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ABREVIATURAS

AChE = Acetilcolinesterase

ADP = Adenosina difosfato

ATP = Adenosina trifosfato

Br D = Bilirrubina direta

Br | = Bilirrubina indireta

Br T = Bilirrubina total

C = Colesterol

C/PI = Proporgéao colesterol fosfolipideos

CHCM = Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
ChE = Colinesterase

COD — ANA = Colesterol oxidase — aminoantipirina

DHBS = Acido 3,5 dicloro-2-hidroxibenzeno sulfonato
DTNB = Acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzdico

GPO-ANA = Glicerol-3-fosfato oxidase — aminoantipirina
GPx = Glutationa peroxidase

GSH = Glutationa reduzida

Hb = Hemoglobina

Hb A = Hemoglobina A

Hb Az = Hemoglobina A2

Hb F = Hemoglobina fetal

HCM = Hemoglobina corpuscular média

HDL = Lipoproteina de alta densidade

INT = Cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium
KH-PQO. = Fosfato de potassio monobasico ou fosfato monopotassico
LDL = Lipoproteina de baixa densidade

Lp(a) = Lipoproteina a

L-PC = Lisofosfatidilcolina

MDA = Malondialdeido

mRNA = Acido ribonucleico mensageiro



NaxHPQO4 = Fosfato dissddico ou fosfato de sddio dibasico
NaH;PO4 = Fosfato de sddic monobasico ou fosfato monossddico
O;" = Anion superéxido

PC = Fosfatidilcolina

PE = Fosfatidiletanolamina

PK = Piruvato quinase

P! = Fosfolipideo

PS = Fosfatidilserina

QM = quilomicron

SD = Desvio padrdo

SEM = Erro médio padrao

SNC = Sistema nervoso central

SOD = Superodxido dismutase

TBA ou TBARS = Acido tiobarbitdrico

UOD-ANA = Uricase — aminoantipirina

VCM = Volume corpuscular médio

VLDL = Lipoproteina de muito baixa densidade

XOD = Xantina oxidase
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RESUMO

Breda Stella, M. Estudo da membrana eritrocitaria em [ talassemia
heterozigdtica Campinas: Instituto de Biologia, UNICAMP, 1998. Tese
(Doutorado) — Departamento de Bioquimica, Instituto de Biclogia, Universidade
Estadual de Campinas, 1998. 90p.

B talassemia € uma desordem genética caracterizada pela reducéo ou auséncia
de producdc da cadeia B da globina. H& duas variedades principais de 3
talassemia: B’ talassemia, na qual nenhuma cadeia B-globina é produzida, e B’
talassemia, na qual a cadeia -globina € produzida mas em propor¢ao reduzida.
A anemia nas talassemias humanas € causada por uma combinacgo de ineficaz
eritropoiese (hemdlise intframedular) e hemdlise de eritrocitos no sangue
periférico. A estrutura e fungdo da hemacia é mantida através da assimetria
fosfolipidica e o dano oxidativo € um mecanismo pelo qual a estrutura e funcao
da bicamada pode ser alterada. A composigao fosfolipidica assimétrica da
membrana das hemacias é mantida durante a vida das células, com
fosfatidilcolina e esfingomielina localizados na monocamada externa e
fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina na monocamada interna. O dano oxidativo
é um componente importante na patofisiologia de hemacias de  talassémicos. A
cadeia o isolada gera espécies reativas de oxigénio, eleva os niveis de heme e
ferro, e diminui o contelido de grupos sulfidrii na membrana. Em nossos
resultados, os niveis aumentados de MDA e da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GPx revelam que houve peroxidacao lipidica e dano
oxidativo na membrana eritrocitaria. Os niveis séricos de ferro, colesterol e
triglicerideos foram maiores para os talassémicos que em individuos normais. O
aumento de acido Urico (agente anti-oxidante), ferro livre (catalisador de reagbes
oxidativas) e de &nion superdxido indicam que as cadeias o livres interagem
com a membrana da hemdacia promovendo a lise celular com aumento dos
niveis de bilirrubina. Os conteudos de colesterol e fosfolipideos da membrana
eritrocitaria § talassémica estavam alterados levando a um aumento da
proporcao colesterol/fosfolipideos. O aumento da resisténcia osmotica e
diminuicdo da atividade da acetilcolinesterase refietem a desestabilizaggo da
membrana causada pelas modificagbes no perfil lipidico e oxidativo
apresentadas pelos individuos B talassémicos.

Palavras chave

B talassemia, membrana eritrocitaria, composi¢do lipidica, acetilcolinesterase,
dano oxidativo, antioxidantes.

vii



1 - INTRODUCAO

1.1 - Consideragdes Gerais

Talassemia designa um conjunto de anemias hereditarias,
motivadas por modificagbes genéticas que consistem na alteragdo da sintese
de uma das cadeias polipeptidicas da hemoglobina. Tais alteracdes
caracterizam-se por um decréscimo ou auséncia de uma das subunidades da
molécula de hemoglobina normal. A diminuigdo de sintese de uma cadeia
provoca o aumento da outra, que forma precipitados dentro das hemacias,
promovendo alteragdes na membrana eritrocitaria. Normalmente as hemacias
se apresentam hipocrémicas € com anormalidades na forma e tamanho,
sendo a poiquilocitose caracterizada por células em alvo e hemacias

fragmentadas (Pornvaree et al, 1987; lovine & Selva, 1985; Naoum, 1987).

Como a principal fungdo das hemacias & o transporte de
oxigénio, ndo é de se estranhar que as hemoglobinas sejam os seus principais
constituintes. A sintese das hemoglobinas inicia-se na fase pré-eritroblastica
da diferenciacgao eritrocitaria e, pode continuar por alguns dias apos a célula
da série vermelha ter perdido o nucleo e se transformado em reticuldcito. Sao
conhecidas quatro hemoglobinas embrionarias (Gower 1, Gower 2, Portland 1
e Portland 2), duas hemoglobinas fetais (F136 glicina e F136 alanina) e duas

hemoglobinas adultas (As e A; ) (Ramalho, 1986). (Figura 1).
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Figura 1: Seqiiéncia maturativa da série eritrdide. (McDonald et al. 1989.

Adaptado pela autora).



Essas hemoglobinas s&@o proteinas conjugadas, de massa
molecular em torno de 68 Kd, que apresentam quatro grupos prostéticos
tetrapirrdlicos contendo ferro (ferroprotoporfirina IX ou heme). Sua fragdo
proteica, a globina, é constituida por quatro cadeias polipeptidicas, cada uma
das quais ligada a um grupo heme. Essa ligagdo deve ocorrer logo apds a
sintese da cadeia, estando ela ainda a nivel ribossémico.

As hemoglobinas normais diferem entre si pela sua globina,

existindo seis tipos de cadeias polipeptidicas que podem entrar na sua
composigao, ou seja, cadeias alfa (o), beta (B), gama (y), delta (8), épsilon (g)

e dzeta (£). Na maioria das hemoglobinas normais, a fracdo globinica é
constituida por duas cadeias alfa e por duas cadeias ndo alfa, regra essa
desobedecida por apenas trés hemogiobinas embrionarias (Ramalho, 1986;
Noreen, 1992).

Usualmente representam-se as hemoglobinas normais pela

composic&o das suas globinas, ou seja:

Hemoglobina embrionaria Gower 1 = €;(;
Hemoglobina embrionéaria Gower 2 = ozg;
Hemoglobina embrionaria Portland 1 = y,4;
Hemoglobina embrionéria Portland 2 = ¢,
Hemoglobinas fetais = o,y

Hemoglobina adulta A = o,

Hemoglobina adufta A; = o5,



As hemoglobinas n&o sdo o produto primario dos genes, mas, o
resultado da combinagéo de cadeias polipeptidicas. Essas sim, podem ser
interpretadas como sendo o produto primario dos genes, possuindo cada
cadeia hemoglobinica, o seu “locus” genético. Em alguns casos, a cadeia
hemoglobinica possui dois “loci” genéticos.

O “locus” correspondente & cadeia o permanece em atividade
durante toda a vida do individuo e o seu ritmo normal de sintese é bastante
elevado, uma vez que ela entra na composicdo de quase todas as
hemoglobinas. As pertubacbes graves desse ritmo de sintese podem ser
incompativeis com a sobrevivéncia. Existem evidéncias de haver, pelo menos
na maioria das pessoas, dois “loci” genéticos responsaveis pela produgio de
cadeia o. Por outro lado, existem provas de estreita unido entre os “loci” das

cadeias [} € 8, bem como de existir mais de um “locus” genetico comandando a

sintese das cadeias gama (loci yG e YA). Sabe-se que os “loci” das

cadeias (3, 8, YG, YA e € estdo localizados na porgao distal do brago menor do

cromossomo 11, enquanto, 0s “loci” das cadeias o e { estdo localizados no
cromossomo 16 (Ramaiho, 1986).

A hemoglobina A ou Aq € a Unica que utiliza a cadeia B para sua
constituicdo, portanto, é afetada por transcricdo de um gene f defeituoso. Os
individuos portadores da p talassemia exibem um decréscimo ou auséncia da
Hb A e um aumento em Hb A, e/ou Hb F, desde que as cadeias B ndo sejam

produzidas em quantidades adequadas.



