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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é caracterizado por um quadro hiperglicémico decorrente da
deficiéncia na sintese, na acdo da insulina, ou ambos. O diagndéstico precoce do
diabetes, atrelado ao adequado tratamento e monitoramento, permite minimizar e
postergar o aparecimento das complicacdes associadas (nefropatia, retinopatia,
doenca cardiovascular, entre outras), melhorando a qualidade de vida dos afetados e
reduzindo os custos do sistema de saude publica. Atualmente, os critérios
diagndsticos para o diabetes ainda sdo baseados na glicemia em jejum, teste oral de
tolerancia a glicose ou dosagem de hemoglobina glicada. Considerando a
complexidade e as complica¢cdes da doenca e que o diagndéstico é realizado apenas
na medicdo de glicose e na dosagem de hemoglobina glicada, € de extrema
importancia que novos biomarcadores confiaveis para o diagndstico, tratamento e
prognoéstico da patologia sejam pesquisados. Portanto, o objetivo do trabalho foi a
deteccdo e identificacdo de proteinas de membrana e do citoplasma de eritrocitos de
pacientes com DM do tipo 1, DM do tipo 2 com mau e bom controle glicémico e
individuos sem diabetes a fim de avaliar se o perfil proteico entre esses grupos
apresentaria diferencas densitométricas. Para isso, as proteinas dos eritrocitos, tanto
de membrana quanto do citosol foram extraidas, separadas por eletroforese SDS-
PAGE, analisadas por densitometria e identificadas por espectrometria de massa do
tipo MALDI-TOF. Do total de 11 bandas proteicas visualizadas no gel de
poliacrilamida, 4 bandas apresentaram diferencas no valor de volume relativo e essas
bandas foram identificadas como proteina 4.1, gliceraldeido-3-fostato desidrogenase
(G3PDH), banda 3 ou mistura de proteina 4.1 e banda 3 ou mistura de G3PDH e
banda 3. No grupo DM1 com bom controle glicémico e no grupo controle, os volumes
relativos da banda proteica identificada como mistura de proteina 4.1 e banda 3 foram
respectivamente superiores e estatisticamente significativos (18% + 5 e 23% * 6,
P<0,05) em relagéo ao grupo com mau controle glicémico (13% + 2). O volume relativo
da mistura de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e banda 3 (43% + 11) no grupo
DM1 com mau controle glicémico foi estatisticamente superior (P<0,05) em relacdo ao
volume da banda 3 (26% * 4) na condicdo de bom controle glicEmico e no controle
nao houve detecc¢édo de banda. Para o grupo DM2 com mau e bom controle glicémico,
os volumes relativos da enzima G3PDH néo apresentaram diferenca com significancia
estatistica (P<0,05). No entanto, a G3PDH né&o foi identificada no grupo controle.
Diante dos resultados obtidos para o grupo DM1, os volumes relativos tanto da
proteina 4.1 e a G3PDH foram superiores na condicdo de mau controle glicémico,
enquanto para o grupo DM2, o volume relativo de G3PDH foi superior na condi¢ao de
mau e bom controle glicémico em relagéo ao controle. Portanto, € possivel inferir que
os eritrécitos de pacientes DM1 e DM2 com mau controle glicémico possam
apresentar propriedades reduzidas de deformabilidade e estabilidade mecanica, uma
vez que a proteina 4.1 participa na regulagéo do citoesqueleto. Ja a enzima citosolica
G3PDH pode indicar uma condicao de estresse oxidativo celular, uma vez que nessa
condicdo, a enzima se associa ao dominio citosélico da proteina integral de
membrana, a banda 3.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is characterized by a hyperglycemic condition due to deficiency
in synthesis, insulin action, or both. The early diagnosis of diabetes, coupled with the
adequate treatment and monitoring, allows minimizing and delaying the appearance of
associated complications (nephropathy, retinopathy, cardiovascular disease, among
others), improving the quality of life of those affected and reducing the costs of the
public health system . Currently, the diagnostic criteria for diabetes are still based on
fasting blood glucose, oral glucose tolerance test or glycated hemoglobin dosage.
Considering the complexity and complications of the disease and that the diagnosis is
only made in the measurement of glucose and in the measurement of glycated
hemoglobin, it is of the extreme importance that new reliable biomarkers for the
diagnosis, treatment and prognosis of the pathology be investigated. Therefore, the
objective of the study was to detect and identify erythrocyte membrane and cytoplasm
proteins of patients with type 1 DM, type 2 DM with poor and good glycemic control
and individuals without diabetes in order to assess whether the protein profile between
these groups would present densitometric differences. For this, both erythrocyte
membrane and cytosol proteins were extracted, separated by SDS-PAGE
electrophoresis, analyzed by densitometry and identified by MALDI-TOF type mass
spectrometry. From the total of 11 protein bands visualized on the polyacrylamide gel,
4 bands presented differences in the relative volume value and these bands were
identified as protein 4.1, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH), band
3 or protein 4.1 and band 3 or mixture of G3PDH and band 3. In the DM1 group with
good glycemic control and in the control group, the relative volumes of the protein band
identified as a mixture of protein 4.1 and band 3 were respectively higher and
statistically significant (18% = 5 and 23% = 6, P <0.05) in relation to the group with
poor glycemic control (13% = 2). The relative volume of the mixture of glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase and band 3 (43% + 11) in the DM1 group with poor
glycemic control was statistically superior (P <0.05) in relation to the volume of band 3
(26% = 4) in the condition of good glycemic control and there was no band detection
in the control. For the DM2 group with poor and good glycemic control, the relative
volumes of G3PDH enzyme did not present difference with statistical significance (P
<0.05). However, G3PDH was not identified in the control group. Considering the
results obtained for the DM1 group, the relative volumes of both protein 4.1 and
G3PDH were higher in the condition of poor glycemic control, while for the DM2 group,
the relative volume of G3PDH was higher in the condition of poor and good glycemic
control in relation to control group. Therefore, it is possible to infer that the erythrocytes
of DM1 and DM2 patients with poor glycemic control may have reduced deformability
and mechanical stability properties, since protein 4.1 participates in cytoskeletal
regulation. In case of the cytosolic enzyme G3PDH, it can indicate a condition of
cellular oxidative stress, since in this condition, the enzyme associates with the
cytosolic domain of the membrane integral protein, band 3.
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1.INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é definido como um grupo de doencas metabdlicas
decorrente da hiperglicemia estabelecida devido aos defeitos na acao, secrecao da
insulina ou em ambas. Devido a sua complexidade e cronicidade, o DM exige
assisténcia médica continua com estratégias para a manutenc¢ao do controle glicémico
e consequente reducdo das complicacbes crbnicas inerentes a patologia
(AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

Os diferentes tipos de DM sao categorizados com base na etiologia da
patologia. O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) ocorre devido a destruicdo das células
pancreéticas, ocasionando uma deficiéncia total de insulina. No Diabetes mellitus tipo
2 (DM2), um progressivo defeito na secrecdo da insulina promove resisténcia a acao
da mesma. O Diabetes mellitus Gestacional (DMG) é caracterizado pela hiperglicemia
detectada no segundo ou terceiro trimestre de gestacdo. Além disso, existem outros
grupos menos especificos de DM, cujas causas sdo variadas e sdo pertencentes a
essa categoria, os defeitos genéticos na funcédo das células beta, defeitos genéticos
na acao da insulina, doencas do pancreas exocrino, etc (AMERICAN-DIABETES-
ASSOCIATION, 2016).

Os tipo 1 e tipo 2 eram conhecidos como diabetes juvenil e adulto,
respectivamente. No entanto, os tradicionais paradigmas de que o diabetes tipo 2
ocorre apenas em adultos e o tipo 1 em criancas e adolescentes ja ndo sdo aceitos,
pois 0 DM1 e DM2 ocorrem em ambas as populagdes. Criangas com DM1 apresentam
0s sintomas tipicos e marcantes de politria/polidipsia e aproximadamente um terco
desenvolvem cetoacidose diabética (CAD). Os pacientes com DM2 podem apresentar
ocasilnalmente CAD. O aparecimento do diabetes tipo 1 em adultos apresenta inicio
variavel e ao contrario do que se observa em criangas, 0s sintomas classicos nem
sempre sdo observados. Ja o DM2 nao é diagnosticado por muitos anos, pois a
hiperglicemia se desenvolve gradualmente e, em estagios anteriores, 0s sintomas
muitas vezes nao séo suficientemente graves para o paciente perceber. No entanto,
mesmo pacientes nado diagnosticados possuem maior risco de desenvolver
complicagbes macrovasculares e microvasculares. Enfim, as dificuldades para o
diagnéstico do diabetes podem ocorrer em todas as faixas etarias, tornando-se mais
evidente ao longo do tempo (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

Os critérios diagnosticos para o diabetes sdo baseados na glicemia em jejum,

teste oral de tolerancia a glicose ou dosagem de hemoglobina glicada (AMERICAN-
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DIABETES-ASSOCIATION, 2016), a qual também é empregada como método padréo
ouro para o controle glicémico de longo prazo de individuos diabéticos. Outros
indicadores de hiperglicemia ainda néo disponiveis para a rotina da pratica clinica séo
1,5 anidroglucitol, marcador de hiperglicemia poés-prandial e a albumina glicada,
marcador de controle glicémico de curto prazo (SBD, 2016).

Diante dos escassos marcadores ainda empregados para diagndstico e
monitoramento do controle glicémico do diabetes e da complexidade da doenca, é de
extrema importancia que novos biomarcadores confiaveis para o diagndstico,
tratamento e progndstico da patologia sejam pesquisados. Estudos empregando
eritrécitos de pacientes com DM tém mostrado alteracdes na expressao de proteinas
de membrana, bem como, mudancas morfolégicas nas células eritrocitarias (BUYS et
al., 2013). A analise de proteinas de membrana de eritrécitos de pacientes com DM2
revelou a expressao diferencial de 42 proteinas quando comparadas com o controle
(individuos sem DM). Das 42 proteinas, 3 foram identificadas, sendo elas, a flotilina-
1, arginase e sintaxina 1C (JIANG et al., 2003). A interacdo entre a arginase soluvel
com flotilina-1 estéa envolvida no desenvolvimento de DM2 (JIANG et al., 2006). Buys
e colaboradores (2013) mostraram mudancas morfolégicas na ultraestrutura de
eritrécitos de pacientes com DM2 e estas modificacBes estdo correlacionadas com o
processo de glicacdo de proteinas do citoesqueleto, como a espectrina (BUYS et al.,
2013). Portanto, o presente estudo propde o estudo comparativo do perfil das
proteinas de membrana e citosélicas dos eritrocitos de pacientes com DM1, DM2 em

relagdo a individuos sem diabetes.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Estudar perfil proteico da membrana e do citoplasma eritrocitarios de
pacientes com DM1, DM2 e individuos que ndo apresentam a doenca.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar amostras de sangue de pacientes com DM1 e DM2, com bom controle
glicémico e mau controle glicémico e individuos sem DM (grupo controle);

e Padronizar os parametros bioquimicos, hemoglobina glicada e glicemia;

e Extrair as proteinas de membrana e citosolica da massa eritrocitéria,;

e Separar as proteinas de membrana e citosolica por eletroforese unidimensional
desnaturante;

e Aplicar andlise densitométrica nas bandas proteicas;

e Identificar as proteinas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF,;

e Detectar a glicacdo de proteinas por revelacdo com corante especifico.



18

3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DIABETES

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de disturbios metabdlicos endocrinos
caracterizado por hiperglicemia. Essa doenca metabdlica multifactorial €
caracterizada por dois defeitos principais: diminuicdo da producéo de insulina pelas
células beta pancreaticas e resisténcia a acao da insulina em diferentes tecidos-alvo
(musculo, figado e tecido adiposo). A insuficiéncia ou ineficiéncia da insulina promove
o desequilibrio no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (PRABHAKAR,
2016). Esse grupo de doencas metabdlicas, crbnicas e complexas, exige além de
controle glicémico, cuidados médicos continuos para minimizar as complicacdes
secundarias a saude (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

A hiperglicemia crénica do diabetes provoca complicacfes secundarias, em
longo prazo, tais como a disfuncéo e a faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos,
rins, sistema nervoso e vasos sanguineos, causando doenca cardiovascular e
amputacdes de membros inferiores, aumentando assim, os casos de morbidade e
mortalidade dessa doenca. Os diabéticos podem diminuir a prevaléncia dessas
complicagbes monitorando a glicemia, a pressao arterial e o perfil lipidico a fim de
manté-los nos intervalos de referéncia (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION,
2016; PRABHAKAR, 2016).

3.2.CLASSIFICACAO DO DIABETES

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) propde uma classificacdo
baseada na etiologia do DM (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016). As
quatro grandes categorias do diabetes séo:

o Diabetes Tipo 1 (DM1): resultante de uma deficiéncia absoluta de insulina
causada pela destruicdo autoimune das células 3 do pancreas;

o Diabetes Tipo 2 (DM2): causado pela combinagao da resisténcia a insulina e a
acao do hormodnio, com consequente aumento da producdo hepatica de
glicose. Muitos pacientes com esta forma de diabetes sé&o obesos e, sabe-se
que a obesidade causa um aumento na resisténcia & insulina. E usualmente
designada como “diabetes da maturidade” ou “diabetes n&o-insulina

dependente”.
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o Diabetes mellitus gestacional (DMG): definido como qualquer grau de
intolerancia a glicose detectada no segundo ou terceiro trimestre de gestacao.

o Outras formas especificas de diabetes: sdo reconhecidos mais de 56 tipos
especificos de diabetes. Como principais grupos destacam-se: defeitos
genéticos na funcao das células 3 (MODY, maturity diabetes of the young);
defeitos genéticos na acdo da insulina; doencas do pancreas; endocrinopatias;
inducdo quimica ou por drogas; infecgbes; formas incomuns de diabetes
mediados pelo sistema imune; sindromes genéticas associadas ao diabetes em
alguns casos (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

3.2.1.Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)

O DM1 é uma doenca cronica onde ocorre destruicdo parcial ou total das
células R das ilhotas de Langerhans do pancreas, acarretando na incapacidade de
producdo de insulina. E uma forma de diabetes resultante de resposta celular
autoimune, que ocorre comumente na infancia, no entanto pode ocorrer em qualquer
faixa etaria. A auto-imunidade em DM1 é especifica para as células beta produtoras
de insulina (YOON; JUN, 2001). Conhecido anteriormente como diabetes juvenil essa
forma corresponde de 7-12% do numero de casos de diabetes (INTERNATIONAL-
DIABETES-FEDERATION, 2015).

O DM1 apresenta marcadores autoimunes caracteristicos, que s&do o0s
autoanticorpos para insulina, autoanticorpos para GAD (GADG65), autoanticorpo para
tirosina fosfatase IA-2 e 1A-2b e autoanticorpo para transportador de zinco 8 (ZnT8).
A presenca de um ou mais marcadores define o DM1 (AMERICAN-DIABETES-
ASSOCIATION, 2016).

O DM1 tem etiologia multifatorial com relevante influéncia genética e
ambientais. Os genes do complexo leucocitario humano (HLA) estdo fortemente
associados a susceptibilidade da doenc¢a, bem como, fatores ambientais, como, como
a exposicao a agentes virais, toxinas ambientais, alimentos, entre outros (HALLER et
al., 2005).

Nesta forma de diabetes, a taxa de destruicdo de células 3 pode ser variavel,
e conforme as células produtoras de insulina vao sendo destruidas os sintomas da
doenca se manifesta. Alguns pacientes podem apresentar cetoacidose como primeira
manifestagdo da doenca, enquanto outros, normalmente adultos, podem ter uma

parcela de células 3 que funcionam por muitos anos, retardando a cetoacidose
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(AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016). Portanto, o processo de destruicao
das células beta pode ocorrer em meses ou anos e 0s sintomas aparecem com a
destruicdo da massa das ilhotas de Langerhans (HALLER et al., 2005).

Apesar do DM1 ser caracterizado como autoimune, algumas formas né&o
possuem etiologia conhecida e sdo chamadas formas idiopéticas, onde os pacientes
tém insulinopenia permanente com propensdo a cetoacidose. Normalmente se
engquadram nessa categoria, 0s ascendentes de Africanos ou Asiaticos que herdaram
a patologia (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

3.2.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

O DM2 constitui 87-91% de todos os casos de diabetes. (INTERNATIONAL-
DIABETES-FEDERATION, 2015). DM2 é um grave problema de saude global. Na
maioria dos paises, o diabetes aumentou ao lado de rapidas mudancas culturais e
sociais, como, envelhecimento das populacdes, a crescente urbanizacdo, mudancas
na dieta, sedentarismo e comportamentos insalubres (GROEN et al., 2005).

Existem provavelmente muitas causas diferentes desta forma de diabetes.
Embora as etiologias especificas ndo sejam conhecidas, a destruicdo auto-imune das
células-B ndo ocorre, e 0s pacientes ndo apresentam qualquer das outras causas
listadas nos outros tipos de diabetes (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2014).

3.2.3 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

O Diabetes mellitus gestacional (DMG) é definido como o diabetes
diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, que nao foi evidenciado
antes da gestacdo. Portanto, mulheres diagnosticadas com diabetes no primeiro
trimestre da gestacdo devem ser classicadas como tendo diabetes pré-gestacional,
seja DM2 ou mais raramente, DM1 (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2017).

Os riscos associados para o desenvolvimento do DMG foram estratificados
em trés nives: (1) Risco Alto: a presenca de qualquer um dos fatores, como obesidade,
diabetes em familiares de primeiro grau, historia pessoal de intolerancia a glicose e
gestagcdo anterior com neonato macrossémico, € suficiente para o enquadramento
nesta categoria; (2) Risco Médio: ndo se enquadra como risco alto ou baixo; (3) Risco

Baixo, o individuo deve apresentar as seguintes caracteristicas: idade < 25 anos, etnia
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associada a baixo risco, auséncia de diabetes em familiares de primeiro grau, ganhos
de peso normal antes e durante a gravidez, auséncia de historia de concentracdes
de glicose séricas anormais, auséncia de intercorréncias obstétricas prévias e
auséncia de glicosuria (BUCHANAN et al., 2007).

