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RESUMO

O ferro, apesar de ser vital para o organismo humano, € prejudicial quando
apresenta niveis altos, devido seu papel na geracao de radicais livres. Os eritrocitos
de pacientes portadores de hemoglobinopatias, como as talassemias, apresentam
estresse oxidativo devido a deficiéncia na formag&o de hemoglobina e a presenga do
ferro livre, que contribuem para a lipoperoxidagdo da membrana e hemodlise. Em
B-talassemia maior, os pacientes necessitam de constantes transfusdes de sangue
para a substituicdo dos eritrocitos perdidos por hemodlise. Como consequéncia,
elevam-se os depdsitos de ferro no coragdo e figado, o que aumenta o risco de
falhas destes 6rgdos. O tratamento com quelantes de ferro € importante para a
melhoria da qualidade de vida destes individuos por retardar o estresse oxidativo. O
objetivo deste trabalho foi o estudo “in vitro” da agédo de desferoxamina (DFX) e
deferiprona (L1) no metabolismo oxidativo de eritrécitos de pacientes com (-
talassemia, submetidos a sobrecarga oxidativa com terc-butilhidroperoxido.
Amostras de sangue venoso de 21 individuos, com idades entre 16 e 41 anos, foram
coletadas em CPDA2, com consentimento informado e aprovacdo pelo Comité de
Etica para Pesquisas Envolvendo Seres Humanos do Setor Saide da Universidade
Federal do Parani. O Grupo A consistiu de 10 pacientes com [3-talassemia maior,
atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR). Entre
eles, 3 eram tratados regularmente com 40 mg/kg/dia de DFX, e 7 tratados com 40
mg/kg/dia de DFX e 75 mg/kg/dia de L1; O Grupo B, consistiu de 5 individuos
portadores de (B-talassemia menor, membros familiares dos pacientes do Grupo A; O
Grupo C, com 6 individuos considerados normais, foi usado como grupo controle.
Os eritracitos foram entdo tratados com o pro-oxidante TBHP, apés incubag@o com
L1 e ou DFX, no mesmo meio. Foram determinadas as concentracdes de
metahemoglobina (metHb); glutationa reduzida (GSH); indices de hemodlise e as
atividades ennzimaticas de G6-PD e GR. Observou-se niveis de metHb baixos nos
eritrécitos de individuos normais e de talassémicos, mas estes apresentaram
hemdlise e formacédo de corpos de Heinz. O tratamento com TBHP produziu maior
concentracdo de metHb em [-talassémicos. A DFX possui alta eficiéncia na
protecdo contra a formacdo de metHb nos eritrécitos normais e um efeito menor nos
de B-talassémicos menor. Nenhum efeito foi observado com o uso da L1. Os niveis
de GSH foram maiores nos eritrocitos de individuos com B-talassemia maior do que
nos normais e de [B-talassemia menor. O efeito do TBHP em extinguir o GSH foi
menor na presenca de L1 e DFX em B-talassémicos e normais. Ocorreram indices
de hemdlise mais altos nos eritrocitos de pacientes com B-talassemia maior do que
nos normais e com [-talassemia menor. O TBHP causou mais hemdlise em
eritrécitos de B-talassémicos maior, do que em B-talassémicos menor e nestes mais
do que em individuos normais, ndo protegida por DFX ou L1. Os indices de oxidag&o
analisados foram maiores e o TBHP causou mais oxidacdo nos eritrocitos de
talassémicos do que nos normais. A DFX protegeu contra a formagéo de metHb em
individuos normais e com [-talassemia menor. A L1 e a DFX ajudaram na
manuten¢do dos niveis de GSH em individuos normais e talassémicos. A atividade
da G6-PD é mais alta em eritrdcitos de individuos com B-talassemia menor que com
B-talassemia maior. A agdo pro-oxidativa do TBHP resulta em menor atividade da
enzima nos eritrécitos desses individuos, mesmo com a utilizagdo de DFX e L1. As
atividades de GR né&o foram afetadas.



ABSTRACT

The iron, in spite of being vital for the human organism, is harmful when present at
high levels, due to its role in free radical generations. The patients with
hemoglobinophatias, such as thalassemias, present an increase of the erythrocyte
oxidative stresses, due to the deficiency in the hemoglobin formation and free iron,
which contribute to the membrane lipoperoxidation and hemolysis. In B-thalassemia
major, the patients need constant blood transfusions for the replacement of
erythrocytes lost by hemolysis. As consequence, it elevates the heart and hepatic
deposits of iron increasing the risk of failure of these organs. The treatment with iron
chelators has been important for the improvement of the life quality of these
individuals for delaying the oxidative stress processes. The aim of this work was the
study on the action of deferoxamine (DFX) and deferiprone (L1) on the oxidative
metabolism of erythrocytes from [(-thalassemic patients, in vitro, under the pro-
oxidative action of TBHP. Venous blood samples of 21 individuals, with ages between
16 and 41 years, was collected in CPDA2, after informed consent and approval given
by the Ethical Committee for Research Involving Human, Setor de Saude of the
Universidade Federal do Parana. Group A had 10 patients with B-thalassemia major
assisted at Hematology and Hemotherapy Center of Parana (HEMEPAR). From them,
3 was regularly treated with 40 mg/kg/day of DFX, and 7 treated with 40 mg/kg/day of
DFX and 75 mg/kg/day of L1; Group B, had 5 individuals with B-thalassemia minor,
being family members of the patients from Group A; Group C, with 6 individuals
considered normal, as control group. Erythrocytes were then treated with the pro-
oxidizer TBHP,after incubation with L1 and or DFX, in the same medium. It were
determined the methemoglobine (metHb) concentrations; reduced glutathione (GSH);
hemolysis indexes; and enzyme activities of G6-PD and GR. Levels of metHb are low
in the erythrocytes of normal and B-thalassemic individuals, but the B-thalassemics
showed hemolysis and Heinz bodies formation. The treatment with TBHP produces
larger concentration of metHb in B-thalassemics. The DFX possesses high efficiency
for protection against metHb formation in normal individuals and a smaller effect in the
B-thalassemic minor. This effect was not shown when L1 was used. The levels of
GSH are larger in the erythrocytes of B-thalassemic major individuals than in normal
and B-thalassemic minor ones. The effect of the TBHP causes smaller loss of GSH in
the B-thalassemic major individuals than in the normal and B-thalassemics minor
individuals. The effect of the TBHP in extinguishing GSH is smaller in the presence of
L1 and DFX in B-thalassemic and normal individuals. There is higher hemolysis
indexes in the erythrocytes of B-thalassemic major individuals than in the normal and
B-thalassemic minor ones. The TBHP causes larger hemolysis in the B-thalassemic
major and minor (major > minor) individuals then in normal ones. The L1 and DFX
does not protect against the hemolysis. The analyzed oxidation indexes are larger in
the erythrocytes of B-thalassemic individuals then in the normal ones. The TBHP
causes larger oxidation in the B-thalassemic individuals than in the normal ones. The
DFX protects against the formation of metHb in normal and B-thalassemic minor
individuals. The L1 and DFX aid in the maintenance of the levels of GSH in normal
and B-thalassemic individuals. The activity of G6-PD is higher in erythrocytes from
individuals with B-thalassemia minor than with B-thalassemia minor. The pro-oxidative
action of TBHP results in smaller activity of the enzyme, even with the use of DFX and
L1. The activities of GR were not affected.
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1. INTRODUCAO

O ferro é essencial para todos os organismos, onde participa em Varios
processos metabdlicos, tais como o transporte de oxigénio na forma de hemoglobina
nos eritrécitos, sintese de DNA e transporte de elétrons (PAPANIKOLAOU &
PANTOPOULOS, 2005). Porém, em quantidades maiores, é prejudicial a satude pela
geracdo de radicais livres, que podem iniciar a peroxidacdo dos lipidios da
membrana, bem como agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, carboidratos e DNA (GUTTERIDGE et al., 1982).

Os portadores de doencas hemoliticas como [-talassemia maior, anemia
falciforme e deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase, apresentam sobrecarga
de ferro sangulineo, proveniente de freqientes transfusdes. Cada mililitro de células
vermelhas transfundidas contém aproximadamente 1 mg de ferro (PAPANIKOLAOU
& PANTOPOULOS, 2005). No caso das talassemias, existe ainda um acumulo de
ferro adicional, devido a deficiéncias de produgcé@o de cadeias protéicas normais da
hemoglobina (LEE et al., 1999). O excesso de ferro no sangue € depositado no
sistema hepético e/ou cardiaco ocasionando dano funcional ao 6rgdo (FABRON &
TRICTA, 2003).

Segundo COHEN et al. (2004), o emprego terapéutico de quelantes de ferro
tem por objetivo diminuir a quantidade deste metal no sangue a niveis seguros,
evitando assim complicagdes no organismo. As propriedades ideais de um quelante
para uso terapéutico sdo: especificidade e afinidade por Fe**; eficiéncia da acéo
quelante; facilidade de penetragdo nas células e tecidos; néo redistribuicdo do ferro;
toxicidade relativamente baixa; baixo custo e viabilidade pela administragéo oral.

O presente trabalho tem o intuito de analisar a acdo de desferoxamina e
deferiprona sobre eritrocitos in vitro, visando um aprofundamento no estudo da
utilidade terapéutica destes medicamentos, em especial no tratamento de pacientes
talassémicos. A sua importancia € reforcada devido ao reduzido nuamero de
trabalhos sobre o efeito de quelantes de ferro em eritrocitos in vitro, que podem
auxiliar no esclarecimento dos mecanismos pelos quais este tipo de tratamento pode

ser eficiente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eritrécito humano

O eritrocito humano possui forma de disco biconcavo, elevada flexibilidade e
pode atravessar pequenos vasos e capilares, mantendo-se integro. O formato da
célula é mantido por uma variedade de condi¢des, incluindo forca elastica entre a
membrana superficial, pressdo osmoética e a presenca de proteinas poliméricas
(SIMMONS, 1997).

O eritrécito humano, em condigdes normais, permanece na circulagdo por
cerca de 120 dias (DACIE & LEWIS, 1995). E um elemento vital ao funcionamento
do metabolismo aerdbico dos tecidos, realizando o transporte de oxigénio através da
hemoglobina. O eritrdcito, através de seu metabolismo ativo, mantém o equilibrio
fisioldgico, protegendo a hemoglobina de agentes oxidantes e fazendo-a voltar ao
normal quando alterada (NAOUM, 1997; TELEN & KAUFMAN, 1998).

Em quaisquer circunstancias que alterem o meio, como variagdo osmdtica e
de pH, podem ocorrer alteragfes na forma dos eritrécitos. Por exemplo, equindécitos
sdo formados quando h& diminuicdo do ATP intracelular e aumento do célcio; e
estomatécitos, em situacdes de reducdo do pH e na presenca de detergentes
cationicos (SIMMONS, 1997).

No citosol dos eritrdcitos, a hemoglobina se encontra em maior concentragao,
bem como as enzimas necessérias para produgcdo de energia e manutencdo da
hemoglobina em seu estado funcional, ou seja, na forma reduzida. Por n&o
apresentar as organelas citoplasméticas, como nucleo, mitocondria e ribossomos, o
eritrocito é incapaz de sintetizar novas proteinas, realizar reagdes oxidativas
associadas com mitocondrias ou sofrer mitose. No entanto, constitui um complexo
funcional importante no corpo humano (TELEN & KAUFMAN, 1998).

2.2 Membrana eritrocitaria

A membrana eritrocitaria € constituida por uma bicamada lipidica com 41% de
lipidios, 52% de proteinas e 7% de carboidratos (HARRIS, 1991). Os lipidios s&o
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constituidos, principalmente, de colesterol ndo esterificado e fosfolipidios, em
concentragdes equimoleculares. Os fosfolipidios constituem a bicamada lipidica,
com sua porgao polar hidrofilica, interagindo com o ambiente aquoso dos meios intra
e extracelular, enquanto a cadeia apolar, hidrofébica, é voltada para o interior da
membrana (ALBERTS et al., 1999).

A membrana eritrocitaria possui grande variedade de proteinas, que podem
ser classificadas em dois grandes grupos: as integrais ou intrinsecas e as periféricas
ou extrinsecas. As proteinas integrais estao firmemente associadas aos lipidios e s6
podem ser separadas da fracdo lipidica através do emprego de detergentes. As
proteinas extrinsecas podem ser isoladas facilmente, bastando reduzir a
concentragao ibnica da solugéo aquosa de extragdao (HANDIN et al.,1995).

As proteinas periféricas s@o representadas pelas espectrinas, anquirinas,
bandas 4.1, 4.2, 4.9, 5, aducina, bandas 6 e 7. A interagdo dessas proteinas do
citoesqueleto com a bicamada lipidica e com as proteinas integrais da membrana é
responsavel pela flexibilidade e deformabilidade do eritrocito. As proteinas integrais,
representadas pela banda 3, glicoforinas e banda 4.5, possuem func¢des variadas,
entre elas, transporte ibnico e ancoragem da membrana ao citoesqueleto, além de
apresentarem sitios para a ligacdo de antigenos, enzimas e hemoglobina (HANDIN
et al.,1995).

2.3 Hemoglobina

A hemoglobina € uma proteina transportadora de oxigénio e constitui 95% das
proteinas presentes no citosol dos eritrécitos (LEE et al., 1999). Possui peso
molecular de 64,5 kDa e uma molécula esférica com o diametro molecular maximo
de 6,4 nm. E um tetramero, consistindo de dois pares de cadeias polipeptidicas,
sendo um par de cadeias globina a e outro par, de cadeias (3, y ou 6, de acordo com
o tipo de hemoglobina (SIMMONS, 1997). As cadeias séo interligadas a grupos
prostéticos heme, os quais se constituem de um complexo de ferro e protoporfirina,
composta por 4 anéis pirrélicos. A por¢do protéica da molécula é chamada de
globina (TELEN & KAUFMAN, 1998; STRYER, 1999).

O atomo de ferro do heme liga-se aos quatro nitrogénios no centro do anel

porfirinico. O ferro pode apresentar dois estados de oxidacdo: ferroso (Fe*?) ou
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férrico (Fe+3), mas pode ligar-se ao oxigénio somente no estado ferroso (STRYER,
1999).
FIGURA 1 — HEME: GRUPO PROSTETICO DA HEMOGLOBINA

HOOC

COOH

Fonte: www.tiosam.com/enciclopedia/?q=Porfiria (acessado em 03/01/08).

Nos adultos normais, ha duas cadeias a e duas cadeias [3, formando a
hemoglobina A (Hb A), que constitui cerca de 97% da hemoglobina total; duas
cadeias a e duas 6 para a hemoglobina A, (Hb A;) que representa até 3% da
hemoglobina, e duas cadeias a e duas y para a hemoglobina fetal (Hb F), que pode
representar até 1% de hemoglobina total. A Tabela 1 mostra a propor¢do das
hemoglobinas presentes em recém-nascidos e adultos. De acordo com as fases da
vida fetal, existem proporcdes variaveis da Hb F e das hemoglobinas Portland,
Gower | e Gower Il (TELEN & KAUFMAN, 1998).

TABELA 1 - HEMOGLOBINAS NORMAIS EM RECEM-NASCIDOS E

ADULTOS
Proporc¢éo (%)
Hemoglobina Estrutura Molecular ~ Adultos Recém Nascidos

A azp2 97 20

A, a9, 3 0,5

F azy2 <1 80
Portland Cov2 0 0
Gower | 02€2 0 0
Gower Il 05€5 0 0

Fonte: Telen & Kaufman (1998)
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2.4 Metabolismo do ferro

O ferro, metal de transicdo mais abundante no nosso organismo, é um
elemento essencial para a utlizagdo do oxigénio, permitindo seu transporte e
participagdo em numerosos processos bioquimicos (PUNTAROLO, 2005).

Os estados de oxidagdo comuns s&o ferroso (Fe*?) ou férrico (Fe*®). O ferro
tem afinidade por atomos eletronegativos, como oxigénio, nitrogénio e enxofre, que
fornecem os elétrons necessérios para formagéo das suas ligag6es. Em solucdes
aquosas de pH neutro e alcalino, o potencial redox para o ferro favorece o estado
Fe*; e, em pH &cido, o equilibrio favorece o estado Fe*? (DEVLIN, 2003).

Um individuo saudéavel de 70 kg contém aproximadamente 3 a 4 g de ferro no
organismo, o que equivale a cerca de 35 a 45 mg de ferro por quilograma do peso
corporal (WEINBERG, 1990; EMERIT et al., 2001). Os maiores sitios de reserva do
ferro séo o figado (cerca de um ter¢o), o bago e a medula 6ssea (PUNTAROLO,
2005). Aproximadamente 80% do conteudo do ferro corporal esta incorporado na
hemoglobina; cerca de 10 a 15% esta presente nas células musculares, na
mioglobina, e em outros tecidos, em citocromos e enzimas (EMERIT et al., 2001).

Além da dieta nutricional excessiva, existem outros fatores que causam
aumento do ferro no sangue, entre os quais se destacam a absor¢do aumentada na
via intestinal, caracteristica nos pacientes com hemocromatose hereditaria; infusao
de ferro parenteral; inalagéo de ferro e redugdo das perdas menstruais em mulheres
pré-menopausa (WEINBERG, 1990).

