem ndo impedir cabalmente lesdes oxidativas a nivel da membrana,
quando o oxidante € libertado nas proximidades desta.

Embora o eritrécito dependa predominantemente dos seus sistemas de defesa anti-
oxidante na prevengdo de lesdes oxidativas da membrana, existem também nesta proteases
que podem reconhecer e degradar proteinas oxidadas, incluindo a hemoglobina. (Fagan
et al., 1986). Os reticulécitos possuem um sistema de protedlise para degradagdo de
proteinas de estrutura alterada, dependente do ATP. Este sistema, também responsdvel
pela eliminagio programada de vdrias protefnas, no decurso do processo de maturagao
reticulocitdria, estd ausente no eritrécito (Fagan er al., 1986). Nos reticuldcitos e
eritr6eitos maduros actua um outro sistema proteolitico independente do ATP e que estd
envolvido na degradagdo de proteinas alteradas por oxidagdo (Davies, 1987a). O
desenvolvimento de polimeros de elevado peso molecular de natureza oxidativa na
membrana, pode resultar de uma capacidade limitada deste sistema, para a sua remogao
proteolitica, ou de um ritmo oxidativo tal que aquele sistema proteolitico seja incapaz de o
acompanhar.

O eritréeito maduro pela sua especializagio no transporte de oxigénio € uma célula
equipada de um mecanismo de defesa anti-oxidante, o qual, em determinadas
circunstdncias, pode tornar-se vulnerdvel i ac¢do oxidativa do oxigénio molecular. O
estudo de células senescentes tem, de facto, evidenciado a existéncia de lesdes
cumulativas de natureza oxidativa (Clark, 1988; Jain, 1988; Lutz, 1990; Kannan et al.,
1991). A meta-hemoglobina aumenta progressivamente com a idade celular e,
paralelamente, verifica-se uma redugio de GSH e um aumento em glutatido oxidado
(Imanishi, 1985). A desnaturagdo de hemoglobina &, alids, frequente em determinadas
patologias associadas com stress oxidativo, por incapacidade dos mecanismos redutores
(deficiéncia em G6PD e glutatido peroxidase), com envelhecimento celular acelerado e
com hemoglobinopatias caracterizadas por instabilidade da hemoglobina (Flynn ez al.,
1983). Nestes casos, a hemoglobina desnaturada é visivel sob a forma de inclusdes

eritrocitdrias, designadas por corpos de Heinz, de localizagdo membranar. A hemoglobina
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oxidada a meta-hemoglobina, sofre pequenos rearranjos estruturais que podem levar a
formagdo de hemicromos reversiveis ou, prosseguindo a desnaturagio, a hemicromos
irreversiveis que irdo constituir o nicleo para a formacio de corpos de Heinz. Os
hemicromos, ao contrério dos seus precursores apresentam uma elevada afinidade para o
dominio citoplasmadtico da banda 3, formando um copolimero reversivel, mas insolivel,
que se amplifica rapidamente, atingindo dimensdes macromoleculares (Waugh ez al.,
1985; Waugh et al., 1987; Kannan er al., 1988). A formagio de um precipitado, que se
observa por adi¢do de hemicromos a banda 3, em tubo, traduz-se, nos eritrécitos, por
acumulagio de hemicromos, os quais promovem a agregagio de banda 3 na membrana. A
maior frequéncia de corpos de Heinz em individuos esplenectomizados mostra que a sua
formagdo estd relacionada com o processo de envelhecimento e remogio eritrocitdria.

A desnaturagdo da hemoglobina , como j4 foi referido, pode surgir na sequéncia da
formagéo de radicais activos de oxigénio que, ndo sendo convertidos e eliminados sob a
forma de dgua, por ac¢do do metabolismo do glutatiio que nas células senescentes e em
determinadas eritropatias estd comprometido, conduzem a formagio de outros radicais de
poder oxidante superior. A lesdo oxidativa é observada nido sé a nivel da hemoglobina,
como também a nivel dos lipidos e proteinas da membrana (Kannan ez al., 1991).

O aumento do sulf6xido de metionina na membrana de eritrécitos densos € outro
sinal de lesdo oxidativa da membrana e constitui um precoce marcador de senescéncia
(Brovelli et al., 1991; Castellana et al., 1992). De facto, a concentragdo de sulféxido de
metionina da membrana de eritréeitos jovens € significativamente diferente da apresentada
pelos eritrécitos de meia-idade; entre estes e os eritrécitos mais densos nio ha, todavia,
diferenga significativa. A oxidagdo da metionina inicia-se, portanto, muito cedo na vida do
eritrécito circulante, mantendo um valor mais ou menos constante a partir de um
determinado perfodo da vida da célula. Uma explicagdo possivel para este facto pode ser a
degradagdo das protefnas altamente oxidadas ou, ainda, a sua remogdo no decurso do
processo de fragmentagdo da membrana, que sabemos ocorrer ao longo da vida da célula.
A considerar-se esta tltima hipétese, a oxidagdo da metionina pode constitufr também um
marcador de fragmentacéo eritrocitdria (Brovelli ez al., 1991).

O metabolismo do glutatido permite ao eritrécito manter os grupos tiol no estado
reduzido. Todavia, a disfun¢do metabdlica que acompanha o processo de senescéncia,
torna os grupos tiol das proteinas da membrana susceptiveis a oxidagdo. De facto, as
células senescentes apresentam uma reducio dos grupos tiol em diferentes proteinas da

membrana - banda 3, banda 4.1 ¢ banda 4.2 - e, em paralelo com a lesdo oxidativa,



46

apresentam alteragdes conformacionais € o aparecimento de novas bandas, de elevado
peso molecular, nos electroforetogramas (Brovelli ez al., 1991).

Sdo muitos os trabalhos feitos in vitro, com o objectivo de estudar a ac¢do de
diferentes oxidantes, em diferentes condig¢des, sobre eritrécitos normais, senescentes ou
com determinadas patologias, por forma a explicar ou clarificar o processo de senescéncia
¢ de lesdo oxidativa da membrana eritrocitdria. Os agentes oxidantes podem actuar
directamente sobre as proteinas da membrana, alterando a sua estrutura e tornando-as
susceptiveis & degradagdo ou agregacdo, ou, alternativamente, a oxidacgdo lipidica
determinada pelos agentes oxidantes pode conduzir & formagdo de radicais lipidicos, como
dienos conjugados, hidroper6xidos ou malonildialdeido, capazes de promover também
modifica¢des oxidativas nas proteinas da membrana eritrocitdria (Davies, 1987a; Davies,
1987b; Beppu et al., 1990).

Os sistemas produtores de formas activas de oxigénio no eritrécito, tém merecido
especial atengdo, dada a produgdo continua de formas activas de oxigénio no eritrécito,
nomeadamente por autoxidagdo da hemoglobina. Genericamente, podem salientar-se
como modificagdes mais consistentes, impostas por estes sistemas, a reducdo dos
sistemas de defesa anti-oxidante do eritrécito (GSH ¢ NADPH), a oxidagdo da
hemoglobina, protedlise, formagio de agregados de elevado peso molecular, inibi¢do das
enzimas envolvidas no transporte transmembranar (NatK+ATPases, Ca*tATPase),
lipoperoxidagdo, reducdo da capacidade de deformabilidade da membrana e da sua
estabilidade e hemolise (Dubbelman et al., 1977; Corry et al., 1980; Pfafferott er al.,
1982; Bates et al., 1984; Clark, 1988; Jain, 1988; Lutz, 1990; Chen et al., 1991;
Kannan et al., 1991; Rohn ez al., 1993).

Compostos quimicamente semelhantes podem ter efeitos distintos sobre o eritrécito.
O perdxido de hidrogénio, um peréxido hidrossoliivel, em concentragdes pré-hemoliticas,
determina modificagdes na permeabilidade ao K*, redugdo na capacidade de
deformabilidade da membrana, oxidagdo da hemoglobina e sua ligagdo 4 membrana e
lipoperoxidagdo (Chen er al., 1991). O t-butil hidroperéxido, um peréxido hidréfobo,
tem j4 um efeito diferente sobre o eritrécito. A sua acgdo sobre a permeabilidade catiénica
€ minima, assim como na deformabilidade da membrana, verificando-se, todavia, uma
redugdo na estabilidade da membrana. Efeitos tdo dispares, de compostos quimicamente
semelhantes, sobre o eritrécito, podem resultar de mecanismos e locais de acgdo também
dispares. De forma semelhante, sdo atribuidas aos radicais activos de oxigénio algumas

modificagbes menos consistentes e, por isso, controversas. Enquanto a exposi¢do dos
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eritrécitos ao hidroperéxido promove o “cross-linking” de proteinas, sem alteragio de
volume (Corry et al., 1980), a sua exposi¢do ao superdxido resulta em protedlise
acentuada e aumento do volume celular que, todavia, ndo se verificam em membranas
isoladas, evidenciando também a importancia da hemoglobina neste processo (Uyesaka
et al., 1992b). O aumento no volume celular pode resultar de um aumento da
permeabilidade da membrana, por alteragGes estruturais ou de degradagdo da banda 3;
observam-se também modifica¢des na forma dos eritréeitos, evoluindo de discécitos para
estomatocitos e, finalmente, esferdcitos.

Outro efeito da produgdo de formas activas de oxigénio no interior do eritrécito € a
lipoperoxidagdo. Os 4cidos gordos poli-insaturados sdo decompostos por um processo de
peroxidagdo directa ou indirecta de que resulta, como produto final, o malonildialdeido
(MDAj (Jain er al., 1980; Flynn er al., 1983; Sushil ez al., 1983; Duijn et al., 1984;
Hebbel et al., 1984; Clark, 1988). O MDA reage com o meio lipidico circundante mais
proximo, que no caso serdo os aminofosfolipidos do folheto interno da bicamada lipidica,
para formar um aducto lipidico, resultante do “cross-linking” de fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina com os grupos aldeido do MDA (Sushil et al., 1983; Jain, 1988), em
antecipagdo as bases de Schiff, que resultam da interac¢do do MDA com os grupos amina
das proteinas da membrana eritrocitiria. O MDA pode, para além destes produtos,
promover o “cross-linking” de protefnas por pontes dissulfureto, com eventual formagio
de agregados irreversiveis de elevado peso molecular (Jain et al., 1980). Estas
modificagdes t€ém também sido referidas, embora de uma forma inconsistente, na
membrana de eritrécitos senescentes, com enzimopatias, com esferocitose ou com
hemoglobinas instdveis (Flynn er al., 1983; Giuliani er al., 1993). Estas altera¢oes
intensificam-se nos individuos esplenectomizados, o que evidencia o seu envolvimento no
processo de remogdo eritrocitdria. O aumento observado na peroxidagdo lipidica da
membrana, sugere que alguns dos constituintes anti-oxidantes da membrana eritrocitdria
possa estar depletado. A vitamina E € um destes anti-oxidantes e o seu valor estd reduzido
nas células senescentes, mais densas.

A peroxidagdo de dcidos gordos insaturados altera as propriedades fisico-quimicas
da membrana eritrocitdria, em consequéncia das modifica¢des lipidicas e proteicas que a
acompanham, determinando rigidificagdo da bicamada lipidica, estimulagdo dos
movimentos verticais dos fosfolipidos, com exteriorizagdo dos aminofosfolipidos
(Herrmann et al., 1990; Connor er al., 1994) e, eventualmente, modifica¢des funcionais

das estruturas envolvidas na lesiio oxidativa.
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Se existe controvérsia quanto a natureza e origem das lesdes oxidativas da
membrana do eritrécito senescente, também ela existe no que se refere ao impacto destas
modifica¢cdes na morfologia, deformabilidade, viabilidade e longevidade da célula.
Segundo alguns, as lesdes oxidativas sdo acompanhadas de desestabilizagdo da
membrana, a qual se traduz numa reducio da sua capacidade de deformabilidade, aumento
da fragilidade osmética, predisposi¢do para a fragmentagdo, para a remogio e
eventualmente para uma longevidade abreviada (Johnson ez al., 1994),

O impacto da ac¢do de um oxidante sobre o eritrécito dependerd nao sé dos
multiplos mecanismos de defesa anti-oxidante existentes na célula e que poderdo proteger
diferentes componentes da mesma, mas também de outros factores, nomeadamente o tipo
de oxidante, a sua concentragdo, as concentragées dos diferentes componentes celulares,

etc.

2.2.2.2.1.- Por Lesao Oxidativa da Banda 3.

O tratamento de eritrécitos jovens com agentes oxidantes, como a fenilhidrazina e o
“acridine orange”, promovem a agregacdo da banda 3 (Low et al., 1985; Low, 1991). O
processo de oxidagdo pela fenilhidrazina inicia-se com a desnatura¢do da hemoglobina e
formagao de hemicromos que t&€m uma grande afinidade para o dominio citoplasmético da
banda 3 (Waugh er al.,, 1985). A associagio dos hemicromos com o dominio
citoplasmdtico da banda 3 desencadeia a propagagido da reacgdo, com formagio de
copolimeros de elevado peso molecular, os quais sdo reconhecidos por auto-anticorpos
anti-banda 3. O “acridine orange”, sendo um oxidante lipofilico, ndo actua sobre a
hemoglobina, mas somente sobre os constituintes da membrana eritrocitdria. Todavia,
promove igualmente a agregacdo irreversivel da banda 3, a que se segue também o
reconhecimento e ligag@o por auto-anticorpos; demonstra-se desta forma o envolvimento
da banda 3 modificada, independentementeo da desnatura¢do da hemoglobina, na liga¢do
de auto-anticorpos a membrana eritrocitdria. Estudos microscOpicos por
imunofluorescéncia e estudos por “immunoblotting” dos eritrdcitos tratados com
oxidantes corroborou este envolvimento, mostrando uma localizac¢do sobreponivel dos
anticorpos, dos agregados de banda 3 e dos corpos de Heinz (Low er al., 1985; Schluter
et al., 1986; McPherson er al., 1992). Os agregados de hemoglobina desnaturada ou de
hemicromos com banda 3 sdo caracteristicos de eritrécitos senescentes, eritrécitos
deficientes em G6PD, eritrécitos com um sistema de defesa anti-oxidante reduzido ou

ainda em eritrécitos com hemoglobinas instdveis (Jain er al., 1980; Flynn et al., 1983;



Bates er al., 1984; Kannan et al., 1991; Giulliani et al., 1993; Johnson er al., 1994).

Para além deste aspecto imunolégico, a agregagdo de banda 3, por desnaturagdo da
hemoglobina, tem ainda outras consequéncias adversas. A presenca de corpos de Heinz
no eritrécito determina a remogao esplénica da inclusdo, acompanhada de fragmentacdo
eritrocitdria, reducdo de volume, alteracdo da forma do eritrécito, das suas propriedades
fisicas e eventualmente da remogdo da prépria c€lula. Por outro lado, sendo a banda 3 o
principal ponto de ligagdo do citosqueleto com a bicamada lipidica, qualquer modificagdo
na distribui¢do da banda 3 pode causar um desequilibrio da estrutura da membrana. A
mobiliza¢do lateral da banda 3, decorrente da agregacdo, poderd até criar dreas
estritamente lipidicas na membrana, favorecendo a vesiculagdo da membrana (Tsuji er al.,

1986; Liu et al., 1991).

2.2.2.3.- Por Protedlise.

A membrana eritrocitdria da célula senescente apresenta lesdes de natureza
proteolitica. Ao contrdrio dos processos de lipoperoxidagdo e hemdlise, a protedlise
inicia-se rapidamente, apés exposicdo a radicais livres; a semelhanga da liperoxidagao,
processa-se duma forma linear em fung¢io do tempo e da concentragdo do agente oxidante,
o que sugere que o processo de protedlise e de peroxidagdo lipidica pelos radicais livres,
apesar de se processarem por mecanismos diferentes, possam ter uma interligacgdo. E
mesmo possivel que a producdo dos radicais livres no metabolismo normal eritrocitdrio
tenha uma fungao fisioldgica no despoletamento da degradagao de proteinas modificadas
ou de enzimas nocivas para a célula (Davies 1987a; Davies et al., 1987b).

O mecanismo € a natureza das proteases envolvidas na degradagdo de proteinas da
membrana eritrocitdria € ainda obscuro. Todavia, as alteragdes proteoliticas da membrana
sdo de especial importincia por se relacionarem com o desenvolvimento do neoantigénio
de senescéncia (Kay, 1984; Low er al., 1985; Lutz, 1990), responsdvel pela ligagdo de
anticorpos, presentes no plasma. Essa ligacdo serd reconhecida pelos macréfagos que, em
conjunto com o complemento, procedem a remocdo da célula por fagocitose. Os
macréfagos sdo células do sistema fagocitico, responsdveis pela remog¢do de eritrécitos
senescentes, € também uma importante fonte de formas activas de oxigénio € proteases. E
pois razodvel que um eritrocito, que sofreu repetidamente nos sinusdides, a nivel
esplénico, hepdtico e da medula éssea, a acgdo de proteases, acumule e apresente
modificagdes proteoliticas que se acentuardo ao longo da sua vida. De facto, em eritrécitos

ainda jovens, mas com eritropatia de membrana, acompanhada de reduzida capacidade de
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deformabilidade, cuja passagem nos sinusdides se faz mais lentamente, apresentam ja
essas modificagdes (Gaczinska er al., 1987; Gaczinska et al., 1991).

Os anticorpos isolados nos eritrécitos mais densos foram relacionados
imunoldgicamente com a banda 3 e com polipeptidos de menor peso molecular
(Czerwinki et al., 1988). Todavia, o tratamento de eritrécitos normais com diferentes
enzimas proteoliticas, por si s6, ndo induz a ligagdo de anticorpos isolados de células
densas, 0 que evidencia a associa¢do das modificagdes proteoliticas da banda 3 a outro(s)
evento(s) eritrocitdrios, a nivel da composi¢gdo € estrutura da membrana e/ou do
citoplasma (Clark, 1988). Estudos feitos por Gaczynska et al. (1987, 1991) mostram
que a susceptibilidade das proteinas da membrana eritrocitdria a proteélise, é fungio da
composi¢do € estrutura das proteinas constituintes da membrana, da actividade das
proteases de membrana e da idade da célula . A acgdo proteolitica de proteases
extracelulares parece ser diferente daquela apresentada pelas endoproteases, o que estard
provavelmente relacionado com uma maior ou menor acessibilidade das proteinas as
proteases (Gaczynska, 1989).

Czerwinki et al., (1988) prepararam no rato um anticorpo monoclonal designado
por BIIL.136, dirigido para um epitopo de aproximadamente 20 Kd, localizado no
terminal amina do dominio citoplasmético da banda 3. Este anticorpo detecta com grande
sensibilidade os polipeptidos que contém esse epitopo, permitindo o estudo proteolitico da
banda 3 in vivo e in vitro. Reconhece a banda 3, trés grupos de polipeptidos de 55-60
Kd, 38-42 Kd e 21-26 Kd, habitualmente designados, para simplificagio da linguagem,
por 60 Kd, 40 Kd e 20 Kd, respectivamente, e, ainda, agregados de banda 3 ou dos
respectivos polipeptidos de menor peso molecular. Os fragmentos 40 Kd ¢ 20 Kd
resultam da protedlise da banda 3 pelo lado citoplasmdtico da membrana, enquanto que o
de 60 Kd resulta de protedlise da banda 3 a nivel da superficie celular plasmdtica (Steck
et al., 1976; Morrison er al., 1985; Jennings et al., 1986). A heterogeneidade da banda
3, bem evidenciada nas bandas difusas obtidas por SDS-PAGE, é atribuida 3 diferenca de
tamanho das cadeias de hidratos de carbono, embora outros sugiram também diferengas
estruturais na cadeia polipeptidica (Low, 1986). A diversidade no tamanho dos
fragmentos proteoliticos evidencia ,pois, a heterogeneidade na estrutura primdria da
proteina banda 3.

Os fragmentos polipeptidicos da banda 3 foram j4 detectados em membranas
eritrocitdrias como produtos de protedlise in vivo, como produtos de autélise da

membrana por ac¢do de endoproteases (Golovtchenko er al., 1982) e como produtos da
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| acgdo proteolitica de diferentes proteases como a tripsina, quimotripsina, pronase, elastase
do neutrdfilo etc. (Morrison et al., 1985; Claster ez al., 1986; Czerwinski et al., 1988).
| A protedlise da banda 3 in vivo poderd determinar a exposi¢do do local antigénico
designado por neoantigénio de senescéncia (Kay er al., 1983; Kay, 1984). A degradagio
da banda 3, por permitir uma melhor movimentagdo lateral da proteina na membrana,
1 facilita a polimerizagdo da banda 3 (Tsuji er al., 1986) e a agregacdo da proteina
| permitird, por sua vez, uma ligagdo bivalente dos anticorpos, a qual ndo era possivel
| anteriormente (Lutz ez al., 1987; Lutz et al., 1991; Lutz 1992a). De facto, o processo de
senescéncia eritrocitdrio € acompanhado de agregacdo da banda 3, a qual parece iniciar os
processos imunoldgicos conducentes a remogdo por fagocitose (Schluchter et al., 1986;
Lutz, 1990; Kay, 1991; Low, 1991; Lutz, 1992a).

2.2.3. - Variagdes nas Propriedades Fisicas.

As diversas lesdes bioquimicas que o eritrdcito circulante sofre e acumula ao longo
da sua vida, determinam altera¢des fisicas na célula, nomeadamente, aumento da
densidade e da fragilidade osmética e mecénica e redugdo da capacidade de
deformabilidade.

A viscosidade intracelular acrescida e a redugdo da drea de superficie do eritrécito
senescente, limitam a capacidade de deformabilidade ¢ de elongacdo da célula (Nash et al.,
1993; Bosch et al., 1994). Inicialmente pensava-se que a perda de deformabilidade se
devia a uma maior rigidez da membrana, todavia, estudos posteriores mostraram que esta
se deve predominantemente ao aumento da viscosidade interna (Nash et al., 1993). A
perda de deformabilidade determina uma circulagio mais lenta da célula através de vasos
sanguineos de pequeno didmetro, como por exemplo no bago, ou mesmo a sua
sequestragdo se ndo conseguir deformar-se por forma a conseguir atravessd-los (Uyesaka
et al., 1992a). Esta perda de capacidade de deformabilidade, torna, portanto, o eritrécito
susceptivel de sequestragdo no bago e outros 6rgdos. Em determinadas doengas
hemoliticas, tais como, esferocitose, eliptocitose, doenga das células falsiformes e
anemias imuno-hemoliticas, a rigidez da membrana eritrocitédria dificulta ou impede a
passagem da célula através dos sinuséides esplénicos. A estase eritrocitdria a nivel
esplénico, num ambiente deficiente em glucose e de pH baixo, compromete a actividade
metabdlica do eritrécito e provoca a diminui¢do dos niveis de ATP e a faléncia das
bombas catiénicas, de que resulta a perda de K+ e a instabilidade da membrana. Acresce

que nestas patologias a c€lula estd jd sob stress metabdlico, devido a um aumento da
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permeabilidade passiva ao Na+ e K+ ou a altera¢Ges na composi¢do ou estrutura da
membrana, que torna essas células particularmente sensiveis a estase a nivel esplénico.
Também o contacto prolongado com os macréfagos activados, de elevado poder oxidante
e proteolitico, acentuard o stress metabdlico da célula e, por consequéncia, a deplecdo de
K+, podendo ainda promover modificagdes oxidativas e proteoliticas nas proteinas da
membrana € nas protefnas citoplasmdticas. Passagens consecutivas destas células na
circulagdo esplénica poderdo determinar modifica¢des cumulativas no eritrécito, até ao
momento em que a c€lula, atravessando a circulagdo esplénica, € reconhecida como
senescente, sendo entdo sequestrada e destruida.

As propriedades da membrana, no que se refere a sua composicio e estrutura, sio
também importantes para a definigdo da elasticidade ou de deformabilidade do eritréeito.
A elasticidade da membrana assegura a deformagdo do eritrécito, quando sob a acgio de
uma forga, e a recuperagdo da forma inicial, logo que cesse a mesma. A estabilidade da
membrana refere-se a capacidade de deformabilidade sem rotura estrutural da membrana,
isto €, sem fragmentagdo. Tanto a elasticidade da membrana como a sua estabilidade
dependem das proteinas estruturais subjacentes & bicamada lipidica. Todavia, parecem ser
determinadas por diferentes aspectos da estrutura proteica (Chasis et al., 1986). A
estabilidade da membrana depende essencialmente da integridade do citosqueleto,
enquanto a elasticidade se relaciona primordialmente com perturbagdes estruturais e na
interacgdo da espectrina com outras protefnas da membrana eritrocitdria. Estudos feitos
sobre a relagdo entre alteragdes hereditdrias na estrutura e composicio das proteinas do
citosqueleto, com elasticidade e estabilidade da membrana mostraram que, por si 56, ndo
esclareciam € ndo eram coerentes com as observacdes referidas sobre o comportamento
das respectivas membranas. A forte correlagio entre a densidade da espectrina,
relativamente a banda 3, com a elasticidade da membrana e ainda o facto de uma redugdo
rotacional e translaccional da banda 3 na membrana, observada na variante desta proteina,
determinar uma redugfo na elasticidade e estabilidade da membrana, gerou controvérsia
quanto ao papel das proteinas integrais nestas propriedades da membrana. A mobilidade
reduzida da banda 3, possivelmente do seu N-terminal citoplasmdtico, inibe 0 movimento
da molécula de espectrina, determinando a rigidez observada na membrana (Schofield et
al., 1992). Contudo, a deficiéncia em glicoforina C outra protefna integral associada ao
citosqueleto ndo determina rigidez na membrana.

Virias modificagdes fisicas e quimicas foram induzidas na membrana eritrocitria,

no sentido de avaliar o seu efeito na elasticidade e estabilidade da membrana. Induziu-se o
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“cross-linking” de proteinas, quer especificamente sobre as moléculas de espectrina, quer
sobre protefnas em geral e as modificagdes oxidativas mostraram algum impacto sobre a
elasticidade da membrana, nomeadamente a formagdo de pontes dissulfureto por ac¢io da
diamida ou com t-butil hidroperoxido (Corry et al., 1980) ou com radicais superdxido.
Em todos os casos se observou uma maior rigidez na membrana. A desnaturagdo e
agregacdo da espectrina por aquecimento ou acidez revelou um efeito semelhante sobre a
membrana.

A rigidificagdo da membrana por *“cross-linking” das suas proteinas € 16gica para
qualquer modelo cuja elasticidade dependa do movimento relativo entre as suas
moléculas. Todavia, o facto de a dissociag@o dos tetrdmeros de espectrina determinar uma
maior rigidez da membrana veio lancar controvérsia nesta drea e mostrou que a interacgio
das moléculas de espectrina e o seu impacto na elasticidade da membrana € mais
complexa. Posteriormente, foi também referido que a ligacdo de anticorpos 2 membrana
determinava um aumento da rigidez da membrana (Chasis et al., 1988). No caso da
glicoforina A, a sua ligagdo com o respectivo anticorpo anti-glicoforina A, induzia uma
redugdo da elasticidade da membrana devido a uma nova interacgdo entre o dominio
citoplasmdtico desta proteina, com o citosqueleto. Este trabalho constitufu mais uma
evidéncia de que a interac¢do de proteinas do citosqueleto com proteinas integrais podem
modular a elasticidade e estabilidade da membrana.

A deplecio metabdlica observada nas células senescentes tem também reflexo na
deformabilidade da célula. A deplegdo em ATP pode modificar a viscosidade interna, por
limitar a acgdo das ATPases, reguladoras da concentragio idnica intracelular; por limitar a
troca de fosfolipidos da membrana com o plasma e ainda o movimento de “flip-flop”
fosfolipidico; por limitar os processos de fosforilagdo como dador de fésforo; por limitar
a regulagdo de transglutaminases, etc. A deplecdo em GSH limitard os processos de
desintoxicag¢do da célula em produtos nocivos, nomeadamente em formas activas de
oxigénio.

As propriedades fisicas e quimicas da membrana, apesar de determinadas de uma
forma relevante pelas proteinas do citosqueleto, sdo também reflexo dos outros
componentes da membrana, de uma equilibrada interacgdo molecular entre os diferentes
constituintes da membrana e destes com o meio interno e externo e dos miltiplos

mecanismos metabdlicos do eritrécito.
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2.2.4. - Por Ligagdo de Auto-anticorpos.

Kay (1975) foi a primeira investigadora a mostrar que eritrécitos mais densos e
eritrécito envelhecidos in vitro, apresentam auto-anticorpos ligados  sua membrana, os
quais sd0 imunoglobulinas do tipo IgG. Mostrou ainda que a sua presenga promove, in
vitro, a fagocitose de eritréeitos senescentes, sugerindo o envolvimento destes anticorpos
no processo de remogdo eritrocitdria. Singer e al., (1986) mostrou, algum tempo depois,
que eritrécitos envelhecido in vivo, usando como modelo experimental o rato
hipertransfundido, apresentavam também auto-anticorpos ligados & sua membrana.
Referiu ainda a sua quase auséncia nas células jovens e corroborou o envolvimento destes
auto-anticorpos no processo de desencadeamento da eritrofagocitose pelos macrofagos.

O auto-anticorpo de senescéncia ndo € um anticorpo inespecifico ou citofilico, mas
sim uma IgG que se liga especificamente pela regido Fab 2 célula senescente e de uma
forma cumulativa (Khansari ez al.,, 1983). Um estudo in vitro, com macréfagos
esplénicos do rato e eritrécitos autélogos novos e velhos, mostrou que a fagocitose das
células jovens era praticamente nula (5%) e que a dos eritrécitos de meia-idade (23%) se
situa entre a destes e a dos eritrécitos senescentes (50%), o que sugere o desenvolvimento
do antigénio de senescéncia de uma forma cumulativa e que, s6 quando atingido um
determinado limiar, se desencadeia a fagocitose (Kay er al., 1991c).

Se a especificidade do auto-anticorpo foi rapidamente definida, o mesmo ndo se
pode afirmar relativamente & modificagdo que tem lu gar a nivel da membrana eritrocitdria
da célula e que determinard a ligagdo do auto-anticorpo. Esta modificagdo, por se observar
com maior predominéncia nas células senescentes e promover a ligagdo de auto-anticorpos
que marcam a c€lula para a morte, para remogdo fagocitica, tomou a designagdo de
neoantigénio de senescéncia.

A presenga e o papel do neoantigénio de senescéncia parece ndo se circunscrever a
remogdo fisiolGgica de eritrécitos senescentes. Em algumas anemias hemoliticas com
patologia associada a envelhecimento acelerado observa-se uma ligacdo exacerbada desses
auto-anticorpos (Hebbel er al., 1984; Green er al., 1985; Yuan er al., 1992). Também
no decorrer do armazenamento sanguineo e ainda em caso de lesdo oxidativa eritrocitiria
se observa uma maior interac¢o com os mesmos auto-anticorpos. Esta mesma interac¢do
€ observada nas outras células sanguineas, leucdcitos e plaquetas, e ainda em células
senescentes de outros tecidos (Kay, 1991a; Kay et al., 1991b).

A etiologia da modifica¢do celular determinante da ligagdo de auto-anticorpos

suscitou grande interesse e também controvérsia. Segundo alguns, a liga¢do de auto-
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anticorpos ¢ a fagocitose requeria o desaparecimento dos residuos terminais de dcido
sidlico das glicoproteinas da membrana eritrocitdria e subsequente exposi¢do dos
peniltimos residuos, de galactose (Galili ez al., 1986; Beppu et al., 1992). A natureza
do neoantigénio de senescéncia ficou definitamente esclarecida em 1981 por Kay, que
isola o auto-anticorpo ligado & membrana de eritrécitos senescentes, por cromatografia de
afinidade. Da elui¢@o da coluna obteve, para além da IgG, um polipeptido com um peso
molecular aproximado de 62 Kd, migrando na regido da proteina 4.5 ou, mais
precisamente, um sialoglicopeptido, uma vez que corava pela dansil-hidrazina. Kay
mostrou ainda neste trabalho, que o mesmo polipeptido estava presente em plaquetas,
linfécitos e neutrdfilos envelhecidos por armazenamento, bem como em células hepdticas
e renais em cultura, sugerindo que este mecanismo imunolégico de remogio de eritrécitos
senescentes ou lesados, possa constituir um processo fisiolégico de remogio de células

somadticas senescentes.

2.2.4.1. - A Relagdo do Neoantigénio de Senescéncia com a Banda 3.

Estabelecida a natureza glicoproteica do neoantigénio e considerando que o eritréeito
€ incapaz de sintetizar proteinas, o neoantigénio resultard de modificagdes numa proteina
da membrana eritrocitdria de peso molecular superior ao do glicopeptido identificado
como neoantigénio de senescéncia. Em conformidade, Kay et al. elaboraram um estudo
em 1983, o qual permitiu estabelecer que o neoantigénio estd imunologicamente
relacionado com a proteina banda 3 da membrana. Tanto a banda 3 como o neoantigénio
de senescéncia isolado de eritrécitos senescentes, apos incubagdo com o anticorpo,
anulam a capacidade indutora de fagocitose das IgG’s. O mesmo ndo se verificou com
nenhuma das outras proteinas da membrana eritrocitdria. Além disso, anticorpos dirigidos
para a banda 3 e para o antigénio de senescéncia, produzidos em ratos, e IgG’s eluidas de
células senescentes, reagem quer com a banda 3 quer com os respectivos produtos de
degradag@o, que incluem peptidos de 60, 40 e 20 Kd de peso molecular aproximado.
Ficou assim estabelecido que estas moléculas possuem determinantes antigénicos

comuns, ausentes em qualquer outra proteina de membrana.

2.2.4.2. - Identificagdo dos Determinantes Antigénicos da Proteina Banda 3.
A identificagdo dos locais antigénicos da protefna banda 3 foi feita através de
peptidos sintéticos (Kay er al., 1990), cuja sintese foi executada de acordo com a

sequéncia elaborada por Tanner (referido em Kay et al., 1990).
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Os determinantes antigénicos do neoantigénio de senescéncia localizam-se nos
residuos 538-554 e 788-827, ambos de localizagio extracelular. Este ltimo, pertence ao
terminal COOH e estd implicado, bem como o primeiro, no transporte aniénico. Ambos
apresentam também aminodcidos que se ligam por covaléncia com o inibidor de transporte
aniénico DIDS (diisotiociano di-hidrostilbeno). Os hidratados de carbono que entram na
composi¢ao da proteina, ndo estdo envolvidos na antigenicidade da proteina banda 3, uma
vez que a remogdo dos determinantes antigénicos identificados na molécula, anulam
completamente a capacidade de ligagdo de IgG’s. De resto, a disfungdo do transporte
anionico nos eritrécitos senescentes, fazia ja supdr que os determinantes antigénicos se
localizariam a nivel de peptidos envolvidos no transporte aniénico. Da mesma forma
presupunha-se a localizagdo extracelular destes peptidos, dado que a molécula de IgG com
um peso molecular de 150 Kd sé poderia interagir com um determinante antigénico

localizado & superficie da membrana eritrocitaria.

2.2.4.3. - Exposigdo do Neoantigénio e Ligagdo dos Auto-anticorpos.

Os auto-anticorpos ligam-se a eritrécitos senescentes, eritrécitos envelhecidos in
vitro ¢ a eritrécitos lesados por oxidantes.

Considerando o peso molecular do neoantigénio de senescéncia, seria de esperar
que a simples exposigdo do neoantigénio por protedlise determinasse a sua ligacdo ao
auto-anticorpo. Todavia, a exposigdo de eritrécitos a acgdo proteolitica da quimiotripsina,
com produg¢ap de dois fragmentos peptidicos de aproximadamente 60 Kd ¢ 40 Kd, ndo
determina a ligagdo de IgG (Steck ez al., 1976; Steck et al., 1978). Portanto, a liga¢do
dos anticorpos ndo se deve a uma simples exposi¢do do antigénio por protedlise,
requerendo provavelmente outras modificagdes na membrana eritrocitdria.

A proteina banda 3 nativa ndo reage com o auto-anticorpo, ao contrério do peptido
de 62 Kd, identificado como neoantigénio de senescéncia. Todavia, quando desnaturada
pelo SDS os auto-anticorpos anti-banda 3 reagem ndo s6 com a proteina como com 0s
seus produtos de degradagdo. A presenca de fragmentos peptidicos de banda 3 na
membrana dos eritrécitos circulantes, sugere que a protedlise desta proteina possa
constituir uma modificagdo fisioldgica associada ao processo de senescéncia e ser também
iniciadora, ou ndo, da ligacio de auto-anticorpos (Kay er al., 1991c¢).

O eritréeito, ao longo da sua vida em circulagdo, desenvolve lesdes bioquimicas a
medida que envelhece e que determinam directa ou indirectamente a ligag@o de auto-

anticorpos anti-banda 3 2 membrana. E de notar que essas modificagdes podem surgir por
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deplecgdo metabdlica da célula, por lesdo celular determinante de envelhecimento
acelerado, por envelhecimento de eritrécitos in vitro, ou, ainda, por lesdo oxidativa da
c€lula. Em todos os casos pode observar-se protedlise e agregacio da banda 3.

Alguns autores defendem que o neoantigénio de senescéncia resulta da agregacgdo da
banda 3 seguida de proteélise (Kay ez al., 1991c), enquanto outros, defendem que a
agregacao da banda 3 resultante de lesdo oxidativa € a responsdvel pela exposicdo do
neoantigénio de senescéncia (Low er al., 1985; Lutz 1987; Low, 1991; Lutz et al.,

1992a; Lutz et al., 1992b) e subsequente opsonizagio.

2.2.44. - A Agregacio de Banda 3 Expde o Neoantigénio de Senescéncia.

A agregacdo de banda 3, que surge na sequéncia de diversas lesdes bioquimicas
incluidas no perfil bioquimico de senescéncia eritrocitdria (Corbett ez al., 1993), induz
posteriormente a sua opsonizagdo por IgG’s. Nas lesGes bioquimicas do perfil de
senescéncia eritrocitdria indutoras de agregagdo de banda 3 incluem-se, entre outras, a
deplecgdo em ATP, formacio de MDA, acumulag¢do de Ca*+, lesdes oxidativas,
enfraquecimento do citosqueleto e, ainda, a ligagio de hemicromos a por¢do amino
terminal da banda 3 (Muller et al., 1983; Low, 1991).

Se a protefna banda 3 é modificada por lesdes bioquimicas tdo diversas, pode
constituir o “tradutor” dos sinais de stress intracelular para o exterior da célula. De facto,
se as IgG’s reconhecem microscépicos agregados de banda 3, opsonizando-os, entio,
vdrias lesdes bioquimicas podem ser detectadas e traduzidas para o sistema imune, por um
simples marcador celular - a banda 3.