O DMG tem impactos negativos para o feto e neonato, que devem ser
considerados. Neste espectro, pode-se citar morte fetal intrauterina, ma-formacéao
congénita, hipoglicemia do recém-nato e macrossomia, que leva ao aumento do

namero de partos por cesareas. (KIM, C. et al., 2002).

3.2.4.0utros tipos de diabetes

A categoria designada “outros tipos de diabetes” agrupa tipos menos comuns
de DM, cujos defeitos ou processos causadores podem ser identificados. A
apresentacao clinica desse grupo € bastante variada e depende da alteracdo de base.
Portanto, nessa categoria estdo incluidos defeitos genéticos na funcédo das células
beta, defeitos genéticos na acado da insulina, doencas do pancreas exocrino e outras
condicbes (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2016).

3.3. EPIDEMIOLOGIA DO DM

O DM é uma das doencas crénicas mais comuns no mundo, sendo considerado
um problema de saude publica mundial. A prevaléncia de DM em 2015 foi
aproximadamente 415 milh&es de pessoas em todo o mundo (8,8% dos adultos entre
20 e 79 anos), sendo que cerca de 75% das pessoas atingidas vivem em paises de
baixa e média renda e, estima-se que em 2040, 642 milhdes de pessoas deverao ter
diabetes. No Brasil, o DM atinge um pouco mais de 10 milhdes de pessoas na faixa
etaria de 20 a 79 anos (INTERNATIONAL-DIABETES-FEDERATION, 2015).

Aproximadamente 5 milhdes de pessoas (20 a 79 anos) morreram devido ao
diabetes em 2015 no mundo, o equivalente a uma morte a cada seis segundos.
Portanto, o diabetes é responsavel por 14,5% da mortalidade global quando
comparada as outras causas de morte. Este numero foi superior ao ndmero
combinado de mortes por doencas infeciosas (1,5 milhdes de mortes por AIDS, 1,5
milhdes por tuberculose e 0,6 milhdes por malaria, em 2013). Cerca de metade
(46,6%) dos Obitos por diabetes ocorrem em pessoas com menos de 60 anos
(INTERNATIONAL-DIABETES-FEDERATION, 2015).
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3.4 CRITERIOS DIAGNOSTICOS E CONTROLE GLICEMICO

O diagnoéstico de diabetes € baseado através da quantificacdo da glicose
plasmética. Com o decorrer dos anos, estudos mostraram a necessidade da
padronizacao das dosagens e dos critérios utilizados tanto para o diagndstico quanto
para o controle glicémico do DM. Esses critérios foram estabelecidos em 1997 e
aprovados pela Organizacdo Mundial de Saude para utilizacéo na rotina laboratorial.
(SACKS et al., 2011).

Além da quantifcacdo da glicemia apos jejum e teste de tolerancia oral a
glicose, em 2009, pesquisadores propuseram o uso da hemoglobina glicada fracéo
Al1C (HbA1C) como critério diagnostico, pois a dosagem de HbA1C refletiria as
concentracdes de glicose no sangue a longo prazo (SACKS et al., 2011).

Atualmente, sdo aceitos trés critérios de diagndstico de diabetes com a
utilizacao da glicemia:

o Sintomas classicos de hiperglicemia acrescidos de glicemia casual =200 mgl/dL.
Compreende-se por glicemia casual aquela realizada a qualquer hora do dia,
independentemente do horario das refeicfes, ou

o Glicemia de jejum = 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevagdes da glicemia, o
diagndstico deve ser confirmado pela repeticdo do teste no outro dia, ou

o Glicemia de 2 horas pés-sobrecarga de 75g de glicose = 200 mg/dL. O teste de
tolerancia a glicose deve ser realizado com os cuidados preconizados pela
Organizacdo Mundial de Saude, com coleta para diferenciacao de glicemia em
jejum e 120 minutos apds a ingestdo de glicose, ou

o HbA1c = 6,5% a ser confirmada em outra coleta, porém dispensavel em caso de
sintomas ou glicemia = 200 mg/dL (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION,
2016).

3.5 COMPLICACOES ASSOCIADAS AO DM

O DM promove em longo prazo, complicagbes microvasculares e
macrovasculares. As complicagcbes microvasculares, causadas pelo dano de
pequenos vasos sanguineos, incluem nefropatia (doencga renal), retinopatia (leséo

ocular) e neuropatia (dano nervoso), enquanto a complicagdo macrovascular, causada
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por danos em grandes vasos sanguineos, inclui artérias e veias que transportam
sangue para o coracao, tendo como consequéncia a doenca cardiovascular venosa
(DCV), cérebro e extremidades inferiores, podendo levar a amputacdo de membros
(DCCT, 1995; UKPDS, 1998; WEI et al., 1998; PRABHAKAR, 2016).

A retinopatia diabética (RD) € uma das principais complicacdes relacionadas
ao DM. Apo6s 20 anos do desenvolvimento da doencga, mais de 90% dos pacientes
com DM1 e 60% daqueles com DM2 apresentaram algum tipo de retinopatia. Na RD,
a principal causa de baixa visual € o edema macular, podendo estar presente desde
as fases iniciais da retinopatia até em casos nos quais ha doenca proliferativa grave,
acometendo 30% dos pacientes com mais de 20 anos de diabetes (KLEIN et al.,
1984).

A neuropatia diabética, outra complicacéo resultante do desenvolvimento da
doenca, é um distarbio neuroldgico demonstravel clinicamente ou por métodos
laboratoriais em pacientes diabéticos. As principais manifestacbes clinicas de
comprometimento somatico sdo dorméncia ou queimacdo em membros inferiores,
formigamento, pontadas, choques, agulhadas em pernas e pés, desconforto ou dor
ao toque de lencbis e cobertores e queixas de diminuicdo ou perda de sensibilidade
tatil, térmica ou dolorosa. Ainda que a predominéancia de sintomas e sinais se localize
nos membros inferiores, 0s membros superiores (maos e bragcos) podem também ser
afetados. Alguns pacientes evoluem para perda total de sensibilidade, sem apresentar
sinais prévios (SBD, 2016).

Outra complicacdo crénica da DM é a nefropatia, também conhecida como
doenca renal do diabetes (DRD), que acomete cerca de 35% dos pacientes (SBD,
2016), através de um aumento da excrecao urinaria de albumina e em alguns casos
apresenta a reducao isolada da taxa de filtracdo glomerular (DE BOER et al., 2011).
A DRD quando associada a doenca cardiovascular (DCV) ocasiona um aumento da
mortalidade nesses pacientes (SBD, 2016). A doenca macrovascular do paciente com
diabetes é caracterizada por uma doenca aterosclerdtica que também incide em uma
populacdo ndo diabética, no entanto, € mais precoce, mais frequente e mais grave.
Sendo assim, a DCV é a maior causa de morbidade e mortalidade nos pacientes com
DM (KANNEL; MCGEE, 1979; STRATTON et al.,, 2000; DEEDWANIA; FONSECA,
2005).

Existe uma relagdo direta entre o grau de controle de glicemia crbnica e o risco
de complicagbes tardias do rim, da retina e neuroldgicas. Essa correlacdo tem sido

documentada em estudos epidemiologicos e ensaios clinicos para o DM1 e DM2
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(STRATTON et al., 2000). O importante papel da hiperglicemia causal no
desenvolvimento e progresséao das complicagcdes tem sido documentado em ensaios
clinicos. Diabéticos tipo 1 que reduzem a glicemia média exibem uma incidéncia
significativamente menor de complicacbes microvasculares (retinopatia, nefropatia e
neuropatia) (UKPDS, 1998).

Tanto a hiperglicemia como a resisténcia a insulina séo fatores chaves na
patogénese das complicacdes macrovasculares (UKPDS, 1998; GINSBERG, 2000;
BROWNLEE, 2001). A glicose acumulada interfere em diferentes vias metabdlicas
levando a producdo de compostos e metabdlitos, além de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que danificam organelas celulares e consequentemente os 6rgaos
sistémicos (BROWNLEE, 2001; SHEETZ; KING, 2002). A Figura 1 mostra o provavel
mecanismo pelo qual a hiperglicemia induz a superproducdo de EROs. Cinco
hip6teses amplamente aceitas para explicar como a hiperglicemia causa patologia
vascular e neural, foram levantadas: (1) via do sorbitol, (2) via de Hexosamina, (3) via
da proteina quinase C,(4) via da cetoaldeido, (5) fosforilacdo oxidativa e (6) via
formacdo de metilglioxal e glicacdo avancada (FIGURA 1) (BROWNLEE, 2001). A
hiperglicemia cronica aumenta a disponibilidade de substratos que favorecem o
acumulo de moléculas associadas as complicacfes do diabetes como o sorbitol, as
hexosaminas, a proteina quinase C (PKC) e produtos de glicacdo avancada (AGES).
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FIGURA 1. VIAS METABOLICAS RELACIONADAS AS COMPLICAGCOES DO DIABETES

MELLITUS.

1) Metabolismo

GLICOSE do Sorbitol
Glicose-6-fosfato
. 2 ) .
Frutose 1,6-bis-fosfato Glicosamina
3)
Metilglioxal Gliceraldeido-3-fosfato Dihidroxiacetona

4)

1,3-bis-fosfoglicerato Glicerol-3-fosfato

Piruvato Enediol

DAG Metabolismo da
©) Hexosamina
Acetil CoA Oxaloacetato
Ativacao da
PKC
Fosforilag&o Cetoaldeido
oxidativa
Glicacéo (5)
ESPECIES
REATIVAS DE

OXIGENIO (EROs)

Seis vias bioquimicas ao longo das quais o metabolismo da glicose pode formar EROs. Sob condi¢des
fisiol6gicas, a glicose é utilizada principalmente na glicélise e fosforilagdo oxidativa (5). Em condic¢des
de hiperglicemia, os niveis excessivos de glicose podem inibir o processo glicolitico e inibir o
catabolismo do gliceraldeido, o que faz com que a glicose, a frutose-1,6-bifosfato e o gliceraldeido-3-
fosfato sejam desviados para formacdo de cetoaldeido (4); ativacdo de PKC (3); formacdo de
metilglioxal e glicacéo (6); metabolismo do sorbitol (1); metabolismo de hexosamina (2); e fosforilagéo
oxidativa (5).

Fonte: (ROBERTSON, 2004)

Via do Sorbitol

O sorbitol é o intermediario desta via e esta implicado em complicacdes
diabéticas, especialmente nos danos microvasculares a retina, rins e nervos
(ENGERMAN et al., 1994). A glicose nédo utilizada pelas células na producédo de
energia € desviada para a via polidlica e convertida em sorbitol em uma reacéo
catalisada pela aldose redutase e dependente do cofactor nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), que € também necessario para a regeneracao da
forma oxidada da glutationa em glutationa reduzida (GSH). Assim, a via do sorbitol
ativada reduz NADPH para manter o sistema redox intracelular e consequentemente
induz o estresse oxidativo (BROWNLEE, 2001) (FIGURA 2). Além disso, o sorbitol
ndo atravessa as membranas celulares e seu acumulo acarreta estresse osmatico

celular (CHUNG et al., 2003).
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FIGURA 2. VIA DO SORBITOL

Aldose Sorbitol
) redutase ) desidrogenase
Glicose Sorbitol Frutose
NADPH NADP+ NAD+ NADH
A\ 4
GSSH Glutationa GSH
redutase

A via poliol na inducéo do estresse oxidativo
Fonte: adaptado (PRABHAKAR, 2016)

No passo seguinte da reagdo, a enzima sorbitol desidrogenase catalisa a
oxidacao de sorbitol para frutose, produzindo NADH a partir de NAD*. A frutose pode
ser convertida em frutose-6-fosfato pela hexoquinase e ser utilizada na via da glicolise.
No entanto, se os niveis de glicose no sangue estao elevados, a producéo de sorbitol
sera favorecida em relacdo a via glicolitica (WELLS-KNECHT et al., 1995), levando
ao aumento da razao citosélica NADH/NAD®*, que acarretara na inibicdo da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH). Com a inibicdo da G3PDH, a
concentracéo de trioses fosfato aumentara e essas moléculas serdo desviadas para
a producédo de metilglioxal, um precursor dos produtos finais de glicagcdo avancada
(AGEs) e para producdo de diacilglicerdis (DAG), que ativardo a enzima PKC
(BROWNLEE, 2001).

Via da Hexosamina

O excesso de glicose intracelular também é desviado para a via da
hexosamina, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo devido a inibicdo da
producéo do antioxidante GSH (HORAL et al., 2004). Na via da hexosamina, a frutose-
6-fosfato € convertida em N-acetilglucosamina-6-fosfato (GICNAc) pela enzima
frutose-6-fosfato amidotransferase (GFAT). A GIcNAc é entdo convertida em uridina
difosfato N-acetilglucosamina (UDPGIcNAc), que torna-se substato da reacéo
catalisada pela O-GIcNAc transferase, cuja funcdo € transferir GICNAcC para os

residuos de serina e treonina de proteinas, como os fatores de transcricdo. A
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transferéncia elevada de GIcNAc para fatores de transcrigdo como Spl resulta na
producdo aumentada de inibidor-1-do ativador de plasminogénio (PA1), envolvido em
doencas trombdticas e fatores de transformacdo do crescimentoTGF-a e B1, que
participam do processo de angiogénese, frequente na retinopatia diabética
(KADONAGA et al., 1988; BROWNLEE, 2001).

Via da proteina quinase C (PKC)

A PKC pertence a uma familia de enzimas, que através da fosforilacdo de
grupos hidroxil dos residuos de aminoacidos serina e treonina, controlam as funcées
de outras proteinas, como as que atuam nas cascatas de transducdo de sinal. As
enzimas PKC sé&o ativadas devido ao aumento da concentracdo de DAG ou Ca?*
(INOGUCHI et al., 1992; KOYA; KING, 1998). A ativacdo de PKC pode afetar a
producdo de Oxido nitrico endotelial (eNOS), endotelina-1(ET-1), do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), do fator de crescimento B (TGF-B), do
inibidor-1-do ativador do plasminogénio endotelial (PAI-1), do fator nuclear kappa B
(NF-kB) e NADPH oxidases (PRABHAKAR, 2016). Essas alteragdes pode resultar em
uma série de consequéncias patogénicas. Os principais produtos e consequéncias
com o aumento da PKC causado pela hiperglicemia esta representado na (FIGURA
3).
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FIGURA 3. CONSEQUENCIAS DA ATIVAGCAO DA PROTEINA QUINASE C (PKC) INDUZIDA
POR HIPERGLICEMIA.
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A hiperglicemia aumenta o teor de diacilglicerol (DAG), que ativa a PKC, que por sua vez promove uma
série de consequéncias patogénicas afetando a expressdo da endotelina sintetase, de 6xido nitrico
(eNOS), endotelina-1 (ET-1), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de transformag&o
do crescimento 3 (TGF- B), do inibidor do ativador do plasminogénio endotelial (PAI-1), do fator nuclear
kappa- B (NF-k B) e NAD(P) H oxidases.

FONTE: Adaptado de: (BROWNLEE, 2001)

Via do Cetoaldeido

A exposicdo a longo prazo a altas concentracdes de glicose diminui a
atividade da gliceraldeido-fosfato desidrogenase (G3PDH) nas ilhotas pancreaticas
(SAKAI et al., 2003), levando ao aumento de gliceraldeido-3-fosfato (G3P), o qual se
autoxida (FIGURA 1, VIA 4), gerando peréxido de hidrogénio (H202) e a-cetoaldeidos,
duas substancias potencialmente toxicas que reagem e alteram biomoléculas, como
proteinas, nucleotideos, lipideos (WOLFF; DEAN, 1987). Embora o G3P seja
considerado um secretagogo de insulina, quando presente em excesso atua como
inibidor da secrecéo de insulina (HELLMAN et al., 1974).

Via da oxidacéao fosforilativa

As concentracdes elevadas de glicose acarretam na superproducédo de
doadores de eletrons (NADH e FADH?2) pelo ciclo do acido tricarboxilico (TCA), que
geram um potencial de membrana elevado devido ao bombeamento exacerbado de

prétons pela membrana mitocontrial interna, o que por sua vez aumenta a produgéo
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de superoxido mitocondrial (FIGURA 1, via 5) (DU et al., 2000). Com o acumulo de
superoxido, a célula sofrera danos, como a diminuicao da atividade da enzima G3PDH
e alteracdes nas proteinas (JONES, 2008).

Ja foi relatado que o niumero de mitocondrias diminui em 38% nas células
musculares de individuos resistentes a insulina quando comparados ao grupo controle
(MORINO et al., 2005). A lipotoxicidade e a glucotoxicidade em individuos obesos e
em DM2 induzem a super expressao da proteina 2 de desacoplamento de células
(UCPs), proteinas presentes na membrana da mitocondria que desacoplam a
oxidacdo dos substratos da sintese de ATP, dissipando o potencial de energia de
membrana e, consequentemente diminuindo a sintese de ATP, que promove a
secrecdao insuficiente de insulina (AZZU; BRAND, 2010; WANG, M. et al., 2010). Além
disso, a diminuicdo da oxidacéo de acidos graxos, causada pelo reduzido numero de
mitocéndrias ou disfuncdo mitocondrial, aumenta os niveis de acil-CoA e DAG, que
através da ativacdo de PKC, inibem o recrutamento do receptor de glicose de
membrana, o GLUT4, diminuindo a captacdo de glicose mediada por insulina
(LOWELL; SHULMAN, 2005).

Formacéao de Produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)

Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) sdo um grupo heterogéneo
de moléculas formadas a partir da rea¢do ndo enzimatica de agUcares redutores com
grupos amino livres em proteinas, lipideos e &cidos nucleicos (FIGURA 1, via 6),
formando primeiramente a base de Schiff, a qual entdo sofre rearranjos para a
formacdo de produtos Amadori. Os AGEs sdo formados em uma taxa constante e
lenta. No entanto, sua acumulacdo é acentuadamente acelerada no diabetes devido
a maior disponibilidade de glicose (THORPE; BAYNES, 2003). Nos pacientes com
DM, a producdo de metilglioxal, intermediatio para a formacdo de AGEs, ocorre
principalmente a partir dos intermediarios triose-fosfato na via glicolitica, que incluem
dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato (PHILLIPS; THORNALLEY, 1993).