Outra fonte de ferro provém dos macréfagos, que fagocitam os eritrocitos
senescentes, proporcionando boa propor¢do de reciclagem do ferro sanguineo
(DUNN et al., 2006)

O principal local da absorcédo do ferro proveniente da dieta é no intestino
delgado, sendo que a maior quantidade é absorvida nos enterécitos duodenais, e
em menor escala nas por¢des mais distais do intestino delgado (DEVLIN, 2003).

O ferro é transportado e estocado nas proteinas especificas que sé&o
transferrina, lactoferrina e ferritina (FERRALI et al., 1992).

A transferrina, glicoproteina monomérica de 80 kDa, é sintetizada no figado e
auxilia o transporte do ferro no sangue. E um carreador com sitios ligantes para dois
fons férricos com alta afinidade (Kd=10 M em pH neutro) (PONKA et al., 1998).
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A ferritina atua como “depdsito” de ferro nos hepatécitos e macrofagos
reticulendoteliais (EMERIT et al., 2001), sendo que pode estocar 4.500 &tomos de
ferro por molécula (PONKA et al., 1998) e, dessa forma, auxilia na manutencéo do
ion férrico, forma ndo toxica (HALLYDAY et al., 1994). Este processo é essencial
para acelerar a eritropoiese quando a concentracdo do ferro é baixa no sangue
(EMERIT et al., 2001). A incorporagéo do ferro na ferritina é requerida pela atividade
de ferroxidase (PUNTAROLO, 2005).

2.5 Metabolismo eritrocitario

Como os eritrocitos ndo possuem mitocéndria, sdo dependentes pelo menos
de duas vias para producédo de energia, a via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas
e via das pentoses fosfato ou das hexoses monofosfato ou do fosfogluconato
(Figura 2). Em condi¢Bes normais, o consumo da glicose nas hemécias € cerca de
90% pela via glicolitica e 10% pela via das pentoses. Em condicbes de estresse
oxidativo, a via das hexoses monofosfato pode consumir cerca de 90% da glicose
(TELEN & KAUFMAN, 1998).

Na via glicolitica ou de Embden-Meyerhof-Parnas, trés produtos importantes
sao formados: NADH, co-fator para redugdo de metahemoglobina; ATP, como fonte
de energia; e 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG), um regulador importante para a fungéo
da hemoglobina. Para uma molécula de glicose que entra nesta via, duas moléculas
de NADH séo geradas; ATP e 2,3-BPG variam, dependendo da atividade do desvio
de Luebering-Rapoport, uma via exclusiva do eritrocito (TELEN & KAUFMAN, 1998).

Na via das pentoses fosfato, o produto em destaque € a nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NAPDH), que é co-fator na reducdo de
glutationa oxidada (GSSG) (TELEN & KAUFMAN, 1998).

O 2,3-BPG é um fator determinante para a afinidade do oxigénio com a
hemoglobina. E sintetizado na via glicolitica intermediaria, conhecida como desvio de
Luebering-Rapoport. Apesar de algumas etapas da via glicolitica estarem sensiveis
em algumas condigbes, como o pH, a relacdo ADP-ATP e NAD-NADH e a
concentracdo de fosforo inorganico é que influenciam a producéo de 2,3-BPG. O
aumento de ADP é associado ao aumento da produgdo de 3-fosfoglicerato e a

diminuicdo de 2,3-BPG. Substancias oxidantes como azul de metileno e piruvato
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aumentam a sintese de 2,3-BPG, por afetar a relagio NAD-NADH (TELEN &
KAUFMAN, 1998).

A funcdo mais importante de 2,3-BPG é o efeito sobre a afinidade entre
oxigénio e hemoglobina. No estado desoxigenado, a hemoglobina A pode ligar-se a
2,3-BPG na propor¢cdo molar de 1:1, reacdo que conduz a diminuicdo da afinidade
ao oxigénio e melhora a liberagéo de oxigénio nos tecidos. O aumento da afinidade
do oxigénio pela hemoglobina fetal se deve a incapacidade da Hb F em se ligar a
2,3-BPG. Quando a concentracdo de 2,3-BPG aumenta dentro da heméacia, a
hemoglobina tem mais dificuldade em reter o O, ou seja, sua afinidade pelo O,
diminui, fator preponderante para a oxigenagédo dos tecidos (TELEN & KAUFMAN,
1998).



FIGURA 2 — ESQUEMA DA GLICOLISE, DO CICLO DAS PENTOSES E DO
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2.5.1 Metabolismo oxidativo dos eritrocitos e hemolise

O organismo humano sofre acdo constante de espécies reativas de oxigénio,
geradas em processos inflamatorios, por alguma disfung&o bioldgica ou proveniente
dos alimentos. As espécies reativas de oxigénio podem ser radicalares (hidroxila,
superoéxido, peroxila e alcoxila); e ndo-radicalares (oxigénio, peroxido de hidrogénio
e &cido hipocloroso) (BARREIROS et al., 2006).

O ferro é um metal que pode aceitar e doar elétrons, convertendo-se a forma
férrica (Fe*®) ou ferrosa (Fe*?). O ferro pode catalisar a conversdo do superéxido e
peroxido de hidrogénio em radicais livres que irdo atacar a membrana celular,
proteinas e DNA. As reacdes do ferro na geragcdo de espécies reativas sao
conhecidas como Reacgéo de Fenton e Reagdo de Haber-Weiss, nas quais um dos
produtos € o radical hidroxila (BARREIROS et al., 2006):

e Reacéao de Fenton:

Fe+2 + 02(—) Fe+3 + O
207" +2H" > Oz + H0
Fe' + H,0, > Fe™ + OH + OH

e Reacao de Haber-Weiss:

Fe™ + Oy ¢—> Fe™ + 02
Fe*” + H,0, > Fe™® + OH + OH
02"+ H,0, 2 O, + OH + OH

O radical OH' é capaz de sequestrar o hidrogénio da cadeia poliinsaturada
(LH) iniciando a peroxidac&o lipidica (BARREIROS et al., 2006).

OH +LH > HO+L
L'+ LH > LOO
LOO + LH > LOOH + L
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Quando ha acumulo de lipidios hidroperoxidos (LOOH), o ferro livre pode

iniciar diretamente a lipoperoxidagédo (BARREIROS et al., 2006).

Fe'?+ LOOH > Fe™ + LO + OH
LO +LH > LOH+L

A lipoperoxidagdo progressiva ocasiona perda estrutural e funcional da
membrana. O radical OH é altamente reativo e tem meia vida nas células, de
somente 10° segundos, mas pode causar danos aos lipidios, proteinas, DNA,
polissacarideos e moléculas organicas (NELSON & Mc CORD, 1998).

O eritrocito carrega ferro e lipidios insaturados, elementos que contribuem
para a formacao de espécies reativas do oxigénio, favorecendo o estresse oxidativo.
As les@es do eritrocito sdo causadas por oxidacdo e desnaturagdo da hemoglobina,
bem como por ataque de radicais livres aos lipidios e as proteinas da membrana
(REVUELTA et al., 2005).

No estado de oxihemoglobina, o ferro no heme esta em estado ferroso “alto
spin”, com seis elétrons, sendo quatro ndo pareados. Quando o oxigénio é
adicionado, um destes elétrons é parcialmente transferido para ligar-se ao oxigénio.
Quando o oxigénio é liberado, a oxihemoglobina dissocia-se parcialmente em
hemoglobina desoxigenada e uma molécula de oxigénio (TELEN & KAUFMAN,
1998):

Hb(O2)4 =2 Hb(O2)s + O2

Em condigbes fisiologicas, a hemoglobina sofre auto-oxidagéo, tornando-se
metahemoglobina, forma na qual o Fe*? é oxidado a Fe*®. Pequenas quantidades de
metahemoglobina s&o continuamente formadas dentro das hemacias normais pela
interacdo da hemoglobina com tragcos de ions superdxido. O nivel de
metahemoglobina de hemacias normais ndo é maior do que 1% da hemoglobina
total, porque a metahemoglobina é rapidamente reduzida a hemoglobina, por um
sistema redutor catalisado pela NADH desidrogenase. O &cido ascérbico e a
glutationa podem também reduzi-la. A metahemoglobina, quando em grande
concentracdo na circulagdo, por ndo conseguir transportar oxigénio, causa cianose
(WINTERBOURN, 1990).
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A oxidagéo pode ser acentuada em determinadas condi¢gdes, como aumento
da temperatura, diminuicdo do pH, presenca de fosfato orgénico e ions de metal e
oxigenacao parcial de hemoglobina. Para que a ligacdo do oxigénio seja reversivel,
o ferro precisa estar na forma reduzida (Fe*?) (TELEN & KAUFMAN, 1998).

O anion superodxido pode ser produzido pela dissociagdo do oxigénio, ou seja,
oxidagcdo do ferro para estado férrico, produzindo metahemoglobina (TELEN &
KAUFMAN, 1998):

HbFe* O, > HbFe™0, = HbFe™ + Oy

Por outro lado, a metahemoglobina pode ser formada in vivo como o resultado
da exposicao ao anion superéxido (TELEN & KAUFMAN, 1998):

2HbFe™0, + 20, + 4H" = 2HbFe™ + 30, + 2H,0

A metahemoglobina pode ainda ser resultante da reac&do direta da
hemoglobina reduzida com a redug¢@o do produto do ion superdxido, o peréxido
(TELEN & KAUFMAN, 1998):

2HbFe™ + 2H,0, = 2 HbFe™® . H,0 + O,

No aumento da sobrecarga oxidativa ou diminuicdo das defesas
antioxidantes, a producdo da hemoglobina oxidada aumenta e ha geracdo de mais
espécies reativas de oxigénio. Durante a desnaturacdo oxidativa, a
metahemoglobina forma hemicromos (Figura 3), que sdo os primeiros produtos de
desnaturagao progressiva da globina, e que, na sequéncia, formam os hemicromos
irreversiveis. Estes s@o gerados quando o heme se dissocia da globina e passa a
ocupar outra posicdo na molécula, devido a modificacdo na estrutura por
desnaturagdo das cadeias o e B. Os hemicromos irreversiveis podem ainda
precipitar junto com a globina e a hemina, ou seja, o grupo heme livre, formando os
chamados corpos de Heinz (WINTERBOURN, 1990).

A associagao dos fendmenos de lipoperoxidagdo, com formagéo de corpos de
Heinz e oxidagdo dos grupos tidis, promove lesdo da membrana do globulo
vermelho, causando hemolise (WINTERBOURN, 1990).
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FIGURA 3 — SEQUENCIA DE PROCESSOS OXIDATIVOS NO ERITROCITO
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Fonte: Naoum (1997).

A formacéo de inclusdes citoplasmaticas é causada pelo aumento do estresse
oxidativo, como resultado do aumento da producéo de radicais livres do oxigénio. As
cadeias globina auto-oxidadas sdo mais firmes que o tetramero natural, produzindo
quebras dos produtos de hemoglobina oxidada e radicais superoxido. Isto indica que
a associacdo entre as cadeias o e [, formando tetrdmeros na molécula de
hemoglobina, confere um mecanismo de protecdo contra os ataques dos oxidantes
presentes nas células vermelhas, como o perdxido de hidrogénio e o superoxido.
Esta protecéo é deficiente nos pacientes talassémicos (HARRIS, 1991).

A formacgd@o de corpos de Heinz € o resultado do estresse oxidativo pelo
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio. O aumento da
susceptibilidade dos eritrocitos talassémicos ao estresse oxidativo deve-se a
modificacdo da composicdo poliinsaturada dos lipidios, que leva a lipoperoxidacao
nas membranas eritrocitarias, ocasionando diminui¢édo da fluidez lipidica, diminuicao
de acido aracd6nico e aumento de acido palmitico. Baixos niveis de grupos tiol livres
das membranas protéicas também implicam no aumento do dano oxidativo
(HARRIS, 1991).
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2.6 Sistema antioxidante do eritrécito

O eritrécito possui um sistema de defesa antioxidante protegendo-o das
espécies reativas de oxigénio e mantendo a integridade estrutural e funcional de
macromoléculas constituintes da membrana eritrocitaria (TAVAZZI et al., 2000).

O sistema de defesa antioxidante € constituido por glutationa reduzida (GSH),
superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e vitamina E
(Figura 4) (FREI, 1999).

A metahemoglobina presente nos eritrécitos pode ser reduzida pela acdo da
enzima metahemoglobina redutase, do citocromo b5 e do NADH. Em pequenas
proporgées, a metahemoglobina também pode ser reduzida pela a¢éo de glutationa,
acido ascorbico e NADPH flavina redutase. As deficiéncias de citocromo b5 redutase
estdo associadas & metahemoglobinemia, confirmando a importancia desta enzima
na reducdo de metahemoglobina (TELEN & KAUFMAN, 1998).

O processo de reducdo da metahemoglobina pela enzima citocromo b5
redutase em presenga de NADH ocorre em trés etapas:

1%) o NADH se liga ao complexo FAD-redutase e, na presenca de ion
hidrogénio, o NAD é convertido a NAD", e o FAD é convertido a FADH,;

2%) o citocromo b5-Fe™ é reduzido a citocromo b5-Fe*?, e o FADH, reverte a
FAD,;

3% a metahemoglobina forma um complexo bimolecular com o citocromo
reduzido b5 pela interag&o eletrostética entre a carga negativa do citocromo heme e

a carga positiva do heme presente da metahemoglobina:
HbFe*® + Cytb5Fe*? > HbFe*? + Cytb5Fe™

Quando o peroxido de hidrogénio é formado, duas enzimas cataliticas na
decomposicao deste perdxido estdo presentes nos eritrocitos. A mais importante € a
glutationa peroxidase (GSH-Px) (TELEN & KAUFMAN, 1998). Esta enzima catalisa a
reducdo dos hidroperoxidos, levando a formag&o de glutationa oxidada (GSSG) e
adgua (VANNUCCHI et al., 1997), sendo eficaz em baixas concentra¢des de peroxido
(Km = 1x10°°M) (TELEN & KAUFMAN, 1998):
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H,O, + 2 GSH - 2 H,0 + GSSG

A catalase decompde perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, mas
somente se mostra eficaz em altas concentracdes de peroxido (TELEN &
KAUFMAN, 1998). Sua atividade € dependente de NADPH, prevenindo a oxidacéo
de GSH mediada pelo peroxido de hidrogénio em eritrocitos normais (SCOTT et al.,
1991).

A enzima superéxido dismutase, metaloenzima dependente de cobre e zinco,
catalisa a dismutag&o do radical superéxido em H,O, e Oz na presenca de proton H*
(VANNUCCHI et al., 1997).

A glutationa € o principal agente redutor em eritrocitos e atua como co-fator
para a reagéo de glutationa peroxidase. Durante a reagéo de protecédo da oxidagéo
da hemoglobina, GSH é oxidada, formando glutationa oxidada (GSSG), que consiste
de duas moléculas de GSH unidas por uma liga¢do disulfeto, e que se ligam por
pontes disulfeto & hemoglobina. A manutencédo continua de GSH requer um sistema
de reducéo de formas oxidadas de glutationa pela acéo de glutationa redutase (GR),
que catalisa a redugcdo de GSSG por NADPH, um produto presente na via das
pentoses fosfato. A GR catalisa a redugdo da hemoglobina-glutationa disulfeto,
resultando em GSH e hemoglobina (TELEN & KAUFMAN, 1998).
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FIGURA 4 - SISTEMA ANTIOXIDANTE DOS ERITROCITOS
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Fonte: Telen & Kaufman (1998)

2.7 Doencas hemoliticas

As doencas hemoliticas sdo resultantes do aumento da destruigcdo das células
vermelhas. A anemia hemolitica se instala quando as células eritrocitarias
permanecem na circulacdo por menos de 120 dias e a relagdo da destruicao
periférica excede a capacidade de producao dos eritrécitos, a ponto de levar a uma
diminuicdo da concentragdo de hemoglobina a niveis abaixo das necessidades
fisioldgicas (LEE et al., 1999).

Entre as doengas hemoliticas, que mais apresentam estresse oxidativo

durante a destruicdo precoce dos eritrécitos, estdo a anemia falciforme, as
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talassemias em suas formas mais graves e a deficiéncia de G6-PD (LEE et al.,
1999).

2.7.1 Anemia falciforme

A anemia falciforme decorre de uma doenca hereditaria causada pela
mutagdo de ponto (GAG -> GTG) no gene da globina beta da hemoglobina,
originando uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS), em vez
da hemoglobina A (HbA). Esta mutag&o leva a substituicdo de um &cido glutamico
por uma valina na posicdo 6 da cadeia B, com consequente modificacdo fisico-
quimica na molécula da hemoglobina. Em determinadas situacdes, estas moléculas
podem sofrer polimerizacdo, com falcizagdo das heméacias em condi¢des de baixa
tensdo de oxigénio, ocasionando encurtamento da vida média dos glébulos
vermelhos, fenbmenos de vaso-oclusdo e episodios de dor e lesdo de 6rgaos
(NAOUM, 1997).

As concentragfes das atividades enzimaticas antioxidantes e de coletores de
radicais livres sdo diminuidos nos eritrocitos falcémicos. A concentracdo de GSH é
diminuida nos pacientes falcémicos, o que leva a maior propensédo de formar corpos
de Heinz (LACHANT & TANAKA, 1986).

