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ABREVIATURAS

ADP - Adenosina difosfato

ATP - Adenosina trifosfato

ENO - Eﬁolase

GAPDH - Gliceraldeidofosfato desidrogenase
G-6-PDH - Glicose-6-fosfato desidrogenase’
FruP, - Frutose-1,6-bisfosfato

FruP,-ALD - Frutose-1l,6-bisfosfate aldoiase
GS-SG - Glutation oxidado

GSH - Glutation reduzido

Hb ~ Hemoglobina

HbAT . - Hemoglobina glicosilada

HbEL - Hemoglobina de eluicao ienta

HbER - Hemoglobina de eluiééo rapida

HK - Hexogquinase

Umi - Desidrogenase do lactato

ﬁAD+ - Nicotina adenina dinucleotidio

NADH + HY - Nicotina adenina dinucleotidio, forma reduzida
NADP+ - Nicotina adenina dinucleotidio fosfato
PFK - Fosfofruﬁoquinase

6-PGDH - 6-Fosfogliconato désidrogenase
PGIV— Fosfaglicose isomerase |

PGK - Fosfogliceratoquinase

PK -~ Piruvatoquinase
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‘I. INTRODUCAO

O objetivo inicial do presente trabalho foi o de estu-
dar os efeitos metabdlicos de fosfatos de rocha na nutricao de
ovinos. Entretanto, tendo em vista o conteGdo de fluoretos
naquele material (Tabela 1), os estudos iniciais foram centra-
dos, na busca de um método conveniente e de facil execucao,
que permitisse‘monitorizar a investigacao dos niveis de - fluo-
reto sanguineo, antes de atingi; manifestacgoes de oraem pato-

logica.

TABELA 1

DADOS COMPARATIVOS DOS TEORES DE FOSFORO E DE FLOUOR
EM VARIAS ROCHAS FOSFATICAS*

ROCHA FOSFATICA ORIGEM FLUOR FOSFORO
(%) (%)
TUNISIA SEDIMENTAR 3,35 12,58
CAROLINA DO NORTE SEDIMENTAR 3,14 13,16
ISRAEL SEDIMENTAR 3,99 14,18
MARROCOS SEDIMENTAR 4,04 14,13
FLORIDA SEDIMENTAR 3,65 14,15
PATOS METAMORFICA 1,85 10,55
CATALAO IGNEA 2,52 14,65
ARAXA IGNEA 2,40 14,12
TAPIRA IGNEA 1,34 14,80

* FONTES: LOPES & PEREIRA (1986); AMMERMAN (1982); BALLIO
(1983).

Considerando, entao, que o .mais adequado indicador do

processo de intoxicagao do animal pelo F~ seria a medida da
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atividade da enolase (2-fosfo-D~glicerato hidroliase; E.C.
4.2.1.11), enzima da via glicolitica que é por ele inibida,
foi desenhado um modelo experimental, com base na determinagao
do fluxo glicolitico do eritrdcito e a sua possivel inibicao
pelo fluor.

Entretanto, como a pesquisa cientifica conduz sempre,
a caminhos desconhecidos e inesperados, ocorreu que nos en-
saios levados a efeito com eritrdocitos de ovinos, o materiél
bioldgico de experimentagao escolhido para os testes nutricio-
nais, essas células mostraram-se com aparente incapacidade de
permear glicose, nas condigoes experimentais utilizadas para
estudar o fluxo glicolitico.

Foram, entao,no presente trabalho, levados a efeito ex-
perimentos de purificacao de enolase de eritrdcitos de ovinos
bem como de figado de rato, esta ultima para finalidades com-
parativas, além de experimentos de inibicdo respirométrica de
leveduras frente a diferentes concentra¢oes de fluor, tudo is-
so com o objetivo de estudar a cinética da inibicao da enola-
se, purificada a partir de diferentes tecidos de ovinos, e,
assim, estabelecer as bases experimentais para a analise desse
processo.

Diversos trabalhos e comunicacoes referentes & essa
etapa das pesquisas, que continuam em andamento, estao em ela-
boracdo para serem dados a publico.

Porém,‘a constatagao da aparente inabilidade do eritrd-
cito de ovinos de permear glicose nas condig¢Oes utilizadas
para os experimentos de fluxo glicolitico, mostrou-se muito
atraente e conduziu a pesquisa no sentido de esclarecer esse

fenomeno e fez, entdo, com que se levasse a efeito - um estudo
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do comportamento do eritrdcito de ovinos em comparagao com o
de eritrocitos de outras espécies, (bovinos, equinos e cani-
nos), para fins comparativos.

Desse modo, o corpo central de pesquisas da presente
Tese de Mestrado, diz respeito ao estudo do metabolismo glici-
dico do eritrdécito de algumas espécies de animais domésticos,
a fim de esclarecer o seu comportamento bioquimico e para dar
o embasamento cientifico para outras pesquisas.

Para tanto, foram estudados o compartilhamento da gli-
cose no sangue, a sua permeacgao pelo eritrdcito, o relaciona-
mento dos niveis glicémicos com os da hemoglobina glicosilada,
aqui denominada hemoglobina de eluigao rapida. Por outro lado,
-fpram‘determinados os niveis de enzimas da glicdlise e da par-
te proximal da via das pentose-fosfatos em eritrdocitos de to-
das as espécies de animais estudados bem como a formagao de
lactato a partir de glicose e de 2,3-bisfosfoglicerato em he-
molisados.

'A composigao do ériﬁrécito em enzimas e em componentes
organicos e minerais, especialmente do humano, tem sido objeto
de muitos estudos e de uma vasta literatura cuja revisao com-
pleta escapa aos limites deste trabalho.

0 erifrécito maturo & uma célula de funcdes limitadas
em razao da sua especializacao em produzir NADPH + H* essenci-
al para os processos de manutencao da integridade da membrana
celular. Assim, além das enzimas da glicélise, da desidrogena-
se do lactato, e das enzimas da via das pgntose—fosfatos, o
eritrocito possui, entre outras, glutation reductasg,glutétion
peroxidase, glioxalase I, 'glioxalase II adenilatoquinase, ri-

bosefosfato piroquinase, adenina-fosforribosiltransferase, e
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anidrase carbonica, esta Gltima a proteina mais abundante do
eritrdcito, apés a hemoglobina.

Interesse especial sobre a atividade metabdlica do eri-
trocito e seus sistemas enzimaticos surgiu da descoberta de
BENESCH & BENESCH (1967) e de CHANUTIN & CURNISH (1967) de que
a adicao dé 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-DPG) e de adenosinatri-
fosfato (ATP) a solugbOes diluidas de hemoglobina diminuem
drasticamente a afinidade desta Gltima para o oxigénio, en-
quanto qué AKERBLOM et al, (1968), ENGEL & DUC (1968), e LEN-
FANT et al, (1968), encontréram uma estreita rela¢5o inversa
entre a afinidade do oxigénio e a concentracao desses fosfo-
compostos em eritrocitos humanos' intactos. De acordo com
BENESCH & BENESCH, (1969), a ligacdo do. 2,3-DPG se faz com a
cadeia B da hemoglobina e nio com as a , provavelmente através
do residuo de histidina g-H21 (GARBY e De VERDIER, 1970), a
hemoglobina desoxigenada tendo maior afinidade do que a oxige-
nada.

'A deoxi-hemoglobina é capaz de ligar 1 mole de fosfato
organico enquanto que a oxihemoglobina nao o faz. No homem, os
fosfatos organicos que.realizaﬁ essa funcao sao o 2,3~DPG e o
ATP. Em aves (RODRIGUES,'1987), o inositol pentafosfato .(IPS)
toma o lugaf do. 2,3-DPG que ndo existe no eritrécito desses
animais, qﬁando adultos.

As concentra§5es intraeritocitarias de 2,3-DPG podem
ser alteradas por diversos fatores. A ligacao do 2,3-DPG a he-
moglobina_diﬁinui a quantidade de 2,3-DPG que pode participar
do equilibrio 1,3-DPG &= 2,3-DPG O que causa incremento da
sintese de 2,3-DPG as expensas de 1,3-DPG. Por outro lado, o

pH -intraeritrocitario parece exercer diversos efeitos sobre
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suas concentracgoes. Assim, o 2,3-DPG aumenta sua taxa de liga-
¢ao a hémoglobina guando o pH diminui. Por outro lado, ha es-
timulo da glicélise quando - o pH se eleva, aumentando assim, os
niveis de intermediirios eritrocitirios da glicdlise, inclusi-
ve do 2,3-DPG. O pH aféta, também a atividade da PGM (fosfo-
gliceratomutase) bem como da PGMase (fosfogliceratofosfatase)
enzimas responsaveis pela sinteée e pela degradagao do
2,3-DPG, |

No que respeita ao metabolismo do'eritrécito, devem ser
méncionados, entre outros, o trabalho pioneiro de BARRON &
HARROP (1928) que estudaram o efeito do azul de metileno e
de outros corantes sobre a glicéiise e a formacao de acido
lactico em eritrdcito de mamiferos e de aves e os de WARBURG
CHRISTIAN (1931) quando descobriram, em eritrdcitos de equi-
nos, a giicose—G—fosfato desidrogenase e a sua.coenzima, o)
NADP (coenzimg 2; TPN) e,'ainda, a descoberta da 6-fosfoglico-
‘Anatoidesidrogenase por WARBURG et al (1935). Nos seus estudos
iniciais, WARBURG & CHRISTIAN (1931) analisaram o fato estabe-
lecido anteriormente por BARRON & HARROP (1928) de que o azul
dé metileno induz respiracao pelo eritrdocito, em termos de
consumo de oxigénio, estabelecendo, entao, que esse fenomeno
eétava ligado ao NADP' e envolvia a oxidacao dé giicose—G-fés—
fato a 6-fosfogliconato. |

Impértante contribuigéo ao estudo do comportamento me-
tabolico do eritrocito, -foi a de DISCHE (1964) gque, entre
outras contribuicdes, indicou a propriedade do 2,3—DPG de ini-
| bir.diversas enzimas do metabélismo dos carboidratos, inclusi-

ve a HK.
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Muito interesse foi despertado,_entéo, no sentido de
elucidar os mecanismos de controle no sistema multienzimatico
da glicdlise no eritrdocito, observado em distintas condigOes.
Nesse particular WILLIAMSON (1970) determinou as concentragoes
relativas das diversas enzimas da glicdlise do eritrdocito hu-
mano medidas em termos de atividades como moles/ml de célu-
las/hora.

Analisando os desvios do equilibrio das reacgdes glico-
liticas em sistema de registrb grafico do 10 Kapp/Keq por en-
zima considerada, WILLIAMSON (1970) verificou que as reacgoes
da HK, da PK estao deslocadas do equilibrio dentro de uma or-
dem de magnitude de 3 a 7 enquanto que todas as outras enzimas
estéo em ordem de magnitude de 1,0 do equilibrio.

O problema da distribuicao de compostos de fosforo
acido-soliveis no eritrdcito de vertebrados havia sido ja cui-
dado por RAPOPORT E GUEST em 1941. Ao desenvolver técnica cro-
matogridfica com resina de troca catidnica para separacio e
anélise dessas substancias, BARTLETT (1959, 1970) fez extenso
estudo a respeito dos compostos de fosforo organico existentes
no eritrocito de distintos animais. No eritrdcito humano, o
2,3-DPG & o composto predominante (cerca de 10 uM, como fosfo-
ro) seguido de ATP (2,5 yM por ml de eritrdcito). Além desses,
foram identificados FDP, GDP, MDP (Manose 1,6-bisfosfato),
~ ADP, UDPG,'NADP, HMP, AMP, NAD.

De acordo com WILLIAMSON (1970) varios fatores afetam o
fluxo glicblitico, dentre eles o pH do meio, ja& que o pH 6timo
para a ﬁtilizagéo da glicose e a producido de lactato € de 7,8
em eritrdcitos oxigenados, mudando para pH mais acido, em san-

gue desoxigenado. Quando se eleva o pH do meio de 7 para 7,4 e
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7,8, sucessivamente, ocorre incremento da glicolise eritroci-
taria que é revelado em curva onde se registra, na ordenada, o
percentual de pH 7,0 como controle, e a sequéncia dos interme-
diarios da glicélisé na abcissa. Nesse experimento, ha ativa-
cdo da PFK quando o pH passa de 7,0 para 7,4. A pH 7,8, os ni-
veis de ATP sao mais baixos, enquanto que‘os de ADP sao mais
altos do que o pH 7,0.

Além do pH, sd3o importantes, no processo glicolitico do
eritrocito, a natureza dos fosfocomponentes celulares e as
concentracgoes do Mg livre e complexado da éélula.

| Eritrocitos de coelho possuém niveis de 2,3-DPG duas
-vezes mais elevados do que os do homem. Eritrocitos de suinos,
‘-pér sua vez, possuem elevadas quantidades dé 2,3-DPG bem como
de ATP,. apesar de terem dificuldade em metabolizar glicose. Em
leitoes neonatos,'que podem utilizar glicose, os niveis eri-
trocitérios de 2,3-DPG sao bem inferiores aos daqueles  dos
eritrocitos dos animais adultos. Em equinos e em caninos, o0s
niveis de 2,3-DPG sao altos e comparaveis aos do homem, se bem
gque os equinos possuem bem menos ATP que ‘0o homem (2,5 uyM no
hdmem para 0,5 uM nos equinqs) bovinos e ovinos (BARTLETT)
1970) possuem conte@do eritrocitario dé 2,3-DPG e de ATP bem
menor dos Que ocorrem em equinos e caninos.