Varios estudos tém demonstrado que o metilglioxal é significativamente
elevado no plasma de diabéticos (KNECHT et al., 1992; MCLELLAN et al., 1992;
YAMADA et al., 1994; BEISSWENGER, P. et al., 1999) e correlaciona com controle
glicémico (KNECHT et al., 1992; BEISSWENGER, P. et al., 1993; NIWA et al., 1993;
MCLELLAN et al., 1994). Esse intermediario de AGEs também pode desempenhar

um papel no desenvolvimento de uma série de complicacdes diabéticas, incluindo a



30

nefropatia diabética, como sugerido por varias linhas de evidéncia, incluindo estudos
dos estagios iniciais da disfun¢éo renal diabética, onde a hiperfiltracdo glomerular esta
associada a niveis elevados de metilglioxal (BEISSWENGER, P. et al., 1997). Além
disso, niveis elevados de metilglioxal e seus metabdlitos podem estar associados a
albuminuria precoce (BEISSWENGER, P. J. et al.,, 1995; BEISSWENGER, P.;
HOWELL; NELSON; et al., 2003).

A producdo de AGEs pode causar danos aos tecidos alvo por trés
mecanismos gerais: modificacdo de proteinas intracelulares, de proteinas e
componentes da matriz extracelular e das proteinas plasmética (BROWNLEE, 1994,
VANDER JAGT et al.,, 1997). A formacdo e acumulo de AGEs mediada pela
hiperglicemia resultante do DM tém sido amplamente implicados em todas as
complicacBes macrovasculares e microvasculares (STITT, 2003). A reatividade de
AGEs pode ser amplificada além da reacéo inicial entre biomoléculas e acUcares, pois
as células dos pulmdes, figado, rins tém receptores para AGEs. Estes receptores
ligam-se aos AGEs e deflagram cascatas de biosinalizacdo que contribuem no
desenvolvimento de doencas inflamatdrias cronicas relacionadas com diabetes,
incluindo aterosclerose, asma, artrite, infarto do miocardio, nefropatia, retinopatia ou
neuropatia (SCHALKWIJK; STEHOUWER, 2005).

Desta forma, como a hiperglicemia é o principal fator desencadeante das
complicacBes diabéticas, um marcador para avaliar as concentracdes plasmaticas
médias da glicemia nestes pacientes é relevante, bem como métodos para o
monitoramento do controle glicémico que sejam particularmente sensiveis a qualquer

episodio de hiperglicemia.

3.6 ERITROCITOS: PROTEINAS DE MEMBRANA E DO CITOESQUELETO

Os eritrocitos, hemaceas ou células vermelhas sdo células anucleadas e,
consequentemente devido a auséncia de transcricdo e traducdo para substituir as
proteinas danificadas, os eritrécitos tém uma vida util de aproximadamente 120 dias,
apos esse periodo os eritrécitos sdo destruidos por macrofogos no sistema
reticuloendotelial. O glébulo vermelho maduro é adaptado para realizar a ligacéo e o
transporte de oxigénio e sua entrega a todos os tecidos. A membrana, a hemoglobina
e as proteinas envolvidas nas vias metabdlicas dos globulos vermelhos interagem
para modular o transporte de oxigénio, proteger a hemoglobina dos danos induzidos

pelas EROs e manter o ambiente osmatico da célula. A forma bicdncava dos glébulos
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vermelhos fornece uma area maior para troca respiratoria e a passagem dessa célula
através de microcapilares, o que é conseguido por uma modificacdo drastica da sua
forma bicbncava, tornada possivel apenas pela perda do ndcleo e das organelas
citoplasmaticas (WEINSTEIN; SURGENOR, 1974).

O citoplasma de um eritrocito contem cerca de 250 milhées de moléculas de
hemoglobina, proteina responsavel pelo transporte de oxigénio e dioxido de carbono
em todos os tecidos do corpo. Nos pulmdes, a hemoglobina liga-se ao oxigénio em
troca de dioxido de carbono, sendo oxigénio entregue aos tecidos em pH e presséo
do gas fisiolégicos, enquanto o dioxido de carbono € retirado dos tecidos (BARASA,
SLIJPER, 2014). A hemoglobina assume diferentes conformagdes quando associada
(oxihemoglobina ou oxi-Hb) e ndo associada (desoxihemoglobina ou desoxi-Hb) ao
oxigénio, devido a exposi¢cao ou ndo do ferro do grupo heme para interagir com o
oxigénio. Além disso, o pH influencia na ligagdo do oxigénio a hemoglobina. Tanto a
oxi quanto a desoxihemoglobina ligam-se aos prétons H*, mas em pH fisiolégico, a
desoxihemoglobina tem maior afinidade a eles, de modo que a medida que a
oxihemoglobina perde oxigénio, o préton H* liga-se a hemoglobina. Assim, nos
tecidos, a concentracdo de oxigénio dissolvido é baixa e as do diéxido de carbono e
do préton H* dissolvidos sdo elevadas, proporcionando a troca de ions e gases, ou
seja, 0 oxigénio é liberado da hemoglobina para os tecidos e didxido de carbono e os
prétons H* sdo transferidos dos tecidos para a corrente sanguinea. Nos pulmdes,
onde a concentracado de oxigénio dissolvido é alta e de didxido de carbono dissolvido
€ baixo, os efeitos reversos se combinam para aumentar o carregamento de
hemoglobina com oxigénio e diminuir a solubilidade do di6xido de carbono (BALDWIN,
1975; KIM, H.; GREENBURG, 2004).

Além dessas atividades, a hemoglobina atua na regulacdo das atividade das
enzimas glicoliticas (GEs) do eritrocito. A desoxihemoglobina e as enzimas glicoliticas
possuem 0s mesmos sitios de ligagdo no dominio amino terminal da proteina integral
da membrana do eritrécito conhecida por banda 3. Portanto, a desoxihemoglobina e
enzimas glicoliticas competem por esses sitios. Estudos recentes mostram que as
GEs, como as G3PDH, aldolase, fosfofrutoquinase (PFK), piruvato quinase (PK),
lactato desidrogenase (LDH), estdo amplamente limitadas a membrana quando a
oxihemoglobina esta uniformemente distribuida no citoplasma, sendo que as trés
primeiras ligam-se a sitios especificos no dominio NH2 terminal da banda 3 e as duas
tltimas enzimas citadas possuem o sitios de ligacdo préximo a banda 3, mas nao

diretamente a ela. As GEs estdo organizadas em complexos na membrana, cuja
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montagem é regulada pela oxigenacdo da hemoglobina e fosforilagdo da banda 3.
Quatro linhas de evidéncia demonstram que as GEs s&@o pelo menos parcialmente
montadas em complexos multiméricos proximos da extremidade aminoterminal da
banda 3: (1) um antigeno ou anticorpo especifico para os residuos da banda 3 desloca
todas as GEs da membrana; (2) a fosforilagdo da tirosina da extremidade
aminoterminal da banda 3 libera reversivelmente todas as GEs da membrana; (3) a
desoxigenacdo de globulos vermelhos desacopla todas as GEs da membrana,
consistente com a capacidade estabelecida da desoxi-Hb e (4) observou-se um
grande aumento na acessibilidade dos epitopos enzimaticos quando as GEs estdo
dissociadas da membrana. Portanto, a desoxigenacéo da hemoglobina e fosforilacéo
da banda 3 liberam as GEs para catalisarem os substratos da via glicolitica
(CAMPANELLA et al., 2005).

Durante a sua vida intravascular, os eritrocitos requerem energia para manter
um numero de fung¢des vitais da célula, como manutenc¢ao da glicolise; a manutencao
do gradiente de eletrélitos entre o plasma e o citoplasma de glébulos vermelhos
através da atividade de bombas de membrana de adenosina trifosfato (ATP); sintese
de glutationa e outros metabdlitos; metabolismo de purina e pirimidina; manutencéo
do ferro da hemoglobina em seu estado funcional, ferroso; protecdo de enzimas
metabdlicas, hemoglobina e proteinas de membrana contra o estresse oxidativo; e por
fim, preservacdo da assimetria de fosfolipidos de membrana. A glicose é o substrato
primario para a manutencéo das células vermelhas, uma vez que a glicose entra na
célula, ela é fosforilada a glicose-6-fosfato (G6P) pela enzima hexoquinase (HK).
Devido a falta de nucleo e mitocdndrias, as células sanguineas maduras séo
incapazes de gerar energia através da via glicolitica aerdbica. Em vez disso, 0s
eritrocitos dependem da conversdo anaerObica da glicose pela via de Embden-
Meyerhof para a geracdo e armazenamento de fosfatos de alta energia (ATPS)
(FIGURA 4), na qual a glicose é convertida em duas moléculas de lactato e tem um
ganho de duas moléculas de ATPs. Esses ATPs séo utilizados na manutencdo da
forma da hemacia e garantem o funcionameto das bombas eletroliticas presentes na
membrana celular (MIWA, 1983; VAN WIJK; VAN SOLINGE, 2005). As moléculas de
1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG), produzidas pela reacdo da G3PD, podem ser utilizadas
através da reacado catalisada pela fosfoglicerato quinase (PGK) na via de Embden-
Meyerhof ou podem ser convertidas em 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) pela reacao
catalisada pela difosfoglicerato mutase (DPGM), pela via de Rapoport- Luebering. A

degradacédo do 2,3-DPG a 3-fosfoglicerato (3-PG) é catalisada pela atividade da
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disfosfoglicerato fosfatase (DPGP). A via Rapoport-Luebering desvia a glicélise do
passo de geracdo de ATP, consequentemente, quando a glicose € metabolizada por
esta via o balanco final na producéo de ATP é zero (VAN WIJK; VAN SOLINGE, 2005).
Nos eritrocitos da maior parte das espécies de mamiferos, o 2-3-DPG reduz a
afinidade do oxigénio pela hemoglobina. Assim, o 2,3-DPG é extremamente
necessario para a manutencgédo do equilibrio da afinidade da hemoglobina por oxigénio
dentro de um intervalo fisiolégico (BENESCH; BENESCH, 1967).
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FIGURA 4. VIA DA GLICOLISE ANAEROBICA, EMBDEN-MEYERHOF.

Glicose

Hexoquinase g ATP
ADP

_ via das
Glicose-6-fosfato |:>

Fosfoglicose isomerase I

Frutose-6-fosfato

) ATP
Fosfofrutoquinase l g ADP
Frutose-1,6-bifosfato
Aldolase |
LY . v
Dihidroxiacetona-fosfato < > (2) Gliceraldeido-3-fosfato
Gliceraldeido-3-fosfato = (2NAD+
. . desidrogenase (2)NAD+H
Difosfoglicerato mutase
l (2)1,3-Difosfoglicerato
. . _ _ (2)ADP
2,3-Difosfoglicerato Fosfoglicerato quinase I 6 (2)ATP

’ Disfosfoglicerato fosfatase

> (2) 3-fosfoglicerato

[ Rapoport-Luebering ]

Monofosfoglicerato I
mutase

(2) 2-fosfoglicerato

Enolase

(2) Fosfoenolpiruvato

) i (2)ADP
Piruvato quinase l g (2)ATP
(2) Piruvato
(2)NAD+H
Lactato desidrogenase l 6 (2)NAD+

(2) Lactato

Esquema da via glicolitica Embden-Meyerhof, mostrando o balanco da producao de 2 ATPs e 2 NADH.
FONTE: adaptado de (VAN WIJK; VAN SOLINGE, 2005)

Além da via glicolitica anaerdbica, outras vias, como o via das pentoses e
sistema da glutationa, atuam no citosol e membrana celular para manutencao do
equilibrio redox da célula contra os processos oxidativos. Cerca de 10 % da glicose
no eritrocito € metabolizada pelo via das pentoses. Na via das pentoses, a glicose-6-
fosfogluconato, proveniente da via glicolitica, é oxidada em dioxido de carbono e
NADP* é reduzido a NADPH. O produto dessa via retorna a via glicolitica ou pela
gliceraldeido-3-fosfato ou pela frutose-6-fosfato. Nao ha ganho energético, pois nessa

via ndo ha producdo de ATP, mas ela € essencial para protecdo da célula contra
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agentes oxidantes, sendo a producdo do NADPH um produto importante para a via
redutora da glutationa (BARRETO, 1978). O NADPH ¢é a coenzima utilizada na
conversdo da glutationa oxidada (GSSH) a sua forma reduzida (GSH), através da
glutationa redutase. A GSH tem como funcéo reduzir baixos niveis de peréxido de
hidrogénio que se forma espontaneamente. No processo da reducdo dos peréxidos
ou das liga¢Bes dissulfetos, a GSH é convertida em glutationa oxidada (BARRETO,
1978; GHEZZI, 2013).

Outra caracteristica importante dos eritrécitos € a capacidade de
deformabilidade e consequente adaptabilidade em vasos de pequeno calibre. Além
da macrovasculatura, os eritrécitos percorrem a microvasculatura, cujo calibre pode
medir um terco do diametro eritrocitario, causando altas tensdes de cisalhamento na
célula (BUYS et al., 2013), que séo suportadas devido a associacdo entre membrana
plasmatica e citoesqueleto. A membrana plasmética dos eritrocitos exibe um
comportamento Unico, alta flexibilidade (100 vezes mais elastica do que uma
membrana de latex com a mesma espessura), rapida resposta as tensdes aplicadas
ao fluido (constante de tempo na faixa de 100 milissegundos), e € mais forte do que o
aco, em termos de resisténcia estrutural. Essa funcdo € diretamente relacionada a
estrutura e composicdo de sua membrana celular discoide e citoesqueleto
(MOHANDAS; GALLAGHER, 2008).

As proteinas da membrana do eritrocito, que recebe o nome “ghost”, apos
extracdo das proteinas citoplasmaticas por seguidas lavagens em solucfes
hipotonicas, quando foram detectadas em gel de eletroforese desnaturante SDS-
PAGE, receberam nimeros em ordem crescente, iniciando com o numero 1 (um) pela
banda de maior massa molecular. Atualmente, algumas proteinas ainda sao
identificadas pelo nome numérico, como a banda 3 e a proteina 4.1 (YU, Jetal., 1973).

A composicdo da membrana plasmatica do eritrécito contém 39,5% de
proteinas, 35,1% de lipideos e 5,8% de carboidratos, presentes na face extracelular
da bicamada lipidica. A membrana lipoprotéica eritrocitaria € composta por mais de
50 proteinas transmembranais que variam de centenas a milhdes de cépias por célula.
Uma grande fracdo de proteinas transmembranais define os varios antigenos do
grupo sanguineo (REID; MOHANDAS, 2004). As proteinas que compdem a
membrana eritrocitaria sdo estruturalmente classificadas em integrais ou
transmembranéarias e periféricas ou extramembranéarias. Essas proteinas do
citoesqueleto membranario formam uma rede subjacente a membrana. Este esqueleto

€ responsavel pela forma, biconcava normal ou anormal, em caso de defeitos
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genéticos dos glébulos vermelhos e representa 60% da massa protéica de toda a
membrana. As proteinas integrais possuem uma por¢ao hidrofébica que atravessa a
bicamada lipidica e uma por¢céo menos hidrofobica que séo os dominios intracelulares
e extracelulares, os quais interagem com moléculas proximas a membrana celular. As
principais proteinas transmembranais e periférica do eritrécitos estdo representadas
na TABELA 1 (MURADOR; DEFFUNE, 2007).

TABELA 1. PRINCIPAIS PROTEINAS TRANSMEMBRANAIS E PERIFERICAS DA
MEMBRANA DO ERITROCITO.