2.7.2 Deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6-PD)

A enzima G6-PD é importante na manutencdo da integridade das hemécias.
Ela faz parte do ciclo das pentoses e participa da producdo de NADPH, necesséria
em varios processos de biosintese e também para a manutencdo da atividade da
catalase e da glutationa redutase (GR), essenciais na eliminacdo de radicais
peroxidos. As heméacias dependem completamente da G6-PD para a producdo de
NADPH. A deficiéncia de G6-PD esta associada a um quadro de anemia hemolitica
hereditaria ndo esferocitica. Os fenbmenos de hemodlise s&o particularmente
frequentes em situacbes em que hi aumento de estresse oxidativo, como no
periodo neonatal, durante infeccbes e com o uso de determinados medicamentos
(CHAN et al., 1999).
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2.7.3 Talassemias

As talassemias constituem um grupo heterogéneo de desordens hereditarias
caracterizadas por um ou mais defeitos na sintese das cadeias globina da

hemoglobina, determinados por mutagéo génica. As desordens s&o geneticamente
classificadas como a, B e Yy, dependendo do gene da globina envolvida. Em

a-talassemia, o defeito reside na sintese de cadeia a, enquanto em B-talassemia, a
anormalidade é da cadeia 3. Em ambos os casos, h& redugéo da concentragéo de
Hb A nas células vermelhas, com excesso de cadeias de globina ndo pareadas
(SIMMONS, 1997). Entre as formas mais graves esta a B-talassemia maior, na qual
h& supressdo parcial ou total da producdo de cadeias B, tornando necessérias
transfusGes sangiineas regulares para compensar o0s eritrocitos no sangue dos
pacientes. Enquanto isso, a forma homozigota da a-talassemia € incompativel com a
vida (OLIVIERI, 1999).

O desequilibrio de sintese de cadeias a e 8 globina dificulta a incorporacédo da
hemoglobina nos eritroblastos, causando apoptose dos mesmos na medula éssea,
um processo conhecido como eritropoiese ineficaz ou hemolise intramedular. Além
de dificultar a incorporacao, também ocorre formacédo de tetrAmeros em excesso, por
exemplo, tetrameros B em a-talassemia e tetrameros a, em [-talassemia. Estes
tetrdmeros sdo instaveis e incapazes de liberar o oxigénio, favorecendo a hemdlise
(JANDL, 1996).

2.7.3.1 o-talassemia

A o-talassemia é causada por anulagdo de grandes fragmentos de DNA que
envolvem um ou ambos os genes da a-globina e consiste na supresséo total ou
parcial de sintese de cadeias globina a. A deficiéncia na sintese de cadeias a resulta
no acumulo de cadeias y no periodo fetal e em recém-nascidos; e cadeias § nos
primeiros anos de vida. S&o sintetizadas cadeias de y e  formando tetrAmeros y4
(Hemoglobina Bart's) e (B4 (hemoglobina H). Estes tetrdmeros sdo instaveis;
termolabeis; possuem afinidade 10 vezes maior por oxigénio em comparacdo com a
Hb A, o que dificulta a oxigenagdo dos tecidos; sao facilmente oxidados e tendem a
se precipitar (LUKENS, 1999).
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A hidropsia fetal com Hb Bart’s esta associada a auséncia total da cadeias a,
incompativel com a vida, resultando em natimortos. Na doenca de Hb H, a desordem
€ caracterizada pela anemia hemolitica moderada a severa, com a sintese das
cadeias a aproximadamente um terco da sintese das cadeias . A relagdo B:a nos
individuos portadores de a-talassemia menor é de 1,25 e as células vermelhas
apresentam alteracdes morfoldgicas minimas. O portador silencioso é associado
com a relagdo B:a 1,15 e ndo apresenta nenhuma anormalidade hematolégica
(LUKENS, 1999).

A o talassemia resulta na delecéo génica da a-globina. O haplétipo de um
individuo normal é designado de (aa); nos individuos com a-talassemia é (--).
Algumas a’ talassemias resultam na delecdo de apenas um dos dois genes da alfa
globina (-a) ou uma mutacdo que limita a expressdo do gene alfa (aa') (LUKENS,
1999). As sindromes a-talassémicas sédo classificadas em: “portador silencioso” ou
a-talassemia minima, traco a-talassemia, doencga de Hb H e hidropsia fetal (NAOUM,
1997) (Quadro 1).

QUADRO 1 - SINDROMES a-TALASSEMICAS

Hemoglobina variante

Manifestacoes

Fendtipo Gendotipo clinicas Recém—
nascidos Apb6s 0 1° ano
Morte neonatal ou Hb Bart’s
Hidropsia Fetal (--/--) fetal com anemia | (80 — 90%), Hb -
severa H, Hb Portland

(1<)

T _ 0
(--/aa’) Anemia hemolitica Hb Bart’s Hb H (5 —40%),

Doenga Hb H cs - 0 Hb Bart’s, Hb CS
(-/a~~a) cronica (20 - 70%) (Constant-Spring)
(aa'/aa)
(--/aa) Pouca ou sem Hb Bart's
a-talassemia menor| (-0/-a) | anemia, VCM e 2 - 10%) Nenhum
(-a/aa’) HCM diminuido
Nenhuma .
Portador silencioso | (-a/aa) anormalidade l?(? Fgg};’ Nenhum

hematolégica

Fonte: Lukens (1999)
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2.7.3.2 p—talassemia

Como na a-talassemia, a B-talassemia também é resultante de mutacdo que
causa diminuigdo na producdo de mRNA e da sintese normal de cadeias globinicas.
As sindromes [B-talassémicas sdo causadas por mutacdes génicas que afetam a
regulagdo ou expressdo do gene, em contraste com a a-talassemia, onde ocorre
delecdo génica (LUKENS, 1999). As formas clinicas com que a [-talassemia se
manifesta, de acordo com a gravidade dos sinais e sintomas, sdo denominadas
maior, intermediaria, menor e minima, e dependem do grau de expressao do gene e
da forma de heranca, podendo ocorrer diversas associa¢des. Assim, um portador de
B-talassemia pode herdar genes B° e ou B*em homozigose ou heterozigose, entre si
ou com a normalidade.

Nos individuos homozigotos, B° talassémicos, a sintese da B globina é
ausente. Com isso, 0 mRNA nos reticulcitos ou células precursoras de células
vermelhas é deficiente ou ausente (LUKENS, 1999).

As células eritrocitarias talassémicas séo sujeitas a auto-oxidacdo, que é
refletida pelo aumento de malonilaldeido apds o estresse oxidativo. Os mecanismos
que contribuem com a injdria oxidativa s&o numerosos, incluindo o excesso de ferro
intracelular e auto-oxidag@o das globinas instaveis que geram espécies reativas de
oxigénio (LUKENS, 1999).

Nos individuos portadores de B-talassemia homozigotos, os sintomas séo
anemia hemolitica e hipocrémica severa, hiperplasia eritroide da medula éssea,
hepatomegalia, esplenomegalia, retardamento do desenvolvimento somético e
sexual e deformidades do esqueleto evidentes nos 0ssos do rosto e cranio. Em
heterozigose, as manifestagbes clinicas sdo varidveis, com quadros clinicos
classificados como B-talassemia maior, intermédia, menor e minima. Nos dois
altimos casos os pacientes podem ser assintomaticos e, se houver anemia, esta
serd menos severa, sendo que o paciente muitas vezes tem vida normal (JANDL,
1996).

Os portadores heterozigotos da B-talassemia apresentam baixa hemoglobina
corpuscular média (HCM), baixo volume corpuscular médio (VCM), alteracdes
morfolégicas leves de seus globulos vermelhos, nivel aumentado de HbA;, e uma
baixa relagéo entre cadeias B/a (HIGGS & WEATHERALL, 1993).
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Um fator importante na patogénese da B-talassemia é a quantidade de
cadeias a livres que se precipitam no interior da célula eritr6ide, causando dano
grave e morte celular. O excesso de cadeias a esta relacionado com a magnitude da
eritropoiese ineficaz. De acordo com o Protocolo da Federagéo Internacional de
Talassemia (TIF), isso implica em que se deve esperar uma condigcéo talassémica

mais branda quando:

- 0 defeito talassémico ndo provoca a auséncia completa de sintese das
cadeias B mas sim uma sintese reduzida, o que leva a menos excesso de cadeias a;

- é alta a quantidade de cadeias y que ficam disponiveis no interior das células
eritréides talassémicas devido a ativacdo dos respectivos genes, porque esses
ultimos neutralizam uma grande parte das cadeias o ndo ligadas, e;

- é suprimida a sintese de cadeias o pela presenca concomitante de um ou
mais defeitos dos a-talassémicos.

A pB-talassemia maior é uma condicdo na qual individuos homozigotos
apresentam supresséo total da producéo de cadeias B, ou mesmo heterozigotos,
apresentam supresséo importante da producédo de cadeias B. As manifestagdes
clinicas surgem nos primeiros anos de vida. H4 supressdo das cadeias B-globina,
enquanto a producdo de cadeias o ocorre normalmente, causando um acumulo de
cadeias o. Estas precipitam e formam inclusdes intracelulares, observadas em
células eritroides jovens. As inclusdes podem interagir com algumas é&reas da
membrana, diminuindo a deformabilidade dos eritrécitos talassémicos (HARRIS,
1991).

A disfuncdo cardiaca € comum nos pacientes com B-talassemia maior pela
frequéncia de transfusdes sanglineas e absor¢é@o excessiva gastrointestinal do ferro
(OLIVIERI, 1999)

As caracteristicas encontradas no hemograma s&o: anemia microcitica
hipocromica, com hemoglobina inferior a 6,5 g/dl; anisocitose; poiquilocitose;
eliptocitos e células alvo. Observa-se alto indice de corpos de Heinz, devido a
precipitagdo das cadeias globina. Os reticuldcitos variam de 5 a 15%. A fragilidade
osmética é diminuida e a resisténcia de lise em meio hipotdnico é aumentada. A
maioria dos pacientes apresenta ligeira trombocitose (SIMMONS, 1997).

S&o encontrados cerca de 94% de Hb F e 3,5 a 8,0% de Hb A; nos individuos
portadores de B-talassemia maior (SIMMONS, 1997).
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A B-talassemia intermediaria € uma condig&o clinica n&o tdo grave quanto a
anterior, na qual € produzido um alelo homozigoto de alguns genes de ( globina.
Estes individuos ndo s@o dependentes de transfusdo, apresentando niveis de
hemoglobina que variam de 7 a 11 g/dl. Os achados hematoldgicos s&o similares
aos de B-talassemia maior, porém em menor intensidade (SIMMONS, 1997).

Em alguns pacientes, pode ocorrer esplenomegalia pelo excesso de
destruicdo de gldbulos vermelhos, o que leva a hiperesplenismo e anemia, tornando
0 paciente dependente de transfusdes. Isso pode ser revertido com a esplenectomia
(WEATHERALL, 1981).

A B-talassemia menor é uma condicdo em que individuos heterozigotos em
geral sdo assintométicos, podendo apresentar a concentracdo de hemoglobina
ligeiramente diminuida. Pode haver diminuicdo do nivel de hemoglobina em certas
situagbes como, por exemplo, em infecgdes ou processos inflamatorios cronicos, na
infancia ou durante a gravidez (ZAGO, 2004).

Os achados laboratoriais s&o: anemia discreta e reticulocitose. As alteragbes
eritrocitarias comuns em [B-talassemia menor sao: microcitose, hipocromia,
anisocitose, poiquilocitose, pontilhado basdfilo e presenca de coddcitos. A fragilidade
osmética € diminuida, como na B-talassemia maior, proporcionalmente ao nimero
de codocitos presentes. Os niveis de Hb A, e Hb F podem ser encontrados

discretamente elevados na eletroforese de hemoglobinas (SIMMONS, 1997).



QUADRO 2 - SINDROMES B-TALASSEMICAS

Genotipo |  HbA (%) Hb A2 (%) HbF (%) | Outras Hb
Normal
B/B 97 25-3.2 <1 Nenhuma
B-talassemia maior
0/n0
B8 0 1,0-5)9 > 94 Cadeia alfa livre
B*/B", Mediterraneo Presente 2,4-87 20 - 90 Cadeia alfa livre
BYB* Presente 0,6 3,4 >75 Nenhuma
Lepore Lepore _ Hb Lepore (8 —
(0B) /(5B) 0 0 70-92 30%%)
-talassemia intermediaria
I — dian
B*/B", negra Presente 54-10,0 30-73 Nenhuma
B%(yB)° 0 0,3-24 60 - 99 Nenhuma
B*/(yB)° 20 - 30 Diminuida Aumentada Nenhuma
0 Lepore P Hb Lepore
B7/(yB) 0 Diminuida Aumentada (10%)
+ Lepore fmintf Hb Lepore
B*/(yB) Presente Diminuida Aumentada (10%)
B"/B Presente > 3.2 1,5-12 Nenhuma
(vB) "/(yB)° 0 0 100 Nenhuma
(yB) %/(yB) P 0 0 92 Hb Lepore (8%)
a/B Presente Diminuida N_orr_naI,0u +-HbH
Diminuida
B/ Durham-NC 90 3,3 6 Nenhuma
B-talassemia menor
BB > 90 3,5-8,0 1-2 Nenhuma
BB > 90 35-8,0 1-2 Nenhuma
(5B)°/B <90 25-3,0 5-20 Nenhuma
Hb Lepore (5 —
Lepore _ _
(YB) B Presente 12-26 1 15%)
(yoB)%B Presente 25-3.2 <1-2 Nenhuma
R talassemia minima
pstencioso/g | 97 <3,2 <1 | Nenhuma

Fonte: Lukens (1999)
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2.7.3.3 dp-talassemia

Caracterizada pela diminuicdo ou auséncia da sintese de cadeias 0 e B
globinas. Apesar de estar aumentada, a cadeia y globina é insuficiente para
compensar a deficiéncia das cadeias & e . O nivel de Hb F é mais elevado que
B-talassemia podendo chegar a ter 100% no total de hemoglobina, no estado
homozigoto (LUKENS, 1999).

2.7.3.4 ydB-talassemia

Tipo raro de talassemia caracterizada pela deleg&o ou inativagéo do complexo
do gene B. A perda do complexo compromete o distirbio da conformacéo da
cromética causada pela delecdo ou perda da sequéncia 5, que € necesséria para a
expressédo do gene B globina. (LUKENS, 1999).

2.7.3.5 Talassemias e transfusdo sangiinea

O tratamento da B-talassemia maior envolve transfusdes regulares de sangue,
usualmente administradas cada duas a cinco semanas, a fim de manter o nivel de
hemoglobina acima de 9 - 10,5 g/dl. Esses pacientes recebem, a cada transfuséo,
um volume de heméacias de 15 - 17 ml/kg corporal. Esse regime de transfusdo
favorece o crescimento normal, permite atividades fisicas normais e suprime
adequadamente a atividade da medula 6ssea (CAZZOLA et al., 1995), sendo que
intervalos mais curtos entre as transfusdes podem reduzir as necessidades globais
de sangue. A escolha do intervalo entre as transfusdes deve levar em conta outros
fatores, como o trabalho do paciente ou a programacéo escolar (HAMERSCHLACK,
2008).

A decisdo de iniciar uma terapia de transfuséo por toda a vida deve ser
baseada em um diagnostico definitivo de talassemia grave. Esse diagndstico deve
levar em consideragdo o defeito molecular, a gravidade da anemia em medigOes
repetidas, o nivel de eritropoiese ineficaz e critérios clinicos como a incapacidade de
progredir ou as alteracfes 6sseas (HAMERSCHLACK, 2008).

Os pacientes com talassemia devem receber glébulos vermelhos

leucodepletados. A reducdo dos leucdcitos para 5 x 10°%unidade eritrocitaria é
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considerada o limiar critico para eliminacdo das reacdes adversas atribuidas aos
glébulos brancos contaminantes e para a prevencdo da aloimunizacdo das
plaguetas (SPROGOE-JAKOBSEN, 1995).

Antes de iniciar uma terapia de transfusdo, é realizada uma tipagem dos
antigenos dos globulos vermelhos dos pacientes, incluindo pelo menos C, c, E, e, e
Kell, a fim de ajudar a identificar e caracterizar os anticorpos em caso de imunizagao
tardia. Todos os pacientes com talassemia devem ser transfundidos com sangue
compativel ABO e Rh(D). Alguns clinicos recomendam o uso de sangue que seja
compativel também em relacdo, pelo menos, aos antigenos C, E e Kell, a fim de
evitar a aloimunizacdo contra esses antigenos (HAMERSCHLACK, 2008).

O volume recomendado de glébulos vermelhos transfundidos pode variar, de
acordo com o uso de diferentes solu¢des anticoagulantes-preservativas. Para as
unidades eritrocitarias CPD-A com hematdcrito de aproximadamente 75%, o volume
por transfus@o é usualmente de 10 - 15 ml/kg, administrada durante 3 - 4 horas. As
unidades com solucdes aditivas podem ter hematécrito de 60 - 70%, sendo entdo
necessarios volumes maiores para administrar a mesma massa de globulos
vermelhos fornecida por unidades CPD-A, cujo hematdcrito é mais elevado. Na
maioria dos pacientes, € importante evitar essas diferencas de concentracdo dos
glébulos vermelhos, em geral prescrevendo uma ou duas unidades em vez de um
volume particular de sangue. Criangas mais jovens podem requerer uma fracdo de
unidade para se evitar sub ou super-transfusdo. Os pacientes com insuficiéncia
cardiaca ou niveis iniciais de hemoglobina muito baixos, devem receber quantidades
menores de globulos vermelhos, com taxas de infusdo mais lentas
(HAMERSCHLACK, 2008).