Os individuos B talassémicos representam um grupo
heterogéneo de alteragdes genéticas caracterizadas pela supressdo total
(alelos B°) ou parcial (alelos B*) da sintese das cadeias beta da hemoglobina.
Essas alteragbes foram introduzidas em nosso pais sobretudo pelos macigos
contingentes imigratorios italianos que vieram para o0 Sul e Sudeste Brasileiro
a partir da segunda metade do século passado (Ramaiho et al,1985). E
importante ressaltar que em nosso meio a forma mais freqlente da talassemia
é a p°, na qual a sintese da beta globina est4 totalmente suprimida (Zago et
al, 1981).

As [} talassemias resultam, em sua maior parte, de mutagbes
originarias de substituicdes de apenas um nucleotideo (mutagao de ponto) no
gene da B globina. Desde 1980, tem sido intensificado o estudo dessas
mutactes atraves do emprego de técnicas como: clonagem e sequlenciamento
do gene B mutante, reacao em cadeia da polimerase (PCR) e, até o momento
foram descritas 135 mutacdes que conduzem z talassemia beta (Martins,
1993).

Dentre essas mutagdes, destaca-se um tipo de mutagéo que é a
substituicao do nuclectideo citosina pela timina na posigao 39, determinando
0 aparecimento de um novo codigo de terminacdo. Desse modo, ocorre uma
supressdo total da sintese da globina, caracterizando um alelo B°. E a
alteracdo de maior prevaléncia nas populacbes da bacia do Mediterraneo,

estimada em 95% dos beta talassémicos da Sardenha, 53,7% de Portugal,



36% da Sicilia, 17% da Grécia, 21,9% da Bulgaria, 4% da Turguia e Libano e
2,16% do Egito e, estima-se ser a mutagdo mais fregliente no Brasil (em torno
de 60%) (Martins et al, 1993).

Clinicamente, a talassemia B pode aparecer sob as formas
major, intermeédia, minor e minima. Os doentes com talassemia major, ou
anemia de Cooley, apresentam anemia hemolitica grave e sdo quase sempre
portadores de dois alelos talassémicos B (gendtipos BB, BB ou RBY). J4 os
pacientes com talassemia intermédia, apresentam anemia hemolitica
moderada ou leve e podem ser homozigotos de determinados tipos de
genes B', como, por exemplo, do gene B* (Negro), ou, sendo, podem ser
heterozigotos B8°B. Qs individuos com talassemia minima, que s&o0
clinicamente assintomaticos, @ os com talassemia minor, que apresentam
anemia hipocrdmica e microcitica, sdo sempre heterozigotos dos genes da
talassemia B (gendtipos BB ou B'B). O que diferencia, portanto, as formas
minima € minor de talassemia B € a presenga ou nac de anemia. Assim, por
exemplo, um paciente com talassemia minima pode desenvolver anemia
durante a gravidez, passando a apresentar a talassemia minor . Por esta
razdo, 0s heterozigotos dos genes da talassemia [ s&o designados,
genericamente, como portadores do trago ou estigma talassémico B
independente da forma clinica que manifestam (Ramatho, 1986).

As talassemias que aparecem como uma conseqléncia da

sintese nac balanceada das cadeias globinicas, s@o caracterizadas por



alteragbes das proteinas da membrana plasmatica e dos grupos tiol, causando
deformidade nos eritrocitos.

As alteracbes das proteinas do citoesqueleto adjacentes a
membrana, que determinam uma alteracdo de forma nos eritrocitos, tém sido
atribuidas ao excesso de cadeias o da hemaoglobina na B talassemia. No
entanto, ¢ dificil determinar a exata relagdo entre 0 excesso de cadeia o
globina, padrdo de proteina esquelética e danos de tiol, e as alteragbes de
forma nos eritrécitos talassémicos, desde que essas alteragBes j4 tenham
ocorrido “in vivo® e podem refletir alteragbes mediadas por globina efou
defeito induzido nas hemacias dentro ou durante a extrusédo da medula éssea
talassémica (Scott et al,1992; Advani et al, 1992 e Shinar et al, 1987).

O excesso de cadeia o leva a uma menor sobrevida das
hemacias, indicando que ¢ um fator importante na patogenia das
manifestagfes hemoliticas presentes na talassemia p.

Nos pacientes nado esplenectomizados € possivel observar
grande quantidade de eritrocitos gutiformes, com corpusculos de inclusdo
acumulados na sua parte delgada. Apés a esplenectomia, ndc sé&o
observadas mais células gutiformes e os eritrécitos apresentam numerosos
vacuolos que contém inclusbes de cadeias o parcialmente digeridas. Esses
achados indicam gue 0 baco tem atuacac sobre as hemacias que possuem

corpusculos de inclusdo, deformando-as e tornando-as gutiformes, sugerindo



que a deformagdo das hemacias seria decorrente de uma forte atracéo
exercida pelo bago sobre as inclusdes nelas contidas.

Além de estarem associadas com a deformacéo dos eritrocitos,
os corpusculos de inclusdo causam alteracdo da permeabilidade da
membrana dessas células, permeabilidade essa acentuadamente aumentada
a favor do sddio e do potassio. Provaveimente a lesdo da membrana resulta
de traumatismos mecanicos, quando os corpusculos de incluséo sdo extraidos
das hemacias durante a passagem através dos sinusdides esplénicos. Tal
lesdo poderia seguir-se, também, a ligacdo dos grupos sulfidrila da membrana
com as cadeias a precipitadas. A anormalidade no funcionamento da
membrana ocorre mais intensamente nas populagdes de células que
apresentam maior desequilibrio na sintese de cadeias hemoglobinicas. As
celufas que apresentam maior quantidade de hemoglobina fetal, em
conseqliénecia da maior sintese compensatdria de cadeias gama, nao
apresentam um grau tdo acentuado de lesdo de membrana e tém uma
sobrevida mais longa (Ramalho, 1986).

Estudos comparativos com hemacias e membranas isoladas de
individuos com o e B talassemia, apresentaram maior rigidez em relagéo a dos
normais. Contudo, as membranas dos B talassémicos sdo mencs estaveis e
facilmente fragmentadas, enquanto que as dos a talassémicos sdo mais

estaveis que a dos individuos normais (Advani et al, 1992).



Todas essas observagbes de alteragbes de membranas
provocadas por desestabilizagdo do citoesqueleto nos eritrdcitos, foram
efetuadas em relagéo as o e P talassemias, sem se preocupar com o tipo

especifico de alteragao molecular.

1.2 - Colinesterase

As colinesterases, sdo enzimas que hidrolisam esteres de colina
para formar colina e o acido graxo correspondente. Dois tipos distintos de
colinesterases s&8o bem reconhecidos: acetilcolinesterase (AChE) e
colinesterase {ChE), cujas atividades foram evidénciadas por Alles & Hanes,
1940.

A acetiicolinesterase, conhecida como colinesterase especifica
ou colinesterase dos eritrocitos (acetilcolina acetilhidrolase, EC 3.1.1.7), esta
usuaimente localizada nas membranas de eritrocitos de vertebrados e nao
vertebrados, bem como de cutros tecidos: pulmao, bago e sistema nervoso
central. A enzima controla o fluxo idnico em membranas excitaveis e tém um
papel essencial em processos de condugdo nervesa para jungdo
neuromuscular.

A colinesterase, conhecida como pseudocolinesterase ou
colinesterase inespecifica (acilcolina acilhidrolase, EC 3.1.1.8), ocorre

principalmente no coracéo, figado, pancreas e substéncia branca do cérebro.



A colinesterase catalisa a hidrélise de ésteres de colina com alta
velocidade para butirilcolina, butiriltiocolina e outros ésteres de butiril. Ja a
acetilcolinesterase catalisa a hidrdlise de ésteres de colina com alta afinidade
para acetilcolina, acetiltiocolina e outros ésteres de acetil (Brown et al, 1981).

O papel biolégico da AChE envolve a hidrélise de acetilcolina na
jungé@o sinaptica, estando presente nas membranas pré e poés-sinaptica do
sistema nervoso central (SNC) e periférico (Politoff et al, 1975). Por outro
lado, a fungao fisiolégica da ChE plasmatica ndo estd muito clara, e alguns
autores acreditam gque sua principal fungao envoive a hidrélise de ésteres de
colina produzidos "in vivo" e que poderiam inibir a AChE (Lehmann & Silk,
1953).

Em geral, as colinesterases sao inibidas por uma variedade de
drogas como: organofosfatos, organosulfonados, carbamatos, cloroférmio,
cafeina, acido p-aminobenzédico e outros. Alguns desses compostos agem
como inibidores reversiveis formando ligacdes ndo covalentes com a enzima,
por exemplo a atropina, o cloroférmio e o acido p-aminobenzdico (Lott & Wolf,
1986). Compostos do tipo organofosfatos, organosuifonados e carbamatos
atuam como inibidores irreversiveis através de ligagao covalente com o grupo
seril presente no sitio ativo da enzima (Brown et al, 1981).

Heller e Hanahan (1972) mostraram que a atividade da
acetilcolinesterase em eritrocitos humanos esta associada com a membrana.

A utilizagdo de enzimas proteoliticas reduz ou abole a atividade da
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acetilcolinesterase, sem causar hemdlise ou alteragcdo da atividade da lactato
desidrogenase intracelular; portanto a acetilcolinesterase estd acessivel a
enzimas proteoliticas sugerindo sua ligagdo & superficie exierna da
membrana.

Em 1921, Key foi o primeiro a observar que a densidade dos
eritrécitos no sangue total aumenta com a idade das células in vivo. Através
de uma simples centrifugagao, pode-se separar as células vermelhas em duas
classes “jovens” e “velhas”. A atividade da acetilcolinesterase foi menor nas
células velhas.