Banda 3, anion exchanger 1 (AE1)
Glicoforina A (GPA)
Glicoforina B (GPB)
Glicoforina C (GPC)
Transportado da glicose (GLUT 1)

Proteinas transmembranais

Receptor da Insulina

Espectrina

Anquirina
Banda 4.2
Banda 4.1

Actina
Tropomiosina
FONTE: (MURADOR; DEFFUNE, 2007; MOHANDAS; GALLAGHER, 2008)

Proteinas periféricas

As proteinas transmembranais exibem heterogeneidade funcional, servindo
como proteinas de transporte, proteinas de adesdo envolvidas em interacfes de
eritrécitos com outras células sanguineas e células endoteliais, como receptores de
sinalizacdo e outras atividades ainda indefinidas (REID; MOHANDAS, 2004;
MOHANDAS; GALLAGHER, 2008). As proteinas de membrana com funcédo de
transporte incluem a banda 3 (transportadora de ions), aquaporina 1 (transportadora
de agua), GLUT1 (transportadora de glicose), proteina de antigeno Kidd
(transportador de ureia), RhAG (transportador de gas), bombas transportadoras de
ions como a Na*/K*- ATPase e a Ca*- ATPase, proteinas cotransportadoras de ions
como a Na*/K* /2CI, a Na*/Cl, a Na*/K*e a K*/CI. As proteinas de membrana com
funcdo adesiva incluem ICAM-4, que interage com integrinas e Lu, a proteina de
ligacdo a laminina (MOHANDAS; GALLAGHER, 2008).
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Algumas das proteinas transmembranais, sendo as principais a banda 3 e a
glicoforina C (GPC), formam complexos multiproteicos juntamente com proteinas do
citoesqueleto, destacando a espectrina e a actina, formando uma rede tridimensional
para manter a integridade da estrutura do eritrocito, permitindo que 0 mesmo circule
por pequenos capilares sem se romper (BENNETT, V, 1985; NICOLAS et al., 2003;
AN, X.; MOHANDAS, 2008). Nesses complexos multiproteicos destacam-se 0
Complexo da Anquirina e o Complexo Juncional (FIGURA 5). No Complexo da
Anquirina, o citoesqueleto formado por tetrameros de espectrina interage com a
anquirina, que esta ligada ao dominio citoplasmético da proteina banda 3 na sua forma
tetramérica (Yl et al., 1997). A proteina 4.2 liga-se a banda 3 na mesma posicéo e
pode aumentar a interacdo da proteina transmembranal com a anquirina (NICOLAS
et al., 2003; VAN DEN AKKER et al., 2010). Na formacao do Complexo Juncional, a
proteina integral de membrana, banda 3 dimérica (FIGURA 5A) (VAN DEN AKKER et
al., 2010) ou glicoforina C (FIGURA 5B) (TSE; LUX, 1999), liga-se a protofilamentos
de actina, tropomiosina, tropomodulina e aducina, e esse complexo multiproteico
interage com tetrameros de espectrina. A proteina 4.1, que também se liga a proteina
de membrana integral, interage com espectrina beta e aumenta a afinidade da ligacao
de espectrina-actina (NICOLAS et al., 2003; VAN DEN AKKER et al., 2010). Outras
proteinas, em numero menores, estdo envolvidas nesses complexos
macromoleculares, como a p55, tropomiosina, troponina (BENNETT, V, 1985) e as
proteinas transmembranares glicoforina C (GPC), glicoforina B (GPB), Rh, Duffy, Kell
(FIGURA 5A) (SALOMAO et al., 2008).
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FIGURA 5. MODELO ESQUEMATICO DA ORGANIZAQAO DAS PROTEINAS DE
MEMBRANA DO CITOESQUELETO DE ERITROCITOS.
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(A) A membrana é ancorada a uma rede elastica bidimensional de proteinas do citoesqueleto. A
interacdo vertical envolve dominios citoplasmaticos da banda 3 (AE1) e antigeno Rh (RhAG), anquirina,
proteina 4.2 e espectrina e as interagdes horizontais sao representadas pelas ligacdes laterais de
espectrinas com o complexo juncional. Glicoforina A (GPA); glicoforina C (GPC); actina (F-actin). Fonte:
(VAN DEN AKKER et al., 2010)

(B) Nesse modelo a glicoforina C interage com um complexo multiprotéico envolvendo a actina,
tropomiosina e tropomodulina, intermediada pela proteina 4.1 e aducina, que entdo liga-se aos
tetrdmeros de espectrina.

FONTE: adaptado (TSE; LUX, 1999)

Tropomodulina
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3.6.1. Espectrina

A primeira proteina isolada de eritrocito desprovido de hemoglobina, chamado
de “ghosts”, foi a espectrina, que recebeu esse nome por relacionar a proteina com
espectro (MARCHESI, V. T.; STEERS, 1968; BENNETT, V, 1985).

A espectrina € uma proteina em forma de bastdo, flexivel, de
aproximadamente 100nm de comprimento, composta por duas cadeias polipeptidicas,
alfa (a) e beta (B), com massa molecular de 260.000Da e 225.000Da,
respectivamente. As subunidades estdo dispostas lado a lado e antiparalelas para
formar heterodimeros, que associam-se fortemente em suas extremidades formando
tetrameros, e interagem em multiplos locais ao longo de seu comprimento. Os
heterodimeros de espectrina e suas associacfes com proteinas de membrana formam
uma malha subjacente a superficie citoplasmatica da membrana plasmética do
eritrocito (FIGURA 6) (SHOTTON et al.,, 1978; BENNETT, V, 1990). A sequéncia
disponivel das subunidades a e B indica que estes polipeptideos sdo homodlogos e
ambos contém multiplas versdes de uma sequéncia repetitiva de 106 aminoacidos
(SPEICHER; MARCHESI, 1984). Entre as regides de cabeca e cauda da molécula,
grande parte do comprimento da espectrina é atribuida ao nimero de repeticdes, 20
repeticbes para a a-espectrina e 17 repeticbes para a B-espectrina (BRODERICK;
WINDER, 2005).
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FIGURA 6. MODELO ESQUEMATICO DA ORIENTAGCAO DE
PROTEINAS DE MEMBRANAS DE ERITROCITOS
HUMANOS.
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A espectrina interage com proteinas intramembranais mediada por proteinas
de ligacdo, sendo as principais a anquirina, actina, aducina, tropomiosina,
proteina 4.1, formando uma rede tridimensional subjacente a membrana do
eritrécito. A figura também mostra os tetrAmeros de espectrina, que se
formam com a associacdo de dois heterodimeros dessa proteina do
citoesqueleto.

FONTE: (BENNETT, V, 1990)

Quatro a seis moléculas de espectrina estendem-se radialmente a partir de
cada protofilamento de actina central, esse contendo aproximadamente 10
subunidades, unidos pela proteina 4.1, formando um complexo proteico que interage
com as proteinas transmembranais do eritrocito. Esse complexo € em grande parte
estabilizado pela proteina tropomiosina. Ha outra interacdo da espectrina com a
membrana intermediada pela anquirina, na qual a proteina do citoesqueleto possui
um sitio de ligacdo especifico de associacdo com a anquirina, localizado na regido
média da subunidade B. A anquirina, por sua vez, associa-se ao dominio
citoplasmatico da proteina integral de membrana, a Banda 3. Essas interagdes
repetem-se ao longo de toda camada subjacente da membrana do eritrocito formando
a rede do citoesqueleto (BRANTON et al., 1981; MARCHES]I, V., 1983; BENNETT, V,

1990).
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3.6.2. Actina

A actina eritrocitaria também é uma proteina do citoesqueleto e esta presente
em 400.000 a 500.000 copias por célula. E uma proteina de 33.000Da e apresenta-se
como oligbmeros curtos, precisamente definidos contendo uma média de 12-14
mondmeros de actina (BENNETT, V, 1989), associadas a multiplas moléculas de
espectrina (BRENNER; KORN, 1979). Nessa associacao outras proteinas estao
envolvidas, como a proteina 4.1, a aducina e a tropomiosina, para formar o Complexo

Juncional.

3.6.3. Proteina 4.1

A proteina 4.1, com peso molecular em torno de 80 kDa (BENNETT, V, 1985),
esta presente em cerca de 200.000 copias por célula. Primeiramente foi identificada
em eritrocitos humanos e posteriormente em outras células como os neurdnios. Para
distinguir essas proteinas homodlogas, nhomeou-se proteina 4.1R (4.1R), a que se
refere ao eritrécito humano (BAINES et al., 2014).

A proteina 4.1R foi descoberta em eritrocitos humanos e recebeu essa
designacéao devido a sua identificacdo como banda 4.1 em gel de SDS de membranas
de eritrocitos (YU, Jetal., 1973). 4.1R é um dos componentes principais do esqueleto
proteico da membrana eritrocitaria, atuando na regulacdo da estabilidade da
membrana através da sua interacdo com espectrina, actina e a banda 3, formando
complexos juncionais (FIGURA 7A) (BAINES et al., 2014). A proteina 4.1 interage
diretamente com a espectrina tetramérica em um dominio especifico proporcionando
a interacdo da actina com a espectrina (BENNETT, V, 1989). A interacdo entre
proteina 4.1 e espectrina € dependente da fosforilacdo. A afinidade da interacéo entre
proteina 4.1 e espectrina reduz cerca de 5 vezes quando a proteina 4.1 foi fosforilada.
Por outro lado, a fosforilagdo da espectrina acarreta um ligeiro aumento da sua
afinidade pela proteina 4.1. Logo, a fosforilacdo pode levar a um relaxamento da rede
do citoesqueleto e a formacdo de uma estrutura de membrana mais flexivel, que é
importante para a funcéo das células vermelhas (EDER et al., 1986). A elasticidade e
estabilidade mecénica da membrana eritrocitaria é regulada pela interacdo 4.1 com a
rede espectrina-actina e com proteinas de membrana tais como a banda 3, glicoforina
C (GPC) e p55, uma proteina de membrana palmitoilada contendo um Unico dominio

denominado PDZ. Os defeitos hereditarios na proteina 4.1 resultam em eritrocitos com
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estrutura alterada e com diminuicdo da estabilidade mecanica da membrana,

manifestada clinicamente como anemia hemolitica (NICOLAS et al., 2003).

FIGURA 7. COMPLEXOS DA PROTEINA 4.1 NO ERITROCITO
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(A) A organizagdo da proteina 4.1 junto ao citoesqueleto da membrana espectrina/actina ligam-se
em conjunto para formar um complexo juncional que permite a interacao da proteina 4.1 com as
proteinas transmembranais. (B) Varias moléculas de 4.1R ligam-se ao oligbmero curto de actina
no complexo de juncéo, permitindo a interagdo da proteina 4.1 com as proteinas transmembranais
especificas de membrana do eritrocito (receptor de citocinas Duffy, o complexo de transporte
XK/Kell, CD44, o componente Rh, proteina adesiva LU/BCAM e a glicoforina C). Por simplicidade,
espectrina ndo é mostrada neste diagrama, mas estdo associadas nesse complexo como
demostrado anteriormente.

FONTE: (BAINES et al., 2014)

A evidéncia direta sobre o papel crucial da proteina 4.1 na regulacdo da

estabilidade da membrana dos eritrécitos foi demostrada em trabalhos nos quais a
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deficiéncia desta proteina resultou em instabilidade da membrana, causando assim
resisténcia do eritrécito ao cisalhamento. A restauracdo da estabilidade das
membranas deficientes em proteina 4.1 foi obtida gradativamente através da adi¢ao
crescente de proteinas 4.1 puras (TAKAKUWA et al., 1986).

As analises de eritrocitos humanos, in vitro, deficientes em 4.1R revelam o
conjunto complexo de proteinas de membrana que podem ligar-se a 4.1R (FIGURA
7B). Nas células deficientes em 4.1R quase todas as proteinas que possuem O
dominio de ligacéo para proteina 4.1 séao perdidas, incluindo o receptor de citocinas
Duffy, o complexo de transporte XK / Kell, CD44, o componente Rh e a glicoforina C
(SALOMAO et al., 2008). No entanto, a banda 3, um trocador de ions, continua
presente, embora o acesso de um anticorpo sensivel a conformacao se apresentou
alterado (SALOMAO et al., 2008), implicando que 4.1R € necessaria para a
conformacao normal da banda 3. Além disso, as proteinas aducina e dematina, que
proporcionam uma via adicional para interacdo com o trocador de ions (ANONG et al.,
2009) e, adicionalmente, interagem com o transportador de glucose, GLUT 1 (KHAN
et al., 2008), foram encontradas com uma estequiometria inferior nos complexos de
ligagdo com actina nos eritrécitos deficientes de 4.1R. Assim, todos esses fatos
resultam que a fun¢éo principal de 4.1R é capturar proteinas de membrana durante a
diferenciacéo celular e manté-las em locais especificos junto aos filamentos curtos de

actina no ponto de jungéo espectrina-actina (BAINES et al., 2014).

3.6.4. Anquirina

A anguirina nos mamiferos € expressa por uma familia de gene que
atualmente é subdividida em Ankl, Ank2 e Ank3, as quais expressam as proteinas
anquirina-R, anquirina-B e anquirina-G, respectivamente (BENNETT, V; BAINES,
2001), sendo apenas a anquirina-R expressa em células eritroides (NICOLAS et al.,
2003). Anguirina-R é uma fosfoproteina monomérica eritrocitaria, com elevada massa
molecuar de 215.000 Da, e apresenta cerca de 10.000 coOpias por eritrocito
(BENNETT, V, 1985). A isoforma da proteina relacionada ao eritrécito tem como
funcdo ligar a espectrina (TYLER et al.,, 1979; TYLER et al.,, 1980) ao dominio
citoplasmatico da banda 3 (BENNETT, V.; STENBUCK, 1980). Anquirina também
possui interacdo com 0s microtubulos eritrécitarios (BENNETT, V, 1985), mas esses
estdo presentes apenas na fase eritroblasto da eritropoiese e em eritrocitos primitivos
fetais circulantes (VAN DEURS; BEHNKE, 1973). A associacdo da espectrina com
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anquirina restringe a mobilidade lateral da banda 3 e de outras proteinas de membrana
integrais de eritrocitos (FOWLER; BENNETT, 1978). Essa associacdo € essencial
para a estrutura e estabilidade normal da membrana eritrocitaria e podem ser alterada
em certas condi¢cfes patologicas (BENNETT, V.; STENBUCK, 1980).

A anquirina é uma proteina modular constituida por trés dominios
conservados entre membros da familia: dominio de ligagdo a membrana NH2-
terminal, um dominio de ligacdo a espectrina de 62 kDa e um dominio de morte de 12
kDa, esse ultimo recebeu esse nome pois foi primeiramente detectado em proteinas
tais como Fas e o receptor do fator de necrose tumoral, que participam em vias de
apoptose. Os dominios de ligacdo a membrana NH2-terminal sdo compostos por 24
copias de uma repeticdo de 33 residuos conhecida como a repeticdo ANK que esta
envolvida no reconhecimento de proteinas. As 24 repeticbes ANK formam 4
subdominios (D1, D2, D3, D4) (NICOLAS et al., 2003), cada um compreendendo a
unidade bésica de dobramento de 6 repeticdes de 33 residuos de aminoéacidos
(BENNETT, V; BAINES, 2001).

Estudos anteriores demonstraram que o subdominio D2 da anquirina-R
interage, simultaneamente, como mediador da ligacdo da espectrina a um conjunto
diverso de proteinas que abrangem a membrana, tais como CD44 (ZHU;
BOURGUIGNON, 2000) e banda 3 (MICHAELY; BENNETT, 1995). A anquirina
também pode formar homocomplexos entre dois dimeros de banda 3 através de dois
locais de ligacéo distintos,mas cooperativos (D2 e D3-D4) (MICHAELY; BENNETT,
1995). Nicolas e colaboradores (2003) demonstraram que o dominio citoplasmatico
C-terminal de Rh/RhAG liga-se ao subdominio de repeticdo D2 do dominio de ligacédo
a membrana NH2-terminal da anquirina-R (NICOLAS et al., 2003). Em concordancia
com estas propriedades da anquirina para formar homo e heterocomplexos entre
proteinas de membrana, os autores propuseram um modelo de interagdo entre a
banda 3, a anquirina e a proteina Rh/RhAG, no qual aanquirina-R pode ligar
diretamente e simultaneamente a banda 3 e/ou a Rh/RhAG, por meio de seus
dominios de repeticdo D3-D4 e/ou D2, respectivamente (FIGURA 8) (NICOLAS et al.,
2003).



45

FIGURA 8. MODELO ESQUEMATICO DAS INTERAGCOES DA
ANQUIRINA COM AS PROTEINAS INTEGRAIS DE
MEMBRANA DE ERITROCITO.
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Os tetrAmeros Rh/RhAG ligam-se diretamente ao dominio D2 da anquirina. Os
tetrameros da banda 3 estdo diretamente acoplados aos dominios de ligagao
D2 e D3-D4 da anquirina. Nesse modelo também é demonstrado a potencial
interacdo entre CD47 e proteina 4.2. No modelo proposto, o complexo Rh e a
banda 3 estédo associados a espectrina através da intermediacao da anquirina.
FONTE: (NICOLAS et al., 2003).

3.6.5. Banda 3 ou trocador aniénico (AE1)

A banda 3 ou transportador aniénico (Anion Exchanger 1, AE1) € uma proteina
integral de membrana, de massa molecular de aproximadamente 100.000 daltons e a
mais abundante na membrana eritrocitaria, com mais de 1 milhdo de cépias por célula,
compondo assim, mais de 50% de todas as proteinas integrais da membrana (STECK,
1978). Seus polipeptideos estdo associados em dimeros e tetrameros com dominios
extracelulares, intramembranares e citoplasmaticos, sendo o dominio citoplasmatico
amino-terminal de 43 kDa, que interage com proteinas citoesqueléticas e enzimas
glicoliticas (EBY; KIRTLEY, 1983), e um dominio de intramembranar carboxi-terminal
de 55 kDa, responséavel pelo transporte aniénico (VAN DEN AKKER et al., 2010).

Dentre as func¢des da banda 3 esté o transporte antiporte dos ions CI/HCOz3".
O dioxido de carbono (COz), produto metabdlico da respiragdo oxidativa, deve ser
efetivamente eliminado do corpo humano. O CO: difunde-se das células para a

corrente sanguinea e para os eritrocitos, onde € hidratado pela anidrase carbonica
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citosolica (CA) (JENNINGS, 1989). O bicarbonato (HCO3") resultante, impermeavel a
membrana, € exportado para o plasma pela banda 3, aumentando assim a capacidade
sanguinea para transportar CO2. Ao retornar aos pulmdes, o processo € invertido;
HCOs" é transportado para o eritrécito em troca de Cl- pela proteina transportadora de
anions e desidratado pela acéo catalitica da CA, e o COz2 resultante difunde através
das membranas eritrocitarias e alveolares para ser expirado do organismo
(STERLING et al., 2001).

A proteina Banda 3 também desempenha um papel importante como um
ponto de ligacdo entre a membrana lipidica e o citoesqueleto, interagindo o seu
dominio citoplasmatico com as proteinas do citoesqueleto. Na organizacao estrutural
das proteinas da membrana do eritrOcito, a banda 3 encontra-se em trés complexos
proteicos distintos: o Complexo da Anquirina, o Complexo Juncional,sendo esses dois
complexos discutidos no item 3.6 desse trabalho e como complexos de banda
dimérica de difusdo livre. Tanto no complexo juncional quanto no complexo da
anquirina, a banda 3 interage com outras proteinas globulares da membrana, incluindo
a glicoforina A (GPA), RhAG e/ou Rh, CD47 e p55, entre outras (FIGURA 8) (VAN
DEN AKKER et al., 2010). Ja foi discutido e demonstrado que a capacidade da banda
3 para ancorar o esqueleto da membrana na bicamada lipidica € um dos fatores
essenciais na contribuicdo para a deformabilidade e estabilidade da membrana
eritrocitaria humana (VAN DORT et al., 2001).