2.8 Desferoxamina

A desferoxamina (DFX) foi descoberta na década de 60 e somente foi
utiizada em 1977-1978 em pacientes com anemia dependentes de transfusdo
cronica, quando se observou uma melhora da sobrevida dos pacientes talassémicos
que iniciaram o tratamento com este quelante (CRISPONI et al., 1999).

A desferoxamina (Figura 5) é um potente quelante de ferro, altamente
especifico para fon férrico (Fe*®), que auxilia a excrecdo de ferro na urina e na bile
(FAA & CRISPONI, 1999). Trata-se de um ligando hexadentado, que se liga ao ferro
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na proporgao molar de 1:1 (BEUTLER et al., 2003). Por ser um antioxidante, atua na
prevencado do estresse oxidativo e é utilizado no tratamento das doencas hemoliticas
que requerem transfusbes constantes, devido a sua habilidade em remover e
descompartimentalizar o ferro em excesso (NIIHARA et al., 2000).

A administracdo de desferoxamina é feita por via parenteral ou subcutanea,
através de uma bomba infusora. Pode resultar na excregdo urinaria de 20 a 50 mg
de ferro ao dia, caso seja feita infusdo subcutanea noturna (SCHAFER et al., 1985).
A terapia considerada padrdo é de 40 mg/kg, por infusdo subcutdnea durante o
periodo de 8 — 12 horas por 5 a 7 noites (HOFFBRAND, 2003)

Os raros efeitos adversos conhecidos pela toxicidade da desferoxamina sé&o
neurotoxicidade visual e auditiva e displasia de crescimento dos ossos longos em

criangas, com falha no crescimento linear (HOFFBRAND, 2005).

FIGURA 5 - DESFEROXAMINA

2.9 Deferiprona

A deferiprona foi desenvolvida no laboratério de R. C. Hilder, utilizada em
testes clinicos no ano 1987 e licenciada em 25 paises para pacientes portadores de
B-talassemia maior cujos tratamentos com desferoxamina ndo foram eficientes
(HOFFBRAND, 2003).

A deferiprona (Figura 6) € um agente quelante de ferro pertencente a classe
3-hidroxipiridin-4-ona (1,2 dimetil-3-hidroxipiridin-4-ona), também conhecido como
L1, que pode ser administrado oralmente. A deferiprona é um ligando bidentado e se
liga ao ferro na proporcdo molar de 3:1, mobiliza a sua retirada nos sistemas
parenquimético e reticuloendotelial, em transferrina, ferritina e hemossiderina, e
permite a sua excregao pela urina (Figura 7). (HOFFBRAND, 2005).

Os efeitos adversos, quando excedida a concentragdo de deferiprona em

relagdo aos niveis considerados adequados ao tratamento, s&o: agranulocitose,
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artropatia, distdrbios gastrointestinais, deficiéncia de zinco e altera¢des das enzimas
transaminases (HOFFBRAND, 2005).

I

N CH,
OH

0

FIGURA 6 - DEFERIPRONA (L1)

2.10 Desferoxamina x Deferiprona

Em relacdo ao ndmero de sitios de coordenacdo, os quelantes de ferro séo
classificados como hexadentados, tridentados ou bidentados. A denticidade é
diretamente relacionada com o peso molecular de cada composto. Os hexadentados
possuem peso molecular elevado. Contudo, a sua difusdo nas membranas
biologicas, absorcdo gastrointestinal e penetracdo celular sédo influenciadas, nao
somente pelo peso molecular, mas pela lipofilicidade e carga molecular. A
desferoxamina é um quelante hexadentado e tem sua absorcao dificultada no trato
gastrointestinal; o outro derivado de acido hidroxibenziletilenodiamino diacético
(HBED), € um quelante hexadentado, mas possui absorcao oral ativa. Os quelantes
tridentados e bidentados possuem absorgéo ativa por via oral e penetram no interior
das células com facilidade (GALANELLO, 2004).

Apesar de que a introducéo de desferoxamina no tratamento da B-talassemia
maior tenha melhorado sensivelmente a sobrevida dos pacientes, cerca de 50%
deles ainda morrem antes dos 35 anos de idade, por insuficiéncia cardiaca
secundéaria a sobrecarga de ferro. Um dos motivos que podem contribuir para esta
realidade é a dificuldade dos pacientes aderirem a um tratamento mais longo,
exigindo a aderéncia durante cinco a sete dias da semana, 0 que compromete um
pouco a eficdcia na quelacdo do ferro (FABRON & TRICTA, 2003). Os fatores

limitantes para a incidéncia de doenca cardiaca nos pacientes 3-talassémicos maior
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seriam: realizar cerca de 265 infusbes por ano ou manter o nivel de ferritina de
2500 pg/l (GABUTTI & PIGA, 1996).

A efichcia da deferiprona no efeito cardioprotetor se deve aos seguintes
fatores: lipofilicidade, carga neutra em pH 7,4, e baixo peso molecular, que permite
atravessar as membranas celulares e ligar-se ao ferro intracelular (LINK et al., 2001).
CECI et al. (2002) observaram que, em pacientes usuéarios de deferiprona, houve
uma reducao dos niveis de ferritina de 2579 ug/l para 2320 ug/l, em um periodo de
3 anos. PIGA et al. (2003) analisaram a eficacia do tratamento longo com
deferiprona em pacientes talassémicos maior, concluindo que houve um efeito
cardioprotetor, permitindo uma maior sobrevida.

Ao contrario da desferoxamina, observou-se que a deferiprona é capaz de
quelar o ferro nas células vermelhas intactas in vitro e in vivo (HOFFBRAND, 2003).

Com o emprego de terapia combinada dos dois quelantes, desferoxamina e
deferiprona, observou-se um efeito aditivo ou sinérgico na ligagdo com o ferro. A
deferiprona entra nas células de forma mais féacil que a desferoxamina, podendo se
ligar ao ferro intracelular e transferi-lo para o meio extracelular. O ferro extracelular
poderd entdo ser quelado por desferoxamina no plasma, possibilitando sua excrecao
pela urina e/ou fezes, como mostra a Figura 7 (LINK et al., 2001). WONKE et al.
(1998) observaram que, nos pacientes talassémicos tratados com a terapia
combinada, houve maior reducdo da ferritina sérica em relacdo ao que nao
acontecia quando tratados isoladamente por um ou outro quelante.

KATTAMIS et al. (2006) também estudaram pacientes talassémicos apds a
terapia combinada e concluiram que, se administradas em conjunto trés vezes por
semana, a desferoxamina e a deferiprona demonstram eficiéncia na melhoria da
funcdo cardiaca em pacientes talassémicos dependentes de transfuséo.

A terapia apenas com deferiprona tem sido considerada inadequada para
diminuir o contetdo do ferro hepéatico em alguns pacientes, enquanto a terapia com
desferoxamina € incriminada por complicar o quadro cardiaco (HOFFBRAND et al.,
2003). Sugere-se, desta forma, que a terapia combinada pode surtir melhor efeito
devido a eficiéncia da atuacdo dos quelantes em locais diferentes (KATTAMIS et al,
2006).
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Figura 7 - ESQUEMA DE TERAPIA COMBINADA COM DESFEROXAMINA E
DEFERIPRONA E SUA ACAO FARMACOLOGICA

PROTEINA + Fe PROTEINA
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INTRACELULAR 3 DFP + Fe I:DFF"],g—Fe
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b
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~ ¥
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Fonte: Liu et al. (2002)

2.11 Agente oxidante: terc-butilhidroperoxido (TBHP)

O TBHP esta sendo aplicado como um modelo de agente oxidante sobre
eritrocitos, especialmente para se avaliar a sobrecarga oxidativa em proteinas
eritrocitarias. A acédo do TBHP na concentracdo de 0,5 mmol/l durante 60 min sobre
eritrocitos humanos resultou em formag¢éo de metahemoglobina, além de induzir ao
aparecimento de agregados de proteinas de membrana de alto peso molecular
(MOORE et al., 1989). Concentragbes menores do mesmo, da ordem de 0,2 mmol/l,
levaram a modificagdes nas proteinas citosélicas, contudo sem formacédo de
oligbmeros de alto peso molecular (RICE-EVANS et al., 1985). Na concentracéo de
0,5 mmol/l, no entanto, a atividade enzimatica foi comprometida, especialmente em
algumas bombas de ions, entre elas a Ca*™"/Mg"" ATPase. Essa inibicdo parece ser

seletiva, pois outras enzimas presentes na membrana do eritrocito néo
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apresentaram o mesmo padréo de inibicdo, entre elas a acetilcolinesterase (MOORE
et al., 1989). Em eritrécitos de rato, o TBHP revelou-se capaz de exercer acao
oxidante seletiva sobre proteinas do citoesqueleto, banda 2.1 e anquirinas. Em ratos
com dieta deficiente em selénio, a agédo oxidante foi mais acentuada, revelando a
importancia do metabolismo de GSH para o sistema antioxidante eritrocitario, visto

que o selénio é um co-fator necessario para a atividade de GSH-Px (SUZUKI et
al.,1988).

H.C. _O.
: OH
H:C  CH,

FIGURA 8 — terc-BUTILHIDROPEROXIDO (TBHP)
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo principal

- Estudar a acdo de desferoxamina e deferiprona sobre eritrocitos normais e
de pacientes portadores de [B-talassemias submetidos a sobrecarga oxidativa com

terc-butilhidroperéxido, in vitro.

3.2 Objetivos secundérios

- Verificar a influéncia do ferro no processo oxidativo em eritrécitos.

- Estudar o processo oxidativo em eritrocitos de individuos portadores de
B-talassemias.

- Verificar as alteragBes no metabolismo oxidativo dos eritrocitos através das
determinagdes das concentragfes da metahemoglobina, da glutationa reduzida, da
contagem de corpos de Heinz, das porcentagens de hemdlise e das atividades

enziméaticas glicose 6-fosfato desidrogenase e glutationa redutase.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1 Material

O material utilizado compreende amostras de sangue venoso de individuos
portadores de [-talassemia maior atendidos no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parana (HEMEPAR) (Grupo A); e de seus familiares assintométicos
ou com formas clinicas leves, portadores de B-talassemia menor (Grupo B). Foram
utilizadas amostras de individuos considerados normais, como controle (Grupo C),
0S quais nao apresentavam sinais ou sintomas de doenga e foram considerados
aptos como doadores de sangue no HEMEPAR, de acordo com as normas vigentes
(Resolugéo da Diretoria Colegiada da ANVISA, n° 153, de 14 de junho de 2004).

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta de material

Coletou-se amostras de sangue venoso em citrato-fosfato-dextrose-adenina
(CPDA,), apos consentimento informado, de acordo com o Termo de Consentimento
Livie e Esclarecido (Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Setor de Saude da Universidade Federal do Parand
(Anexo Il). Coletou-se 50 a 100 ml de sangue venoso de 6 individuos considerados
normais e aptos a serem doadores de sangue, de acordo com 0s critérios
preconizados pelo Ministério da Saude para doadores em hemoterapia (Resolucdo
n° 153, de 14 de junho de 2004) (Grupo C).

Foram coletadas 5 amostras de 10 ml de sangue venoso de portadores de 3-
talassemia menor (Grupo B) e 10 amostras dos pacientes [B-talassémicos maior
(Grupo A), atendidos no HEMEPAR. O Grupo A foi subdividido em dois grupos,
conforme a medicagéo: Grupo Al, usuéarios de desferoxamina e deferiprona; Grupo
A2, usuarios somente de desferoxamina. Nenhum dos pacientes utilizava somente
deferiprona no tratamento. As amostras foram coletadas antes da transfuséo

sanguinea, praticada rotineiramente, a cada 30 dias.
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4.2.2 Descrigdo das técnicas envolvidas:

4.2.2.1 Isolamento e lavagem de eritrocitos

As amostras de sangue venoso do Grupo C foram centrifugadas a 4°C em
1200 x g por 10 min, retirando-se o plasma e a camada de leucécitos por aspiragéo
com bomba de vacuo. Em seguida, os eritrécitos foram lavados com solugéo gelada
de 154 mmoles/I de NaCl por trés vezes, por centrifugagéo a 1200 x g durante 5 min.

Os eritrocitos foram ressuspensos em 150 mmoles/| de tampéo fosfato e
154 mmoles/| de NaCl pH 7,4, acertando-se o volume globular a cerca de 40%,
atravées do método de microhematécrito (DACIE & LEWIS, 1995). Separou-se
aliquotas de 1 ml de suspenséo de eritrocitos em tubos de hemdlise, centrifugou-se
por 5 min a 1200 x g, retirou-se um volume de sobrenadante correspondente ao
volume de solugédo reagente a ser adicionado, ndo se alterando assim o volume
globular final da suspensédo de eritrocitos, como serd descrito nos itens 4.2.2.2 e
4.2.2.3.

As amostras do Grupo A nédo foram lavadas, com o objetivo de manter a
integridade dos eritrécitos contendo desferoxamina e deferiprona. Estas amostras sé
foram incubadas com o oxidante terc-butilhidroperdxido. As amostras do grupo B,
foram centrifugadas e procedidas igualmente ao grupo C, eliminando-se a fase de

lavagem.

4.2.2.2 Tratamento das amostras com quelantes de ferro

Foi realizado o tratamento das amostras com desferoxamina e/ou deferiprona
seguida de inducdo de sobrecarga oxidativa com terc-butilhidroperéxido de acordo
com as técnicas a sequir.

4.2.2.2.1 Tratamento das amostras com substéancias quelantes de ferro

4.2.2.2.1.1 Incubacao de eritrocitos com desferoxamina

A suspensio de eritrécitos obtida, foi adicionada desferoxamina dissolvida em

154 mmoles/l de NaCl para concentragdes finais de 1 a 4 mmoles/l, tendo-se como
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controle suspensdes incubadas em tamp&o. A homogeneizagédo foi realizada por

rotagdo em homogeneizador PHOENIX HS22 por 60 min.

4.2.2.2.1.2 Incubacao de eritrocitos com deferiprona

A suspenséo de eritrécitos obtida, foi adicionada deferiprona (L1) dissolvida
em 154 mmoles/l de NaCl para concentracdes finais de 3 a 12 mmoles/|, tendo-se
como controle suspensdes incubadas em tamp&o. A homogeneizagéao foi realizada

por rotagdo em homogeneizador PHOENIX HS22 por 60 min.

4.2.2.2.1.3 Incubacao de eritrocitos com desferoxamina e deferiprona

A suspensdo de eritrocitos obtida, foram adicionadas desferoxamina e
deferiprona dissolvidas em 154 mmoles/l de NaCl para concentragcédo de 4 mmoles/I
de desferoxamina e 12 mmoles/l para deferiprona, tendo-se como controle
suspensdes incubados em tampé&o. A homogeneizacgao foi realizada por rotagdo em
homogeneizador PHOENIX HS22 por 60 min.

4.2.2.3 Tratamento das amostras controle com substancia oxidante terc-
butilhidroperéxido (TBHP)

O terc-butilhidroperoxido foi dissolvido em 67 mmoles/| de tampé&o fosfato,
pH 7,6, com glicose 200 mg/dl, adicionado a aliquotas de 1 ml de suspenséo de
eritrocitos para concentracdes finais de 1 a 5 mmoles/I. A incubacéo ocorreu por 1 h

a temperatura ambiente, sob constante homogeneizacéo.

4.2.2.3.1 Tratamento de amostras com desferoxamina:

Foi adicionada as aliquotas de 1 ml de suspenséo de eritrdcitos tratados com
desferoxamina, conforme item 4.2.2.2.1.1, solucdo de terc-butilhidroperéxido para
concentracdo final de 3 mmoles/| para as técnicas de metahemoglobina, glutationa
reduzida, corpos de Heinz e porcentagem de hemolise; e 5 mmoles/l para as
determina¢gdes enzimaticas, homogeneizando-se e incubando-se por 30 min a

temperatura ambiente.
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4.2.2.3.2. Tratamento de amostras com deferiprona:

Solucdo de terc-butilhidroperdxido foi adicionada as aliquotas de 1 ml de
suspenséo de eritrécitos tratados com deferiprona, conforme item 4.2.2.2.1.2, para
concentracado final de 3 mmoles/| para as técnicas de metahemoglobina, glutationa
reduzida, corpos de Heinz e porcentagem de hemolise; e 5 mmoles/l para as
determinagdes enzimaticas, tendo-se homogeneizado e incubado por 30 min a

temperatura ambiente.

4.2.2.3.3 Tratamento de amostras com desferoxamina e deferiprona:

Solucdo de terc-butilhidroperoxido foi adicionada as aliquotas de 1 ml de
suspensao de eritrcitos tratados com desferoxamina e deferiprona, conforme item
4.2.2.2.1.3, para concentracdo final de 3 mmoles/| para as técnicas de

metahemoglobina, glutationa reduzida e corpos de Heinz.

4.2.2.4. Contagem de corpos de Heinz

A contagem de corpos de Heinz foi realizada segundo a técnica de BEUTLER
et al. (1955), modificada por CLARO et al. (1998).