Segundo Low (1991), o processo inicia-se com a desnaturagdo da hemoglobina, a
qual pode ter origem em diversas lesdes bioquimicas, sendo o eritrécito removido quando

se apresente “modificado”, independentemente da sua idade cronolégica.

2.2.44.1. - Desnatura¢do da Hemoglobina Causa Agregacdo da Banda 3.

Embora a desnaturagio da hemoglobina nio seja a Unica alteracdo eritrocitdria capaz
de induzir a agrega¢do de banda 3, parece todavia constituir o indutor principal, em
condigoes fisioldgicas.

Segundo Low (1991), o processo inicia-se com a desnaturagdo de hemoglobina,
isto €, com a }omagﬁo de hemicromos que ligando-se & por¢do aminoterminal da banda 3
(Waugh et al., 1985), promovem a agregacdo da banda 3. A formagdo de agregados de

banda 3 pode ser induzida in vitro, por acgdo de desnaturantes da hemoglobina (Low et
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al., 1985). Podem também ser observados em eritrécitos com patologia associada 2
formagdo de corpos de Heinz, como as células falsiformes (Schluter et al., 1986). Estes
agregados ocorrem ainda em células talassémicas, em células com um poder redutor
inadequado, em células das frac¢des mais densas (Kannan ez al., 1988; Kannan er al.,
1991). Em todos os casos, estes agregados apresentam como principal componente a
banda 3.

A agregagio de banda 3 induzida por um agente oxidante, como a fenil hidrazina,
ou por um agregante directo da banda 3 (que ndo afecta a estabilidade da hemoglobina),
promove sempre a ligagdo de IgG a esses agregados (Low et al., 1985). De facto, vérios
agentes agregantes de proteinas integrais do eritrécito foram estudados (Lelkes ez al.,
1983) e com todos eles se observou agregagio de banda 3, seguida de ligagdo de IgG,
fixagdo de complemento e fagocitose por macréfagos humanos. A inibicdo de qualquer
um dos agentes agregantes, inibia também o desenrolar de todo este processo, ficando

assim bem definido o papel crucial da agregagio da banda 3 na “clearance” eritrocitaria.

2.2.44.2. - Agregados de Banda 3 Ligam Anticorpos Autélogos do Tipo IgG.

Virios trabalhos evidenciaram a presenga de imunocomplexos constituidos por
agregados de banda 3 e IgG na membrana de células falsiformes, células talassémicas e de
células das fracgdes mais densas (Kannan er al., 1988; Kannan et al., 1991). Mostraram
ainda que os agregados de banda 3 sdo reconhecidos como antigénios pelo sistema imune.

A reduzida antigenicidade da banda 3 nativa, relativamente aos respectivos
agregados, constitui um tema de grande controvérsia. A agregacdo de banda 3 poderd
ocorrer com deformagdo da proteina, que passard a expor epitopos antigénicos, que ndo
expunha no estado nativo e que serdo reconhecidos como estranhos pelo sistema imune.
Outra hipdtese serd considerar que no processo de agregacdo se escondam epitopos,
habitualmente expostos no eritrécito sauddvel, e se exponham outros, que serdo
reconhecidos como estranhos pelo sistema imune. Finalmente, deve ainda considerar-se
que os anticorpos anti-banda 3 poderdo apresentar uma baixa afinidade para a banda 3 e a
ligagdo entre eles ser do tipo monovalente. A agregacdo da banda 3 pode modificar essa
afinidade por aproximagio de vdrios locais de ligagido com o anticorpo, favorecendo-se
assim a interac¢do antigénio-anticorpo e permitindo o estabelecimento de ligagdes
bivalentes (Low, 1991).

Os anticorpos anti-banda 3 estdo normalmente presentes no soro humano, sendo,

portanto, anticorpos naturais auto-imunes (Muller et al., 1983; Kay, 1984).
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2.2.4.5. - A Ligagdo de IgG AutSloga Promove a Deposicio de Complemento.

A opsonizagdo de um antigénio pelo respectivo anticorpo promove a fixagdo de
complemento (Lutz, 1992a). A reacgéo de fixagdo de complemento favorece a remogao
eritrocitdria, todavia, o papel desempenhado pela deposigio de complemento no processo
de eritrofagocitose sé ficou definitivamente estabelecida por Lutz et al. (1987),
demonstrando que a inactivagio do complemento presente no soro autélogo inibia
largamente a fagocitose de células tratadas com diamida e opsonizadas com IgG’s anti-
banda 3.
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3. - Remocgao do Eritrécito Senescente.

Dado o facto de o eritrécito normal humano ser removido em fun¢do da idade ou de
lesGes fisicas ou quimicas sofridas, os estudos do processo de envelhecimento tm focado
obviamente os mecanismos promotores de remogio e destruigio da célula senescente.
Muitas questdes se colocam e permanecem sem resposta. Qual o impacto de cada uma das
modifica¢bes decorrentes do processo de envelhecimento no despoletamento do processo
de remogdo? A célula “morre” devido a incapacidade metabélica ou é reconhecida
especificamente e € removida antes de atingir um estado critico de incapacidade funcional?
Existem marcadores de senescéncia i superficie da célula que permitem o seu
reconhecimento. Como se desenvolvem? Com que rapidez aparecem? H4 alguma
interacgdo entre o processo de envelhecimento eritrocitdrio e a idade ou estado de sadde de
cada individuo? A senescéncia ¢ pré-determinada ou é simplesmente uma manifestagdo de
lesGes cumulativas irrepardveis? Estas sdo algumas das perguntas que se deparam a quem
estuda o processo de remogdo eritrocitdria, e para as quais ndo existem ainda respostas
definitivas.

E reconhecido que o destino dltimo do eritrécito ¢ ser fagocitado por uma célula do
sisterna mononuclear fagocitico algures no figado, bago ou medula 6ssea. Desconhece-se,
todavia, se a sua remogao ocorre depois da “morte funcional” da célula ou se a fagocitose
€ despoletada por um sinal de senescéncia desenvolvido & superficie da célula.

S&o duas as hipéteses mais consideradas e estudadas. A primeira assume que a
célula senescente é removida devido a uma disfung¢fo intrinseca e a segunda considera que
ocorrem alteragbes exofaciais no eritrécito senescente, que constituirdo o “sinal” de
reconhecimento pelas células mononucleares do sistema fagocitico, ou seja, este sinal
traduzird a deterioragdo da fungdo metabélica eritrocitdria, e marcars a célula para a
remogao, antes que se atinja uma deterioragdo metabdlica efectiva. Esta dltima ¢ a hipétese
que tem merecido mais consideragdo e atengdo por parte dos investigadores nesta drea de
estudo.

Segundo esta hipétese a marcagdo da célula para a remogdo € feita por exposi¢do do
neoantigénio de senescéncia, que traduz modificacdes senescentes da célula, e ao qual se
ligard o auto-anticorpo anti-banda 3, que estimular4 a deposi¢do de complemento. Em
conjunto, IgG’s e complemento, fornecerdo os receptores necessdrios para que o
macr6fago possa distinguir entre um “eritrécito maduro” e um “eritrécito senescente” e

proceda & sua remogio por fagocitose (Lutz, 1990; Turrini et al., 1991; Lutz, 1992a).



3.1. - O Auto-Anticorpo Natural Anti-Banda 3.

A auto-imunidade tem sido estudada e avaliada como um estado de doenga e no
como um prc;cesso imunoldgico normal. Os auto-anticorpos tém, alids, sido utilizados no
diagndstico e estudo das diversas patologias auto-imunes.

A observagdo de auto-anticorpos anti-banda 3, em condigdes normais e em
individuos sauddveis, veio revolucionar aquele principio e criar novos interesses de
investigagdo nesta drea, a fim de esclarecer o papel biolégico daqueles anticorpos.
Segundo alguns autores, estdo envolvidos no reconhecimento da alteragio de antigénios
“self” em células senescentes ou lesadas, constituindo um mecanismo homeostitico
especifico (Kay, 1975; Lutz, 1990). Nesta perspectiva, € razodvel a existéncia de
anticorpos naturais para um ou varios constituintes da membrana eritrocitdria.

Os auto-anticorpos naturais tm caracteristicas particulares e distintas dos anticorpos
associados a doengas auto-imunes. Entre estas, referem-se concentragdes séricas baixas,
reduzida afinidade para os locais antigénicos, interagindo com estes através de ligagdes
monovalentes fracas e, frequentemente, com uma acgdo bi ou poli-especifica.

E reconhecida a existéncia de anticorpos naturais para a espectrina, para a banda 3,
para os fosfolipidos e para o colesterol. Os dois primeiros foram jé estudados quanto ao
seu envolvimento na remogdo eritrocitdria, enquanto os ultimos nunca foram estudados
nesse mbito.

O envolvimento do anticorpo anti-banda 3 na opsonizagdo, fagocitose ¢ eventual
remogdo de eritrécitos senescentes in vivo, foi jé reconhecido em diversos trabalhos
(Lutz et al., 1987; Lutz, 1990). Este anticorpo anti-banda 3 existe no soro em reduzidas
concentragdes (50-100 ng/ml), apresenta uma afinidade baixa para o antigénio e liga-se
preferencialmente aos eritrécitos mais densos ou lesados. Estudos in vitro mostram que
agressdes do tipo oxidativo estimulam a ligacdo de auto-anticorpos, a deposi¢ido de
complemento (C3b) e, finalmente, a fagocitose (Lutz et al., 1987).

A natureza ubiquitdria da proteina banda 3 e do seu anticorpo natural, sugere um
mecanismo homeostitico imunoldgico para remogio de eritrécitos e células senescentes.
De facto, a proteina banda 3 existe em diferentes células e tecidos, incluindo hepatdcitos,
células epiteliais, células alveolares dos pulmdes, linfécitos, plaquetas, células do
parénquima renal, neurdnios, fibroblastos (Kay, 1991a; Kay et al., 1991b; Goodman et
al., 1994). E também um constituinte habitual das membranas - membrana dos niicleos,

dos aparelhos de Golgi, das mitocdndrias e membranas celulares.
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Nas células nucleadas a proteina banda 3 exerce fun¢des semelhantes as referidas
para a banda 3 eritrocitdria. O estudo destas células revelou também o desenvolvimento do
neoantigénio de senescéncia nas células senescentes (Kay, 1981). Além disso, os
anticorpos do tipo IgG do soro humano mostraram interagir ndo sé com os eritrécitos
humanos, como também com os eritrécitos de rato, de murganho, de vaca, de coelho e de
galinha (Kay, 1991c). Portanto, 0 mecanismo imunolégico para remog¢ao de eritrécitos
senescentes ou lesados, parece constitufr um processo fisiolégico para remogio de células

programadas para a morte, nos mamiferos e, possivelmente, em outros vertebrados.

3.1.1. - Concentragdo e Afinidade do Auto-Anticorpo Anti-Banda 3.

Os anticorpos naturais anti-banda 3 existem em reduzida concentragdo no soro (50 a
100 ng/ml) e tém uma baixa afinidade para o respectivo antigénio. In vitro, a ligagdo
Optima antigénio-anticorpo ocorre a concentragdes elevadas e & acompanhada de
deposigéo de complemento e exacerbagio de fagocitose. A concentragdo de anticorpo
necessario para a indugdo do processo de fagocitose é 10 a 100 vezes superior ao valor
sérico fisiolégico do anticorpo anti-banda 3 (Lutz ez al., 1987).

Inesperadamente, verificou-se que a concentragio de anticorporpo anti-banda 3
necessdria para promover 0 mesmo processo era consideravelmente mais baixa, apds
tratamento oxidativo de eritrécitos jovens, de que resultava, entre outras lesdes
oxidativas, a oligomeriza¢do de banda 3 (Lutz et al., 1991; Low er al., 1985).
Mostrava-se, assim, que os eritrécitos apesar de jovens, por agressdo oxidativa,
adquiriam capacidade de interagir com os auto-anticorpos naturais anti-banda 3. Além
disso, sugere que a exposi¢do dos locais antigénicos nas células senescentes, depende

mais de uma alteragdo topolégica que de uma modificagdo quimica (Lutz, 1992a).

3.1.2. - A Ligagdo Bivalente do Auto-Anticorpo Fortalece a Ligagdo ao Antigénio.

A preféréncia dos auto-anticorpos naturais anti-banda 3 para os oligémeros de
banda 3, a presen¢a de oligémeros de banda 3 nos imunoprecipitados de eritrécitos
senescentes, a correlagdo entre a ligagdo de IgG’s e o cross-linking de banda 3, e a
ocorréncia de agregados de banda 3 de elevado peso molecular em eritrécitos “oxidados”,
em conjunto, sugerem que Os anticorpos anti-banda 3 adquirem funcionalidade por
ligagdo bivalente ao antigénio que sofreu oli gomerizagdo (Lutz er al., 1987; Clark, 1988;
Lutz, 1992a). A capacidade de ligagio do auto-anticorpo natural anti-banda 3 pode

aumentar para valores cerca de 1000 vezes superiores aqueles apresentados pela proteina
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nativa (Low et al., 1985; Lutz, 1990). A ligacio bivalente ¢ estabelecida entre o anticorpo
¢ a banda 3 oligomerizada, em concentragdes tio baixas que se a ligacdo fosse do tipo
monovalente ocorreria facilmante a dissociagio.

A ligag@o do anticorpo pela regido Fab fornece receptores para os macroéfagos - a
regido Fc (Khansari er al., 1983). Todavia, o nimero de receptores oferecidos pelas

IgG’s anti-banda 3 ndo sdo em niimero suficiente para promover o reconhecimento pelo

macréfago. A opsonizagdo da banda 3 constitui, pois, a primeira etapa na aquisi¢do de

funcionalidade do anticorpo, mas ndo a suficiente para promover a fagocitose do eritrécito

senescente ou lesado.

3.1.3. - Anticorpos Anti-Banda 3 Estimulam a Deposi¢io de Complemento (C3b)

pela Via Alternativa.

A etapa seguinte, que permitird adquirir e fornecer receptores em nimero suficiente
para o reconhecimento da célula lesada, pelo macréfago, serd a deposigdo de
complemento (Fries ez al., 1987; Lutz, 1992a).

Vdrios anticorpos estimulam a deposi¢io de complemento, todavia, o anticorpo
| anti-banda 3 pertence a um pequeno grupo que estimula a deposi¢do de complemento pela
via alternativa (Lutz, 1990).

A importéncia do C3b como opsonina na remogio de eritrécitos senescentes ou
lesados foi durante algum tempo questionada. Todavia, diferentes laboratérios
evidenciaram o envolvimento da deposigéio de C3b no processo de fagocitose e remogao
de eritrécitos in vitro ou in vivo (Szymanski et al., 1985; Lutz et al., 1991; Lutz,
1992a). O mecanismo de interacgio, embora controverso, parece envolver a deposi¢io
preferencial de C3b ao imunocomplexo constituido pelas IgG’s e oligémeros de banda 3,
através de uma liga¢do covalente com a IgG (Fig. 5) (Ehlenberger et al., 1977).
| A maioria das proteinas e das IgG’s podem ligar-se covalentemente ao C3, quando |

activado. O C3b, resultante desta activagio pode interagir com aquelas, estabelecendo

ligagbes amida com os grupos amina, ligagdes éster com os residuos de tirosina e de
serina. O tipo de ligag¢do estabelecida entre 0 C3b e o imunocomplexo (anti-banda 3 /
oligémero de banda 3) é controversa. E reconhecida, todavia, a sua interacg¢do preferencial

com um local perto da regido de ligagdo do anticorpo ao antigénio e que a ligagdo parece

C3b pelos anticorpos anti-banda 3 € de extrema importancia funcional, pois permite a

I fazer-se com a porgdo (Fab)2 da imunoglobulina e nfo com a por¢do Fc. A preferéncia do
intensificagdo selectiva do sinal de senescéncia ou de lesdo eritrocitdria. ‘



Eritrécito

7\

Fagocito
\
B Eritrocito
v
Inibig¢do por:
-B-Glicanos
2+ 2+ -Peptido RGD
Ca™, Mg _EDTA

Fagdcito

Fig. 5: Interacgdes possiveis entre eritrécitos opsonizados com anticorpos anti-banda 3 e C3b/iC3b, com
fagéeitos. A figura ilustra as duas possibilidades de reconhecimento de eritrécitos senescentes opsonizados,
portadores de imunocomplexos C3b/anti-banda 3, pelos fagécitos. Nao estando o C3b inactivado, o
reconhecimento ocorre via FcR e CR1 (A). Uma vez inactivado o C3b a iC3b, os fagdcitos interagem
com estes imunocomplexos via CR3 e FcR (B). Esta dltima interacgdo requer a presenga de catides

divalentes e ¢ inibida pelas substancias que se referem. Adaptado de Lutz, H. U. (1992a)
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A opsonizagdo pelo complexo C3b - anti-banda 3, que se liga de forma bivalente a
oligémeros de banda 3, medeia e pode desencadear o processo de reconhecimento ¢
remogdo da célula senescente, por activagio dos receptores FCR e CR1 dos fagécitos
(Fries ez al., 1987). No decorrer do processo pode ocorrer inactivagdo do C3b (iC3b).
Neste caso, a fagocitose envolverd para além do receptor FcR, um receptor diferente para
0 iC3b, o receptor CR3 e decorre na presenca de catides bivalentes, como o ido célcio e
magnésio. O CR3 € um receptor heterodimérico, com uma sub-unidade alfa, que constitui
0 receptor para 0 iC3b, e uma sub-unidade beta, que é o receptor para os -glicanos.

A forma como os anticorpos anti-banda 3 adquirem funcionalidade permite
compreender ndo s6 a remogdo de eritrécitos senescentes, como também a remocgao
prematura de eritrécitos portadores de determinadas patologias e que associam
frequentemente anemia. E o caso da doenga das células falsiformes, das
hemoglobinopatias, das crises hemoliticas por deficiéncia em G6PD. Efectivamente, em
todos os casos referidos € reconhecida uma maior opsonizagdo dos eritrécitos por
anticorpos anti-banda 3 (Schluter ez al., 1986; Kannan er al., 1988) e em alguns casos
foi possivel detectar um aumento no complexo C3b - anti-banda 3 (Schluter ez al., 1986).

Em suma, os anticorpos anti-banda 3 sio auto-anticorpos naturais, com
propriedades distintas dos anticorpos induzidos. A reduzida afinidade para a proteina
banda 3 permite-lhes fazer a distingdo entre eritrécito maduro e eritrécito senescente ou
lesado. A oligomerizagdo da banda 3 determina um aumento dessa afinidade e inicia a
ligagdo do auto-anticorpo. A interacgdo do auto-anticorpo anti-banda 3 com o respectivo
antigénio €, portanto, controlada por modificagdes intracelulares, que sdo traduzidas para

a superficie celular por oligomerizagio da banda 3.
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II - O Stress Oxidativo.

1. - A Importéancia do Oxigénio.

Joseph Priestley ao descrever o oxigénio especulou desde logo que o oxigénio
podia ser simultineamente itil e nefasto para o organismo. A coexisténcia na célula de
sistemas bioquimicos dependentes do oxigénio ¢ de metais como o ferro, sem o
desenvolvimento de um estado de auto-destrui¢do impunha a resolugdo deste “paradoxo”
bioquimico. De facto, o oxigénio que é um composto relativamente pouco reactivo, dada a
sua configuragdo electrénica, pode, todavia, ser metabolizado in vivo, com formagdo de
produtos oxidantes de elevada reactividade (Bastetal., 1991).

A presenca de metabolitos de oxigénio na microcirculagdo, bem como a sua
importincia na génese e desenvolvimento de diferentes patologias, nomeadamente
naquelas relacionadas com isquémia, com processos infecciosos ou inflamatérios que
envolvem a acgdo das células fagociticas, e ainda a sua importincia no processo de
envelhecimento, torna-se cada vez mais evidente. Alids, a correlagdo positiva entre a
longevidade das diferentes espécies animais e os respectivos niveis de anti-oxidantes
naturais, € bem sugestiva da importincia dos mecanismos de defesa anti-oxidante na
genese de patologias associadas a stress oxidativo e consequente redugdo da longevidade
das espécies animais (Kay et al., 1991c).

A produgdo exacerbada de oxidantes pode ser desencadeada quer por processos
“fisioldgicos”, como o exercicio fisico e a gravidez, quer por processos patolégicos, de
natureza infecciosa ou inflamatéria, tais como as doengas cardiovasculares, doengas
associadas a envelhecimento, neoplasias, artrite, cataratas e viroses ou ainda em resposta
a agentes farmacolégicos ou téxicos.

Sempre que se verifique uma produgio de oxidantes numa quantidade superior &
capacidade de resposta dos mecanismos antioxidantes, desenvolver-se-4 uma situagdo de

stress oxidativo (Bast et al., 1991), que poderd determinar a morte da célula (Butke er
al., 1994; Fossel ez al., 1994).

1.1. - Origem e Reactividade dos Radicais Livres de Oxigénio.

Os oxidantes endégenos incluem aqueles resultantes da respira¢do mitocondrial,

enzimas como a lipoxigenase e xantina-oxidase (Parks, 1986), o sistema NADPH

5
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oxidase/ mieloperoxidase dos fagécitos (Klebanoff, 1988) e da oxidagdo da hemoglobina
(Jandl, 1987). Sdo exemplos de oxidantes de origem exdgena os constituintes naturais da
dieta, as radiagbes UV, gases radioactivos naturais, poluentes ambientais como os gases
de combustdo e o fumo do tabaco (Halliwell et al., 1984; Cerutti, 1985).

Dois dos sistemas enzimdticos envolvidos na reducdo de oxigénio, pela sua
localizagdo a nivel das células endoteliais - xantina oxidase - e das células fagociticas -
NADPH oxidase (Phan et al., 1989; Halliwell, 1991) - desempenham um papel
importante na produgio de metabolitos de oxigénio que ganhando facilmente a circulagdo
sanguinea, af exercerdo uma acgio oxidativa importante, ou, podendo ser veiculados a
longas distancias do local de produgio, poderdo determinar modificagdes oxidativas de
uma forma generalizada.

Os radicais livres caracterizam-se pela sua reactividade, actuando a nivel das
diferentes estruturas celulares e também a nivel da membrana celular (Cochrane, 1991). A
este nivel € bem conhecido o seu efeito sobre as proteinas e ainda a lipoperoxidagdo. A
lipoperoxidagéo reveste-se de uma importincia relevante por constitufr um processo em
cadeia, isto €, em que a formagio de um radical lipidico desencadeia a propagacdo da
processo lipoperoxidativo, que tem como um dos muitos produtos finais 0 MDA. Estes,
para além dos efeitos locais directos sobre outros compostos da membrana celular, podem
difundir-se e exercer a sua acgdo em locais distantes do sitio de produgdo, generalizando e
amplificando o processo oxidativo (Jenkins er al., 1993). Dos efeitos locais directos da
lipoperoxidagdo, sobre a membrana celular, salientam-se a reducdo na fluidez da
membrana, incapacidade da membrana para manter os gradientes i6nicos €, portanto, para
manter o equilibrio electrolitico da célula, o que se reflectird num aumento do volume
celular (Alessio, 1992).

Os metabolitos de oxigénio apresentam uma reactividade distinta € caracteritica
(Halliwell, 1991). A reactividade do superdxido € determinada pelo valor de pK da
dismutagdo espontinea para o valor de PpH fisioldgico, isto €, do pH do meio circundante.
Assim, s6 reagird com substratos que apresentem valores de pK competitivos. O
super6xido pode reduzir substratos como o ferricitocromo C, quinonas, complexos de
metais de transigdo ou, pelo contrdrio, pode oxidar substratos como o dcido ascoérbico,
alfa-tocoferol, catecdis, catecolaminas, tetrapirréis, hemoproteinas e tiéis (Fridovich,
1983; Halliwell ez al., 1984; Weiss, 1986). A restrita reactividade do superéxido permite
a sua difusdo a longa distincia nos sistemas biolégicos (Weiss, 1986). O peréxido de

hidrogénio é uma forma activa de oxi génio mas ndo um radical livre de oxigénio, embora
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seja muitas vezes referido e incluido incorrectamente neste grupo. E um poderoso
oxidante, mas reage lentamente com os diferentes substratos organicos e inorgéanicos. No
entanto, reage com iGes de metais de transi¢do e com os seus complexos orginicos e
inorginicos, para produzir poderosos oxidantes como o radical hidroxilo. O radical
hidroxilo, ao contrdrio dos metabolitos anteriores, ¢ um oxidante extremamente poderoso
€ nocivo para os sistemas biolégicos, pois reage quase indiscriminadamente com os
diferentes substratos biolégicos (Halliwell et al., 1984). Ainda em oposi¢do aos outros
metabolitos, a sua reactividade implica um mecanismo de ac¢io directa no local de
producdo e ndo a longas distincias.

Uma situagdo de stress oxidativo envolve, portanto, a formagio de radicais livres,
que, além de poderem actuar directamente sobre os substratos vizinhos, podem difundir-
se, ganhar a circulagdo sanguinea, exercendo a sua acg¢do oxidativa sobre os constituintes
sanguineos ou sobre outros substratos bioldgicos, distantes do local de produgdo.

A dificuldade de detecgdo e doseamento da actividade de radicais livres nos sistemas
biolégicos tem sido rodeada através do estudo de biomarcadores de stress oxidativo,
nomeadamente o estudo da actividade das enzimas envolvidas nos sistemas de defesa
anti-oxidante; o doseamento de produtos finais ou intermedi4rios da peroxidagdo lipidica
(MDA, dienos conjugados, pentano, etc.) (Lovlin er al., 1987; Pryor, 1991; Alessio,
1993); a deplegdo em anti-oxidantes fisiolégicos como a vitamina C, vitamina E e
glutatido; o doseamento de produtos de oxidagdo de bases do ADN (Pryor et al., 1991,
Alessio, 1993).

De facto, e apesar do reconhecido envolvimento de stress oxidativo na génese de
diferentes patologias, a avaliagdo do estado oxidativo ndo ¢ ainda usado na clinica parao
diagndstico ou prevengdo dessas patologias. A auséncia de padronizag@o dos métodos
conhecidos, bem como dos respectivos valores de referéncia em condigdes sauddveis e,
quigd, a auséncia de métodos ou marcadores mais sensiveis, Justificam a ndo aplicagdo a

clinica de diagndstico.
1.2. - Antioxidantes Fisiolégicos.

As defesas fisiolégicas contra o stress oxidativo incluem, para além dos anti-
oxidantes vitaminicos da dieta (Sakamoto ef al., 1993), os anti-oxidantes sintetizados no
organismo (Bast et al., 1991) e ainda pequenas moléculas resultantes de processos

metabdlicos, como a bilirrubina e o 4cido drico (Olson er al., 1992; Krinsky, 1992).
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Obviamente, apenas os anti-oxidantes de origem exégena podem ser manipulados através
da dieta ou de suplementos terapéuticos (dcido ascérbico, alfa-tocoferol, B-caroteno). O
dcido ascérbico tdo necessdrio a sintese de colagéneo é hoje também reconhecido como
um importante anti-oxidante em todas as células do organismo, nomeadamente no
eritrécito, e ainda no meio plasmdtico, em estreita correlagio com o glutatido (Frei ez al.,
1989; Meister, 1992). A vitamina E é atribuida, para além da sua importincia como anti-
oxidante € como “scavenger” de radicais livres, um papel importante na aterogénese € nos
processos inflamatérios € infecciosos em geral, por inibir a produgéo de radicais livres e a
sintese de prostaglandina E, pelo macréfago activado (Libby er al., 1993). O 4cido
ascorbico pode, contudo, tornar-se nocivo para o organismo como pré-oxidante, quando
em concentragdes muito superiores as fisioldgicas, particularmente em determinadas
situagBes patoldgicas em que ocorre libertagdo de grupos heme ou de ides metilicos de
proteinas ligantes (hemoglobina, ferritina) (Bast et al., 1991).

No plasma, o 4cido ascérbico tem um papel de importéncia relativa superior a
outros anti-oxidantes. Da exposi¢do de plasma & ac¢do de radicais peroxi verificou-se que,
enquanto a presenga de ascorbato inibia a lipoperoxidagdo por periodos mais ou menos
longos, consoante a concentragio de ascorbato, embora de forma nio linear, os outros
anti-oxidantes normalmente presentes no plasma (bilirrubina, urato, alfa-tocoferol),
apenas tornavam o processo mais lento, ndo o impedindo todavia. O ascorbato, para além
de inibir a lipoperoxidagdo, protege ainda os outros anti-oxidantes plasmadticos (Frei et
al., 1989).

A acgdo dos anti-oxidantes plasmdticos estd limitada a lipoperoxidagdo, pois,
nenhum deles, nem mesmo o ascorbato, tem nestas circunstincias, qualquer efeito
inibidor ou protector sobre a oxidagdo proteica (Frei et al., 1989). Esta incapacidade é
sobremaneira grave no eritrécito, por ndo possuir capacidade de resintetizar proteinas para
substituir as protefnas oxidadas e, ainda, porque a oxidagdo de determinadas proteinas,

como a hemoglobina, pode exacerbar o stress oxidativo intra-eritrocitdrio.
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2. - A Importincia dos Mediadores de Activacao Leucocitdria.

Os processos inflamat6rios de origem fisiolégica, como o exercicio fisico, ou
patoldgica, como as doengas cardiovasculares, envolvem interacgdes de diferentes
c€lulas, com produgfo de sinais pré-inflamatérios, que determinardo a activagdo de
células inﬂar}‘natérias e mobiliza¢do de proteinas periféricas (células musculares lisas e
colagéneo) para sintese hepdtica de proteinas de fase aguda (Schmid- Schonbein ez al.,
1991). No grupo das células inflamatérias incluem-se para além dos
monocitos/macréfagos e dos neutréfilos, que t8m um papel sobremaneira importante, as
células endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas, linfécitos e plaquetas. A
activagdo dos macréfagos e dos neutréfilos torna-as importantes fontes de oxidantes,
proteases, factores quimiotdcticos e citoquinas, os quais, para além das propriedades
quimiotdcticas para outras células inflamatdrias tém, ainda, capacidade para activar células
da mesma linhagem ou de outro tipo (Edwards, 1994a).

Os neutréfilos que integram o “pool” marginal interagem, em condigdes
fisiolégicas, com as células do endotélio vascular, sem a ele aderirem, rolando ao longo
das paredes dos vasos. A adesdo firme pode decorrer na sequéncia de lesdo endotelial ou
mesmo na auséncia de modificagdes morfoldgicas do endotélio vascular (Harlan, 1985;
Ginis et al., 1990; Harris et al., 1993). Neste caso, a interacgdo entre os dois tipos de
c€lulas resultard de uma alteracio funcional da célula vascular ou de uma resposta do
neutrofilo a um gradiente quimiotactico, desenvolvido a nivel extravascular, e em que a
c€lula endotelial funciona apenas como uma barreira passiva, sem sofrer modificacdes na
sua morfologia. A adesdo firme do neutréfilo ao endotélio vascular antecede a sua
migragdo para o espago extravascular em direc¢do ao local de inflamagio, e €
sobremaneira importante no desenvolvimento de lesdes vasculares, por ser acompanhada
de desgranulagdo do neutréfilo no €spago vascular ou préximo deste, sobre as células
sanguineas (Ward, 1991). O efeito citotéxico sobre as células endoteliais, dos radicais
activos de oxigénio, produzidos pelo neutréfilo activado, € potenciado pela libertagio
simultdnea de proteases presentes nos seus granulos (Borregaard et al., 1993). O
mecanismo subjacente a este efeito sinergistico ndo estd ainda definido, todavia, supde-se
que o aumento da permeabilidade celular, por exposi¢do das células endoteliais aos
radicais activos de oxigénio, tornard também a membrana celular permissiva 2 entrada e
acgao de proteases (Ward, 1991).

Tal como os neutréfilos, os monécitos aderem ao endotélio vascular antes de
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emigrarem para o local inflamatério, seguindo os gradientes quimiotacticos, e
transformando-se na respectiva forma activada, o macréfago.

Os mondcitos/macréfago e os neutréfilos activados, sio capazes de sintetizar, para
além de substancias potencialmente citotéxicas, outros factores, que poderao interactuar
com as outras c€lulas sanguineas e com as células do endotélio vascular, ou, ainda,
interactuar com outros tipos de células, como os fibroblastos e as células musculares lisas
(Harlan, 1985), activando-as para a sintese de compostos pré-inflamatérios (Libby et al.,
1993). Sdo exemplos de mediadores inflamatérios diversas citoquinas, o complemento e
metabolitos do dcido araquidénico.

As prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos sio metabolitos do dcido
araquid6nico, resultante da acgdo da fosfolipase A, sobre os fosfolipidos da membrana
celular (Samuelson, 1983; Hutton, 1990). A acgdo de uma lipoxigenase sobre o 4cido
araquidoénico, conduzird & formagio de leucotrienos. Estes, podem ser produzidos por
neutréfilos, baséfilos, mondcitos / macréfagos e plaquetas (Aviram, 1992), apresentam
propriedades quimiotdcticas para os neutréfilos, promovem a sua adesdo as células
endoteliais, a sua agregacio e uma extensa desgranulagdo e activagio metabdlica. As
prostaglandinas e os tromboxanos sio produzidas a partir do 4cido araquidénico, via
cicloxigenase e tém uma importincia relevante na activagio plaquetdria.

Os factores do complemento, resultantes da acivagio do complemento pela via
cldssica ou pela via alternativa, tém ac¢do quimiotdctica para os neutréfilos, eosinéfilos,
baséfilos € mondcitos e induzem a sua activagdo.

Também o “factor activador das plaquetas”, assim chamado por identificar o
primeiro substrato reconhecidamente envolvido na acgdo deste factor, é rapidamente
sintetizado ap6s activagio de células como os neutréfilos, plaquetas, baséfilos, linfécitos
do tipo NK (natural killer), mondcitos/macréfagos, eosindfilos, mastdcitos e células do
endotélio vascular, no decorrer de processos inflamatérios ou infecciosos. Para além de
induzir activagdo plaquetdria, estimula a produgido de 4cido araquidénico e tem capacidade
quimiotictica e activadora de neutréfilos (Lehr ez al., 1993; Vandon gen, 1991).

Diversas citoquinas sio também produzidas em resposta a um processo
inflamatdrio, as quais, podem influenciar a fung¢do das células inflamatérias maduras ou
ainda, estimular a sua produgio pela medula éssea (Steinbeck er al., 1989).

A interleuquina -1 pode ser sintetizada pelos monéceitos/macréfagos, pelas células
endoteliais, pelas células musculares lisas e pelo préprio neutréfilo activado. A sua acgido

bioldgica inclui a estimulagio da sintese e libertagdo de proteinas de fase aguda pelo
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figado e a estimulagdo de linfécitos; promove a libertagdo de histamina pelos baséfilos, de
prostaglandinas pelos fibroblastos e pelas células sinoviais; a libertagdo de neutréfilos pela
medula Gssea, e de tromboxano A, pelos neutrdfilos; a activagdo do macréfago,
aumentando a sua citotoxicidade, e do neutréfilo, exacerbando a sua desgranulag3o.

O interferon € uma linfoquina produzida por linfécitos do tipo “helper”, linfécitos T
citotdxicos e do tipo NK, em resposta 2 interleuquina-2 e ao H,0,. Supde-se que a
produgdo desta linfoquina possa desempenhar um papel regulador e estimulador da
fagocitose, por activagdo do neutréfilo e monécito/macréfago, antes que a resposta imune
pelos linfécitos T possa acontecer.

O GM-CSF (granulocyte, monocyte-colony stimulating factor), G-CSF
(granulocyte-colony stimulating factor) e M-CSF (monocyte-colony stimulating factor)
incluem o grupo dos factores de crescimento, por estimularem a produgdo, pela medula
Gssea, de granuldcitos e mondcitos, granuléeitos, ou mondcitos, respectivamente. Para
além desta fungdo e da capacidade quimiot4ctica para as células inflamatérias, actuam
sobre as respectivas células maduras circulantes, activando-as (Steinbeck er al., 1989;
Libby ez al., 1993).

O TNF (tumor necrosis factor) é uma citoquina produzida predominantemente pelos
macréfagos activados, embora outras células como os neutréfilos (Ferro et al., 1993),
linfécitos, nomeadamente do tipo NK, células endoteliais, fibroblastos e células tumorais
também possam produzi-lo. Tem propriedades quimiotacticas para o mondcito/macréfago
¢ capacidade para activar estas ¢ também os neutréfilos (Klebanoff e al., 1986).

A interleuquina-8 ¢ também uma citoquina sintetizada essencialmente pelo mondcito
e macréfago (DeForge er al., 1993; Libby et al., 1993). E um poderoso quimiotictico
dos linfécitos e neutréfilos e também um potente activador dos mesmos (Terkeltaub ez
al., 1994). A interleuquina-1 e o TNF podem induzir a produgdo desta citoquina por
outro tipo de c€lulas, nomeadamente por células endoteliais, fibroblastos e linfécitos.

Uma resposta inflamatéria envolve, portanto, alteragdes hemodinimicas
importantes, com activagdo, acumulagdo e interac¢d@o dos produtos de bioactivagio de
c€lulas sanguineas, com células endoteliais, células do tecido conjuntivo ou mesmo do
tecido muscular. A resposta pré-inflamatérias terminard logo que que se extinga o agente
determinante do processo. Um processo crénico ou de desenvolvimento regular, gerard,

todavia, um stress de natureza crénica, com repercurssdo a diferentes niveis celulares.
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3. - O Stress Oxidativo “Nao Fisiolégico” no Eritrécito.
3.1. - Stress Oxidativo de Origem Intracorpuscular.

Como se referiu anteriormente, o processo de oxigenag¢do/desoxigenagio da
hemoglobina decorre com formagdo de aproximadamente 0,5 a 3,0% de meta-
hemoglobina por dia e de radicais activos de oxigénio. No eritrécito maduro estes radicais
serdo eliminados pelos mecanismos de defesa anti-oxidante e a meta-hemoglobina
reconvertida a hemoglobina pelo sistema meta-hemoglobina rediitase principal/NADH ou,
ainda, pela meta-hemoglobina rediitase acesséria/NADPH.

A aceleragio do ritmo do processo de oxigenacdo/desoxigenagio, como acontece
por exemplo durante o exercicio fisico ou em qualquer situagio que associe um aumento
no ritmo cardiaco e respiratério, determinari também uma produgdo aumentada de meta-
hemoglobina e radicais activos de oxigénio. Para que estes ndo se acumulem, serd
necessdria a acelera¢do dos mecanismos de re generagdo da hemoglobina e de eliminacio
dos radicais activos de oxigénio. Por incapacidade destes mecanismos em superar o
stress oxidativo, desenvolver-se-do lesGes oxidativas nos diferentes constituintes
eritrocitdrios, que poderdo mesmo determinar a remogdo da célula. Recorde-se que ao
longo da vida o eritrécito vai adquirindo uma maior sensibilidade ao stress oxidativo, por
incapacidade de resposta dos mecanismos de defesa anti-oxidante. Esta particularidade
torna-o mais vulnerdvel ao stress oxidativo e a uma remog¢do prematura quando se

desenvolve um ambiente de stress oxidativo.
3.2. - Stress Oxidativo de Origem Extracorpuscular.