Além disso, a banda 3 dos eritrocitos humanos constitui o centro de
organizacdo do complexo de enzimas glicoliticas (GEs) na membrana de eritrocitos
(CAMPANELLA et al., 2005), possuindo sitio de ligacdo para G3PDH, aldolase,
fosfofrutoquinase 1 (PFK) e, também para desoxihemoglobina (YU, J.; STECK, 1975;
KLIMAN; STECK, 1980). A interacdo entre enzimas glicoliticas e Banda 3 ocorre
especificamente entre o sitio ativo catiénico de carater basico dessas enzimas e o
seguimento amino terminal altamente anionico da banda 3 (EBY; KIRTLEY, 1983).
Essa interacao eletrostatica (MURTHY et al., 1981) inibe a atividade catalitica das
enzimas glicoliticas (TSAI et al., 1982). A estruturacdo do complexo enzimas
glicoliticas e banda 3 é regulada pelo estado de oxigenacdo da hemoglobina e pelo
estado de fosforilagdo da banda 3, ja discutido no item 3.6 desse trabalho
(CAMPANELLA et al., 2005; D’ALESSANDRO; ZOLLA, 2013).
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3.6.6. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH) é uma enzima tetramérica
com subunidades de 34.000 a 38.000 Da. Cada subunidade pode ligar o cofator
NAD(H) e a ligacdo pode ocorrer de forma cooperativa. As quatro subunidades da
enzima séo estruturalmente semelhantes e cada subunidade consiste essencialmente
em dois dominios: o dominio N-terminal envolvido na ligacdo com o NAD(H) e o
dominio C-terminal que contém os residuos diretamente envolvidos no processo
catalitico (FOTHERGILL-GILMORE; MICHELS, 1993). Além disso, apenas a forma
tetramérica € ativa e a presenca dos substratos promove a formacao do tetramero
(HARRIS; WATERS, 1976).

A G3PDH intervém no metabolismo da glicose de trés maneiras distintas: pela
via da glicélise, pelo ciclo de Krebs e pela via das pentose (FOTHERGILL-GILMORE;
MICHELS, 1993). Nos eritrécitos maduros, por ndo conter mitocondrias, apenas duas
dessas vias sao viaveis, a via glicolitica anaerdbica e a via da pentose (HANSON,
1981). Sendo assim, a G3PDH, uma enzima evolutivamente conservada que controla
o fluxo de glicose através da via glicolitica de Embden-Meyerhof, catalisa a
fosforilacdo oxidativa reversivel de D-gliceraldeido-3-fosfato (DG3P) em 1,3-
bifosfoglicerato (1,3DPG), utilizando o NAD(H) como cofator (FIGURA 9) (OLSEN et
al., 1976b). O metabolismo do carboidrato segue a via da glicélise anaerdbica
resultando em duas moléculas de lactato e duas moléculas de ATP. O papel da
G3PDH na via glicolitica foi amplamente estudado e elucidado (HARRIS; WATERS,
1976).

FIGURA 9. ACAO DA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO-DESIDROGENASE NA VIA
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A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH) catalisa a oxidagdo da
gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato. Nessa reacdo ocorre a fosforilacdo da
gliceraldeido-3-fosfato e a transferéncia de elétrons para o NAD* , reduzindo-o a NADH .
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Uma porcentagem das hexoses sao fisiologicamente metabolizadas pela via
das pentoses (PPP) (MAYES; BENDER, 2003). No entanto, quando ha um
desequilibrio nas funcdes celulares e consequentemente a producdo de espécies
oxidativas, é notavel que enzimas glicoliticas séo inativadas, dentre elas a G3PDH, e
a expressdo de algumas enzimas envolvidas na via pentose fosfato (PPP) séo
induzidas. Enzimas da PPP s&o cruciais para manter a concentracao citoplasmatica
de NADPH, que fornece o poder redox para conhecidos sistemas antioxidante
(GAETANI et al., 1989). As alteracfes no metabolismo dos carboidratos sdo centrais
para a protecao celular contra as espécies reativas de oxigénio (EROs). Sendo assim,
a inativacdo da G3PDH esta diretamente envolvida no reencaminhamento do fluxo da
glicose para a via das pentoses (RALSER et al., 2007).

A sensibilidade da G3PDH a algumas reacfes de estresse celular ja foi
demonstrada, sendo alvo de ligacdo covalente de NAD* mediada por éxido nitrico
(MCDONALD; MOSS, 1993) e radicais livres de oxigénio (MARIN et al., 1995). Sob
condicbes de estresse oxidativo celular, a G3PDH sofre modificacbes pos-
traducionais, que podem determinar algumas de suas fun¢ées ndo-glicoliticas. Essas
modificacdes reversiveis inativam a G3PDH, mecanismo que a célula dispbe para
proteger a enzima glicolitica da inativacao oxidativa irreversivel, e reorientam o fluxo
metabdlico da glicllise para a via das pentoses fosfato, mantendo assim a relagéo
NADPH/NADP*. A exposicdo da célula a oxidantes pode induzir uma oxidacéo
irreversivel de residuos de cisteina da G3PDH, favorecendo as ligacGes dissulfeto
intermoleculares e a subsequente formacéao de agregados citosolicos de G3PDH. Esta
proteina insoluvel pode em ultima andlise, promover a disfuncédo celular e morte
celular (TRISTAN et al., 2011)

O sitio catalitico G3PDH é composto por residuos de cisteina, aminoacidos
sensiveis a oxireducdo, que modulam a atividade metabdlica de G3PDH de acordo
com estresse oxidativo do ambiente. As EROs, geradas a partir de varios estimulos
externos, causam modificagdes sulfidrilicas (-SH) oxidativas ndo enzimaticas nos
residuos de cisteina da enzima. Os produtos dessa oxidacdo reconhecidos na
literatura séo os acidos sufidricos (Cys-SOH), sulfinicos (Cys-SO2H), sulfénicos (Cys-
SO3H) e a ligacéo dissulfeto (Cys-SS-Cys) (JEONG et al., 2011). Em situacdes que a
célula esta exposta a EROs, a enzima liga-se a porcao citosélica da banda 3,
tornando-se inativa (HILDEBRANDT et al., 2015).



49

No estado fisiologico normal, 60-70% de toda a G3PDH est4 associada a
membrana do eritrécito (OLSEN et al., 1976a; STECK, 1978; KLIMAN; STECK, 1980)
e outras estruturas celulares (KANT; STECK, 1973). O sitio de ligacdo da enzima a
Banda 3 esta contido num po6lo de 40.000 Da (STECK, 1978). A ligacao diminuiu com
0 aumento da forca idnica e pH, sugerindo um forte componente eletrostatico nessa
associacado (KANT; STECK, 1973; ROGALSKI et al., 1989; MALLOZZI et al., 1995;
GALLI et al., 1998). A G3PDH liga-se reversivelmente as membranas dos eritrocitos
humanos por residuos de aminoacidos especificos. Estes incluem tirosina 46 e
treonina 150. A modificacdo covalente de lisinas 212 e 191 com fosfato de piridoxal
resulta numa afinidade diminuida da enzima para membranas de eritrocitos, se 0
fosfato de piridoxal ligado a enzima néo for reduzido antes da ligacdo. A reducao do
complexo piridoxal-fosfato-lisina inibe completamente a ligacdo da enzima a
membrana dos eritrécito. Estes resultados do estudo de Eby (1983) sugerem um papel
para as lisinas 212 e 191 na interacdo de gliceraldeido-3-fosfato com membrana de
eritrocitos humanos (EBY; KIRTLEY, 1983).

3.7. ANALISE PROTEOMICA PARA OS ESTUDOS DOS ERITROCITOS

Proteoma caracteriza o conjunto de proteinas que estdo sendo expressas por
uma célula, tecido ou organismo em um determinado momento. De forma distinta, a
analise protedmica consiste no estudo do proteoma utilizando técnicas de separacao
e identificacdo, tais como eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e
bioinformatica (HEIN et al., 2013). As proteinas, além de constituir parte da estrutura
celular, desempenham a maior parte das funcdes fisioldgicas das células, catalisando
reacoes metabolicas, atuando na expressdo génica, estabelecendo também
importantes alvos farmacolégicos e biomarcadores de doencas (DAROFF; AMINOFF,
2014). A pesquisa qualitativa, quantitativa e a elucidacao estrutural destas moléculas
sdo fundamentais para a compreensdo do funcionamento dos sistemas bioldgicos,
bem como na aplicacdo destas para o desenvolvimento de novos métodos
diagnostico. O estudo do proteoma permite identificar as proteinas que estdo sendo
expressas em um determinado momento, quantifica-las e observar suas modifcacdes
pés-transducionais. Este tipo de estudo envolve etapas como: extragdo e tratamento

da amostra, separacdo das proteinas e/ou peptideos, espectrometria de massas e
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analise dos dados usando ferramentas de bioinformatica (AHRENS et al., 2010;
EMIDIO et al., 2015).

Em uma das abordagens, as proteinas do extrato total sdo pré-fracionadas
por eletroforese e entdo digeridas para em seguida serem analisadas por
espectrometro de massa. Alternativamente, na estratégia shotgun do tipo “bottom-up”
digere-se o extrato total (FIGURA 10) e analisa-se 0 mesmo por cromatografia liquida
diretamente acoplada ao espectrometro de massas, para a identificacdo dos
peptideos da amostra. Dependendo do objetivo do estudo e das técnicas disponiveis,
diferentes tipos de abordagens e modificacdes nas etapas citadas sao necessarias
(LIU et al., 2002; YATES et al., 2009; MALLICK; KUSTER, 2010; ZHANG, Y. et al.,
2013)

FIGURA 10. ETAPAS COMUMENTE SEGUIDAS EM UMA ANALISE PROTEOMICA
“‘BOTTOM-UP”.

Preparagdo do extrato

b
L

Digestdo em solugdo

- Lise celular -Redugdo
-Fracionamento -Alquilagdo
-Deplegdo -Digestdo
-Enriquecimento
-Didlise
Andlise por MS
Extragdo
l Eletroforese 2D dos peptideos
- —— —0—- -
e
) ’
0 ® 0 0 Digestdo em gel -
-Redugdo
o 0 0 0 —p -Alquilagdo
-Digestdo

Na analise protedmica, a célula € preparada, as proteinas sdo separadas, digeridas e analisadas no
espectrometro de massas. Em uma abordagem alternativa, a proteina nédo sofre separacgao, passando
pela digestdo e em seguida andlise no espectrdmetro de massas.

FONTE: Adaptado de (EMIDIO et al., 2015)

z

Neste trabalho, o objetivo é analisar as proteinas do eritrocito quando
submetido a uma hiperglicemia crénica, através da analise de amostras de DM1 e

DM2, escolhendo-se a analise prote6mica comparativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue de pacientes com DM1 e DM2 foram coletadas durante
0s exames de rotina, conforme o protocolo do servico de atendimento aos pacientes
do laboratorio de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas-UFPR (HC-UFPR). Os
dados antropomeétricos, clinicos e laboratoriais foram obtidos nos prontuarios dos
pacientes e através do servico de informacao hospitalar do HC-UFPR. As amostras
de sangue dos individuos do grupo controle (ndo gestantes e sem diabetes) foram
obtidas durante a coleta de sangue realizada no Laboratério Escola do Curso de
Farmacia-UFPR para a realizacdo do exame periodico dos funcionarios do
Departamento de Farmécia e Analises Clinicas. Todos os participantes assinaram o
Temo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica (CAAE:
01038112.0.0000.0102).

O sangue total foi coletado em tubos a vacuo contendo o anticoagulante
K2EDTA (BD Vacutainer K2EDTA; Becton, Disckison and Co). Os tubos foram
centrifugados por 20 (vinte) minutos, a 2000 g, a 4°C. Apoés a centrifugacao, o plasma
e a camada de leucdcitos foram removidos e a massa de eritrocitos de
aproximadamente 2mL foi lavada com 3 volumes de solucéo de lavagem (NaCl 0,9%
e tampao de fostato de sddio 5mM, pH 8,0) por 4 vezes. A cada lavagem, as amostras
foram centrifugadas a 380 g por 10 minutos, a 4°C e em seguidas congeladas a -80°C
(DAVIS; BENNETT, 1990). As coletas e esses processamentos foram realizados até
a obtencdo do tamanho amostral a ser estudado em cada grupo. Os grupos foram
separados de acordo com o tipo de DM (DM1 e DM2), os quais foram subdividos com
base no controle glicémico dos pacientes avaliado pela quantificacdo de hemoglobina
glicada, conforme apresentado na tabela a seguir (TABELA 2):
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TABELA 2. CONDICOES ESTABELECIDAS PARA COLETA E ESTUDO DAS AMOSTRAS

DE SANGUE
Amostras Controle  Quantificacdo de  Tamanho amostral
glicémico Hb1AC (%) (N)
DM1 mau =7 10
DM1 bom <7 10
DM2 mau =7 10
DM2 bom <7 10
Individuos sem

bom <6 10

diabetes

4.2. EXTRACAO DAS PROTEINAS CITOPLASMATICAS E DE MEMBRANA DOS
ERITROCITOS.

Para a extracdo das proteinas citoplasmaticas e de membrana, a massa de
eritrécitos de cada grupo foi descongelada, homogeneizada e pools das 10 amostras
de cada grupo foram preparados e submetidos ao processo de extracdo de proteinas.
Para efetivar o rompimento dos eritrocitos previamente congelados, 100 pL de pool
eritrocitario de cada amostra e 300uL de solucéo hipoténica gelada (tampéao fosfato
de sédio 5mM e pH8,0 contendo EDTA 1mM e PMSF 1 mM) foram pipetados para
microtubos de 1,5mL, homogeneizados por inversdo e os microtubos foram mantidos
em banho de gelo por 15 minutos. Apds a incubacéo, as amostras foram centrifugadas
a 15000xg (11049 rpm) por 15 minutos, a 4° C. O sobrenadante obtido foi armazenado
a -80° C para posterior pesquisa do perfil eletroforético das proteinas citoplasméaticas
e o precipitado foi lavado por 5 vezes com a solu¢éo hipoténica até a obtencédo de um
sobrenadante limpido e um precipitado esbranquicado, chamado de ghost, que seria
a membrana plasmatica do eritrocito e citoesqueleto associado (ZHANG, Q. et al.,
2008; BORZA et al., 2009; ZHANG, Q. et al., 2011).

4.3. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A concentracao de proteinas citoplasmaticas e de membrana foi determinada
pelo método de Bradford, utilizando como padrdo a albumina de soro bovino (BSA).
Foi realizado uma curva de calibracao utilizando reativo comercial de Bradford Sigma,
com limite de deteccéo de proteinas de 0,2 ug/pL (BRADFORD, 1976).
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4.4 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL DESNATURANTE (SDS-PAGE)

A separacao das proteinas citoplasmaticas e de membrana foi realizada por
eletroforese unidimensional desnaturante (SDS-PAGE) conforme a metodologia
descrita por Laemmili (LAEMMLI, 1970). Para cada condicdo estudada, foram
aplicados no gel um volume que continha 80ug de proteinas, as quais foram
previamente solubizadas em tampéao de amostra 5x (Tris-HCI pH 6,8 60mM, glicerol
25%, SDS 10%, B-mercaptoetanol 14,4mM, azul de bromofenol 0,1%) em volume final
de 15 uL.

A corrida eletroforética para separacdo das proteinas de membrana foi
realizada em gel de poliacrilamida 12%, a uma diferenca de potencial de 25V, corrente
elétrica de 15mA, durante 15 horas (overnight) e as bandas de proteinas foram
reveladas com PhastGel® Blue R (GE Healthcare). Para a separacado das proteinas
citoplasmaticas, a corrida em gel de poliacrilamida de 12% ocorreu a uma voltagem
de 150V, amperagem de 400mA por aproximadamente uma hora e 30 minutos. As

bandas também foram reveladas com PhastGel® Blue R (GE Healthcare).

4.5.VISUALIZACAO DOS GEIS, CAPTURA DAS IMAGENS E DENSITOMETRIA

As imagens dos géis corados com PhastGel® Blue R (GE Healthcare) foram
digitalizadas utilizando o fotodocumentador L-PIX (Loccus Biotecnologia, Brasil). A
analise densitométrica das bandas foi realizada através do programa Lablmage 1D
(Loccus Biotecnologia, Brasil).

As bandas dos géis também foram reveladas com o Kit Pro-Q Emerald 488
Glycoprotein Gel and Blot Stain (Invitrogen, USA) a fim de detectar possiveis proteinas

gue poderiam estar envolvidas no processo de glicacao.

4.6.CLIVAGEM DAS PROTEINAS POR TRIPSINIZACAO DAS BANDAS
PROTEICAS E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As bandas proteicas foram excisadas do gel, descoradas com acetonitrila
(ACN) 50% (v/v), NH4HCO3 25 mM, desidratadas em ACN 100% e secas em fluxo
laminar. Os pedacos de gel foram embebidos com 10uL de tripsina Sigma (20 ng em
NH4HCO3 40 mM) e incubados em banho de gelo por 30 minutos. A digestéo triptica

ocorreu por 16-18 horas a 37 °C. O volume de 1pL dos peptideos resultantes foram



54

co-cristalizados com 1pL da matriz acido ciano-4-hidroxicinaminico (4HCCA) em ACN
50% (v/v), TFA 0,1% (v/v) (LASTOVICKOVA et al., 2009), homogeinizado e colocado
sobre uma placa de aco especifica do espectrémetro de massas MALDI-TOF (Bruker
Daltonics). A placa com as amostras foi inserida no equipamento para a obtencéo dos

espectros m/z.

4.7.0BTENCAO E ANALISE DOS ESPECTROS DE MASSA

Para a obtencdo dos espectros m/z 0s seguintes parametros foram
empregados: modo refletor positivo, voltagem de aceleracéo de 20 kV, intervalo de
150 ns entre o pulso de laser e aplicacéo da voltagem e massa de aquisi¢ao entre 800
— 3200 Da. Os espectros de massa dos peptideos tripticos (m/z), gerados com 0
emprego do software FlexControl (Bruker Daltonics), foram analisados e tratados

através do programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics).