Reticuldcitos tém atividade da acetilcolinesterase insignificante;
esta ¢ rapidamente adquirida com a maturagdo dos eritrécitos. A atividade por
celula alcanga um maximo e entdo, depois de um periodo constante, declina
de novo em diregado ao final da vida da célula (Galbraith & Watts, 1981).

Alteragbes na atividade da acetilcolinesterase (AChE) tém sido
notadas em paralelo a alteragdes no conteldo lipidico de eritréeitos humanos.
Ha um decréscimo na proporcdo colesterol/fosfolipidec com a idade das
células, e isto &€ acompanhado por um decréscimo na atividade de enzimas
ligadas & membrana, incluindo AChE. Pacientes com f talassemia minor e
anemia hemolitica autoimune tém valores de atividade para AChE dentro da
faixa de referéncia, mas redugdo dos niveis enzimaticos foram encontrados
em outros pacientes com anemia hemaiitica autoimune, B talassemia major e

hemoglobinuria paroxistica noturna (Lawson & Barr, 1987).

11



A acetilcolinesterase é uma enzima essencial no sistema
nervoso, onde termina a acdo da acetiicolina na membrana pés-sinaptica.
Entretanto, AChE é também encontrada em tecidos n3o colinérgicos tais como
células hematopoiéticas, onde sua funcdo nao esta bem conhecida. AChE de
eritrécitos € um dimero ligada por pontes dissulfeto, cada subunidade estd
fixada na membrana eritrocitaria por uma metade glicofosfatidilinositol. As
formas cerebral e eritrocitaria possuem um grande dominio catalitico comum
mas diferem em seu residuo C-terminal da cadeia polipeptidica, devido ao
diferente processamento dos mRNAs e modificagdo pdstranscricional, sendo
que a AChE eritrocitaria tém 26 aminoacidos a menos que a cerebral

(Boschetti et al, 1996).

1.3 - Fragilidade Osmética

Resisténcia osmética indica a habilidade  de eritrdcitos
receberem agua sem que ocorra lise, esta habilidade é determinada pela
propor¢ao de sua superficie de &rea para com volume (Tietz, 1990).

As caracteristicas semipermeaveis da superficie da membrana
de um eritroeito faz de cada célula um osmdmetro que muda em volume com
mudangas na pressao osmaotica do meio externo.

Um eritrocito normal de forma discoidal preserva sua forma
quando suspenso em soro ou em sclugdo salina artificial. A mesma célula

suspensa em agua destilada, rapidamente sofrera uma transformacado de
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discoidal para esférica e lisard. A lise ocorre quando um excesso de agua
entra na célula e estende a membrana a ponto de provocar a saida de
hemoglobina.

A fragilidade osmdética reduzida é uma caracteristica bem
conhecida de eritrécitos talassémicos (Rietti, 1925; Greppi, 1928). isto é
atribuido a redugdo no volume das células talassémicas, devido ao seu baixo
contetdo hemoglobinico enquanto sua superficie de area permanece normal.
Assim, as hemacias podem acumular grande quantidade de agua em solugéo
hipotdnica antes do volume critico para lise ser atingido (Dacie & Lewis,
1984).

Vettore et al (1974) confirmaram que a fragilidade osmética de
eritrocitos talassémicos é bem mais reduzida sob incubagdo a 37°C por 24
horas em solucdo de NaCi. Dacie (1960) relatou um caso de anemia de
Cooley em que ocorre uma reducdo do volume e uma perda de potassio apés
incubacao dos eritrécitos. Gunn et al (1972) demonstraram que a % média de
hemdlise (50%) em individuos com talassemia minor foi na concentracdo de
NaCl de 0,25 a 0,38 g/dL contra 0,38 a 0,43 g/dL, para individuos normais.
Apls a incubagéo por 24 horas a 37°C, a fragilidade osmética para células
normais aumentou (0,48 a 0,53 g/dL) enquanto que em células talassémicas

tornam-se mais resistentes a lise osmética (0,15 a 0,33 g/dL).
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1.4 - Lipideos

A maioria das membranas possui um ladeamento especifico, ou
assimetria, o que também é explicado peio modelo mosaico fluido. As
camadas interna e externa da membrana plasmatica das células animais
diferem em composicdo que inclui diferenca nos lipideos e proteinas. A
camada lipidica interna da membrana eritrocitéaria humana contém
principalmente fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (aminofosfolipideos),
enquanto a camada externa contém principalmente fosfatidilcolina e
esfingomielina (colinafosfolipideos). (Figura 2)

O ladeamento das membranas bioldgicas é mantido e
preservado em grande parte pela resisténcia da bicamada de fosfolipideos &
transferéncia de moléculas individuais, de uma face da membrana para a
outra. Esta resisténcia é causada pela grande quantidade de energia
necessaria para empurrar as cabegas carregadas, polares, dos fosfolipideos
ao longo da base hidrocarbonada da membrana. Uma molécula lipidica polar
na superficie de uma membrana €&, portanto, livre para se mover no seu
préprio lado da bicamada, mas é impedida de se deslocar da superficie
externa.

No que se refere a bicamada lipidica dos eritrécitos, os
fosfolipideos encontram-se em um arranjo assimétrico que perfaz 75 a 80%
dos que contém colina (fosfatidilcolina e esfingomielina) localizados no lado

externo da membrana, enquanto que no lado internc permanecem 0s
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aminofosfolipideos (~100% de fosfatidilserina e 80% de fosfatidiletanolamina).
Acredita-se que essa disposigao lipidica deve-se a ligagdo das proteinas

periféricas especificamente com a fosfatidilserina (Hebbel, 1991). (Figura 2).

50 - Fosfolipideo total

Superficie externa
esfingomielina

fosfatidilcolina

% do total
o

fosfatidilserina
fosfatidiletanolamina

Superficie interna

50 -

Figura 2: Distribuicdo assimétrica de fosfolipideos em membranas de

eritrocitos humanos. (Gennis, 1989. Adaptado pela autora)

O lado interno da membrana das hemacias é composto por um
emaranhado de proteinas, o qual é responsavel pela manutencio da forma,

estabilidade e deformacao dos eritrécitos (Figura 3).
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Figura 3: Diagrama esquematico da membrana de hemacia. (Voet & Voet,

1995. Traduzido pela autora)
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Os maiores componentes deste complexo citoesqueleto de
proteinas, incluem a e espectrina, anquirina, proteina 4.1 e actina. Ha
evidéncias que a integridade do citoesqueleto é essencial para manter a
assimetria lipidica. A assimetria lipidica estd diminuida em células que
apresentam deficiéncia ou de espectrina ou de proteina 4.1 (Gennis, 1989),
além disso, eritrocitos f talassémicos sdo moderadamente deficiéntes de
espectrina (23% de espectrina a menos que o normal) e esta deficiéncia pode
contribuir para a fragilidade da membrana (Shinar et al, 1989).

As membranas lipidicas séo vitais para a manutencdo da
integridade celular e, aiém disso, a fluidez da membrana eritrocitaria esta
condicionada pela relacdo entre as concentragdes de colesterol e
fosfolipideos. Peroxidagao de lipideos da membrana pode resultar na uniao de
lipideos e proteinas da membrana e em morte das hemacias (Sansinanea et
al, 1994).

Uma diminuicdo da proporgo fosfolipideo/colesterol tem sido
associada com a diminui¢ao da fragilidade osmética de eritrécitos. Isto sugere
que o dano provocado pela peroxidagdo lipidica na membrana pode ter um
papel na alteracdo da organizacdo lipidica e no aumento de fragilidade
(Sansinanea et al, 1994).

Yuan et ai (1994) sugerem que 0 acumulo do excesso de cadeia
globina nas talassemias afeta a assimetria lipidica normal e leva a exposigao

de fosfatidilserina para ¢ lado externo. Assim, individuos com o e §
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talassemias tem tendéncia a desenvolver uma assimetria fosfolipidica

anormal, que pode contribuir para a remogao periférica e hemdlise.

1.5 — Dano Oxidativo

Efeitos prejudiciais causados por espécies reativas de oxigénio
ocorrem como uma conseqliéncia de um nao balanceamento entre a formagéo
e a inativagdo dessas espécies. O dano oxidativo pode estar envolvido na
patogenia de doengas tais como cancer, aterosclerose e desordens
neuroldgicas. Inativagcdo e renovagdo das espécies reativas de oxigénio
depende de reagdes envolvendo sistemas de defesa antioxidante. A
capacidade de defesa antioxidante & determinada por uma interagéo dindmica
entre componentes individuais, tais como vitamina A E e C e B-caroteno,
glutationa redutase (GSH), e diversas enzimas antioxidante. Os mais
importantes antioxidantes enzimaticos sdo a superoxido dismutase (CuZn-
SOD; EC 1.15.1.1), a qual catalisa a dismutagdo do anion superéxido (O, )
em H;0,, a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e a glutationa peroxidase (GPx; EC
1.11.1.9) que clivam a H.0,; a H;0. Esta usa GSH como um doador de
hidrogénio assim a GSH é oxidada. A regeneracdo de GSH (reducio) é
catalisada pela glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) (Andersen et al, 1997).

As hemdcias s@o suscetiveis ao dano oxidativo como um
resultado do alto conteudo de &cidos graxos poliinsaturados de suas

membranas e das altas concentragdes celular de oxigénio e hemoglobina. O
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envolvimento de espécies reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica em
varias condicOes patolégicas tais como aterosclerose, isquemia e anemia
falciforme tém estimulado o interesse em pesquisar o processo de
peroxidagéo lipidica. O dano oxidativo também gera anormalidades na
hemoglobina e uma intensidade do stress oxidativo levando a lise dos
eritrocitos.