BARTLETT & BORGESE (1976), em eritrécitos de embrides
de pato; ISAACKS et al (1976) em embrides de pinto e em ga-
linha adulta; BARTLETT (1970) em eritrdcito de pombo; e BACILA

et al (1989) em eritrocitos de embrides do pinguim Pygoscellis

adeliae e de aves adultas, demonstraram que no eritrocito, de
embrioces ha niveis altos de 2,3-DPG que decrescem-drasticamen-
te tdo logo ocorra a eclosdao do ovo, sendo substituido, a

partir dai, por IPS5.
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Em anfibios e em répteis, a situacao & menos clara ja
que BARTLETT (1976) encontrou altas concentracoes de 2,3-DPG

no eritrocito da tartaruga marinha Chelonia mydas durante o

desenvolvimento embrionario, o 2,3-DPG desaparecendo durante o
primeiro ano de vida e sendo gradualmente substituido por ino-

sitol pentafosfato (IP5). Em crocodilos (Alligator mississipi-~

ensis) nao foram encontrados 2,3-DPG e IP5 tanto em jovens,
apds a eclosao do ovo, bem como em animais de 3 anos de idade,
enquanto que na salamandra, na ra e no sapo, ha elevadas
concentracoes de 2,3-DPG mas nao de IP5 em ambas as fases de
respiracao da vida desses animais.

A determinacao dos niveis de enzimas eritrocitarias,
particularmente daquelas ligadas ao metabolismo glicidico vem
sendo objeto de muitos estudos, desde que BARRON g HARROP
(1928) estudaram o efeito do azul de metileno no .metabolismo
do eritrdocito de mamiferos e de aves e nao conseguiram demons-
trar a formagao de lactato em eritrdcitos de aves, estudos que
foram seqguidos pela descoberta da G-6-PGDH e d§ NADPY em eri-~
trécitos de equinos por WARBURG & CHRISTIAN (1931) e da 6-PGDH
pér WARBURG et al (1935).

Estudos ligados ao metabolismo de eritrdcitos de ani-
mais domésticos s3o assinalados na literatura cientifica.
ZINKL & KANEKO (1973), analisaram as enzimas eritrocitarias e
os ihtermediérios'glicoliticos em bovinos normais e em bovinos
com porfiria eritfopoiética.~MEDEIROS (1973), fez um estudo de
eritroenzimologia em cavalo puro sangue inglés e de sua apli-
cabilidade ao diagndstico da anemia infecciosa equina e MEDEI-
ROS et al (1977) estudaram os niveis de intermediarios glico-

liticos e de glutation em cavalos puro sangue inglés, compa-
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rando-os com os do eritrdcito humano; HARVEY & KANEKO (1975)

analisaram os niveis de enzimas eritrocitarias e de glutation
do cavalo, do cao, do gato e do homem; AGAR & SMITH (1974) fi-
zeram um estudo do metabolismo eritrocitario de caprinos; AGAR
et al (1975) fizeram um‘estudo’comparativo das atividades en-
zimaticas de eritrocitos de distintas ragas de ovinos; LOVE
et al (1974) estudaram o metabolismo da glicose e do "shunt"
das hexose-monofosfatos em eritrdcitos de bovinos. DRESDNER
et al (1974) levaram a efeito um estudo sobre atividades enzi-
maticas e a mehbrana de eritrocitos de bovinos; MAGNANI et al
(1978) fizeram um estudo comparativo das atividades de fosfo-
-rilacao da glicose em eritrécitos de mamiferos; além de muitos
: eétudos com eritrocitos de suinos e outros,‘ mais enzimologi-
cos, que saem dos limites do presente trabalho.
Em aves, estudos do metabolismo_eritrocitério e a de-
terminacéo de niveis de enzimas da glicdolise e da via das pen-

tose-fosfatos foram objetos de  pesquisas em Gallus gallus

domesticus (ROSA et al; 19834; 1983p) e em pinguins

Pygoscellis antarctica e Pygdcellisgpapua-(ROSA et al, 1989).

Foi verificado que em sangue de aves a glicose esta
praticamente toda compartimehtalizada no plasma e que o
éritrécito‘é ineficiente em relacSo ao metabolisme glicémico,
apesar de possuirvtodo o equipamento de enzimas glicoliticas.
A parte dos aspectos do metabolismo eritrocitario, a
observacao da gxiéténcia de heterogeneidade na hemoglobina hu-
mana fetal e do aduth (ALLEN et al, 1958) despertou grande
interesse, guando McDONALD et al (1978) Ve:ificaram que a_fra—
¢do de HbA. & constituida de hemoglobina . glicosilada

(Fig.12), cuja estrutura foi esclarecida por HOLMQUIST
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& SCHROEDER (1966), BOOKCHIN & GALLOP (1968) e por KOENIG

et al (1977).

Maior interesse despertou ainda, a HbAy., quando se ve-
rificou que, em diabéticos, em situd¢do, portanto, em gque ha
elevagao das taxas glicémicas, os teores de HbAj. duplicam ou
triplicam (RAHBAR, 1968; TRIVELLI et al, 1971; KOENIG et al,
1976; GABBAY et al, 1977; GONEN et al, 1977).

Em outros animais,_que nao o homem, estudos de hemo-
globina glicosilada foram apenas estudados em macaco rhesus,
guanto a sua biossinﬁese (SOLWAY et al, 1979) e por KOENIG
CERAMI (1975) em uma variedade de camundongo diabético desti-
nado ao estudo da hemoglobina'glicoéilada.

| Pela analise acima procedida, verifica-se que muitos
aspectos de metabolismo glicidico do eritrdocito de animais do-
mésticos estdo ainda para ser estudados. Desse modo, planejou-
se, para o presente trabalho, determinar o grau de comparti-
lhamento da glicose sanguinea entre o plasma e o eritrocito de
ruminantes (ovinos e bovinos), equinos e caninos; o estudo do
fluxo glicolitico; a determinacao dos niveis de enzimas eri-
trocitarias ligadas ao metabolismo glicidico; a determinacao
da capacidade de hemolisados de produzirem lactato, e, final- .
mente, a determinacdo dos valores de hemoglobina -glicosilada
nos eritrécitos desses mesmos animais por técnica de cromato-

grafia em resina de troca catidnica.



II. MATERIAL E METODOS

2.1, MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletadas 186 amostras de sangue venoso distri-
buidas da'maneira seguinte: ovinos, 64; equinos, 56; bovinos,
35; caninos, 23; homem, 8.

Para tanto, foram utilizados.ovinosvdas racas Suffolk,
Ideal e Corrie dale e bovinoé da raca holandesa vermelho-e-
branco e preto-e—branco( do Centré de EstacOes Experimentais
do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade do Parana; bo-
vinos mesticos de holandés preto¥e—branco, do Hospital Vete-
rindrio da Universidade Federal do Parana; equinos P.S.I. do
Jéquei Clube do Parani e da Sociedade Hipica Paranaense; equi-
nos Percheron sem raca definida, do Hospital Veterinirio da
Universidade Federal do Parana; caninos sem raca definida, do
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana; cani-
nos das racgas Dalmata, Beagle, Dog Alemdao, Basset Hound e Do-
berman; animais sadios da Clinica Veterinaria Sao Francisco de
Assis,>Curitiba; equinos P.S.I., bovinos da raca holandesa
vermelho-e-branco e preto-e-branco, ovinos sem raca definida e
caes da raca Pastor Aleméé, todos animais sadios do ‘Hospital
Vetérinérib da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade de Sao Paulo.
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2.2, COLETAS DE SANGUE

As coletas foram procedidas em tubos "vacuntainer" con-
tendo heparina (para estudos de fluxo glicolitico e para as
determinacgoes de niveis de enzimas eritrocitarias, de atividé—
des metabdlica e de formacdo de lactato, bem como para a
obtencdo de dados hematimétricos); EDTA (para determinacao de
hemoglobina glicosilada e para eletroforese de HbER e de
Hbel); fluoreto de sédio (para determinacdo de niveis glicé-
micos e para estudos de compartimentalizacao de glicose no

sangue) .

2.2.1. Manuseio das Amostras de Sangue
0 manuseio das amostras de sangue coletadas do modo in-

dicativo, foi procedido do modo 'a seguir descrito.

2.2.1.1. Determinacdo da Taxa Glicémica e da Compartimentali-
zacao da Glicose

O sangue, coletado na presenca de F~, foli suavemente
agitado para uniformizar a suspencdao e a glicemia do sangue
total estabelecida em aliquotas de 0,2 ml. Para as medidas da
taxa glicemica do plasma, este Gltimo foi obtido como sobréna—
déntes'do sangue total centrifugado a 2.000 rpm, por 10 min,

em centrifuga refrigerada K70D.

2.2.1.2. Determinacao da Hemoglobina Glicosilada (hemoglobina
de eluig¢ao rapida HbER)

Para a determinacdo de HbER, 0,20 ml de sangue total
colétado em EDTA como anticoagulante, foram transferidos para
tubo de ensaio ¢tontendo 0,4 ml de solucéo}dé cianeto de potas-
sio (50 mg/dL), o sistema sendo agitado fortemente até a hemo-

lise total.
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2.2.1.3. Obtencao de Suspensoes Padronizadas de Eritrocitos
para o Estudo de Células Intactas

As suspensoes padronizadas de eritrdcitos para o estu-
do de fluxo glicolitico e de niveis de enzimas foram obtidas
de acordo com o fluxograma da Fig. l} obedecendo aos seguintes
detalhes:

I. A um tubo de ensaio (14X140), contendo 4 ml de solu-
cao dé NaCl 0,154 M, transferir 10 ml de sangue total, cole-
tado em héparina;

II. Vedar com "parafilm” e inverter, suavemente, por
10 a 15 vezes;

III. Deixar em repouso, ha posicao vertical;

IV. Iniciada a separacao, remover, cautelosamente, o
sobrenadante (plasma, leocécitos,'plaquetasl. Essa operacao &
feita a temperatura ambiente e demora cerca de 45 minutos;

V. Apbs a reﬁocéo do sobrenadante, adicionar 3 volumes
de solucaovfisiolégica, agitar suavemente, evitando hemdlise e
formacao de espuma, e centrifugar em centrifuga refrigerada, a
50C, a 2.000 rpm. Essa operagcao & realizada, sucessivamente,
nos tempos de 15, 10 e.5 minutos, respectivamente, apds cada
lavagem o sobrenadante sendo aspirado com bomba a vacuo, bus-
cando-se aspirar toda a "papa" leucocitaria, mesmo que, para
isso, ocorra perda de um pouco de eritrocitos;

VI. Ap6s a uGltima centrifugacao e sucessiva aspiragSo
do sobrenadantg, o volume de_eritrécitos é anotado;

VII. ?ara estudos de fluxo gliéolitico, uma aliquota de
1 ml de eritrdcitos sedimentados. & transferido para erlenmeyer

de 25 ml com rolha esmerilhada.



SANGUE HEPARINIZADO (SH)
SH, [Oml 4 NaC! 0.9%, 4mi

INVERTER 10 A 15 VEZES
REPOUSO POR 45min

[ N

SEDIMENTO SOBRENADANTE
(ERITROCITOS) (PLASMA, LEUCOCITOS, PLAQUETAS)

\/
ADICIONAR 3 VOLUMES REMOVER POR ASPIRAGAO,
CE NaCl 0.9%, COM TROMPA DE VACUO
AGITAR SUAVENENTE

CENTRIFUGAR 15 min, A FRIO,
A 2000 RPM
N
SEDIMENTO SOBRENADANTE : REMOVER
(ERITROCITOS) POR ASPIRAGAO (CONTEM

PAPA LEUCOCITARIA }

ADICIONAR 3 YOLUMES
DE NaCl 0.9% E
AGITAR SUAVEMENTE

\]/CENTRIFUGAR 0o min. A FRIO,

A 2.000 RPM '
SEDIMENTO SOBRENADANTE : REMOVER
(ERITROCITOS) POR ASPIRACAO ( CONTEM

~_ PAPA LEUCOCITARIA)

ADICIONAR 3 VOLUMES
DE NaCl 0.9% E

AGITAR SUAVEMENTE

CENTRIFUGAR Smin, A FRIO,

A 2000 RPM N
SEDIMENTO >1.mi PARA FLUXD GLICOLITICO SOBRENADANTE

(PAPA ERITRO- “INIVEIS DE_ENZIMAS (REMOVER POR ASPI-
CITARIA) . . - RAGRO)

Fig. 1 - Fluxograma para a obtencao de suspensoes padronizadas

de eritrécitos.
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VIII. A restante papa eritrocitaria sao adicionados 3
volumes de solucao 0,154 M de NaCl e a suspensao é utilizada
para proceder-se a contagem de eritrdcitos e de leucbcitos,

estes Gltimos toleraveis até valores de 800 células/mm3.

2.2,1.4. Obtencao de Hemolisados de Papa Eritrocitaria para a
Determinacao de Enzimas,

Para a determinacao de niveis eritrocitarios de enzi-
mas, hemolisados de papas eritrocitarias foram obtidos adicio-
nando-se 2 volumes de agua bidestilada livre de metais pesados’
a 1 ml de suspensao eritrocitaria éontendo éerca de 3.100 cé-
lulas por mm3, agitando-se suavemente até a hemdlise total. A
seguir, 1 ml do hemolisado é diluido com 9 ﬁl de A&gua Dbides-
tilada, centrifugando~se a preparagéo em centrifuga refrigera-
da Sorval RCB2, X 10 min a 10;000 rpm, o sobrenadante sendo u-

tilizado para a determinacao de enzimas.