4.8. IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

A identificacdo de proteinas foi realizada na plataforma Mascot disponivel no
endereco eletrbnico www.matrixscience.com. A plataforma Mascot foi alimentada com
0S seguintes parametros de busca: carga dos peptideos protonados +1, peptideos
tripticos com uma possibilidade de perda de um sitio de clivagem triptica, tolerancia
maxima permitida de erro na massa 200 ppm e oxidacdo da metionina como
modificacdo variavel das proteinas. A partir desses critérios, o Mascot gera a
comparacao por homologia de massa de peptideo e sequéncia de aminoacidos em

bancos de dados de proteinas nao redundantes do NCBI.

4.9. ANALISES ESTATISTICAS

As comparacdes entre os dados dos parametros antropométricos e bioquimicos
dos grupos estudados foram realizadas pelo Teste de Tukey e as comparacgdes entre
0os volumes relativos das bandas de proteinas foram realizadas pelo Teste “t” de
Student. Uma probabilidade (P) inferior a 5% (P<0,05) foi considerada significativa em
todas as analises. O programa Statistica para Windows 10.0 (StatSoft, Inc. Tulsa, OK)

foi utilizado para as comparacdes estabelecidas.
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4.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE ERITROCITOS

Apoés as coletas de sangue, 1mL de eritrdcitos foi tratado com reagente de
Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato 0,1M pH
7.2 a4°C) (GRAHAM JR et al., 1965)e as amostras foram analisadas por microscopia

eletrOnica de varredura (MEV) no Centro de Microscopia Eletronica da UFPR.
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5.RESULTADOS

As corridas eletroforéticas, as analises densitométricas e a identificacdo de
proteinas foram realizadas separadamente para o grupo DM1 e DM2. Portanto, 0s
resultados foram compilados para o grupo DM1 seguido pelo grupo DM2. Os
resultados da analise eletroforética para as proteinas eritrocitarias, citosolicas dos
grupos DM1 e DM2 e as imagens obtidas dos eritrocitos de pacientes com DM1, DM2

e individuos sem diabetes também serédo apresentados.

5.1.CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E BIOQUIMICAS DOS GRUPOS
ESTUDADOS

Com base no valor de glicemia em jejum e de HbAlc estabelecidos pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2016), as amostras de sangue dos
participantes da pesquisa foram divididas em trés grupos: DM1, DM2 e o grupo
controle (individuos sem diabetes). Os grupos DM1 e DM2 foram subdivididos de
acordo com os valores de HbAlc que indicam bom controle glicémico (HbAlc < 7%)
e mau controle glicémico (HbAlc = 7%).

Os valores dos dados antropométricos (peso, altura e IMC) entre os grupos e
subgrupos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). Ja a
glicemia em jejum do grupo controle foi significativamente inferior em relacdo aos
grupos DM1, DM2 e seus respectivos subgrupos, enquanto os valores de Hb1Ac para
0s grupos DM1 e DM2 com mau controle glicémico foram significativamente
superiores (p>0,05) em relacdo aos grupos DM1 e DM2 com bom controle glicEmico

e grupo controle (TABELA 3), conforme esperado.
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TABELA 3. DADOS ANTROPOMETRICOS E BIOQUIMICOS DOS GRUPOS DM1, DM2 E

CONTROLE
GRUPOS DM1 DM2 CTRL*
Dados
HbAlc HbAlc HbAlc HbAlc HbAlc
Controle 27% <7% 27% <7% <7%
glicémico
Peso (KQ) 67 +152 60+92 67+162 | 73+122 | 65+152
Altura (cm) 159 +7° 161 £ 2P 152 +8° 160 £ 6P | 162 +8P
IMC (kg/m?)” 27 + 6° 23 £ 4¢ 29 + 5¢ 29 £ 5°¢ 25+ 7¢
Glicose (mg/dL)” | 230 + 1819 | 209 + 1169 | 230 + 1129 | 115 + 274 79 + 6°
HbAlc (%) 123+19"| 6,2+0,59 | 11,1+1,1" | 59+0,59 | 5,7 +0,49
Tempo (anos) ™ 17 + 6" 17 + 2" 14 + 9" 10 + 9N -

Médias e desvios padrBes seguidos por letras idénticas ndo sdo significativamente diferentes
(p>0,05) de acordo com o teste Tukey para grupos desiguais.

#Grupo controle: individuos com diagnéstico negativo para DM

* IMC = indice de Massa Corporea

** Glicose em jejum de 8 horas

*** Tempo do diagnéstico da doenca

(-) Individuos com diagndstico negativo para DM

5.2. ANALISE COMPARATIVA DO PERFIL ELETROFORETICO DO POOL DE
PROTEINAS DE MEMBRANA DO GRUPO DM1 COM HEMOGLOBINA GLICADA 2
7%, <7% E GRUPO CONTROLE.

O perfil eletroforético (FIGURA 11) nas trés condi¢des testadas, DM1 com
mau controle glicémico (Linha 1 e 1’), DM1 com bom controle glicémico (Linha 2 e 2’)

e o controle (Linha 3 e 3’) apresentou 12 bandas proteicas.
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FIGURA 11. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
ERITROCITOS DO GRUPO DM1 COM MAU E BOM CONTROLE GLICEMICO
E GRUPO CONTROLE

MM
(kDa) 1 2 3 1’ 2’ 3

17—

MM: padrBes de massa molecular de proteinas. Linha 1, pool de proteinas de membrana de eritr6citos
de pacientes DM1 com mau controle glicémico (HbA1c = 7%); Linha 2, pool de proteinas de membrana
de eritrécitos de pacientes DM1 com bom controle glicémico (HbAlc < 7%); Linha 3, pool de proteinas
de membrana de eritrécitos de individuos sem DM. Linhas 1’, 2’ e 3’ sdo repeticdes das respectivas
condigdes previamente descritas. O gel representa triplicata técnica de géis independentes.

Visualmente, as bandas C, H, I, J e K apresentaram diferencas de
intensidades nas trés condi¢cbes avaliadas. A banda C apresentou maior intensidade
no grupo DM1 com mau controle glicémico (Linha 1 e 1°); a banda H e | foram menos
intensas no grupo DM1 com mau controle glicémico (Linhas 1 e 1') em relagdo ao
grupo com bom controle glicémico (Linhas 2 e 2’) e grupo controle (Linhas 3 e 3’). A
banda J no grupo com bom controle glicémico (Linhas 2 e 2’) e grupo controle (Linha
3 e 3’) apresentou menor intensidade em relagéo ao grupo com mau controle glicémico
(linhas 1 e 1°). A banda K, por outro lado, foi mais intensa no grupo controle (Linhas 3
e 3).
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5.3. ANALISE DENSITOMETRICA DAS BANDAS PROTEICAS C, H, |, J E K DOS
GRUPOS DM1 COM HEMOGLOBINA GLICADA 2 7%, <7% E GRUPO CONTROLE.

O parametro densitométrico empregado na quantificacdo das bandas foi o
volume relativo percentual (vol.%) detectado a partir da relagdo entre o volume da
banda analisada e o volume da banda normalizadora, que no presente estudo foi a
banda A, a qual foi selecionada por ser mais intensa, volumosa e posicionada mais
separadamente das demais bandas.

A média e desvio-padrdo dos vol.% das bandas C, H, I, J e K
(TABELAS 4) indicaram que os volumes relativos das bandas H e | do grupo
controle foram maiores e estatisticamente significativos (p>0,05) quando
comparados com os grupos DM1 com mau e bom controle glicémico. O
volume relativo da banda J do grupo DM1 com HBA1c = 7% foi maior e
estatisticamente significativo em relagcdo ao grupo com HbAlc < 7% e nao
foi detectavel no grupo controle. Por fim, a banda K néao foi detectada no
grupo DM1 HB1Ac = 7%, mas estava presente no grupo com bom controle
glicémico e grupo controle, sendo que o volume relativo no grupo controle
foi maior e estatisticamente significativo em relagdo ao grupo com controle

glicémico.

TABELA 4. ANALISE DENSITOMETRICA COMPARATIVA DO GRUPO DM1 COM BOM E
MAU CONTROLE GLICEMICO E GRUPO CONTROLE.

GRUPOS DM1 CONTROLE
Bandas Pro-
teicas HbA1c = 7% HbA1Lc < 7% HbA1c < 7%

CTRL*

Banda C 44 + 42 41 + 52 45 + 8a
Banda H 13+ 2b 18 + 5¢ 23 +6°
Banda 13 + 2d 17 + 3¢ 22 + 4¢
Banda J 43 + 11f 26 + 49 Ausente
Banda K Ausente 30+ 7h 23+7h

Os valores sdo médias e desvios-padrfes dos resultados obtidos nas analises realizadas em triplicata
de cada condicao. Médias seguidas por letras idénticas ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05)
de acordo com o teste “T” Student.

CTRL*: controle glicémico
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5.4. PERFIL ELETROFORETICO DO POOL DE PROTEINAS DE MEMBRANA DO
GRUPO DM1 COM HEMOGLOBINA GLICADA = 7%, <7% E GRUPO CONTROLE
REVELADO COM PRO-Q EMERALD 488

Para verificar o nivel de glicacdo das bandas de proteinas, géis de eletroforese
(FIGURA 12) foram revelados com o corante especifico Pro-q Emerald 288. As
bandas E, F, G, H, I, J e K ndo foram detectadas nesses géis quando comparados
com os geéis revelados com PhastGel® Blue R. Ja as bandas A, B, C,D,JeKeL

foram visualisadas com a coloracao especifica.

FIGURA 12. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
ERITROCITOS DO GRUPO DM1 COM MAU E BOM CONTROLE GLICEMICO
E GRUPO CONTROLE REVELADO COM PRO-Q EMERALD 488.

DM1
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MM: padrbes de massa molecular de proteinas. (a) bandas de proteinas reveladas com PhastGel®
Blue R: Linha 1, pool de proteinas de membrana de eritrécitos de pacientes DM1 com mau controle
glicémico (HbA1c = 7%); Linha 2, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com
bom controle glicémico (HbAlc < 7%); Linha 3, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de
individuos sem DM. (b) bandas de proteinas reveladas com Pro- Q Emerald 488: Linha 1*, pool de
proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com mau controle glicémico (HbA1c = 7%);
Linha 2*, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com bom controle glicémico
(HbAlc < 7%); Linha 3*, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de individuos sem DM. O gel
representa duplicata de géis independentes.
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5.5. IDENTIFICACAO DAS BANDAS PROTEICAS DO GRUPO DM1 POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO TIPO MALDI-TOF

Todas as bandas visualizadas no gel de poliacrilamida 12%, independente de
apresentarem diferencas densitométricas estatisticamente significativas entre os
diferentes grupos, foram identificadas por espectrometria de massa do tipo
MALDI/TOF (TABELA 5). As bandas designadas pela letra H foram identificadas como
mistura das proteinas 4.1 e banda 3 em todos os grupos. A banda designada por | foi
identificada como proteina 4.1 no grupo DM1 com bom controle glicémico e grupo
controle e como mistura de proteina 4.1 e banda 3, no grupo com mal controle
glicémico. J4 a banda J, no grupo DM1 com mau controle glicémico, foi identificada
como mistura de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e banda 3, enquanto que no
grupo com bom controle glicémico foi identificada a banda 3. A banda K foi identificada
como banda 3 no grupo DM1 com bom controle glicémico e grupo controle.

TABELA 5. IDENTIFICACAO DAS BANDAS PROTEICAS DO GRUPO DM1 COM MAU E
BOM CONTROLE GLICEMICO E GRUPO CONTROLE POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA DO TIPO MALDI-TOF

BANDA/POOL | DM1 HbA1¢c27% DM1 HbA1c<7% CONTROLE
A Espectrina Espectrina Espectrina
Banda 3 Banda 3 Banda 3
C Anquirina/ Banda 3 Anquirina Anquirina
D Proteina 4.2 Proteina 4.2 Proteina 4.2
E Banda 3 Banda 3 Banda 3
F Banda 3 Banda 3 Banda 3
G Actina Actina/ Banda 3 Actina
H Banda 3/Proteina Banda 3/Proteina Banda 3/Proteina
4.1 4.1 4.1
I Banda i/l;roteina Proteina 4.1 Proteina 4.1
J *G3PDH/Banda 3 Banda3 | = -
K | - Banda 3 Banda 3
L Banda _7/ Banda _7/ Banda _7/
Estomatina Estomatina Estomatina

*G3PDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
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5.6. ANALISE COMPARATIVA DO PERFIL ELETROFORETICO DO POOL DE
PROTEINAS DE MEMBRANA DO GRUPO DM2 COM HEMOGLOBINA GLICADA 2
7%, <7% E GRUPO CONTROLE

A analise eletroforética das trés condic¢des testadas, DM2 com mau controle
glicémico (HbA1c=7%), DM2 com bom controle glicémico (HbA1c<7%) e o controle
(FIGURA 13) revelou também 12 bandas, como nas amostras de DM1.

Visualmente foi possivel observar que as bandas C, H, |, J e K apresentaram
diferencas de intensidades nas trés condi¢cdes avaliadas. A banda C apresentou maior
intensidade na condigdo de mau controle glicémico (Linha 1 e 1’) e bom controle
glicémico; a banda H e | foram menos intensas na condi¢cdo de mau controle glicémico
(Linhas 1 e 1’) e bom controle glicémico (Linhas 2 e 2’) em relagéo ao grupo controle
(Linhas 3 e 3’). Abandas Jno grupo com mau (Linhas 1 e 1’) e bom controle glicémico
(Linhas 2 e 2’) foram mais intensas quando comparadas com o grupo controle (Linha
3 e 3'). A banda K, por outro lado, foi mais intensa no grupo controle (Linhas 3 e 3’)
em relagdo ao grupo com mau (Linhas 1 e 1’) e bom controle glicémico (Linhas 2 e
2)).
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FIGURA 13. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
ERITBOCITOS DO GRUPO DM2 COM MAU E BOM CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE

MM
kba) 1 2 3 1 22 3

17 —
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MM: padrBes de massa molecular de proteinas. Linha 1, pool de proteinas de membrana de eritrocitos
de pacientes DM1 com mau controle glicémico (HbA1c = 7%); Linha 2, pool de proteinas de membrana
de eritrécitos de pacientes DM1 com bom controle glicémico (HbAlc < 7%); Linha 3, pool de proteinas
de membrana de eritrécitos de individuos sem DM. Linhas 1’, 2’ e 3’ sdo repeticdes das respectivas
condic¢des previamente descritas. O gel representa triplicata técnica de géis independentes.

5.7. ANALISE DENSITOMETRICA DAS BANDAS PROTEICAS C, H, |, J E K DOS
GRUPOS DM2 COM HEMOGLOBINA GLICADA 2 7%, <7% E GRUPO CONTROLE.

Para as analises densitométricas das amostras de DM2, a banda A também
foi empregada como normalizadora. A média e desvio-padrédo dos vol.% das bandas
C, H, I (TABELA 6) ndo foram estatisticamente significativas entre 0s grupos com mau
e bom controle glicémico e grupo controle. Os volumes relativos da banda J do grupo
DM2 com HB1Ac = 7% e HB1Ac < 7% foram maiores e estatisticamente significativo
em relacdo ao grupo controle e por fim, a banda K foi somente detectada na condi¢éo

controle.



TABELA 6. ANALISE DENSITOMETRICA COMPARATIVA DO GRUPO DM2 COM

BOM E MAU CONTROLE GLICEMICO E GRUPO CONTROLE.

GRUPOS DM2 CONTROLE
Bandas Crrle| HbAC2T7% HbALc < 7% HbALc < 7%
Banda C 50 + 11 40 + 10 45 + 8
Banda H 24 + 81 23+ 71 26+ 71
Banda | 20 + 6K 17 + 6K 22 £ 4k
Banda J 66 £ 23M 56 £ 18™ 21 £ 10"
Banda K Ausente Ausente 264

Os valores sdo médias e desvios-padrBes dos resultados obtidos nas andlises realizadas em
triplicata de cada condicdo. Médias seguidas por letras idénticas ndo sdo significativamente

diferentes (p>0,05) de acordo com o teste “t” student.

CTRL*: controle glicémico
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5.8. PERFIL ELETROFORETICO DO POOL DE PROTEINAS DE MEMBRANA DO
GRUPO DM2 COM HEMOGLOBINA GLICADA 2 7%, <7% E GRUPO CONTROLE
REVELADO COM PRO-Q EMERALD 488

Para verificar o nivel de glicacdo das bandas de proteinas, géis de eletroforese

(Figura 14) foram revelados com o corante especifico Pro-Q Emerald 488. As bandas

E, F, G, H, | ndo foram detectadas nesses géis quando comparados com 0s géis

revelados com PhastGel® Blue R. Ja as bandas A, B, C, D, J, K e L foram visualisadas

com a coloracao especifica.
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FIGURA 14. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
ERITBOCITOS DO GRUPO DM2 COM MAU E BOM CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE REVELADO COM PRO-Q EMERALD

488.
MM DM2
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MM: padrBes de massa molecular de proteinas. (a) bandas de proteinas reveladas com PhastGel®
Blue R: Linha 1, pool de proteinas de membrana de eritrécitos de pacientes DM1 com mau controle
glicémico (HbA1c = 7%); Linha 2, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com
bom controle glicémico (HbAlc < 7%); Linha 3, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de
individuos sem DM. (b) bandas de proteinas reveladas com Pro- Q Emerald 288: Linha 1*, pool de
proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com mau controle glicémico (HbA1c = 7%);
Linha 2*, pool de proteinas de membrana de eritrocitos de pacientes DM1 com bom controle glicémico
(HbAlc < 7%); Linha 3*, pool de proteinas de membrana de eritrdcitos de individuos sem DM. O gel
representa duplicata de géis independentes.