Foram adicionados 25 pl das suspensbGes de eritrocitos obtidas nos
experimentos descritos a 0,5 ml de tampéao fosfato 67 mmoles/I, pH 7,4, com glicose
200 mg/dl, composto por 1,3 partes de KH,POs, 67 mmoles/l e 8,7 partes de
Na,HPO, 67 mmoles/l. Ap6s homogeneiza¢do, sobre uma lamina de microscopia,
foram adicionados 20 ul da mistura e 20 pl de corante metil violeta (2 g de cristal
violeta Sigma Aldrich em 100 ml de solucdo de NaCl 0,73 g/dl, diluido 1:2 com
salina). Ap6s 5 min, foi observada a formacao de corpos de Heinz ao microscopio de
luz, considerando como positivos eritrécitos que apresentassem mais de uma
inclusdo proxima a membrana ou livres no citoplasma. Segundo DACIE e LEWIS
(1995), os corpos de Heinz sdo arredondados e, se corados por cristal violeta
apresentam coloracdo azul violeta, medindo cerca de 1 a 3 um. ApGs a contagem de

1000 células, estabelece-se a porcentagem de eritrocitos contendo corpos de Heinz.
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4.2.2.5 Determinac¢éo da concentragcdo da metahemoglobina

A medida da concentragdo da metahemoglobina foi realizada segundo o
método de EVELYN e MALLOY (1938), modificado por BEUTLER et al. (1955).

Em um tubo de ensaio sdo adicionados 10 ml de 16 mmoles/| de tampé&o
fosfato e 100 ul de suspensdo de eritrécitos, tratados com antioxidante(s) e/ou
oxidante. Foi realizada uma homogeneizacdo por inversdo e, apds 5 min, leitura
espectrofotométrica (A) em comprimento de onda de 630 nm, utilizando-se como
branco, agua destilada. Nessa primeira leitura, a absorbancia corresponde a
metahemoglobina e outras substancias cromogenas para 630 nm. Em seguida, foi
adicionado 50 pul de uma solugdo de cianeto neutralizado (NaCN 10 g/dl e &cido
aceético 12 g/dl na proporcdo de 1:1). Apds 5 min, foi feita homogeneizacdo e nova
leitura (B) a 630 nm, com &gua destilada como branco. Nessa etapa, a
metahemoglobina desaparece.

Do tubo da leitura B foi retirada uma aliquota de 2 ml e misturada a 8 ml de
66 mmoles/| de tampéao fosfato, pH 6,6. Ap6s a homogeneizagéo, a leitura (D) foi
realizada em 540 nm, usando como branco 10 ml de tampéo fosfato 66 mmoles/I,
pH 6,6 e adicionando 50 ul de solug&o 10 g/dl de NaCN e 50 ul de solugéo de 20 g/dI
de K3[Fe(CN)s]. Nessa etapa, estima-se a concentragéo de hemoglobina total.

A concentragdo de metahemoglobina foi expressa como uma porcentagem

em relacdo a concentragdo total de hemoglobina, de acordo com a formula abaixo:

% MetaHb:M

Onde:

F = Fator de correcdo determinado para cada espectrofotémetro utilizado, é a
média dos fatores obtidos para as cinco amostras de sangue utilizadas.

O valor de referéncia para individuos normais é de até 1% (BEUTLER, 1963).

O F foi calculado utilizando-se sangue de 5 individuos saudaveis. Adicionou-
se 100 ml de sangue total a um tubo de ensaio de 10 ml de 16 mmoles/I de tamp&o
fosfato, juntou-se 50 ml de 20 g/dl de K;[Fe(CN)g]. As amostras foram
homogeneizadas e, apés 5 min, fez-se a leitura (A) em 630 nm (SHIMADZU UV

1601), utilizando-se &gua destilada como branco.
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Em seguida, adicionou-se 50 ml de cianeto neutralizado. Homogeneizou-se
as amostras e, apos 5 min, fez-se a leitura (B) em 630 nm, usando-se agua destilada
como branco.

Em outro tubo, contendo 8 ml de 66 mmoles/l de tampéao fosfato, adicionou-se
2 ml da mistura reativa anterior, 50 ml de 20 g/dl de K3[Fe(CN)s] e 50 ml de solugéo
de 10 g/dl de NaCN. Homogeneizou-se as amostras e, apés 5 min, fez-se a leitura
(D) em 540 nm, usando como branco a mistura de 66 mmoles/| de tampéao fosfato, e
50 ml de 20 g/dl de Ks[Fe(CN)s] e 50 ml de solugcéo de 10 g/dl de NaCN.

Para o célculo do fator para cada amostra foi utilizada a seguinte féormula:

F:100xl
A

O F, que varia para cada espectrofotometro utilizado, € a média dos fatores

obtidos para 5 amostras de sangue utilizadas.
4.2.2.6 Determinacé&o da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

A determinagdo da concentracdo de GSH foi realizada pelo método
preconizado por BEUTLER et al. (1963).

4.2.2.6.1 Preparo do hemolisado

Em um tubo de ensaio, 200 pl de suspenséo de eritrocitos foram hemolisados

em 2 ml de agua destilada.
4.2.2.6.2 Dosagem da concentragdo de hemoglobina

Uma aliquota de 200 ul de hemolisado foi adicionada a 10 ml de reativo de
Drabkin (DACIE; LEWIS 1995) para se estimar a concentracdo de hemoglobina da
amostra, utilizando-se como padréo um sangue com concentragdo de hemoglobina
conhecida, na diluicho usual de 1:251. A leitura foi feita a 540 nm, em

espectrofotdmetro Shimadzu UV 1601.
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4.2.2.6.3 Dosagem da concentragdo de GSH

Foram adicionados 3 ml de solucdo precipitante (1,67 g de &cido
metafosforico glacial, 0,2 g de EDTA e 30 g de NaCl em 100 ml de agua destilada)
aos 2 ml do hemolisado, filtrando-se em papel filtro qualitativo apos 5 min.

Uma aliquota de 1 ml do filtrado obtido foi adicionada a 8 ml de solugéo de
300 mmoles/l de NaHPO,. Ap6s a homogeneizacdo, foi feita a leitura
espectrofotométrica a 412 nm (Al). Logo depois, 1 ml de solugdo de DTNB (&cido
2-dinitrobenzoico) 0,05% foi adicionada e feita nova leitura em 412 nm (A2). Para o
branco, adicionou-se 2 ml de solucdo precipitante diluida 2:5 em 4gua destilada a
8 ml de solugcdo de 300 mmoles/I de Na,HPO, para a leitura Al e posteriormente
acrescentado 1 ml de solugéo de DTNB para a leitura A2.

A concentragéo de GSH pode ser expressa em umol de GSH por gramas de

hemoglobina, de acordo com a férmula:

_ (A,-A)) x (Ex101)
Hb

C

Onde:

Hb = concentragdo de hemoglobina da amostra

E, = fator de corregéo para coeficiente de extingdo molar 13,6 I/(moles.cm) do
anion amarelo produzido quando é formado um complexo cromégeno GSH-DNTB.

O fator de corregdo é utilizado quando o espectrofotbmetro possui uma
amplitude de onda maior que 6 nm, o0 que acarreta uma diminuigéo no coeficiente de
extingdo molar. O espectrofotometro pode ser calibrado por comparagéo do valor de
extingdo no sistema teste (D2) com aquele obtido no espectrofotometro com
amplitude de onda menor que 6 nm a 412 nm (D1). O fator de correcéo derivado, E1,
é dado por D1/D2 e € constante para o espectrofotémetro utilizado.

No caso do espectrofotometro SHIMADZU UV 1601, n&o houve a
necessidade de calcular o fator de corregéo, pois o aparelho n&o possui amplitude
de onda maior que 6 nm. O valor usado para E1 é igual a 1.

O valor de referéncia em adultos normais é de 6,57 + 1,04 umoles/g de Hb

(BEUTLER, 1984).
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4.2.2.7 Determinagdo das porcentagens de hemolise

Foi determinada a concentracdo de hemoglobina extracelular no
sobrenadante das suspensfes de eritrocitos tratados com desferoxamina e/ou
deferiprona com ou sem terc-butilhidroperoxido e somente com terc-
butilhidroperéxido de acordo com os itens 4.2.2.2.1.1, 4.2.2.2.1.2, 422213 e
4.2.2.3, respectivamente, pelo método do cianometahemoglobina adaptado para
pequenas concentragdes (PELISSARI et al., 1993). As diluicbes do sobrenadante
em reagentes de Drabkin variam de acordo com o grau de hemolise observado
visualmente, em relagdo a faixa de sensibilidade do método. Assim, na auséncia de
coloracéo rosea visivel, a diluicdo foi de 1:3; para coloragdo de résea ténue, foi de
1:15; para coloragéo levemente avermelhada, de 1:50; para coloragéo avermelhada,
de 1:95 e vermelho intenso, de 1:110. O espectrofotometro SHIMADZU UV 1601 foi
utilizado para a determinag@o da absorbancia. Abaixo, a férmula para o célculo da

hemoglobina extracelular:

_ A x Diluicéo
5,68

Hb e

Onde:
Hb e = Concentragdo de hemoglobina extracelular em g/dl;
A = Absorbéancia em 540 nm;

5,68 = Constante de proporcionalidade

Os célculos das porcentagens de hemdlise foram realizados segundo
HOGMAN et al. (1981), pela formula:

o (100 - H) x Hbe
Hb

% hemolis

Onde:
Ht = hematdcrito em %
Hb e = Concentragdo de hemoglobina extracelular em g/dl

Hb = Concentragdo de hemoglobina na suspenséao de eritrocitos



56

4.2.2.8 Determinagcdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante

eritrocitario

4.2.2.8.1 Preparo de hemolisado

Foi adicionado 0,1 ml da suspensdo de eritrocitos a 1,9 ml de solucéo
hemolisante (7 mmoles/| de B-mercaptoetanol (0,5 ml), 0,27 moles/| de EDTA
neutralizado (10,0 ml) e &gua destilada g.s.p. para 1l), homogeneizando-se por
agitagdo. Em seguida, procedeu-se aos dois ciclos de congelamento-degelo a -20°C,
durante 5 min, seguido de descongelamento a temperatura ambiente por mais 5 min,
repetindo-se o processo duas vezes consecutivas. O hemolisado obtido foi

conservado a 4°C para posterior utilizagao.

4.2.2.8.2 Dosagem da hemoglobina do hemolisado

A determinagcdo da concentragdo de hemoglobina de aliquotas dos
hemolisados foi feita através de dosagem espectrofotométrica pelo método da
cianometahemoglobina (PELISSARI et al., 1993)

4.2.2.8.3 Determinagdo da atividade enzimatica de glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6-PD)

A determinagdo da atividade da G6-PD foi realizada segundo a técnica
preconizada por Beutler (1984). O sistema de reacgdo continha 100 ul de 1 mol/l de
Tris-HClI em 5 mmoles/| EDTA, pH 8,0; 100 ul de 0,1 mol/l de MgCl,; 100 ul de
2 moles/l NADP; 20 ul do Hemolisado 1:20, em um volume final de 1 ml com H,O
destilada e incubado a 37°C por 10 min. A reacgéao foi iniciada com a adigéo de 100 pl
de 6 mmoles/I de glicose 6-fosfato e monitorada espectrofotometricamente a 340 nm
e a 37 °C. Uma unidade internacional equivale a 1 umol de NADPH formado por min.

AA X 10°
6,22 x 20 x [Hb]

Atividade =
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Onde:

A A =variacdo de absorbancia média por min

10° = diluicéo

6,22 = coeficiente de absortividade molar do NADPH
20 = volume de hemolisado em pl

[Hb]= concentragéo de hemoglobina do hemolisado em gramas por dl

Valor de Referéncia: 12,1 + 2,09 Ul/g Hb por min a 37°C (BEUTLER, 1984).

4.2.2.8.4 Determinagéo de atividade enzimatica de glutationa redutase (GR)

A determinacdo da atividade da GR foi realizada segundo a técnica
preconizada por Beutler (1984). O sistema de reacdo continha 50 ul de 1 mol/l de
Tris-HClI em 5 mmoles/| EDTA, pH 8,0 e 10 ul do hemolisado 1:20, em um volume
final de 850 ul com H,O destilada e incubado a 37°C por 10 min. Em seguida foi
adicionado 100 ul de 33 mmoles/l GSSG e novamente incubado a 37°C por 10 min.
A reacéo foi iniciada com a adigdo de 50 pul de 2 mmoles/| NADPH e monitorada
espectrofotometricamente a 340 nm e a 37 °C. Uma unidade internacional equivale

a 1 umol de NADP formado por min.

5
Atividade = AA X 10
6,22 x 10 x [Hb]
Onde:
AA = variagdo de absorbancia média por min
10° = diluicéo

6,22 = coeficiente de absortividade molar do NADPH
10 = volume de hemolisado em pl

[Hb] = concentragéo de hemoglobina do hemolisado em gramas por dl

Valor de Referéncia: 7,18 + 1,09 Ul/g Hb por min a 37°C (BEUTLER, 1984).
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4.3 Andlise estatistica dos resultados obtidos:

Os dados resultantes dos experimentos foram submetidos a andlise
estatistica de varidncia (ANOVA inteiramente casualizada e fatorial), seguida do
teste de Tukey para comparacao de pares de médias. A significancia estatistica foi

considerada para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos no estudo do efeito de DFX e L1 sobre eritrocitos
humanos normais e de portadores de B-talassemias estdo representados abaixo.

As figuras 9 a 28 referem-se aos resultados obtidos de amostras de
individuos considerados normais (grupo C).

A Figura 9 mostra a formagdo de metahemoglobina (%) nos eritrdcitos,
submetidos a acdo de TBHP, em concentra¢des de 3 a 5 mmoles/l. Com o aumento
da concentragdo do oxidante, aumenta a formagdo de metahemoglobina, com

diferencas estatisticas entre as concentracdes de TBHP.

FIGURA 9 — FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE TBHP.
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NOTAS: 0 = Amostra controle.
Incubacao com 1, 3 e 5 mmoles/| de TBHP, sob homogeneizacgédo por 1 h.
n = 12, a partir de 4 amostras realizadas em triplicata.
* Diferenca estatistica significativa para p < 0,05.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 10 mostra a concentracdo de metahemoglobina (%) nas amostras
previamente tratadas com a DFX nas concentragbes de 1, 2 e 4 mmoles/l e
posteriormente induzidas a oxidacdo de TBHP na concentracdo de 3 mmoles/l. A
DFX nas concentragcdes de 1, 2 e 4 mmoles/| reduz cerca de 85% de
metahemoglobina produzida por TBHP, sem diferengas estatisticas significativas

entre as concentragdes de DFX.

FIGURA 10 — FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
NORMAIS TRATADOS COM DFX E POSTERIORMENTE
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/I de

TBHP
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NOTAS: 0 = amostras tratadas somente com 3 mmoles/| de TBHP, sob homogeneizacao
por 1 h (controle).
* Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle (Tukey
p<0,05)
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
N&o se observou diferencas significativas entre as concentragfes de 1, 2 e
4 mmoles/| de DFX.
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A Figura 11 apresenta a formagdo de metahemoglobina em eritrcitos
humanos normais pré-tratados com L1, em concentracdes de 3 a 12 mmoles/l e, em
seguida, induzidas a oxidacdo por TBHP. Nota-se que ndo houve inibicdo da
formagdo da metahemoglobina por L1. Nas amostras tratadas somente com

9 mmoles/l de L1 ndo houve formacéo de metahemoglobina.

FIGURA 11 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
NORMAIS TRATADOS COM L1 E POSTERIORMENTE
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/I| DE

TBHP
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NOTA: Controle = amostras sem tratamento com L1 e TBHP.
Incubacao com 3 mmoles/l de TBHP, sob homogeneizacao por 1 h.
n =12, a partir de 4 amostras realizadas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 12 representa a formagdo de metahemoglobina em tratamentos
combinados entre DFX e L1, nas concentracdes de 4 mmoles/l| e 12 mmoles/I,
respectivamente, em trés sequéncias diferentes. Em seguida, as amostras foram

oxidadas por 3 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 12 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
NORMAIS TRATADOS COM DFX E L1 E POSTERIORMENTE
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE

TBHP
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NOTAS: * Diferencas estatisticas entre os trés tratamentos (Tukey p<0,05)
a - Amostras tratadas com dois quelantes de ferro ao mesmo tempo e em seguida
induzidas com 3 mmoles/| de TBHP homogeneizadas por 1 h.
b - Amostras tratadas inicialmente com L1, homogeneizadas por 1 h; tratadas com
DFX, homogeneizadas por mais 1 h; e submetidas a oxidagcdo por 3 mmoles/l de
TBHP durante 1 h.
¢ - Amostras tratadas inicialmente com DFX, homogeneizadas por 1 h; tratadas com
L1, homogeneizadas por mais 1 h; e submetidas a oxidacdo por 3 mmoles/| de TBHP
durante 1 h.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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Na Figura 13 estéo representadas as concentragdes de GSH nas amostras de
sangue de individuos normais submetidas & oxidagdo por TBHP nas concentracdes

de 1 a 5 mmoles/l, e homogeneizadas por 1 h.