"~ 2.3. METODOS HEMATOLOGICOS

A contagem de eritrdécitos, a contadem de leucdcitos e o
hématrécito foram levados a efeito de acordo com as técnicas
recomendadas pela Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemo-

terapia (1975).
2.4. METODOS ANALITICOS

2,4.1. Glicose
Foi determinada pelo método da o-tuluidina de NIKKILA
HYWARIVEN (1962), cujo principio é o da producdo-de solugdes

coloridas gque resultam da reacao entre acucares redutores e a



16

o-toluidina, a sua intensidade sendo proporcional a concentra-
¢do dos glicidios presentes. No caso da glicose, este acucar,
através de seu grupo redutor, condensa-se com a o-toluidina
formando mistura em equilibrio de glicosil-o—toluidina e a
correspondente base de Schiff, de coloracio azul-esverdeada,

cuja absorbancia & medida a 630 nm.

2.4.1.1. Reativo Cromogénico
Acido acético glacial 940 ml
o-Toluidina 640 ml

Tiouréia 1,5 g

2.4.1.2. Curva Padrdo de Glicose
E estabelecida entre os limites de 10 a 70ug de glico-

se a partir de uma solucao padrao contendo:

Glicose anidra 100 mg
Acido benzbico 100 mg
‘Agua destilada g.s.p. 100 mL

A curva padrao &, entao, estabelecida em misturas con-
tendo de 0,1 a 0,7 ml.de soluééo padrao (2.4.1.2.), de égué
destilada até 0,1 ml e 6,0 ml de reativo cromogenico de o-to-
luidina (2.4.1.1.). Apds incubagiao em banho-maria fervente,
por 8 minutos, sequida de resfriamento, a intensidade da cor
desenvolvida & medida a 630 nm.

Para a dosagem de glicose sanguinea, tratar 0,1 ml de
sangue total.ou de plasma com 1 ml de acido tricloroaceético a
3%, e centrigugar 10 min a 10.000 rpm. Transferir para tubo de
ensaio 0,4 ml de sobrenadante, adicionar 6,0 ml do reativo

cromogénico (2.4.1.1.) de o-toluidina, colocar em banho-maria
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fervente por 8 minutos, resfriar rapidamente e ler a absorban-

cia da cor desenvolvida em 630 nm.

2.4.2. Proteina

O contelido em proteina de todas as preparacoes utiliza-
das, inclusive daquelas nas quais foram determinados os niveis
de enzimas etritrocitarias, foi medido pelo método de LOWRY
et al. (1951). A cor desenvolvida pela reagao entre os resi-
duos fenéiicos da tirosina e o reagente de Folin-Ciocalteu &
medida em espectrofotometro Beckman DU, adaptado com leitura
digital, a 660 nm. ou em Beckman DU adaptado’a verificacao Gil
Fasce. A curva padrao de proteina foi estabelecida com albumi-

na sérica bovina (Sigma Chemical Co.).

2.4.3. Hemoglobina

A hemoglobina das suspensoes eritrocitarias foi deter-
minada pelé reacao de Drabkin de conversao da Hb pelo ferrici-
.aneto de potassio em cianometahemoglobina e a cor desenvolvi-
da medida em espectrofotdmetro Beckman, modelo DU, adaptado
com leitura digital a 540 X nﬁ. A metodologia seguida foi a
recomendada pela Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemote-

rapia (1975).

2.4.4. Hemoglobina Glicosilada

A hemoglobina glicosilada (HBA1c) foi determinada por
cromatografié em resina de troca idnica Bio-Rad 70 - 260 - 400
meshes (SCHNEK & SCHROEDER, 1961; TRIVELLI et al, 1971; KYNOCH
& LEHMANN, 1977; CHOU et al, 1978) carregada negativamente e

possuindo afinidade para moléculas com carga positiva. Depen-
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dendo da forca iénica e do pH, a hemoglobina glicosilada tem
carga positiva menor do que a da HbA (normal de adulto), li-
gando-se a resina mais labilmente do Que esta ultima.

Para eluicao da HbA1; - hemoglobina de eluicao rapida -
usa-se tampao fosfato-cianeto, pH 6,7 contendo 4,59 g de
NaHpPO4 . H0; 1,18 g de NajHPO4; e 0,65 g de cianeto de po-
tissio em 1 litro de Agua destilada. Para a eluicao de HbA he-
moglobina - de eluicao lenta, usa-se tampao fosfato, pH 6,4
contendo 6,52 g de NayHPO4 e 14,35 g de Naﬁ2P04 . HpO, em 1li-
tro de agua destilada.

Como no sangue humano normal, a Hbajo ou Hb glicosila-
da € um componente menor, o que, aparentemente, nao acontece
no sangue dos animais domésticos, dar-se-a as formas de Hb
aqui estudadas a designagao de hémoglobina.de eluicdao rapida
(HbeR) para a forma que se comporta com Hb glicosilada e de
hemoglobina de eluiééo lenta (HbEL), para forma que se compor-

ta como a HbA normal do sangue humano.

2.5. MOBILIDADE ELETROFORETICA DE HbER E DE HbEL

'As hemoglobinas de eluigdo rapida e de eluigao lenta,
presentes nos eritrdcitos de oVinos, bOvinos, equinos e cani-
nos e, ainda, em eritrocitos humanos, estes wutilizados para
fins comparativos e de.controle, foram analisadas, quanto a
sua mobilidade eletfoforética, por eletroforese em gel de po-
liacrilamida do tipo "DISC" (DAVIS, 1964).

Uma vez obtidos os eluatos com o tampdo fosfato-ciane-
to, pH 6,7, para HbER, e com o tampao apropriado para HbE],
foram eles utilizados para a determinacao dos seus respectivos

eluatos. Para tanto, foram os eluatos diluidos v/v em
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solucao de sacarose a 40g/dl e, assim, aplicadas com seringa
de 10 ml de capacidade, airetamente sobre o "gel" espacador"
de poliacrilamida e a eletroforese levada a efeito com tampao
TRIS (0,6g) - glicina (2,88g) em agua g.s.p. 11, pH 8,3. A so-
lucao corante é constituida por negro-de-amido (amidoschwartz)

1 g, em 200 ml de acido acético 7% em agua destilada.

2.6. DETERMINAGCAO DO ACIDO LACTICO

O acido lactico produzido em experimentos destinados a
estudar o metabolismo da gliéose e de 2,3-bisfosfoglicerato
por hemolisados de papas eritrocitarias, foi determinado pelo
método de GUTMANN & WAHLEFELD (1974), em desproteinizados
obtidos com &cido perclérico 1N. A medida do &cido lactico nos
extrétos assim obtidos, foi procedida na‘preéenca de LDH,
acompanhando~se a reduqéo'do NAD* a NADH + H*, a 340 nm, em
espectrofotdmetro Beckmann DU acoplado a um sistema registra-
‘aor Gilford, com trocador automatico de.cubetas e com banho de

circulacao para manter a temperatura constante.

2.7. DETERMINAGAO DO FLUXO GLICOLITICO

0 fluxo glicdlitico de suspensdes eritrocitarias foi
déterminado.em termos de consﬁmo de glicose em sistemas incu;_
bados a 37°C, durante o periodo variando de 60 a 180 min. (BA-
CILA, et al, 1988) Para efetuar essa medida, suspende-se 1 ml
de papa eritrocitaria (ver Fig. 1) em 8,8 ml de so-
lucdo tampado contendo NaCl, 0,154 M; NapHPO4, 0,025 M, imida-
zol, 0,05 M, pH 7.8 adicionando-se 0,2 ml de solucao de glico-
se 0,1 M. Ainda, para verificar.o possivel efeito inibitodrio

do F~, variadas concentracoes de NaF foram, também, adiciona-
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das ao sistema em questdo. Durante o periodo de incubagao a
379C, com suave agitac¢ao em banho Doubnof, aliquotas foram re-
tiradas em tempos variados para determinar o consumo de glico-
se, medindo-se essa substancia pelo método de NIKKILA & HYWA-

RIVEN (1962).

2.8, DETERMINACAO DA ATIVIDADE METABOLICA_DE HEMOLISADOS

A capacidade dos hemolisados de utilizarem glicose e
2,3-bisfoglicerato metabolicamente, foi medida em sistemas
contendo 0,2 ml de hemolisado, obtido pela adicao de agua des-
tilada livre de sais na proporcao de 1 volume da suspensao
eritrocitaria e 2 volumes de agua, diluidos 10 vezes em tampao
-fosfato—glicilglicina 0,25 M-0,025M, pH 7,8: 2,0 ml de tampao
fosfato-glicilglicina e 1,0 ml de solucdo 10~-3M de substrato -
glicose ou 2,3-bisfosfoglicerato. O sistema &€ incubado a 37°C
por 90 min_e, no final, desproteinizado com 1 ml de HC104 1 N,
o pH sendo ajustado a 4,5 com solucao de KpCO3 1M.

Apés a centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm. o lacta-
to formado & determinado no sobrenadante na presencga de LDH,
acompanhando-se a reducdo do NAD' A NADH + HY, a 340 nm, em
espectrofotOometro Beckman DU acoplado a sistema registrador
Gilford, com trocador éutomético de cﬁbetas e banho de circu-

lacao para manter a temperatura constante,
2.9. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE ENZIMAS ERITROCITARIAS

2.9.1., HEXOQUINASE (HK)

ATP: D-HEXOSE-6-FOSFOTRANSFERASE. E.C. 2.7.1.1
A HK catalisa a seqguinte reacdo:

Glicose + ATP——3p glicose-6-fosfato + ADP + H*; AGP'sr - 4,0
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Hexoquinase foi determinada pelo método de UYEDA RACKER

(1965), por espectrofotometria, em cubetas de 1 ml con-
tendo glicose 25 mM, NADP 0,55 mM, ATP 3,2 mM, MgCl, 7,4 mM,
beta-mercaptoetanol. 5 mM, 0,3 unidades internacionais de
G-6-PDH em solucdo tampdo Tris-HCl 74 mM, pH final 7,4. A rea-
cao foi iniciada pela adigao do hemolisado e seguida a 340 nm

pela reducdo do NADP a NADPH + HY,

2,9.2., FOSFOGLICOSE ISOMERASE (PGI)

D~Glicose-6-fosfato: cetol isomerase. E.C. 5.3.1.9
A PGI catalisa a seguinte réagéo:
Glicose-6-fosfato frutose-6~fosfato; G°' + 0,4

PGI foi determinada de acordo com o hétodo de NOLTMAN
(1966), em cubetas de 1 ml contendo frutose~-6-fosfato 2 mM,
NADP 0,55 mM, acetato de magnésio 2 mM, 0,3 UI de bG—6-PDH em
soluc50'£ampéo de Tris-HC1l 100 mM, pH 7,5. A reacao foi inici-
ada pela adicdo de hemolisado e seguida pela redugdo do NADP a

340 nM, a NADPH + Ht.

2.9.3. FOSFOFRUTOQUINASE (PFK)

ATP: D-Frutose-6-fosfato-1 fosfdtransferase

E.C; 2.7.1.11

A PFK cataiisa a seguinte reacao:

Frutose-6-fosfato + ATP frutose-1, 6-bisfosfato’
+ ADP + H*; @°', -3,4

PFK foli determinada por espectrofotometria pelo méto-
do de LAYZER et al (1969) em cubetas de 1 ml contendo F-6-P
1 M, ATP 1 mM, MgCl 5 mM, NADH + HY 0,1 M, cisteina
7 mM; (NH4) 2S04 3 mM, 10 mg da mistura de gliceroldesidroge~

nase-triosefosfato isomerase, 40 mg de FruPp-ALD em Tris-HCl
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50 mt, pH final 8,2. A rezcao foi seguida a 340 nm, pela oxi-

dacao do NADH + H* a 30°cC.

2.9.4. FRUTOSE -1,6- BISFOSFATO ALDOLASE (Frupj, ALD)

Frutose 1,6-bisfosfato: D-gliceraldeido-~3-fosfato liase
E.C. 4.1.2b
A FruPy-ALD catalisa a seguinte reacao:
Fruﬁose—l,ﬁ—bisfosfato dihidroxiacetona fosfato + glice-
raldeido~3-fosfato; GO', + 5,7
FruPo-ALD foi determinada pelo método espectrofométrico
de BLOSTEIN RUTTER (1963), em cubeta de 1 ml contendo FruP)
lmM, NADH + H* 0,1 mM, 10 mg/ﬁl de mistura de gliceroldesidro-
genase-triosefosfato isomerase em tampao Tris-HC1 100 mM, pH
final 7,5. A reacao foi iniciada pela adicao do hemolisado, e

seguida a 340 nm pela oxidagdo do NADH + Ht.