O dano oxidativo nas células pode ser causado pela formacéo
do anion superdxido (02" 7) e H20,. Nos eritrécitos, a superddixo dismutase
(SOD) catalisa a degradagdo de O."  resultando na producdo de H.0; e
oxigénio. A H:0, € reduzida & H,O e oxigénio pela catalase e glutationa

peroxidase (GPx) (Jansson et al, 1985).

+
2H + 20, 25 0, + H,0,

H2 02 catalase N H2 O + 1 /2 02

A superoxido dismutase é uma enzima que protege a célula do
efeito deletério do radical superéxido livre (O;). O superdxido pode ser gerado
nas hemacias por autoxidagdo da hemoglobina. Autoxidagdo da
oxihemoglobina ou cadeias isoladas de oxihemaglobina produzem superéxido,
entretanto autoxidag@o de hemoglobinas instdveis ou de cadeias o e B
isoladas, liberam superdxido em grande proporcdo que autoxidam a Hb A.

Acumulo excessivo de cadeias o e € tipico em hemdacias de individuos
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talassémicos o que favorece a produgdo de superdxido (Yenchitsomanus &
Wasi, 1983).

A peroxidagao lipidica € um dos melhores e mais estudados
exemplos de reagdo em cadeia iniciada por um radical livre. A maior parte dos
acidos graxos insaturados susceptiveis a oxidag@o estdo presentes no lado
interno da bicamada lipidica. Malondialdeido (MDA) é um produto formado a
partir da peroxidacdo de acidos graxos insaturados e é considerado um
indicador da peroxidagao lipidica (Sansinanea et al, 1994).

Em pacientes com talassemia major ndo transfundidos, o aito
conteudo de cadeias livres de hemoglobina, que produz anion superéxido
mais facilmente é considerado o primeiro fator para 0 aumento da peroxidagdo
da membrana levando a producg@o de dez vezes maior de malondialdeido que
o normal e consegléntemente 2 hemdlise (Mavelli et al, 1982).

Além das enzimas gue favorecem a analise da alteragao lipidica
da membrana, a analise da concentracdo de creatina em eritrécitos tém
sugerido ser um indicador da idade dos eritrocitos, hemdlise e eritropoiese. Se
a concentrac@o de creatina de eritrécitos de pacientes com trago talassémico
for normal, é sugestiva de que os eritrécitos t&m uma idade normal, embora
em p° talassemia, anemia falciforme e anemia hemolitica a concentragao
aumente (Beyer & Alting, 1996).

Os eritrécitos normais sdo protegidos contra a combinagdo

danosa do éanion superdéxido e ferro por mecanismos enddgenos
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extremamente eficientes tais como a superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase e vitamina E. Microcitose é
uma conseqliéncia fisiopatolégica de reducdo do contetdo de hemoglobina
nas hemacias devido a um defeito na sintese de cadeias globina ou de heme.
Essas células s&o caracterizadas por uma menor sobrevida a dano oxidativo
de membrana. Dados experimentais sugerem que dano oxidativo de hemacias
microciticas pode resultar de diferentes mecanismos operando juntos: excesso
de cadeias globina ndo pareadas intracelular, aumento do contetdo
intracelular de ferro ndo hemoglobinico ou diminuigdo da concentragdo de
hemoglobina. Enquanto nenhum mecanismo estd claro porque elevados
danos oxidativos ocorrem em hemacias B talassémicas, diversos estudos
mostraram que o excesso de cadeia giobina autoxidada, libera heme e gera
superdxido (O;" ) a uma proporgdo oito vezes maior que a hemoglobina
normal.

De acordo com Vives Corrons et al (1995) a pirimidina-5'-
nuclectidase é a enzima mais sensivel a dano de grupo-SH in vivo, a qual se
encontra reduzida em f falassemia. Substdncias reativas ao A&cido
tiobarbiturico (TBARS), tais como malondialdeido (MDA) e outros aldefdos
monofuncionais, sdo produtos secundarios da peroxidagao lipidica, gerados
em excesso em hemacias talassémicas. A determinagio da producado de MDA
por eritrocitos in vivo é geralmente usada como um amplo indicador de

sensibilidade de hemacias & estimulo pro-oxidante.
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Em 1995, Shalev et al, estudou membranas de hemacias
talassémicas e falcémicas em relagdo ao depdsito de ferro, que mediaria uma
variedade de disfuncdo da membrana através de indugdo oxidativa. Incubou
hemacias de pacientes com talassemia intermedia e tratou pacientes com
quelante de ferro, verificando que a terapia tanto in vitro como in vivo atenua a
resposta a molondialdeido de membranas de hemadcias talassémicas, bem
como houve uma reducdo do conteldo de heme das membranas de
individuos tratados com o quelante de ferro durante um periodo de trés meses
de estudo.

Livrea et al, 1996 avaliou o stress oxidativo e o estado
antioxidante em [ talassemia major, pela andlise de malondialdeido e
associou o nivel de ferritina ao efeito deletério do alto nivel de ferro. Seus
resultados sugerem que a determinagdo dos produtos de peroxidagao se
igualam com avaliacao de antioxidantes através de uma simples determinagao
da toxicidade do ferro em talassemia.

O dano oxidativo induzido foi proposto ser 0 mecanismo para a
perda da assimetria fosfolipidica da membrana eritrocitaria. Em anemia
faiciforme, talassemia e diabetes bem como em erotrdcitos em
envelhecimento, uma aparente correlagdo entre dano oxidativo e a perda da
assimetria de fosfatidilserina tem sido reportada. Os dados obtidos por de
Jong et al, 1997, mostram que as hemacias nao expdem fosfatidilserina na

superficie da membrana como resultado de um stress oxidativo induzido, mas
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pode interferir na atividade da aminofosfolipideo translocase e induz a
randomizagéo do calcio de fosfolipideos da membrana.

A organizagéo fosfolipidica da membrana eritrocitaria é mantida
rigidamente por um sistema complexo de enzimas. Entretanto, diversos
elementos deste sistema sdo sensiveis ao dano oxidativo. Um componente
importante na destruicdo de hemacias de B talassémicos é a producéo de
espécies reativas de oxigénic e a liberagao de ferro redox ativo. Quando
Kuypers et al, 1996 incubaram hemacias a 37°C por 24 horas com a
infrodugdo de excesso de cadeia o, e verificaram que as células B
talassémicas apresentavam perda da deformabilidade indicando dano
oxidativo, conservando uma distribuicao de fosfolipideo endégeno normal.
Atraves do estudo transmembranico de spin para fosfatidilcolina observaram
uma perda completa de lisofosfatidilcolina no controle, enquanto que nos B
talassémicos n&o, sugerindo um reparo ac dano oxidativo. Kuypers et al,
1998, estudandc a assimetria fosfolipidica da membrana, notaram que em 8
talassemia a exposicdo de fosfatidilserina em subpopulagdes de células
ocorre na membrana inteira ou localizada em possiveis regiées ricas em
cadeias o ligadas a membrana. E levantou a hipdtese de que esses sitios de
membrana em que o ferro da cadeia globina se acumula e causa o dano
oxidativo, pode ser importante na perda da organiza¢do da membrana lipidica.

Linpisarn et al, 1991 com a finalidade de esclarecer o efeito do

ferro na peroxidagao lipidica, analisaram trés pontos: 1° O efeito de uma Unica
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injecdo infravenosa de ferro na peroxidacdo lipidica em varios tecidos e no
plasma de ratos foram examinados através da reagao com acido tiobarbitarico.
As concentragbes de malondialdeido foram significativamente elevadas no
bago, coracaoc e plasma apds {rés horas da injecdo. A concentragdo de
malondialdeido plasmatica foi 70 vezes maior que ¢ controle 24 horas apds a
injecdo de ferro. Houve um decréscimo do nivel de MDA apés 6 dias e foi
observado que em hemacias a peroxidagao lipidica ndo foi afetada pelo ferro.
2° Experimentos in vitro demonstraram que a adi¢gdo de ferro como cloreto
férrico, ferro dextran, ferritina e hemosiderina em honogenato de figado
normal acelera a producdo de MDA. 3° Comparando-se 0s niveis de MDA e
ferro dos controles com 0s dos bacos de oito pacientes talassémicos notou-se
um aumento relativo.

O nivel, estrutura e funcéo das lipoproteinas plasmaticas foram
determinados em 67 pacientes homozigotos para p talassemia e comparados
a individuos normais ou a pacientes heterozigotos da mesma familia e com
pacientes com anemia falciforme ou ferropriva. O colesterol total, LDL e HDL
colesterol se apresentavam baixos para pacientes com anemia falciforme e 8
talassemia homozigota. O baixo nivel de colesterol, LDL e HDL foi independe
da idade, transfusdo sanglinea e esplenectomia. A estrutura e a composigéo
das lipoproteinas foram anormais em individuos homozigotos para B
talassemia. O LDL apresentava maior densidade, rico em triglicerideos e

pobre em éster de colesterol, enquanto o HDL existia como trés populagdes
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ricas em ftriglicerideos e pobres no conteldo de éster de colesterol. As
particulas de LDL e HDL modificadas podem ser absorvidas rapidamente do
plasma pela atividade de mondcitos e macréfagos. (Goldfarb et al, 1991).