Nos processos infecciosos e inflamatérios em que ocorre activagdo de células
inflamatérias, como o monécito, o macrofago e o neutrdfilo, sdo produzidos e libertados
radicais activos de oxigénio e proteases, no espago intra e extracelular (Klebanoff, 1988).
Também situagdes de hiperoxia, hipoxia, reperfusdo pés-isquémica, intoxicagdo por
xenobidticos pré-oxidantes, deficiéncia nos sistemas de defesa anti-oxidante, exposi¢io a
radiagGes ionizantes, sdo acompanhadas de uma produgdo acrescida, de radicais activos
de oxigénio (Repine, 1991).

O eritrécito, nas diversas situacdes fisiolégicas e patoldgicas reconhecidamente

envolvidas com o desenvolvimento de radicais livres e peréxidos, para além de constituir
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um alvo da ac¢do oxidativa dos radicais activos de oxigénio que chegam a circulagio
sanguinea ou nela sdo produzidos, ¢ uma célula que, pelas suas caracteristicas, é um
potencial marcador e indicador do stress oxidativo sofrido.

E de salientar que os produtos de bioactivagdo das células inflamatérias incluem,
entre outras, substincias com propriedades quimiotdcticas, que promovem o recrutamento
de mais células inflamatérias para o local de inflamagio; substincias com propriedades
mitogénicas, determinantes da estimulagio mielopoiética e ainda substincias com
capacidade de mediar a activagdo de outras células inflamatérias.

A maijoria, se ndo todas, as situagdes relacionadas com stress oxidativo associam
uma leucocitose do tipo neutrofilico a uma anemia ligeira a moderada, com redugdo no
tempo de vida do eritrécito (Weiss et al., 1988; Weiss et al., 1990). Esta associagio
sugere o envolvimento dos produtos de bioactivagdo do neutréfilo nas modificagdes
eritrocitdrias conducentes a um envelhecimento acelerado e remogdo eritrocitdria precoce.

E reconhecido que o neutréfilo tem uma capacidade metabélica e uma bateria
enzimdtica e protedsica, a nivel das suas granulagdes neutréfilas e azuréfilas, que o
tornam capaz de destruir microrganismos. Todavia, para além deste papel de defesa contra
0 desenvolvimento de processos infecciosos, é também reconhecido que as mesmas
substdncias libertadas pelo neutréfilo activado e necessdrias a acc¢do bactericida, sdo
também libertadas no meio circundante, contribuindo para lesdes oxidativas e proteoliticas
(Harlan, 1985; Henson et al., 1987; Lehrer et al., 1990; Amesterdam et al., 1993).

A activagdo do neutréfilo € acompanhada de uma “explosdo” respiratéria, com
produgdo de radicais activos de oxigénio, e da libertagdo de constituintes das granulagdes,
que, em conjunto, sdo potenciais mediadores de lesdo celular e tecidular (Lehrer er al.,
1990; Reimer et al., 1990; Amesterdam et al., 1993).

Virios estudos in vitro evidenciaram lesdes oxidativas a nivel das células do
epitélio pulmonar e também a nivel eritrocitdrio, produzidas por exposi¢do das células a
neutréfilos activados ou por exposi¢do a um ou virios produtos de bioactivagdo do
neutréfilo (Qlastcr et al., 1984; Claster et al., 1987; Claster et al., 1989; Claster et al.,
1991). O envolvimento da elastase, um dos constituintes das granulagdes azurdfilas do
neutrdfilo, na patogénese do enfizema, na modulag@o da fungdo plaquetdria e activagio de
factores de coagulagdo e ainda na lesdo do endotélio vascular, foi j4 descrito (Smedly et
al., 1986; Claster et al., 1988). As proteinas catiénicas das granulagdes foi atribuido in
vitro capacidade de lise de células tumorais e de eritrécitos (Claster er al., 1988).

No neutréfilo activado é ainda produzido um outro oxidante extremamente
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poderoso, o HOCI, por oxidagdo do cloro pelo H,0,, catalizada pela mieloperoxidase
presente na granulagdo azuréfila. Segundo Vercellotti er al. (1985) este sistema, actuando
na presenga de lactoferrina, uma proteina dos grinulos azuréfilos, tem uma acgdo
extremamente téxica para os eritrécitos.

O eritréeito tem constituido o modelo de estudo mais frequentemente utilizado para
estudo in vitro do processo de activagdo do neutréfilo e mecanismo de accado dos
diferentes produtos libertados. Um dos primeiros estudos nesta drea, mostrou que
eritrécitos portadores de deficiéncia em G6PD, na presencga de neutréfilos activados,
sofriam uma redugfo no glutatido reduzido e remogdo acelerada, apds reinfusdo autéloga
indiciando uma importancia relevante para os mecanismos de defesa anti-oxidante e
confirmando a capacidade de interacgd@o dos produtos de bioactivagdo do neutréfilo, com
o eritrécito. Outro estudo, feito em eritrécitos normais e eritrécitos portadores de
hemoglobinopatias, mostrou que os neutréfilos activados sdo capazes de oxidar a
hemoglobina em solugfo ou nas células intactas; nas hemoglobinopatias nio se observou,
todavia, exacerbagdo do efeito oxidante, o que corrobora a importincia dos mecanismos
de defesa anti-oxidante.

Estudos posteriores mostraram que a les@o oxidativa da hemoglobina, decorrente da
exposicdo a neutrdfilos activados, se deve a ac¢do do H,0, e do superéxido, que
atravessam a membrana eritrocitdria, via canal anidnico (Weiss, 1980; Weiss, 1982). De
facto, o bloqueio da banda 3, a adi¢do de superéxido dismutase, de catalase, ou ainda, a
ligagdo de CO a hemoglobina, inibemn a acgdo oxidativa descrita,

Como jd referimos, a oxidagdo da hemoglobina determina alteragdes a nivel da
membrana e em particular a nivel da proteina banda 3, que, por sua vez, determinam a
ligagdo de auto-anticorpos anti-banda 3 que, em conjunto com o complemento C3b
medeiam a remogdo do eritrécito, pelo fagdcito. Assim, e como se previa, os neutréfilos
activados determinam um aumento na i gagdo de IgG a membrana eritrocitdria, bem como
degradagdo de protefnas de membrana (Weiss et al., 1990). Alids, o mesmo
investigador, mostrou mais tarde que o aumento de IgG’s ligadas & membrana, resulta
ndo s6 da acgdo dos compostos de activagdo do neutréfilo de natureza oxidante, como
também da ac¢do de proteases do tipo serino-proteases (Weiss ez al., 1992). Ou seja,

resulta de uma acgdo combinada de proteases e oxidantes resultantes da activagio do
neutrdfilo.

E importante observar que as modificagdes determinadas por produtos de activagio

dos neutréfilos sobre o eritrécito, sdo sobreponiveis as referidas para o processo de
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senescéncia eritrocitdria. Note-se ainda que um processo infeccioso desencadeia com
frequéncia uma crise hemolitica nos individuos com anemias hemoliticas congénitas por
deficiéncia nos sistemas de defesa anti-oxidante, e que situagdes de stress fisiolégico ou
patoldgico desenvolvem também frequentemente uma anemia ligeira.

Parece pois razodvel considerar que a anemia, mais ou menos grave, que se associa
a situagGes de stress oxidativo e a leucocitose neutrofilica, possa resultar de uma redugdo
do tempo de vida do eritrécito, por um processo de senescéncia acelerado, imposto pelo
stress oxidativo e proteolitico, de origem neutrofilica, que culminard com a remogio
precoce do eritrécito.

Com o propésito de estudarmos esta questdo tomamos para estudo dois modelos,
um modelo fisiolégico - o exercicio fisico - e um modelo patolégico - as doengas

cardiovasculares - que associam frequentemente uma leucocitose neutrofilica.
I
)




4. - O Stress Oxidativo no Exercicio Fisico.

E hoje reconhecido que o exercicio fisico inicia um processo de stress oxidativo
(Zerba et al., 1990; Sen et al., 1992; Jenkins et al., 1993), cujo valor se correlaciona
com a intensidade e tempo de duragdo da actividade fisica (Powers et al., 1994), e que
resulta do elevadissimo acréscimo no consumo de oxigénio e subsequente produgido de
radicais livres, nomeadamente radicais de oxigénio (Lew et al., 1985; Pyke et al.,1986;
Quintanilha, 1988; Zerba et al., 1990; Sen et al., 1992; Jenkins et al., 1993).

A origem dos radicais livres € controversa, bem como o respectivo mecanismo e
local de ac¢do. Os radicais livres podem resultar de diversas modifica¢des impostas pelo
exercicio fisico, nomeadamente, do aumento do metabolismo celular, do aumento do
“turnover” da hemoglobina ou ainda da activagio de leucécitos (Duarte et al., 1994).

A oxidagdo mitocondrial normal envolve quatro reacgOes simples de transferéncia
electrénica, em que a maioria do oxigénio se combina com o hidrogénio para formar dgua.
Todavia, 4 a 5% do oxigénio consumido forma superdxidos com electrdes que escapam 2
cadeia respiratdria (Jenkins et al., 1993), iniciando o processo de stress oxidativo. O
super6xido formado pode de seguida sofrer uma dismutagfo espontinea ou enzimdtica,
por ac¢do da superéxido dismutase, transformando-se em H,0,. A nivel celular o0 H,0,
pode ser removido pela glutatido peroxidase ou pela catalase. A nivel tecidular a glutatiio
peroxidase representa a defesa anti-oxidante mais importante, o que parece relacionar-se
com a existéncia a este nivel, de uma glutatidio peroxidase dependente do selénio e outra
via independente do selénio, cuja actividade pode resultar de uma glutatido peroxidase
distinta da ariten'or ou ainda da actividade de seis enzimas glutatido redutase. Ambas, a
glutatido peroxidase e a glutatido redutase, funcionam en sintonia com o glutatido
intracelular, na remogao de H,0,. Para além desta bateria enzimdtica é também importante
a presenga de “scavengers” como o ascorbato, vitamina E e A e B-caroteno, na defesa
anti-oxidante (Meister, 1992). As enzimas envolvidas na desintoxicag¢do celular de
produtos oxidantes apresentam uma redugio de actividade, durante o exercicio fisico
prolongado. Contudo, hd uma diferenca significativa entre a actividade enzimdtica em
repouso, nos individuos treinados e ndo treinados, o que € sugestivo da existéncia de um
mecanismo de adaptagdo do organismo ao stress oxidativo regular, imposto nos
individuos que exercitam regularmente, J& que estes apresentam valores superiores
(Alessio, 1993).

Em resposta ao exercicio fisico observa-se um aumento dos leucécitos circulantes
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(Shephard et al., 1987; Cannon et al., 1990; Field er al., 1991). O valor desse aumento
estd directamente relacionado com a intensidade e duragdo do exercicio fisico e, duma
forma inversa, com o nivel de treino do individuo (Gabriel ez al., 1992; McCarthy et al.,
1992; Fairbarn et al., 1993). Em repouso, apenas cerca de metade dos leucécitos incluem
0 “pool” circulante. Os restantes integram o “pool” marginal, a nivel da microvasculatura,
dos pulmées, figado e bago. Os mecanismos responsdveis pela desmarginalizacdo
parecem envolver factores mecénicos e modificagdes hormonais decorrentes do exercicio
fisico (Mackinon, 1992). Os factores mecanicos incluem o aumento do ritmo e débito
cardiaco, o aumento do fluxo sanguineo a nivel dos pequenos vasos € a interacgdo entre
os leucécitos e as células endoteliais (Harlan er al., 1985; Ward et al., 1991). As
catecolaminas e o cortisol, frequentemente designadas por hormonas de siress,
apresentam uma elevagdo nas suas concentragdes plasmadticas, na sequéncia do exercicio
fisico (Gabriel er al., 1992). As catecolaminas aumentam imediatamente apds o inicio do
exercicio fisico e retomam os valores de repouso em cerca de 30 minutos, apds o seu
termo; o aumento de cortisol verifica-se algum tempo depois do inicio do exercicio fisico e
pode continuar a aumentar ou manter valores elevados durante longo tempo apés a
realizacdo do exercicio fisico (McCarthy er al., 1992). Ou seja, as catecolaminas parecem
estar relacionadas com o aumento do nimero total de leucécitos circulantes, observado
imediatamente apds o inicio do exercicio fisico, enquanto que o cortisol actuard com um
atraso de aproximadamente 1 a 2 horas relativamente as catecolaminas e determinard um
aumento dos leucécitos no compartimento vascular, por promover a libertagdo de
neutrdfilos da medula Gssea.

A leucocitose imposta pelo exercicio fisico deve-se predominantemente a um
aumento nos neutréfilos e linféeitos (Shephard er al., 1987; Field et al., 1991). A accdo
das catecolaminas ¢ atribuido predominantemente o aumento inicial dos leucécitos, por
mobilizagdo imediata de linfécitos, e o aumento de plaquetas (Nieman e al., 1992),
enquanto que ao cortisol se atribui primordialmente o aumento dos neutréfilos (Gabriel ez
al., 1992; McCarthy et al., 1992). O aumento dos linfécitos € acompanhado de
modificagdes nas proporgdes relativas das respectivas subpopulagdes T, B e NK
(Shephard er al., 1987) e deve-se a mobilizagdo destes a partir dos érgdos linféides
periféricos, especialmente do bago (Nieman ez al., 1992). A linfocitose é particularmente
acentuada quando se usa o ciclismo como modelo de estudo (Shephard ez al., 1987). O
nimero de mondcitos sofre também um aumento durante o exercicio fisico ou no perfodo

imediatamente a seguir ao seu termo (Shephard et al., 1987).
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Apo6s o exercicio fisico o ndmero total de leucécitos e de granuldcitos, podem
manter-se elevados por virias horas, enquanto que os linfécitos, habitualmente, tomam
valores inferiores aos de repouso, antes de recuperarem o valor apresentado antes do
exercicio fisico (Field ez al., 1991; Mackinnon, 1992).

Segundo Nieman er al. (1992) o valor da linfocitose é determinado mais pela
intensidade, \que pela duragdo do exercicio fisico. A linfocitose resulta sobretudo da
mobilizagio de linfécitos do tipo NK e de linfécitos T, citotéxicos (Field et al., 1991).
Para exercicios intensos tem sido referido uma duplicagdo dos valores de linfécitos T e
um aumento de cerca de 300% para os linfécitos tipo NK (Field et al., 1991; Nieman et
al., 1991). A actividade citotéxica total destas células apresenta uma redugio apds o
exercicio fisico, em paralelo com a redugio no niimero total de c€lulas. A actividade
citotdxica por célula apresenta, todavia, um valor superior, apos o exercicio fisico (Field
et al., 1991; Nieman et al., 1993). Com o fim de explicar estas variagdes da actividade
citotéxica com o exercicio fisico, vdrios mecanismos tém sido propostos. Segundo
alguns, esta actividade est4 relacionada com o aumento no nimero de linfécitos tipo NK,
€ a sua saida para os tecidos, explicard a redugiio observada. Outros defendem que a
produg@o de compostos que interferem por inibi¢do ou estimulagdo da actividade
citotdxica destas células, explicam as variagOes descritas. O interferon, o factor de necrose
tecidular, as interleuquinas 1, 2 e 8, o GM-CSF, G-CSF, M-CSF tém uma acgdo
estimuladora, enquanto as prostaglandinas, por exemplo, t€m um efeito inibidor.

O exercicio fisico parece desencadear uma resposta imune nio especifica, como
sugere o aumento de linfécitos do tipo NK e T citotéxicos. Segundo Field er al. (1991),
a supressdo das células mediadoras da resposta imune, previne a sua exposi¢do aos
metabolitos provenientes da lesdo muscular, que habitualmente ndo sdo expostos ao
sitema imune, e, por consequéncia, o desenvolvimento de reacgoes de hipersensibilidade
ou de auto-imunidade contra esses produtos. A ocorréncia de processos infecciosos em
atletas praticantes de modalidades associadas a exercicio fisico intenso ou prolongado,
como por exemplo os maratonistas, sugere e fortalece a hipétese anterior de
imunodepressdo. Por outro lado, apos exercicio fisico moderado verifica-se uma
disfungdo linfocitdria por reducdo da sua capacidade mitogénica. Esta disfungio e o
acréscimo de linfécitos citotéxicos mediadores de resposta nao imune, poderd esclarecer a
maior resisténcia ao crescimento de tumores, observada em ratos exercitados moderada e
regularmente, em comparagio com um grupo controlo sedentério (Sharp et al., 1992).

De uma forma sumdria poderd dizer-se que o exercicio fisico determina uma
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leucocitose, cuja composi¢do nos diferentes tipos de leucéeitos é fungdo da intensidade,
duragdo ¢ tipo de actividade fisica e que o tipo de modificagdes leucocitdrias sdo
acompanhadas de modificagdes no sistema imune do individuo. Enquanto um exercicio
moderado parece conferir resisténcia & doenga, por estimulagdo do sistema imune nio
especifico - aumento da actividade fagocitica do sistema fagocitico mononuclear, aumento
de imunoglobulinas e de citoquinas (Cannon et al., 1989; Sprenger et al., 1992) - um
exercicio muito intenso ou prolongado frequentemente associa um efeito oposto, de
imunodepressdo (Shephard et al., 1987; Nehlsen-Cannarela et al., 1991; Rodriguez et
al., 1991; Sharp et al., 1992).

A depressdo do sistemna imune est4 frequentemente associada ao “sindrome de treino
excessivo”, caracterizado por infecgdes recorrentes nos periodos de treino mdximo e
maior stress, por altura das competi¢des (Sharp er al., 1992; Weidner et al., 1994).

Individuos envolvidos em actividades fisicas regulares ou intensas, desenvolvem
frequentemente uma anemia ligeira conhecida, alids, por anemia do desporto ou anemia do
atleta (Erslev, 1991). Esta anemia apresenta habitualmente um valor de eritrécitos
préximo dos valores mais baixos do intervalo de referéncia e uma ligeira macrocitose e
reticulocitose. O ferro sérico e os niveis de ferritina estio geralmente baixos, assim como
a haptoglobina. Outros sinais de hemdlise aumentada, que se intensificam frequentemente
apos actividade fisica intensa nos individuos treinados, sdo a hemoglobinemia,
hemossideriniiria e hemoglobiniria.

Alguns autores consideram que os atletas apresentam uma expansao do volume
plasmdtico, que ndo € acompamhada por um aumento semelhante da massa eritrocitdria, e
que se trata, portanto, de uma pseudo-anemia. Qutros propdem que a oxigenagio
muscular acrescida, imposta pelo exercicio fisico regular, determine um aumento dos
niveis de 2,3-DPG e, por consequéncia, um desvio para a direita na curva de dissociagdo
da hemoglobina. A oxigenagdo muscular ser4, entdo, facilitada e acompanhar-se-4 de uma

redugdo na produgdo de eritropoietina que, por sua vez, determinard uma redugo na
produgio de células eritrocitdrias.

Se corsiderarmos que durante o exercicio fisico intenso se observa uma
hemoconcentragdo, cujo valor varia habitualmente entre 5 a 10%, o eritréeito veiculars,
entdo, o oxigénio até aos tecidos, a uma velocidade superior, num fluido mais viscoso. Se
a viscosidade do plasma favorece a lesio mecanica dos eritrécitos, o “turnover’ elevado
da hemoglobina favorece a produgdo de radicais de oxigénio que, em conjunto com outros

de origem extra-eritrocitdria, produzidos a nivel tecidular ou pelos leucécitos activados,
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podem criar um ambiente de stress oxidativo no eritrcito, que determinari lesdes
oxidativas na célula.

Como j4 foi referido, o stress oxidativo na célula eritrocitdria, € em particular no
eritrécito senescente pela sua sensibilidade acrescida ao stress oxidativo, pode determinar
lesGes oxidativas cumulativas, quer a nivel dos constituintes citoplasmdticos, quer a nivel
da membrana eritrocitdria, que marcam a célula para a morte (Imanishi et al., 1985;
Suzuki er al., 1989; Lutz, 1990; Brovelli er al., 1991; Kosover, 1993). Dos efeitos da
lipoperoxidagdo sobre a membrana eritrocitdria, salienta-se a reducdo na fluidez da
membrana, a sua incapacidade para manter os gradientes i6nicos e, portanto, o equilibrio
electrolitico da célula, que se reflectird num aumento de volume do eritrécito e uma maior
proprensdo para a hemdlise.

E razodvel que as modificagdes oxidativas no eritrécito, criadas pelo exercicio
fisico, determinem um processo de senescéncia eritrocitiria acelerada, com remogéo
precoce de eritrocitos.

O eritrécito sofrendo lesdes oxidativas cumulativas, em fungio do stress oxidativo
criado, poderd fornecer marcadores de stress oxidativo que permitam compreender ou
estabelecer limites razodveis ou até benéficos de actividade fisica, ou ainda, compreender
a marcada variagdo bioldgica e individual para a mesma ou para diferentes intensidades,

tipos de actividade fisica e tempos de execugdo da mesma.



5. - O Stress Oxidativo nas Doen¢as Cardiovasculares.

A aterogénese € um processo lento, mas progressivo, que se inicia habitulamente no
adulto jovem e se manifesta clinicamente no adulto de meia idade, geralmente depois dos
40 anos). A incidéncia das doengas cardiovasculares (DCV) aumenta exponencialmente
com a idade e € mais elevada no homem que na mulher pré-menopausica, o que, segundo
alguns estd relacionado com os valores superiores de hematécrito observados no homem e
segundo outros, com os valores das reservas de ferro, também mais elevadas no homem
(Magnusson et al., 1994).

Virios estudos epidemiolégicos e laboratoriais tém evidenciado como factores de
risco de eventos cardiovasculares (enfarte de miocérdio, tromboses) a
hipercolestorelemia, hipertrigliceridemia, concentracdes elevadas do colesterol das
lipoproteinas de baixa densidade (LDLc -low density lipoprotein cholesterol) e da
apopliproteina B (Apo B), baixas concentragdes do colesterol das lipoproteinas de alta
densidade (HDLc - high density lipoprotein cholesterol) e da apolipoproteina A1 (Apo
Al), hipertensdo, tabagismo e hiperfibrinogenemia (Duchois et al., 1987; Clozel et al.,
1991; Schmﬁtz et al., 1991; Giral, 1992; Benowitz et al., 1993; Bonithon et al., 1993;
Loscalzo er al., 1993; Yang et al., 1993; Heinrich er al., 1994; Kawachi er al., 1994,
Menotti et al., 1994). Estes factores de risco tradicionais, que podem ocorrer
isoladamente ou em associagdo, prevém apenas aproximadamente um tergo dos eventos
cardiovasculares.

A importincia dos lipidos e lipoproteinas na patogénese da aterosclerose ¢
inquestiondvel, apesar de algumas lesGes aterosclerdticas conterem pequenas proporgdes
de colesterol (Smith, 1987; Wall er al., 1994). De facto, diversos tipos de células e
processos metabélicos parecem estdo também envolvidos na aterogénese, a qual pode ter
inicio, ou ndo, numa lesdo do endotélio vascular (Ross, 1986; Charo, 1992). As
modificagdes mais evidentes das lesdes aterosclerdticas sio a acumulag¢do lipidica e a
infiltragdo e proliferacio de diversos tipos de células, nomeadamente,
mondcitos/macréfagos, linfécitos, células musculares lisas, fibroblastos e plaquetas
(Ross, 1986; Steinberg, 1987).

S&o duas as hipSteses aterogénicas que tém merecido especial atengdo e estudo.
Segundo a hipdtese aterogénica por lesdo do endotélio vascular, € a lesdo deste que inicia
0 processo aterogénico, promovendo de imediato a adesio e activacio de plaquetas € o

recrutamento de células inflamatdrias para a zona lesionada. A outra hipétese, mais
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recente, € designada por hipétese de modificacdo oxidativa, por atribuir aos radicais
activos de oxigénio as modificagdes conducentes 3 inser¢do e progressdo da lesdo
aterosclerdtica (Fig. 6) (Steinberg, 1987). Segundo esta, o processo inicia-se pela adesdo
de mondcitos/macréfagos a célula endotelial morfologicamente ilesa (Charo, 1992), na
sequéncia de infiltragdo de LDL no espago subendotelial (Friedman er al., 1993). Neste
espago, a LDL € modificada oxidativamente, sendo esta modificagdo determinada por
radicais activos de oxigénio que podem ter ori gem nos mondcitos/macréfagos, nas células
musculares lisas ou nas células do endotélio vascular. A LDL oxidada constitui um factor
quimiotdctico para os mondcitos circulantes, tem capacidade para inibir a motilidade dos
macréfagos e tem ainda a particularidade de ser fagocitada mais avidamente pelos
macréfagos, que a LDL nativa. Da modificagdo oxidativa das LDL no espago
subendotelial, resultard, entdo, um recrutamento de mondcitos da circulagdo sanguinea, a
acumulag@o de macréfagos (macréfagos residentes) e uma fagocitose exacerbada de LDL
oxidada pelo macréfago, com formagdo de células “foam” e do ateroma (Steinberg,
1987). A proliferagio e acumulagdo de células favorecer4 a lesio do endotélio vascular,
por estiramento das células endoteliais.

O processo aterogénico com inicio na modificag¢do oxidativa das LDL no espago
subendotelial, adquire uma progressio “auto-catalitica” em que interactuam células
activadas do espago extravascular (macréfagos, linfécitos, células musculares lisas), da
parede vascular ¢ do espago intravascular (plaquetas, mondcitos, neutrdfilos, linfécitos)
(Aviram, 1992; Lehr et al., 1993; Buja er al., 1994; Lam et al., 1994; Sawshuk et al.,
1994). No centro desta interacgio celular estd o macrofago (Libby er al., 1993) que, para
além de constituir uma fonte importante de radicais de oxigénio e proteases, € capaz de
secretar citoquinas que induzem a activagio e proliferagdo de células musculares lisas,
fibroblastos e células endoteliais, também elas capazes de produzir e secretar mediadores
inflamatérios como o interferon, TNF, PAF. Algumas das citoquinas secretadas pelas
c€lulas inflamatérias tém capacidade para activar células da circulagdo sanguinea,
nomeadamerfte o linfécito, o neutréfilo (Weiss, 1982; Uyesaka 1992a) e as plaquetas
(Mehri ez al., 1993).

E pois razodvel que a activagdo celular no ateroma, acompanhada por libertagdo de
mediadores de activagdo leucocitdria, proteases e de radicais activos de oxigénio capazes
de difusdo através das membranas celulares, crie um ambiente de stress oxidativo e
proteolitico que possa mediar a activagdo de células sanguineas como os neutréfilos, ou

ainda mediar modificagbes oxidativas e proteolitcas no eritréeito, particularmente sensivel




"L861 ‘B1oquig op opeidepy “(AT) enosea OT[910PU2 Op OESI] B PI200I0AR] SBIN[PO 9P OpSenunde o ogderojiord
Se[N[9 9p OpdeuLIo] woo ‘0Fejorsew ofad ePeprxo T op BPeqIo0BXa 95031005k BUIN 9 (SOIU0pISaI s0Tejoroeu) s03ejoroew op opdenwnoe e ‘eoungues
OBJBNOIID BP SOIDQUOW 9P OJUSWRINIDAI WA “‘0BIUd ‘preINSal ‘[e[ajopuaqns odedso Ou (T Sep BANEPIXO OpdedyIpOW B(Q "eAneU “(]T © onb ‘soSejorsew sofad ojuswepiAe
STRW BPEIIDOZe] 10§ Op SpepLemonIed  epure wo) o (I1) so3ejoroew sop speprnow e nqrur ered speproedes wa) ‘(1) seIuenOIND sojoouow so ered oonogjoruinb 101983 win IMNSuod
BPEPIX0 “IAT V "Te[IseA O1[910pU2 Op SE[O[30 SBu NO SeSI| SAIeNOsnu SB[N]9) seu ‘sogejoroew/sonoguour sou woguo 101 wopod onb O1up31X0 Op SOAOE STedIpeI Jod epeuUIULISIOp
OBJEJJIPOUI BISO OPUDS “OJUOUIBAIBPIXO EpeOlIpow 9 I & ‘odedss a1saN “[erjelopuaqns odedss ou q op ogdenjiyui op erougnbos eu ‘esapt 9uowredr30[0JI0W [RI[S10PUD
BR[O § S03ej010BW/S0II00UOW 9P Ogsape Blad 9s-Iorur 0o1upSoIate 0ssaa01d o ‘Blso opungag “I"] Sep BADEPIXO OSedIjIpouw op asa10d1y ep eongwonbss opdeiussardoy :9 *Siy

\Q v "BWOIATE 0P 3 (I]) ,,Ureoy,,

..gom:
Bpd
EpEpPIXO X
1aT mﬂwMAO
omp3rxo ap m
SAIAT] STROIPEY \ n

SOBRJOIORIN
" \ Macuv_mom I SesIf
058JOIOR
Nl N osn L — STAopoMD Sem0
I rer 3
\
O 5388,_ /@V
\ ommﬁ ‘

/= 1=t { = (\ = | = I]/=
7

X S
o @@ @ @ =m

ITT S3IUBINOIID SOIIOQUOIA]




87

a situagdes de stress oxidativo e proteolitico. E de salientar que os doentes
cardiovasculares apresentam frequentemente uma leucocitose do tipo neutrofilico,
sugestiva do envolvimento do neutréfilo na fisiopatologia da aterogénese (Ernst ef al.,
1987; Mugge et al., 1991; Lowe, 1993) e que foi atribuida a algumas citoquinas
secretadas pelo macréfago ¢ também por outras células inflamatérias, como a
interleuquina-1, interleuquina-8 ¢ TNF, capacidade para despoletar a activagdo do
neutréfilo (Klebanoff ez al., 1986; Bast et al., 1991).

Com a formagéo e progressdo do ateroma, o limen vascular trona-se mais estreito,
criando zonas de turbuléncia que permitem uma interac¢do mais proxima e demorada das
c€lulas sanguineas com o microambiente oxidativo e proteolitico dessa zona. Alids, a
localizagdo tipica das placas ateroscleréticas em zonas de turbuléncia e também de maior
estase, € bem sugestiva da importincia duma interacgdo préxima das células, no processo
aterogénico, jpor favorecer a interac¢do entre as células e seus produtos de activagio e,
ainda, por contribuir para o desnudamento do endotélio vascular (Sawshuk ez al., 1994).
O impacto do stress oxidativo sobre as células circulantes, nestas regides de turbuléncia e
estase, serd, obviamente, favorecido pela viscosidade sanguinea. Esta, é determinada por
condigdes fisicas como a temperatura, forgas de atrito entre as células, capazes de romper
a agregacdo eritrocitdria e induzir a deformagio celular (Sang et al., 1993a; Sang et al.,
1993b), pela composigdo do sangue, isto &, pelo valor de hematdcrito, capacidade de
deformabilidade dos eritrocitos, nimero de leucécitos, concentragdo de lipidos
plasmiticos, concentragdo de fibrinogénio (Heinrich et al., 1994), e pela tensdo arterial
(Bonithon et al., 1993; Sang et al., 1993a; ; Sang et al., 1993b). A viscosidade
sanguinea ¢ plasmdtica, o hematécrito, o niimero de leucécitos e o fibrinogénio, estdo
habitualmente aumentados no doente cardiovascular (Lowe, 1993; Heinrich et al., 1994),
As perturbagbes reolégicas determinadas por uma viscosidade sanguinea acrescida,
favorecerdo a ocorréncia de eventos cardiovasculares, particularmente se associada a

estenose e oclusio arterial.
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III - Objectivos e Plano de Trabalho.

Um aumento no niimero de leucdcitos, em particular de neutréfilos, é comum a
diversas situagGes patolégicas, como processos inflamatdrios e infecciosas e doengas
cardiovasculares (Grimm et al., 1985; Ernst ez al., 1987; Mugge et al., 1991; Schmid-
Schonbein 1991; Lowe, 1993; Garcia et al., 1994). E ainda frequente em situagdes ditas
fisiol6gicas, como o exercicio fisico e a gravidez (Field er al., 1991; Shephard er al.,
1991). E interessante observar que paralelamente a leucocitose neutrofilica se desenvolve
frequentemente uma anemia ligeira a moderada, de etiologia pouco esclarecida, que, por
associar uma redugdo no tempo de vida do eritrécito, pressupde o desenvolvimento de
condi¢es favorecedoras do envelhecimento eritrocitario.

O exercicio fisico e as doengas vasculares, como foi referido, desencadeiam ou sio
acompanhados de um processo que envolve a activagdo e proliferagdo de células
inflamatdrias, & semelhangas do que acontece nos processos inflamatdrios e infecciosos.
A activagdo das células inflamatérias constitui uma importante fonte de radicais de
oxigénio e proteases que, sendo libertados na rede vascular, poderdo exercer a sua ac¢do
oxidativa e proteolitica sobre as células endoteliais, sobre as células sanguineas ¢ sobre
constituintes plasmdticos. Os radicais activos de oxigénio t€m uma reactividade
caracteristica e alguns deles sdo capazes de se difundir através de membranas celulares e
actuar em locais distantes daquele onde foram produzidos.

Virios trabalhos, referidos anteriormente, evidenciaram Ja in vitro a acg¢do do
neutréfilo activado sobre o eritrécito. Entre as modificagdes eritrécitdrias impostas pelos
produtos de activagdo do neutréfilo sdo de salientar a desnaturacdo e liga¢do de
hemoglobina & membrana, a degradagio ¢ oxidag¢do com agregagio da proteina banda 3 e
a ligag@o de IgG’s & membrana, por constituirem alteragdes que conduzem a remocéio do
eritrocito e que traduzem modificagdes intracelulares decorrentes do processo de
senescéncia ou impostas por stress oxidativo intra-eritrocitdrio, com disfuncdo dos
mecanismos de defesa anti-oxidante. Sendo o eritrécito um dos alvos dos produtos de
bioactivagdo dos neutréfilos, pelas suas caracteristicas, constitui um bom modelo de
estudo e um potencial marcador de stress oxidativo fisiolégico ou patoldgico. De facto,
sendo o eritrécito uma célula de capacidade biossintética limitada €, portanto, incapaz de
reparar lesdes oxidativas e proteoliticas, sofre e acumula ao longo da sua vida as lesdes
sofridas, e a avalia¢do dessas lesdes poderd indicar a intensidade do stress sofrido. E,
alids, reconhecido que eritrécitos que desenvolvam precocemente lesdes celulares, sdo

também removidos prematuramente, em termos cronoldgicos. E o caso de células
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falsiformes, talassémicas, com enzimopatias comprometedoras dos mecanismos de defesa
anti-oxidante e, ainda, de eritrécitos tratados com oxidantes.

E, portanto, razodvel que situagdes fisiolGgicas e patoldgicas, como aquelas que se
pretendem estudar, sejam acompanhadas de stress oxidativo intra-eritrocitdrio, com
disfungdo metabdlica dos sitemas de defesa antioxidante e desenvolvimento de lesdes de
natureza oxidativa e proteolitica que poderio determinar a remogdo precoce dos
eritrécitos. O estudo destas lesdes, pela sua natureza cumulativa, podem revelar-se
importantes marcadores clinicos de risco fisiolgico e patolégico.

Pretende-se estudar alteragGes quantitativas referentes a eritrécitos e leucéceitos,
alteragGes enzimdticas eritrocitdrias e modificacdes a nivel da membrana eritrocitdria.
Nesta, dar-se-4 especial atengdo s alteragdes nas proteinas de membrana e em particular a
proteina banda 3, a proteina imunologicamente relacionada com o neoantigénio de
senescéncia, que € produzido por envelhecimento celular ou decorrente de agressoes
celulares acumuladas. Pretende-se ainda relacionar a leucocitose neutrofilica com
bioactivagio de neutréfilos, através do estudo das modificagdes eritrocitdrias associadas,
em modelos vivos de stress oxidativo fisioldgico e patolégico.

Numa primeira fase utilizou-se apenas o exercicio fisico como modelo de szress
oxidativo, por se considerar conveniente estudar as alteragdes hematoldgicas impostas por
uma situagdo de stress oxidativo sem patologia associada e que € referida como benéfica
no doente cardiovascular. Nesta fase procurou-se ainda estabelecer diferencas entre
individuos que exercitam regularmente e individuos com habitos sedentdrios.

Numa segunda fase alargou-se o estudo aos modelos patolégicos, de individuos em
risco de DCV, que incluiam individuos com histéria de enfarte de miocdrdio (superior a
tr€s meses), com enfarte de miocdrdio nas dltimas 48 horas e individuos com hipertensdo
ou outros factores considerados de risco, mas sem histéria de eventos cardiovasculares.
Estas populagdes foram também estudadas sob o ponto de vista bioquimico, a fim de
avaliar eventuais relagbes entre alteragdes hematolégicas e alteragdes de lipidos,
lipoproteinas ou apoproteinas, que constituem factores de risco, e, quicd definir

marcadores de risco mais sensiveis que os tradicionais. Um grupo controlo inclufu
individuos aparentemente sauddveis, com par@metros hematolégicos e bioquimicos
normais € de hdbitos sedentdrios, isto é, sem hébitos de exercicio fisico regular.

Na fase final procedeu-se a alguns testes in vitro, no sentido de esclarecer alguns
resultados obtidos e relaciond-los com envelhecimento eritrocitirio acelerado ¢
bioactivagio de neutréfilos.
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O stress oxidativo fisiolégico
imposto pelo exercicio fisico

1. Material é métodos aplicados ao estudo
do stress oxidativo fisiolégico, imposto pelo exercicio fisico
L.1. Populagdo estudada
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da glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) eritrocitdria
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por focagem isoeléctrica
1.3.5. Avaliagio da percentagem de hemoglobina
ligada & membrana eritrocitaria (% HbLM)
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1.3.5.2. Preparagio das membranas eritrocitdrias
1.3.5.3. Determinag@o da concentragdo proteica
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1.3.6. Estudo electroforético do perfil proteico da membrana eritrocitdria
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1.3.6.2. Electroforese em gel descontinuo de poli-acrilamida
(sistema de Laemmli), na presenga de SDS (SDS-PAGE)
1.3.6.3. Revelagdo do gel
1.3.6.3.1. Coloragdo pelo azul de Coomassie

1.3.6.3.2. Coloragdo pela prata
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1.3.6.4. Secagem do gel
1.3.7. Estudo do perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria
por “Western Blotting”
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2.Resultados
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IV. O stress oxidativo fisiolégico imposto pelo exercicio
fisico.