2.9.5. GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE (GAPDH)

D-Gliceraldeido-3-fosfato: NAD oxidorredutase (fosfori-

lante)

E.C. 1.2.1.12

A GAPDH catalisa a seguinte reacao:
Gliceraldeido-3-fosfato + Pi + NAﬁ+ glicerato-1,3 bisfos-

fato + NADH + H*; GO, +1,5

A GAPDH foi medida pela técnica de BERGMEYER (1974), em
cubetas de 1 ml contendo acido 3-fosfoglicérico (3-PGA) 6 mM,
ATP 1,1 mM, EDTA 0,9 mM, NADH + H* 0,2 mM, MgSO4 1,7 mM, PGK
14,8 unidades/ml, tampao Tris—HCllloo mM, pH final 7,6. A rea-

cdo foi iniciada pela adigao de hemolisado e seguida a 340 nm

‘pela formacio de NAD'.
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2.9.6. FOSFOGLICERATOQUINASE (PGK)

ATP: 3-fosfo-D~-glicerato l-fosfotransferase

E.C. 2.7.2.3

A PGK catalisa a seguinte reacgao:
Glicerato~1,3-bisfosfato + ADP é:i glicerato-3-fosfato + ATP;

aGe', -4,5

A atividade da PGK foi medida de acordo com o método de
BUCHER (1955) em cubetas de 1 ml contendo 3-PGA 5 mM, ATP 3mM,
MgSO4 5 mM, NADH + Hy 0,1 mM, cisteina 20mM, glicina 8 mg,
GAPDH 2 UI/ml pH final, 6,9. A reacdo foi iniciaaa pela adicgao
do hemolisado e seguida pela oxidacdao do NADH + Ht a 340 nm, a

300cC.

2.9.7. FOSFOPIRUVATO HIDRATASE OU ENOLASE (ENO)

2-fosfo-D-glicerato hidrolase

E.C. 4.2.1.11

A ENO catalisa a seguinte reagao:
Glicerato-2-fosfato ;::e fosfoenolpiruvato + HyO0; AGO', + 0,4

A ENO foi determinada pela técnica de WESTHEAD (1966)-
em‘cubetas de 1 ml contendo 2-PGA (acido 2-fosfoglicérico)
1mM, MgSO4 mM, Kcl 50 mM, EDTA 107°M, em tampao imidazol;HCl,
50 mM, pH 7,0. A reacdo foi iniciada pela adigdo do hemolisado
e seguida em espectrofotometro, a 240 nm pela formacao do fos-

foenol piruvato (PEP).

2.9.8. PIRUVATOQUINASE (PK)

ATP: piruvato fosfotransferase
E.C. 1.11.1.7
A PK catalisa a seguinte reacgao:

Fosfoenolpiruvato + ADP + Ht == piruvato + ATP; aGe', - 7,5
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A PK foi medida de acordo com o método de BUCHER E

PFLEIDERER (1955) em cubetas de 1 ml contendo PEP 1 mM, NAD +
Ht 0,1 mM, KCl 70 mM, MgCl, 8 mM, ADP 1 mM, LDH 3 UI, em tam-
pao Tris-HCl 40 mM, pH final 7,4. A reacao foi iniciada pela
adicéo do hemolisado e seguida,-'em espectrofot6metrq, a

340 nm, pela oxidacado do NADH + HT.

2.9.9. DESIDROGENASE DO LACTATO (LDH)

L-Lactato: NAD oxidorreductase

E.C.. 1.1.1.27

A LDH catalisa a seguinte reacao:

Piruvato + NADH + H*t ,_=._—> lactato + NAD*

A LDH foi medida de acordo com o método de BERGEMEYER
(1974) em cubetas de 1 ml contendé piruvato. de sédio 1 mM,
NADH + H* 0,1 mM, tampao fosfato de potadssio 100 mM, pH final
7,4 e a marcha de réacéo iniciada pela adigéo‘do hemolisado e

seguida, em espectrofotdometro pela formagéo de NAD®.

2.9.10. GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE (G-6PDH)

D-Glicose-6-fosfato: NADP l-oxidorreductase

E.C. 1.1.1.49

A G-6-PDH catalisa a seguinte feagéo:

Glicose-6-fosfato + NADP' == 6-Fosfoglicono- y -lactona +
NADPH + Ht

A G-6-PDH foi medida de acordo com a técnica de BERG-
MEYER (1974) em cubetas.de 1 ml contendo MgClz 10 mM, NADP
0,39 mM, G-6-P 5 mM, tampao glicilglicina 80 mM, ~pH final
7,6. A reacao € iniciada pela adicéo do hemolisado e seguida

a 340 nm pela reducio do NADP a NADPH + H*.
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2.9.11. 6-FOSFOGLICONATO DESIDROGENASE (6-PGDH)

D-6-Fosfogliconato: NADP-oxidorrecuctase

E.C. 1.1.1.50

A 6-PGDH catalisa a seguinte reacao:

6-Fosfogliconato + NADPt —= ribulose-5-fosfato + COj
+ NADPH + HY

A 6-PGDH foi medida de acordo com a técnica de GLOCK &
MCLEAN (1953) em cubetas de 1 ml contendo Tris-HCl 1M, pH
8,0 0,1 ml, MgCl, 0,1 M, NAPD 2 mM, 0,1 ml, hemolisado 0,02
ml, agua bidestilada 0,58 ml, incubacao a 37°C por 10 minu-
tos e adicao de 6-fosfogliconato 6 mM, 0,1 ml. A reacao &

seguida a 340 nm pela reducao do NADP.

3. EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados na execugao
das pesquisas do presente trabalho.
3.1. Centrifuga refrigerada KS 70, com multiplicador de velo-
cidade;
3.2. Espectrofotdmetro Beckman mod. DU adaptado com leitura
digital; espectrofotometro Gilford mod. 240, com registrador e
trocador automatico de cubetas;
3.3. Coletor de Fracoes LKB;
3.4"Potenci6metro Micronal; pbtenciBmetro Metler;
3.5. Respirdmetro de Warburg, modelo circular, Braun;
3.6. Balancga analitica eletronica Sartorius;
3.7. Cuba de eletroforese tipo "DISC" com fonte de poder cons-
truida no Departamento de Biofisica da UNESP, Botucatu;
>3.8. Bahho termostatizado, com agitagao, modelo Doubnof;
3.9 Centrifuga de micro-hematdcrito mod. -Fanem;

3,10. Centrifuga de mesa, Janetzki.
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4. REAGENTES

TRIS (hidroximetilamino metano), hidrazina, imidazol,
DEAE-Sephadex, fosfocelulose, acrilamida, negro de amido,
fructose-1, 6-bisfosfato, sal tetrassddico, fructose-6-fosfa-
to, sal dissédico, glicose-6-fosfato; sal dissdodico, nicotina-
mida adeniné dihucleotidio nas formas oxidada e reduzida, ni-
cotinamiaa adenina dinucleotidio fosfato, na forma oxidada,
adenosina difosfato, adenosina trifosfato, gliceradeido-3-fos-
fato, 2-foéfoglicerato, 2,3-difosfdglicerat6, fosfoenolpiruva-
to, glicerolfosfato desidrogenase, triosefosfato isomerase,
glicose-6-fosfato desidrogenase, desidrogenase do lactato,
piruvatoquinase, enolase, fosfogliéeratoquinase, gliceraldeido
-3-fosfato desidrogenase, trietanolamina, EDTA-etilenodiamino?
tetra acetato, beta~mercaptoetanoi, sulfato de hidrazina, gli-
cilglicina, cisteina, glicose (Sigma Chemical Co), acido acé-
tico, acido trioclofoacético, (E. Merck, Darmstadt), o-tolui-
dina, reagehte de Folin-Ciocalteu, resina de troca ionica para
ﬁbAIC (Labtest), além de produtos inorganicos todos de boa

qualidade.



III. RESULTADOS

3.1..FLUXO GLICOLITICO EM ERITROCITOS DE OVINOS

- A capacidade de eritrdcitos de oviﬁos da raca Ideal de
consumirem glicose em processo de.fluxo glicolitico é mostrada
nos dados da Tabeia 2. Verifica-se, pelos dados obtidos, que
nao houve diferenca nos valores de glicose residual entre o
sistema constituidd pela papa eritrocitéria incubada com gli-

cose e o seu respectivo controle.

TABELA 2

FLUXO GLICOLITICO EM ERITROCITOS DE OVINOS DA RACA IDEAL

TUBO TAMPAO GLICOSE NaF 0,1M SUSPENSAO ABSORBANCIA a 630 nm

FOSFATO- 0,1 M (mL) ERITROCI- PELA REACAO DA o-TO-
IMIDAZOL (mL) TARIA LUIDINA
(mL) (mL)
INCUBAEAO
60 min 150 min
1 9,8 0,2 - - 0,191 0,184
2 8,8 0,2 - 1,0 0,193 0,189
3 8,75 0,2 0,05 1,0 0,182 0,173
4 8,7 0,2 0,1 1,0 0,188 0,178
5 8,6 0,2 0,2 1,0 0,175 0,165

Sistema. Eritrocitos obtidos de amostras de sangue coletadas
em heparina, de 5 ovinos Ideal, foram liberados do plasma e da
camada de leucocitos, lavados em soro fisiologico 3 vezes, por
centrifugacao a 2.000 rpm por 15, 10 e 5 minutos respectiva-
mente, em centrifuga refrigerada. Da papa eritrocitaria de ca-
da amostra de sangue, 1 ml foi utilizado para formar um "pool"
de eritrocitos., Para o estudo do fluxo glicolitico, os eritro-
citos foram suspensos em tampao contendo NaCl 0,154 M, NapHPOy
0,025 M, imidazol 0,05 M, pH 7,8 e adicionados de glicose e de
fluoreto de sodio nas proporcoes mostradas. A suspensao foil
incubada em banho de Doubnof, a 37°C e aliquotas para a deter-
minacao da glicose residual tomadas aos 60 e aos 150 min de
~incubacao.
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3.2. FLUXO GLICOLITICO EM ERITROCITOS DE ANIMAIS DOMESTICOS E

DO HOMEM

0 estudo comparativo do fluxo glicolitico de eritroci-
tos de ovinos, bovinos, equinos, caninos e do homen, é mostra-
do na Tabela 3. Verifica-se que somente no. caso do eritrocito
humano. & que se obteve resultado claro de eritrdocito metaboli-
camente operante, fato que nao ocorreu com os eritrocitos dos

demais animais estudados.

TABELA 3

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE O FLUXO GLICOLITICO DO
ERITROCITO DE ANIMAIS DOMESTICOS E DO HOMEM

ERITROCITOS DE ABSORBANCIA A 630 nm PERCENTUAL RELATIVO

DA REACAO DA o-TOLUI- DE UTILIZAGCAO DA
DINA COM A GLICOSE RE- GLICOSE
SIDUAL (%)
CONTROLE TESTE

Ovino 0,045 0,055 -

‘Bovino , 0,050 -

Equino , 0,067 -

Canino 0,063 -

Homem 0,070 0,057 18,6

Sistema. Eritrocitos obtidos de amostras de sangue coletadas
em heparina, de 5 ovinos Ideal, foram liberados do plasma e da
camada de leucocitos, lavados em soro fisiologico 3 vezes,. por
centrifugacao a 2.000 rpm por 15, 10 e 5 minutos respectiva-
mente, em centrifuga refrigerada. Da papa eritrocitaria de ca-
da amostra de sangue 1 ml foi utilizado para formar um 'pool'"
de eritrocitos. Para o estudo do fluxo glicolitico, os eritro-
citos foram suspensos em tampao contendo NaCl 0,154 M, NapHPOy
0,025 M, imidazol 0,05 M, pH 7,8 e adicionados de glicose e de
fluoreto de sodio nas proporgoes mostradas. A suspensao foi
incubada em banho de Doubnof, a 379C e aliquotas para a deter-
minacao da glicose residual tomadas aos 150 min de incubacao. -
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3.3. VALORES DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA E DE GLICEMIA EM ' ANI-

MAIS DOMESTICOS

Os valores de hemoglobina glicosilada - hemoglobina de
eluicao rapida, HbER - foram determinados em ovinos, bovinos,
céninos, e no homem, e relacionados com suas respectivas ta-
xas glicémicas. A Tabela 4 mostra os resultados obtidos, as

taxas glicémicas tendo sido determinadas em sangue total.

TABELA 4
VALORES DE HEMOGLOBINA GLICOSILADA OU DE ELUICAO
RAPIDA E DE GLICEMIA DE ANIMAIS DOMESTICOS

ANIMAIS GLICEMIA HEMOGLOBINA DE
(SANGUE TOTAL) ELUIGAO RAPIDA - HbBER
(mg/dl) (%)
Ovinos 32,46 () 97,64 (1)
(variacao: 17,85-51)
Bovinos 35 - 55(b) 95,66 (2)
Equinos 46 ,32(c) 61,60(3)
(variacao: 30,46 -
77,48)
Caninos 55-90(d) 25,26 (4)
‘Homem* 75-110(e) 7,03(5)

* P ,
Para fins comparativos

(1) Média de 10 determinacoes; (2) Média de 9 determinacoes;
(3) Média de 20 determinacodes; (4) Média de 5 determinacoes;
(5) Media de 3 determinacoes (valores ja determinados:
5,3 - 8,0%). .
(a) média de 20 determinacoes; (b) média de 14 determinacoes
(c, d, e) dados da literatura.
3.4, CQRRELACAO ENTRE NIVEIS GLICEMICOS E TAXAS DE HEMOGLOBINA
DE ELUICAO RAPIDA
A Fig. 2 mostra a correlacdao encontrada entre os niveis
glicémicos, medidos em sangue total, e as taxas de hemoglobina
de eluicdo rapida encontradas em ovinos, bovinos, equinos, ca-

ninos e no homem. Verifica-se que os valores de HbEr decres-

cem a medida em que sobem os valores das taxas glicémicas.
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Ovinos e bovinos, que possuem as taxas glicémicas mais baixas
entre os animais estudados, mostram os valores mais altos de

hemoglobina de eluigao rapida.