Pacientes com B talassemia homozigética mostram um perfil de
lipoproteinas anormal. Em heterozigotos assintomaticos o padréo lipidico é
marcadamente menos afetado e estéd nitidamente relacionado a uma
diminuig&o do risco cardiovascular. Os achados indicam que os pacientes com
B talassemia homozigética apresentam diminuigcao significativa dos niveis de
colesterol, LDL-colesterol, HDL-colesterol, apo A-l, apo B e aumento no nivel
de ftriglicerideo em relagdo aos heterozigotos ou controle. Entretanto em
pacientes com f} talassemia heterozigdtica a diminuigdo do perfil ao risco
cardiovascular estava aparente (baixos niveis de LDL-colesterol e apo B, e
baixo valor de hematocrito), justificando a baixa prevaléncia para doenga
cardiaca isquémica, mas nao foi detectado modificacdo no nivel plasmatico de
Lp(a) (Maioli et al, 1997).

Quando, Altamentova et al, 1997, estudaram pacientes j
talassémicos com severa anemia hemoiitica em relagdo a lipoproteina de
baixa densidade (LDL), primeiro exploraram o possivel envolvimento de
fosfolipideos na interagdo oxidativa de LDL com hemoglaobina, uma vez que a
superficie da LDL é composta em grande parte de fosfolipideos. A afinidade
de ligacao e a interagao oxidativa de {rés variantes da Hb (Hb A e cadeias a. e

B isoladas) com LDL e lipossoma foram comparadas. Seus estudos revelaram
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que capacidade da hemoglobina sofrer autoxidacdo ¢é o ponto chave para a
reatividade oxidativa da LDL. Portanto, modificagdes nas particulas de LDL
em B talassemia reflete a oxidacdo da lipoproteina pelas cadeias o em

circutagao.
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2 — OBJETIVOS

Visando o estudo da membrana eritrocitaria de individuos
portadores de B talassemia heterozigética comparando-as com individuos
normais, os objetivos foram:

1- Verificar a fragilidade osmética das hemacias de individuos
pertencentes a diferentes familias talassémicas.

2- Medir a atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria (AChE).

3- Determinar o conteudo de colesterol e fosfolipideos da
membrana eritrocitaria. |

4- Relacionar o conteudo de colesterol e fosfolipideo com a
atividade colinesterasica e fragilidade osmética.

5- Observar a possivel diferenga na peroxidagao lipidica.

8- Determinar as atividades das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPy).

7- Determinar o0s niveis séricos de colesterol, LDL-colesterol,

triglicerideos, ferro, acido drico e bilirrubina.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Equipamentos, Reagentes e Solugdes

3.1.1 - Equipamentos: tubos de vacutainer de 5 mL com
Na;EDTA ou heparina; centrifuga Combate — Celm; Cobas Minus Vet —
Roche; Cobas Mira Plus — Roche; espectrofotémetro E 225 D - Celm acoplado
a0 sistema para bioquimica SB 215 P; banho-maria — Fanenn, modelo 312,
evaporador rotatério — Tecnal, modelo TE-120.

3.2.1 - Reagentes e Solugdes: Todos os reagentes utilizados
eram de grau analitico e conservados em frascos ambar e sob refrigeracao.

a) Tampéao fosfatoc 100 mM pH 7,7: Dissolver 6,9 g de

NaH,PO,.H,0 em 500 mL de agua destilada (solug&o A). Dissolver 14,19 g de
Na,HPO, em 1000 mL de agua destilada (solug&o B). Ajustar o pH para 7,7

por adi¢do da solugido A em B.

b) lodeto de acetiltiocoiina 16,71 mM: Dissolver 10 mg de iodeto
de acetiltiocolina (Sigma A-5751) em 2,0 mL de tampao fosfato.

¢) Acido 5.5-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) 0,277 mM:
Dissolver 11 mg de DTNB (Sigma Q-1250) em 50 mL de tamp&o fosfato 100
mM e acrescentar 50 mL de agua destilada.

d) Cloreto de sdédio tamponado a 10 g/dl: Dissolver 18 g de
NaCl, 2,73 g de Na:HPO, e 0,486 g de NaH,PO; em 200 mL de agua

destilada. A partir desta solugao de NaCi a 10%, preparar uma solugdo a 1%,

28



e a partir desta prepara-se uma bateria de tubos em duplicata com
concentragdes variaveis de 0,1 a2 0,8%.

e) Alcool etilico, cloroférmio, alcool n-butilico e alcool
isopropilico P.A. da Merck.

f) Sistema diagnéstico de colesterol COD-ANA, triglicerideos,
ferro e acido urico - Labtest.

g) HCI 1N: Pipetar 8,1 mL de &cido cloridrico P.A. e completar o
volume para 100 mL com agua destilada.

h) Nitrato de magnésio 10% em etanol: Dissolver 10 g de nitrato
de magnésio em 100 mL de etanol P.A.

i) Molibdato-ascérbico: Acido ascérbico 10% - dissolver 10 g de
acido ascérbico em 100 ml. de agua destilada. Molibdato de amdnio 0,42% em
H.S04 1N — Dissolver 420 mg de molibdato de amdnio em 100 mL de acido
sulfurico 1N. Preparar uma solugado contendo uma parte de acido ascorbico
10% e seis partes molibdato de amonio 0,42% em acido sulfurico 1N.

j) Sistema diagndstico de superdxido dismutase (Ransod),
glutationa peroxidase (Ransel), HDL-colesterol e bilirrubina - Randox
Laboratories Ltd.

k) MDA (1,1,3,3 tetraethoxypropane, Sigma T 9889): Dissolver
2,2 mg de malondialdeido em 10 mL de alcool etilico, obtendo-se uma solugéo
1mM. A partir dessa solugdo foi confeccionada uma curva padrdo com as

concentragdes de 5, 10, 15 e 20 nmols.
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) Acido tiobarbitrico 10 mM (2 —~ Thiobarbituric acid, Sigma T

5500): Dissolver 144,1 mg de TBA em 100 mL de KHPQ4 75 mM.

3.2 - Obtenc¢do das Amostras

A coleta de sangue se realizou atraveés de pungdo venosa por
meio de tubos vacutainer sem anticoagulante e, utilizando-se NazEDTA (sal
do acido etilenodiaminotetracético) ou heparina como anticoagulante. O
material que ndo foi manipulado imediatamente, foi acondicionado e
transportado em recipiente refrigerado por no maximo 4 horas.

O sangue foi coletado como descrito acima, a partir de
voluntérios humanos (com declaragdo de autorizagdo) portadores de
B talassemia. As amostras de sangue de individuos normais foram obtidas do
Laboratério Universitario de Andlises Clinicas da Universidade S&o Francisco,

Braganga Paulista, SP.
3.3 - Colinesterase

1. Principio: acetiltiocolina é hidrolisada pela AChE em acido

acético e tiocolina.

AChE
Acetiltiocolina + H,O ——» Acido acético + Tiocolina
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A atividade catalitica é determinada pelo aumento do &nion
amarelo, 5-tio-2-nitrobenzoato, produzido a partir da tiocolina reagindo com
DTNB ( acido 5.5"-ditio-bis-2-nitrobenzéico)( Ellman et al, 1961).

2. Preparo da amostra: Foi utilizado de 500 uL a 1000 pulL de
sangue total para a preparacdo da papa de hemacias. As amostras de
sangue total foi adicionado 2,5 mL de tampéo fosfato 100 mM pH 7,7 e
levado a centrifugag¢ao 3.000 rpm (1.500 g) por 10 minutos, a fase superior
foi retirada por aspiracdo, tomando-se o cuidado de retirar também o halo
leucocitario e, ambos foram desprezados. O sedimento, constituido
basicamente por eritrécitos, foi lavado por 3 vezes com tampéo fosfato 100
mM pH 7,7 e mantido em suspensdo do mesmo tampio (1,0 mL) para a
determinagao da atividade da AChE ( Ellman et al, 1961).

3. Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase: Os
eritrécitos lavados em tampédo fosfato 100 mM pH 7.7 e mantidos em
suspensdc do mesmo tampdo foram quantificados através de contagem em
um Cobas Minus Vet (Roche).

Considerando que a acetilcolinesterase encontra-se ligada a
membrana eritrocitaria, foi desnecessaria a hemdlise para a medida de
atividade. Assim, uma aliquota da suspensao eritrocitaria (100 pul),
devidamente diluida em 900 ulL de tampéo fosfato , foi utilizada no ensaio de

atividade.
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O meio de reagao foi constituido de iodeto de acetiltiocolina 0,5
mM, tampao fosfato 100 mM pH 7.7, DTNB 0,32 mM . A medida da atividade
foi efetuada de maneira continua através da variagdo da absorbancia em 405
nm a temperatura de 37°C, durante o tempo de 3 minutos, como descrito por
Ellman et al, 1961. A atividade da acetilcolinesterase sera expressa em nU/
eritrécito.

4. Medida de Atividade Colinesterasica: a) Efetuar a
contagem de eritrocitos na papa de hemacias suspensa no tampao. b) Diluir
100 ulL da suspenséo eritrocitaria em 800 ul de tampao fosfato 100 mM pH
7.7. c) Medida da atividade: Tomar 20 ul. da suspensdo do item b, 30 pl de
acetiltiocolina e 950 ulL de DTNB. Iniciar a reag&o pela adigao do substrato.