FIGURA 13 - CONCENNTRA(;AO DE GSH NO§ ERITROCITOS NORMAIS EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DO OXIDANTE DE 1 a
5 mmoles/| DE TBHP

GSH (umoles/g Hb)
N

-1- 0 1 3 5
TBHP (mmoles/l)

NOTAS: Incubacdo com TBHP 1, 3 e 5 mmoles/l, sob homogeneizacao por 1 h.
* Diferenca estatistica significativa em relagao ao controle (p < 0,05).
§ Sem diferencas estatisticas entre 0 e 1 mmol/l de TBHP.
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 14 refere-se as concentracfes de GSH nas amostras tratadas com a
solugdo de DFX nas concentragcdes de 1, 2 e 4 mmoles/| e, posteriormente,
induzidas a oxidag¢éo por 3 mmoles/| de TBHP. Com o emprego de 4 mmoles/| de

DFX, foi observada a recuperacdo de cerca de 40% de GSH em comparacdo as

amostras tratadas somente com TBHP.

FIGURA 14 — CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM DFX E SUBMETIDOS POSTERIORMENTE A

OXIDACAO POR TBHP
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NOTAS: Controle = amostras tratadas com 4 mmoles/| de DFX.
0 = amostras tratadas com 3 mmoles/| de TBHP, sob homogeneizagéo por 1 h.
DFX na concentracao de 1, 2 e 4 mmoles/I sob homogeneizagéo por 1 h, seguida de
incubacdo com 3 mmoles/l de TBHP,sob homogeneizacao por 1 h.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
* Diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle (p < 0,05).
§ Sem diferencas estatisticas entre 1 e 2 mmoles/I.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 15 representa a determinagdo da concentragdo de GSH nas
amostras pré-tratadas com L1 em concentragfes de 3 a 12 mmoles/l e, em seguida,

induzidas a oxidagéo por 3 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 15 - CONCENTRAGCAO DE GSH EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM L1 E POSTERIORMENTE SUBMETIDOS A
ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: C = amostra controle sem adi¢do de L1 e TBHP.
* Diferencas significativas entre o controle e os demais tratamentos.
§ Sem diferencas entre mas com diferencas significativas em relacéo a 12 mmoles/|
L1.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 16 representa a concentragdo de GSH em eritrocitos humanos
normais tratados com DFX (4 mmoles/l) e L1 (12 mmoles/l) e incubados com TBHP

(3 mmoles/l).

FIGURA 16 - CONCENTRAGAO DE GSH EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM DFX E L1 E POSTERIORMENTE
SUBMETIDOS A AGAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/l DE
TBHP
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NOTAS: * - Diferencas estatisticamente significativas para todas as comparacoes (Tukey
p < 0,05).
a) Amostras tratadas com DFX e L1, homogeneizadas por 1 h e, em seguida,
incubadas com TBHP e homogeneizadas por 1 h.
b) Amostras tratadas com L1, homogeneizadas por 1 h; tratadas com DFX,
homogeneizadas por mais 1 h e, em seguida, incubadas com 3 mmoles/| de
TBHP sob homogeneizacéo durante 1 h.
c) Amostras tratadas com DFX, homogeneizadas por 1 h; tratadas com L1,
homogeneizadas por mais 1 h e, em seguida, incubadas com 3 mmoles/| de
TBHP sob homogeneizagao durante 1 h.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 17 mostra a formacédo de corpos de Heinz em eritrocitos normais
tratados somente com oxidante, TBHP, na concentracdo de 1 a 5 mmoles/l. Na
concentracdo de 5 mmoles/l, houve maior formac¢éo de corpos de Heinz, devido ao

aumento da oxidagdo nos eritrécitos.

FIGURA 17 — FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ EM SUSPENSOES DE

ERITROCITOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO OXIDANTE DE
TBHP
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NOTAS: 0 = Amostra controle sem TBHP.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em ftriplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.

Nas amostras tratadas com DFX em concentragdes de 1, 2 e 4 mmoles/| e

oxidadas com 3 mmoles/| de TBHP, néo foi observada a presenca de corpos de
Heinz.
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A Figura 18 representa a formacao de corpos de Heinz em amostras tratadas
com L1, na concentragdo de 3 a 12 mmoles/l, incubadas com o agente oxidante com
3 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 18 — FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM L1 E POSTERIORMENTE SUBMETIDOS A ACAO
DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: 0 = amostra controle sem tratamento com TBHP e L1.
§ - Sem diferencas estatisticamente significativas entre 6 e 9 mmoles/| L1.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 19 representa a porcentagem de hemolise em eritrocitos normais
submetidos a ag¢do de TBHP nas concentragfes de 1 a 5 mmoles/l. A hemolise dos
eritrocitos foi diretamente proporcional & concentracéo do oxidante, sendo que todas

as concentragdes apresentaram diferengas significativas entre si (Tukey p < 0,05).

FIGURA 19 - PORCENTAGEM DE HEMOLISE EM ERITROCITOS NORMAIS
SUBMETIDOS ACAO DE OXIDANTE TBHP
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NOTAS: 0 = Amostra controle sem TBHP.
* Diferenca estatisticamente significativa (Tukey p < 0,05).
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 20 representa a porcentagem de hemdlise em amostras de
eritrocitos normais tratadas com a solugdo de DFX nas concentragbes de 1 a
4 mmoles/l, e oxidadas com 3 mmoles/| de TBHP. Nota-se que ndo houve nenhuma
diferenca significativa nas amostras tratadas somente com DFX em comparagéo

com o controle.

FIGURA 20 — PORCENTAGEM DE HEMOLISE EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM DFX E POSTERIORMENTE SUBMETIDOS A
ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle = amostra tratada somente com 4 mmoles/l de DFX.
N&o ha diferencgas estatisticas entre as médias.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 21 refere-se a porcentagem de hemdlise, nas suspensbes de
eritrocitos tratados com a solucdo de L1, nas concentracfes de 3 a 12 mmoles/| e
induzidas a oxidacdo por TBHP na concentracdo de 3 mmoles/l, a mesma
concentragcdo nas amostras tratadas com DFX. Ha diferenca significativa na amostra
controle tratada somente com L1 em relacdo as concentracdes nas amostras

oxidadas.

FIGURA 21 — PORCENTAGEM DE HEMOLISE EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM L1 E POSTERIORMENTE SUBMETIDOS A
ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle = amostra tratada somente com 9 mmoles/| de L1.
* Controle estatisticamente diferente das amostras com L1 + TBHP.
n = 12, a partir de 4 amostras realizadas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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Na Figura 22 esta representada a porcentagem de hemolise em eritrécitos,

onde foi realizado um tratamento duplo com quelantes, DFX (4 mmoles/l) e L1

(12 mmoles/l), e em seguida oxidado por 3 mmoles/| de TBHP. Os resultados dos

experimentos b e ¢ foram estatisticamente diferentes em relagdo ao experimento a

(Tukey p <0,

05), sendo que a hemolise foi mais acentuada em comparagédo com as

amostras tratadas individualmente com os quelantes.

FIGURA 22

— PORCENTAGEM DE HEMOLISE EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM DFX E L1 E POSTERIORMENTE SUBMETIDOS
A ACAO DE OXIDANTE DE 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS:

* Diferengas estatisticamente significativas entre as amostras b e ¢ e a amostra a
(Tukey p < 0,05).

a) Amostras tratadas com DFX e L1, homogeneizadas por 1 h e, em seguida,
incubadas com TBHP e homogeneizadas por 1 h.

b) Amostras tratadas com L1, homogeneizadas por 1 h; tratadas com DFX,
homogeneizadas por mais 1 h e, em seguida, incubadas com 3 mmoles/l de TBHP
sob homogeneizagéo durante 1 h.

c) Amostras tratadas com DFX, homogeneizadas por 1 h; tratadas com L1,
homogeneizadas por mais 1 h e, em seguida, incubadas com 3 mmoles/l de TBHP
sob homogeneizagéo durante 1 h.

n = 12, sendo 4 amostras analisadas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 23 representa a determinagdo da atividade enzimética de glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6-PD) nas amostras induzidas & oxidagcdo por TBHP nas
concentracdes de 1 a 5 mmoles/l. Ndo hé diferencgas significativas entre o controle e

as amostras oxidadas.

FIGURA 23 — ATIVIDADE EN‘ZIMANTICA DE G6-PD EM ERITROCITOS NORMAIS
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE DE TBHP
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NOTAS: C = amostras sem tratamento (controle).
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
N&o ha diferencgas estatisticas.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 24 mostra atividade enzimética de G6-PD em amostras de individuos
normais tratadas com 1, 2 e 4 mmoles/| de DFX e oxidadas com 5 mmoles/l de
TBHP.

FIGURA 24 — ATIVIDADE ENZIMATICA DE G6-PD EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM 1, 2 E 4 mmoles/| DE DFX E OXIDADOS COM
5 mmoles/| DE TBHP
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NOTA: * Diferencas estatisticamente significativas em relacao ao controle.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 25 mostra atividades enziméticas de G6-PD nas amostras de
individuos normais tratadas com 3 a 12 mmoles/I de L1 e oxidadas com 5 mmoles/I

de TBHP.

FIGURA 25 — ATIVIDADE ENZIMATICA DE G6-PD EM ERITROCITOS TRATADOS
COM 3, 6, 9 E 12 mmoles/| DE L1 E OXIDADOS COM 5 mmoles/| DE
TBHP
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NOTA: C = Amostra controle tratada com 9 mmoles/I de L1.
§ Sem diferencas estatisticas entre os tratamentos 9 e 12 mmoles/| L1.
n =12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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Na Figura 26 sdo mostradas as atividades enzimaticas da glutationa redutase
(GR) nos eritrcitos submetidos & agéo do oxidante TBHP, nas concentracdes de 1 a
5 mmoles/l. As atividades de GR ndo apresentaram variagbes significativas nas

amostras com tratamentos diferenciados.

FIGURA 26 - DETERMINAQAO DAS ATIVIDADES ENZJMATJCAS DE GR EM
ERITROCITOS NORMAIS SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE
DE TBHP

GR (Ulig Hb)
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NOTAS: C = amostras sem tratamento (controle).
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
N&o ha diferencas estatisticas.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 27 mostra as atividades enziméticas de GR nas amostras de
individuos normais tratadas com 1, 2 e 4 mmoles/l de DFX e oxidadas com
5 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 27 — ATIVIDADE ENZIMATICA DE GR EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM 1, 2 E 4 mmoles/| DE DFX E OXIDADOS COM
5 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: C = amostras tratadas somente com 4 mmoles/l| de DFX (controle).
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
N&o ha diferencas estatisticas.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Figura 28 mostra atividade enzimatica de GR em amostras de individuos
normais tratadas com 3, 6, 9 e 12 mmoles/l de L1 e oxidadas com 5 mmoles/| de

TBHP.

FIGURA 28 — ATIVIDADES ENZIMATICAS DE GR EM ERITROCITOS NORMAIS
TRATADOS COM 3, 6, 9 E 12 mmoles/| DE L1 DE E OXIDADOS
COM 5 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: C = amostras tratadas somente com 9 mmoles/| de L1 (controle).
n = 12, a partir de 4 amostras repetidas em triplicata.
N&o ha diferencas estatisticas.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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Nas Figuras 29 a 32 estdo representados os resultados das amostras de
individuos portadores de B-talassemia menor (Grupo B).

Na Figura 29 é mostrada a formacdo de metahemoglobina de eritrécitos de
portadores de [-talassemia menor oxidados com 3 mmoles/| de TBHP e as
concentragdes de metahemoglobina nas amostras tratadas com DFX (4 mmoles/l),
L1 (12 mmoles/l) e DFX/L1 (4 mmoles/l e 12 mmoles/l incubados simultaneamente) e

posteriormente induzidos a oxidag&o por 3 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 29 - FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITO$
PORTADORES DE B-TALASSEMIA MENOR SUBMETIDOS A
ACAO DE OXIDANTE TBHP
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NOTAS: C = amostra controle.
n = 10, a partir de 5 amostras analisadas em duplicata.
* Diferencas estatisticamente significativas entre as amostras tratadas com
DFX/TBHP com as de L1/TBHP e DFX/L1/TBHP.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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Na Figura 30 é representada a concentracdo de GSH, no qual os eritrocitos
dos portadores de [-talassemia menor foram tratados com DFX e L1 e,

posteriormente, induzidos a oxidagdo com 3 mmoles/| de TBHP.

FIGURA 30 — CONCENTRACAO DE GSH EM ERITROCITOS DE PORTADORES
DE B-TALASSEMIA MENOR SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM
DFX (4 mmoles/l); L1 (12 mmoles/l) E DFX/L1 (4 mmoles/l /
12 mmoles/l) E, POSTERIORMENTE, SUBMETIDOS AO OXIDANTE
COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: C = amostra controle.
Todos os tratamentos sao estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).

n = 10, a partir de 5 amostras repetidas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 31 representa a porcentagem de corpos de Heinz em eritrécitos de

portadores de 3-talassemia menor tratados com 3 mmoles/| de TBHP.

FIGURA 31 — FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ EM SUSPENSOES DE
ERITROCITOS DE INDIVIDUOS PORTADORES DE

B-TALASSEMIA MENOR SUBMETIDOS A A(;AO OXIDANTE COM
3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: * Diferenca significativa em relacdo ao controle (anova p < 0,05).
n = 10, a partir de 5 amostras repetidas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 32 representa a porcentagem de hemodlise em eritrocitos de

portadores de 3-talassemia menor tratados com 3 mmoles/| de TBHP.

FIGURA 32 - PORCENTAGEM DE HEMOLISE EM ERITROCITOS DE
PORTADORES DE B-TALASSEMIA MENOR SUBMETIDOS A
ACAO DE OXIDANTE TBHP
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NOTAS: * Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (Anova
p < 0,05).
n = 10, a partir de 5 amostras repetidas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padrao.
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As Figuras 33 a 36 representam os resultados das amostras de pacientes
portadores de B-talassemia maior.

Na Figura 33 € mostrada a formacdo de metahemoglobina em eritrocitos
induzidos a oxidacdo de 3 mmoles/| de TBHP. As amostras estdo divididas em dois
grupos, conforme o tratamento recebido pelos pacientes, de acordo com 0s grupos

Al — pacientes tratados com DFX e L1; e A2 — pacientes tratados com DFX.

FIGURA 33 — FORMACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS DE
PACIENTES PORTADORES DE [B-TALASSEMIA MAIOR,
SUBMETIDOS A ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/I de TBHP
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NOTAS: Controle A1l: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX e L1.
Controle A2: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX
n = 20, sendo amostras Al, com DFX e L1 (n = 14); e A2, com DFX (n = 6),
analisadas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
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Na Figura 34 esta representada a concentracdo de GSH em eritrocitos dos
pacientes portadores de B-talassemia maior submetidos a acdo de 3 mmoles/| de

TBHP.

FIGURA 34 — CONCENTRAGCAO DE GSH EM ERITROCITOS DE PACIENTES
PORTADORES DE B-TALASSEMIA MAIOR, SUBMETIDOS A

ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle A1l: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX e L1.
Controle A2: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX
n = 20, sendo amostras Al, com DFX e L1 (n = 14); e A2, com DFX (n = 6),
analisadas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
* Diferencas estatisticamente significativas com os controles.
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A Figura 35 representa a incidéncia de formac&o de corpos de Heinz em
amostras de pacientes portadores de B-talassemia maior submetidas a oxidacéo por
3 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 35 — FORMACAO DE CORPOS DE HEINZ EM AMOSTRAS DE
PACIENTES PORTADORES DE B-TALASSEMIA MAIOR
SUBMETIDAS A ACAO DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle A1l: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX e L1.
Controle A2: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX
n = 20, sendo amostras Al, com DFX e L1 (n = 14); e A2, com DFX (n = 6),
analisadas em duplicata.
As barras de erro representam os desvios padréo.
* Diferencas estatisticamente significativas para todas as comparac¢des (Tukey
p < 0,05)
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A Figura 36 representa a porcentagem de hemdlise dos eritrécitos de

pacientes portadores de B-talassemia maior, oxidados com 3 mmoles/| de TBHP.

FIGURA 36 — PORCENTAGEM DE HEMOLISE DOS ERITROCITQS DE
PACIENTES DE B-TALASSEMIA MAIOR SUBMETIDOS A ACAO
DE OXIDANTE COM 3 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle A1l: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX e L1.
Controle A2: Amostras de pacientes sob tratamento com DFX
n = 20, sendo amostras Al, com DFX e L1 (n = 14); e A2, com DFX (n = 6),
analisadas em duplicata.
* Diferenca estatisticamente significativa em relagéo aos controles (Tukey p < 0,05)
As barras de erro representam os desvios padrao.
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As Figuras 37 e 38 representam os resultados das amostras de individuos
portadores de 3-talassemia menor (Grupo B) e maior (Grupo A).

A Figura 37 mostra a atividade enziméatica de G6-PD dos eritrocitos oxidados
com 5 moles/l de TBHP.

FIGURA 37 — ATIVIDADES ENZIMATICAS G6-PD EM ERITROCITOS DE
PACIENTES PORTADORES DE B-TALASSEMIAS SUBMETIDOS
A ACAO DE OXIDANTE COM 5 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Teste de Tukey: * estatisticamente diferente do controle normal;

§ estatisticamente idénticos entre si, e diferente da amostra M;

# estatisticamente diferentes do controle M

Controle B: Amostras controle — -talassemia menor

Controle Al: Amostras contendo DFX e L1.

Controle A2: Amostras contendo somente DFX.

n = 30, sendo 10 amostras repetidas em duplicata em B-talassemia maior, DFX e L1
(n = 14); s6 DFX (n = 6). Para B-talassemia menor, 5 amostras repetidas em
duplicata.