3.5. MOBILIDADE ELETROFORETICA DE HEMOGLOBINA DE ELUICAO RAPI-
DA E DE ELUIGAO LENTA

A fim de caracterizar, do ponto de vista da sua mobili-
dade eletroforética, as hemoglobinas que se comportavam, quan-
to as suas propriedades .de eluigao em tampao cianeto-fosfato
(hemoglobina glicosilada ou de eluigao rapida) ou em tampao
para “hemoglobina normal do adulto ou de eluicdo ienta, foi
realizado o experimento da Fig. 3 cﬁjos dados permitiram esta-
beiecer a mobilidade eletroforética das hemoglobinas obtidas
em eluatos da cromatografia de coluna em resina de troca ioni-
ca. O néo'aparecimento de mancha eletroforética de hemoglobina
de eluicdo lenta nos preparados eritrocitarios de ovinos e de
bovinos esta dé acordo com os altos valores de HbER neles ob-
-tidos.4Por outro lado, um contaminante de HbA, separado da
HbAj}. do sangue humano, foli encontrado e se deve ao alto con--

teildo de HbA nesse material.

3.6. NfVEIS-ERITROCITKRIOS DE ENZIMAS DA GLICOLISE, DA LACTO-
DESIDROGENASE E DAS ENZIMAS DA REGIAO PROXIMAL DA VIA DAS PEN-
TOSE-FOSFATOS

A fim de introduzir dados que permitissem elucidar as-
pectos dolmetabolismb eritrocitario de glicidios em ovinos,
bovinos; equinos e caninos, em.razao dos resultados obtidos
com os estudos de fluxo glicolitico, de compartimentalizacgao

sanguinea de glicose e dos valores determinados de HbER e de
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Fig. 3 - Mobilidade eletroforética da hemoglobina de eluicdo ripida - HbER - (em
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vamente, hemoglobina glicosilada (HbA1.) e hemoglobina normal (HbA)
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HbEL, foi levédo a efeito o estudo dos niveis de enzimas da
glicélisee, dos niveis de lactodesidrogenase é dos niveisb das
"enzimas da regiao proximal da via das pentose-fosfatos, res-
poﬁséveis pela producdo celular de NADPH + Ht. As tabelas de 5

a 8 dao os resultados obtidos.

TABELA 5
NIVEIS DE ENZIMAS DA GLICOLISE E DA REGIAO PROXIMAL
DA VIA DAS PENTOSE-FOSFATOS EM ERITROCITOS DE OVINOS*

ENZIMA VELOCIDADE (v) VELOCIDADE (v) ATIVIDADE ESPECI-
( A min) (Amin/mL) FICA (Q)

HK 0,0012 : 0,024 0,0025
PGI 0,023 0,047 0,052
PFK 0,0014 0,028 0,0029
FruPoALD 0,004 ~ 0,08 0,0083
GAPDH 0,0141 0,28 0,033
PGK 0,0053 0,106 0,012
ENO 0,0054 0,108 - 0,011
PK "~ 0,0162 0,324 0,041
LDH 0,012 0,240 0,025
G-6-PDH 0,0054 0,108 0,014
6-PGDH 0,0036 0,072 0,0092

%% "psol" de sangues de 5 animais
conteudo em proteina: 8,65 mg/mL

TABELA 6
NIVEIS DE ENZIMAS DA GLICOLISE E DA REGIAO PROXIMAL N
DA VIA DAS PENTOSE~-FOSFATOS EM ERITROCITOS DE BOVINOS

ENZIMA VELOCIDADE (V) VELOCIDADE (V) ATIVIDADE ESPECI-
(Amin) (Amin/mL) FICA (Q)

HK 0,00121 0,0292 0,0023
PGI 0,0199 0,0398 , 0,0445
PFK ~0,0028 0,056 0,006
FruP,ALD  0,0036 0,072 0,0078
GAPDH 0,017 0,034 0,0505
PGK 0,013 0,169 0,0195
ENO 0,0022 0,044 0,0048
PK 0,0195 0,390 0,046
LDH 0,010 0,20 - 0,021
G-6-PDH 0,026 0,052 0,067
6-PGDH 0,0028 0,056 0,0072

* "pool" de sangues de 5 animais
conteudo em proteina: 8,9 mg/ml
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TABELA 7
NIVEIS DE ENZIMAS DA GLICOLISE E DA REGIAO PROXIMAL
DA VIA DAS PENTOSE-FOSFATOS EM ERITROCITOS DE EQUINOS™

ENZIMA VELOCIDADE (V) VELOCIDADE (V) ATIVIDADE ESPECI-

(Amin) (Amin/mL) FICA (Q)

HK 0,0086 0,0172 0,0019
PGI 0,0271 0,0542 0,058
PFK 0,0028 0,056 0,0059
FruP,-ALD 0,0066 0,132 0,014
GAPDH 0,0256 0,512 0,054
PGK 0,0124 0,248 0,023
ENO 0,005 0,10 0,0105
PK 0,04 0,08 0,0088
LDH 0,02 0,40 0,42
G-6-PDH 0,030 0,60 0,069
6-PGDH 0,0028 0,056 0,0065

* "p5ool" de sangues de 5 animais
conteudo em proteina: 9,04 mg/ml

TABELA 8
NIVEIS DE ENZIMAS DA GLICOLISE E DA REGIAO PROXIMAL .
DA VIA DAS PENTOSES-FOSFATOS EM ERITROCITOS DE CANINOS

ENZIMA VELQCIDADE (V) VELOCIDADE (V) ATIVIDADE ESPECI-

(Amin) (Amin/mL) : FICA (Q)
HK 00,0001 0,020 0,0018
PGI 0,11 0,220 0,02
PFK 0,003 0,060 . 0,0054
FruPy-ALD 0,010 0,200 0,018
GAPDH 0,062 1,24 0,112
PGK 0,020 0,400 0,036
ENO 0,0032 0,064 0,0058
‘PK 0,0137 0,274 0,025
LDH 0,014 0,280 0,025
G-6-PDH - 0,0182 0,364 0,036
6-PGDH 0,0094 - 0,188 0,018

* "pool" de sangues de 5 animais
conteudo em proteina: 10,5 mg/ml

3.7. CONCENTRACOES RELATIVAS DE ENZIMAS ERITROCITARIAS
Analise comparativa das concentrac¢des relativas de en-
zimas eritrocitarias ligadas ao metabolismo.glicidico em ovi-

nos, bovinos, equinos e caninos & mostrada na Fig. 4.



BOVINO EQUINO

HK Bl i
1 pel L
PFK I_l_J_
poed | = 1
GAPDH ’
PGK L_|_|__.l ‘ |
l ENO I !

PK

HK

PG
PFK
ALD
GAPDH
PGK
ENO

 LDH

Fig. 4 -

LOH b 1 L

CANINO

Concentracoes relativas, em atividade especifica, de enzimas da

glicolise do eritrocito de ovinos, bovinos, eqllinos e
Os sistemas de reacao para a determinacao dos niveis de
mas estao descritos em 2.8.1 a 2.8.9.

caninos.
enzi-

. G



’

ESPECIFICA

ATIVIDADE

olod

0,050

OVINO

BOVINO
0,100 -

0.050_

Fig. 5 - Perfil das concentracoes relativas de enzimas glicoliticas de
eritroxitos de ovinos e de bovinos. Os valores registrados
correspondem a atividade especifica Q de cada enzima (A min.
mL~=1/mg proteina.mL-1). ~

9¢



ATIVIDADE (E§Pecfrnc.q

EQUINO

000 -

0.050 |-

0,i00

0050

CANINO

GAPDH

Fig. 6 - Perfil das concentracoes relativas de enzimas glicoliticas de

eritrocitos de eqllinos e de caninos. Os valores
correspondem a atividade especifica Q de cada enzima

mL-l/mg protéina. mL-1)

registrados
(A min.

LE



38

Considerados em termos de atividade especifica Q

(Apin « mL™1/mg proteina . mL~1), os perfis das concentragdes
relativas de enzimas do metabolismo glicidico eritrocitario

sdao mostrados na Fig. 5 (ovinos e bovinos) e na Fig. 6 (equi-

nos e caninos).

3.8. A’i‘IVIDADE METABOLICA DE HEMOLISADOS

Experimentos preliminares foram conduzidos para estu-
dar a capacidade metabdlica de hemolisados de papas ‘eritro—
citériés de oyinos, bovinos, equinos e caninos, ém termos de
produééo de acido lactico a partir de glicose ou de 2,3-bis-
fosfoglicerato. Os dados préliminarés obtidos revelam que es-
sés hemolisados possuem certa dificuldade.em metabolizar gli-
cose. Quanto ao efeito do 2,3—D?G, os resultados.ainda nao sao
conclusivos, considerando que essa subéténcia se encontra em
niveis elevados no eritrdcito de equinos e de caninos e em ni-
veis menores no eritrdcito de bovinos e ovinos (BARTLET, 1970)
e que,lde acordo com DISCHE (1964), ele inibe diversas enzimas

da via glicolitica, inclusive a HK.



IV. DISCUSSAO

Constituindo-se em célula especializada no transporte
de oxigénio, o eritrocito possui algumas caracteristicas bio-
quimicas que o diétinguem de células de tecidos scmaticos.

Os eritrdcitos circulantes sao células em forma de dis-
cos biconcavos anucleados com_diametro variando de 4,1 micra
(caprinos) a 7,3 micra (caninos). De acordo com PAECHTNER,
(1925), os valores médios dos diametros dos eritrécitos em
animais domésticos sdao os seguintes; caprinos, 4,1; ovinos,
5,0; bovinos, 5,6; equinos, 5,6; suinos, 6,2; gato, 6,5;
caninos, 7,3; 0 nimero de eritrocitos circulantes diferindo de
.espécie para espécie com variacdes intraespécies ou intraindi-
viduais.

Produzidos na medula Ossea, O principal Orgao eripro-
poiético dos mamiferos no periodo pds-natal, os eritrécitos
possuem vida média, isto &, o periodo de tempo. que medeia
entre-SUa formacao e a hemocaterese éue sofrem nas células do
sistema retriculoendotelial. O tempo de vida média do eritrd-
cito vem sendo estudado por técnicas especiais, principalmen-
te pelo uso de radiosdtopos (;4C, 15y, 32p, 5lcr, 55Fe, 59%Fe).
Dentre os dados coletados por SCHALM et al (1975), estao os
seguintes: ovinos adultos, 70_r.153 dias (°9Fe); bovinos adul-
tos, 157 - 162 dias (14C); caninos, 119 - 122 dias (3°Fe,

59Fe); equinos, 147 -t 8 dias (32p).
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Pesquisas sobre a membrana plasmica (MARCHESI, 1985a,
1985b), a Gnica que o eritrdécito possui, demostraram que ela &
constituida de varias proteinas, correspondendo is seis faixas
(1; 2; 3; 4,1; 4,2; 5 e 6) que aparecem em eletroforese de gel
de poliacrilamida de preparacoes tratadas com sodio
dodecil sulfato, SDS (Fig. 7). Além das proteinas periféricas
reveladas pelas faixas 1; 2; 4,1; 4,2; 5 e 6 (Fig. 7), a mem-
brana contém a proteina da faixa 3-canal de anions, e mais 4
faixas de proteinas que reagem com o reagente de acido perio-
dico - Schiff (PAS), e que sao as glicoforinas, glicoproteinas
transmembrana, ricaslem carboidratos (Fig. 8).

Uma vista de conjunto da membrana plismica do eritrdci-
- to & mostrada na Fig.9 de STRYER (1988), reproduzida de SHOHET
LUX (1984).

Durante o seu periodo de desenvolvimento, os eritroci-
tos adquirem caracteristicas bioquimicas proprias. Assim, na
fase de proeritroblasto e de normoblasto, as células sao nu-
cleadas e contém DNA, RNA e sistemas sintetizadores de protei-
nas; as enzimas de via glicolitica , do ciclo do acido citrico’
e do sistema de transporte de electrons; a via das pentose-
fosfatos; o sistema sintetizador do heme; e o sistema da éin—
tése de lipidios. Na fase de reticulécito} as c¢élulas sio anu-
cleadas e possuem RNA, sistemas sintetizadores de proteinas,
enzimas da glicolise, do ciclo do acido citrico e do sistema
de transporte de elecérqns; enzimas da sintese do heme, da
sintesé de.lipidios e da via das pentose-fosfatos. Na fase de
erit:écito, as células contém as enzimas de glicolise, desi-
drogenase do lactato, é as enzimas da via das. pentose-fosfa-

tos. Eritrocitos nao possuem mitocondria e nem ribossomos.
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Fig. 7 - Perfil eletroforetico, em SDS-gel de poliacrilamida, de pre-
parado de membrana plasmica do eritrocito. Faixas 1l e 2, a e
B-espectrinas que reagem com outras proteinas para regular e
estabilizar a forma da membrana; faixa 3, proteina do canal
de fons que capacita a troca entre fons bicarbonato e cloreto
na manutencao do tampao do eritrocito, faixa 4.1, proteina
que auxilia a fixacaoda espectrina a membrana; faixa 5, acti-
na, importante para a motilidade celular; faixa 6, glicer‘aldel—
do -3-P-desidrogenase, enzima da glicolise (MARCHESI).
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de aminoacidos. Uma a-hélice transmembrana é formada por aminoa-
cidos hidrofobicos mergulhadosna bicamada lipidica, enquanto que
a parte carboxiterminal esta voltada para o lado citossdlico e é
rica em residuos de aminoacidos carregados positivamente ou ne-
gativamente. Losangos: unidadés de carboidratos ligados em O0; he-
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(A4



CANAL DE ANIO
O

o’ P ANQUIRINA

'ESPECTRINA

Fig. 9 - Diagrama da citoestrutura esquelética da membrana do eritrdcito. A
espectrina é ligada ao canal de anions pela anquirina e a glicofo-

rina pela proteina 4.1. Esta, também liga um filamento de actina
(SHOHET & LUX, 1984) segundo STRYER (1988).
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Em comparacao com células somaticas, o eritrdcito rea-

liza nimero limitado de fung¢Oes, em razao de sua especializa-
cao fisioldogica. Assim, o eritrocito de mamiferos possui; a) a
via glicolitica (Fig. 10), para prover energia quimica e 2,3-
bisfosfoglicerato, modulador da molécula da hemoglobina; b) a

via das peﬁtose—fosfatos, fonte celular de NADPH, essencial

para 0pérar o0 sistema glutation-oxidado ====glutation reduzido
e para manter grupos -SH de proteilnas eritrocitarias no esta-
do reduzido.