Na primeira fase deste estudo tomdmos o exercicio fisico como modelo
experimental, para o estudo de alteragdes eritrocitdrias e leucocitdrias, decorrentes de uma
situagdo de stress oxidativo sem patologia associada.

O protocolo do exercicio fisico e sua aplicagdo s6 foi possivel gragas a colaboragio
com a Faculdade de Ciéncias do Desporto e Educagdo Fisica e do Centro de Medicina

Desportiva, na pessoa do Dr. Paulo Cunha e Silva.

1. - Material e métodos aplicados ao estudo do stress oxidativo

fisiologico imposto pelo exercicio fisico.
1.1. - Populag¢do Estudada.

Selecionou-se uma populagdo jovem de 24 individuos, aparentemente saudéveis,
com parametros hematolégicos normais, de idades compreendidas entre os 20 e os 25
anos. Esta populagiio integrava dois grupos, um constituido por 12 individuos da
populagdo estudantil da Faculdade de Ciéncias do Desporto e Educagio Fisica e que,
portanto, praticavam exercico fisico regularmente, e outro com igual nimero de
estudantes universitdrios com hdbitos sedentdrios. Ao primeiro grupo demos a designagdo

de Treinados (T) e ao segundo de Nio Treinados (NT).

1.2. - Actividade Fisica Desenvolvida.

Utilizou-se o ciclismo como modelo de actividade fisica. A todos os individuos foi
aplicado um protocolo de exercicio em cicloergémetro, que consistiu em introduzir
incrementos de carga de 20 W cada minuto, partindo de uma carga inicial de 20 W,
mantendo uma frequéncia pedalar de 60 rpm, e tomando o critério de desisténcia na
exaustdo, como ponto de finalizagdo do exercicio.

1.3. - Andlises Sanguineas Executadas.

A fim de estudar e quantificar as alteragdes hematolégicas a nivel eritrocitdrio e
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leucocitdrio, recolheram-se amostras de sangue, utilizando como anticoagulante o sal
potdssico do dcido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mg/ml de sangue. As amostras
foram recolhidas em todos os individuos em jejum e em repouso e imediatamente apés o
exercico fisico. Em nove dos individuos estudados foi ainda feita outra colheita de
sangue, 1 hora ap6s o termo do exercicio fisico, sem ingestdo de liquidos durante esse
periodo.

Os estudos feitos inclufram:

1.3.1. - Hemograma.

As determinagdes quantitativas do hemograma foram executadas num contador de
globulos automadtico do tipo Microcell Counter CC 120 Sismex e incluem a avaliacdo do
namero de glébulos vermelhos por litro de sangue (GV/1), a concentracio de hemoglobina
(Hb g/dl), o valor de hematdcrito (Ht 1/1), de hemoglobina globular média (HGM pg), de
concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM g/dl), de volume globular médio
(VGM {1) e do nimero de glébulos brancos por litro de sangue (GB/I). Recolheu-se para
esta determinagdo um volume de 2,5 ml de sangue venoso com EDTA, na propor¢ao
adequada.

O estudo da morfologia das células sanguineas ¢ a contagem diferencial de
leucéeitos, foram executados em esfregagos sanguineos corados pela técnica de Wright
(Dacie et al., 1991a).

1.3.2.- Fracionamento Eritrocitdrio em Gradiente Descontinuo de Densidade.

1.3.2.1.- Isolamento dos Eritrécitos.

Para o isolamento dos eritrécitos partiu-se da amostra de sangue venoso com EDTA
(10 ml) e utilizou-se uma técnica que recorre a uma filtrag@o através de alfa-celulose e
celulose microcristalina. Este método permite a remogio da maioria dos leucécitos
(99,75%) e das plaquetas, ¢ a recuperacdo de mais de 90% dos eritrécitos, incluindo
reticuldeitos (Beutler ez al., 1976; Beutler et al., 1977).

O meio de separagio é preparado por mistura em partes iguais dos dois tipos de
celulose, que se suspendem em soro fisiolégico a 4° C. Toma-se uma seringade 5ml, a
qual se retira o émbolo, e adapta-se-lhe um disco de papel de filtro no fundo. Coloca-se
num suporte, verticalmente, e decanta-se, entdo, a suspensdo de celulose, bem
homogeneizada, até a marca 3 ml; depois de equilibrada a coluna de celulose com 5 ml de

soro fisiolégico a 4° C, coloca-se a amostra (5 ml de sangue em cada uma de duas
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seringas) no topo da coluna e mantém-se um fluxo continuo de soro fisiolégico a 4° C, até
a separagdo completa dos eritrécitos. Depois de lavado os eritrécitos em soro fisiolégico a
4° C e de retirar uma aliquota para determinagio da actividade da G6PD eritrocitiria
(Beutler et al., 1977), ressupendem-se num hematécerito de cerca de 0,30 /1, a fim de

preparar a suspensdo que se colocard no topo do gradiente de densidade.

1.3.2.2. - Preparagdo do Gradiente de Densidade Descontinuo e Obtengio das
Frac¢des Eritrocitdrias.

Para a preparagdo do gradiente de densidade utilizaram-se quatro solugdes
isotdnicas de arabinogalactano (“Larex-LO”, Larex International Corp.), a pH 7,4, de
densidades 1,100; 1,105; 1,110 e 1,200, gentilmente cedidas pela Dra. Maria Strech do
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto. O gradiente foi
preparado colocando no tubo de ultracentrifuga 2,5 ml de cada uma das solugdes, por
ordem decrescente de densidade.

A suspensdo globular a 0,30 I/ € colocada no topo do gradiente e centrifugada a
20.000 rpm durante 30° a temperatura de 4° C, numa ultracentrifuga 1.E.C.-M60.
Terminada a centrifugagdo, separam-se as fracgdes eritrocitdrias e, depois de lavadas com
soro fisiolégico a 4° C, sdo quantificadas e preparadas para o estudo da actividade
enzimdtica da G6PD e do seu comportamento electroforético, por focagem isoeléctrica,

segundo a metodologia que a seguir se descreve.

1.3.3.- Determinagdo da Actividade Enzimdtica da G6PD Eritrocitéria.

O valor da actividade da G6PD no eritrécito é reconhecido como um bom indice de
idade eritrocitdria (Ouwerkerk et al., 1989). Todavia, este valor pode elevar-se de forma
significativa, no caso de contaminagdo por leucécitos ou por plaquetas, uma vez que
ambos apresentam uma actividade de G6PD bastante superior a do eritrécito (Morellini et
al., 1985). Donde, a importincia da remogdo destes elementos celulares (Beutler ez al.,
1976).

O processamento deste estudo, desde a colheita até ao doseamento da actividade
enzimdtica, deve ser conduzido & temperatura de 4° C. Assim, no perfodo de lavagem dos
eritr6citos usou-se uma centrifuga refrigerada (3K 10 -Sigma).

Apés o isolamento e a lavagem dos eritrécitos, com soro fisiolégico, prepara-se
uma dilui¢do dos GV a aproximadamente 1:5, numa solugdo estabilizadora da enzima
(EDTA 2,7 mM a pH 7,0, NADP 10 UM e B-mercaptoetanol 7 mM) e de seguida
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procede-se & hemdlise por choque térmico, que consiste numa congelagdo rdpida em

metanol a -20° C e descongelagdo, também rédpida, em banho de dgua a 25° C. De salientar

' que a descongelagdo da amostra sé deverd processar-se por altura do doseamento
’ enzimdtico (Beutler et al., 1977).

Para o doseamento partiu-se de um “kit” da Bochringer Mannheim (Test

Combination G6P-DH, Test UV), introduzindo-lhe algumas modificagdes (Betke et al.,

1967; Santos Silva et al., 1989). Entre outras modificagdes refer-se que, para além de

[ substituir os hemolisados totais por hemolisados eritrocitdrios, suprimiu-se a hemolise

, pela digitonina, a qual além de ser muito insoldvel é frequentemente acompanhada de

; impurezas (Beutler et al., 1977); 4 mistura reagente foi adicionada, na altura do ensaio,

! uma solugdo catalisadora, de cloreto de magnésio em solugdo concentrada (MgCl,. 6H,0

‘ 5 M), por forma a introduzir altera¢des minimas nas concentragdes dos reagentes e obter

uma concentra¢do final de 0,01 M; adoptaram-se as unidades de expressio para a

|

! actividade enzimdtica da G6PD eritrocitiria recomendadas pelo Comité Internacional para

} Padronizagdo em Hematologia, ou seja, em Unidades Internacionais por grama de

| hemoglobina (UI/ g Hb), e ndo por nimero de eritrécitos por ml de sangue.

‘ A mistura reagente é constituida por NADP 0,37 mM em tampao de trietanolamina
37,7 mM (pH 7,6) ¢ EDTA 3,8 mM. No momento do ensaio adiciona-se a esta solucdo
reagente a solugdo catalisadora (3 ul) e o hemolisado teste (25 pl) e incubam-se em banho

| ‘ de dgua a 25° C, durante 5’. Apés esta incubagio, junta-se o substrato (25 pl), uma

solugdo de G6P (0,58 mM), homogeneiza-se e decanta-se a amostra para uma célula do
espectrofotémetro, previamente termostatizada a 25° C. A actividade da G6PD eritrocitdria
revelar-se-d através da produgdo de NADPH, que absorve a 340 nm. A absorvéncia € lida

e registada, bem como o AA/minuto, durante um periodo de 6 minutos. Para a execucdo

deste teste utilizou-se um banho de 4gua termostatisado (Thermed 5001), para a incubagdo

dos reagentes € para fazer a circulagio da d4gua através das células do espectrofotémetro

(Shimadzu UV-265).

Para além da determinagdo do AA/minuto, é necessdrio conhecer o valor da
concentragdo hemoglobinica do hemolisado teste, a fim de calcular a actividade enzimatica
em Ul/g Hb. Com esse fim, utilizou-se um “Kit” da Boehrin ger Mannheim (Test
Combination Hemoglobin) que aplica o método da cianometa-hemoglobina (Dacie ez al.,
1991b) e que consiste, fundamentalmente, em converter todas as formas de hemoglobina
a cianometa-hemoglobina, com excepcio da sulfo-hemoglobina, por adigdo do

hemolisado 2 solugdo de Drabkin, constituida por cianeto de potdssio e ferricianeto de
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potdssio. A leitura € feita a 540 nm, apés um periodo de repouso de 3’

Finalmente, conhecendo a concentragdo de hemoglobina do hemolisado teste,o
volume de hemolisado por mililitro de solugio reagente, o valor do AA/minuto, e sabendo
que 1 pmol de NADPH tem um poder absorvente de 6,22 num trajecto 6ptico de 1 cm,
poderd calcular-se o valor de actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria em Ul/g Hb.

~ A actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria foi avaliada nas diferentes fraccdes
eritrocitdrias, obtidas por ultracentrifugagfio em gradiente de densidade descontinuo, e
ainda, nos hemolisados eritrocitdrios totais, obtidos da populagdo eritrocitdria total, de
cada uma das amostras de sangue colhidas antes, depois e 1 hora depois do exercicio

fisico.

1.3.4.- Andlise Electroforética da G6PD Eritrocitéria por Focagem Isoeléctrica.

Com o objectivo de avaliar modificagdes na enzima que parecem relacionar-se com a
idade da célula (Khan er al., 1974), procedeu-se ao seu estudo por focagem isoeléctrica.
A G6PD eritrocitdria pode sofrer alteragdes cuja extensdo e natureza podem determinar
modificagbes na sua actividade enzimdtica ou no seu ponto isoeléctrico.

A focagem isoeléctrica foi executada no Phast System (Pharmacia), aplicando a
amostra num mini gel de poliacrilamida (Phastgel IEF 5-8 - Pharmacia), que contém
anfolitos capazes de criar um gradiente de pH linear, entre 5 ¢ 8, e estdvel durante a
electroforese, que serd conduzida i temperatura constante de 15° C.

A pré-focagem, para desenvolvimento do gradiente de pH, € feita a 2000 V/2,0 mA
durante aproximadamente 10 minutos, procedendo-se de seguida a aplicacio da amostra.
Neste periodo de aplicagdo da amostra a voltagem baixa para 200 V. A fase seguinte de
focagem isoeléctrica é também feita a 2000 V/2 mA, durante 30°.

Terminada a focagem isoeléctrica, o gel € retirado e submetido a uma coloragdo
especifica para a G6PD, que associa a reducio de NADP, na presenga de G6PD, & de um
sal de tetrazdlio, o azul de tiazolilo (MTT), na presenga de um transportador de electroes,
o metassulfato de fenazina (PMS), com formagdo de formazano, insolivel e de cor
purpura violdcea. A coloragdo deve processar-se imediatamente a seguir a focagem
isoeléctrica e € feita pela técnica de “blotting”, isto &, pela sobreposicdo do gel com uma
tira de acetato de celulose préviamente embebida em 10 ml da solugdo corante e passada
por papel de filtro, para remover o excesso de corante. Esta solucdo corante € constituida
por 4 mg de NADP, 10 mg de G6P(Na), 2 mg de MTT em 9,4 ml de tampdo Tris HCl
0,1 M a pH 8,0, que se adicionam a 0,6 ml de PMS a 1 mg/ml, apenas na altura da
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coloragdo. Esta, € feita & temperatura ambiente, no escuro, em cAmara hiimida, durante
cerca de 15°. A G6PD revela-se pelo aparecimento de uma cér purpura viol4cea, cuja
intensidade € proporcional a sua actividade enzimadtica.

Este estudo foi executado em hemolisados das fracgdes eritrocitdrias obtidas por
ultracentrifuga¢do em gradiente de densidade descontinuo e nos hemolisados do total de

eritrécitos provenientes das amostras de sangue obtidas antes e depois do exercicio fisico.

1.3.5.- Determinagéo da Percentagem de Hemoglobina Ligada a Membrana
Eritrocitdria (% HbLM).

Para este estudo torna-se necessdrio isolar os eritrécitos do plasma e das outras
c¢lulas sanguineas e, de seguida, isolar as membranas dos constituintes citoplasmdticos
da célula. Para determinar a percentagem de hemoglobina ligada & membrana (% HbLM) é
obrigatdrio conhecer a concentragdo proteica da suspensdo de membranas obtida, por
forma a calcular a quantidade de proteinas totais presentes no ensaio € a respectiva
percentagem de hemoglobina. Assim, passar-se-4 a referir as técnicas usadas para
isolamento de eritrécitos, para preparacdo das membranas eritrocitdrias e para conhecer a

concentragdo proteica de cada uma das amostras.

1.3.5.1.- Isolamento de Eritrécitos.

Para a preparagdo de membranas eritrocitdrias optou-se por um método diferente
daquele j4 referido para o isolamento dos eritrécitos (1.3.2.1.), ndo s6 por se tornar dificil
0 manuseamento de diversas amostras em simultineo, mas também porque ndo permite a
recuperago total dos eritrécitos. De facto, se se pretende avaliar a li gagdo de hemoglobina
a membrana eritrocitdria, cujo aumento foi Jd relacionado com o processo de senescéncia,
ndo faz sentido excluir a partida células que poderdo ser importantes ou mesmo
determinantes no resultado final do estudo. E de referir ainda que este método permite
também a separagdo de granuldcitos, sem qualquer passo adicional a técnica, e que, poe
esse motivo, foi também o método escolhido e usado no isolamento de granuldcitos para
os testes in vitro (cap. VI).

Para o isolamento dos eritrécitos usaram-se dois meios de separac¢ido de densidade
diferente (Histopaque 1,119 e Histopaque 1,077 - Sigma), constituidos por ficoll e um
meio radiopaco. O método consiste em sobrepdr ao meio de densidade superior, igual
volume do meio de menor densidade (3 ml), e, no topo deste gradiente descontinuo de

densidade dupla, colocar cuidadosamente a amostra de sangue venoso com EDTA (5 ml).
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Segue-se uma centrifugacio a 700G durante 30°, a temperatura de 12 ° C (centrifuga
3K10 - Sigma). Obtém-se todos os eritrécitos numa sé camada no fundo do tubo,
perfeitamente separados das plaquetas e dos leucécitos, formando estes dltimos duas
bandas bem distintas, uma de granulécitos e outra de mononucleares. Os eritrécitos serdo
entdo isolados e transferidos para tubos de ultracentrifuga, com cerca de 50 ml de
capacidade, € lavados numa solugio tampao de fosfato isot6nico (PBS) a pH 7,4 (Dacie
etal 1991c ) e A temperatura de 4° C, por centrifugagdes sucessivas a 2.500 rpm durante

10’ (centrifuga 3K 10 - Sigma, com refrigeragio).

1.3.5.2.- Preparagdo das Membranas Eritrocitdrias.

Todo o processo de lavagem dos eritrécitos e preparacdo das respectivas
membranas deve ser executado temperatura de 4° C.

Os eritrécitos lavados sdo submetidos a uma hemélise hipoténica, segundo o
método de Dodge et al., (1963), por adigdo de tampido fosfato 5 mM a pH 8,0,
adicionado de um inibidor de proteases, o PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto), na
concentragdo final de 0,1 mM, a fim de prevenir a ac¢do de endoproteases. Este tampio,
como alids foi evidenciado por Dodge, permite obter uma remo¢do mdxima da
hemoglobina que se liga & membrana na ocasido da hemdlise.

Para a hemdlise deve encher-se o tubo de centrifu ga que contém os eritrdcitos, com
tamp&o Dodge € colocd-lo em repouso e imerso em gelo picado durante 10°, a fim de se
processar a hemolise e inibir as proteases. As membranas serdo de seguida separadas por
centrifuga¢do a 15.000 rpm durante 10’ (Sorvall SS-3 Automatic). A primeira lavagem
das membranas deve ainda usar tampdo Dodge com o inibidor de proteases e a
centrifugagdo ser precedida de um periodo de repouso de 10” em gelo, para actuagio do
inibidor de proteases. Seguir-se-o 4 lavagens com tampdo Dodge, usando as mesmas
condi¢des de centrifugagdo. Apés a dltima centrifugacio deve regeitar-se o mais possivel
0 tampdo sobrenadante, homogeneizar convenientemente num agitador mecinico (Vortex)

a suspensdo de membranas obtida e dividir em aliquotas para congelar a -20° C.

1.3.5.3.- Determinagdo da Concentragdo Proteica da Suspensdo de Membranas
Eritrocitdrias.

Esta determinacgdo foi executada segundo o método de Bradford (1976).

Basicamente, o método consiste em tragar uma curva padrdo, com solu¢ées de albumina

bovina de concentragio conhecida, a qual permitird conhecer o valor da concentragao
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proteica da amostra. A todas as amostras (solu¢des de albumina bovina e suspensdes de
membranas eritrocitdrias) ¢ adicionado, no momento que precede a leitura
espectrofotométrica, o reagente de Bradford. Este, obtém-se por dissolugdo de 100 mg de
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma) em 50 ml de etanol (Merck) a 95%, seguida da
adi¢do de 100 ml de 4cido fosférico (Merck) a 85% e de dgua destilada, por forma a
perfazer os 1000 ml de solugdo. Esta solucio deve deixar-se em repouso durante a noite e
filtrar-se sempre antes da sua utilizagfo. Da adigio do reagente as amostras resultard um
composto corado, cuja absorvéncia € lida no espectrofotémetro (Shimadzu UV-265), no

comprimento de onda de 595 nm, e € fungdo da concentragdo proteica da amostra.

1.3.5.4.- Determinagdo da %HbLM.

Para esta determinago dilui-se a amostra (100 pl em 800 ul), de concentragdo
proteica jd conhecida, na prépria tina para leitura espectrofotométrica. O solvente é um
detergente aniénico, o Triton X-100 (Merck) a 5% em tampdo Dodge, que determinars a
dissociagdo das proteinas da membrana. Depois de acertar o zero de Absorvéncia a 700
nm com dois brancos, constituidos apenas pelo solvente, homogeneiza-se a amostra e
procede-se a leitura espectrofotométrica (Shimadzu UV-265) contra um branco. A
Absorvéncia € lida a 415 nm e a 700 nm, sendo o primeiro o comprimento de onda de
absor¢do mdxima da hemoglobina e que, portanto, dard o valor de Absorvéncia da
hemoglobina, e o segundo dard o valor corrspondente ao “background” das outras
proteinas. O valor de Absorvéncia lido a 415 nm ser4 subtraido do valor lido a 700 nm,
para com esse valor, com o valor da concentragio proteica da amostra e da dilui¢do feita

com o detergente, calcular a percentagem de hemoglobina ligada & membrana.

1.3.6. - Estudo Electroforético do Perfil Proteico da Membrana Eritrocitdria.

1.3.6.1. - Preparagdo da Amostra.

Para a sua execugdo € também necessdrio proceder ao isolamento dos eritrécitos, A
preparagdo das membranas € a determinagio da concentragdo proteica das suspensdes
membranares. De facto, pretendendo-se estudar e comparar o perfil proteico das
diferentes suspensdes membranares, € obri gatorio conhecer a concentragdo proteica de
cada uma delas por forma a que possamos trabalhar com i guais quantidades de protefnas
por amostra. A técnica de isolamento dos eritrécitos, usada para este estudo, € também a
centrifugagdo em gradiente descontinuo de dupla densidade (Histopaque- Sigma)

(1.3.5.1.), o qual permitird recuperar e isolar toda a populagdo eritrocitdria. E importante
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trabalhar com uma amostra representativa de toda a populagdo eritrocitdria, Ja que se
pretende avaliar modificagGes eventualmente relacionadas com o processo de senescéncia.

Uma vez que as técnicas que precedem o estudo electroforético sio comuns 2
determinagdo anterior (%HbLM), deve partir-se de um volume de sangue (Sml) que
permita a obtengdo de uma quantidade de suspensio de membranas eritrocitdrias
sufuciente para estas execugdes. Assim, como se referiu anteriormente, logo que se obtém
a suspensdo membranar, deve dividir-se em aliquotas e congelar. E uma destas aliquotas

que serd descongelada e utilizada para o estudo electroforético.

1.3.6.2.- Electroforese em Gel Descontinuo de Poli-Acrilamida (segundo o sistema

de Laemmli), na Presenca de SDS (SDS-PAGE).

Para o estudo electroforético do perfil proteico da membrana eritrocitdria procedeu-
se a uma electroforese em gel de poliacrilamida e dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)
(Harlow er al., 1988; Samdrook e al., 1989). A acrilamida, que constitui o meio de
suporte electroforético, apresenta-se sob a forma de monémeros capazes de polimerizar e
formar longas cadeias, ligadas covalentemente, na presengca de N,N’-
metilenobisacrilamida, habitualmente referida por bisacrilamida. Uma das vantagens deste
meio de suporte é o facto de a extensio da polimerizagdo poder controlar-se pela
percentagem total de acrilamida (acrilamida e bisacrilamida) ou pela quantidade de
bisacrilamida adicionada 2 acrilamida. Por consequéncia, poder-se-d pré-determinar o
poro do meio de suporte, através do qual migrardo as proteinas. Ainda relativamente 2
polimerizagdo da poli-acrilamida é de notar a sua inibi¢@o pelo oxigénio, que obriga 2
utilizagdo de uma solug¢do saturada de butanol em dgua, no momento em que se proceda 2
polimerizagdo do gel, por forma a isolar o gel do contacto directo com o ar e ainda impedir
a formagdo de um menisco convexo a superficie do gel, o qual determinaria a distor¢a@o
das bandas durante a corrida electroforética. A polimerizagdo da poli-acrilamida pode
desencadear-se pela adi¢do de persulfato de aménio (PSA) e ser catalisada pela amina
quaterndria N,N,N’N’-tetrametiletilenodiamina, mais conhecida por TEMED. O PSA
deve ser de preparagio recente e, em conjunto com o TEMED, deve adicionar-se apenas

no final, isto €, imediatamente antes de colocar a solugdo polimerizante entre duas placas
de vidro, onde deverd ter lugar a polimerizagio.

A adigdo de SDS, um detergente anidnico, ao meio de suporte € ao tampio
solubilizante da suspensdo de membranas, determinard a desnaturacdo da proteina,

“desenrolando-a” no seu esqueleto polipeptidico. Desta forma, o SDS confere uma carga
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negativa ao polipeptido, proporcional ao seu tamanho (Mascher et al., 1986). Se ao SDS
juntarmos um agente redutor como o B-mercaptoetanol poderemos separar os polipeptidos
de carga negativa, em fungfo do seu peso molecular. Este sistema SDS-PAGE pode usar-
se em sistemas continuos, em que todo o gel tem a mesma composigdo e, portanto, a
mesma porosidade, ou em sistemas descontinuos. Este sistema electroforético
descontinuo, que € talvez o mais usado actualmente, é uma modificacdo feita por Laemmli
em 1970 a métodos anteriores, € que por isso tomou a designacdo de sistema de Laemmli.
Este sistema € constituido por dois tipos de gel, com porosidade diferente. O gel do topo,
no qual se colocam as amostras, € designado por “stacking gel”, € um gel de cerca de 2
cm de comprimento ¢ deve ter uma porosidade superior ao outro gel designado por
“running gel”, que constituird a grande' parte do meio de suporte. Este sistema € excelente,
pois permite uma primeira separagdo das proteinas segundo o seu peso molecular no
“stacking gel”. A entrada das protefnas no “running gel”, de acordo com o seu peso
molecular, contribui necessariamente para a boa resolugdo apresentada pelo sistema de
Laemmli.

Ap6s descongelagdo da aliquota de suspensdo de membranas eritrocitdrias, a 4° C, e
Jd na posse da respectiva concentragio proteica (habitualmente entre 2,5 a 4,0 ug/ul,
prepara-se uma suspensdo (100 ul) com uma concentragdo final de 1 pg/pl. Para isso,
pipeta-se da aliquota perfeitamente homogeneizada um volume que contenha 100 pg de
proteinas e junta-se igual volume de um tampéo solubilizante, constituido pbr Tris HC1
0,125 M a pH 6,8, 4% SDS, 20% de glicerol, 10% de 2-mercaptoetanol e 0,1% de azul
de bromofenol, que tendo um peso molecular muito baixo, funcionars como marcador da
corrida electroforética. De seguida, se necess4rio, perfaz-se o volume final de 100 pl com
tampao Dodge. A desnaturagz”io das proteinas completar-se-4 por aquecimento em banho
fervente. Em paralelo, prepara-se um padrio de pesos moleculares (SDS-6H - Sigma),
para ser aplicado ao lado das amostras. Este padrdo, constituido por uma mistura de seis
proteinas com pesos moleculares de 205.000 a 29.000, ¢ preparado de acordo com as
instru¢des do fornecedor, dividido em aliquotas e congelado até ao momento de
utilizacdo.

Entretanto, prepara-se o gel descontinuo, segundo o sistema de Laemmli. Para o
“running gel” preparou-se uma solugdo de poliacrilamida a 9% e para o “stacking gel”
uma solugdo de poli-acrilamida a 4,5%. Na preparagdo destas solugdes, para além do
TEMED (MercK) usaram-se as seguintes solugdes de trabalho: tampéo Tris 1,5 M
(Merck) a pH 8,8, tampdo Tris 0,5 M (Merck) a pH 6,8, solugio de SDS (Sigma) a 10%,
solugdo de poli-acrilamida (Sigma) a 30% T 2,7% Bis, solugdo de PSA (Merck) a 10%.
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Dadas as dimensdes do suporte vertical para o gel (11 cm de comprimento por 8 cm de
largura) na tina de electroforese usada (SE 280 Hoeffer Scientific Instruments) e a
espessura pretendida para o gel (1,5 mm), preparou-se um volume de 15 ml para o
“running gel”, constituido por 6,5 ml de d4gua destilada, 3,75 ml do tampéo Tris 1,5M a
pH 8.8, 150 pl da solugdo de SDS, 54,5 ml da solugdo de poli-acrilamida e finalmente
100 pl da solugdo de PSA e 10 ul de TEMED. Depois de homogeneizada, coloca-se de
imediato a solugéo (cerca de 12,5 ml) entre as duas placas de vidro do suporte vertical da
tina de electroforese, perfeitamente limpas, desengorduradas com 4lcool e estanques na
parte inferior e lateral. Para laquear a parte inferior recorreu-se a uma calha na qual se
coloca um pequeno volume de uma solugdo de agarose (Difco) a 2%, liquefeita por
aquecimento, e sobre a qual colocamos as placas de vidro poucos minutos antes de
decantar a solugdo do “running gel” para o seu interior. As partes laterais sdo vedadas
pelos espagadores bem siliconizados, os quais determinam também a espessura do gel. As
placas de vidro mantém-se unidas e iméveis por ac¢do de molas adequadas ao efeito
pretendido. Logo que colocada a solugdo entre as duas placas de vidro, devem retirar-se
alguns mililitros da camada superior da solucdo saturada de butanol em dgua, e adiciond-
los de forma a cobrir toda a superficie do topo da solugdo do “running gel”. A
polimerizagdo deverd processar-se por um perfodo de aproximadamente 40°, decorridos
os quais deverd regeitar-se a solugdo saturada de butanol e lavar cuidadosamente o topo
do gel, com dgua destilada. Sobre este gel deve de seguida pipetar-se a solugdo do
“stacking gel”. Para esta preparam-se 5 ml de uma solugdo constituida por 3,14 ml de
dgua destilada, 1,25 ml do tampéo Tris 0,5 M a pH 6,8, 50 pl da solu¢do de SDS, 0,5 ml
da solugdo de poli-acrilamida e por fim 50 pl da solu¢do de PSA e 10 ul de TEMED. De
imediato, introduz-se nesta mesma solugdo, j4 entre as placas de vidro, um pente de
espessura igual a dos espagadores e que determinard a formagdo de 10 cavidades, onde
serdo posteriormente colocadas as amostras. Este gel polimerizard em aproximadamente
15°.

Preparadas as amostras e o gel, adapta-se o suporte vertical com o gel a respectiva
tina de electroforese e retira-se o pente. O gel é, entdo, imerso no tampado de electroforese,
que conduzird a corrente eléctrica entre os dois eléctrodos da tina, e que € constituido por
tampao Tris 0,025 M a pH 8,3, glicina 0,192 M e 0,1% de SDS.

As amostras sdo pipetadas para cada uma das cavidades do gel, aplicando um
volume que serd determinado pela sensibilidade da técnica a usar na revelacdo. Sempre

que se pretendeu revelar as proteinas pela técnica que usa o azul de Coomassie, aplicou-se
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um volume de 20 pl, enquanto que para a técnica de revelagio pela prata se aplicou um
volume de 5 pl, correspondentes a 20 jug € a 5 ug de proteina, respectivamente. O volume
da solugdo padrdo a aplicar, serd também fungdo do tipo de coloragdo a usar na revelagio,
tendo-se aplicado um volume de 20 pl para a primeira técnica e de 2 Ul para a técnica de
coloragdo pela prata.

Aplicadas as amostras e o padrdo, liga-se a tina de electroforese a uma fonte de
energia (2197 Power supply - LKB) e regula-se a corrente para 12 mA, valor que se
manterd até que o marcador da corrida, o azul de bromofenol, tenha penetrado no
“running gel”. A partir de entdo serd regulada para 22 mA, mantendo-se este valor até ao
final da corrida. A fim de eliminar interferéncias pela temperatura ambiente e
sobreaquecimento do meio de suporte, a tina de electroforese e a respectiva fonte sao
colocadas no interior de uma cAmara frigorifica e af decorrer a electroforese. A corrida
electroforética terd lugar por um perfodo de cerca de 4 horas ¢ termina quando o marcador
de corrida estiver a cerca de 1 ¢m do fundo do gel. Desligado o sistema, retira-se o
suporte com o gel e de seguida destaca-se o “stacking gel” com a ajuda de uma espatula.
O gel serd, entdo, tratado por forma a revelar as proteinas distribuidas em bandas bem

individualizadas, segundo o seu peso molecular.

1.3.6.3. - Revelagdo do Gel.

Para o estudo do perfil proteico da membrana eritrocitdria foram usadas as duas
técnicas de revelagio jd referidas, a coloracdo pelo azul de Coomassie e a coloragio pela
prata. Embora sejam ambas de uso generalizado, a sensibilidade das duas & perfeitamente
distinta. Enquanto a coloragfo pela prata é sensivel para valores de proteina superiores a
10 ng, a coloragdo pelo azul de Coomassie s6 € sensivel para valores superiores a 1 pg de

proteina.

1.3.6.3.1. - Coloragdo pelo Azul de Coomassie.

E uma técnica de execugdo extremamente facil, que consiste em imergir o gel na
solucdo corante constituida por 0,125% de Coomassie blue R-250 (Sigma), 50% de
metanol (Merck) e 10% de 4cido acético (Merck), e incubar durante a noite, i temperatura
ambiente, com agitagdo constante (Thomas rotating apparatus). A descoloragio € feita por
incubagdes sucessivas numa solugio de metanol a 50% e de 4dcido acético (Merck) a 10%.
A coloragio e a descoloragdo devem ser feitas num volume de solugdo corante ou

descolorante cinco vezes superior ao usado na preparacgdo do gel.
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A conservagido do gel deve ser feito em dgua destilada até ao momento da sua

andlise.

1.3.6.3.2. - Coloragdo pela Prata.
Esta técnica, de execugdo um pouco mais complexa que a anterior, inclui uma
primeira fase de fixagdo, em que o gel € imerso em solugdes de composigio diferente,

com volume cinco vezes superior ao usado na preparagdo do gel. A imersdo em cada uma

}

|

i

i

' das solugdes € seguida de uma incubagdo por perfodos de 20 a 30’, com agitacdo a
temperatura ambiente. As duas primeiras solugdes fixadoras sdo solugdes de metanol e

F dcido acético (50% metanol e 10% de dcido acético, a primeira; 5% de metanol e 7,5% de

| acido acético, a segunda), enquanto a iiltima é uma solugdo de glutaraldeido a 10%.

| Depois de uma lavagem extensa e cuidadosa, com dgua destilada, inicia-se a

' segunda fase que constitui o processo para a revelagdo. Todo este processo deve ser

’ conduzido sob agitagdo e 4 temperatura ambiente. Apés uma incubagdo do gel numa

| solugdo de ditioteitrol (DTT a 5 pg/ml), durante 30, segue-se outra, por igual periodo de

l tempo, em nitrato de prata a 0,1%. Esta incubagio deve ser seguida de uma lavagem

| abundante e cuidadosa para remogdo do excesso de prata, que conferiria ao gel um

“background” escuro. A adi¢do de uma solugdo de carbonato de sédio (Merck) a 3%,

contendo 50 pl de formaldeido a 40% (Merck), revelard, ap6s alguns minutos de

incubagdo, as bandas de proteinas no gel. Para parar a revelagdo adicionam-se alguns
conservagdo do gel até a sua andlise € feita em dgua destilada.

1.3.6.4. - Secagem do Gel.

A secagem de um gel permite a sua conservagio por longos periodos de tempo.

Um gel apresenta habitualmente propensio para quebrar durante ou apés secagem.
A obtengdo de.um gel quebradigo pode ser prevenida imergindo o gel numa solugdo de
55% de metanol e 2% de glicerol, durante a noite que precede a execucdo da técnica de
secagem do gel.

' Para a secagem, utilizou-sé um aparelho de secagem de geles (Dry Gel TMSR-SE
1160 da HFI). A técnica consiste em colocar o gel sobre uma folha de papel de filtro
3MM ligeiramente embebida em 4gua destilada, previaménte colocada na base do
aparelho, e de seguida cobrir o gel com papel celofane, também previamente humedecido.

mililitros de dcido citrico (Merck) 2,3 M, suficientes para neutralizar o meio. A
|
|
Coloca-se a cobertura prépria do aparelho e, depois de conectado o aparelho a um sistema
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de vécuo, inicia-se o processo de secagem, que decorrerd durante cerca de 1 hora,

regulando a temperatura do aparelho de secagem para 80° C.

1.3.7. - Estudo do Perfil da Proteina Banda 3 da Membrana Eritrocitdria por
“Western Blotting”.

O perfil da protefna banda 3 foi estudado apenas num tltimo grupo de individuos

treinados (n=8), na sequéncia dos resultados obtidos para os individuos anteriormente

estudados e que sugeriam alteragdes estruturais ou moleculares a nivel da membrana

eritrocitdria, que, todavia, nio eram quantificdveis no gel corado, obtido por SDS-PAGE.

1.3.7.1. - Electrofore em SDS-PAGE.

Para a execugdo deste estudo toma-se uma das aliquotas da suspensdo de
membranas obtida segundo a metodologia referida (1.3.5.1. e 1.352) e procede-se a
uma electroforese do tipo SDS-PAGE, de acordo com a metodologia também j4 referida
(1.3.6.1. e 1.3.6.2.). De referir, todavia, que para este estudo se usou um padrio de
pesos moleculares diferentes e que, sendo pré-corado, por conjugagio das proteinas com
um corante azul, permite a visualizag¢do das bandas correspondentes as proteinas que o
constituem e a observagdio da sua migracdo ao longo do processo electroforético
(Prestained SDS-7B molecular wéight markers - Sigma). Além disso, os marcadores pré-
corados sdo facilmente transferidos do gel proveniente da SDS-PAGE, para suportes
solidos como a nitrocelulose, o que permite confirmar por simples observagio visual a
eficiéncia do método de transferéncia. Este marcador inclui sete proteinas diferentes, com
pesos moleculares de 180, 116, 84, 58, 48, 36,5 € 26,6 Kd, respectivamente. Acresce

ainda referir que se aplicaram 20 pg de proteina por cavidade.

1.3.7.2. - Transferéncia de Protefnas.

Corrida a electroforese das amostras e do padrdo, procede-se a transferéncia
electroforética das protefnas para um suporte so6lido de nitrocelulose (Towbin er al.,
1979), através de um sistema de “blotting” ou tina de transferéncia (TE 22 Hoefer
Scientific Instruments) conectado a uma fonte de energia € a um sistema de refrigeragio
(LKB).

Na tina de transferéncia, colocada sobre um agitador magnético, deve introduzir-se
um magnete, que garantird a homogeneizacdo da refrigeragdo do sistema electroforético, a

qual € assegurada por conexdo do sistema electroforético ao aparelho de refrigeragio,
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regulado por forma a manter uma temperatura constante de 12° C, durante todo o
processo de transferéncia. A tina deve ser convenientemente cheia com o tampao de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 191 mM a pH 8,3, adicionado de 20% de metanol no
momento que precede o enchimento da tina) e proceder & refrigeracdo do sistema, cerca de
15°, antes de introduzir o suporte com a sanduiche para transferéncia.