* Diferencas estatisticamente significativas com os controles

As barras de erro representam os desvios padréo.
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A Figura 38 mostra as atividades enzimaticas de GR em eritrocitos

submetidos & acéo do oxidante de 5 mmoles/l de TBHP.

FIGURA 38 — ATIVIDADES ENZIMATICAS DE GR EM ERITROCITOS DE
PACIENTES PORTADORES DE B-TALASSEMIAS SUBMETIDOS
A ACAO DE OXIDANTE COM 5 mmoles/| DE TBHP
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NOTAS: Controle B: Amostra controle de B-talassemia menor

Controle A1: Amostras contendo DFX e L1.

Controle A2: Amostras contendo somente DFX.

n = 30, sendo 10 amostras repetidas em duplicata para -talassemia maior com DFX
e L1 (n = 14); s6 DFX (n = 6). Para B-talassemia menor, 5 amostras repetidas em
duplicata.

N&o ha diferencas estatisticamente significantes entre as médias.

As barras de erro representam os desvios padrao.
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A Tabela 2 ilustra, comparativamente, os resultados obtidos para os grupos

normais e portadores de talassemia.

TABELA 2. AQAO PRO-OXIDANTE DO TBHP E ANTIOXIDANTE DA
DESFEROXAMINA E DEFERIPRONA EM ERITROCITOS
NORMAIS E DE PORTADORES DE B-TALASSEMIA MENOR E B-
TALASSEMIA MAIOR
Células Corpos
Andlises MetHb GSH Hemolise de G6-PD GR
vermelhas )
Heinz
Sem tratamento 0 7,5 0,21 0 12,27 7,79
TBHP 20 0,15 0,65 9 10,27 7,55
Normal
(Grupo C) DFEX 3,2 3,1 0,79 0 7,71 7,94
L1 32,8 3,5 0,82 6,8 7,97 8,12
DFX + L1 21,6 4,62 0,98 * * *
Sem tratamento 0 6,79 0,26 5 22,36 9,16
B-Talassemia TBHP 26,5 0,5 2,74 34 7,74 8,91
Menor DFX 19,4 1,34 * * * *
(Grupo B)
L1 25,9 2,97 * * * *
DFX + L1 31,2 3,74 * * * *
B-Talassemia | Sem tratamento 0 8,17-8,41| 0,52 - 0,57 10 9,76 - 10,22 | 9,44 -9,92
Maior
(Grupo A) TBHP 26,4-265|285-351(560-6,49 [43-51| 2,71-3,33 | 9,47-9,73

NOTAS: As amostras tratadas com quelantes de ferro isoladas ou em conjunto foram oxidadas com
3 mmoles/l de TBHP para as determinagfes de metahemoglobina, GSH, porcentagem de hemdlise e

Corpos de Heinz; e 5 mmoles/| de TBHP para as determinac@es enzimaticas.

* - ndo determinado.
Unidades aplicadas: MetHb (%); GSH (umoles/l); Hemolise (%); Corpos de Heinz (%); G6-PD (Ul/g de
Hb); GR (Ul/g de Hb).
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6. DISCUSSAO

Na andlise da acdo de quelantes de ferro sobre os eritrocitos, foi observada
uma protegcdo contra a oxidagao do ferro presente na hemoglobina por DFX e L1,
através dos parametros oxidativos testados, que s&o indicios das alteracdes e
desequilibrios eritrocitarios. A DFX e L1 s&o utilizadas no tratamento de individuos
B-talassémicos maior na remogéao do ferro corporal em excesso (FAA & CRISPONI,
1999; LIU et al., 2002; KATTAMIS et al., 2006).

O meio escolhido para a manutencdo dos eritrocitos foi de 150 mmoles/| de
tampéo fosfato e 154 mmoles/| de NaCl, pH 7,4, para manté-los em condi¢des
metabdlicas satisfatorias. O volume globular das suspensdes de eritrocitos de
individuos normais e de pacientes talassémicos foi mantido em aproximadamente
40%, para padronizacao das condi¢des de reagdo dos ensaios.

A partir de solugdo-mée de 50 mmoles/| de TBHP em 67 mmoles/I de tampéo
fosfato com 200 mg/dl de glicose, pH 7,6, foi possivel adicionar o oxidante as
suspensdes de eritrocitos em pequenos volumes, evitando-se possiveis alteracdes
no tamponamento ou mesmo no volume globular.

Estudos prévios no laboratério j& haviam comprovado a acdo oxidativa por
TBHP (COMAR, 2002; KRUKOSKI, 2006; CHAVES, 2007). Existem diversas
publicacbes sobre a acdo oxidante de TBHP em eritrocitos. Entre as alteracfes
associadas ao TBHP, aponta-se: desequilibrio da homeostase do calcio intracelular;
oxidagdo da glutationa reduzida e das proteinas tiol da célula; quebra da cadeia de
DNA,; peroxidacéo lipidica e diminuicdo da mobilidade intraglobular das proteinas da
membrana (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Neste trabalho, observou-se a formagédo de metahemoglobina por agéo de
TBHP, a qual aumenta proporcionalmente ao aumento da concentragcdo do oxidante
(Figura 9). Da mesma forma, observou-se outros efeitos em fungdo da concentragéo
do TBHP, entre eles, a diminuicdo da concentracdo de GSH, o aumento da formagéao
de corpos de Heinz e o aumento dos indices de hemdlise e a diminuicdo da
concentracdo de GSH (Figuras 13, 17 e 19). DOMANSKI et al. (2004) analisaram,
por quimioluminescéncia, o aumento dos radicais livres nas células vermelhas
oxidadas com TBHP, concluindo que o mesmo promove a oxidagéo de GSH e da

oxihemoglobina, favorecendo a peroxidacdo lipidica. Esses autores verificaram
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acumulo de metahemoglobina e elevada peroxidagéo lipidica, medida através da
formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), de acordo com o
aumento da concentragdo do oxidante.

Neste trabalho, observou-se a deplegcdo de GSH por agcdo do TBHP nas
concentracbes de 1 a 5 mmoles/l, como mostra a Figura 13. COMAR (2002)
observou a reducdo de cerca de 50% de GSH em eritrocitos por acdo de
0,5 mmol/lde TBHP; enquanto. KRUKOSKI (2006) verificou diminuicdo de GSH em
comparagao ao controle a partir de 1 mmol/l de TBHP, com deplegdo total na

presenca de 4 mmoles/| de TBHP.

6.1 Grupo C — Individuos normais

A DFX mostrou um efeito protetor contra a agdo oxidante do TBHP (Figura 10)
pela formacdo de apenas 4% de metahemoglobina, contra cerca de 22 % formados
no caso das amostras tratadas somente com TBHP. COMAR (2002) com
4 mmoles/l de desferoxamina e 5 mmoles/I de TBHP, n&o verificou o efeito protetor
contra a oxidagdo da hemoglobina. No entanto, RICE-EVANS et al. (1989) ja haviam
observado esse efeito, o que foi confirmado por KRUKOSKI (2006), ao verificar a
inibicdo da formacédo de metahemoglobina em amostras contendo DFX de 1 a
4 mmoles/l com 5 mmoles/I de TBHP.

Ao contrario da DFX, a L1 ndo protegeu os eritrocitos, sugerindo um efeito
pro-oxidante, com indices de formacdo de metahemoglobina superiores a 25% para
todas as concentracdes de L1 testadas (Figura 11). RICE-EVANS et al. (1989)
realizaram estudos sobre a interagdo de DFX e derivados do grupo de
hidroxipiridonas (ao qual pertence a L1) com os componentes da hemoglobina,
constatando que a DFX e certos derivados de hidroxipiridona preveniram a oxidagao
da hemoglobina intracelular apds estresse oxidativo na presenca de ferro.
Igualmente, um derivado deste grupo, 3-hidroxipiridina-2-ona (CP02), o qual difere
da L1 pela presenca do radical etila no lugar de um radical metila, ao contrério,
favoreceu a produgéo de metahemoglobina.

Com o objetivo de verificar um possivel sinergismo entre DFX e L1, testou-se
a acao conjunta dos dois quelantes de ferro sobre os eritrocitos. Ao adicionar a DFX
e L1 ao mesmo tempo, a formacdo de metahemoglobina foi menor se comparada

aos tratamentos onde se adicionou 0s quelantes isoladamente, em tempos
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diferentes (Figura 12). COMAR (2002) analisou nas suspensdes em eritrocitos pré-
incubadas com 100 pmoles/l de rutina e mesilato de desferoxamina (4 mmoles/l) e
incubadas com 5 mmoles/l de TBHP; e verificou o efeito sinérgico entre os dois
compostos pela diminuicdo da formacdo de metahemoglobina, em relacdo as
amostras incubadas apenas com 5 mmoles/l de TBHP; sendo que, de forma isolada,
estes compostos ndo protegeram o0s eritrocitos contra a formacdo de
metahemoglobina.

Ao se testar a agdo da DFX e da L1 na oxidagdo de GSH por 3 mmoles/| de
TBHP notou-se que, a recuperacdo de GSH melhora em fungéo da concentragéo do
quelante de ferro (Figuras 14 e 15, respectivamente). Na concentracdo de
4 mmoles/l| de DFX, h& recuperacdo de cerca de 40% de GSH. KRUKOSKI (2006)
verificou perda minima de GSH em amostras de eritrocitos pré-tratadas com 1 a
4 mmoles/l de DFX e induzidas a oxidacdo por 1 mmol/l de TBHP, ndo havendo
recuperacao proporcional de GSH de acordo com a concentragéo de DFX.

Em experimentos de EYBL et al. (2002) em camundongos que receberam
uma dieta enriquecida com ferro e, em seguida, foram tratados com DFX e L1,
comprovou-se a eficacia dos quelantes de ferro através da reducdo da producéo de
malonilaldeido (MDA) e da elevacdo da glutationa reduzida no tecido hepatico, em
comparagao a um grupo controle.

O efeito conjunto dos quelantes de ferro mostrou-se significativo nas amostras
onde foi adicionada primeiramente a L1 e posteriormente a DFX (Figura 16-
tratamento b), seguidas de oxidagdo por TBHP, onde se verifica uma recuperagao
maior da GSH em comparagdo com as amostras tratadas com um dos quelantes.
Segundo BREUER et al. (2000), a L1 remove o ferro das células, podendo este ser
transferido para a DFX, permitindo a regeneragéo de L1.

A formacgao de corpos de Heinz, na presenca de 3 mmoles/| de TBHP, foi de
9% (Figura 17), indicio de que a hemoglobina foi oxidada, fato comprovado pela
formagao de 20% de metahemoglobina (Figura 9). A DFX, em concentragdes a partir
de 1 mmol/l, preveniu a formag&o de corpos de Heinz em eritrdcitos incubados com
3 mmoles/| de TBHP. No entanto, a L1 n&o inibiu a formag&o de corpos de Heinz
(Figura 18), dados refor¢cados pela elevacéo na concentracdo de metahemoglobina
(Figura 11). COMAR (2002) observou a presenca de corpos de Heinz em
suspensdes de eritrécitos humanos tratados com 1 a 5 mmoles/l de DFX,

submetidos a acdo de 3 mmoles/I de TBHP, com diminui¢do na formacéo de corpos
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de Heinz em fungdo do aumento da concentragcdo de DFX. CLARO et al. (2006)
observaram um aumento da formacgéo de corpos de Heinz em até quase 100% dos
eritrocitos, proporcional a concentragéo de fenilhidrazina (0,3 a 5 mmoles/l).

A hemodlise induzida por TBHP foi proporcional ao aumento da concentragdo
do oxidante de 1 a 5 mmoles/I (Figura 19). As amostras tratadas com os quelantes
de ferro ndo apresentaram protecdo contra a hemdlise (Figura 20 e 22). Nas
amostras tratadas com os dois quelantes de ferro em conjunto e incubados com
3 mmoles/l de TBHP, a hemdlise foi significativamente maior se comparada as
amostras tratadas individualmente. A L1, por ter tamanho molecular menor que a
DFX, entra mais facilmente nas células (BERNHARDT, 2007).

CHAVES (2007) determinou a porcentagem de hemolise induzida por
2 mmoles/l de TBHP em eritrécitos normais, obtendo valores da ordem de 1%, que
se reduziram na presenca de vitamina E ou vitamina C + E, mas, por outro lado,
aumentaram com a adi¢céo de vitamina C isolada. Esses resultados mostram que um
agente antioxidante pode, de acordo com as condigcbes dadas e a forma de se
avaliar o processo, apresentar efeito pro-oxidante. Deve-se refletir a respeito da
acdo antioxidante das vitaminas C e E como doadores de elétrons, enquanto 0s
quelantes de ferro podem levar & diminuicdo do processo oxidativo pela sua
capacidade de retirar do meio uma potencial fonte geradora de radicais livres, o ion
ferro.

A oxidacdo dos eritrécitos com TBHP e a sua possivel agdo sobre as
enzimas, glicose 6-fosfato desidrogenase (G6-PD) e glutationa redutase (GR) pode
ser verificada nas Figuras 23 e 26, respectivamente. Nas concentragdes de 1 a
5 mmoles/l| de TBHP, a atividade de GR manteve-se constante. A atividade de
G6-PD apresentou uma ligeira diminuicdo, apenas na presenca de 5 mmoles/| de
TBHP. Esta mesma concentragao foi utilizada em amostras tratadas com a DFX e L1
para verificar uma possivel prote¢do das atividades enzimaticas, como se pode
observar nas Figuras 24 e 25, respectivamente. Nota-se que ndo houve a protegao

das enzimas G6-PD por quelantes de ferro contra a oxidagéo por TBHP.
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6.2 Grupo B — Individuos portadores de B-talassemia menor

Os eritrocitos das amostras do Grupo B se mostraram mais sensiveis a agédo
do TBHP, com a formagdo de metahemoglobina em valores superiores a 25%
(Figura 29). Nas amostras tratadas com quelantes de ferro e submetidas a oxidacao
por 3 mmoles/| de TBHP, os valores de metahemoglobina foram igualmente
elevados, sendo que apenas o tratamento com DFX isoladamente, mostrou algum
efeito inibidor na formag&o da metahemoglobina, com valores médios de 19%.

Os eritrocitos do grupo B, quando tratados com 3 mmoles/I de TBHP, tiveram
a concentragdo de GSH praticamente exaurida, como se pode observar na Figura
30. A incubagcdo com os quelantes de ferro levou a uma protegédo parcial da GSH,
sendo em menor propor¢do no caso da DFX, de cerca de 50% no caso da L1 e em
valores ainda maiores para o tratamento conjunto com os dois quelantes ao mesmo
tempo. Observou-se diferengas significativas entre os trés tratamentos.

Embora em geral os individuos portadores de B-talassemia menor néo
apresentem anemia ou apresentem apenas anemia discreta, podem ser
evidenciadas algumas alteracdes, entre elas a presenca de corpos de Heinz,
mostrando uma tendéncia a oxidagcdo exacerbada. Neste trabalho, observou-se a
formagéo de cerca de 5% de corpos de Heinz em amostras controle e, quando estas
foram tratadas com 3 mmoles/| de TBHP, a média foi de 38% (Figura 31). A
hemolise também foi acentuada no tratamento das amostras com TBHP (Figura 32).

As atividades de G6-PD foram elevadas nos eritrocitos dos B-talassémicos
menor (Figura 37). Possiveis explicagbes para este fato poderiam estar relacionadas
com alteracdes metabdlicas destinadas a manutengdo do equilibrio funcional dos
eritrécitos. O oxidante TBHP ndo mostrou nenhuma agédo contra a enzima GR,
sendo que suas atividades se mantiveram constantes sob estresse oxidativo (Figura
38).

NAOUM et al. (2006), no estudo do perfil oxidativo de individuos portadores
de B-talassemia menor, observaram: elevadas atividades de superoxido dismutase
(989,3 £ 396,5 Ul/g Hb), aproximadamente o dobro em relagdo ao normal (466,2
146,6 Ul/g Hb); metahemoglobina de 3,36 + 0,74%, 77% maior que a de eritrocitos
normais; e porcentagem de corpos de Heinz elevada, com 0,01+0,007%, em relag&o
a 0,004+0,006% em eritr6citos normais. Os autores concluiram que a

metahemoglobina é um marcador sensivel da toxicidade molecular e que a enzima
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superéxido dismutase revela a intensidade do estado oxidativo do processo, em um

esforgo bioldgico intra-eritrocitario para a manutencao do equilibrio antioxidativo.

6.3 Grupo A — Individuos portadores de B-talassemia maior

Na pB-talassemia maior, a anemia severa e as transfusdes sanguineas
frequentes favorecem o estresse oxidativo nos eritrocitos. A concentracdo de
metahemoglobina encontrada foi superior a 25% quando os eritrocitos foram
submetidos ao tratamento com 3 mmoles/| de TBHP. Apesar de todos 0s pacientes
em estudo estarem sob tratamento com os quelantes de ferro, ndo foi verificada
reducgéo na concentracado de metahemoglobina (Figura 33).

Diferentemente dos resultados obtidos para metahemoglobina, a GSH
pareceu estar parcialmente protegida da acdo de 3 mmoles/| de TBHP (Figura 34).
Pode-se inferir, a partir dos valores de GSH em eritrcitos de pacientes tratados com
DFX ou DFX e L1, que estes quelantes de ferro poderiam auxiliar o organismo a
diminuir o processo oxidativo responsavel por uma parte dos mecanismos
patolégicos inerentes a sua condicao.