Na atividade metabdlica do eritrdcito, a via glicoliti-
ca (Fig. 10) assume papel fundamental ja que & através dela
que a glicose do plasma, que permeia a membrana plasmica, &
metabolisada dando origem ao ester de ROBINSON (G-6-P). Como
em outras células, a (G-6-P) tem papel central no metabolismo
do eritrocito. Em primeiro lugar, por ser o substrato alimen-
tador das etapas da regiao proximal da via das pentose-fosfa-
tos, catalisadas pela G-6-PDH e pela 6-P-GDH,ambas dependentes
de NADP e produtoras de NADPH + H%, coenzima da glutation re-

ductase na reacao:

Y-Glu-Cys-Gly

I |
i; + NADPH + H+g2y-Glu-Cys-Gly + NADP+
S SH
' v
Y-Glu-Cys-Gly

Glutation oxidado Glutation reduzido

Na forma de glutation reduzido, essa substancia serve
como um "tampdo sulfidrilico" que mantém os residuos de ciste-

ina da hemoglobina e de outras proteinas do eritrdocito, no es-
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tado reduzido. Sabe-se que a relagao entre a forma reduzida do
glutition (GSH) e a oxidada (GSSG) & de cerca de 500. O GSH
ainda opera na detoxificac¢ao, reagindo com o peréxido de hi-

drogénio e com perdxidos organicos:
2GSH + R-0-OH &= GSSG + H20 + ROH

A glutdtion redutase, por sua vez, € uma enzima dimé-
rica (Fig. 11) constituida por um dominio do NADP* e um do
FAD, além de um de interface.

Além do seu envolvimento na producéo de NADPH + H+, a
G-6-P & catabolisada a lactato, através das enzimaé da glico-
1isé e da desidrogenase do lactato que catalisa a redugao fi-
nal do écido purGvico a acido lactico. Nesse processo, concen-—
tram-se as duas unicas etapas de formacdao de ATP do eritroci-
to, destituido gue é de mitocondria e, assim, da produgao de ATP
bor fosforilacao oxidativa.

Para essas consideracées, conclui—sevque o eritrécito
tem o seu metabolismo dependente da glicose plasmatica. -Uma
vez no plasma, a glicose & compartilhada com os eritrdcitos
para as quais se difunde em processo.independente da acao da
insulina. No homem, a taxa glicémica, tomada tanto no plasma
como ho sangue total, proporciona valores comparaveis, ja que
a glicose se difunde uniformemente entre o plasma e 0 eritro-
cito.

Em aves (ROSA et al, 19835, p; 1989) e em peixes (RODRI-
GUES et al, 1985), verificou-se que a compartimentalizacéo da
glicose no sangue assume caracteristicas distintas daquelas

que ocorrem no homem, a glicose estando quase toda localizada
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DO GLUTATION

Fig. 11 - Dominios do NADP e do FAD na molécula da glutation
reductase. Na reducao da GS-SG para GSH, os eléec-
trons do NADPH + H' ndo sio diretamente transfe-
ridos para a ligacao dissulfeto do glutation pas-
sandoy inicialmente, para a FAD e, deste, praa li-

gacao dissulfeto do GSSH (STRYER, 1988).
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no plasma. Em pinguins, por exemplo, ROSA et al (1989), encon-
traram taxas de 327,18 mg/dL em plasma e 173,45 mg/dL no san-

gue total de Pygoscelis antarctica e de 327,18 e 150,95 em

Pygoscelis papua. Em peixes Notothenidae, dos mares antarti-

cos, RODRIGUES et al (1985) encontraram valores plasmaticos da
glicose variando entre 330 a 450 mg/dL em contraposicdo a va-
lores de 3 a 23 mg/dL em eritrdocitos.

Para que a glicose seja metabolizada pelo eritrodcito,
‘um fluxo élicolitico se estabelece, a glicose sendo permeada
para o interior da célula e o acido lactico produzido excre-
tado para o meio.

Medidas de fluxo glicolitico sao correntemente efetua-
das com eritrdcitos humanos para indentificacdo de possiveis
lesoes bioquimicas no metabolisﬁo glicdlitico dessas células
(BACILA et al, 1988).

Entretanto, ao estudar o metabolismo glicidico de eri-
trocitos dé ruminantes (ovinos e bovinos) e de equinos e de
caninos, objetos do preSenfe trabalho, varios fatos vieram a
luz e mereceram analise especial. Assim, determinacdes de com-
partimentalizacao de glicose no plasma e no eritrocito de ovi-
nos mostraram sempre_conSistentes valéres de taxas glicémicas
mais elevadés nd plasma do que no sahgue total. Em ovinos da
raca Ideal, a média das. relacdes entre a taxa gliéémica plaé;
matica e a de sangue total foi de 1,44, e para ovinos Corrida-
le de 1,43.

ROSA et al (19834 ,p, 1989) haviam demonstrado ja que

eritrocitos de Gallus gallus domésticus e de pinguins Pygos-

cellidae, possuem metabolismo glicidico defeituoso, sendo in-

capazes de permear glicose e de produzir acido lactico gquando
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incubados, na forma de células‘intactas, com glicose, um fato
que havia sido divisado por RUTER e por BARRON & HARROP ja em
1923 e 1928 respectivamente, em sangue de aves, enéuanto que
BELL & CULBERT (1968) e SHIELDS et al (1964) nio conseguiram
demonstrar utilizacao dg glicose e consequentemente produgao
glicolitica de lactato, por eritrocitos intactosrde galinha.
Porém, uma de suas mais notaveis caracteristicas reside no fa-
to de possuirem glicose compartimentalizada, principaimente no
plasma, atingindo niveis altos quando comparados com os niveis
glicémicos de mamiferos.

Eritrocitos de ovinos, analisados quanto ao fluxo gli—
~colitico mostraram impedimento no consumo de glicose, nas con-
dicdes do experimento da Tab. 2, entre o siétema 1 (controle)
e o 2, no qual a suspensao eritrocitaria foi incubada com gli-
cose, nao tendo havido.diferehca ﬂos valores de actcar redutor
residual.apés 150 min. de incubacdo. Alias, em estudo compara-
.tivo (Tab. 3) efetuado entre eritrocitos de ovinos, bovinos,
.equinos e caninos e de eritrocito humano, verificou-se claro
‘processo de fluxo glicolitico apenas com eritrdcito humano.

- Em razao dos resultados do fluxo glicolitico analisados
nas Tab 2 e 3 e da aparente inoperancia metabdlica dos eritro-
citos de ruminantes de equinos e‘de caninos foi feito estudo
relativo Ss_taxas de hemoglobina glicosilada nesses eritrodci-
tos (Tab. 4).

Desde que ALLEN et al. (1958) encontraram componentes
menores na hemoglobina de humano adulto, a éua purificagao, o
estudo de sua estrutura e da sua biossintese vem recebgndo.
grande aporte experimental. Técnicas experimentais permitiram

" (McDONALD et al), 1978) o isolamento e a separacao de quatro
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componentes menores da hemoglobina humana, designadas como
HbATa1, HbArs2, HbA1p e HbATo, © componente principal sendo a
HbA.

Desses quatro componentes o que maior interesse desper-
tou foi a HbA7. - hemoglobina glicosilada - (HOLMQUIST &
SCHROEDER, 1966; BOOKCHIN & GALLOP, 1968; BUNN et al, 1975;
KOENIG et al, 1977) que é formada (Fig. 2) por condensagao de
uma base de SCHIFF do e-aminogrupo de B -cadeias com glicose,
seguida de um rearranjo para cetimina mais estavel e pratica-
mente irreversivel (HOLMQUIST & SCHROEDER, 1966;

GALLOP, 1968; BUNN et al, 1976; KOENIG et al, 1977).

Grande interesse em torno da HbA1o, ou hemoglobina gli-
cosilada, ocorreu quando se observou (RAHBAR, 1968; TRIVELLI
et al, 1971; KOENIG et al, 1976) que ela duplica ou triplica
de concentracdo no eritrécito humano de pacientes com diabetes
mellitus, estabelecendo-se entao (KOENIG et al, 1976; GABBAY
et al, 1977) uma correlacao direta entre o controle da glico-
se sanguinea e os niveis de HbAlé. Além disso, foi determinado
por BUNN et al (1976) que a HbAy. humana & formada de modo
lénto e continuo e quase que irreversivelmente, durante os 120
dias do tempo de vida do eritrdocito, essa lenta conversao de
ﬁbAIC_sggerindo gue O processo & nao enzimatico, Iparticipando
dele glicose, glicose-6-~fosfato e outros agucares.

Conclusdo de que a sintese de HbAy., €& proporcional a
concentracao de glicose sanguinea foi resultado de experiéncia
com uma variedade de camundongo diabético desenvolvido por
KOENIG & CERAMI (1975).

Estudando a biossintese de HbAj. em macaco rheseus (Ma-

caca mulata), SOLWAY et al (1979), apds administracdo por via
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parenteral, de 99Fe - ligado a transferrina autéloga, mostrou
sintese de HbA1. cuja atividade especifica se acumulava quase
que linearmente ao longo do éeriodo de vida do eritrbécito, in-
dicativo de um conversao lenta e continua de HbAIc..Por outro
lado, foi verificado, ainda, que o éonteﬁdo em carboidrato da
HbA1. € idéntico ao da HbAj. humana, assim como, também o per-
fil de eluicao em resina de troca catianica BioRex 70.

A partir dessas observacgdes foram desenvolvidos métodos
clinicos tTRIVELLI et al, 1971;' SCHNEK.& SCHROEDER, 1961;
KYNOCH & LEHMANN, 1977; CHOU et al, 1978) baseados na separa-
gao cromatogréfica da HbA, e da HbAj. em resina de troca cati-
onica BioRex 70, 200-~400 meshes férma sbdica, e a eluicao di-
-ferénciada de ambas as hemoglobinas com um tampao, pH 7,66 de
fosfato-cianeto e outro de pPH 7;76 de fosfato-cianeto de
forca idnica superior.

Dos dois taﬁpées utilizados, o primeiro promove a elui-
‘¢3o rapida da hemoglobina glicosilada e o segundo promove a
eluicao lenta da hemoglbbiha normal. E pois, muito convenien-
te que as fracdes estudadas em eritrdcitos de animais domésti-
cos sejam respectivamente denominadas de hemoglobina de elui-
cao rapida (HbER) a gque corresponderia a hemoglobina glicosi-
lada (HbA1s), e de hemoglobina de eluicio lenta (HbEL) - a que
corresponderia & hemoglobina normal de adulto (HDbAg) . o

A HbAj. pode ser considerada como um modelo para estﬁ—
dos de lesOes gque podem ser(causadas as proteinas na presenga
de niveis altos de acucar redutor. GUTHROW gt-al (1979), por.
exemplo, estudaram o processo de glicosilacgao nSo enzimatica
gque ocorre na albumina sérica humana no diabete mellitus, os

niveis de albumina glicosilada podendo ser considerado como
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indicadores sensiveis de hiperglicemia moderada e de intole-
rancia precoce é‘giicose.

Esses fatos levantaram a possibilidade de que as com-
plicacoes tardias do diabete tenham origem na ligagao covalen-
te da glicose‘a proteinas vulneraveis.

A HbAIc'é, pois, um componente menor do eritrocito hu-
mano, compreendendo ali valores percentualis normais de 5 a 8%
do total da hemoglobina presente.

Alguns fatos que merecem cuidadosa reflexao foram deri-
vados da determinagao dos valores percentuais da hemoglobina
glicosilada contida em eritrocitos de ovinos, bovinos, equi-
nos e caninos.

Assim, pelos dados da Tabela 4, verifica-se que a com-
paracao entre os valores de HbER encontrados no eritrocito hu-
mano e os achados nos diferentes animais domésticos estudados
dao, para estes ﬁltimos, valores muito superiores: 25,26% para
‘caninos, 61,60% para equinos 95,66% para bovinos e 97,64% para
ovinos, enquanto que para & eritrdcito humano o valor encon-
trado foi de 7,03%.