. Destacado e regeitado o “stacking gel” das placas de vidro do suporte vertical da tina
de electroforese, retira-se cuidadosamente o “running gel” e prepara-se a sanduiche para a
transferéncia, num suporte apropriado do sistema de transferéncia. Sobre a folha de
esponja do suporte e de uma folha de papel 3 MM (Whatman), previamente embebidas no
tampdo de transferéncia, coloca-se o gel, que deve ser recoberto por uma folha de
nitrocelulose com uma porosidade de 0,22 um (Schleider & Schiiel), perfeitamente
embebida no tampdo de transferéncia. Sobre esta coloca-se uma folha de papel 3MM e de
seguida a folha esponjosa do suporte, ambas embebidas em tampdo. Preparada a
sanduiche, fecha-se o suporte e coloca-se verticalmente na calha da tina de transferéncia,
de tal forma que o gel fique do lado do cétodo e a nitrocelulose do lado do 4nodo. Depois
de fechar o sistema de transferéncia e de o ligar a uma fonte de alta voltagem, aplicar uma
corrente constante de 20 mA durante a noite, seguida de uma corrente constante de 200
mA durante 1 hora.

Uma vez feita a transferéncia de proteinas, bem evidente pela completa auséncia do
padrdo no gel, procede-se a lavagem da nitrocelulose em PBS pH 7,0. De seguida, a
nitrocelulose deve ser submetida a um bloqueio dos locais de reac¢do que ndo reagiram,
por forma a prevenir posteriores reacgOes inespecificas. Este, € feito por imersdo da
nitrocelulose numa solugdo a 5% de leite em pé (Molico magro) em PBS pH 7,0,
contendo 0,1% de Triton X-100, durante 1 hora, com agitagio suave, a temperatura
ambiente. Feito o bloqueio, a nitrocelulose ¢ lavada duas vezes, por periodos de 10’ em
PBS pH 7,0, contendo 0,1% de Triton X-100, com agitagdo suave, i temperatura

ambiente,

1.3.7.3. - Incubagio com os Anticorpos.

Para a detec¢do da banda 3 usou-se um sistema de dois anticorpos, o primeiro
dirigido para a banda 3, € um segundo anticorpo que, para além de se ligar ao primeiro, é
também conjugado com uma peroxidase, a qual permitird, no final, revelar a proteina
banda 3 presente na nitrocelulose.

A primeira incubagio da nitrocelulose, utiliza um anticorpo monoclonal produzido
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no rato (IgG) e dirigido para a banda 3 humana (Sigma). Este anticorpo reconhece um
epitopo localizado no dominio citoplasmético da molécula de banda 3, localizado a cerca
de 20 Kd do terminal NH,, pelo que reconhecerd ndo s6 a molécula de banda 3,de90a
100 Kd, mas também outros fragmentos peptidicos, Jja reconhecidos na membrana de
eritrocitos circulantes, por SDS-PAGE. Estes fragmentos peptidicos migram nas regides
de 55-60, 38-42 e 21-26 Kd, atribuindo-se esta micro-heterogeneidade dos fragmentos 2
heterogeneidade estrutural da porcio glicidica da molécula de banda 3. Por uma questio
de simplicidade serdo designados por fragmentos 60, 40 e 20, respectivamente. Os dois
Gltimos resultam de clivagem da molécula de banda 3, em pontos pertencentes ao dominio
citoplasmdtico, enquanto que o fragmento 60 resulta da clivagem do dominio
transmembranar, cujo ponto de clivagem ¢ acessivel na superficie exofacial da membrana.
Ou seja, a protedlise da molécula de banda 3, pode revelar-se pela detecgdo de bandas
migrando nas regides de 60, 40 ¢ 20 Kd, € a agregacdo de banda 3 pode revelar-se pelo
aparecimento de bandas de peso molecular superior ao seu. ,

Para a incubagio da nitrocelulose com o anticorpo anti-banda 3, preparou-se uma
dilui¢&o do anticorpo a 1/3.000 em PBS pH 7,0, contendo 0,5% de leite em poe 0,1% de
Triton-X 100. A incubagdo processou-se a temperatura ambiente, com agitagio suave,
durante 4 horas (2219 Multitemp II thermostatic circulator - LKB). Decorrido este periodo
€ apds lavagem para remogdo do anticorpo que ndo reagiu (3 lavagens de 10 minutos),
procede-se a incubagdo com o segundo anticorpo, dirigido para as imunoglobulinas de
rato e conjugada com uma peroxidase (Anti-mouse Ig, peroxidase linked species-specific
whole antibody - Amersham). A incubagdo € feita numa solugdo de PBS pH 7,0,
contendo 0,5% de leite em pé, 0,1% de Triton-X 100 e o anticorpo numa diluigdo de
1/300, durante 1 hora, nas mesmas condicdes de agitagdo e temperatura que a incubagio
anterior. A revelag@o serd precedida de uma lavagem cuidadosa da nitrocelulose,
utilizando na Wltima lavagem PBS pH 7,0. Todas as outras lavagens referidas, devem
utilizar PBS pH 7,0, contendo 0,1% de Triton-X 100.

1.3.7.4. - Revelagio.

Para a revelagdo usa-se uma solugo filtrada, de preparagdo recente, contendo 99 ml
de PBS pH 7,0 ¢ 1 ml de uma solugio a 5% de 4-cloro- 1-naftol em etanol absoluto. No
momento da revelagdo adiciona-se a esta solugdo, na qual se encontra imersa a
nitrocelulose, 30 pl de peréxido de hidrogénio a 30%. Desenvolvem-se bandas bem

visiveis de cor azul escura, com um “background” praticamente nulo. O processo termina
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adicionando dgua destilada.

1.3.7.5. - Quantificagdo por Densitometria.

A quantificacgdo relativa das diferentes bandas, correspondentes aos agregados, a
banda 3 e aos seus fragmentos peptidicos, € feita num densitémetro (Cybertech CS1),
tendo em vista o estudo de modificagdes moleculares a nivel da banda 3, impostas pelo
stress associado ao exercicio fisico.

O perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria, definido na tira de
nitrocelulose, € fotografado e a imagem tratada por um computador acoplado ao
densitometro, que fard o tracado do espectro. Este sistema permitird ndo sé fazer a
integracdo das dreas, por forma a avaliar a relagfo percentual das diferentes bandas, como
também avaliar o peso molecular das proteinas, a partir de uma curva de calibragio tragada

com base no padrdo de pesos moleculares.

1.3.8. - “Western Blotting” para Estudo da Lactoferrina do Lisado de
Polimorfonucleares (PMN).

1.3.8.1. - Isolamento e preparagdo dos PMN.

Como foi referido no ponto 1.3.5.1., a centrifugagdo em gradiente descontinuo, de
dupla densidade (Histopaque) permite a separacdo das diferentes células sanguineas em
trés camadas distintas, a do topo constituida por células mononucleares - linfécitos e
mondcitos - a intermédia que inclui os polimorfonucleares - neutréfilos, eosinéfilos e
baséfilos - e, finalmente, no fundo do tubo toda a populagdo eritrocitdria. Assim, na
mesma operagao em que se procedeu ao isolamento de eritrdcitos, executou-se também a
separacdo de PMN, por forma a realizar este estudo. Acresce que esta técnica de
separagdo de PMN s6 € vidvel se praticada no periodo de 3 horas apés a colheita, € que a
suspensdo globular deve ser tratada com cuidado, sem agitacdo vigorosa, nem
incorporagdo de bolhas de ar, evitando assim a activagdo dos PMN. Depois de isolados e
convenientemente lavados (3 vezes a 2.500 rpm e a temperatura de 4° C) em Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS - Sigma), ressuspendem-se num volume conhecido de
HBSS (habitualmente usou-se 1 ml) e determina-se a concentragdo globular da suspensdo

obtida, por contagem automatica, num contador de glébulos do tipo Microcell Counter
CC 120 Sismex.
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1.3.8.2. - Preparagdo das Amostras para a Electroforese do Tipo SDS-PAGE.

A suspensdo de PMN, de concentragdo globular conhecida, é submetida a uma
sonicagdo durante 40” a 40 unidades, para lise das células, tendo o cuidado de colocar o
tubo que contém a amostra, imerso em gelo picado, j4 que o desenvolvimento de calor
que acompanha este procedimento poderia levar a modificagdes nos constituintes da
amostra.

Preparado o lisado de PMN, coloca-se num “eppendorf” um volume de lisado
equivalente a 0,5 x 106 PMN e junta-se acetona gelada num volume 5 vezes superior ao
do lisado. A suspensdo € colocada a -20° C durante 1 hora e de seguida € centrifugada a
14.000 rpm durante 15°. Regeitado o sobrenadante, faz-se a evaporagio da acetona no
vdcuo. A concentragdo da amostra por esta técnica permitird obter no tratamento
electroforético bandas com metlhor resolugdo. Ressuspende-se a amostra concentrada, em
20 pl de HBSS e igual volume de tampdo solubilizante (Tris HCI 0,125 M a pH 6,8, 4%
SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol e 0,1% de azul de bromofenol) e leva-se a
ebuli¢do em banho de dgua fervente, durante 2’. Em paralelo prepara-se um padrio de

lactoferrina e também um padrio de pesos moleculares (SDS - 6H - Sigma).

1.3.8.3. - Electroforese por SDS-PAGE e Transferéncia de Proteinas.

O gel para a electroforese € preparado segundo o sistema de Laemmli, de acordo
com a metodologia referida no ponto 1.3.6.2.. Refira-se, todavia, que se usou uma
solugdo de poliacrilamida a 30% T 0,8% Bis na preparagio do “running gel” a 9%, e de
30% T 1,6% Bis na preparagdo do “stacking gel” a 4,5%. A electroforese foi executada
segundo a metodologia descrita no mesmo ponto. Em cada cavidade do gel sdo colocados
20 pl de amostra. Do padrio de lactoferrina (Sigma), tratado nas mesmas condi¢des das
amostras, serd aplicado um volume contendo 10 pg de lactoferrina.

Corrida a electroforese, procede-se 2 transferéncia de proteinas para um suporte
s6lido de nitrocelulose com uma porosidade de 0,45 pm (Schleider & Schiiel), segundo a
técnica descrita no ponto 1.3.7.2.

A fim de localizar a lactoferrina e as proteinas do padrio de pesos moleculares na
tira de nitrocelulose, lava-se esta com PBS pH 7,0 e de seguida procede-se a uma
coloragdo com uma solugéo a 0,2% de Ponceau S (Merck) em 4cido tricloroacético a 3%,
durante alguns minutos. Regeita-se o corante e faz-se uma breve lavagem com PBS pH
7,0, marcando-se, entdo, com a ajuda de uma caneta, as bandas correspondentes aos

marcadores de pesos moleculares e ao padrio de lactoferrina, bem como o ponto de inicio
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da corrida no running gel. Depois de descorar a tira por lavagens sucessivas com PBS pH

7,0, far-se-4 a detecgiio imunoldgica da lactoferrina.

1.3.8.4. - Detecgdo Imunoldgica e Revelacio da Lactoferrina.

Na detecgdo imunolégica da lactoferrina utilizou-se uma metodologia semelhante a
descrita para a detecgdo da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria (pontos 1.3.7.3. ¢
1.3.7.4.), diferindo apenas no sistema de anticorpos utilizado.

A primeira incubagdo utilizou um soro contendo anticorpos dirigidos para a
lactoferrina (Amersham), produzidos no coelho, numa diului¢do de 1/150. Como
segundo anticorpo usou-se um soro contendo uma imunoglobulina anti-Ig de coelho

conjugada com uma peroxidase (Amersham), numa dilui¢io de 1/300.
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2. - Resultados.

Os resultados obtidos serdo apresentados e analisados, por forma a quantificar as
modificagGes impostas pelo exercicio fisico nos diversos pardmetros estudados e, ainda,
analisd-los no sentido de verificar eventuais diferengas nas modifica¢des impostas pelo
exercicio fisico nos individuos treinados e ndo treinados.

Este estudo dividiu-se em duas fases. Na primeira, procedeu-se ao estudo das
modificagbes quantitativas e qualitativas incluidas no hemograma e ao estudo da
actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria, cujas determinagdes se estenderam 2 segunda
fase (n = 24); nas fracgdes eritrocitdrias, obtidas por ultracentrifugagio em gradiente de
densidade descontinuo, fez-se o estudo da actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria e o
estudo elecroforético da G6PD eritrocitdria por focagem isoeléctrica (n = 10). Na segunda
fase, iniciou-se a aplicagdo de outras técnicas para estudo da membrana eritrocitdria,
nomeadamente o estudo do perfil electroforético das proteinas da membrana eritrocitéria, a
ligagdo da hemoglobina &2 membrana e o perfil da proteina banda 3 da membrana
eritrocitdria, e, ainda, de outras técnicas para estudo e avaliagdo de bioactivagdo de
leucdcitos. Para melhor interpretagio e clarificag@o de alteragdes impostas pelo exercicio
fisico, observadas no hemograma, foi feita também nesta segunda fase, a colheita de
sangue 1 hora apés o termo do exercicio fisico (n = 8). Também por esta altura se haviam
jé alargado os trabalhos ao estudo do stress nos doentes cardiovasculares € no grupo

controlo.
2.1. - Hemograma.

2.1.1. - Modificagdes Impostas pelo Exercicio Fisico na Amostra Total.

O estudo do hemograma, feito na amostra total de 24 individuos, € apresentado na
Tabela 3 e mostra que o exercicio fisico determina modificagdes significativas em todos os
parametros, com excep¢do da HGM. Nesta tabela podemos observar os valores médios e
respectivos valores de desvio padrdo (média £ d.p.) para cada um dos pardmetros
constituintes do hemograma, em repouso e apés exercicio fisico; apresentam-se também
os valores da variagdo percentual imposta pelo exercicio fisico em cada um dos
pardmetros e a comparagio dos valores em repouso e apds exercicio fisico, por aplica¢io

do teste t de Student.

Relativamente & populagdo eritrocitdria, podemos observar que o exercicio fisico
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impds um aumento significativo no nimero de glébulos vermelhos por litro de sangue, no
hematdcrito, na concentragdo de hemoglobina, no volume globular médio e na
concentragdo de hemoglobina globular média. Em todos os individuos se observou
hemoconcentragdo, bem evidenciada pela modificagio no nimero de GV/l e na
concentrac¢do de Hb, sendo o seu valor médio de cerca de 10%. Todavia, a modificagio
observada no Ht tem um valor dispare (12,5%), que se reflecte num aumento de 2,5%
para o VGM e numa reducio de igual valor para a CHGM.

Em paralelo, observa-se também um aumento significativo na populagao total de
leucécitos, sendo o seu valor médio de 71,1% (A%). Embora se observe um aumento
para os diferentes tipos de leucdcitos, sdo os linfécitos, os neutréfilos e os mondcitos os
principais responsdveis por essa modificagﬁo.' Os linfécitos apresentam o aumento mais
elevado (120,2%), seguindo-se os mondcitos (90,4%) e os neutréfilos (34,6%). Na
populacgio linfocitdria observa-se um aumento extraordindrio (286,4%) numa populagdo
linfocitdria que se caracteriza por apresentar grandes dimensdes e granulagdo azurdfila
bem evidente, que designdmos por grandes linfécitos granulares (GLG) € que parecem
corresponder a uma subpopulacio linfocitdria designada por células NK (natural killer).

As modificagdes na concentragdo de eritrécitos € de neutréfilos, impostas pelo
exercicio fisico, determinam uma relaggo entre o nimero de GV por neutréfilo (GV/Neut)

significativamente mais baixa que a observada em repouso.

2.1.2. - Modifica¢des Impostas pelo Exercicio Fisico no Subgrupo Nio Treinado.

As modifica¢des observadas no subgrupo de individuos ndo treinados estdo
apresentadas na Tabela 4 e sdo similares dquelas referidas para o grupo total. De facto,
todos os parametros, exceptuando a HGM, apresentam modificagdes significativas com o
exercicio fisico.

Tal como acontecia no grupo total, o aumento percentual do nimero de GV/1, da
concentra¢iio de Hb e do Ht ndo € igual, sendo o aumento do valor de Ht superior ao dos
outros dois.

O nimero de GB/1 aumenta significativamente, com um acréscimo percentual médio
de 56,9%. Esta modificagdo deve-se principalmente a um aumento nos linfécitos
(103,3%) e em menor extensdo a um aumento dos neutréfilos (26,4%) e mondcitos
(59,3%). Os GLG apresentam também um aumento significativo (263,6%).

Também neste subgrupo as modificagdes na concentragdo de eritrécitos e de

neutréfilos, impostas pelo exercicio fisico, determinam uma relagdo entre o nimero de




(n=24) A D A A% P
GV/1 (x1012) 512+ 046 562+047 +049+022 +100%44 0,001
Ht /1) 047+0,03 053+004 +006+003 +124+58 < 0,001
VGM (f1) 914 + 3,6 93,7+3,8 +231+247 +255+268 0,034
Hb (g/dl) 149+12 163+09 +140+075 +9,60+ 540 < 0,001
HGM (pg) 292+1,05 292+150  0,02+0,97 0,05 + 3,38 $.S.
CHGM (g/dl) 319+ 1,1 31,1+ 14 -078+148  -2,61+449 0,008
GB/1 (x10%) 6,73 +143 1136+246 +463+176 +71,1+280 < 0,001
Neut./1 (x10%) 340+0,99 443+127 +1,06+0,75 +346+325 < 0,001
Linf/l (x10%) 267+0,78 576+1.86 +3,09+148 + 1202+ 56,1 < 0,001
GLG/1 (x10%) 029+0,18 1,00£073 +0,71+0,62 +284+2093 <0,001
Monée./1 (x10%) 041+0,16 080+031 +3,09+148 +904+ 559 < 0,001
GV/Neut. 1575 + 443 1362 + 443 -214 + 377 -12,6+17,7 0,011
G6PD (Ul/gHb) 444 +0,54 432+044 -0,11+047 -1,79+102 S.S.

Tab. 3: Estudo do hemograma, da relagdo n°GV/Neutréfilo e da actividade da G6PD eritrocitdria na
amostra total (n = 24). Apresenta-se a média + d.p. para os diferentes parAmetros em repouso antes do

exercicio (A) e depois do exercicio fisico (D). Refere-se ainda a média + d.p. das modificagdes observadas
(A), o respectivo valor percentual (A%) e os valores de P calculados pelo teste t de Student.
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(n=12NT) A D A A% P
GV/1 (x1012) 5,13+0,44  559+0,54 + 0461023 +95+47 < 0,001
Ht (/1) 047+003 0531004 +006+003 +11,6+6,1 < 0,001
VGM (fl) 91,8 + 4.6 942 +40 +240+267 +23+29 0,014
Hb (g/dl) 150 £ 0,8 16,1 20,9 + 1,16 £ 0,65 +78+45 < 0,001
HGM (pg) 203 + 1,3 290+19 -029+0,92 -0,8+32 8.S.
CHGM (g/d)) 318+ 1.2 30,7+1,6 -1,17+1,73 -36+54 0,048
GB/l (x109) 685+130 10,66+238 +381+176 +569+24,7 < 0,001
Neut./l (x10%) 3,67+091 460+140 +099+0,75 +264+ 17,5 0,004
Linf./1 (x10%) 258+0,67 506+126 +248+1,12 +1033+502  <0,001
GLG/1 (x109%) 029+020 084+028 +054+020 +2636+1402 < 0,001
Monée./I (x10%) 041+0,11  0,66+020 +024+0,13 + 593+ 268 < 0,001
GV/Neut. 1480 + 404 1318 +412 - 163+ 205 -113+ 153 0,025
461+042 -006+036 -19+70 5.S.

G6PD (Ul/g Hb) 4,62 + 0,54

Tab. 4: Estudo do hemograma, da relagdo n®GV/Neutréfilo ¢ da actividade da G6PD eritrocitdria no
subgrupo de individuos nio treinados (NT) (n = 12). Apresenta-se a média + d.p. para os diferentes
pardmetros em repouso antes do exercicio (A) e depois do exercicio fisico (D). Refere-se ainda a média =
d.p. das modificagdes observadas (A), o respectivo valor percentual (A%) ¢ os valores de P calculados pelo
teste t de Student.
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GV/Neutréfilo por neutréfilo significativamente mais baixa que a observada em repouso.

2.1.3. - Modificacdes Impostas pelo Exercicio Fisico no Subgrupo Treinado.

As modificagdes impostas pelo exercicio fisico nos diversos pardmteros referentes
ao hemograma, no subgrupo de 12 individuos treinados, podem observar-se na Tabela 5.
Todos os parimetros sofrem modificagdes significativas, com excepgdo da HGM e da
CHGM.

O aumento (A%) no nimero de GV/1 toma neste subgrupo um valor médio de cerca
de 10,5%, préximo do valor apresentado pelo aumento de Hb (11,2%) e mais distante do
aumento observado para o Ht (13,1%).

O nimero de GB/I tem neste subgrupo um aumento percentual médio de 83,1%,
devido a um aumento médio de 135,8% nos linfécitos, 118,9% nos mondcitos € 41,6%
nos neutréfilos. A subpopulagio linfocitdria de GLG sofre também neste subgrupo um
aumento considerdvel de 311,2%.

Neste subgrupo T, apesar de as modificagdes na concentragdo de eritrécitos e de
neutréfilos, impostas pelo exercicio fisico, serem superiores as apresentadas pelo
subgrupo NT, ndo determinam uma relagdo GV/Neutréfilo significativamente mais baixa

que a observada em repouso.

2.1.4. - Estudo Comparativo entre T ¢ NT antes (A) e depois (D) do Exercicio
Fisico.

Neste estudo comparativo, apresentado na Tabela 6, ndo se encontraram diferengas
significativas entre os valores do hemograma apresentados em repouso e os valores do
mesmo, impostos pelo exercicio fisico, nos individuos T e NT, com excepg¢do para o
valor de monécitos que € significativamente superior depois do exercicio fisico, no
subgrupo T. Note-se, todavia, que apesar de ndo haver diferencas significativas, 0s
valores no nimero de GB, de linfécitos totais, da subpopulagdo linfocitdria GLG e de
mondcitos, apresentados pelo subgrupo T é superior aos observados no subgrupo NT.
As modifica¢es relativas aos eritrécitos sdo jd mais notdrias no subgrupo NT, em que
podemos observar, apds o exercicio fisico, um valor mais baixo no nimero de GV/I, na
concentracio de Hb e na CHGM, em paralelo com um valor superior de VGM.

O valor da relagio GV/Neutréfilo ndo apresenta diferengas significativas nos dois

subgrupos, quer em repouso, quer apos exercicio fisico.
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A% P
GVl (x1012) 5121050 564+042 +052+020 +10,5%43 < 0,001
Ht (/1) 047 £0,04 0531004 +006+003 +13,1%57 < 0,001
VGM (f1) 91,1 £ 2,5 933+37 +223+239 +24+26 0,006
Hb (g/dl) 149 + 1,4 165+10 +160£0,79 +112+58 < 0,001
HGM (pg) 29.1 + 0,9 293+ 1,1 +021+099 +0,8+35 S.S.
CHGM (g/dl) 320+ 1,0 314+12 -045+120 -1,8+£36 S.s.
GB/l (x10%) 6,62+1,58 11,95+247 +533+148 +83,1%255 < 0,001
Neut./1 (x10%) 3,17+1,03 429+120 +1,12£077 +41,6+407 < 0,001
Linf./1 (x109) 274+0,88 635+213 +361+1,59 +1358+586 < 0,001
GLG/1 (x10%) 029 +0,16 1,14+097 +086+083 +3112%271,0 0,004
Monéec./1 (x10%) 041+020 093+035 +0,52+027 +1189+61,1 < 0,001
GV/Neut. 1655 + 475 1399 + 481 - 256 + 482 - 13,8 + 20,1 $.S.
G6PD (Ul/g Hb) 422+0,37 4,10£023 -0,12+0,18 -1,7+129 S.S.

Tab. 5: Estudo do hemograma, da relagdo n°GV/Neutréfilo e da actividade da G6PD eritrocitdria no
subgrupo de individuos treinados (T) (n = 12). Apresenta-se a média + d.p. para os diferentes parametros

em repouso antes do exercicio (A) e depois do exercicio fisico (D). Refere-se ainda a média + d.p. das

modificaces observadas (A), o respectivo valor percentual (A%) e os valores de P calculados pelo teste t de

Student.
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AT

(n=24) A/NT P D/T D/NT P
GVl (x1012)  512+050 513+044 ss. 564+042 559+ 0,54 S.S.
Ht (1/1) 047+0,04 0471003 ss.  0,53+004 0,53+ 0,04 $.S.
VGM (f1) 91,1+25 918+46 s.s. 933+3,7 942+40 s.S.
Hb (g/dl) 149+ 14 15,0 £ 0,8 S.S. 16,5+ 1,0 16,1 £ 0,9 S.S.
HGM (pg) 29,1£09 293+13 $.. 293+1,1 290+ 19 $.S.
CHGM (g/dl) 320+1,0 318+12 s.S. 314+ 12 30,7+ 16 S.S.
GB/1 (x10%) 6,62+158 685+130 ss. 11,95 +247 10,66+ 2,38 $.S.
Neut./I (x10%) 3,17+1,03 367+091 ss. 429+120 4,60+ 140 $.5.
Linf./1 (x10%) 2,74 +0,88 2,58+ 0,67 s.s.  635%213 506+ 126 S.S.
GLG/l (x10%) 029016 029+020 ss. 1,14+097 084+028 $.5.
Monée./l (x10%) 041 £0,20 0410,11 ss.  093+035 0,66+ 020 0,03
GV/Neut. 1655 +475 1480+404  s.s. 1399 +481 1318 +412 $.S.
G6PD (Ullg Hb) 4,22 £0,37 4,62+0,64 ss.  4,10+023 461+042 5.S.

Tab. 6: Estudo comparativo dos valores (média + d.p.) do hemograma, da relagfio n®GV/Neutréfilo e da
actividade da G6PD eritrocitiria, apresentados pelos individuos T e NT, em repouso ¢ depois do exercicio
fisico. Os valores de P foram calculados pelo teste t de Student.
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A% T A% NT P
GV/1 (x1012) -10,5+43 -95+47 S.S.
Ht (/1) +131+57 + 11,6+ 6.1 5.5,
VGM (f1) +24+26 +27+29 S.S.
Hb (g/dl) +112+£58 +78%45 S.S.
HGM (pg) +08+35 . -0,8+3,2 S.S.
CHGM (g/dl) -1,8+3,6 -36+54 S.S.
GB/l (x109) +83,1+£255 +56,9 + 24,7 0,031
Neut./l (x109) + 41,6 + 40,7 +264+ 175 S.S.
Linf./1 (x109) + 1358 + 58,6 +103,3+ 50,2 $.S.
GLG/1 (x109) +311,2 + 271,02 +263,6 + 1402 $.S.
Mondée./1 (x109) + 1189 + 61,1 +593+ 26,8 0,005
GV/Neut. - 13,8 £ 20,1 - 11,3+ 153 S.S.
G6PD (Ul/g Hb) -1,7+ 129 -1,9+7,0 S.S.

Tab. 7: Estudo comparativo das modificagdes percentuais (média + d.p.) impostas pelo exercicio fisico
no hemograma, na relagdo n°GV/Neutrdfilo e na actividade da G6PD eritrocitaria dos individuos T e NT.
Os valores de P foram calculados pelo teste t de Student.
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Na Tabela 7 apresenta-se um estudo comparativo das modificagdes percentuais
impostas pelo exercicio fisico nos individuos T e NT, a fim de verificar se o valor da
modificagdo imposta, € semelhante ou significativamente diferente nos dois subgrupos.

Apesar da auséncia de diferengas significativas, pode notar-se no subgrupo T um
aumento superior no niimero de GV/I, na concentragio de Hb e no Ht. O subgrupo NT
apresenta, contudo, modificagdes mais acentuadas para o VGM e para a CHGM.

Relativamente as modificagdes na populagdo leucocitdria, pode observar-se um
aumento significativamente superior no acréscimo de GB e de mondcitos, impostos pelo
exercicio fisico, no subgrupo T. Além disso, este subgrupo apresenta também,
relativamente ao subgrupo NT, aumentos superiores de neutréfilos e linfécitos,
nomeadamente de GLG, embora sem diferenca significativa.

A modificagdo observada na relagio GV/Neutréfilo, apesar de ter um valor superior
no subgrupo T, ndo ¢, todavia, significativamente diferente da modificagdo apresentada

pelo subgrupo NT.

2.1.5. - Modificagdes Impostas pelo Exercicio Fisico e sua Recuperacio 1 hora
Ap6s o seu Termo.

Nos 1ltimos nove individuos da amostra total fez-se o estudo do hemograma em
repouso (A), depois do exercicio fisico (D) e 1 hora depois do seu termo (1h), por forma
a clarificar as modificagdes observadas na populagio eritrocitdria.

Na Tabela 8 podem observar-se os valores (média + d.p.) encontrados, bem como
as modificagdes percentuais relativas aos trés estados - A, De 1h-e o respectivo estudo
comparativo, calculando o valor de P pelo teste t de Student.

Para além das modificagbes significativas impostas pelo exercicio fisico, referidas
anteriormente, observou-se que 1 hora ap6s o termo do exercicio fisico se verifica uma
inverséo, também significativa, na maioria dos pardmetros, isto ¢, os valores que com o
exercicio sofriam um aumento, apresentavam agora uma redugio, e aqueles que haviam
sofrido um decréscimo com o exercicio, apresentavam agora valores mais elevados.

No seguimento destes resultados, procedeu-se a um estudo comparativo dos valores
em repouso, com aqueles observados 1 hora depois do termo do exercicio fisico, a fim de
verificarmos quais os valores de repouso que eram recuperados e quais os que tomavam
valores diferentes. Verificou-se uma recuperagio nos indices hematimétricos, em paralelo
com uma redugdo significativa no nimero de GV/I e no valor de Ht. O niimero de GB/I

recupera o valor de repouso, apresentando, todavia, uma populagdo leucocitdria distinta,
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com mais neutréfilos e menos linfécitos e mondcitos. De facto, o nimero de neutréfilos
mantém-se significativamente elevado 1 hora depois do termo do exercicio fisico,
relativamente ao valor de repouso, enquanto os linfécitos, GLG e mondcitos tém agora
valores significativamente mais baixos que aqueles apresentados em repouso.

Neste grupo de 10 individuos, ao contrdrio do que se observou no grupo total de 24
individuos, nfo se observa uma redugio significativa na relagdo GV/Neutréfilo, imposta
pelo exercicio fisico. Todavia, a redugio significativa da concentragdo de eritrécitos € o
aumento significativo de neutréfilos 1 hora apds o termo do exercicio fisico, relativamente
aos valores de repouso, determinam jd uma redugdo, também significativa, naquela

relacdo.

2.2. - Estudo da Actividade Enzimética da G6PD Eritrocitdria no Hemolisado Total

e em Fracgdes Eritrocitdrias de Diferente Densidade.

A actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria na amostra total, embora sofra uma
redugdo em 70% dos casos, ndo apresenta, todavia, uma diferenga significativa (Tab. 3).
O mesmo se passa nos subgrupos T e NT (Tab. 4 € 5). Os valores apresentados em
repouso € apds exercicio fisico nos dois subgrupos ndo tém também diferenca
significativa (Tab. 6 € 7). Note-se, todavia, que os valores apresentados pelo subgrupo
NT séo superiores aos do subgrupo T, tanto antes como depois do exercicio fisico.

No grupo de nove individuos em que foi estudada a actividade da G6PD eritrocitdria
1 hora apés o termo do exercicio fisico (Tab. 8), verificou-se que, embora aumentando
relativamente ao valor apresentado depois do exercicio fisico, a sua actividade enzimética
mantinha um valor inferior ao de repouso. E de referir ainda que todos os valores obtidos
estdo dentro do intervalo de valores de referéncia para a actividade enzimdtica da G6PD,
descritos para a metodologia que se aplicou (4,06 a 4,82 Ul/g Hb) (A. Santos Silva et
al., 1989).

O fraccionamento dos eritrécitos em gradiente descontinuo de densidade, em 10
amostras, permitiu o estudo da actividade enzimdtica das diferentes frac¢des obtidas. Na
Tabela 9 apresentam-se os resultados relativos & evolugdo deste valor, da fracgio menos
densa (1,100<d<1,105) (<d) para a mais densa (1,110<d<1,200) (>d).

O exercicio fisico impde uma redugéo da actividade enzimética da G6PD na fracgio
de <d, em 7 dos casos estudados, enquanto na frac¢do de >d se observa um ténue

aumento de actividade, também em 7 dos casos estudados.
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(n=10) A D A A% P
G6PD total (UI/g Hb) 4,44 £0,54 432+ 044 -0,11+047 -18+102 s.s.
G6PD fr. <d 527+0,71  501+065 -026+049 -45+91 s.s.
G6PD fr. >d 352+056 3,59+0,82 +007+049 + 16+ 146 s.s.

Tab. 9: Estudo da actividade enzimatica da G6PD eritrocitiria numa amostra de 10 individuos.
Apresenta-se a média + d.p., em repouso antes do exercicio (A) e depois do exercicio fisico (D), para o
hemolisado total e para as fracgdes de <d e >d, obtidas por fracionamento em gradiente de densidade
descontinuo. Refere-se ainda a média + d.p. das modificagGes observadas (A), o respectivo valor percentual
(A%) e os valores de P calculados pelo teste t de Student.

A modificagio imposta pelo exercicio fisico em fracgdes de densidade equivalente,

ndo determina valores significativamente diferentes dos apresentados em repouso.

n=10) A D P
Red. G6PD fr, <d / >d 1,75 £ 0,75 142 £ 085 S.S.
Red.% G6PD fr. <d / >d 33,1+ 125 279+ 154 S.S.
% GV 1,100 <d> 1,110 81,5+4,5 84,0 = 4,7 S.s.
% GV fr.d > 1,110 185+ 4,5 16,0 + 4,7 S.8.

Tab. 10: Redugdo (média * d.p.), em valor absoluto e percentual, observada na actividade enzimitica da
G6PD eritrocitdria, da frac¢io menos densa para a mais densa (Red. G6PD fr. <d / >d e Red.% G6PD fr.
<d />d), antes e depois do exercicio fisico, quantificada numa amostra de 10 individuos. Refere-se ainda o
valor percentual da concentragdo eritrocitdria das fracgdes de densidade superior a 1,100 e inferior a 1,110
(% GV 1,100 <d> 1,110), e da fracgio eritrocitdria de maior densidade (% GV fr.d>1,110). Em todos os
casos se calcula o valor de P pelo teste t de Student.
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Se nio se verificam modificagdes horizontais significativas (frac¢des de densidade
equivalente), com o exercicio fisico (Tab. 10), o mesmo jd ndo se passa com as
modificagbes verticais, isto €, com os valores de actividade enzimdtica da fracgdo menos
densa para a mais densa (Tab. 9). De facto, calculados os valores de P, verificdmos que
os valores de actividade da G6PD das frac¢des menos densas sdo significativamente
diferentes dos valores de actividade das fracgdes mais densas, quer antes (P < 0,001),
quer depois do exercicio (P = 0,001). Note-se ainda que o valor da redugio de actividade
da G6PD da fracgdo menos densa para a mais densa € menor apds o exercicio fisico.

Relativamente a distribuigfo celular no gradiente de densidade, verifica-se que hd

uma redugao no numero de células de maior densidade, com o exercicio fisico.
2.3 - Andlise Electroforética da G6PD por Focagem Isoeléctrica.

Na focagem isoleléctrica da G6PD dos hemolisados das frac¢bes obtidas em
gradiente de densidade, ndo observdmos qualquer altera¢do na enzima, observando-se
apenas uma banda de cdr piirpura violdcea, corespondente 8 G6PD e outra de cor laranja

correspondente & hemoglobina.
2.4 - Avaliagdo da Percentagem de Hemoglobina Ligada & Membrana Eritrocitdria.

Na Tab. 8 referem-se os valores encontrados para a %HbLM em repouso, apés
exercicio fisico € 1 hora depois do seu termo. As modifica¢des, sem significado
estatisico, denotam uma ténue redugdo da %HbLM com o exercicio, ¢ um aumento
ligeiro, 1 hora apds o termo do exercicio fisico. Todos os valores sdo, todavia,
significativamente diferentes do valor de %HbLM (96,2 + 32,1) avaliado numa populagio
controlo, aparentemente saudével, com valores hematoldgicos e lipidicos normais e com

hébitos sedentdrios, isto €, sem o hdbito de exercicio fisico regular (Tab.12).
2.5 - Estudo Electroforético do Perfil Proteico da Membrana Eritrocitdria.

O estudo do perfil proteico da membrana eritrocitdria, apds electroforese e coloragio
do gel pelo azul de Coomassie e pela prata, revelou que o exercicio fisico ndo associa
modificagdes significativas e consistentes no perfil da membrana eritrocitdria, nem o

aparecimento de novas bandas (Fig 7). No entanto, para além das proteinas normais,
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observam-se em todos os casos - A, D e 1h - diversas bandas ténues, localizadas entre a
banda 4.2 e a banda 5 (algumas muito préximas ou mesmo sobreponiveis com esta tltima
banda), cujo nimero e intensidade aumentava pela coloragdo com a prata. A reduzida
intensidade destas bandas, numerosas € muito préoximas entre si, impossibilita a sua
deteccdo e quantificacdo densitométrica. Curiosamente, no inicio do “stacking gel”,

observava-se também uma zona difusa com maior ou menor intensidade de coloragao.

205 Kd espectrina

116 Kd

97 Kd banda 3
4.1
4.2

66 Kd

45 Kd banda $

29 Kd banda 7

Fig. 7: Perfil proteico das membranas eritrocitdrias, apds electroforese e coloragdo pelo azul de
Coomassie (a esquerda) e pela prata (a direita). Os perfis observados no gel revelado pelo azul de
Coomassie sdo referentes, da esquerda para a direita, a um padréo de pesos moleculares, a uma amostra
obtidas em repouso antes do exercicio fisico, depois do exercicio fisico e 1 hora apds o termo do exercicio
fisico. O gel revelado pela prata refere-se, também da esquerda para a direita, a uma amostra obtida em
repouso antes do exercicio fisico, 1 hora apés o termo do exercicio fisico, depois do exercicio fisico e
antes do exercicio fisico. De notar as pequenas bandas que se observam nas zonas de 60 e 40 Kd, cujo
numero ¢ intensidade aumenta na coloragéo pela prata.
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A fim de avaliar o peso molecular aproximado das bandas referidas e a sua eventual
correlagcdo com os produtos de degradagdo da proteina banda 3, cujos pesos moleculares
estdo incluidos naquele intervalo de valores, procedeu-se a uma SDS-PAGE, fazendo
correr as amostras em paralelo com um padrio de pesos moleculares e revelando pelo azul
de Coomassie. A determinagdo do Rf dessas bandas confirmou que o seu peso molecular
aproximado se situava na zona de 60 Kd e de 40 Kd, € que o estudo especifico da banda 3
se tornava conveniente € importante, sobretudo considerando outros resultados ja obtidos

por esta altura do trabalho.
2.6. - Estudo do Perfil da Proteina Banda 3 da Membrana Eritrocitdria.