A formacédo de corpos de Heinz nas amostras dos individuos do Grupo A foi
mais sensivel & oxidagdo por TBHP, apresentando valores de cerca de 40% (Figura
35). A hemodlise foi acentuada em dois grupos de tratamento com quelantes de ferro
quando estas eram submetidas & oxidagédo por TBHP (Figura 36).

As atividades de GR encontradas em eritrécitos dos portadores de
B-talassemia maior foram superiores as de individuos ndo portadores de doencas
hemoliticas e se mantiveram inalteradas, independentemente do tratamento dos
pacientes ou da adigdo de TBHP (Figura 38).

As atividades de GR e G6-PD costumam ser elevadas em (3-talassémicos em
comparacdo aos individuos normais, devido a necessidade da presenca destas
enzimas para regenerar a GSH. Porém, mesmo essas taxas sdo consideradas
insuficientes para regenerar a quantidade necesséria de GSH para as células. A G6-
PD regenera GSH através da geracdo de NADPH, importante para a manutencdo da
integridade de certas proteinas nos eritrécitos maduros. Isso pode ser explicado
pelas necessidades aumentadas dos eritrécitos talassémicos em manter a
integridade celular, uma vez que apresentam tendéncia a exacerbacdo do processo
oxidativo (CHAKRABORTY & BHATTACHARYYA, 2001).
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Nos experimentos de TAVAZZI et al. (2001), quantificou-se a concentragao de
ferro livre ligado & membrana eritrocitaria em portadores de [-talassemia
intermediaria, com valores médios de 51,03 nmoles/mg de proteina, sem deteccéo
do mesmo em eritrécitos de individuos normais. Os autores concluiram que o ferro
ligado a membrana é a causa do estresse oxidativo nos eritrocitos e que, 0 uso
terapéutico dos quelantes de ferro, permeéveis aos lipidios e antioxidantes, pode
reduzir o estresse oxidativo e amenizar a anemia em talassémicos.

KASSAB-CHEKIR et al. (2003) comprovaram a atividade elevada das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase, em criangas
portadoras de B-talassemia maior. O indice de estado oxidativo, medido através de
TBARS, foi considerado alto em comparagcdo ao controle, indicando a
lipoperoxidagéo pelos radicais de oxigénio. As enzimas citadas sdo consideradas
como antioxidantes por efetuarem a remogédo dos metabdlitos toxicos do oxigénio.
Quando suas atividades estdo elevadas no sangue, indicam oxidacédo elevada e
presenca de espécies reativas do oxigénio. O aumento da SOD reflete a acéo
requerida contra o radical superdxido (O;), produzido pelo peréxido de hidrogénio
nos eritrocitos; o aumento da glutationa peroxidase indica a detoxificacdo do radical
hidroxila. Mesmo com atividades elevadas, as enzimas antioxidantes ainda podem
ser consideradas insuficientes para conter as espécies reativas do oxigénio, se a
concentracdo de TBARS for elevada.

Nos experimentos de EYBL et al. (2002), as atividades enziméticas de
glutationa peroxidase e de catalase em homogeneizado de figado de camundongos
ndo foram afetadas pelo excesso de ferro. No tratamento das amostras com 0s
quelantes de ferro, no entanto, a glutationa peroxidase foi reduzida em presenca de
DFX e L1, enquanto a catalase teve aumento significativo apds tratamento com L1,
em comparagao ao controle.

CHAKRABORTY & BHATTACHARYYA (2001) comprovaram que a baixa
atividade de GSH é um indicio do estado pré-oxidante, enquanto a diminuicdo da
atividade de catalase favorece a lipoperoxidacdo mediada pelo perdxido de
hidrogénio em eritrécitos de B-talassémicos e EB-talassémicos. Também concluiram
que a L1 reduz a concentracdo de ferro ligado & membrana e a produgédo de
malonilaldeido a partir do estresse por peréxido de hidrogénio. A GSH é um “coletor”
importante dos radicais livres e potente antioxidante endégeno que protege a célula

da injaria oxidativa. A GSH se encontra reduzida nestes pacientes em comparacéo
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ao controle, sugerindo que os eritrocitos se encontram em uma condicdo proé-
oxidante, principal causa do aumento da hemdlise e diminuicdo da sobrevida dos
eritrocitos. Neste trabalho, encontrou-se concentragées de GSH proximas ao normal
para os [-talassémicos menor e valores até maiores que o normal em -
talassémicos maior. Uma possivel explicacdo seria a de que todos os pacientes
portadores de [-talassemia maior estudados recebem transfusdes de eritrécitos
regularmente, em geral a cada 30 dias, além da terapia com DFX e ou L1.

ATTAMA & GINSBURG (1995) verificaram, em suspensdes de eritrécitos com
hematdécrito de 5%, um papel eficiente da DFX na quelagéo do ferro proveniente da
degradagdo da hemoglobina, com atividades das enzimas da via hexose
monofosfato diminuidas em 77% em comparagdo ao controle. Quando o ferro é
liberado da hemoglobina, o perdxido de hidrogénio produzido durante o redox ciclico
ativa a produgéo das enzimas da via hexose monofosfato.

KORKINA et al. (2000) estudaram eritrocitos de pacientes de B-talassemia
maior, dependentes da transfusdo sangliinea e tratados com DFX e L1; e de
B-talassemia intermediaria, ndo dependentes de transfusdo e ndo tratados com
quelantes. Observaram, sob estresse oxidativo, a diminuicdo de antioxidantes, como
coenzima Q e a-tocoferol; 0 aumento das atividades de SOD e GSH peroxidase; e a
deplecdo de GSH. As atividades enziméticas de SOD e GSH peroxidase foram
elevadas nos pacientes que utilizavam DFX e L1; e as de catalase e glutationa-S-
transferase, diminuidas nos pacientes tratados com L1. Concluiram que a L1 protege
eficientemente a-tocoferol, coenzima Q e GSH contra a oxidacdo, a qual é
acompanhada por um aumento de conteddo os &cidos graxos poliinsaturados na
membrana celular; e que a L1, diferentemente de DFX, desvia o equilibrio entre os
radicais superdxido e hidroxila, em favor do superdxido, como um eficiente

antioxidante intracelular.

6.4 Analise comparativa entre os resultados obtidos para os Grupos A,
BeC

A tabela 2 ilustra o estudo comparativo entre os resultados obtidos para os
grupos estudados. Observou-se que os eritrocitos de individuos portadores de (-
talassemia menor (B) e os pacientes de [(-talassemia maior (A) apresentaram, de

forma espontanea, em eritrocitos ndo lavados, cerca de 5% de corpos de Heinz e
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0,26% de hemolise; e 10% de corpos de Heinz e 0,54% de hemodlise,
respectivamente. Nao houve formacédo de corpos de Heinz ou hemdlise no sangue
de individuos normais do Grupo C, em amostras nas quais os eritrocitos ndo haviam
sido lavados ou tratados com qualquer reagente. Estes dados estédo de acordo com
os valores citados na literatura para formacdo de corpos de Heinz e hemdlise em
talassémicos (LEE et al., 1999; NAOUM et al., 2006)

O tratamento dos eritr6citos com 3 mmoles/| de TBHP levou:

i) & formagdo de metahemoglobina, com niveis médios de 20% no grupo C;
26% no grupo B; e 26,5% no grupo A,

ii) & diminuicdo dos niveis de GSH para 2,8 e 3,5 pmoles/L (Al e A2,
respectivamente) e a sua deplecéo (B e C);

iif) & formacéo de corpos de Heinz, com valores de 9% (C), 34% (B), 43% (Al)
e 51% (A2);

iv) a indices de hemolise de 0,65% (C), 3,7% (B), 6,4% (Al) e 5,6% (A2).

A oxidagdo com 5 mmoles/I de TBHP ocasionou a diminui¢cdo das atividades
enzimaticas de G6-PD para 84% dos valores iniciais (C), 34,7% (B), 34,1% (Al) e
26,5% (A2) e ndo provocou alteragbes nas atividades de GR.

No contexto geral, observa-se que, se a formac¢do de metHb corresponde a
oxidagdo imediata da hemoglobina diante de um estresse oxidativo, nos individuos
portadores de B-talassemia menor, os valores aumentados em relagdo ao controle
podem ser devidos & presenca de ferro livre na membrana eritrocitaria, que contribui
para a formacéo de radicais livres. Embora isto ocorra de forma mais acentuada nos
pacientes de B-talassemia maior, a formagdo de metHb néo diferiu em relacdo ao
grupo anterior, sugerindo um efeito protetor dos quelantes administrados aos
mesmos, ndo havendo diferencas para os sub-grupos tratados com DFX ou com
DFX e L1.

Em relac&o aos valores obtidos para GSH, da mesma forma, embora se tenha
encontrado deplegédo pelo tratamento com TBHP nos Grupos B e C; no Grupo A
houve protecdo parcial contra a oxidagdo da molécula de GSH, possivelmente pelo
uso terapéutico dos dois quelantes.

Por outro lado, a formacdo de corpos de Heinz e a hemdlise foram mais
acentuadas nos grupos A e B, particularmente nos pacientes de B-talassemia maior.
Apesar da prote¢do conferida pelos quelantes de ferro, a oxidagdo é exacerbada

tanto na forma leve quanto na grave da doenga, como demonstrado pela presenca
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de produtos finais da oxida¢do, como os corpos de Heinz, e pela hemdlise. Nesse
aspecto, pode-se inferir que a protecdo contra a oxidagao conferida pelos quelantes
de ferro ndo é total.

As atividades de G6-PD diminuiram em todos os grupos apos o tratamento
com TBHP, porém, a diminui¢cdo foi muito mais acentuada nos individuos portadores
de B-talassemias. E curioso observar as atividades aumentadas de G6-PD em
eritrocitos de portadores de B-talassemia menor em relagdo aos grupos A e C.
Esses pacientes parecem desenvolver uma maior capacidade de regenerar a
molécula de GSH no sentido de guardar maior reserva de protecdo contra a
oxidacdo (CHAKRABORTY & BHATTACHARYYA, 2001). No entanto, sob estresse
oxidativo, seus eritrécitos tém suas atividades de G6-PD diminuidas drasticamente,
tanto quanto os eritrécitos de B-talassémicos maior, chegando aos niveis normais de
atividade enzimatica, enquanto eritrocitos normais apresentam pouca diminuicdo de
atividade de G6-PD.

O emprego de 4 mmoles/l de DFX na presencga de 3 mmoles/l de TBHP:

i) diminuiu a formagéo de metHb a 3% (C) e a 19%(B);

ii) protegeu a GSH da deplegéo total, com valores de 3,18 pmoles/l (C) e
1,34 ymoles/I (B);

iii) preveniu a formagao de corpos de Heinz;

iv) ndo protegeu contra a hemolise (C); e,

Também ndo houve prote¢cdo de G6-PD contra a oxidagdo ocasionada por
5 mmoles/l de TBHP (C), por incubacéo prévia com 1, 2 ou 4 mmoles/| de DFX.

Tais resultados comprovam a agdo protetora da DFX em experimentos in
vitro, apesar desta prote¢cdo ndo ser observada em relacdo & hemdlise e nem a
atividade de G6-PD.

O emprego de 12 mmoles/l de L1 na presenca de 3 mmoles/| de TBHP néo
protegeu contra a formagéao de metHb (B e C), ou de corpos de Heinz (C), preveniu a
deplecéo de GSH, com valores de cerca de 3 umoles/L (B e C); ndo protegeu contra
a hemolise e ndo protegeu a G6-PD contra a oxidacao (5 mmoles/l de TBHP) (C).

A L1 s6 se mostrou eficiente na protecé@o contra a deplecdo de GSH, mas néo
interferiu no processo oxidativo em relacdo aos outros metabdlitos testados.
Considerando-se o fato de que sdo necessarias 3 moléculas de deferiprona para
quelar uma molécula de Fe (BERNHARDT, 2007), testou-se este quelante em

concentracdes ainda maiores, de até 24 mmoles/l, porém mesmo assim, ndo houve
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qualquer diminuigdo da formagdo de metHb. Existem relatos na literatura de que a
presenca de L1 remove uma fragdo significante do ferro livre da membrana
eritrocitaria em f-talassémicos, minimizando a suscetibilidade ao dano induzido pela
oxidagdo (CHAKRABORTY & BHATTACHARYYA, 2001).

O emprego conjunto de 4 mmoles/l de DFX e de 12 mmoles/| de L1 na
presenca de 3 mmoles/lI de TBHP, no sentido de avaliar um possivel efeito sinérgico
entre os dois quelantes de ferro contra a acdo do TBHP, levou a um melhor efeito
em relacdo a oxidacdo de GSH, com valores de 3,4 a 4,8 umoles/g Hb (C), porém
nao foi observada diminuigdo na formagéao de metahemoglobina.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, através das andlises dos
parametros oxidativos, pode-se concluir que os eritrocitos de B-talassémicos menor
e maior apresentam elevada atividade oxidativa e que o tratamento com DFX e L1
garante protegcdo parcial contra a oxidagdo. O estresse oxidativo promovido por
TBHP em eritrécitos normais e de portadores de B-talassemia menor e maior permite
esclarecer algumas questdes, tendo como exemplo a prevengédo da deplecéo total
de GSH por TBHP nas amostras analisadas, sobre o efeito de quelantes de ferro,
como DFX e L1, em reacdes oxidativas em eritrocitos.

Resumindo, os eritrécitos de B-talassémicos menor e maior apresentaram
elevada atividade oxidativa, sendo que os B-talassémicos menor tinham elevadas
atividades de G6-PD; o tratamento de pacientes portadores de B-talassemia maior
com DFX e L1 garantiu uma protecdo parcial contra a oxidagdo. O estresse oxidativo
promovido por TBHP em eritrocitos normais e de portadores de B-talassemia menor
e maior permitiu esclarecer algumas questbes sobre o efeito de quelantes de ferro
em reacdes oxidativas em eritrécitos, tais como: a DFX protegeu a hemoglobina e,
parcialmente, a GSH, contra a oxidacéo, e inibiu a formacdo de corpos de Heinz,

enquanto a L1 apenas protegeu parcialmente a oxidagéo de GSH.
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A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir a importancia de se
aprofundar as pesquisas para maior esclarecimento a respeito do metabolismo
oxidativo de eritrocitos de portadores de p-talassemias, envolvendo especialmente
os quelantes de ferro empregados terapeuticamente. Adicionalmente, tais pesquisas
poderdo oferecer novas contribuicdes para aperfeicoar os cuidados ndo sé para
garantir melhores condi¢gdes de vida aos B-talassémicos maior, cujo tratamento tem
evoluido sobremaneira nas Ultimas décadas, mas também para melhorar a
qualidade de vida dos B-talassémicos menor, cuja patologia tende a ser minimizada

por apresentarem, em geral, poucos e leves sinais e sintomas detectaveis.
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7. CONCLUSAO:

O estudo da agao dos quelantes de ferro, desferoxamina (DFX) e deferiprona
(L1), em eritrocitos de individuos normais (C) e de portadores de B-talassemia maior
tratados com DFX e L1 (Al) e DFX (A2) e menor (B), submetidos & oxidagao por
terc-butilhidroperéxido (TBHP), permitiu concluir que:

a) Os eritrocitos de individuos portadores de B-talassemia (A e B) apresentaram
alguns efeitos espontéaneos de oxidacdo, com a presenca de corpos de Heinz e de

hemdlise.

b) A oxidag&do com TBHP levou a:
o formagéo de metahemoglobina, em niveis mais elevados nos grupos A e B;
¢ diminuicdo dos niveis de GSH (A), e sua deplecéo (B e C);
o formacgéo de corpos de Heinz e hemolise, em maiores valores em A e B
¢ diminuicao das atividades enzimaticas de G6-PD, mais acentuada em A e B;

¢ atividades de GR inalteradas.

d) O emprego de DFX na presencga de TBHP:
e diminuiu a formacéo de metHb (C) e (B);
¢ protegeu a GSH da deplecéao total (C) e (B),
e preveniu a formagé&o de corpos de Heinz (C);
¢ ndo protegeu contra a hemdlise (C)

¢ ndo protegeu a G6-PD contra a oxidacgéo (C).

f) O emprego de L1 na presenca de TBHP:
¢ Ndo protegeu contra a formagéo de metHb (B e C),
¢ Nao protegeu contra a formagé&o de corpos de Heinz (C);
¢ preveniu a deplecéo total de GSH (B e C);
¢ ndo protegeu contra a hemdlise (C);

e ndo protegeu a G6-PD contra a oxidacéo (C).
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h) o tratamento conjunto com DFX e L1, na presenga de TBHP:
e teve melhor efeito contra a agdo do TBHP na oxidagéo de GSH,;

¢ ndo levou a efeito sinérgico na inibicdo de formacdo de metahemoglobina.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que 0s eritrocitos
de B-talassémicos menor e maior apresentam elevada atividade oxidativa e que o
tratamento com DFX e L1 garante protegdo parcial contra a oxidagéo. O estresse
oxidativo promovido por TBHP em eritrécitos normais e de portadores de
B-talassemia menor e maior permite esclarecer algumas questdes sobre o efeito de

quelantes de ferro, como DFX e L1, em reac¢des oxidativas em eritrocitos.
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