O tubo branco para medida de atividade consistiu de tampao,
substratc e DTNB. N&o foi necessario um branco para cada determinagao,
contudo, faz-se um branco antes da primeira e apds a uitima medida de
atividade do dia.

O caiculo consistiu em dividir o AA/min. pelo fator e este pelo

numero de eritrécitos em milhdes.

3.4 - Fragilidade Osmética

O envoltério da hemacia € uma membrana semipermeavel.

Quando hemacias s&o colocadas em uma solugdo hipertbnica, elas perdem
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liquido (e por isso se contraem e tornam-se crenadas) até que o equilibrio
osmatico seja estabelecido com o fluido circulante. Quando, entretanto, as
hemacias sdo colocadas em solu¢do hipotbnica, elas embebem liquido (e
assim se dilatam) até que o equilibrio osmético seja estabelecido ou até que
elas se rompam. Segue-se, entdo, um limite & hipotonicidade da solugdo que
as hemacias normais podem suportar.

A curva de fragilidade osmética foi desenvolvida de acordo com
o método de Dacie e Lewis (1970), a partir 5,0 mL de solugdes de NaCli
tamponadas de concentracbes varidveis de 0,1 a 0,8% adicionados 20 uL de
sangue total, homogeneizados e incubados a 37°C por 24 horas. Os tubos
provenientes da incubacéo foram centrifugados a 3.000 rpm (1.500 g) por 10
minutos, e nos sobrenadantes foram determinadas as absorbéncias & 540 nm
referentes a quantidade de hemoglobina liberada. O tubo que continha a
concentracdo de NaCl 0,8% foi ulilizado como branco e o de 0,1% como
padrao de hemdlise de 100%. A cada determinacao foi executado em paralelo
o mesmo procedimento controle de uma espécime normal.

Foram feitos os calculos de cada leitura dos sobrenadantes em
comparacao ao 100% de hemdlise. A fragilidade celular meédia, foi definida
como a concentragdo de NaCl na qual 50% dos eritrocitos s&o hemolisados,

calculados atraves do grafico.
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3.5 - Extracédo e Quantificagdo de Lipideos

Amostras de sangue (5 mL) foram centrifugadas a 3.000 rpm
(1.500 g) por 10 minutos, o plasma assim como o halo leucocitario foram
descartados. As hemacias foram ent&o lavadas por trés vezes com 2,0 mL de
solugao salina (NaCl 0,9%) gelada, centrifugadas a 3.000 rpm {1.500 g) por
10 minutos.

A extragdo dos lipideos foi executada de acordo com o método
utilizado por Garnica et al (1994), onde 1,0 mL de céluias vermelhas lavadas
foram pipetadas em um tubo de ensaio de 50 mL, adicionados 1,0 mL de agua
destilada para promover a hemdlise, homogeneizado e deixado em repouso
por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionados lentamente
e sob agitagéo, 11,0 mL de isopropanocl. Depois de permanecer por uma hora
em temperatura ambiente ¢ sob agitagdo ocasional, foram adicionados 7,0 mL
de cloroférmio, nas mesmas condi¢des. Apés outra hora, os tubos foram
centrifugados por 30 minutos a 1.500 rpm (380 g).

Aliquotas de 2,0 mL de sobrenadantes (contendo o extrato
lipidico) foram separadas, para serem utilizadas nas determinagbes de
colesterol e fosfolipideos. As aliquotas foram secas em evaporador rotatério e
permaneceram por um dia em dessecador a vacuo, contendo silica gel
dessecante.

O extrato seco de um dos tubos foi resuspenso em 1,0 mL de

isopropanol e o colesterol foi determinado pelo método enzimatico-
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colorimetrico (colesterol COD-ANA, Labtest, Sistema para Diagnéstico, de
acordo com o meétodo de Trinder). O extrato lipidico do outro tubo foi utilizado
para determinagéo dos fosfolipideos como fésforo orgéanico, de acordo com o
método descrito por Ames & Dubin (1960).

O contetdo de colesterol (C) e fosfolipideos (Pl} foram
expressos em mg por mL de hemacias e, também foi caiculada a proporgédo

molar C / Pl presentes na mesma quantidade de extrato lipidico.

3.6 —~ Atividade da Superéxido Dismutase (SOD) e Glutationa
Peroxidase (GPx)

3.6.1 -~ CuZn-Superoxido Dismutase

A determinacdo da atividade da CuZn-SOD foi executada
utilizando o sistema diagndstico (Ransod, Randox Labs. cat. n® SD 125,
Crumilin, UK) baseado no método desenvolvido por McCord & Fridovich, 1969.

1. Principio da SOD: Acelerar a dismutagdo do radical téxico
superdxido (O;" 7), para oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio. Este
método emprega xantina e xantina oxidase (XOD) para gerar radicais
superoxido o qual reage com cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenacl)-5-
feniltetrazolium (INT) para formar uma formazona vermelha, produto utilizado
como detector. A SOD inibe a formagao da formazona vermelha e a atividade
é determinada como % de inibigdo comparada & uma curva de calibragéo com

SQOD purificada.
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. XOD o - - INT
Xantina ———> Acido urico + O, —IN¥T ,  Formazona

20,7 + 2HY S22, 0, + H,0,

2. Preparo da amostra para SOD: Centrifugar 0,5 mbL de
sangue por 10 minutos a 3.000 rpm (1.500 g) e aspirar o plasma. As hemacias
foram lavadas por quatro vezes com 3,0 mL de solugdo de NaCl 0,9%
centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm (1.500 g) apds cada lavagem. As
hemacias lavadas foi adicionado 2,0 mL de agua destilada gelada,
misturados € mantido por 15 minutos a 4°C. O lisado foi diluido 25 vezes com
tampéao fosfato 0,1 mM pH 7,0.

3. Medida de Atividade da SOD: A atividade foi determinada
com 50 pL da amostra diluida e 1,7 mL de substrato (xantina), misturar e
adicionar 0,25 mL de xantina oxidase (sendo o0 meio de reag&o composto 0,05
mM de xantina e 0,025 mM INT no reagente principal e 800 U/L de xantina
oxidase no reativo de partida), misturar e ler a absorbancia inicial (A;) depois
de 30 segundos e ler a Az depois de 3 minutos. A temperatura utilizada foi de
37°C a um comprimento de onda de 505 nm. A concentracéo final dos
reagentes usados na analise foram 0,05 mM de xantina e INT 0,025 mM no
reagente principal e 80 U/L de xantina oxidase no reagente de inicio.

Uma curva padrdo deve ser feita previamente as determinacdes

com os padrdes provenientes do sistema diagnéstico.
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Os célculos sdo efetuados através da diferenca de absorbancias
dividido por 3. Esse resultado sd0 subtraidos de 100 para se obter a % de
inibigéo. A partir do log da % de inibicdo para os padrdes foi feito um grafico
de valores de log versus % de inibicdo. Faz-se 0 mesmo célculo para as

amostras e verifica-se através do grafico o valor do log, calculando-se o

antilog se determina o valor da SOD em U/mlL, dividindo-se pelo valor da

hemoglobina em g/mL, obtém-se ¢ valor em U/g Hb.

Az "Al

3 = A4 /min de padrdo ou amostra

AA - x 100
100—( amosira /min . ) = % inibicdo

( brance / min . )

SOD unidades | mL
gHb | mL

SOD unidades | gHb =

3.6.2 - Glutationa Peroxidase
A atividade total da GPx foi determinada pela agcdo da enzima
sobre terc-butil hidroperdxido como substrato (Paglia & Valentine, 1967).
4. Principio da GPx: A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a
oxidagdo da glutationa, que em presenga da glutationa redutase (GR) e
NADPH, é reduzida com concomitante oxidagdo do NADP. O decréscimo em

absorbancia é determinado a 340 nm & 37°C.
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2GSH + ROOH —%55 ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + HY —SR s NADP* + 2GSH

5. Preparo da amostra para GPx: 0,05 mL de sangue
heparinizado com 1,0 mL do agente diluente do sistema diagnéstico foram
incubados a 37°C por 5 minutos e adicionar 1,0 mL de reagente de Drabkin’s.
E recomendado que a amostra seja analisada 20 minutos apds a adicdo do
Drabkin’s, o qual inibe a atividade da peroxidase de hemoglobina.

6. Medida da atividade da GPx: Utilizando o meétodo semi-
micro do sistema diagnostico, e acrescentado 20 ul. de amostra diluida com
1,04 mL do reagente mais hidroperdxido, misturados e feitas as leituras apés
um, dois e trés minutos de aspirada a mistura no espectrofotémetro. Ha a
necessidade de fazer concomitantemente um branco onde se substitui a
amostra por agua destilada. A concentracao do reagente utilizado por analise
era glutationa 4 mM, glutationa redutase 0,5 U/L ¢ NADPH 0,28 mM
reconstituido com tampao fosfato 0,05 M, pH 7,2 com 4,3 mM de EDTA. O
hidroperéxido estava em concentracdo igual a 0,18 mM diluido com agua
deionizada antes do uso.

Os calculos sdo efetuados através da subtracdo do valor da
AA/min. do branco da AA/min. da amostra e este valor multiplicado pelo fator
fornecido pelo sistema de diagndstico resuttando em U/L, dividindo este pelo

valor de hemoglobina g/dL obtemos os valores em U/g Hb.
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U/LdeHemolisado = 8412 x A A4340 nm/min.
U/L

GPxU/gHb= ——m——
Hb g/dL

3.7 — Determinacao do Malondialdeido

A dosagem de MDA (malondialdeido) € um método muito
simples, baseado na rea¢do deste com o acido tiobarbiturico em condigbes
acidas e aguecimento. O método do 4cido tiobarbiturico (TBA) para dosagem
do MDA foi originalmente proposto por Kohn & Liversedge, 1944 de acordo

com a reacao representada na Figura 4.