Para avaliar a influéncia do exercicio fisico no perfil da proteina banda 3, uma

proteina reconhecidamente envolvida no processo de envelhecimento eritrocitdrio e com
fungdes importantes para a sobrevivéncia do eritréeito, procedeu-se ao seu estudo por
“western blotting”, de acordo com a metodologia descrita no ponto 1.3.7.
O anticorpo monoclonal anti-banda 3, como j4 foi referido, reconhece a proteina banda 3
(90-100 Kd), um grupo de peptidos na zona de 60 Kd, outro na zona de 40 e ainda de 20
Kd. Para além destas bandas ob'servc_)u—se ainda uma outra, de elevado peso molecular,
localizada na zona inicial do “stacking gel” (Fig. 8). Nesta mesma zona do gel corado pelo
Coomassie haviamos observado, como foi referido, uma banda difusa com maior ou
menor intensidade de coloragdo.

Na Tabela 11 referem-se os valores encontrados neste estudo, bém como o valor de
um perfil normal estudado numa populagdo controlo, de 29 individuos aparentemente
saudéveis, com hdbitos sedentdrios e com valores hematoldgicos e lipidicos normais.

Em todas as amostras, incluindo o controlo, se observa uma banda de elevado peso
molecular (AgEPM), a qual &, todavia, significativamente mais baixa no controlo,
relativamente as trés amostras A, D e 1h. Esta populagdo controlo apresenta ainda um
valor significativamente mais elevado do monémero de banda 3 e de todos os fragmentos
peptidicos de banda 3, relativamente a qualquer uma das trés amostras A, D e 1h. O valor
de AgEPM aumenta com o exercicio fisico e continua a aumentar 1 hora apds o seu termo.
De forma semelhante, os fragmentos peptidicos totais sofrem uma re.dugﬁo com 0
exercicio fisico e decorrida 1 hora apés o termo deste, o seu valor continua a baixar e
apresenta jd um valor significativamente mais baixo que aquele apresentado em repouso.
Esta redugdo deve-se sobretudo aos fragmentos de 60 e 40 Kd, os quais apresentam

também uma redugdo significativa, relativamente aos valores de repouso. O monémero de
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banda 3 apresenta apenas ligeirissimas varia¢des, podendo mesmo dizer-se que o valor de

repouso é igual ao apresentado 1 hora ap6s o termo do exercicio fisico.

AgEPM
180 Kd
116 Kd Banda 3
84 Kd
58 Kd 60
48 Kd
40
36,5 Kd

26,6 Kd - ; 20

Fig. 8: Perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitiria nas amostras colhidas antes, depois e 1 hora
ap6s o termo do exercicio fisico. A esquerda referem-se os pesos moleculares do padrio de pesos
moleculares e, a direita, as diferentes bandas constituintes do perfil da proteina banda 3 da membrana
eritrocitaria - agregados (AgEPM), banda 3 e seus e fragmentos peptidicos de 60, 40 e 20 Kd.

Estes perfis referem-se a amostras colhidas a tr€s individuos, correspondendo, da esquerda para a direita e
para cada um dos trés casos, a amostra colhida antes, depois ¢ 1 hora apds o termo do exercicio fisico.

A evolugio observada para os AgEPM e para os trés fragmentos peptidicos é
semelhante & evolugdo observada para os neutréfilos, isto €, a modificagdo imposta pelo
exercicio fisico, mantém-se 1 hora apés o seu termo. Por este motivo, estabelecemos a
correlagcdo entre o valor de neutréfilos € o valor de cada uma das bandas em A, D e 1h
(Fig. 9) e verificimos uma correlagcdo positiva entre os AgEPM e o nimero de
neutréfilos, para os valores impostos pelo exercicio fisico, mas ndo para os valores de
repouso, nem para os de 1 hora apds o exercicio. Para a banda 3 e para os fragmentos

totais ndo observamos correlagdo significativa.




(n=28) AgEPM Banda 3 frag. totais 60 Kd 40 Kd 20 Kd
Controlo 9,8 +£6,0 629 +44 28,3+ 5,7 10,1 £23 148 +3,7 29+£12
(n=29)

A 242122 56,4 £ 24 193+ 1,6 84+ 1,1 9,6 1,5 1,3+1,0
D 25327 572+24 176 £ 2,2 79+ 1,1 87+ 1,3 1,0 £ 0,8
1h 20,6 £ 2,1 56,730 16,6 + 3,3 72+19 53+4,1 1,0 £ 0,7

A% A/D +49+122 +14%37

P S.S. S.S.

A% D/1Th +60+ 132 -0,7+34

P 8.S. S.S.

A% A/lh +10,8+153 +06+53

P S.S. S.S.

-83+£152 -53x18,0

S.S. S.S.

-36+240 -70+274

S.S. S.8.

-142+ 13,8 -8,6+ 16,7
0,02 0,009

-85+154 -10,1%671

S.S. S.S.

-387+451 46,3+ 122,7
0,005 8.8.

47,0 £ 38,1 -40,2+ 1870
- 0,019 8.s.

Tab. 11: Perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria numa populagéo controlo e nas amostras

colhidas antes, depois e 1 hora apés o termo do exercicio fisico. Apresentam-se 0os valores médios
percentuais (média * d.p.) da banda 3, seus agregados (AgEPM) ¢ fragmentos peptidicos de 60, 40 e 20
Kd. Os valores de P foram calculados pelo teste t de Student a fim de estabelecer o estudo comparativo
entre as bandas equivalentes das diferentes amostras.
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AgEPM (A)
AgEPM (D)
AgEPM (1 H)

HeGQd

Ll v ¥ v 1

0 2 4 Neut./l1 6 8

Fig. 9: Estudo das correlagbes entre o nimero de neutréfilos/l ¢ o valor de AgEPM, nas amostras
colhidas antes (A), depois (D) e 1 hora apds o termo do exercicio fisico (1H). A correlago, positiva em
todos os casos, s6 é significativa (R>0,5) para os valores impostos pelo exercicio fisico.

2.7. - Estudo da Lactoferrina no Lisado de PMN.

Com o estudo do conteiido em lactoferrina do lisado de PMN, por “western
blotting”, nas amostras A, D e 1h, pretendeu-se avaliar a activagdo dos neutréfilos.
Todavia, os resultados obtidos, pela sua inconsisténcia, ndo permitiram chegar a uma

conclusio (Fig.10).

Fig. 10: “Western Blotting” para a lactoferrina
do lisado de PMN das amostras A, D e 1h. Da
direita para a esquerda, apresentam-se as amostras
A, D e 1h de tés individuos diferentes, e de um
padrio de lactoferrina.
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Em quatro dos oito casos estudados observdmos uma redugio da lactoferrina, apds
exercicio fisico, enquanto nos restantes se observava um valor semelhante ou superior.
Uma hora apds o termo do exercicio fisico, observdmos valores de lactoferrina inferiores
ao valor de repouso em cinco dos casos, um valor semelhante em dois e num dos casos

um valor superior.
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3. - Discussao dos resultados.

E hoje aceite que o mecanismo de remogdo de eritrécitos senescentes ou lesados
envolva uma modificacdo em algum dos componentes j4 presentes no eritrécito circulante,
ja que o eritrécito maduro € uma célula incapaz de sintetisar protefnas, e que essa
modificago tenha lugar a nivel da membrana, j4 que parece dificil que o macréfago possa
detectar lesdes bioquimicas intracelulares. E também aceite que deva existir uma
interligacdo ou interdependéncia desse componente da membrana eritrocitdria com o
estado funcional dos diferentes componentes citoplasmadticos da célula. De facto, uma
c€lula que desenvolva precocemente lesdes intracelulares, € também removida
precocemente, tal como acontece com as células talassémicas, falsiformes, com
enzimopatias, c€lulas tratadas com oxidante (Bates ez al., 1984; Lutz, 1990; Kay et al.,
1991c) etc.

A banda 3 € uma proteina transmembranar da membrana eritrocitéria,
frequentemente referida por canal aniénico, pbr mediar a troca de anides através da
membrana. Qutra designagfo, mais recente, desta proteina € a de neoantigénio de
senescéncia (Apell et al., 1981), por sofrer modifica¢bes (Kay, 1984; Low et al., 1985;
Czerwinski et al., 1988; Low, 1991) que determinam a ligacdo de auto-anticorpos,
mediadores da remogdo do eritrécito senescente ou lesado, pelo macréfago. A protedlise
da banda 3 € uma dessas modificagdes, desconhecendo-se, todavia, as proteases
envolvidas (Kay, 1984; Czerwinski et al., 1988). Outro processo modificador da banda
3 inicia-se com a desnaturagéo e ligagdo da hemoglobina & membrana eritrocitdria, a nivel
do dominio citoplasmdtico da banda 3. Desta ligagdo resulta a formagio de agregados de
banda 3, que fornecerdo os locais antigénicos de ligagdo de auto-anticorpos anti-banda 3
(Low et al., 1985) (Low, 1991).

No stress, imposto pelo exercicio fisico, as modificagdes observadas no estudo do

hemograma, da actividade da G6PD no hemolisado do total de eritrécitos e nos

hemolisados de eritrécitos de diferentes densidades, e o estudo do perfil proteico da
membrana eritrocitdria, sdo sugestivas de senescéncia eritrocitdria e de modificagdes
moleculares a nivel da membrana eritrocitdria. O estudo da proteina banda 3 da membrana
eritrocitdria e a avaliagdo da percentagem de hemoglobina ligada a membrana permitiu
reforgar aquela hipétese e evidenciar uma provével relagdo com a leucocitose neutrofilica
observada.

O hemograma mostrou que a alteragdo mais evidente na populagio eritrocitria,
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imposta pelo exercicio fisico, € a hemoconcentragdo (Tab. 3, 4, 5 ¢ 8). Em todos os
pardmetros do hemograma, relativos & populagio eritrocitdria, se observou um aumento
significativo, exceptuando o valor de HGM. Como consequéncia da hemoconcentragio,
esperava-se uma modificagdo percentual similar para o nimero de GV/l, para a
concentracdo de Hb e para o Ht, sem alteragdo dos indices hematimétricos. No entanto, s6
o nimero de GV/1 e a concentragdo de Hb apresentavam uma modificagio similar. O Ht
apresentava um aumento superior ao daqueles e, paralelamente, verificava-se um aumento
do VGM e uma redugdo da CHGM.

Em analogia com a populagdo leucocitdria, também a eritrocitdria ndo apresenta
valores significativamente diferentes, antes e apds.exercicio fisico, no subgrupo treinado e
ndo treinado (Tab. 6). O valor das modifica¢des nos diferentes pardmetros eritrocitrios
nos dois subgrupos, ndo apresenta diferenga significativa. Refira-se, no entanto, que as
modificagdes sdo mais acentuadas no subgrupo treinado, em que a resposta leucocitdria ao
stress € também mais intensa e que, como se referiu, podem estar relacionadas com o
grau de treino dos individuos.

Para melhor compreender e esclarecer as modificagdes impostas pelo exercicio na
populagdo eritrocitdria, sem interferéncia da hemoconcentragdo decorrente do exercicio,
procedeu-se ao estudo dos mesmos pardmetros, 1 hora apés o seu termo (Tab. 8).
Verificou-se que os indices hematimétricos retomavam o valor de repouso, enquanto o
nimero de GV/1 e o Ht tomavam valores significativamente mais baixos.

O aumento discrepante do hematdcrito, relativamente ao aumento do niimero de
GV/1 e da concentragad de Hb, em associagdo com um aumento no VGM, imposto pelo
exercicio fisico, faz suspeitar de uma modificagio a nivel da membrana eritrocitdria. A
redugdo significativa do nimero de GV/1 ¢ do valor de Ht, observada 1 hora apds o termo
do exercicio fisico, veio fortalecer aquela suspeita e sugerir que essa modificagido imposta
pelo stress oxidativo e/ou proteolitico, criado pelo exercicio fisico, seja determinante de
um envelhecimento eritrocitdrio acelerado, que conduz A remogdo de eritrécitos
senescentes. Também o fraccionamento eritrocitdrio por ultracentrifugagio em gradiente
de densidade descontinuo, mostrou uma redugdo no nimero de eritrécitos da camada mais
densa, correspondente aos eritrécitos senescentes (Tab. 10). Nio &, todavia, de excluir a
hipétese de que este resultado seja também em parte determinado pela alteragdo do VGM
dos eritrécitos, o qual poderd determinar um posicionamento diferente das células no
gradiente de densidade descontinuo.

A G6PD € uma enzima eritrocitdria cuja actividade est4 relacionada com a idade da
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c€lula (Ouwerkerk et al., 1989) e, como tal, pode usar-se como um bom indice de idade
da populagdo eritrocitdria. Os resultados obtidos para a actividade da enzima em frac¢des
eritrocitdrias de diferentes densidades, mostraram uma redugio de actividade significativa,
da fracgdo menos densa para a mais densa (Tab.9), o que estd de acordo com aquele
conceito. Neste estudo de fracgdes eritrocitdrias de diferentes densidades, executado nas
amostras colhidas antes e depois do exercicio fisico, verificdmos uma redugdo na
actividade da frac¢do menos densa, com o exercicio, em oposi¢do 2 frac¢do mais densa,
que apresenta até um valor ligeiramente superior ao de repouso. Se considerarmos que 0s
eritr6citos senescentes sdo particularmente sensiveis ao stress oxidativo, é compreensivel
que a frac¢do mais densa sofra uma redugio no seu nimero, por remogio das células
senescentes, incapazes de superar o stress oxidativo criado pelo stress oxidativo, € que
inclua, depois do exercicio fisico, eritrécitos cuja actividade média de G6PD seja
ligeiramente superior. Esta mesma suposi¢do de que o stress imposto pelo exercicio
fisico nos eritrécitos senescentes € determinante da sua remogio, é corroborada pelo
estreitamento do intervalo de valores de actividade da G6PD da fracgdio menos densa para
a mais densa (Tab. 10), observada apds exercicio fisico. A actividade da G6PD no
hemolisado total, obtido por hemdlise de toda a populagdo eritrocitiria (G6PD total), sofre
uma redugdo de actividade com o stress oxidativo imposto pelo exercicio fisico. Uma
hora ap6s o termo do exercicio fisico observa-se uma actividade superior, mas ainda com
um valor inferior ao valor de repouso (Tab. 8 € 9).

O stress oxidativo criado em todos os eritrécitos, senescentes, de média idade ou
eritrécitos jovens, determina a redugio de actividade enzimdtica, observada no hemolisado
total, € a remog&o dos eritrécitos de menor actividade enzimdtica, incapazes de superar o
stress oxidativo imposto.

O eritrdeito parece sofrer um stress oxidativo, evidenciado pela alteragio no VGM,
no Ht, na actividade da G6PD eritrocitdria no hemolisado total e nas fracgdes de diferentes
densidades e na distribuigdo das células no gradiente de densidade, que parece determinar
a remogdo das células mais sensiveis a esse stress, evidenciado pela redugio no nimero
de GV/1. A modificagdo observada no VGM foi j4 atribuida 4 acgdo dos radicais activos de
oxigénio (Uyesaka et al., 1992b). Também Susan Claster (comunicagio pessoal)
mostrou que da exposigéo de eritrécitos a neutréfilos activados in vitro, resulta um
aumento do volume eritrocitério.

E pois razodvel assumir que a modificagdo no VGM possa reflectir alteragdes

moleculares a nivel da membrana eritrocitdria, resultantes do stress oxidativo criado por
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radicais activos de oxigénio e proteases, que podem resultar da activa¢do de leucécitos ou
do aumento do “turnover” da hemoglobina. E ainda razodvel assumir que essa
modificagio possa comprometer a sobrevivéncia dos eritrécitos. De facto, para além da
redugdo observada na actividade enzimdtica da G6PD no hemolisado total e no
hemolisado das diferentes frac¢Ges, que sugerem um processo de envelhecimento
acelerado, imposto pelo stress oxidativo criado pelo exercicio fisico, a redugio
significativa do nimero de GV/1 e do Ht, 1 hora apés o termo do exercicio, sugerem que
essa modificagdo é acompanhada pela remogio de eritrécitos senescentes. E, alids,
reconhecido que individuos envolvidos em actividades fisicas regulares ou intensas,
desenvolvem frequentemente uma anemia ligeira, conhecida pela anemia do desporto ou
anemia do atleta (Erslev, 1991). Ndo deve também menosprezar-se o efeito da
hemoconcentragdo, que determinando uma maior viscosidade sanguinea, favorecerd
lesdes mecénicas nos eritrécitos que, para além de circular num meio mais viscoso, tém
de o fazer a uma velocidade acrescida.

O estudo proteina banda 3 da membrana eritrocitdria, por ser independente do valor
de hemoconcentragdo € por constituir um “tradutor” reconhecido de modificacdes
eritrocitdrias acumuladas ao longo da vida da célula, revelou-se de extraordindrio interesse
para a clarificagdo do estudo do stress in vivo, no exercicio fisico.

Numa populagdo controlo tragdmos o perfil normal da banda 3 (Tab. 11). A maioria
da banda 3 encontra-se sob a forma de monémero (62,9%), enquanto os fragmentos
peptidicos totais, resultantes de uma clivagem natural, acumulada ao longo da vida do
eritrécito, representam 28,3%. Nestes fragmentos estdo incluidos os fragmentos de 60,
40 e 20 Kd. Observa-se ainda uma banda de elevado peso molecular, representando 9,8%
da proteina banda 3.

Curiosamente, as trés amostras -A, D e 1h - apresentam um perfil perfeitamente
distinto do perfil normal, o que atribuimos ao facto de a maioria da populagdo usada neste
estudo, integrar o grupo de individuos que exercitam regularmente. A diferenga mais
evidente entre estas trés amostras ¢ o controlo, verifica-se no valor de AgEPM, que é
significativamente mais baixo no controlo. Os fragmentos e a banda 3 estdo reduzidos,
relativamente ao controlo. Parece, pois, que o eritrécito sob stress oxidativo e
proteolitico regular, sofre e acumula lesdes, que o tornam diferente do eritrécito que sofre
e acumula apenas lesGes deferminadas por um processo de senescéncia normal.

Relativamente as modificagdes decorrentes do exercicio fisico intenso de curta

duragdo, que se impds & populagio seleccionada, é de salientar a reducio dos fragmentos
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peptidicos, como a modifica¢do mais acentuda (8,3%), e ainda um aumento nos AgEPM
(4,9%) e um ténue aumento da percentagem de banda 3 (1,4%).

Uma hora apds o termo do exercicio fisico, acentua-se a reduc¢do dos fragmentos
peptidicos totais e a elevagio dos AgEPM.Os fragmentos totais apresentam agora uma
redugdo significativa relativamente ao seu valor em repouso, com um valor médio de
14,2%. Também os fragmentos de 60 e 40 Kd tomam um valor significativamente mais
baixo que o valor de repouso. O aumento dos AgEPM, embora com um aumento médio
de 10,8% relativamente aos valores de repouSo, ndo tem todavia significado estatistico,
dado o elevado valor do desvio padrao.

As modificagdes no perfil da banda 3 referidas para o exercicio fisico e 1 hora apds
0 seu termo, sugerem que a agregagao da banda 3 pode resultar da oxidagdo e “cross-
linking” do mondémero de banda 3 ou do seus fragmentos peptidicos; pode ainda resultar
da protedlise do mondémero de banda 3, seguida de oxidagdo e “cross-linking” dos seus
fragmentos proteoliticos. A redug@o nos fragmentos proteoliticos, de valor superior ao
aumento dos AgEPM, dever-se-a, provavelmente, & produgdo de fragmentos proteoliticos
de peso molecular inferior ao “cutoff” da membrana de nitrocelulose, que se perdem na
transferéncia electroforética e que ndo s@o, por esse motivo, detectdveis no
“immunoblotting”.

Note-se que as modificagdes impostas pelo exercicio fisico intenso de curta
duragdo, no perfil da banda 3 sdo bastante ténues, quando comparadas com as
modificagdes impostas por um exercicio fisico regular, como € evidenciado pela diferencga
entre os valores de repouso da populagdo com hédbitos de exercicio fisico regular e os
valores apresentados pela populagdo controlo.

De forma semelhante, no valor da %HbLM observam-se modificagdes sem
significado estatistico no exercicio fisico intenso de curta duragdo, mas os valores de
repouso da populagdo estudada sdo significativamente superiores aos da populagdo
controlo (Tab. 8 e Tab.12).

A correlagdo observada entre a agregagdo da banda 3 e o nimero de neutréfilos,
sugere que o stress oxidativo criado pelo exercicio fisico, possa dever-se também a
activagdo leucocitdria, nomeadamente dos neutréfilos, que constituem importantes fontes
de radicais activos de oxigénio e proteases.

A leucocitose neutrofilica constitui uma resposta frequente a diversas situagdes de
stress, nomeadamente no stress imposto pelo exercicio fisico. O valor da leucocitose

neste, parece estar directamente relacionado com a intensidade e duragdo do exercicio
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fisico e inversamente relacionado com o grau de treino de cada individuo. A duragio da
actividade fisica, segundo alguns autores, parece, todavia, constituir o factor mais
importante (McCarthy et al., 1992; Fairbarn et al., 1993).

Em repouso, menos de metade dos leucdcitos maduros circulam no sistema vascular
e integram o “pool” circulante; os restantes, localizados predominantemente a nivel do
bago, figado e pulmdes, integram o “pool” marginal e podem ser recrutados para
integrarem o “pool” circulante nas situagdes de stress. O mecanismo exacto pelo qual se
processa esta chamada dos leucécitos do “pool” marginal para o “pool” circulante durante
o exercicio fisico, embora ndo esteja perfeitamente esclarecido, € atribuido a acgéo de
factores mecanicos e de modificagdes hormonais imediatas ou decorrentes do exercicio
fisico (Mackinon, 1992). Os factores mecanicos incluem o aumento do ritmo e do débito
cardfaco, uma maior reperfusio sanguinea a nivel microvascular e modificagbes na
interacgdo normal entre células endoteliais e leucdcitos. O stress hormonal deve-se
essencialmente 2 elevacdo nas concentragdes de catecolaminas e cortisol (Mackinon,
1992).

As modificagdes leucocitdrias, decorrentes de um exercicio fisico intenso de curta
duragdo, observadas neste estudo estdo de acordo com a literatura (Field er al., 1991;
McCarthy et al., 1992). De facto, o niimero de leucécitos circulantes eleva-se para um
valor que € aproximadamente o dobro do observado em repouso, € esse aumento deve-se
predominantemente aos linfécitos €, em menor extensdo, aos neutréfilos e monocitos
(Tab. 3, 4, 5 e 8). No caso dos linfécitos, o seu aumento € predominantemente atribuido
aos linfécitos T e aos linfécitos tipo NK. A esta dltima subpopulacdo linfocitdria €
atribuido um aspecto caracteristico, observdvel nos esfregacos corados. Sdo linfécitos
grandes e de granulagdo azurdfila citoplasmdtica bem evidente € numerosa. A numeragao
deste tipo de linfécito nos esfregagos sanguineos das amostras estudadas (GLG),
evidenciou também o seu aumento significativo, com o exercicio fisico, sendo esse
aumento de aproximadamente 286% (Tab. 3). A literatura refere aumentos de cerca de
300% para os linfécitos do tipo NK e de cerca de 100 % para os linfécitos T (Field et al.,
1991; Nieman et al., 1991b). O elevado niimero destas células, em resposta ao exercicio
fisico, sugere que este desencadeie uma resposta imune ndo especifica. O efeito citotéxico
destas células poderd impedir a exposi¢do de metabolitos, produzidos durante o exercicio
fisico, aos linfécitos de resposta imune e, desta forma, prevenir futuras reac¢des de
hipersensibilidade ou reacgdes de natureza auto-imune (Field et al., 1991; Nieman ez al.,
1991b).
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Para o valor de leucécitos, em repouso e ap6s exercicio fisico, bem como para os
valores dos diferentes tipos de leucécitos, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas com o grau de treino (Tab. 6), exceptuando o valor de mondcitos, que
apresentou um valor significativamente mais elevado na populaggo treinada. Contudo, o
valor da resposta leucocitdria ao exercicio fisico, € significativamente diferente para cada
um dos grupos. De facto, os individuos treinados apresentam uma resposta leucocitdria ao
stress, mais intensa que a observada nos ndo treinados (Tab. 7). Enquanto nestes se
verifica um aumento médio de 56,9%, nos treinados o aumento € de 83,1%. Da mesma
forma, o aumento dos neutréfilos, dos linfécitos, incluindo os GLG, e dos mondécitos €
superior nesta populacio.

As diferengas na resposta ao stress, apresentadas pelos individuos com hédbitos
sedentdrios e individuos que exercitam regularmente, sugere uma adaptagdo do organismo
a um stress regular, que o torna capaz de uma resposta diferente €, quigd, mais eficaz, ao
stress. Nesse processo de adaptagdo do organismo ao stress regular inclui-se a
adaptacdo do sistema cardiovascular e respiratério (Jenkins et al., 1993), com uma
elevagdo da capacidade de consumo de oxigénio e, por consequéncia, também uma
elevagdo na capacidade de resisténcia, que lhe permitird exercitar por periodos mais
longos de tempo até atingir a exaustdo. Donde, as diferengas observadas neste estudo,
entre treinados e ndo treinados, podem dever-se a um maior consumo de oxigénio ¢ a um
periodo de tempo de exercicio mais longo, apresentados pelos individuos treinados.

O estudo feito apés 1 hora de recuperagio do exercicio fisico mostrou uma inversao
significativa no nimero de leucdcitos totais € dos respectivos subtipos (Tab. 8).No
entanto, embora o nimero de GB retome os valores de repouso, ndo apresenta a mesma
composigdo celular. A populagdo leucocitdria inclui agora mais neutréfilos e menos
linfécitos € mondcitos. Os neutréfilos tomam valores significativamente superiores aos de
repouso, enquanto os linfécitos € mondcitos t€m valores significativamente mais baixos
que os de repouso.

As modificag¢des leucocitdrias observadas neste tipo de exercicio intenso de curta
duragdo, sdo atribuidas a uma redistribui¢do das células leucocitdrias e ndo a sintese de
novas células (McCarthy er al., 1992), o que ndo exclui, no caso de individuos que
exercitam regularmente e que se submetem, portanto, a um stress regular, a possibilidade

de adpatagdo, em termos quantitativos e funcionais, da resposta leucocitdria.
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3.1. - Nota final de discussdo.

Em face dos resultados e do estado da arte, poderd dizer-se que o eritrécito como
célula de capacidade biossintética limitada, incapaz de sintetizar proteinas e, portanto, de
substituir aquelas que sdo lesadas oxidativa ou proteoliticamente, constitui um bom
modelo de estudo de stress oxidativo.

A protefna banda 3 da membrana eritrocitdria e o valor de HbLLM revelaram-se bons
indicadores de stress in vivo, no exercicio fisico. De acordo com os perfis da banda 3 e
com os valores de %HbLM impostos por um exercicio fisico intenso de curta duragio e
aqueles observados na -populagdo controlo e na populagido que exercita regularmente,
poder-se-4 afirmar que a actividade fisica intensa, de curta duragdo, impde um stress
oxidativo pequeno, mas de cardcter cumulativo. Se o stress impostosto por uma
actividade fisica se repetir frequentemente, as lesdes oxidativas acumulam-se, tomando
valores superiores e significativamente diferentes dos de uma populagdo sauddvel e sem
hébitos de exercicio fisico regular. De notar ainda que a correlagdo observada entre a
agregagdo da banda 3 e o niimero de neutréfilos, sugere que o siress oxidativo criado
pelo exercicio fisico, possa dever-se também a activagdo dos neutréfilos, por constituirem
importantes fontes de radicais activos de oxigénio e de proteases.

O estudo destes indicadores de stress in vivo, no exercicio fisico, poderd permitir
estabelecer o limite entre o exercicio fisico benéfico e o exercicio fisico nocivo associado a
perturbagdes do sistema imunolégico. O exercicio fisico regular e moderado pode ser
benéfico por representar ndo sé um “treino” para os misculos, pulmdes e sistema
cardiovascular, mas também para os leucécitos, que serdo “treinados” na auséncia do
cldssico estimulo por agentes infecciosos, para uma resposta imune pronta e eficaz. De
facto, os individuos treinados t€m uma resposta leucocitdria diferente dos ndo treinados,
que poder4 justificar a resposta imune ndo especifica mais intensa nos treinados. Por
outro lado, o exercicio fisico determinando a remog¢do de células senescentes, de
capacidade funcional j4 comprometida, assegurard uma populacio eritrocitdria, também
“treinada”, com uma capacidade funcional mais homogénea e, por esse motivo, mais

capaz no desempenho das suas fungdes.
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V. O Stress Oxidativo Patolégico nas Doencas
Cardiovasculares.

1. Material e Métodos Aplicados ao Estudo do Stress Oxidativo

Patologico em Pacientes em Risco de DCV.

1.1. - Populagdo Estudada.

A populagdo estudada inclufu 87 individuos do sexo masculino com idades
comprendidas entre os 20 € os 65 anos. Para o grupo controlo seleccionaram-se 29
individuos aparentemente sauddveis, com parimetros hematoldgicos e perfil lipidico
normais. O grupo patolégico, subdivisivel em trés subgrupos, é constituido por um
subgrupo de 22 individuos que haviam sofrido um enfarte de miocdrdio nas 48 horas
anteriores (pés enfarte de miocdrdio recente: pEMR), um subgrupo de 24 individuos
sobreviventes de um enfarte de miocdrdio sofrido h4 mais de trés meses (enfarte de
miocdrdio antigo EMA) e um terceiro subgrupo de 12 individuos com hipertensdo (HT) e
eventualmente outros factores de risco de DCV. Acresce que qualquer individuo
pertencente a um destes subgrupos apresentava no minimo um factor de risco de DCV,
nomeadamente hipertensio, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, niveis elevados de
LDLc ou de Apo B, niveis reduzidos de HDLc ou de Apo Al. Os individuos hipertensos
apresentavam valores de tensdo sanguinea sist6lica superior a 140 mm Hg e a diastdlica
superior a 90 mm Hg. Os dois ltimos grupos estavam sob controlo terapéutico, sendo as
respectivas amostras recolhidas por altura do controlo analitico laboratorial. Nos
individuos com enfarte de miocérdio recente as amostras sanguineas foram recolhidas nas

48 horas ap6s o evento, independentemente da terapéutica administrada.

1.2. - Andlises Sanguineas Executadas.

1.2.1. - Andlises Hematoldgicas.

O estudo hematolégico destes individuos incluiu determinagdes descritas para o
estudo anterior referente ao stress oxidativo no exercicio fisico (cap. IV - 1.3.), bem
como outras determinagdes, a referir.

Para todas as amostras se procedeu a execuc¢do do hemograma, de acordo com a

metodologia referida no cap. IV - 1.3.1.
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A determinagdo da actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria foi avaliada na
populagdo eritrocitdria total isolada segundo o método referido no cap. IV - 1.3.5.1. Para
o doseamento enzimditico utilizou-se a técnica referida no ponto 1.3.3. do mesmo
capitulo. ' o »

Para todas as outras determinagdes avaliadas, e que a seguir se referem, se partiu da
populagdo eritrocitdria total de cada amostra, isolada segundo o método referido no cap.
IV - 1.3.5.1., para a obten¢do das membranas eritrocitdrias. Cada uma das amostras de
eritrécitos totais foi submetida a hemdlise e as membranas eritrocitdrias isoladas e
preparadas de acordo com a metodologia referida no cap. IV - 1.3.5.2. As suspensGes de
membranas foram divididas em aliquotas e congeladas até ao momento de execugdo de
cada um dos estudos.

Para a avaliagdo da %HbLM tomou-se uma das aliquotas das membrana congeladas
e, conhecida a concentragdo proteica da suspensdo membranar por aplicagdo do método de
Bradford cap. IV - 1.3.5.3., determinaou-se a %HbLM, segundo a metologia referida no
ponto 1.3.5.4. do mesmo capitulo.

Também as metodologias aplicadas para estudo do perfil proteico da membrana
eritrocitdria e para o estudo do perfil da proteina banda 3 por “western blotting”, foram as

descritas nos pontos 1.3.6. e 1.3.7 do capitulo IV.

1.2.1.1. - “Western Blotting” para Avaliagdo de IgG’s Ligadas a Membrana
Eritrocitdria.

Uma vez que os resultados obtidos, quer no stress oxidativo imposto pelo
exercicio fisico, quer no stress associado as DCV, indiciavam um processo de
senescéncia eritrocitdria acelerada e subsequente remocdo de ertrécitos senescentes,
procedeu-se 2 avaliagdo de IgG’s ligadas 2 membrana eritrocitdria em amostras
pertencentes ao grupo controlo € ao grupo pEMR, por ser este o que apresenta
modifica¢des eritrocitdrias mais evidentes e também uma leucocitose neutrofilica mais
acentuada. Assim, para a sua determinagio fez-se correr uma electroforese SDS-PAGE
(cap. IV - 1.3.7.1.), seguida de uma trasferéncia electroforética das proteinas para
nitrocelulose (cap. IV - 1.3.7.2.), utilizando uma corrente constante de 250 mA durante 2

horas.

1.2.1.1.1. - Incubagdo com o Anticorpo.

A metodologia a usar € semelhante 2 referida no “western blotting” para o estudo do
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perfil da proteina banda 3. Assim, transferidas para a nitrocelulose as proteinas da
membrana, previamente separadas por SDS-PAGE, faz-se o bloqueio dos locais de
reac¢do adicionais da nitrocelulose, com uma solugdo de PBS pH 7,0 contendo 5% de
leite em pé e 0,1% de Tween 20 (Sigma). A incubagdo com a solugdo de bloqueio € feita
durante a noite a temperatura de 4° C, com agitagdo suave e constante. Apds lavagem
cuidadosa da nitrocelulose em PBS pH 7,0 contendo 0,1% de Tween 20, faz-se a
detecgao das IgG’s.

Para a detecgdo da IgG humana ligada 2 membrana eritrocitdria utilizou-se um
anticorpo anti-IgG humana conjugado com uma peroxidase (Vector), que se preparou
numa dilui¢do del/1.000 em PBS pH 7,0 contendo 5% de leite em p6 € 0,1% de Tween
20. A incubag@o teve lugar durante 2 horas, a temperatura ambiente e com agitagdo suave
constante.

Na revelagdo, o método referido no cap. IV - 1.3.7.4. mostrou-se pouco sensivel,
pelo que se recorreu a um método de quemiluminescéncia, de superior sensibilidade (ECL
“Western Blotting” detection reagents - Amersham). Este método € sensivel a valores
inferiores a 1 pg do antigénio ligado & membrana de nitrocelulose, sendo cerca de 10
vezes mais sensivel que o método de revelagdo pelo cloronaftol ou pelos métodos de
marcagdo radioactiva. A quemiluminescéncia obtém-se por oxidagdo do luminol pela
peroxidase conjugada com o anticorpo anti-IgG, na presenca de exacerbadores quimicos,
como os fendis, que exacerbardo a quemiluminescéncia. Estes, tém capacidade para
aumentar cerca de 1000 vezes a emissdo de luz e prolongar o seu tempo de emissdo. A
emissdo € méxima entre os 5 e os 20 minutos de reac¢do, a um comprimento de onda de
428 nm, a qual pode detectar-se por exposi¢do rdpida a uma pelicula azul de
autoradiografia (Agfa).

Laboratorialmente a técnica consiste em expOr a superficie da nitrocelulose que
contém as proteinas, a um volume de 0,125 ml da mistura reagente / cm? de nitrocelulose,
durante 1 minuto, & temperatura ambiente € sem agitacdo. De seguida, retira-se o excesso
de solugdo reagente da nitrocelulose, coloca-se esta numa placa de vidro, com a superficie
reactiva para cima, e reveste-se com uma fina pelicula de pléstico transparente, que adira
perfeitamente a nitrocelulose, sem formagado de bolhas de ar. Esta pelicula permitird isolar
a superficie hiimida da nitrocelulose, por forma a nio manchar a pelicula de raio-X, que
se lhe sobrep6rd sem, todavia, interferir na emissdo de luz. A placa de vidro com a
nitrocelulose isolada pela fina pelicula de pldstico transparente serd, entdo, colocada numa

cassete de autoradiografia e, depois de desligada a luz, sobrepde-se uma pelicula de raio-
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X e fecha-se a cassete. A exposi¢do de 2’°, seguir-se-d a revelagdo que incluird uma
primeira imersdo de 2’ na solucdo de revelagdo, uma segunda numa solug@o de paragem
da reacgdo de revelagdo e, finalmente, a fixa¢do de 10’ e a lavagem em dgua corrente.

Segue-se a secagem da pelicula em estufa a 50° C.

1.2.2. - Andlises Bioquimicas para Defini¢do do Perfil Lipidico.

O perfil lipidico de cada individuo foi definido pelos respectivos valores séricos de
colesterol (Col), triglicerideos (TG), colesterol das lipoproteinas de alta densidade
(HDLc), colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDLc) e apolipoproteinas Al e
B (Apo Al e Apo B).

Para o doseamento do Col total utilizou-se um método colorimétrico enzimético
(Monotest Cholesterol - CHOD-PAP - Boehringer Mannheim), aplicado a um auto-
analisador (Cobas Mira - Roche). Este método envolve a conversdo dos ésteres de
colesterol em colesterol e dcidos gordos livres, por acgdo da colesterol esterase, seguida
da modificagdo oxidativa do colesterol livre, por ac¢do da colesterol oxidase, com
formagao de perdxido de hidrogénio que, na presenca de peroxidase, de fenol e de 4-
aminofenazona, d4 origem a formagdo de um composto corado, cuja Absorvéncia a 500
nm € proporcional a concentragdo de Col presente na amostra.

Também o doseamento dos TG e das Apo Al e Apo B, foi executado no auto-
analisador.

Para os TG usou-se um método colorimétrico enzimatico (TG -PAP - Roche) que
envolve quatro reacg¢des; a primeira consiste na conversdo dos TG em glicerol e dcidos
gordos, por ac¢do da lipase; na segunda o glicerol na presenga de ATP, sob a acg¢do da
glicerol cinase, € convertido em glicerol-3-fosfato; a terceira consiste na oxidagio do
glicerol-3-fosfato a fosfato de di-hidroxiacetona e peréxido de hidrogénio, por acgdo da
glicerol-fosfato oxidase; finalmente, na quarta, o peréxido de hidrogénio serd quantificado
da mesma forma que aquela referida para o doseamento do Col, com formagido de um
composto corado, cuja Absorvéncia a 500 nm € proporcional a concentragdo de TG
presente na amostra.