5.9. IDENTIFICACAO DAS BANDAS PROTEICAS DO GRUPO DM2 COM MAU E
BOM CONTROLE GLICEMICO E GRUPO CONTROLE POR ESPECTROMETRIA
DE MASSA DO TIPO MALDI-TOF:

As identificacdes das bandas proteicas também foram feitas para as bandas
do grupo DM2. A banda H no grupo como mau controle glicémico e bom controle
glicémico foi identificada como proteina 4.1 e banda 3 respectivamente e 0 grupo
controle foi identificado como uma mistura de proteina 4.1 e banda 3. Para a banda I,
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a identificacao foi alcancada apenas para o grupo controle, sendo uma mistura de
banda 3 e proteina 4.1. Por fim, a banda J foi identificada como gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase nos grupos com mau e bom controle glicémico, enquanto a banda K

foi detectada apenas no grupo controle e identificada como banda 3 (TABELA 7).

TABELA 7. IDENTIFICACAO DAS BANDAS PROTEICAS DO GRUPO DM2 COM MAU E
BOM CONTROLE GLICEMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DO TIPO

MALDI-TOF.
BANDA/GRUPOS | DM2 HbA1¢c27% DM2 HbAlc<7% CONTROLE
A Espectrina Espectrina Espectrina
Banda 3 Banda 3 Banda 3
C Anquirina/ Banda 3 Anquirina Anquirina
D Proteina 4.2 Proteina 4.2 Proteina 4.2
E Banda 3 Banda 3 Banda 3
F Banda 3 Banda 3 Banda 3
G Actina Actina/ Banda 3 Actina
H Proteina 4.1 Banda 3 Banda i/FIrotel'na
T R Banda 3)Proteina
4.1
J *G3PDH G3PDH | -
O N I s Banda 3
L Banda 7/ Banda _7/ Banda 7/
Estomatina Estomatina Estomatina

*G3PDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(-----): sem identificacéo

5.10. COMPARACAO GRAFICA DA ANALISE DENSITOMETRICA DAS BANDAS H,
I, J E K ENTRE OS GRUPOS DM1, DM2 E RESPECTIVOS SUBGRUPOS (BOM E
MAU CONTROLE GLICEMICO) E GRUPO CONTROLE

As bandas H, I, J e K mostraram diferencas densitométricas com significancia
estatistica entre os subgrupos (bom e mal controle glicémico e grupo controle) do
grupo DM1 e do grupo DM2, bem como entre ambos os grupos (FIGURA 15). Ao
avaliar os graficos da banda H e banda I, observa-se que o grupo DM1 com mau
controle glicémico apresentou as bandas com menor densitometria, seguida pelas
bandas DM1 com bom controle glicémico e, 0s demais grupos apresentaram valores
elevados e similares das bandas H e I. Em relagcéo a banda J, tanto para o grupo DM1

guanto para o grupo DM2, foi possivel observar que os valores de densitometria foram
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decrescentes considerando os subgrupos mau e bom controle glicémico e grupo
controle. Por outro lado, para a banda K do grupo DM1, os valores de densitometria
foram crescentes e para o grupo DM2, apenas foi possivel detectar a banda K no

grupo controle.

FIGURA 15. GRAFICO DOS VOLUMES OBTIDOS NA DENSITOMETRIA POR CALCULO
DE NORMALIZACAO.
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Os graficos das bandas H-K, representam comparag8es dos grupos DM1 E DM2, com mau controle
glicémico (HbA1c=7%), bom controle glicémico (HbAlc<7%) e grupo sem diabetes (Controle). As
comparacdes que possuem diferenca estatisticamente significatica, com P<0,05, estéo representadas
na figura. Os circulos fechados indicam as médias, o quadrado 1-desvio padréo e as barras horizontais
2-desvios padrdes. O valor de probabilidade (p) comparando as médias foi obtido com o teste de Mann-
Whitney.
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5.11. ANALISE COMPARATIVA DA SEPARACAO ELETROFORETICA DAS
PROTEINAS CITOPLASMATICAS DE ERITROCITOS ENTRE OS GRUPOS DE DM
COM HBALC = 7% E HBA1C < 7%) E GRUPO CONTROLE

O perfil eletroforético das proteinas citosélicas (FIGURA 16) dos grupos DM1
e DM2 com mau controle glicémico (Linhas 1 e 1), com bom controle glicémico (Linha
2 e 2’) e o controle (Linha 3) ndo apresentou diferencas densitométricas quando
comparados entre si. Portanto, a identificacdo das proteinas por MALDI-TOF néo foi

realizada.

FIGURA 16. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS CITOPLASMATICAS DE
ERITROCITOS DOS GRUPOS DM1 E DM2 COM MAU E BOM CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE.

DM1 DM2
MM

(Kda) 1 2 1’ 20 3 1 1 2 2 3

MM: padrées de massa molecular de proteinas. Linha 1, pool de proteinas de membrana de eritrdcitos
de pacientes DM1 com mau controle glicémico (HbA1c = 7%); Linha 2, pool de proteinas de membrana
de eritrdcitos de pacientes DM1 com bom controle glicémico (HbAlc < 7%); Linha 3, pool de proteinas
de membrana de eritrécitos de individuos sem DM. Linhas 1, 2” sdo repeticdes das respectivas
condicdes previamente descritas. O gel representa triplicata técnica de géis independentes.
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5.12. MICROSCOPIA DE VARREDURA ELETRONICA DOS ERITROCITOS DE
PACIENTES COM DM1, DM2 E SEM DIABETES

Trabalhos recentes, através da microscopia eletrénica, tém mostrado o efeito
da hiperglicemia sobre eritrocito. Buys et all, 2013 mostrou por microscopia eletronica
de varredura, que as células vermelhas dos diabéticos apresentam uma morfologia e
rugosidade diferente quando comparada com a morfologia da célula de paciente nao
diabético (BUYS et al., 2013).

As imagens da microscopia de varredura eletronica (FIGURA 17) revelaram
modificagdes na morfologia dos eritrécitos nas trés condicdes avaliadas. Nessas
modificacdes, o0s eritrocitos apresentaram aspecto espiculado. Na amostra do
paciente com DM2 foi possivel visualizar uma maior quantidade desses eritrocitos

disformes em relacdo ao grupo DM1 e controle.
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FIGURA 17. MICROSCOPIA DE VARREDURA ELETRONICA DOS
ERITROCITOS DE PACIENTES COM DM1, DM2 E
PACIENTE SEM DIABETES.

A)

Amostra de
um paciente
com DM1

B)

Amostra de
um paciente
com DM2

C)

Amostra de
um paciente
sem diabetes

Imagens de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de eritrcitos de pacientes
diabéticos Tipo 1, Tipo 2 e de paciente sem diabetes (normoglicémicos).
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6. DISCUSSAO

6.1. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E BIOQUIMICAS DOS GRUPOS
ESTUDADOS

Os valores dos parametros peso, altura e IMC n&o foram estatisticamente
diferentes entre os grupos estudados (TABELA 3). De acordo com ADA (2017), valor
de IMC 2= 25 kg/m? é considerado fator de risco para diabetes. Portanto, ao avaliar a
média do IMC igual 25 kg/m?, o grupo controle se enquadraria como grupo de risco.

Através dos valores de HbAlc, (TABELA 3) foi possivel observar que
indepentende do tipo de diabetes, existem pacientes com bom (HbAlc < 7%) e mau
controle glicémico (HbA1c 27%). Por outro lado, os valores de glicemia em jejum dos
subgrupos dos grupos DM1 e DM2 nao apresentaram diferenca estatistica
significativa, exceto quando as glicemias dos grupos DM1 e DM2 foram comparadas
com a glicemia do grupo controle. Além disso, os elevados valores de glicemia de
jejum para todos os subgrupos de DM ndo corresponderam aos altos valores de
Hb1Ac. Essas observacgtes reforcam que o percentual de Hb1Ac representa a média
ponderada das glicémias médias diarias durante os utlimos 2 a 3 meses (NETTO et
al., 2009), enquanto a glicemia em jejum reflete apenas uma Unica dosagem
(MAKRIS; SPANOU, 2011).

6.2. ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA DOS POOLS DE PROTEINAS
ERITROCITARIAS DOS GRUPOS DM1 E DM2 COM BOM E MAU CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE.

A analise prote6mica sera discutida em dois subitens: o perfil eletroforético das
proteinas eritrocitarias e as diferencas estatisticamente significativas entre as

porcentagens de volume relativo das proteinas dos grupos estudados.

6.2.1. Perfis eletroforéticos das proteinas de membrana eritrocitaria dos grupos
DM1 e DM2 com bom e mau controle glicémico e grupo controle.

No presente trabalho, a analise protebmica comparativa foi empregada em
amostras eritrocitarias de pacientes com DM1, DM2, ambos subdividos com bom e

mau controle glicémico e individuos sem diabetes (controle) (TABELA 2). A técnica
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protebmica empregada foi a separacdo de proteinas por SDS-PAGE, seguida por
tripsinizacdo das bandas proteicas e identificacdo dos peptideos gerados por
espectrometria de massa do tipo MALDI TOF.

Para a separacdo das proteinas por eletroforese SDS-PAGE, diferentes
condi¢cbes de corrida (voltagem, porcentagem do gel de poliacrilamida, tempo de
corrida, quantidade de proteina) foram testadas (dados ndo apresentados) a fim de
obter a melhor separacéo das proteinas. Classicamente, as bandas de proteinas de
membrana de eritrécito separadas em gel de poliacrilamida desnaturante receberam
nameros de acordo com a velocidade de migracédo do gel (FAIRBANKS et al., 1971)
e, posteriormente passaram a ser identificadas, como mostrado na FIGURA 18

abaixo.

FIGURA 18. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE
ELETROFORESE DE  EXTRATO DE
MEMBRANA ERITROCITARIA.

Coloracao: azul de Comassie KDa Coloragao PAS
1 - - espectrina o

- o “ | 250
2 | | espectrina
211 I anquirina
3 | ! Banda 3 95
41|

Glicoforina A

429
5 | actina 43
6 1 | G3PDH .
25 GlicoforinaB e C

G3PDH = gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (banda 6); PAS = Acido
Periédico-Schiff (Periodic Acid Schiff), coloracdo especifica para éster de
acido sidlico.

FONTE: Adaptado de MURADOR et al, 2010
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Ao comparar a FIGURA 18 com os resultados obtidos nas eletroforeses SDS-
PAGE do presente estudo FIGURAS 11 e 13, foi possivel constatar diferencas nas
migracfes de algumas proteinas, bem como o aparecimento da mesma proteina com
diferentes massas moleculares. De acordo com o perfil eletroforético obtido para todos
0s grupos avaliados, a proteina denominada banda 3 foi detectada em diferentes
bandas (102-76kDa) ou associada com outras proteinas como a proteina 4.1 (39-
38KDa) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (35-36 kDa). Massas aparentes da
banda 3 entre 188 a 25 kDa também foram detectadas em gel SDS-PAGE no estudo
protebmico de membrana eritrocitaria realizado por Pasini e colaboradores (2006)
(PASINI, E. et al., 2006). Ja em separacdo atraves de eletroforese capilar, a banda 3
apresentou uma cabegca e cauda entre 183 e 86 KDa (LIN et al., 2000). O
aparecimento de trés bandas da banda 3 em gel SDS-PAGE com massas de 60 kDa,
40 kDa e 24 kDa, a partir de ghost eritrocitario, foi justificado devido a acdo catalitica
de proteases associadas a membrana (TARONE et al., 1979).

A proteina 4.1 também foi detectada em posicdo diferente no gel de
poliacrilamida quando comparada com a proteina 4.1 da FIGURA 18. A massa
molecular da proteina 4.1 € 97 kDa. No entanto, nos perfis eletroforéticos do presente
estudo, a proteina 4.1 apresentou uma massa aparente proxima de 38 kDa,
provavelmente devido a degradacao proteolitica. Em estudo proteémico de membrana
eritrocitaria, a separacdo de proteinas, realizada por eletroforese bidimensional,
também resultou em produtos de degradacéo da proteina 4.1, cuja massa molecular
observada no gel foi inferior a 31 kDa (LOW et al., 2002).

Durante o processo de extracdo das proteinas eritrocitarias, os inibidores de
proteases PMSF e EDTA foram adicionados a solugéo de extracdo. O efeito da acao
desses dois inibidores sobre proteases que degradam as proteinas de membrana
eritrocitarias foi avaliado em eletroforese bidimensional e claramente o PMSF e EDTA
impediram a degradacédo de proteinas nas mesmas concentracbes empregadas no
presente trabalho (OLIVIERI et al., 2001). Pasini e colaraboradores (2006) também
concluiram que a deteccdo de proteinas eritrocitarias com massas moleculares
inferiores aos valores esperados seriam produtos de degradacdo resultantes do

processo de maturagéo dos eritrocitos (PASINI, E. et al., 2006).
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6.2.2. Diferencas na deteccdo das proteinas eritrocitarias, proteina 4.1 e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase nas condi¢fes estudadas.

Diferentes abordagens de técnicas prote6micas tem sido empregadas para o
estudo de eritrocitos humanos, a fim de aumentar a compreensdo em relagdo a
composicdo, organizagcdo e interacdo das proteinas da membrana plasmatica, do
citoesqueleto e citosol (D'ALESSANDRO et al., 2010; PASINI, E. M. et al., 2010a).
Além disso, a protedmica comparativa tem sido empregada na deteccao de possiveis
diferencas de expressdo de proteinas de eritrocitos de individuos saudaveis e
individuos doentes com o propdsito de identificar possiveis biomarcadores e alvos
terapéuticos (PASINI, E. et al., 2010b). No entanto, estudos protedmicos comparando
eritrocitos em condicdo hiperglicémica e normoglicémica sao escassos. No estudo
protedmico realizado, a proteina 4.1 e dliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
apresentaram perfis densitométricos diferentes nas condi¢gbes estabelecidas de
estudo.

Um dos primeiros estudos proteémicos com membrana de eritrécitos de
pacientes chineses com DM2 foi realizado por Jiang e colaboradoreos (2003), que
objetivaram identificar outras proteinas, além do transportador GLUT 1 (HU et al.,
2000) que poderiam estar envolvidas no transporte reduzido de glicose para o
citoplasma do eritrcito. Através de eletroforese bidimensional, 42 proteinas foram
identificadas como sendo expressas diferencialmente nas amostras de pacientes com
DM2 em relacé@o ao grupo de individuos saudaveis, sendo que as proteinas flotina-1
(proteina integral de membrana) e arginase (proteina solavel) foram 4,8 e 8,3 vezes
mais expressas no grupo DM2 em relacéo ao grupo controle, enquanto a sintaxina 1C
foi detectada 37 vezes menos expressa no grupo DM2 (JIANG et al., 2003).

A expressdo aumentada de flotilina-1 e arginase na membrana eritrocitaria de
pacientes DM2 foi evidenciada pelo recrutamento da arginase pela flotilina-1,
resultando em aumento na atividade da arginase, a qual pode inibir a producéo de
oxido nitrico, uma vez que a arginase e a 6xido nitrico sintase competem pelo mesmo
substrato, a L-arginina (JIANG et al., 2006). Por ser um vasodilatador enddgeno e
neutransmissor, o Oxido nitrico tem importantes fun¢gdes como na manutencao da
homeostasia circulatéria e na sinalizagdo nervosa. Portanto, a reducao de 6xido nitrico
em pacientes diabéticos estd relacionada com circulacdo sanguinea deficiente e
neuropatia periférica (COHEN, 2005; HELTIANU; GUJA, 2012).
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Proteina 4.1

No grupo DM1 com mau controle glicémico, o volume da proteina 4.1 foi
inferior e estatiscamente significante em relacdo ao grupo DM1 com bom controle
glicémico e grupo controle (TABELA 4). Cabe ressaltar que na identificacdo da
proteina por MALDI TOF, o grupo DM1 com bom controle glicémico e grupo controle
apresentaram uma mistura de proteina 4.1 e banda 3 (TABELA 5). Uma sequéncia de
residuos de aminoacidos rica em arginina (IRRRY) no dominio citoplasmatico da
Banda 3 é o principal sitio de ligacdo para a proteina 4.1 do citoesqueleto (FIGURA
19) (JONS; DRENCKHAHN, 1992). Um estudo realizado com o peptideo IRRRY
sintético mostrou que a dissociacdo entre proteina 4.1 da Banda 3 promove
acentuadas alteracdes nas propriedades mecéanicas da membrana eritrocitaria, como
diminuicdo da deformabilidade da membrana e aumento na estabilidade mecénica da
membrana (AN, XL et al., 1996). A dissociacdo entre a proteina 4.1 e banda 3 promove
uma forte interacdo entre a banda 3 e anquirina, que diminui a deformabilidade da

membrana.
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FIGURA 19. INTERACAO DE 4.1R COM BANDA 3.

BICAMADA LIPIDICA

N-lobe

C-lobe

Banda 3 4.1R

Banda 3 forma dimeros na membrana (A e B). A sequéncia LRRRY, localizada em uma a-hélice,
medeia a interagdo entre os monémeros. A sequéncia LEEDY da proteina 4.1R, localizada em uma
alca, interage com a sequéncia LRRRY da Banda 3.

FONTE: NUNOMURA et al, 2011.

A associacdo e dissociacdo da proteina 4.1R com outras proteinas
eritrocitarias é regulada pela proteina C quinase (PKC) (MANNO et al., 2005). Quando
4.1R esta fosforilada, a afinidade com a banda 3, glicoforina C, espectrina e actina
diminui, acarretando em uma menor estabilidade mecanica da membrana eritrocitaria
(MANNO et al., 2005). Um dos fatores que interfere na atividade de PKC é a condicéo
hiperglicémica. Eritrécitos de individuos saudaveis expostos de forma aguda a uma
elevada concentracao de glicose (360 mg/dL) apresentaram niveis diminuidos de PKC
na fracdo membranosa, bem como da sua atividade de fosforilagdo. No entanto, essas
alteracdes correlacionaram-se com uma afinidade diminuida de PKC pelos seus
substratos (proteina 4.1R e GLUTL1) e consequente reducdo da deformalidade nos
eritrécitos (LIVSHITS et al., 2012).