Quando se analiéam os niveis glicémicos dos animais es-
tudados e as respectivas taxas de hemoglobina de eluicdo rapi-
da (Fig. 2),4vefifica—se que a sua relacao é inversamente pro-
porcional, no sentido do que quanto menores os niveis glicé?
micos,‘como nos ovinos e bovinos, mais elevados sao os valb-
res da HbER (>90%). No homem, cuja taxa glicémica é a mais
eleyada de tédas, a hemoglobina gliéosilada é de 7,03%. Equi-
nos e caninos -dao, por sua vez, valores intermediarios, de
HbER, as suas respectivas  taxas glicémicas,,situandd—se também

entre as dos ruminantes e a do homem.
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A possivel identidade das hemoglobinas de eluigao rapi-
da determinadas em ovinos, bovinos, equinos e caninos com a
fracao de HbAy. do homem & um,féto a ser considerado. Assim,
todas as HbER foram obtidas em resina de troca catiodnica uti?
lizando-se os mesmos eluentes de fosfato-cianeto empregados na
separacao cromatografica da HbA, e da HbAj. humanas. No siste-
ma empregado, nao ha linearidade para valores de HbAj. superi-
ores a 30%, mas o problema da linearidadé do método nada tem a
ver com a natureza da fragao hemoglobinica em separacao.

Por outro lado, o estudo da mobilidade eletroforética
(Fig. 3) das HbLER demonstra que as fragdes de hemoglobina de
todos os animais estudados possuem mobiiidade_ eletroforética
compativel com a da HbAy. do homem, se bem gque com valores
proprios para cada espécie. No caso dos ovinos, foram obtidas
duas fracSes bem caracteristicas de HbER de mobilidade eletro-
forética de 0,53 e.outra de 0,68 e nenhuma faixa de HbEL. As-
‘sim, com HbER da ordem de 97,64%, praticamente toda a Hb do
.eritrécito de ovinos deve ter said64na forma de HbER da coluna
cfomatogréfica.

SOLWAY et al (1979) anaiisaram fragées de Hb verifican-
do que a eluicio em resina de troca catidnica BioRex 70, dos
hemolisados do macaco rhesus e do homem, proporcionou perfis -
analogos, com a diferenca de que a primeira porcao de HbAO do
rhesus, eluida em BioRex 70, continha significativa qﬁantidade
de carboidratos.

Um fafo que ainda merece consideracoes maiores diz res-
peito as determinacoes da concentragoes de 2,3-bisfofoglicera;
to e de ATP em eritrécito de mamiferos (BARTLETT, 1§70), fos-

fatos orgénicos'moduladores da Hb. De acordo com os dados de
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BARTLETT (1970), as concentracoes de 2,3—bisfosfdglicerato

ocorrem na seguinte ordem decrescente: homem>cao > cavalo > vaca >
ovelha, exatamente na ordem inversa dos valores percentuaié de
HbER da Fig. 2, como também ocorré com as taxas glicemicas.
Com respeito ao ATP, a ordem decrescente & a seguinte:
homem > cdao > ovelha > vaca > cavalo (BARTLETT, 1970).

A constatacgao, pois, de valores altos de HbER e a sua
possivel identificacao com a HbAy. - hemoglobina glicosilada -
em eritrdcito de caninos, de equinos e de ruminantes merece
ainda algumas consideracoes.

O tampao de fosfato-cianeto (SCHNECK & SCHROEDER, 1961;
TRIVELLI et al, 1971; CHOU et al, 1978) elui, a temperatura
ambiente, a partir de hemolisados aplicados a coluna de BioRex
70, forma sodica, a fragao denominada de hemoglobina de elui-
¢ao rapida (HbER) que deve conter uma mistura de HbA1,, HbA7TR
e HbAjc e possivelmente, ainda HbA1gq e HbAj., coletadas junta-
mente. Essa mistura constitui a fracao de‘eluigéo rapida, da
forma como foi obtida por TRIVELLI et al (1971) ém eritrocitos
de pacientes diabéticos.

Assim, & muito proVével que a fracao de HbER obtida nas
preparacoes de eritrécités de ovinos, bovinos, equinos e. cani-
nbs contenha, além de HbAjy. hemoglobina glicosilada, outrbs
compdnentes hemoglobinicos como a HbA7, e HbAyp. Como a medida
de hemoglobina no eluato & espectrofotométrica, e procedi-
da na faixa de.Soret, ndo ha como distinguir entre as fragoes
que compoem a IIbER.

E importante notar que os eluatos de HbER de bovinos,

de ovinos e de equinos, bem como o do homem, quando submetidos
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a eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig. 3), revelaram
mais de uma faixa (bovinos, 2; ovinos, 3; equinos, 2;
homem, 3) de proteinas. Apenas o de cao mdstrou faixa singu-
‘lar.

Ainda, de acordo com TRIVELLI et al (1971), HbAyg; e
HbA1}, compreendem de 1 a 2 por cento da hemoglobina total -em
individuos normais e 2 a 3 por cento em diabéticos; enquanto
que a HbA1. estava presente em 3,3 a 3,5 por cento em indivi—
duos normais e de 6,0 a 10,0 por éento em diabéticos.

A possibilidade de que a fracao de eluicdao rapida
obtida de bovinos, oQinos, equinos e caninos ndo conteria gli-
cohemoglobina, . a existéncia desse componente sendo limitada
aos simios e ao homem, é discutivel.

Dois fatos devem contrapor-se a isso. Um &€ o da obten-
cao de HbAj. em camundongos diabéticos (KOENIG & CERAMI, 1975),
achado que amplia o leque de animais que possuem essa caracte-
ristica, e o outro, & a constatagao de que a hemoglobina gli-
cosilada &€ formada por reacgao ndo enzimitica que ocorre, cumu-
lativamente, ao longo de todo o periodo de vida do eritrocito,
ehvolvendo glicose, glicose-6-fosfato e outros agucares :edu—
tores, o que por si sO, generaliza o fendmeno. |

Como no diabete mellitus ~ quando as taxas glicémicas
sao superiores as encontradas em situacio normal, os valores
de HbA1. se elevam no homem (RAHBAR, 1968; TRIVELLI et al,
1971; KOENIG et al, 1976}, ocorreu aparente contrasenso no que
foi constétado nos dados da Tabela 3 e da Fig. 2, de gue valo-
res mais altos de HbER aparecem na medida em que as taxas gli-

cemicas normais diminuem.
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Algumas hipoteses podem ser, contudo, formuladas, a guisa
de explicacao para esse fenomeno. Uma delas, € a de que a re-
acao de glicosilacao das diferentes hemoglbbinas pode ocorrer
em;distintas velocidades, na dependéncia das condigoes fisico-
quimicas dos eritrocitos de cada espécie animéi, e ainda, na
dependeéncia de detalhes estruturais e conformacionais das he~
moglobinas envolvidas.

Resta ainda explicar até que ponto a presenca de valo-
res percentuais elevados de HbER pode incidir sobre a capaci-
dade do eritrdcito de utilizar glicose em medidas de fluxo
glicolitico. (Tabelaé 2 e 3).

Ao formar aldimina (Fig. 12), a molécula glicidica en-
volve o seu grupo redutor nesse processo. A aldimina, dépois,
pelo rearranjo de Amadori, transforma-se em cetimina, na forma
mais estadvel, que acaba por comprometer a molécula glicidica
no sentido do seu catabolismo. Por outro lado, a formag¢ao de
conjugados glicidicos com Hb é continua e prossegue durante
btodo o tempo de vida do eritrdcito. Assim, parte da glicose
que permeia a membrana plasmica do eritrécito nao & cataboli-
sada podendo-se esperar que, na dependéncia da concentracao de
HbATs, O metabolismo eritrocitério seja limitado. |

: Em razao dog dados obtidos, experimentos foram realiza-
dos com a finalidade de determinar os niveis de enzimas do me-
tabolismo glicidico dessas células, bem como verificar a sua
capacidade de produzir lactato. |

AslTabelas 5 a 8 mostra os dados obtidos na determina-
cao das.enzimas da glicolise e da regiao proximal da via das
pentose-fosfatos, respectivamente em eritrocitos de ovinos
(Tab. 5),‘bovinbs (Tab. 6), equinos‘ (Tab. 7y, e caninos

(Tab. 8).
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Fig. 12 - Formacgao da hemoglobina glicosilada (HbA1.) como
conseqllencia da adicao nao enzimatica da glicose
ou da glicose-6-fosfato a um a—-aminogrupo. Em
razao do rearranjq.de Amadori, forma-se, a par-

tir da aldimina, uma cetimina estavel,
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’A Fig. 4 mostra, entao, as concentragées relativas, em
atividade especifica, das enzimas da glicdlise, alguns fatos
podendo ser apreciados.

Assim, verifica-se que a HK possui os menores valores
dentre todas as enzimas estudadas mas, de acordo éom
WiLLIAMSON (1970), a capacidade dessas enzimas €& muitas vezes
maior do que o fluxo glicolitico observado, indicando que ela
se encontra em estrito controle na célula intacta.

A razao teleoldgica pela qual determinadas enzimas como
a PGI por exemplo, aparecem com atividades altas, deve-se,
provavelmente, ao fato delas assegurarem situacdo de equili-
brio, naquelas etapas com béiXa troca de energia livre, man-
‘téndo, assim, controlada a veiculacao de metabélitOS-entfe si-
tios de controle. £ o que ocorre, por exemplo, com a PGI,
entre duas enzimas regulatérias,— HK e PFK, esta Ultima também
aparecendo com niveis baixos, porém superiores aos da HK.

Analisando os niveis de enzimas ligadas aos mecanismos
de utilizacao e de sintese de ligacaes fosfdoricas de elevado
potencial quimico, (Tab. 9), algumas considerac¢does podem ser’
féitas. No que concerne a relacao PFK/HK, os menores valores
sao encontrados em eritrdocitos de ovinos (1,16) e de Dbovinos
(5,72) seguidos de 3,5 para equinos e 3,d para‘caninos, todas
medidas'como atividade especifica (Amin . mL;l/mg proteina .
mL~1). Em eritrécito humano (WILLIAMSON, 1970) encontrou rela-
¢ao PFK/HK de 18, expressando a atividade enzimatica em u mo-
les\.'mL de células"l1 . hora, mostrando assim que os niveis de
PFK dos eritrbcitos dos animais-estudados sdo muito baixos ou

pelo menos inferiores aos encontrados no eritrocito humano.
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TABELA 9

ENZIMAS LIGADAS AOS MECANISMOS DE UTILIZACAO E DE SINTESE
DE LIGACOES FOSFORICAS DE ELEVADO POTENCIAL QUIMICO NO

ERITROCITO DE OVINOS, BOVINOS, EQUINOS e CANINOS™

ERITROCITOS DE

ENZIMAS OVINOS BOVINOS EQUINOS - CANINOS
HK*:* 0,0025 0,0022 0,00168 0,0012
PFK 0,0029 0,006 0,0059 0,0054
Relacao

PGK 0,012 0,0195 0,023 0,036
PK’ 0,041 0,046 0,0088 0,025
Relacao

PK/PFK 14,13 7,66 1,49 4,62

% . . .. . ~
Os valores indicados representam atividade especifica expres-
sa em unidades de absorbancia/mg de proteina por mL.

* % . - . ' i 1z .
Enzimas regulatorias da via glicolitica.

Quanto a relacao PK/PFK, foram encontrados valores de
14,13 para ovinos, 7,66 para bovinos, 1,49 para equinos e 4,62
para caninos, enquanto que para o homem os dados de WILLIAM-
SON, (1970) dao relacao de 1,33.

Da analise dos perfis eritrocitérios das concentracgoes
relativas das enzimas da glicdlise (Fig. 5 e 6), alguns fatos
péculiares podem ser assinalados. Dentre eles eétéo os altos
niveis de GAPDH encontrados emleritrécitos de caninos, os bai-
Xx0s niveis ae LDH de ovinos, bovinos e caninos e os baixos ni-
veis de PK de equinos, quando comparados com os de ovinos, bo-
vinos e caninos.

Em relacdo ao perfil de enzimas glicoliticas-do eritro-

cito humano verificam-se algumas diferengas como no caso dos
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niveis de PFK que sao sempre inferiores ao da FruP2-ALD nos
eritrocitos de todos os animais estudados; os de PGK, sempre
inferiores aos da GAPDH; e os de LDH que, com excecao do caso
dos equinos, sao sempre inferiores aos da PK. No caso dos ca-
ninos, a relacao LDH/PK é igual a 1,0.

Quando se obtém os valores das enzimas da glicOlise em
concentracgoes relativas a HK (Fig.13), verifica-se que ha qua-
se uma exata correspondéncia nos perfis encontrados para ovi-
nos e bovinos, com pontos de confluéncia proximos dos valores
de HK bara PFK e ENO, esta Ultima podendo representar um ponto
de estrangulamento na sequéncia metabdlica, e ainda mostrando
niveis de LDH inferiores aos da PK. Nos caninos, & notavel o
nivel da GAPDH e ainda o fato da LDH, que usualmente se encon-
tra em niveis superiores aos da PK,aparecér com giveis simila-
res aos da referida enzima. Nos equinos, além da PFK e da ENO,
também a PK se encontra em niveis reduzidos e, no caso, bem
inferiores aoé constatados para os demais animais.