Para o doseamento das apolipoproteinas usou-se um método imunoturbidimétrico
que, basicamente, consiste na adigdo de anti-soros especificos, de que resultard um
precipitado, seguida de leitura espectrofotométrica a 340 nm (Uni Kit Apolipoproteina A e
B; T antiserum - Roche).

Para o doseamento do HDLc faz-se inicialmente uma precipitagio selectiva das
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fracgdes LDL e VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade - very low density
lipoproteins) pelo dcido fosfotingstico, na presenga de i10es magnésio. Apés
centrifugacdo, o colesterol das HDL no sobrenadante serd doseado pelo método acima
referido para o doseamento do colesterol.

De forma similar, para o doseamento do LLDLc promoveu-se a precipitagio selectiva
desta frac¢do, por adi¢do de polivinilsulfato. O colesterol do sobrenadante obtido serd
doseado pelo método ja referido e o valor do LDLc calculado por diferenga entre o valor
de colesterol total e o valor de colesterol do sobrenadante obtido apds a precipitagao
selectiva do LDLc.
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2. - Resultados.

Os resultados a apresentar serdo analisados no sentido de averiguar eventuais
diferengas nos diversos pardmetros estudados, entre uma populagio controlo € trés outras

que tém em comum o risco de doenga cardiovascular.

2.1. - Hemograma.

Na Tabela 12 apresentam-se os valores da média + d.p. para os diversos pardmetros
constituintes do hemograma, nas populagdes em risco e na populagio controlo. Cada um
dos valores serd comparado com o valor correspondente na populagio controlo pelo teste t
de Student.

Dos trés grupos de risco - HT, EMA e pEMR - € o grupo pEMR o0 que apresenta
modifica¢des mais notdrias na populagdo eritrocitdria, relativamente ao grupo controlo.
Apresenta o valor mais baixo de GV/1 e significativamente diferente do valor do grupo
controlo; o valor mais baixo de Ht, embora sem diferencga significativa, relativamente ao
controlo; o valor mais elevado de VGM, com diferenga significativa em relacdo ao
controlo; apresenta ainda um elevado valor de HGM e um valor semelhante ao dos outros
grupos, de CHGM. O grupo EMA apresenta também um valor de VGM
significativamente elevado, e os restantes valores estdo mais préximos dos do controlo. O
grupo HT apresenta os valores mais préximos do controlo. Note-se, alids, que se
assumirmos que o risco de eventos cardiovasculares aumenta do grupo HT para o EMA e
deste para o pMER, parece haver uma evolugio no sentido de uma redugio no niimero de
GV/], no valor de Ht, no valor da concentra¢do de Hb e, paralelamente, uma elevagio nos
indices hematimétrico, nomeadamente no VGM.

Nos valores respeitantes ao estudo da populagdo leucocitdria (Tab.12) verifica-se
que, também neste caso, € o grupo pEMR o que apresenta modificagdes mais acentuadas
relativamente ao grupo controlo. O nimero de GB/I eleva-se significativamente e essa
elevagdo deve a um aumento significativo dos neutréfilos e também dos mondcitos. No
grupo EMA observa-se também uma elevagdo no niimero de GB/], mas sem diferenga
significativa. Todavia, a populagdo leucocitdria € ja neste grupo significativamente
diferente, pois os neutréfilos assumem um valor significativamente mais elevado que o
controlo. No grupo HT, embora o nimero de GB/1 e de neutréfilos se elevem, os seus

valores ficam préximos dos do grupo controlo.
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Controlo HT P EMA P pEMR P
(n=29) m=12) (n=24) (n=22)
GVl (x1012) 519+024 494+05 ss. 48 *05 ss. 450£0,76 0,003
Ht (/i) 046 0,06 045+006 ss. 046+006 ss. 0441007  ss.
VGM (f1) 88,53 + 3,13 90,48 +4,87 s.s. 9541 £4,67 < 0,001 98,00+ 5,73 < 0,001
Hb (g/dl) 1420 £ 0,56 1392+ 1,65 s.s. 1428%216 ss. 1360+264  s.s.
HGM (pg) 272+12 282+146 s.s.  295+20 <0001 302+22 <0,001
CHGM (g/dl) 30,99 + 045 31,17+ 1,08 s.s. 3078%148 ss. 31,08+226  ss.
GB/1 (x10%) 666+1,75 735+193 ss.  772+184 ss. 983+255 <0001
Neut./l (x109) 3,63+ 1,31 428+147 ss. 495+155 0011 7,10£276 < 0,001
Linf./1 (x109) 2,52+ 0,95 2,23+0,54 s.s. 2,14%078 ss. 198+089  sus.

Monéc./l (x109)040 + 0,14 0,55+ 0,31 s.s. 0,41 +0,18 ss.  0,67+030 0,007

GV/Neut. 1712 £ 464 1287 £458  s.s. 1065+ 356 < 0,001 714+217 < 0,001

G6PD (Ul/g Hb)3,91 = 0,56 3,74+ 0,66 s.s. 3,78 £ 0,76 ss.  353+044 0,024

%HbLM (x10-4)96,2 + 32,1 205,2 £ 27,2 < 0,001 198,0 +450 < 0,001 214,6 + 62,6 < 0,001

Tab. 12: Valores (média * d.p.) do hemograma, da relagdo n°GV/Neutréfilo, da actividade da G6PD
eritrocitdria e da %HbLM numa populagdo de 87 individuos, integrados em quatro grupos distintos:
Controlo; com hipertensio e outros factores de risco (HT); com enfarte de miocardio antigo, com mais de
trés meses (EMA); pés-enfarte recente, com menos de 48 horas (pEMR). Cada um dos valores €
comparado com o valor correspondente no grupo controlo, pelo teste t de Student.

Note-se que também neste estudo referente a populagio leucocitdria se verifica um
certo paralelismo entre a elevacdo dos leucdcitos totais, devida a um aumento dos
neutréfilos, € o risco de eventos cardiovasculares.

Na Tabela 12 apresenta-se também o ndmero de GV por neutréfilo, por forma a
evidenciar a alteragdo nesta relacdo que, a haver activagdo de neutrdfilos, poderd

determinar uma interac¢do dos produtos de bioactivagio dos neutréfilos com os eritrécitos
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francamente acentuada.

2.2. - Estudo da Actividade Enzimdtica da G6PD Eritrocitdria.

Para a actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria nos grupo HT e EMA,
encontraram-se valores sem diferenga significativa, relativamente ao grupo controlo,
embora ambos apresentem um valor médio inferior ao do controlo (Tab. 12). Pelo
contrdrio, no grupo pEMR esse valor distancia-se, apresentando uma actividade
significativamente mais baixa que a do grupo controlo.

Sobressai também da observagdo dos valores de actividade da G6PD eritrocitéria
nos diferentes grupos, uma redugdo dos valores com o risco de DCV e com o niimero de
neutréfilos.

Uma vez que os valores médios hematoldgicos, nomeadamente o nimero de GV/],
0 VGM e actividade da G6PD eritrocitdria, parecem evoluir com o nimero de neutréfilos
apresentado por cada um dos grupos, estudou-se a correlagdo existente entre aqueles
pardmetros ¢ o nimero de neutrdfilos correspondente (Fig. 11). Encontrou-se uma
correlagdo negativa do nimero de neutréfilos com o nimero de GV/1 e com a actividade
da G6PD eritrocitdria, e uma correlagdo positiva do nimero de neutréfilos com o VGM.

Uma vez que estas modifica¢bes sdo comuns ao stress imposto pelo exercicio
fisico, afigurou-se interessante incluir naquelas correlagdes, os valores encontrados para
as amostras colhidas antes do exercicio e as obtidas 1 hora apds o seu termo (Fig. 12). Os
valores das amostras obtidas imediatamente apés o exercicio fisico, foram excluidas por
se reportarem a valores sobrepostos de um determinado valor de hemoconcentragio.
Desse estudo resultou a confirmagio da correlagdo positiva do nimero de neutréfilos com
o VGM e ainda da correlagdo negativa do nimero de neutréfilos com o nimero de GV/l e

com a actividade da G6PD eritrocitaria.
2.3. - Avaliagdo da Percentagem de Hemoglobina Ligada a Membrana.
O valor de hemoglobina ligada & membrana € significativamente superior nos trés

grupos patolégicos, relativament ao valor do grupo controlo (Tab. 12). Também para a

%HbLM, € o grupo pEMR o0 que apresenta a diferenca mais acentuada.
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Fig. 11.: Correlagio entre os valores médios das concentragdes de neutréfilos com os valores médios da
actividade enzimdtica da G6PD eritrocitiria (R = 0,900), do niimero de GV/1 (R = 0,963) e do volume
globular médio (R = 0,864), observadas na populagio controlo, HT, EMA ¢ pEMR.
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Fig. 12.: Correlagdo entre os valores médios das concentragdes de neutréfilos com os valores médios da
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globular médio (R = 0,793), observadas na populagéo controlo, HT, EMA, pEMR, Ae 1 h.
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2.4. - Estudo do Perfil Proteico da Membrana Eritrocitdria.

A semelhanga do que se referiu para o exercicio fisico, também aqui o estudo do
perfil proteico da membrana eritrocitdria em gel corado pelo azul de Coomassie € pela
prata, ndo evidenciou modificagdes significativas nas bandas dos diferentes grupos, nem
o aparecimento evidente de novas bandas. De facto, eram também aqui, visiveis vdrias
bandas, muito ténues e difusas, localizadas entre a banda 4.2 e 5, e ainda uma zona de

coloragdo difusa no inicio do “stacking gel”, que se intensificava nas amostras dos
doentes em risco de DCV (Fig. 13).

|

|

205 Kd

116 Kd

}
| 97 Kd
60 Kd
66 Kd
40 Kd
| 2 ;g.nuu R 45 Kd
29 Kd

Fig. 13: Perfil proteico da membrana eritrocitdria, apés electroforese e revelagio pelo azul de Coomassie
(& esquerda) e pela prata (a direita), apresentam-se alguns casos integrados nos quatro grupos estudados
(Controlo, HT, EMA e pEMR). De notar as vérias bandas, ténues ¢ difusas, migrando entre a zona de 60 e
de 40 Kd, bem como o aspecto difuso e de intensidade diferente no inicio do “stacking gel”.
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2.5. - Estudo do Perfil da Proteina Banda 3 da Membrana Eritrocitdria.

Os resultados do estudo do perfil da proteina banda 3, apresentados na Figura 14 €
quantificados na Tabela 13, evidenciam modifica¢oes significativas no perfilda banda 3

em qualquer um dos grupos patoldgicos. As alteragdes observadas sao, alids, semelhantes

|
1
} as jd observadas para o exercicio fisico, isto €, um aumento dos AgEPM e uma redugdo
| no mondmero de banda 3 e nos fragmentos peptidicos.
O perfil da banda 3 dos grupo HT e EMA apresenta valores similares para todas as
bandas. Nestes, observam-se os valores mais elevados de AgEPM e os mais baixos do
l mondémero de banda 3 e dos fragmentos peptidicos totais. O grupo pEMR, embora com
1 modificagbes significativas nos AgEPM, no monémero de banda 3 e nos fragmentos
peptidicos totais, relativamente ao controlo, apresenta valores menos distantes destes, que
os outros dois grupos de risco. De notar ainda que os fragmentos de 40 Kd sofrem uma
reducdo significativa no grupo EMA e também no pEMR, enquanto nos de 60 Kd a

reducg@o s6 € significativa no grupo EMA.

Controlo HT P EMA P pEMR P
(n=29) n=12) (n=24) (n=22)
AgEPM 98+6,0 21,3+55 <0001, 21,751 <0001 183+69 < 0,001
Banda 3 62944 561x28 <0001 556+26 <0,001 58,1=*64 0,002
Frag. Tot. 28357 226x45 0004 228+54 0001 238+69 0,013
60 Kd 10,1 £23 86+17 s.s. 8623 0,027 96124 S.S.
40 Kd 148+37 11,8+23 0,01 119+£32 0,003 12,0+34 0,006
20 Kd 29+1.2 23+0,9 S.S. 24+12 S.S. 22+2]1 S.S.

Tab. 13: Perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitiria nos ués grupos de risco (HT, EMA ¢
pEMR) e no grupo Controlo. Apresentam-se os valores percentuais (média + d.p.) da banda3, seus
agregados (AgEPM), e fragmentos peptidicos (60, 40 e 20 Kd). Cada um dos valores ¢ comparado com 0
valor correspondente no grupo controlo, pelo teste t de Student. '

pd

E interessante observar que os trés grupos de risco apresentam um perfil

significativamente diferente do controlo, mas que o perfil € semelhante entre eles.
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2.6. - “Western Blotting” para Avaliagdo de 1gG’s Ligadas a Membrana

Eritrocitdria.

A avaliagdo da ligagdo de IgG’s & membrana eritrocitdria por “western blotting”, foi
feita segundo a metodologia referida no ponto 1.2.1.1.

No seguimentos dos resultados obtidos, sugestivos de um processo de senescéncia
acelerada, tornava-se conveniente verificar a coexisténcia de IgG’s nos AgEPM
observados com particular acuidade nos grupos de risco. O estudo das IgG’s ligadas a
membrana, foi feito em amostras do grupo controlo € do grupo pEMR, por ser este o
grupo que apresentou modifica¢des hematolégicas evidentes e também uma leucocitose
neutrofilica mais acentuada. Em paralelo, e com as mesmas amostras em idénticas
condigdes de electroforese e transferéncia electroforética, fez-se o “western blotting” para
a banda 3, por forma a estabelecer uma relagéo entre os agregados de banda 3 e de IgG’s
na membrana eritrocitdria.

O método de revelagio das IgG’s pelo cloronaftol revelou-se, todavia, de baixa
sensibilidade para este estudo. Assim, recorreu-se a outro método mais sensivel, de

quemiluminescéncia (ponto 1.2.1.1.) (Fig. 15 e Fig. 16).

AgEPM Fig. 15: “Western blotting para avaliagdo de
IgG’s ligadas 4 membrana eritrocitaria. As trés
amostras da esquerda pertencem ao grupo controlo
¢ as trés amostras da direita ao grupo pEMR.

De notar a diferenca na intensidade das duas

45 Kd bandas que se observam (AgEPM e 45 Kd), para

cada um dos dois grupos.




Os "immunoblotting” para as IgG’s revelaram a presenga de uma banda menor
migrando na zona de 45 Kd e sem sobrepdr nenhuma das bandas no "immunoblotting”
para a banda 3, e uma banda mais intensa migrando na mesma zona dos AgEPM, alids,
perfeitamente sobreponivel a estes no “immunoblotting” para a banda 3. Nas amostras do
grupo pEMR a banda de PM elevado ¢é francamente mais intensa que a das amostras do
grupo controlo (Fig. 15). Pelo contrério, a banda de menor PM € mais acentuada no
grupo controlo. Acresce que esta banda ndo € detectdvel quando as membranas ndo séo

tratadas em condig¢des redutoras (Fig. 16).

AgEPM

45 Kd

Fig. 16: Estudo paralelo do perfil da banda 3 (a direita), em amostras tratadas em condig6es redutoras, €
de IgG’s ligadas A membrana eritrocitdria (A esquerda), em amostras ndo tratadas em condi¢des redutoras.
Todas as amostras foram submetidas ao mesmo processo electroforético e de transferéncia.

Note-se a auséncia da banda de 45 Kd observada nas amostras tratadas em condigdes redutoras (Fig. 15). De
notar ainda a sobreposi¢ao dos AgEPM em ambos os “immunoblotts”.




2.7. - Avaliagdo do Perfil Lipidico.

O estudo lipidico mostrou em todos os grupos patolégicos um perfil lipidico de
risco, com um ou vdarios pardmetros alterados (Tab. 14).

No grupo HT, para além da hipertensdo, observou-se um aumento significativo de
Col, TG, e Apo B. O grupo de EMA apresentou valores significativamente elevados de
Col, LDLc e Apo B. Também no grupo pEMR se observaram alteragdes significativas de
risco, nomeadamente um aumento de LDLc e de Apo B, € uma redugdo de HDLc.

Note-se que, & semelhanga do que acontecia com o perfil da banda 3, o perfil
lipidico do grupo pEMR, embora com diferencgas significativas, relativamente ao grupo

controlo, € aquele cujos valores estdo menos distantes dos valores de controlo.

Controlo HT P EMA P pEMR P
(n=29) (n=12) (n=24) - (n=22)
Col (mg/dl) 208 £ 43 235+26 0,05, 252+ 39 0,001 218 £ 40 S.S.
TG (mg/dl) 120 + 57 371 £ 119 0,001 191 £ 99 S.S. 144 + 53 S.S.
HDLc¢ (mg/dl) 48zx 15 41 + 14 S.S. 47+ 15 S.S. 40+ 12 0,05
LDLc¢ (mg/dl) 13042 146 + 36 8.5, 161 + 25 0,001 153 £ 45 0,05
Apo Al (mg/dl) 136 % 25 186 £ 39 0,001 173+ 32 0,001 138 + 30 S.S.

Apo B (mg/dl) 112+23 152+26 0,001 162 + 25 0,001 137+ 27 0,005

Tab. 14: Perfil lipidico nos trés grupos de risco (HT, EMA e¢ pEMR) e no grupo Controlo.
Apresentam-se os valores (média * d.p.) das concentragdes de colesterol (Col), de triglicerideos (TG), de
colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDLc), de colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(LDLc) e das apolipoproteinas Al e B (Apo Al e Apo B). Cada um dos valores € comparado com o valor
correspondente no grupo controlo, pelo teste t de Student.




3. - Discussao dos Resultados.

O estudo hematoldgico evidenciou um aumento de leucécitos no grupo HT e no
grupo EMA, atingindo o valor mdximo no grupo pEMR (Tab. 12). Este aumento de
leucécitos totais deve-se predominantemente a uma elevagdo no nimero de neutréfilos. De
facto, dos diferentes tipos de leucécitos, o neutrdfilo € o tinico que apresenta um aumento
significativo, relativamente ao controlo. Este aumento € também evidenciado pela
alteragd@o observada na relacio dada pelo nimero de GV por neutréfilo (Tab. 12).

Verificou-se ainda que em paralelo com o aumento de leucdcitos e em particular de
neutréfilos, diminui o nimero de GV/1 e a actividade da G6PD eritrocitdria, enquanto o
VGM aumenta. De facto, existe uma correlagdo negativa significativa com os dois
primeiros € uma correlagdo positiva significativa com o udltimo, o que sugere o
envolvimento dos neutréfilos nestas modificagdes (Fig.11). Em ambos os grupos HT e
EMA se observa um aumento no valor do VGM, que atinge o valor mais elevado no
gruporpEMR, o qual apresenta também o valor mais alto de neutréfilos € o mais baixo de
eritrécitos e de actividade da G6PD eritrocitdria. Estas mesmas modificages, isto €, um
aumento de neutréfilos em paralelo com um aumento no VGM e uma redugio da
actividade da G6PD eritrocitdria, foram ja referidas para o stress oxidativo imposto pelo
exercicio fisico (Fig. 12). Pelo que, a hipdtese avangada nessa altura € agora fortalecida
com estes resultados. Segundo essa hipdtese, o stress oxidativo determina lesdes
moleculares a nivel da membrana eritrocitdria, que se reflectem num aumento do volume
celular, num aumento da %HbLM e numa alteragdo do perfil da banda 3, e que essas
lesdes marcando a célula para a morte, determinam a remogdo dos eritrécitos senescentes,
explicando a redug@o observada no nimero de GV/1. Além disso, os neutréfilos, pelas
correlagdes observadas parecem contribuir para o desenvolvimento de stress oxidativo e
proteolitico.

Os resultados do perfil da banda 3 observado para os diferentes grupos de risco estd
também de acordo com a hipétese avangada. De facto, observou-se nestes um perfil
perfeitamente distinto daquele apresentado pelo grupo controlo (Tab. 13) (Fig. 14). Os
AgEPM duplicam o seu valor em qualquer um dos trés grupos de risco, enquanto o
mondémero de banda 3 e os fragmentos totais sofrem uma redugdo. Uma vez que o
aumento apresentado pelos AgEPM resulta de uma redugdo quer do monémero, quer dos
fragmento peptidicos totais, a sua formagio poderd resultar da oxidagdo e “cross-linking”

do monémero de banda 3 ou dos fragmentos, ou, ainda, resultar de protedlise de banda 3,

o
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seguida de oxidagdo e “cross-linking” dos fragmentos proteoliticos, ou, finalmente, de
ambos 0S processos. |

Segundo a hipétese imunolégica de remogdo de eritrécitos senescentes,
modificagdes na proteina banda 3 traduzem para a superficie exofacial da membrana
eritrocitaria modificagSes citoplasmadticas, quer decorrentes de um processo normal de
senescéncia, quer decorrentes da existéncia de eritropatias (talassemias, drepanocitoses,
enzimopatias) ou, ainda, decorrentes de lesdes por tratamento com oxidantes (Lelkes et
al., 1983; Low et al., 1985; Kannan et al., 1988; Kannan et al., 1991). Em todos os
casos referidos se demonstrou a presenga de imunocomplexos constituidos por agregados
de banda 3 e auto-anticorpos anti-banda 3, do tipo I1gG (Fig. 15 e 16). A agregacdo da
banda 3, promovendo a aproximagdo dos locais de ligagdo do auto-anticorpo, favorece a
interacgdo antigénio-anticorpo ¢ permite o estabelecimento de ligagdes bivalentes (Low,
1991). |

Os anticorpos naturais para a banda 3 sdo especificos desta e ligam-se a proteina
nativa por ligacdo monovalente, facilmente dissocidvel. De acordo com Lutz (1992a),
estes anticorpos com baixa afinidade para a protefna nativa tém uma ligagdo preferencial a
oligémeros de banda 3, com os quais estabelecem uma ligagdo bivalente e dificilmente
dissocidvel. Esta preferéncia € alids de extrema importincia, pois existindo agregados de
banda 3 apenas em eritrocitos senescentes ou lesados, conferir-lhe-4 a capacidade para
reconhecer entre um eritrécito normal € um eritrécito senescente ou lesado.

Afigura-se conveniente realgar aqui a sobreposi¢do dos sinais de senescéncia
eritrocitdria com os sinais desenvolvidos por tratamento de eritrécitos com oxidantes e,
por consequéncia a associagdo de lesdes oxidativas ao processo de senescéncia. Em
conformidade, um stress oxidativo superior ao fisiolégico, deverd determinar um
envelhecimento eritrocitdrio acelerado. Convém ainda relembrar que o eritréeito € uma
célula que pela sua capacidade biosintética limitada, acumulard as lesdes proteicas de
natureza oxidativa que sofra ao longo da sua vida, jd que € incapaz de as sintetizar, para
substitui¢do das proteinas lesadas.

O estudo paralelo do perfil da banda 3 e das IgG’s ligadas & membrana, com as
mesmas amostras em idénticas condi¢des de electroforese e transferéncia electroforética,
permitiu estabelecer uma relagdo entre os agregados de banda 3 ¢ de IgG’s na membrana
eritrocitdria. Os “immunobloting” para as IgG’s revelaram a presenga de uma banda
menor migrando na zona de 45 Kd e sem sobrepdr nenhuma das bandas no

“immunobloting” para a banda 3, ¢ uma banda maior migrando na mesma zona dos
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AgEPM, perfeitamente sobreponivel a estes no “immunobloting” para a banda 3. A banda
de 45 Kd, que ndo € sobreponivel a nenhum dos fragmentos de banda 3, poderd
corresponder a um fragmento da molécula de IgG ligada a uma das proteinas da
membrana eritrocitdria, jd que esta banda ndo € detectdvel quando as membranas ndo sdo
tratadas em condigGes redutoras (Fig. 16).

Também o valor da %HbLM estd elevado em qualquer um dos grupos de risco
(Tab. 12), relativamente ao grupo controlo. A hemoglobina desnaturada liga-se &
membrana critrdcitéria, a nivel do dominio citoplasmdtico da banda 3, promovendo a
agregacdo de banda 3 e a ligacdo de 1gG’s (Low, 1985; Low et al., 1991).

Apesar de as modificagdes nos pardmetros referentes ao hemograma serem menos
acentuadas nos grupos HT ¢ EMA, relativamente ao controlo, o perfil da banda 3 € o
valor da %HbLM s&o significativamente diferentes nos trés grupos de risco estudados, o
que sugere que estes dois parimetros sdo mais sensiveis ao stress oxidativo e
proteolitico, podendo constituir marcadores precoces, de extraordindria sensibilidade.
Além disso, € uma vez que iguais modifica¢des sdo observadas no grupo HT e EMA,
pode afirmar-se que sdo independentes da terapéutica ou do préprio enfarte de miocdrdio.

Sao vdrios e bem conhecidos os factores de risco de doenga cardiovascular, todavia,
sabe-se também que esses factores de risco permitem prever apenas um ter¢o dos eventos
cardiovasculares. A elevada prevaléncia destes incidentes, justifica pois a procura
constante de novos marcadores, mais sensiveis e precoces.

Nos ultimos anos foi dada particular atengdo e importidncia a hipétese de
modificagdo oxidativa para a aterogénese. Segundo esta, os radicais activos de oxigénio
desempenham um papel relevante no inicio e progressdo da les@io aterosclerdtica
(Downey, 1990; Flaherty, 1991). O processo inicia-se com a infiltragdo e acumulagdo de
lipidos na camada subendotelial, proliferagdo de células conhecidas como mediadoras de
activacdo leucocitdria, e termina com a formagdo da placa aterosclerdtica. No espago
subendoteilial a LDL € modificada oxidativamente, estando essa modificagdo ligada a
accdo de radicais de oxigénio, que podem ser produzidos por células musculares lisas,
células endoteliais ou macréfagos. A LDL oxidada tem propriedades quimiotécticas para
os mondcitos, inibe a motilidade dos macréfagos e € fagocitada mais avidamente pelos
macréfagos que a LDL nativa. Da oxidag@o das LDL no espago subendotelial resultard o
recrutamento de mondcitos circulantes, a formagdo de macréfagos residentes e
acumulacdo de LDL oxidada no interior desses macréfagos, de que resulatrdo as células

“foam’.
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Ao macréfago sdo atribuidas diversas acgdes adversas envolvidas no processo
aterogénico (Steinberg, 1987), nomeadamente a secregdo de citoquinas que induzirdo a
proliferagdo de fibroblastos, células musculares lisas e células endoteliais. Algumas das
citoquinas secretadas pelo macréfago podem também desencadear o processo de activagdo
de neutréfilos (Weiss, 1982; Uyesaka ef al., 1992b), os quais constituem também uma
importante fonte de radicais de oxigénio e proteases. A ac¢io de neutrdfilos activados ou
dos respectivos produtos de bioactivagdo € bem conhecida ¢ largamente estudada in vitro,
e tem evidenciado a sua interac¢do com os eritréeitos. Dessa interacg@o resultam, entre
outras modificagdes, a lipoperoxidagdo de lipidos da membrana, a indugdo da
desnaturagdo de hemoglobina, modificagdes nas proteinas de membrana, nomeadamente
da banda 3, alterando a sua antigenicidade e promovendo a ligagdo de IgG’s & membrana
(Weiss, 1982; Claster er al., 1984; Claster et al., 1986; Claster et al., 1987, Weiss et
al., 1988; Uyesaka et al., 1992b).

3. - Nota Final de Discussdo.

Em conformidade com os resultados € com o estado da arte sugere-se que O siress
oxidativo e proteolitico iniciado pelos macréfagos, seja exacerbado pelos neutrdfilos,
também produtoras de radicais de oxigénio e proteases, capazes de interactuar com oS
eritrécitos, por lesdo oxidativa e proteolitica das protefnas da membrana, em particular
com a protefna banda 3, alterando a sua antigenicidade e promovendo a ligagéo de IgG’s,
que poderdo determinar a remogdo da célula. |

O eritrécito parece, pois, constituir um bom modelo de estudo de stress in vivo,
nas doengas cardiovasculares, € possuir marcadores como a proteina banda 3 e a HbLM,
capazes de fornecer informagao cumnulativa das lesdes resultantes de um stress oxidativo
e proteolitico.

Acresce ainda que no Controlo analitico regular de pacientes em risco, serd
importante atentar em modificagdes no valor de leucdcitos, particularmente de neutréfilos,

paralelas a uma redugéo no valor de eritrécitos € a um aumento do VGM.
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VI. Estudos irn vitro.

Com o objectivo de clarificar alguns resultados obtidos e reforgar outros, procedeu-
se a alguns estudos in vitro, nomeadamente ao estudo do perfil da banda 3 em fracgdes
eritrocitdrias obtidas por centrifugago em gradiente de densidade continuo, ao estudo da
interac¢do de neutrdfilos activados com os eritrécitos e seu impacto a nivel do perfil da
banda 3, ao estudo da interac¢do das serinoproteases quimiotripsina e elastase neutrofilica
com os eritrécitos € em particular sobre o perfil da proteina banda 3 da membrana
eritrocitdria.

O estudo do perfil da banda 3 em eritrécitos de diferentes densidades permitird
conhecer o perfil da banda 3 em eritrécitos de diferentes idades. A confirmar-se o
processo de senescéncia acelerada proposto, verificar-se-d4 uma aproximagio do perfil da
banda 3 dos eritrécitos mais densos ao perfil observado nos eritrécitos expostos ao stress
oxidativo e proteolitico imposto pelo exercicio fisico e pelo processo aterogénico. Em
paralelo estudou-se a actividade da G6PD eritrocitdria de cada uma das fracgdes, bem
como o valor de hemoglobina ligada 8 membrana.

Porque o nimero de neutréfilos evidenciou correlagdes significativas com
pardmetros relacionados com o processo de senescéncia e remogdo eritrocitéria,
nomeadamente uma correlagdo negativa com a actividade da G6PD eritrocitdria e uma
correlagdo positiva com o niimero de eritrécitos € com o valor do VGM, procedeu-se ao
estudo in vitro da acgdo de neutréfilos activados sobre eritrécitos, por forma a avaliar as
modificagSes impostas pelos produtos de activagio dos PMN, no valor de hemoglobina
ligada & membrana, na actividade da G6PD eritrocitdria e no perfil da proteina banda 3 da
membrana eritrocitdria.

Uma vez que as alteragdes no perfil da banda 3, observadas no exercicio fisico e no
doente cardiovascular, sugerem o desenvolvimento de um stress oxidativo e também
proteolitico e o envolvimento de neutréfilos na criagdo desse stress, afigurou-se
conveniente estudar a interacgio de serinoproteases como a quimiotripsina e a elastase
neutrofilica, com os eritrécitos e em particular com a proteina bahda 3 da membrana

eritrocitdria.
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1. - Material e Métodos.

1.1. - Estudo in vitro do Perfil da Banda 3 em Fracgées Eritrocitdrias de Densidade

Crescente.

Este estudo foi executado em trés amostras de sangue colhido em EDTA. Apés a
separagdo dos eritrcitos, segundo metodologia j4 descrita (cap. IV - 1.3.5.1.), e lavagem
cuidadosa em PBS pH 7,4, procedeu-se 2 ressuspensio dos eritrécitos no tampao de
lavagem, por forma a obter um hematdcrito de 0,40 1/1.

Para o fraccionamento dos eritrécitos segundo as suas densidades, utilizou-se
Percoll (Sigma) a pH 7,4 (90 ml), ao qual se adicionou diatrizoato de s6dio (20 ml a 50%
em dgua) e PBS (10 ml) (Rennie er al., 1979). A adigdo de diatrizoato de sédio
aumentard a osmolaridade do Percoll, e permitird a formagdo de um gradiente de
densidade continuo, por centrifugagiio deste meio, a alta velocidade.

Em cada tudo de centrifugagdo foi colocado um volume de 30 ml do meio de
separagdo ¢ 5 ml da suspensdo eritrocitiria. A centrifugagdo teve lugar a 15.000 rpm
durante 20°’.

Em duas das amostras recolheram-se apenas duas frac¢des, uma de 2 ml de
eritrécitos de menor densidade e outra de 3 ml dos eritrdcitos mais densos, ou seja, uma
do topo e outra do fundo do tubo.

Na terceira amostra recolheram-se quatro fracgdes, isto &, para além das duas
frac¢Ges de menor ¢ maior densidade recolheram-se também duas frac¢Ges de eritréeitos
de densidade intermédia.

De cada uma das fracgdes, depois de convenientemente lavadas em PBS pH 7.4, foi
retirada uma aliquota para estudo da actividade da G6PD eritrocitdria (cap. IV-133)e
outra para estudo quantitativo e qualitativo dos eritrécitos (cap. IV - 1.3.1.). O restante de
cada uma delas foi usada para isolamento e prepara¢io de membranas eritrocitrias (cap.
IV - 1.3.5.2.). De seguida, em cada uma das amostras de membranas, foi avaliada a
concentragdo proteica (cap. IV - 1.3.5.3.), a %HbLM (cap. IV - 1.3.5.4.) ¢ o perfil da
proteina banda 3 por “western blotting” (cap. IV - 1.3.7.).
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1.2. - Estudo in vitro da Interac¢do de PMN Activados com Eritrécitos e seu I

mpacto sobre a Proteina Banda 3 da Membrana Eritrocitdria.

Este estudo foi executado em duas fases, usando em ambas uma amostra de sangue
com EDTA (10 ml), colhida a0 mesmo individuo, com intervalo de cerca de duas
semanas. Na primeira fase o estudo foi feito em suspensdes globulares de eritrécitos e
neutréfilos em proporgdes similares as observadas no grupo pEMR (1 PMN/500 GV) e
em propor¢des inferiores (1 PMN/200 GV). Na segunda fase usaram-se propor¢oes de 1
PMN/300 GV e 1 PMN/200 GV. |

O isolamento de eritrécitos ¢ PMN foi obtido por centrifugacdo em gradiente
descontinuo de dupla densidade (Histopaque) (cap. IV - 1.3.5.1.). Apb6s a centrifugagdo
obtém-se trés camadas celulares, bem individualizadas. Os eritrécitos constituem a
camada inferior, localizada no fundo do tubo, os granuldcitos representam a camada
celular intermédia e a terceira camada celular, a do topo, € constituida por células
mononucleares. As plaquetas encontram-se suspensas no plasma, que constitui a camada
liquida do topo. Consegue-se desta forma isolar e separar numa sd operagdo de
centrifugacdo os eritrécitos e os granuldceitos.

A populagdo eritrocitdria isolada deve ser lavada convenientemente em PBS pH74
e de seguida preparar uma suspensio eritrocitdria a 109G V/ml (Weiss ez al., 1988).

Entretanto, deve também preparar-se a suspensio de granulécitos, comegando por
lavar e ressuspender as células em HBSS (Hanks balanced salt solution, sem Ca*+ e sem
Mg++ - Sigma) e de seguida avaliar o nimero de neutréfilos vidveis presentes na
suspensdo preparada. Para este estudo da viabilidade leucocitdria utlizou-se o método de
exclusdo do azul de tripan, que consiste em adicionar o corante (0,2% de “trypan blue” -
Sigma) a uma aliquota da suspensdo leucocitiria (na proporgdo de 1/2) e enumerar
microscopicamente, no reticulado de uma cimara de Newbauer, o niimero de granulécitos
vidveis, capazes de extrusar o corante. Os granul6citos ndo vidveis, sio incapazes de
impedir a entrada do corante, sendo por isso facilmente identificiveis pela coloragdo azul,
conferida pelo corante. Conhecido o ndmero de PMN vidveis da suspensdo € a
concentragdo da suspensdo eritrocitdria, calculam-se o volume necessério para preparar
1,5 ml de uma suspensdo celular consituida por granuldcitos vidveis e eritrécitos nas
proporgdes pretendidas (1 PMN/500 GV, 1 PMN/300 GV, 1 PMN/250 GV e 1
PMN/200 GV).

Para a activagdo dos PMN utilizou-se o forbolmiristatoacetato (PMA) (Sigma)
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(Esaguy et al., 1991). Este, depois de dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO - Sigma) a
20 mg/ml, € congelado a -20" C, podendo conservar-se como solugio stock (Methods in
Enzimology). Na altura dos ensaios prepara-se a partir desta, uma solugdo de PMA a 20
Hg/ml em HBSS, da qual se retirard o volume necessdrio para adigdo as suspensdes
globulares, por forma a obter uma concentragdo final de PMA de 1 ug/ml. Logo que
preparadas as suspensdes globulares de eritrécitos ¢ PMN, e adicionado o PMA,
procede-se a incubagdo a 37° C, com agitagdo suave, durante 1 hora. O branco do ensaio
serd constituido por uma suspensdo de eritrécitos adicionada de PMA na mesma
concentragdo que as outras suspensoes.

Decorrido o periodo de incubagio, retiram-se as suspensdes e colocam-se em gelo,
a fim de parar a reacgdo. Segue-se a separa¢do dos PMN dos eritrécitos, por
centrifugag¢do em gradiente de dupla densidade (Histopaque) e a sua regeicdo. Os
eritrécitos provenientes do branco do ensaio e das suspensdes eritrocitdrias expostas a
ac¢do de PMN activados, sdo convenientemente lavados em PBS pH 7.4 e de seguida
ressuspensos no tampao de lavagem, por forma a obter um hematécrito de cerca de 0,40
I/1. Desta suspensdo, retirou-se uma aliquota para estudo da actidade da G6PD eritrocitdria
(cap. IV - 1.3.3.). De imediato procede-se ao isolamento e preparagcao das membranas
eritrocitdrias (cap. IV - 1.3.5.2.) de cada uma das amostras eritrocitdrias e, de seguida, a
avaliag@o das respectivas concentragdes proteicas das suspensGes membranares (cap. IV -
1.3.5.3.), a avaliagdo da %HbLM (cap. IV - 1.3.5.4.) € ao estudo do perfil da banda 3
por “western blotting” (cap. IV - 1.3.7.).

1.3. - Estudo in vz:tro da Interacgdo das Serinoproteases Quimiotripsina e Elastase

Neutrofilica com os Eritrécitos e com a Proteina Banda 3 da Membrana

Eritrocitdria.

Para estudo da interacgdo da quimiotripsina com os eritrécitos, os ensaios foram
executados numa amostra de sangue proveniente do mesmo individuo, aplicando a mesma
metodologia e diferentes concentragdes de quimiotripsina - 2,5, 5, 10, 15 € 20 pug/pl.

A amostra de sangue com EDTA (10 ml) é submetida a uma centrifugacdo em
gradiente descontinuo de dupla densidade (Histopaque) (cap. IV - 1.3.5.1.), para
isolamento dos eritrécitos, os quais se lavam de seguida, cuidadosamente, em PBS pH
7,4 ¢ se ressuspendem no tampido de lavagem, para um hematéerito de,

aproximadamente, 0,40 1/1. Desta suspensdo € retirada uma aliquota para estudo da
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actividade enzimdtica da G6PD eritrocitdria (cap. IV - 1.3.3.) e também do eritrograma
(cap. IV - 1.3.1.). O restante € repartido em volumes de 1,5 ml em diferentes tubos.