HS\(/ OH .o syN\ _~OH H N\l'rSH
2 \ ! + l PRI, <oy . * QHZO
OH

CH, = CH CH===CH N
L-ao OH, OH
acido ticbarbitarico malondialdeido produto

Figura 4. Reacdo de dosagem do MDA (Percario, 1996. Adaptado pela

autora)

O MDA é um pequeno aldeido de trés carbonos, produzido em
sistemas lipidicos como resultado de processos de peroxidagéo lipidica, que
reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo MDA-TBA que

apresenta cor résea e pico maximo de absorbancia em 535 nm.
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A dosagem consiste em reagir 500 ul. de plasma com 1,0 mL do
reagente do acido tiobarbitirico 10 mM, em seguida leva-se ao banho-maria a
95°C por 60 minutos, apds a incubagdo, arrefecer a temperatura ambiente ou
em agua corrente. Adicionar 4,0 mL de alcool butilico, homogeneizar e
centrifugar a 3.000 rpm (1.500 g) por 15 minutos. Separar 3,0 mlL de

sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm.

3.8 — Niveis de Colesterol, HDlL-colesterol, Triglicerideos,

Bilirrubina, Acido urico e Ferro Séricos

O sangue foi coletado em tubos de vacutainer sem
anticoagulante permanecendo a 37°C para que ocorresse a retragéo do
coagulo, logo apés foram centrifugados por 10 minutos a 5.000 rpm (4.000 g).
O soro obtido foi utilizado para as determinagbes dos niveis de colesterol,
HDL-colesteroal, triglicerideo, acido drico, ferro e bilirrubina séricos.

3.8.1 - Colesterol

1. Principio: Os niveis de colesterol foram determinados pelo

método enzimatico — colorimétrico colesterol COD-ANA, Labtest, de acordo

com as seguintes reagdes:
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colesterol  esterase

> Colesterol + Acidos graxos

Colesterol + O, —<2eterel_oxidise s cplogt—4—en—3—ona + H,0,

Ester de colesterol

peroxidase

LY
7

2 H,0, + Fenol + 4 — a minoantipirina
Antipirilquinonimina + 4H,0

2. Determinagdo: Foi utilizado 20 ul. de soro ou padrdo de
colesterol para 2,0 mL de reativo (sendo o reativo composto de tampao fosfato
50 mM, pH 7,0; colesterol esterase 250 UL; colesterol oxidase 250 UL;
peroxidase 1000 UL; 4-aminoantipirina 0,5 mM e fenol 2,4 mM), misturar e ler
a absorbancia em 500 nm, apés a permanéncia a 37°C por 10 minutos.

O calculo constitui em dividir a absorbéncia da amostra pela
absorbéancia do padrao e multiplicar pela concentragédo do padrao.

3.8.2 - HDL - colesterol

1. Principio: Utiliza - se 0 mesmo principio da determinacgéo de
colesterol, porém & executada uma pré incubagdo do soro ou padrdo com
tampéao ciclodextrina sulfato 0,5 mM que causa a formacdo de complexos
soltveis em agua com LDL, VLDL e QM. Estes compiexos s&o resistentes a
agao enzimatica e portanto com a adigdo do reativo s6 a HDL — colesterol
sofre a acdo dos componentes do sistema.

2. Determinagao: Utilizando-se 3 ul. de amostra ou padrao
foram adicionados a 150 ubL de tampdao ciclodextrina sulfato e apdés 5 minutos

foi efetuada a leitura de absorbancia (A+), e entdo adicionados 55 plL do
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reativo, misturar e apés exatamente 5 minutos efetuar a leitura de absorbancia
(Az).
O calculo constitui em dividir o valor AA (A; — A;) da amostra
pelo AA (A; ~ A1) do padréo e multiplicar pela concentragdo do padrao.
3.8.3 - Triglicerideos
1. Principio: Os niveis de triglicerideos foram determinados pelo
metodo enzimatico — colorimétrico triglicerideos GPO-ANA, Labtest, de acordo

com as reacoes abaixo:

lipase lipoproréica

Triglicerideos > Glicerol + Acidos graxos

Glicerol + ATP glicoeminase ME7) o Greorol 3 fosfato + ADP

Glicerol-3 - fosfato+0, —S&cerorifosfae oWdise ,  pypigroyi acetona+ H,0,

2H,0, + 4-aminoantipirina + Fenol —£&o8dase

Antipirilquinoniming + 4H,0

2. Determinagdo: Foi utilizado 20 pl de sorc ou padrdo de
triglicerideo para 2,0 mL de reativo ( constituido de tampao fosfato 50 mM, pH
7.5; lipase lipoprotéica 1400 U/L; gliceroquinase 1000 U/L; glicerol-3-fosfato
oxidase 3500 U/L; peroxidase 440 U/L; 4-aminoantipirina 0,7 mM, ATP 0,18
mM; fenol 5,44 mM e ions magnésio), misturar e incubar por 10 minutos a

37°C, ler as absorbéancias a 510 nm.
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O célculo consiste em dividir a absorbancia da amostra pela
absorbancia do padrao e multiplicar pela concentragéo do padrao.
3.8.4 -~ LDL-colestrol
A concentrag@o do LDL-colesterol pode ser caiculada utilizando
a equacdo de Friedewald que é muito exata para amostra cuja concentracdo

de triglicerideos nédo ultrapasse 400 mg/dL.
Equacéo de Friedewald:
VLDL- colesterol = trigliceridea /5
LDL- colesterol = colesterol total — (HDL + VLDL)
3.8.5 — Acido drico
1. Principio: Os niveis de acido urico foram determinados pelo
metodo enzimatico — colorimétrico &cido urico UOD-ANA, Labtest, de acordo

com as reacgdes abaixo:

Acido dirico + O, + H,0 —2%¢, Alantoina + CO, + H,0,

peroxidase

2 HyO, + DHBS +4 - aminoantipiring —~———>

Antipirilgiinoniming + 4 H,0

2. Determinagdo: Foi utilizado 50 ul. de soro ou padrdo de
acido urico para 2,0 mL de reativo ( constituido de tampao fosfato 50 mM, pH

7.5, uricase 84 U/L; peroxidase 750 U/L; 4-amincantipirina 1 mM; acido 3,5
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dicloro-2-hidroxibenzeno sulfonato (DHBS) 4 mM), misturar e incubar por 10
minutos a 37°C, ler as absorbancias a 520 nm.

O calculo consiste em dividir a absorbancia da amostra pela
absorbéncia do padréo e multiplicar pela concentragéo do padréo.

3.8.6 - Ferro

1. Principio: Os niveis de ferro foram determinados pelo método
colorimetrico, Labtest que se baseia em: o ferro ligado & transferrina, em meio
acido, se dissocia em ion férrico que é reduzido a forma de fon ferroso por
adigdo da hidroxilamina. Apds a adigdo de ferrozine (CaoH13N4NaOsS;) forma-
se um complexo magenta brilhante cuja absorbancia, medida a 560 nm, &
proporcional & quantidade de ferro na amostra.

2. Determinagdo: Foi utilizado 500 ul. de soro ou padrdo de
ferro para 2,0 mL de solugdo redutora (constituida de cloreto de hidroxilamina
0,36 M, tiosemicarbazida 0,014 M e t-octilifenoxipolietoxietanol 0,5 mM pH
2,2}, homogeneizar e determinar a absorbancia da amostra (A1) em 560 nm.
Adicionar uma gota de ferrozine (solugdo 0,0095 M de 3-(2-piridil)-5-6-bis(4-
&cido fenil sulfénico) —1,2,4 triazina) e incubar por 10 minutos a 37°C, ler as
absorbancias a 560 nm.

O calculo consiste em dividir a AA (A; — Ay) da amostra pela

absorbancia do padrédo e multiplicar pela concentragéo do padrao.
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3.8.7 — Bilirrubina

1. Principio: Os niveis de bilirrubina foram determinados pelo
método colorimétrico, Randox que se baseia na determinagdo da bilirrubina
total em presenga de cafeina mediante a reacdo com acido sulfanilico
diazotado; a bilirrubina direta se determina na auséncia de cafeina.

2. Determinagdo: Foi utilizado 20 pyL de soro para 100 uL de
reativo 3 (constituido de cafeina 0,26 M, benzoato de sédio 0,52 M) e 20 uL
de reativo 2 (nitrito de so6dio 25 mM, &cido sulfanilico 29 mM em &cido
cloridrico 0,17 N), homogeneizar e determinar a absorbancia da amostra (Asp)
em 550 nm, apos 10 minutos a temperatura ambiente e permanecendo por 20
minutos nas mesmas condicdes efetuar as leituras de absorbancia da
bilirrubina total (Asr) da amostra.

O calculo consiste em multiplicar a absorbancia da biliruubina

direta por 14,4 e absorbancia da bilirrubina total por 10,8.

3.9 - Analise Estatistica

Os resultados da curva de resisténcia osmoética foram expressos
como média + erro medio padrdo das porcentagens de hemolise obtidas em
cada doador de uma mesma familia.