A andlise das relagdes numéricas entre niveis de en-
zimas que constituem pares que mantém dependéncia do tipo pro-
duto-substrato leva aos valores da Tab. 10 mostrados, compa-
rativamente, com os do eritrééito humano. Ressaltam entre >es—
ses dados, os valokés baixos da relacao ﬁDH/PK; para ovinos,
bovinosie caninos; o baixo valor da relaééo PK/ENO para equi-
nos; o alto valor da relacao GAPDH/ALD para caninos. |

Entre os mamiferos, foi ja verificado que a eritroci-
to dé suinos possui dificuldade em operar a via gliColitica
(KIM & McMANUS, 1971), no qué se assemelha ao eritrocito de
aves (ROSA et al, 19834, p; 1989) cuja capacidade de metaboli-

sar glicose é muito reduzida ou praticamente inexistente. No
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Fig; 13 - Concentragoes relativas a hexoquinase de enzimas da via
glicolitica do eritrocito de ovinos (1), bovinos (2),
equinos (3) e caninos (4). Os valores mostrados foram
calculados coﬁ base nas atividades especificas obtidas

como unidades ativas do mL por mg de proteina por mL.
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eritrocito de suinos, a forma predominante de HK, do tipd 111,
representa cerca de 98% da atividade fosforilante da glicose,
mas € inibida pela presenca de altas concentracoes de glicose.
No caso do eritrdcito de galinha, o tipo predominante nido se
coaduna com o'tipo I humano por poséuir perfil eletroforético

totalmente distinto (RODRIGUES, 1987).

TABELA 10
RELACOES ENTRE PARES DE ENZIMAS DA GLICOLISE
RELACIONADAS POR DEPENDENCIA PRODUTO-SUBSTRATO, NO
ERITROCITO DE ANIMAIS DOMESTICOS 1

PARES DE OVINOS BOVINOS EQUINOS CANINOS HOMEM 2
ENZIMAS

PGI/HK 20,8 19,34 30,5 11,1 24,2
PFK/PGI 0,055 0,13 0,10 0,27 0,75
 ALD/PFK 2,8 1,3 2,37 3,33 0,5
GAPDH/ALD 0,39 0,48 0,42 6,2 1,18
ENO/PGK 0,91 0,24 0,45 0,16 0,44
PK/ENO 3,72 9,58 0,83 4,3 1,2
LDH/PK 0,60 0,45 4,7 1,0 1,75

(1) valores em atividade especifica (Amin . mL'I/mg protei-
na . mL™1) '

(2) valores de WILLIAMSON (1970) em atividade enzimatica emn
"moles/ml células/hora. v

A inoperalidade do eritrdocito de aves para metabolizar
glicose pode ser explicada de diversos modos, em razao de fa-
tos experiméntais estabelecidos. ROSA et al (1983a) haviam ve-
rificado que hemolisados de eritrdcitos de aves, quando inéu;
bados com 2,3—bisfo§foglicerato, geram acido lactico, o que
nao ocorre com hexoses, um fato que parece implicar num impe-
dimento bioquimico da etapa do metabolismo das hexoses.

De acordo com RODRIGUES (1987), o eritrécito adulto

‘possui um "pool" de Mg2+ disponivel que nas aves pode ser com-
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partilhado pof diversos compostos do metabolismo dentre os
quais,-o ATP e o IP5, este ultimo presente em niveis aprecia-
veis no eritrocito de aves adultas, em lugar do 2,3-DPG.

Nos mamiferos adultos, varios fosfocompostos estao pre-
sentes no eritrocito. De acordo com BARTLETT (1970), o compos-
to orgdnico predominante no eritrdcito dos caninos e dos equi-
nos &€ o 2,3-DPG (cerca de 10 uM - como fésforo - por ml de
eritrocitos) com valores semelhantes aos do homem. Contudo, a
concentracao em ATP & bem menor do que a do homem (cerca de
0,5 uM de P de ATP por ml de células.

Os eritrbcitos dos ruminantes, bovinos e ovinos, pos-
suem contudo, baixa concentracao de 2,3-DPG e de ATP, o eri-
trocito de bovinos contendo, poreém, elevadas concentragéés de
um ribosidio e de um ribotidio de acido Grico, ndo presentes
em outras espécies.

Analisando a capacidade de hemolisados de eritrdcitos
de ovinos, bovinos, equinos e caninos de gerar acido lactico
vquando incubados com glicose e com 2,3-DPG (Tabela 9), foi ve-
rificado, em experimentos preliminares, que apenas o© eritré-
cito de caninos mostrou formacao mensuravel de lactato, quéndo
incubado com 2,3-bisfosfoglicé£ato, todos os experimentos fei-
tos com glicbse déﬁdo resultado negativd.

ﬂma das razoes pelas quais o eritrdcito desses animais
pode ser menos operante, apesar de dotado de equipamento enzi-
matico em niveis cinéticqs aprecidveis, se bem que distintos
do eritrdcito humano, pode residir no "pool" de Mg2+ dessas
células. Os eritrécitos de mamiferos adultos nao possuem ino-
sitol pentafosfato (IP5), que & 1inibidor competitivo da HK

pelo Mg2* n3o complexado do "pool" metdlico, enquanto gque o
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2,3-DPG possui papel saliente no controle da atividade 'da HK
do eritrocito de mamifero pdr inibir, competitivamente, essa
enzima eﬁ relagao ao complexo. Mg ATP2-,

Em eritrécito de galinha, RODRIGUES (1987) estimou em
2,76 y moles/ml de eritrocito os niveis de Mg total. Cdmpérados
com Qs niveié totais de ATP (1,56 moles/ml) e de 1IP5
(3,30 umoles/ml) e de IP5 (3,3011moles/ml), verifica~se que o
Mg total da célula estda em concentracdes inferiores a soma das
.concentraéées daqueles compostos fosfatados que sao seus li—
gantes intracelulares.

Resta ainda, pois, pesquisar nos eritrdocitos de rumi-
nantes, de equinos e de caninos os seus niveis de Mg total a
fim de relacionar com os compostos organicos neles existentes,
principalmente o 2,3-DPG e o ATP.e, assim, melhor entender o
seu compoftamento metabblico. Em eritrdcitos humanos, RODRI-
GUES (1987), por egemplo, nao encontrou efeitos ativadores
e inibidorés do Mg2*, em faixa de concentracdo de 0 a 7,6 mM,
sobre a velocidade de acdo da HK; enquanto que GERBER et al
(1974) encontram etapas de ativacdo e de inibicdo da mesma
enzima sob a acao de Mg2+ néq complexado, nas concentracoes
de 0,05 a 10 mM, se bem que_RODRIGUEs;'por analise de distri-
buicédo das.formés‘iénicas, procedida a partir dos dados dos
autores, verificou a ocorréncia de elevacio do verdadeird
substrato que &€ o Mg ATP,.. RIJKSEN & STAAL (1977) por sua
vez, encontraram efeito inibitorio de Mg2+ em altas concen-

tragoes (ki = 16 a 18 mM) sobre HK do eritrocito humano.



V. SUMARIO

Foi procedido um estudo do metabolismo glicidico do
eritrocito de ovinos (Ideal, Suffolk e Corriedale), de bovinos
(Schleswig-Holstein vermelho-e-branco e preto-e-branco), de
equinos (P.S.I. e Percheron) e de caninos (Dalmata, Beagle,
Dog Alemdao, Basset Hound, Doberman e Pastor Alemao). Foram es-
tudados o compartilhamento da glicose sanguinea e a sua dis-
tribuicéo entre o plasma e o eritrécito} o fluxo glicolitico,
medido em suspensoes eritrocitarias incubadas a.37°C com gli-
cose; e os niveis de enzimas do metabolismo glicolitico (Hexo-
.quinése, H.K.; Fosfoglicose isomerase, PGI; Fosfofructoqui-
‘nase, PFK; Frutose—i, 6-bisfosfato aldolase, FruPp-ALD; Glice-
raldeido-3-fosfato desidrogenaée, GAPDH; Fosfogliceratoquina—
se, PGK; Fosfopiruvato-hidratase (Enolase) ENO; Piruvatoquina—
se, PK; Desidrogenase do lactato, LDH;_Glicose—G—fosfato desi-
dfogenase, GF6—PDH; Fosfogliqonato desidrogenase, 6-PGDH). Em
5ase_é determinacao dos niveis eritrocitarios de enzimas, fo-
ram estabelecidos os pérfis de enzimas da glicdlise para os
eritrocitos de cada espécie, com um estudo comparativo das
suas concentracoes e também'ém relagao aos niveis de HK, neste
ultimo caéo, com a finalidade de analisar os possiveis pontos
de cruzamento sobre o eixo das abcissas.

Ainda, com base nos dados de niveis de enzimas eritro-

citarias, foram calculados os valores das relacOes entre pares
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de enzimas gque mantém, entre si, relagcao do tipo produto da
reacio-substrato. A atividade metabdlica do eritrocito foi me-
dida quanto a sua capacidade de produzir lactato, a partir da
incubagao de hemolisados com glicose ou com’2,3—Bisfosfoglice—
rato. Foram estabelecidos, também,  os valores de hemoglobina
glicosilada dos diferentes animais estudados, denominando-se a
fracao obtida por eluicao com fosfato-cianeto, de hemoglobina
de'eluigéo rapida (HbER)e a eluida por fosfato-cianeto com for-
¢a ibnica maior, de hemoglobina de eluicdo lenta (HbEL). As
fracoes obtidaé, a éartir da cromatografia em resina cationica
BioRex 70, foram submetidas a elétroforese do tipo "DISC" em
gel de poliacrilamida e as mobilidades eletroforéticas das di-
ferentes fracdes obtidas, determinadas. Foi ainda estabelecida
correlacao entre os valores de HbER e os niveis glicémicos en-

contrados, medidos em sangue total.
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ABSTRACT

A study has been carried out on the glucose metabolism
in eryfhrocytes from the following domestic and farm animals:
Ideal, Suffolk.énd Corriedale sheeps; red-and-white and
black-and-white Schleswig-Holstein cows; thoroughbred and
Percheron horses; Dalmatian, Beagle, Great Dane, Basset Hound,
Doberman and German shepherd dogs. The compartimentalization
of blood glucose between plasﬁa and erythrocytes; the
glycolytic flux in red cells suspensioﬁs incubated at 37°C
with a known amount of glucose; the levels of enzymes from the
carbohydrate metabolism (Hexokinase, HK; Phosphoglucose
isomerase, PGI; Phosphofructokinase, PFK;
Fructose~1,6-bisphosphate aldolase,'FruPz—ALD}
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH;
Phosphoglyceratekinase, PGK; Phosphopyruvate hydratase-Enolase
(ENO) ; Pyruvatekinase, PK;_Lacﬁate dehydrogenase, LDH;
Glucose-6-phosphate dehydrogenase, G-6-PDH; 6-Phosphogluconate
‘dehydrogenase, 6-P-GDH) in erythrocytes were studied.

Profiies éf the glycolytic enzymes in the red blood
cells of the different animals studied were established as
specific activities. Furthermore, a study on the activity
related to hexokinase of the glycolytic enzymes of the
aifferent.erythrqcyteswas carried out, besides a study of the

ratios between enzymes related to each other on a product of
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reaction-substrate basis. The metabolic activity of the
erythrocytes was assayed in terms of lactate formation after
the incubation of the hemolysates either with glucose or with
2,3-Bisphosphoglycerate. Values for glycosylated hemoglobin
were also established. For this, the phosphocyanide eluate
from the BioRex 70 cation exchange resin was called
fast-eluting hemoglobin while the NaCl-phosphate-cyanide
eluate fraction was called slow-eluting hemoglobin. Bbth
fractions were analysed by "DISC" plyacrilamide gel
electrophoresis and the electrophoretic mobility of the
different fractions established. Moreover, a correlation has
.,been establhished between the>percentual values of the

- fast-eluting hemoglobin fraction and the whole blood sugar

levels of the different animals.



VI. CONCLUSOES

6.1. Nas condigdes utilizadas, eritrocitos de ovinos, bovinos,
equinos e caninos mostraram capacidade diminuida de metaboli-

zar glicdse‘em experimentos de fluxo glicolitico.

6.2. Eritrocitos de caninos, equinos, bovinos e ovinos possuem
niveis crescentes de hemoglobina de eluicao rapida (HbER), que
estao na razdo inversa das taxas glicémicas computadas em ter-

mos de sangue total.

6.3. Hemoglobina de eluigdo rapida, determinada em ovinos, bo-
vinos, equinos e caninos assemelha-se a hemoglobina glicosila-
da (HbAIc) humana, em razdao do seu comportamento eletroforéti-

CO.

6.4. Em eritrocitos de ovinos e bovinos, as taxas de hemoglo-
bina de eluicdo rapida mostram valores maximos, nao tendo sido
possivel identificar nos estudos de mobilidade eletroforética

a presenga de outro tipo de hemoglobina.

6.5. Em equinos e em caninos, a hemoglobina de eluicdo rapida
existe em taxas de 61,60 e 25,26%, respectivamente, tendo sido
possivel identificar, por eletroforese, a presenca de hemoglo-

bina normal.
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6.6, Uma possibilidade a ser aventada € a de que a presenca de

altos niveis de hemoglobina de eluicao rapida (Hb glicosilada)
possa explicar a aparente dificuldade demonstrada pelos eri-
trocitos de ovinos e de bovinos e, provavelmente, de equinos

de transformarem glicose metabolicamente.

6.7. Eritrocitos de ovinos e de bovinos possuem perfis de en-
zimas glicoliticas similares, com provavel ponto de .estrangu-
lamento a nivel de enzimas regulatdrias, com excecado da piru-

vatoquinase.

6.8. Em eritrocitos de equinos, os niveis de piruvatoquinase
sao inferiores aos dos demais animais, dando relacao PK/PFK

igual a 1,49, cerca de 10 vezes mais baixa do que a de ovinos.
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