Aos tubos teste, contendo a suspensdo eritrocitdria, adiciona-se o volume necessério
de uma solugdo de quimiotripsina a 100 pg/ml em PBS, por forma a obter a concentrac¢io
pretendida de quimiotripsina num volume final de 3 ml, que se perfaz com PBS pH 7,4.
Ao tubo do branco adiciona-se tampao para o volume final de 3 ml.

As diferentes suspensdes preparadas sdo colocadas num banho de dgua a 37° C,
com agitagdo suave, por um periodo de 1 hora. Decorrido esse tempo procede-se a uma
extensa lavagem dos eritrécitos, apds o que se ressuspendem para o hematdcrito de 0,40
/1. Desta suspensdo retirar-se-4 de novo uma aliquota para estudo da actividade enzimética
da G6PD eritrocitdria (cap. IV - 1.3.3.) e também do eritrograma (cap. IV - 1.3.1.). De
imediato preparam-se as membranas dos eritrécitos tratados com diferentes concentragdes
de quimiotripsina (cap. IV - 1.3.5.2.). Para cada uma das amostras de membranas, foi
avaliada a concentragdo proteica (cap. IV - 1.3.5.3.), a %HbLM (cap. IV-1.354) ¢
feito o “western blotting” para estudo do perfil da banda 3 (cap. IV - 1.3.7.).

No estudo da interacgdo da elastase neutrofilica com os eritrécitos usou-se a mesma
metodologia e avaliaram-se os mesmoss pardmetros. As concentracdes de elastase, usadas
nas suspensdes eritrocitdrias, foram sempre superiores ao valor de referéncia da

concentragdo sérica para a elastase (0,022 pg/ml) e inclufram valores de 0,05; 0,10; 0,25;
0,30 e 1,0 pg/ml.
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2. - Resultados e Discussio.
2.1. - Perfil da Banda 3 em Fracgées Eritrocitdrias de Densidade Crescente.

Este estudo, realizado em fracgdes eritrocitdrias de densidade crescente, visa avaliar
as modificagbes do perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocit4ria com a idade da
célula, e comparar essas alteragdes com aquelas observadas no stress oxidativo que
acompanha o exercicio fisico e o processo aterogénico. Foram também estudados outros
paridmetros em que se haviam observado modificagdes com o stress oxidativo, como a
G6PD, a %HbLM, VGM e CHGM. O valor da modificagdo observada entre a fracgio
menos densa e a mais densa, para cada um dos parimetros estudados, nos trés ensaios

realizados, € apresentado nas Tabelas 15 e 16.

AgEPM  Banda 3 Frag. 60 40 20
A% 12 ens. (>d) + 84 + 5,0 -134 -5,6 -46 -3,2
A% 2% ens. (>d) + 8,3 +29 - 18,0 -0,8 -71.1 -2.5
A% 3° ens. (>d) + 204 + 4,7 - 25,1 -6,2 -144 -4,5

Tab. 15: Valor das modificagdes com a densidade (>d), observadas no perfil da proteina banda 3 da
membrana eritrocitdria. Apresentam-se as diferengas entre os eritréeitos da fracgdo menos densa e da fracgiio
mais densa.

No perfil da banda 3 com a densidade (Tab. 15) observa-se, em qualquer um dos
trés ensaios, um aumento dos AgEPM e uma redugdo dos fragmentos totais. Ou seja,
verifica-se uma aproximagdo ao perfil observado nos DCV e no exercicio fisico.

Em todos os ensaios se observa uma redugdo da actividade da G6PD eritrocitéria
com a densidade ¢ um aumento da hemoglobina ligada & membrana. Os eritrécitos das
frac¢des de maior densidade sdo de menor volume e com uma concentragio

hemoglobinica aumentada, como ¢ evidenciado pelas modificagdes no VGM e na CHGM.




G6PD HbLM VGM. CHGM

(UI/gHb) (%x10-%) 1) (g/db)

A% 12 ens. (>d) -0,94 + 49 -2.8 + 2,1
A% 2° ens. (>d) - 0,49 + 98 -1,7 +13
A% 3° ens. (>d) - 20,80 + 115 -1,6 +10

Tab. 16: Valor das modificagdes com a densidade (>d), observadas na actividade da G6PD eritrocitdria, na
hemoglobina ligada 2 membrana e nos indices hematimétricos - VGM e CHGM. Apresentam-se as

diferengas entre os eritrécitos da fracgio menos densa e da frac¢fio mais densa.

Como foi referido, no tltimo ensalo procedeu-se a um fraccionamento eritrocitario,

por forma a obter quatro fracgdes entr001tar1as de densidade crescente e poder observar a

evolugdo dos diferentes pardmetros a estudar. O resultado desse estudo, referente ao perfil

da banda 3 € apresentado na Figura 17 e quantificado na Tabela 17.

AgEPM Banda 3 Frag. 60 40 20
1# fr. (<d) 11,9 499 38,2 10,9 204 6.9
2* fr, 30,1 51,9 18,0 5,1 10,8 2,1
3¢ fr, 30,0 52,7 17.3 5,6 8,6 3,1
4 fr, >d) 32,3 54,6 13,1 4,7 6.0 24

Tab. 17: Perfil da proteina banda 3 da membrana de eritrécitos de densidade crescente. Apresentam-se 0s

valores percentuais de cada uma das bandas, quantificadas densitometricamente.
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AgEPM

Banda 3

60 Kd

40 Kd

20 Kd

Fig. 17: Perfil da proteina banda 3 da membrana de eritrécitos de densidade crescente. Os quatro
primeiros perfis da direita correspondem a eritrécitos de densidade crescente (da direita para a esquerda).
Seguem-se dois blocos de dois, correspondendo, para cada um deles, o da direita a eritrécitos de baixa
densidade e o da esquerda a eritrécitos muito densos.

As alteragdes oxidativas e proteoliticas no perfil da banda 3, por senescéncia,
parecem acumular-se ¢ ocorrer desde o inicio da vida do eritrécito maduro, pois as
fracgdes de densidade média apresentam j4 essas alteragdes, embora menos acentuadas.

Da observagdo visual do “western blotting” €, alids, bem evidente o aumento de
AgEPM e aredugdo de banda 3 e dos respectivos fragmentos proteoliticos. A observagio
visual do “western blotting” sugere também uma reducio do total de proteina banda 3,
pelo que se procedeu a quantifica¢do densitométrica das dreas de cada uma das bandas,
para as quatro fraccdes eritrocitdrias. Os resultados sdo apresentados na Tabela 18.

Da andlise das dreas das diferentes bandas, nas diferentes frac¢des eritrocitarias, €
evidente a formagdo de agregados de banda 3 a partir dos fragmentos peptidicos de banda

3, jd que o total das dreas, bem como a drea referente a0 mondmero de banda 3 se mantém
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constantes e s6 a drea dos fragmentos totais sofre redugdo de valor semelhante ao aumento
da drea dos AgEPM. Todavia, na fracgdo de eritréeitos mais densos, observa-se j4 uma
redug@o na drea total de protefna banda 3 e na 4rea correspondente ao monémero de banda
3, o que indica perda ou protedlise da banda 3 e dos respectivos fragmentos de 60, 40 e
20 Kd e a eventual produgdo de fragmentos proteoliticos de peso molecular inferior ao
“cutoff” da nitrocelulose, e que, por esse motivo, ndo sdo detectdveis no “western
blotting”. A perda destes fragmentos, que, pelas suas dimensdes, atravessam a
nitrocelulose no decorrer da transferéncia electroforética das proteinas e se perdem no
tampao de electroforese, explica ainda o aumento percentual do monémero de banda 3,no
perfil da proteina banda 3 (Tab. 17).

AgEPM  Banda 3 Frag. 60 40 20 total
1* fr. (<d) 1770 7477 5725 1635 3054 1036 14972
28 fr, 4550 7837 2710 764 1627 319 15098
3® fr. 4234 7409 2427 785 1213 429 14070
4% fr. (>d) 4138 6894 1677 596 M 310 12709

Tab. 18: Quantifica¢do densitométrica das 4reas (um2) de cada uma das bandas que definem o perfil da
proteina banda 3 da membrana eritrocitdria, em eritrécitos de densidade crescente.

O eritrécito sofre e acumula, desde o inicio da sua vida, agressdes oxidativas e
proteoliticas, as quais as proteinas sdo particularmente sensiveis, como ¢ alids bem
evidente na proteina banda 3 da membrana eritrocitdria. Além disso, a proteélise da banda
3 que parece favorecer a formagio de AgEPM, apresenta um valor acentuado nos

eritrécitos de maior densidade.

2.2. - Interacgdo de PMN Activados com Eritrécitos

Neste estudo pretendeu-se estabelecer uma correlagdo in vitro entre as modificages

eritrocitdrias observadas no DCV e no exercicio fisico, com a activagio de neutréfilos ou,
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mais precisamente, com os produtos de bioactivagdo de neutréfilos. E reconhecido que
estes constituem importantes fontes de radicais de oxigénio e proteases, ambos capazes de
determinar modificagdes eritrocitdrias, nomeadamente a nivel das proteinas de membrana,
alterando a sua antigenicidade e marcando a célula para a morte (Weiss ez al,, 1988;
Weiss et al., 1990; Ward, 1991; Weiss et al., 1992).

As suspensdes globulares de eritrécitos e PMN foram preparadas em proporgdes
PMN/GV semelhantes as observadas no grupo pEMR e em propor¢des de PMN
superiores a esse valor, eventualmente atingidas nos locais de inflamag&o € em locais com
oclusdo parcial do limen vascular.

As diferencas observadas no perfil da banda 3, relativamente ao branco (GV +

PMA), sio apresentadas na Fig.18 e quantificadas na Tabela 19.

AgEPM
Fig. 18: Perfil da proteina banda 3 da membrana
Banda 3 de eritrécitos expostos & ac¢do de PMN activados,
em suspensdes globulares de eritrécitos e PMN
activados, em proporgoes diferentes.
60 Kd Os perfis apresentados referem-se, da esquerda para
a direita, a um padrao de PM, a eritrdcitos sem
40 Kd PMA, a eritrécitos com PMA, a uma suspensdo
a1 PMN/300 GV e a 1 PMN/200 GV.
20 Kd

Na suspensio globular a 1 PMN/500 GV as modificagdes no perfil da banda 3 sdo
muito ténues, com uma ligeira redu¢do no monémero de banda 3 e um aumento, também
ténue, dos AgEPM. Nas suspensdes globulares a 1 PMN/300 GV € a a 1 PMN/200 GV
verificam-se jd modificagdes que se acentuam da primeira para a segunda. Observa-se um

aumento dos AgEPM, um aumento do mondémero de banda 3 e uma diminui¢do dos
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fragmentos peptidicos totais.

PMN/GV AgEPM  Banda 3 Frag. 60 40 20
1/500 +04 -0,2 -02 -0,1 +0,8 -09
1/300 +23 + 0.8 -35 -0.8 -2,0 -0,7
1/200 + 3,8 + 3,0 -5,7 -0,8 -32 - 1,7

Tab. 19: ModificagGes determinadas no perfil da proteina banda 3 da membrana de eritrécitos €Xpostos a
acgdo de PMN activados, em suspensdes globulares de eritrécitos e PMN em proporgdes diferentes -
1/500, 1/300 e 1/200. O valor das modificagGes em pontos percentuais é calculado em relagdio ao branco
do ensaio.

Para a concentragdo mais elevada de PMN observou-se uma acentuagdo dos
resultados obtidos na suspensdo anterior, isto €, os AgEPM aumentaram ainda mais, o
monémero de banda 3 sofreu um aumento maior e os fragmentos peptidicos tomaram um
valor ainda mais reduzido. Este perfil da banda 3, com um aumento aparentemente
paradoxal do monémero da banda 3, poderd explicar-se pela produgdo de fragmentos de
peso molecular inferior ao “cutoff” da nitrocelulose, que ndo serdo detectiveis no
“western blotting”; poderd também explicar-se por perda de pequenas porgbes de
membrana, com alteragdo do perfil global da protefna banda 3.

O estudo densitométrico de cada uma das bandas que definem o perfil da banda 3
(Tab. 20), confirmou a quase auséncia de modificagdes na primeira concentra¢do mais
baixa de neutréfilos (1 PMN/500 GV) e mostrou que as modifica¢des observadas no

perfil da banda 3 (Tab. 19), resultam predominantemente da proteSlise do monémero de

‘banda 3 e dos respectivos fragmentos proteoliticos.

Na concentragdo de 1 PMN/500 GV, a mais préxima daquela observada nas
amostras estudadas (pEMR), embora se observem modificagdes, elas sdo muito ténues,
sobretudo se comparadas com as observadas nos pacientes de risco. Todavia, como ja foi
referido, € altamente provdvel que nos locais de inflamagdo a concentragdo de neutréfilos
seja extraordinariamente superior e ainda que a estase e refluxo sanguineo nos locais de

oclusdo parcial do limen vascular, favoregam a interacg¢do dos produtos de bioactivagio
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com os eritrécitos. Além disso, enquanto no tubo de ensaio a exposig¢io foi de 1 hora, in
vivo serd provavelmente de dias, semanas ou meses. De facto, as modifica¢bes
oxidativas e proteoliticas do perfil da banda 3 acentuam-se para concentra¢des de PMN
superiores, particularmente as modificagdes proteoliticas. No “western blotting” é
evidente, por simples observagdo visual, a protedlise do monémero de banda 3 e dos

fragmentos peptidicos (Fig. 18).

PMN/GV  AgEPM Banda 3 | Frag. 60 40 20 total
1/500 +35 -14 22 22 +80 -80 -1
1/300 -12 -585 -268 -115 -62 91 -865 .

1/200 +32 -849 -753 174 -313 -266 -1570

Tab. 20: Modifica¢des determinadas no perfil da proteina banda 3, definido por quantificagio
densitométrica das dreas (um?) de cada uma das bandas, observadas na membrana de eritrécitos expostos a
ac¢do de PMN activados, em suspensdes globulares de eritrécitos € PMN em proporgoes Adiferentes -
1/500, 1/300 e 1/200. O valor das modificagdes em pm? é calculado em relagdo ao branco do ensaio.

muito ténues. sz~ actividade da G6PD eritrocitdria observou-se uma reducdo de 0,8, 0,22
e 0,11 para as suspensdes a1 PMN/500 GV, 1 PMN/300 GV e 1 PMN/200 GV,
respectivamente. Na determinagdo da %HbLM encontraram-se aumentos de 91, 6 ¢ 10

para as suspensdes globulares de concentragdo em PMN crescente.

 As modificagdes impostas na actividade da G6PD eritrocitdria e na %HbLM foram
| 2.3. - Interac¢do das Serinoproteases ,Quimiotripsina e Elastase Neutrofilica com o
! Eritrécito e em particular com o Perfil da Proteina Banda 3 da Membrana
| Eritrocitdria.

|

| .

| Uma vez que no “western blotting” para estudo da interac¢do de neutréfilos
activados com a proteina banda 3, sugeria modificagdes proteoliticas importantes,

procedeu-se ao estudo da interacgdo isolada da quimiotripsina, uma serinoprotease bem
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conhecida pela sua capacidade de degradagdo da proteina banda 3 (Claster ez al., 1991), ¢
da elastase do neutréfilo, que € também uma serinoprotease (Edwards, 1994b).

Da interacgdo da quimiotripsina com eritrécitos resulta uma redugio dos AgEPM,
uma redug¢do no mondémeros da banda 3 ¢ um aumento dos fragmentos peptidicos (Tab.
21 e Fig. 19). Estas modificagdes apresentam o seu valor mais acentuado na concentragio
de 10 pg/ul. A sua acgdo proteolitica parece exercer-se predominantemente sobre o
monémero de banda 3 e, em menor extensdo sobre os fragmentos peptidicos. No VGM e
na HbLM observa-se um aumento que €, todavia, menor para as concentragdes mais
elevadas de quimiotripsina. '

As modificagbes impostas nos eritréeitos e no perfil da proteina banda 3, por acgio
da elastase dos neutrdfilos, em concentragdes crescentes, sdo apresentadas na Tabela 22 e
na Fig. 20. A interaccio da elastase com os eritr6citos parece ter um mecanismo diferente
do da quimiotripsina. No perfil da banda 3 observa-se, por acgdo da elastase, um aumento
progressivo dos AgEPM, uma redug@o do monémero de banda 3 e também uma redugio
nos fragmentos peptidicos. A elastase parece promover a proteSlise do monémero de
banda 3 e o “cross-linking” dos fragmentos proteoliticos resultantes, o que sugere que a
protedlise da proteina banda 3 pela elastase do neutréfilo, favorece a formagdo de
AgEPM. |

3.1. - Nota final de discussdo.

O estudo de fracgdes eritrocitdrias de diferentes densidades mostrou que o
envelhecimento eritrocitdrio € acompanhado de uma redugio da actividade da G6PD, uma
redugdo no volume da célula, de que resulta um aumento da concentragdo intracelular de
hemoglobina, e um aumento da HbLM. Ao longo da sua vida o eritrécito sofre agressées
oxidativas e proteoliticas, que se tornam particularmente acentuadas no eritrécito
senescente. O perfil da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria mostra uma diminui¢io
dos fragmentos peptidicos da banda 3, um aumento dos AgEPM e um aumento do
mondmero de banda 3, com o envelhecimento eritrocitdrio. A redugdo dos fragmentos
peptidicos de banda 3 pode resultar de agregacio dos fragmentos, com formagio de
AgEPM, ou, ainda, resultar de uma protedlise extensa, com produgéo de fragmentos que
pelo seu baixo peso molecular ndo sejam detectados no “western blotting”. Ainda, a perda
de pequenas por¢des de membrana, que se sabe ocorrer durante a vida da célula, explica a
redugiio do VGM e o aumento de CHGM e pode também determinar a redugdo de proteina

banda 3 que se observa nos eritrécitos de maior densidade.
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Quimiot. (ng/ul) 2,5 5 10 15 20

AgEPM -1,6 -64 -45 -33 -13
Banda 3 + 1,8 + 0,3 -4,0 -19 -1,2
Frag, totais + 3,0 + 6,1 + 8,2 + 5,0 +2,0
60 Kd + 1,8 + 3,6 +4,3 + 34 -0,5
40 Kd +1,2 + 25 +3,9 + 1,4 +2,1
VGM (f1) + 3,8 + 538 +4,6 -0,1 -5,7
HbLM (%x10-4) + 487 + 310 +183 +178 +217

Tab. 21: Modificagdes determinadas no perfil da proteina banda 3 da membrana de eritrdcitos expostos a
ac¢do de quimiotripsina, em concentragdes crescentes de 2.,5; 5; 10; 15 e 20 pg/ul. O valor das
modificagGes em pontos percentuais é calculado em relagio ao branco do ensaio.

AgEPM

Banda 3

60 Kd

40 Kd

20 Kd

Fig. 19: Perfil da proteina banda 3 da membra-
na de eritrécitos expostos a ac¢do de quimiotripsi-
na em concentragdes crescentes.

Os perrfis apresentados a esquerda de um padrdo
de PM, referem-se, da direita para a esquerda, ao
perfil da proteina banda 3 de eritrécitos expostos
ac¢do de quimiotripsina, em concentragdes de 5;

10 e 15 pg/ul.
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Elastase (ug/ml) 0,05 0,10 0,25 0,30 1,00
AgEPM +10 +2,6 +29 +42 +4.8
Banda 3 -13 -1,0 -4,1 -33 -1,7
Frag. totais + 0,1 -23 -15 -16 -3,6
60 Kd -0,2 -1,.1 +0,5 -0,1 -2,
40 Kd + 0,7 -0,6 -14 -09 -0,2
20 Kd -04 -0,6 -0,6 -06 -0,7
VGM (f1) + 2,1 + 1,6 +03 +1,7 + 0,8
HbLM(%x10-%) + 61 +31 -9,5 +37 + 84

Tab. 22: Modificacdes determinadas no perfil da proteina banda 3 da membrana de eritr6citos expostos a
acgdo de elastase neutrofilica, em concentragdes cresecentes de 0,05; 0,10; 0,25; 0,30 e 1;00 pg/ul. O
valor das modificagfes em pontos percentuais é calculado em relagio ao branco do ensaio.

e laléli
o Fig. 20: Perfil da proteina banda 3 da
membrana de eritrécitos expostos a acgdo de
Banda 3 - elastase neutrofilica em concentragdes cres-
N centes.
- - Os perfis apresentados a direita de um padrdo
- e i - }
60 Kd - ‘ de PM, e a esquerda de um controlo, referem-
se, da direita para a esquerda, ao perfil da pro-
40 Kd teina banda 3 de eritrécitos expostos a acgio

de elastase neutrofilica, em concentragdes de

20 Kd 0,05; 0,10; 0,25; 0,30 e 1;00 pg/ul.
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A activagdo in vitro de PMN, que é acompanhada de produgio de radicais activos
de oxigénio e de proteases, entre outros produtos, determina o mesmo tipo de
modificagdes na G6PD eritrocitdria e na HbLM, embora mais ténues. No perfil da
proteina banda 3 observam-se também alteragGes semelhantes, ou seja, um aumento dos
AgEPM e uma redugdo dos fragmentos. _

As mesmas modificagdes foram observadas por exposigio de eritrécitos & acgdo
isolada de elastase do neutréfilo. No entanto, as modificagdes observadas por acgio dos
PMN activados sdo mais acentuadas que as resultantes da acgdo isolada da elastase, o que
sugere que outros produtos de bioactivagdo dos PMN estejam também envolvidos,
potenciando essa ac¢do. De notar ainda que a protedlise da banda 3 por acgédo da elastase
foi acompanhada de um aumento do VGM. Este aumento é também observado nos DCV e
no exercicio fisico € sugere que a protedlise da banda 3 ou o “cross-linking” dos
fragmentos proteoliticos, com formagdo dos AgEPM, possam determinar uma disfungio
da proteina. Como se sabe, a banda 3 € também designada por canal aniénico, por mediar
a troca de anides entre a célula e o meio exterior. _

A perda de proteina banda 3 observada nas fracgbes eritrocitdrias de maior
densidade (Tab. 15) € nos eritrécitos expostos a acgdo dos produtos de bioactivagdo dos
PMN (Tab. 19) pode resultar da producgio de fragmentos ndo detectdveis, devido ao seu
baixo peso molecular, ou a vesiculagdo da membrana. De facto, o “cross-linking” da
banda 3, com formagdo de AgEPM, pode determinar, por deslocagdo de diferentes
moléculas para a zona de agregacdo, a formagido de regides membranares de fraca
interac¢do com o citosqueleto, de que poderd resultar a vesiculagdo da membrana, isto é, a
perda de pequenas porgdes de membrana, em que as vesiculas poderdo conter, entre
outros constituintes, banda 3 ndo ligada ao citosqueleto. Este processo de vesiculagdo da
membrana, devido a modificagdo das interacgdes verticais e horizontais entre as proteinas
da membrana eritrocitdria, €, alids, 0 mecanismo subjacente a esferocitose hereditdria, por
defici€ncia ou deplegdo da banda 3 (Palek ez al., 1993). No primeiro caso, a presenga de
banda 3 modificada, incapaz de estabelecer uma ligagdo normal com o citosqueleto,
permitird a formac@o de pequenas vesiculas contendo banda 3 e, eventualmente, outras
protefnas ndo estruturais e lipidos. No caso de deple¢do em banda 3, o reduzido ndmero
de moléculas de banda 3 permite a existéncia de dreas da membrana eritrocitdria em que a
proteina banda 3 estd ausente, e, por consequéncia, uma deficiente ligagdo destas dreas ao
citosqueleto, que permitird a formagdo e perda de vesiculas da membrana, de natureza

predominantemente lipidica. Alids, neste mesmo trabalho Palek er al. referem que a
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agregagdo de banda 3, induzida por agentes agregantes, conduz também 2 formagio e
perda de vesiculas da membrana, em que a banda 3 e as proteinas do citosqueleto estdo
ausentes, ou seja, em que as vesiculas sdo também de natureza predominantemente
lipidica.

Os resultados obtidos nestes testes in vitro permitem definir a protefna banda 3
como um marcador sensivel ao envelhecimento eritrocitdrio e as agressdes oxidativas e
proteoliticas impostas pelos produtos de bioactivagio dos PMN. E evidente que in vivo
coexistem diferentes células e compostos fisiolégicos (antioxidantes e antiproteases) que
poderdo inibir as modificagdes referidas e que os estudos in vitrro nem sempre serdo
extrapoldveis para o que ocorre in vivo. Todavia, é importante salientar a semelhancga do
perfil da banda 3 da membrana de eritrécitos senescentes e de eritrécitos sob stress
oxidativo e proteolitco, criado por PMN activados in vitro, com o perfil da banda 3 in

vivo, no doente cardiovascular e no exercicio fisico.
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VII. Consideracgoes finais.

A leucocitose neutrofilica € comum a diversas situagdes patolSgicas, que incluem
doengas de cardcter inflamatdrio e infeccioso, agudas ou crénicas. E ainda frequente no
recém-nascido e em situagdes ditas “fisiolégicas”, como a gravidez e exercicio fisico.
Frequentemente, a leucocitose neutrofilica € acompanhada de uma ligeira anemia, que por
ter uma etiologia pouco definida e esclarecida, € referida por designagdes que referem a
patologia ou a situag@o que associam, mas ndo a causa. Sdo exemplos deste tipo de
anemia a “anemia do atleta” e a “anemia das doengas crénicas”. Acresce que algumas
destas situagdes, nomeadamente o exercicio fisico e as doengas cardiovasculares,
associam o desenvolvimento de um stress oxidativo e proteolitico. No exercicio fisico
esse stress € atribuido a um aumento do metabolismo celular, aumento do “turnover” da
hemoglobina e activagdo leucocitdria (Zerba et al., 1990; Field et al., 1991; Sen et al.,
1992; Jenkins et al., 1993). No inicio e progressio do processo aterogénico a
modificagdo oxidativa das LDL tem particular importincia e denuncia o desenvolvimento
do stress oxidativo e proteolitico nesta patologia. Em qualquer dos casos parece
desenvolver-se um stress oxidativo e proteolitico na rede vascular e/ou no espago
subendotelial em que poderdo interactuar células activadas do espago extravascular
(macrofagos, lifécitos, células musculares lisas), da parede vascular e do espacgo
intravascular (neutréfilos, mondéciots, linfécitos e plaquetas). No centro desta interacgdo
parece estar o macréfago que, para além de produzir radicais de oxigénio e libertar
proteases, secreta citoquinas capazes de induzir a activagio e proliferacdo das células do
espago extravascular e da parede vascular, também elas secretoras de mediadores
inflamatérios. Algumas das citoquinas secretadas pelas células inflamatGrias tém
capacidade de activar células da circulagdo sanguinea, nomeadamente o neutréfilo, o
linfécito e as plaquetas (Weiss, 1982; Klebanoff et al., 1986; Uyesaka et al., 1992a;
Uyesaka et al., 1992b; Lowe, 1993; Mehri et al., 1993).

Os neutréfilos activados constituem importantes fontes de radicais de oxigénio e
proteases que, sendo libertados na rede vascular poderdo difundir-se e exercer a sua acgdo
oxidativa e proteolitica sobre as células endoteliais, sobre constituintes plasmadticos e
sobre as c€lulas sanguineas vizinhas, nomeadamente sobre o eritrécito.

O eritrécito € uma célula particularmente sensivel a agresses oxidativas e/ou
proteoliticas por ter uma capacidade de recuperagio limitada. Os lipidos de membrana

eventualmente modificados por oxidagdo podem ser substituidos por outros de origem
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plasmadtica, todavia, as lesdes oxidativas ou proteoliticas das proteinas, acumular-se-do,
uma vez que o eritrécito € incapaz de sintese proteica.

Ao longo da sua vida de 120 dias o eritrécito sofre e acumula modificacdes fisicas e
quimicas, decorrentes de um processo de senescéncia normal Entre essas modificages
incluem-se a redugdo de drea da membrana, redugdo da actividade enzimitica, activagio de
proteases, ligagdo de hemoglobina & membrana, oxidagdo de lipidos e proteinas de
membrana, modificagdes na fragilidade e reologia do eritrécito. Estas modificagdes
senescentes t€m um tradutor a nivel da membrana - a proteina banda 3 - que, por esse
motivo € também designada por neoantigénio de senescéncia. A proteina modificada ligar-
se-d0 auto-anticorpos anti-banda 3 que, em conjunto com o complemento, mediardo a
remogdo do eritrécito senescente, por fagocitose. A antigenicidade da banda 3 pode
resultar da sua protedlise, agregagdo ou ainda da exposigio de epitopos habitualmente
ocultos e ter origem em lesdes bioquimicas diversas.

Estas mesmas modifica¢des decorrentes do processo de senescéncia eritrocitéria,
foram jd evidenciadas in vitro em eritréeitos expostos 4 acgdo de neutréfilos activados ou
a acgdo isolada de produtos de bioactivagio dos neutréfilos ou de oxidantes. Além disso,
€ sabido que o desenvolvimento precoce de lesdes fisicas ou quimicas, como acontece em
c€lulas talassémicas, células falsiformes, células com enzimopatias ou tratadas com
oxidantes, determina a remogdo prematura das células, em termos cronol6gicos.

Afigura-se, portanto, razodvel que as situagdes de stress oxidativo e proteolitico
sejam acompanhadas de leucocitose neutrofilica e de lesdes oxidativas e proteoliticas do
eritréeito, com tradugdo a nivel da protefna banda 3, cuja modificagio serd reconhecida
pelo sistema imune e mediard a remogdo prematura dos eritrécitos lesados.

Com este trabalho mostrou-se que o eritrécito, um dos alvos dos produtos de
bioactivagdo leucocitdria, pode constituir um bom modelo de estudo € um potencial
marcador de stress oxidativo e proteolitico.

O estudo das modifica¢Ges leucocitdrias e eritrocitdrias observadas no exercicio
fisico e no doente em risco, revelou uma correlagio negativa do niimero de neutréfilos
com o nimero de eritrécitos e com a actividade da G6PD eritrocitdria, € uma correlagio
positiva com o0 VGM. De referir ainda que estas modificagdes se acentuam, nas amostras
de doentes cardiovasculares, com o risco, definido pela avaliagfo dos factores de risco
tradicionais. Estas correlagdes indiciam o envolvimento dos neutréfilos num processo de
envelhecimento eritrocitdrio acelerado, que provavelmente compromete a sobrevivéncia de

eritrocitos mais velhos, que sdo particularmente sensiveis a um stress oxidativo e
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proteolitico. O estudo do neoantigénio de senescéncia, a proteina banda 3 da membrana
eritrocitdria, mostrou nos doentes em risco um perfil perfeitamente distinto daquele
apresentado por uma populagdo controlo. Observou-se uma redugdo do monémero de
banda 3 e dos respectivos fragmentos peptidicos € um aumento de agregados de elevado
peso molecular, denotando, portanto degragdo da banda 3, que parece favorecer a
formagdo de agregados de elevado peso molecular. O grupo pés-enfarte de miocdrdio
recente, com modificagdes eritrocitirias e leucocitrias mais acentuadas revelou a
existéncia de um nimero superior de IgG’s ligadas & membrana eritrocitéria, relativamente
ao grupo controlo, que migram na mesma regido dos agregados de elevado peso
molecular, sugerindo a ligagdo de IgG’s aos agregados de banda 3.

O exercicio fisico intenso de curta duragdo apresenta modificages mais ténues no
perfil da banda 3, observando-se apenas redugdo dos fragmentos peptidicos de banda 3
em favor dos agregados de elevado peso molecular. Todavia, o perfil da banda 3 antes do
exercicio fisico numa amostragem de individuos constituida predominantemente por
individuos que exercitam de uma forma regular e intensa, é muito préximo daquele
apresentado pelos pacientes em risco. Também a HbLM aumenta significativamente nos
grupos de risco e nos individuos que fazem exercicio fisico regular e intenso,
relativamente ao controlo.

Do estudo do stress imposto por um exercicio fisico intenso de curta duragdo e de
um stress continuo, como o que ocorre nos doentes em risco e nos individuos que
exercitam regularmente, parece-nos razodvel afirmar que o stress imposto por um
exercicio fisico intenso de curta duragfo determina lesoes oxidativas ténues que, todavia,
se acumulam e s&o evidentes no perfil da banda 3 dos individuos que exercitam
regularmente. Da mesma forma, os doentes em risco sofrem um szress oxidativo
continuo, também evidente no perfil da banda 3. A menor distancia dos valores do perfil
de banda 3, apresentados pelo grupo de enfarte de miocdrdio recente, dever-se-3o a um
stress mais intenso, determinante de lesdes oxidativas que despoletaram a remogdo dos
eritrcitos senescentes com mais lesdes oxidativas acumuladas, como o evidencia, alids, a
redugdo significativa do nimero de GV/1 neste grupo.

O estudo do perfil da banda 3 em eritrécitos de diferente densidade mostrou uma
aproximagdo ao perfil de stress oxidativo e proteolitico, com reducdo dos fragmentos
peptidicos e aumento dos AgEPM e do mondmero de banda 3. Este aumento paradoxal do
mon6mero de banda 3, pode resultar de uma proteélise envolvendo outro tipo de

proteases ou de uma protedlise mais acentuada, que determine a produgao de fragmentos
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proteoliticos de peso molecular muito baixo e por isso ndo detectdveis, ou, ainda, resultar
da vesicula¢do da membrana eritrocitdria. A agregagdo de banda 3 poderd determinar a
formagdo de dreas de fraca ligagdo com o citosqueleto, favorecendo a vesiculagio e perda
de pequenas por¢des de membrana eritrocitdria. Os eritrécitos mais densos apresentam
uma menor actividade de G6PD, uma redugdo no VGM e um aumento no valor da
%HbLM. A mesma modificagdo para a G6PD e para a HbLLM foi observada nas situagdes
de stress, ao contrdrio do VGM que apresenta nestas uma elevagdo e que poderd
eventualmente estar relacionado com inactiva¢do da banda 3, que é também mediadora da
troca de anides.

Estudos in vitro, feitos em eritrécitos expostos & acgdo de neutréfilos activados, em
concentragdes crescentes, determinaram modificagdes no perfil da banda 3 semelhantes as
observadas no eritrécito de maior densidade, com redugdo dos fragmentos peptidicos e
aumento dos AgEPM e do monémero de banda 3. Verificou-se ainda que essas
modificagSes se acentuam com a concentragdo de neutréfilos.

A acgio isolada de elastase do neutréfilo sobre eritrécitos, impds um perfil de banda
3 semelhante ao observado nas situagdes de stress, isto €, redugdo dos fragmentos
peptidicos € do monémero de banda 3 e um aumento dos AgEPM. Observou-se também
neste caso um aumento do VGM e da %HbLM.

Embora conhecendo o risco de extrapolar os resultados obtidos in vitro para o que
ocorre in vivo, poderd dizer-se que os neutréfilos estdo de facto envolvidos na resposta e
no desenvolvimento de stress oxidativo e proteolitico, determinante de lesdes oxidativas
e proteoliticas cumulativas nos eritrécitos, cuja extensdo serd provavelmente modulada
pela actividade dos mecanismos de defesa antioxidante e pela acgdo de antiproteases, em
0posi¢do a acgdo dos radicais de oxigénio, proteases e outros produtos de bioactivagio de
células inflamatérias.

Em conformidade com os resultados, o eritrécito constitui um bom modelo de
estudo de stress oxidativo e proteolitico e possui marcadores sensiveis a esse stress,
como a proteina banda 3 e a HbLM, capazes de fornecer informacio cumulativa das
lesGes resultantes de um stress oxidativo e proteolitico.

Considerando a importincia das DCV, pela sua prevaléncia e complicagdes
associadas (a primeira causa de morte em Portugal), e, ainda, que os factores de risco
tradicionais permitem prever apenas um tergo dos eventos cadiovasculares, ressalta a
importincia do estudo de novos marcadores de risco. Este trabalho sugere que o estudo

do perfil da protefna banda 3 e do valor da %HbLM devem ser avaliados como potenciais
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marcadores clinicos de risco, qui¢d mais sensfveis e mais precoces que os tradicionais,
que permitam tomar medidas profildticas atempadas (Julian, 1987; Rifkind et al., 1987;
Prentice, 1993; Law er al., 1994). Acresce ainda que no contrdle analitico serd
importante também atentar em modifica¢des no valor de leucécitos € em particular de
neutrdfilos, paralelas a uma reduggo no valor de eritréeitos € a um aumento do VGM.

Nesta drea das DCV afigura-se importante um estudo mais amplo destes potenciais
marcadores clinicos de risco, em ligagdo estreita com a clinica, e a procura de ouros. De
facto, afigura-se também importante a avaliagdo da exteriorizagdo dos fosfolipidos
acidicos do folheto interno da membrana eritrocitdria, que tém uma acg¢do pré-coagulante,
pelas alteragdes lipidicas associadas a esta patologia e, ainda, por constituir uma
modificagdo do eritrécito senescente. Acresce que a hiperlipidemia favorece a
exterioriza¢do desses aminofosfolipidos na membrana de eritrécitos (Lupu et al., 1993) e
também de plaquetas (Sdnchez-Yague er al., 1987).

Estudos laboratoriais recentes apontam para a importincia da viscosidade plasmitica
e sanguinea nestes eventos. Os estudos genéticos apontam para uma predisposi¢do
genética para o desenvolvimento de DCV, que pode, todavia, ser favorecida ou
contrariada por hébitos alimentares, hdbitos tabdgicos e por estilos de vida adequados.

E frequente a afirmagio de que a prdtica de exercicio fisico regular confere
resisténcia a doenga, nomeadamente as DCV (Lindheim et al., 1994). Por outro lado, &
também reconhecido que o exercicio fisico intenso e prolongado predispde o individuo
para complicag¢des infecciosas, sobretudo a nivel respiratério (Weidner, 1994), e menos
frequentemente para crises hemoliticas. E pois evidente a existéncia de um limiar de
stress oxidativo e proteolitico, a partir do qual o exercicio fisico deixa de ser benéfico
para tornar-se nocivo. O estudo da proteina banda 3 e da HbLM no stress imposto pelo
exercicio fisico poderd permitir no futuro estabelecer o limite benéfico do exercicio fisico.

Em nota de conclusdo afigura-se conveniente a continuagdo do estudo destes
potenciais marcadores clinicos de DCV e de risco fisiolégico e a procura de novos
marcadores no eritrécito. Pretende-se ainda alargar este estudo  esferocitose, com uma
prevaléncia considerdvel no Norte de Portugal. E uma patologia hereditdria que envolve
frequentemente modificagGes da proteina banda 3 da membrana eritrocitdria e associa
frequentemente crises hemoliticas graves em estados infeciosos, inflamatérios e na

gravidez.
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