Diante das caracteristicas da proteina 4.1 e da analise densitométrica do
grupo DM1, sugere-se que as fracdes de membranas do grupo com bom controle
glicémico e grupo controle estdo enriquecidas com a proteina 4.1R em relacdo ao

grupo com mau controle glicémico. Portanto, pode-se inferir que neste ultimo grupo, a
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deformabilidade dos eritrocitos pode estar reduzida. Em relagéo ao grupo DM2, essas
diferencas néo foram observadas (TABELA 6).

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

No grupo DM1 com mau controle glicémico, o volume relativo da banda J foi
maior e estatiscamente significante em relacdo ao grupo DM1 com bom controle
glicémico (TABELA 4). A banda J foi identificada como uma mistura de gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase e banda 3 no grupo com mau controle glicémico, apenas
banda 3 no grupo com bom controle glicémico e nao foi identificada no grupo controle
(TABELA 5). Diante desses resultados, pode-se inferir que a fracdo de membrana dos
eritrocitos do grupo DM1 com mau controle glicémico estava enriquecida com G3PDH.

A banda K foi detectada apenas no grupo DM1 com bom controle glicémico e
grupo controle, sem diferenca estatistica significativa entre os valores de volume
relativo de ambos os grupos (TABELA 4). No grupo com mau controle glicémico, a
banda K néo foi detectada. Nos grupos com bom controle glicémico e controle, a
banda K foi identificada como banda 3 (TABELAS). Portanto, pode-se inferir, que
independente da analise densitométrica, a proteina G3PDH foi detectada somente na
condicdo de mau controle glicémico, enquanto a banda 3 foi detectada nas condicbes
de bom controle glicémico e controle.

Em relacédo ao grupo DM2, os volumes relativos de G3PDH (banda J) tanto
no subgrupo com mau controle glicémico quanto no grupo com bom controle glicémico
ndo apresentaram diferenca estatistica (TABELA 6) e a enzima nao foi detectada no
grupo controle (TABELA7). Portanto, ao contrario do grupo DM1, as membranas
eritrocitarias do grupo DM2 com mal e bom controle glicémico estavam enriquecidas
com G3PDH

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é uma enzima da via glicolitica que
catalisa a converséo de gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato. funciona como
um “interruptor metabdlico” para equilibrar o estado redox das células (RALSER et al.,
2007). A G3PD e outras proteinas da via glicolitica (fosfrutoquinase e aldolase) tem
atividade catalitica inibida quando estdo ligadas a extremidade amino terminal da
porcdo citosélica da banda 3. No entanto, quando o eritrcito estd em condi¢do de
baixa oxigenacdo, deoxihemoglobinas ligam-se na extremidade aminoterminal da
banda 3, deslocando as enzimas glicoliticas, que por sua vez, tornam-se ativas e

aumentam o fluxo da glicose para via glicolitica. Por outro lado, em resposta a
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condicbes elevadas de saturagdo de oxigénio e estresse oxidativo, essas enzimas
ligam-se a porcdo citosolica da banda 3 e sdo inibidas (FIGURA 20). Como
consequéncia, o fluxo de glicose € direcionada para a via das pentoses fosfato (PPP)
a fim de promover o aumento de NADPH (RINALDUCCI et al., 2015).

FIGURA 20. MODELO REPRESENTATIVO DA MODULAGAO METABOLICA DEPENDENTE
DE G3PDH EM ERITROCITOS HUMANOS.
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O estresse oxidativo pode afetar a modulacdo metabdlica dependente de oxigénio, promovendo a
ligacdo de G3PDH a extremidade aminoterminal ou a outros sitios da banda 3, promovendo uma
mudanca metabdlica de Embden-Meyerhof para a PPP a fim de produzir equivalentes redutores
(NADPH) e restaurar o equilibrio oxiredutor. ROS: Espécies reativas de oxigénio (EROS).

FONTE: (REISZ et al., 2016)

A hiperglicemia é uma condi¢cdo pré-oxidante (VISTOLI et al.,, 2013) e
consequentemente afeta a atividade da G3PDH como foi mostrado em um estudo
realizado com amostras de eritrcitos de pacientes com DM2, no qual a atividade
catalitica da G3PDH dos eritrocitos desses pacientes foi significativamente menor em
relacdo ao grupo de individuos sem diabetes. Provavelmente, esse resultado ocorreu
devido a uma inibicéo reversivel da G3PDH mediada por interacdo idnica com a banda
3 (SENHAJI et al., 2015).

Outro estudo comparativo de eritrocitos de pacientes com DM1 e DM2 e
pacientes sem diabetes mostrou o acumulo de gliceraldeido-3-fosfato nos eritrécitos
dos pacientes diabéticos com concomitante reducéo na atividade da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase. O excesso de gliceraldeido-3-fostato desidrogenase foi
convertido em diidroxiacetona-fosfato pela agéo catalitica da triose-fosfato-isomerase,

promovendo a formacédo de metilglioxal, o qual estava 25 vezes aumentado nos
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eritrocitos de pacientes DM1 e 15 vezes aumentado nos eritrocitos dos pacientes
DM2. No entanto, ndo houve correlagao da atividade de G3PDH com a concentragao
de metilglioxal (FLEMING et al., 2012). Por outro lado, uma inversa correlagéo entre
as concentracdes de metilglioxal e atividade de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
foi constatada em amostras de pacientes DM1 e DM2 (BEISSWENGER, P.; HOWELL;
SMITH; et al., 2003).

6.3. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA DE
ERITROCITOS DOS GRUPOS DM1 E DM2 COM MAU E BOM CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE REVELADO COM PRO-Q EMERALD 488.

A hiperglicemia acarreta um desequilibrio no sistema redox das células através
da formacédo de produtos de glicoxidacdo, como os produtos finais de glicacéo
avancada (AGEs) (VISTOLI et al., 2013). A producao de AGEs decorre de uma reacao
de glicacdo ndo enzimatica entre o grupo aldeido da glicose e o grupo amino de
proteinas, que sob rearranjos moleculares geram produtos estaveis, conhecidos por
produtos de Amadori. A hemoglobina glicada (Hb1AC) empregada no diagndstico e
controle glicémico do DM é um exemplo de produto de Amadori (KAWAHITO et al.,
2009). Uma parcela dos produtos de Amadori sofrem rea¢des quimicas irreversiveis,
formando os AGEs (EL DAYEM et al., 2012), sendo os principais, a carboximetilisina
(CML), carboxietilisina (CEL) e pentosidina (MEADE et al., 2003). A formacao de
AGEs a partir do produto de Amadori ocorre em semanas a meses. Porém, uma rapida
formacdo de AGEs pode ocorrer através da reacdo entre proteinas e compostos
dicarbonilicos (metilglioxal, glioxal e 3-deoxiglucasona), que sao produzidos a partir
de intermediarios da via glicolitica

A fim de certificar o nivel de glicagdo das proteinas de membrana de
eritrocitos, géis desnaturante de poliacrilamida foram revelados com um corante
comercial para glicoproteinas, o PRO-Q Emerald 488. Esse corante reage com
moléculas de glicose oxidadas previamente por acido periédico. As bandas do grupo
DM1 com mau controle glicémico que emitiram fluorescéncia foram bandas B, D e K,
no grupo com bom controle glicémico foram as bandas C, D e K e no grupo controle,
as bandas B, C, D e K foram detectadas, sendo que as duas Ultimas apresentaram
maior fluorescéncia em relacéo aos subgrupos de DM1 (FIGURA 12). As bandas D e
K séo respectivamente a proteina 4.2 e banda 3. Ao avaliar o gel do grupo DM2 e

respectivo grupo controle, observou-se que somente a banda D (proteina 4.2)
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apresentou maior fluorescéncia em relacdo aos subgrupos de DM2 (FIGURA 14).
Esses resultados aparentemente sdo contraditérios, pois era esperado que as
proteinas dos grupos DM1 e DM2 emitissem mais fluorescéncia em relacéo ao grupo
controle, mas ao considerar que PRO-Q Emerald reage com base de Schiff, a qual é
formada no estagio inicial da glicacdo (SINGH et al., 2014), pode-se inferir que as

proteinas analisadas poderiam estar em etapas mais avancadas da glicacao.

6.4. PERFIL ELETROFORETICO DE PROTEINAS CITOSOLICAS DE
ERITROCITOS DOS GRUPOS DM1 E DM2 COM MAU E BOM CONTROLE
GLICEMICO E GRUPO CONTROLE

As bandas de proteinas citosolicas dos grupos DM1, DM2 e grupo controle ndo
apresentaram diferencas densitométricas quando comparadas (FIGURA 16). Na
literatura, existem poucos trabalhos que comparam as proteinas citosélicas de
eritrocitos de pacientes diabéticos e ndo diabéticos. Um desses estudos estabeleceu
a relacdo do nivel de expressdo de proteinas eritrocitarias de pacientes com e sem
diabetes e a partir dessa relacdo, foi constatado que poucas proteinas foram
diferencialmente reguladas e essas proteinas seriam a anidrase carbonica (diabético:
ndo diabético 0,51), glutationa transferase (0,79), GLUT1 (0,88), superoxido
dismutase (1,21) e isocitrato desidrogenase (1,29) (WANG, Z. et al., 2009).

Em outro trabalho, foi constatada que a expressao da enzima citosolica O-N-
acetilglicosaminidase (O-GIcNAcase) foi significativamente aumentada em eritrocitos
de individuos com pré-diabetes e diabetes com mau controle glicémico em relagéo ao
grupo controle (individuos sem diabetes). Os autores especularam que o aumento da
expressao dessa enzima seria uma expressao adaptativa em funcado do aumento da
O-GlIcNAcilacéo (adicao de N-acetilglicosaminas as proteinas) que ocorre a fim de
estabilizar as proteinas em resposta a acdo toxica da hiperglicemia (PARK et al.,
2010).

6.5. ANALISE DA MICROSCOPIA POR VARREDURA DE ERITROCITOS DE
PACIENTES DIABETICOS TIPO 1, TIPO 2 E PACIENTES NAO DIABETICOS.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem sido empregada na andlise
morfologica de eritrocitos de pacientes diabéticos. Imagens de eritrécitos de pacientes

diabéticos obtidas por MEV revelaram formas celulares alongadas e lisas (BUYS et
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al., 2013). Para uma avaliacdo mais detalhada, essas amostras foram analisadas por
microscopia de forca atdbmica, que indicou uma reducdo no tamanho, e da rugosidade
de superficie dos eritrocitos dos pacientes diabéticos. Essas modificacdes na
ultraestrutura do eritrécito foram associadas as oxidacdes de proteinas de membrana
e citoesqueleto, inerentes a condicao hiperglicémica (BUYS et al., 2013).

Em outro estudo sobre a ultraestrutura de eritrocitos de pacientes diabéticos
nao insulino dependentes, acantdcitos e formas celulares em forma de copo foram
identificadas duas alteracdes morfoldégicas foram observadas (STRAFACE et al.,
2002). Os autores justificaram que a presenca de acantécitos € comum em condi¢cfes
de hiperinsulinemia e eritrocitos em forma de copo sao frequentes em pacientes
diabéticos com problemas cardiovasculares. Ainda nesse estudo, os pacientes foram
tratados com o antioxidante N-acetilcisteina, que restaurou a morfologia discoide
normal dos eritrocitos.

Conforme descrito no item 5.12, os eritrécitos das trés condicfes estudadas
apresentaram modificacbes morfoldégicas (membrana com espiculas), sendo que nas
amostras do paciente DM2, essas modificacfes foram mais frequentes em relacdo ao
paciente DM1 e controle (FIGURA 17). No entanto, morfologia irregular dos eritrécitos
também foi observada na condi¢&io ndo diabética. E de extrema importancia ressaltar
que o tempo e temperatura de transporte da amostra de sangue até o laboratério
podem impactar na morfologia eritrocitaria, como mostrado por Makhro e
colaboradores (2016) que verificaram um aumento no nimero de equinécitos quando
os tubos de sangue contendo EDTA foram transportados por 24 horas a 22°C. Porém
quando o transporte ocorreu ho mesmo periodo, mas a 4°C, os equindcitos foram
formados esporadicamente (MAKHRO et al., 2016). Em nosso caso, as amostras dos
diferentes grupos estudados foram transportadas por periodos de tempo diferentes.
O tempo de transporte foi menor para o grupo controle, seguido pelo grupo DM1 e o
grupo DM2, o qual foi transportado dentro de 24 horas. Portanto, ndo podemos afirmar

que as alteragcbes morfoldgicas ocorreram puramente pela condicéo diabética.

6.CONCLUSAO

Neste trabalho, proteinas de membrana e citosoélicas dos pools de eritrocitos
de pacientes com Diabetes mellitus do tipo 1, Diabetes mellitus do tipo 2, ambos os

grupos subdividos em bom e mau controle glicémico e de individuos sem diabetes
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(grupo controle) foram separadas por eletroforese SDS-PAGE. Os perfis

eletroforéticos foram comparados entre os grupos estabelecidos e as bandas

proteicas que apresentaram diferencas densitométricas foram identificadas por

espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. Diante do exposto, as principais

conclusdes foram:

Os perfis eletroforéticos das proteinas de membrana dos eritrocitos dos
grupos DM1, DM2 com bom e mau controle glicémico e o grupo controle
apresentaram 11 bandas proteicas e apenas 4 bandas proteicas (H, I, J e
K) foram detectadas com diferencas no volume relativo, quando os grupos
foram comparados;

No grupo DM1, a banda proteica nhomeada com a letra H foi identificada
como uma mistura de banda 3 e proteina 4.1 nas condi¢cdes de mau e bom
controle glicémico e controle, sendo que nas condi¢cdes de bom controle
glicémico e controle, os volumes relativos dessa mistura de proteinas foram
superiores e estatisticamente significativos (18% = 5 e 23% = 6),

respectivamente em relacdo ao grupo com mau controle glicémico (13% +

2);

No grupo DM1, a banda proteica nomeada com a letra | foi identificada como
uma mistura de banda 3 e proteina 4.1 na condicdo de mau controle
glicémico e nas condi¢cdes de bom controle glicémico e controle, apenas a
proteina 4.1 foi identificada. Os volumes relativos 17% + 3 e 22% + 4
referentes as condicbes de bom controle glicémico e controle,
respectivamente, também foram estatisticamente superiores em relacao ao
mau controle glicémico (13% % 2);

No grupo DM1, a banda J foi identificada como uma mistura de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e banda 3 na condicdo com mau
controle glicémico; ja na condicdo de bom controle glicémico apenas a
banda 3 foi identificada e no controle ndo houve deteccédo de banda. O
volume relativo da mistura de gliceraldeido-3-fosfato e banda 3 (43% + 11)
na condicdo de mau controle glicémico foi estatisticamente superior em
relacdo ao volume da banda 3 (26% % 4) na condicdo de bom controle
glicémico;

No grupo DM2, os volumes relativos das bandas H e | ndo apresentaram

diferencas com significancia estatistica entre os grupos estudados. A banda
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H foi identificada como Proteina 4.1, na condigdo de mau controle glicémico.
Enquanto nas condi¢cdes de bom controle glicémico e controle, as bandas
foram identificadas como banda 3 e mistura de banda 3 e proteina 4.1,

e No grupo DM2, a banda J foi identificada como gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase na condicdo de mau controle glicémico e bom controle
controle glicémico. Em ambas as condicbes, ndo houve diferenca
significativamente estatistica entre os volumes relativos da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e ndo houve deteccédo de banda proteica no grupo

controle.

Diante dos resultados do presente trabalho é considerado os resultados ja
publicados referentes a G3PDH, pode-se afirmar que essa enzima € um potencial
biomarcador para o monitoramento do estresse oxidativo decorrente de hiperglicemia
e por consequéncia, para 0 monitoramento do aparecimento das complicacdes

inerentes ao diabetes.
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ANEXO 1 — ANALISE PROTEOMICA
PROTEINAS DA MEMBRANA DO ERITROCITO IDENTIFICADA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF.

BANDA PROTEINA N° DE ACESSO SCORE? CS NMP¢ MM (kDa)/pl ERRO
IDENTIFICADA IDENTIFICADA (%)P TEORICA (ppm)
A Espectrina (beta) EAWS80880.1 152 14 29/21 242582 100
Espectrina (alfa) EAW52817.1 90 9 37/21 281141 100
B Banda 3 XP_005257650.1 204 26 25/18 94135 100
Anquirina CAA34611.1 117 17 39/19 188894 100
Banda 3 XP_005257650.1 69 17 39/11 94135 100
D Proteina 4.2 AAH99627.1 192 25 28/17 69412 100
E Banda 3 XP_011523431.1 105 16 27/13 98278 100
F Banda 3 XP_005257650.1 127 17 23/12 94135 65
G Actina AAH08633.1 140 34 27/11 40978 100
H Proteina 4.1 XP_016856093.1 72 16 19/07 59289 100
Banda 3 XP_005257650.1 82 15 15/08 94135 160
I Proteina 4.1 XP_016856093.1 73 16 14/07 59289 100
Banda 3 XP_005257650.1 77 15 21/09 94135 100
J G3PDH CAA25833.1 93 37 33/11 36030 70
Banda 3 XP_011523432.1 73 17 31/10 87593 100
K G3PDH CAA25833.1 93 37 33/11 36030 100
Banda 3 XP_011523432.1 117 18 18/11 87593 100
L Banda 7/ Estomatina EQB78920.1 176 57 15/12 23058 50

a0 score representa a pontuacéo obtida na correspondéncia com a base de dados NCBInr pelo software MASCOT
bCobertura de sequéncias
°Numero de peptideos correspondente

97


http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEwT.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEam.dat&hit=15&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEnO.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEnS.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEnS.dat&hit=35&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiEnh.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYSS.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYEL.dat&hit=2&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYER.dat&hit=6&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYTt.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYeR.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYaO.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoxaat.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoxanO.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoxanR.dat&hit=9&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoxanO.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170314%2FFTipoiYwT.dat&hit=1&db_idx=1
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=..%2Fdata%2F20170315%2FFTipoxuEL.dat&hit=1&db_idx=1
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