A comparacdo de médias foi feita usando o test t de Student’s
nao pareado bi-caudal, as diferencas foram consideradas significativas

quando p< 0,05.
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Os resultados apresentados nos gréficos em barra expressam

as medias + desvio padrao.
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4 - RESULTADOS

Dados hematolégicos: A partir das amostras de sangue
coletadas, foram determinados os dados hematologicos laboratoriais dos
individuos B talassémicos de acordo com os métodos convencionais, Tabela

1.

Tabela 1 — Dados hematolégicos.

Sexo / Idade Hb Hemacias VCM HCM CHCM

(g/dL)  (x10°/mm°)  (fL) (Pg)  (g/dL)
Familia B
AB. F /31 11,7 5,35 65 21,6 33,4
Familia C
M.F.Q.CA. F/42 10,9 6,29 60 17,3 29,0
J.CA. F/12 11,1 6,39 59 17,3 29,6
M.Y.Q.C.G. Fl43 10,2 5,33 63 19,1 30,4
L.C.G. F/13 10,8 5,70 62 18,9 30,4
Média 10,8 5,93 61 18,2 29,9
Familia O
C.N.O. F /84 11,8 5,67 68 20,8 30,4
M.O.R. F /46 11,1 5,61 63 19,7 31,4
A.P.OR. F/21 12,0 5,41 71 22,1 31,3
'M.OR: M/ 17 12,2 5,91 65 20,6 31,8
ALOR. F/10 11,8 5,54 66 21,2 32,0
Média 11,8 5,63 67 20,9 31,4
Familia S
P.B.E. F /21 11,1 6,25 58 17,8 30,7
Média Geral *11,3 *5,76 64 *19,7 *30,9

* p < 0,0001. Resultados est&o expressos em média
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indices hematoldgicos padroes foram utilizados para estudo de
hemacias normais e para identificar hemacias talassémicas como células
microciticas e hipocrémicas. A média de hemacias contadas foi maior em
talassémicos [(5,76 + 0,38) x 10° / mm®] que em heméacias normais [(4,93 +
0,41) x 10°/ mm’] (Figura 5). Uma anemia moderada foi observada, com valor
de hemoglobina (11,34 + 0,61 g/dL) que para células normais foi de (14,52 +
1,12) (Figura 6). Como conseqliéncia do menor valor de VCM em
talassémicos (63,64 + 3,91 fl.) (Figura 7) do que em eritrécitos normais (84,11
* 3,06 fL), os indices HCM e CHCM foram caracteristicamente menores em
talassémicos (19,66 £ 1,72 pg e 30,94 + 1,21g/dL) que em hemacias normais
(29,45 £ 1,17 pg e 35,03 + 0,47 g/dL) (Figura 8 e 9). O resultados estdo
expressos pelos valores da média e estimativa do desvio padrdo (SD). A
comparagao entre cada um dos varios dados hematolégicos em relacdo aos
normais nos dé um alto grau de significAncia com valores de p < 0,0001.

(Tabela 1)
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Figura 5: Quantidade de hemacias em individuos normais ( 4 ) e
talassémicos ( =2 ). *p < 0,0001.

20-
T
_ *
T
B 10
0
Hemoglobina

Figura 6: Quantidade de hemoglobina das hemacias de individuos normais
() e talassémicos ( ¢ ). *p < 0,0001.
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Figura 8: Hemoglobina corpuscular média das hemacias de individuos

normais { L ) e talassémicos (

). *p < 0,0001.
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Figura 9: Concentragcdo de hemoglobina corpuscular média das hemdacias de

individuos normais (3 ) e talassémicos ( & ). *p < 0,0001.

Atividade da acetilcolinesterase: A andlise da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) das familias B, C, O e S em relagdo a individuos
normais e, em comparagdo com valores de referéncia (Tietz, 1990), revela
que a maioria dos valores esta abaixo dos valores de referéncia (Tabela 2). A
analise estatistica apresentou extrema significancia para as médias das
familias C e O e para os valores médios de todos os individuos com traco

talassémico em relagdo a média dos individuos normais (Figura 10).
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Tabela 2: Atividade colinesterasica e fragilidade celular média
de individuos normais e com f talassemia heterozigética.

Individuos Atividade colinesterasica % Média de hemdlise
(nU/eritrocito) (% NaCl)
Normais (n=10) 0,88-1,13 0,51
Média 1,05+ 0,08
Familia B
AB. 0,92 0,44
Familia C
M.F.Q.C.A. 0,14 0,30
J.CA 0.13 0,31
M.Y.Q.C.G. 0,14 0,28
L.C.G. 0,14 0,30
Média *0,14 £ 0,005
Familia O
CN.O 0,40 0,41
M.O.R.4 0,34 0,42
AP.OR. 0,56 0,40
M.OR.; 0,41 0,41
ALQO R 0,41 0,42
Média *0,42+0,08
Familia
P.B.E. 0,12 0,37
Média Geral *0,34+0,25

* p < 0,0001. Resultados expressos como média (SD)

De acordo com Pinilla et al, 1994 ocorre um declinio na
atividade especifica em enzimas de membrana (AChE) e intracelular (piruvato
guinase, PK) dependentes da idade das hemacias.
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Figura 10: Atividade da acetilcolinesterase de membrana eritrocitaria de
individuos normais (4 ), familia C ( # ), familia O ( & ) e todos os
individuos talassémicos (# ). *p < 0,0001.

Fragilidade osmética: As curvas de fragilidade osmdtica de
hemacias normais e das amostras de individuos com [ talassemia
heterozigdtica estdo representadas nas figuras 11 e 12. A fragilidade celular
media apods incubagao de 24 horas a 37°C, para hemacias normais foi de 0,51
(50% de lise a 0,51 g/dL. de NaCl) entretanto as hemacias talassémicas foram
mais resistentes a lise osmaética (50% de lise entre 0,28 a 0,44 g/dL de NaCl),

como mostra a Tabela 2.
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Figura 11: Curva de fragilidade osmdtica de hemacias de pacientes com
f} talassemia heterozigdtica (familias B, C e S) comparada a de

individuos normais (n=10). Incubagéo por 24 horas a 37°C.
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Figura 12: Curva de fragilidade osmdtica de hemdcias de pacientes com
B talassemia heterozigética (familia O) comparada a de individuos
normais (n=10). Incubagao por 24 horas a 37°C.

As curvas de fragilidade osmética das familias C e O foram

expressas como média dos pontos e analisadas através do erro médio padrao,

e estdo representadas na Figura 13.
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Figura 13 . Media das curvas de fragilidade osmdtica das familias C e O .

Analise do erro médio padrao (SEM) em relacdo & normal.

Quantificagdo de lipideos: Os lipideos extraidos a partir de
hemacias de individuos normais e das amostras de [ talassemia
heterozigética foram analisados frente ao seu conteldo de colesterol e
fosfolipideos em mg por mL de células. O conteldo de colesterol, expresso
como mg de colesterol por mL de hemacias, foi muito significante na familia C
quando comparado com individuos normais (1,25 + 0,05 vs 1,14 + 0,06; p <
0,001), e significante na familia O (1,02 + 0,11, p < 0,01).(Tabela 3 e Figura
14). Ja para as familias B e S os valores foram maior @ menor que a média
dos normais, respectivamente (Tabela 3).

O conteddo de fosfolipideo nao difere entre as familias Ce O e

o grupo normal (2,05 £ 0,36 e 2,12 + 0,17 vs 2,23 + 0,25), enquanio que os
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valores para as familias B e S em relagdo aos normais se encontram um

pouco inferior.({Tabela 3) (Figura 15).

Tabela 3: Contetdo de colesterol e fosfolipideos em mgmi” de
hemacias.

Individuos mg de colesterol/ml. mg de fosfolipideos/ mL
de hemacias de hemacias
Normais (n=10) 1,14 £ 0,06 2,23+025
Familia B
AB. 1,25 1,36
Familia C
M.F.Q.CA. 1,21 1,77
J.CA. 1,22 2,57
M.Y.Q.C.G. 1,25 1,84
L.C.G. 1,31 2,01
Média **1,25+0,05 2,05+0,36
Familia O
C.N.Q. 0,90 2,37
M.O.R. 1,00 1,92
AP.OR. 1,00 2,00
M.O.R.; 1,00 212
ALOR. 1,20 2,19
Média *1,02 + 0,11 2,12+0,17
Familia S
P.B.E. 0,93 1,83
Meédia Geral 1,11+ 0,14 1,99 £ 0,32

**p <0,0094, * p < 0,01. Resultados expressos como média (SD)

57



1.5+

mg mL" de Hm
°

o
o
]

0.0

Colesterol

Figura 14. Conteudo de colesterol da membrana eritrocitaria de individuos
normais (L) , familia C (& ), familia O ( 2 ) e todos os individuos
talassemicos (8 ). *p < 0,01 e **p < 0,001.
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Figura 15: Contetido de fosfopideos da membrana eritrocitéria de individuos

normais (1), familia C ( & ), familia O { 2 ) e todos os individuos
talassémicos ( & ).
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Fazendo-se a anélise comparativa da proporgdo molar dos
niveis de colesterol e fosfolipideos (C / PI) entre os individuos normais e as
familias B, C, O e S, podemos observar um aumento da proporgdo nas
familias B, C e S, enquanto que na familia O ndo se notou alteragdo. Embora
estatisticamente n@o observamos diferengas significativas, como mostra a

Figura 16.

0.75-

0.50

Proporc¢ao molar

0.00

C/PI

Figura 16. Propor¢cdo molar colesterolffosfolipideos da membrana eritrocitéria
de individuos normais ( ), familia C ( &+ ), familia O ( & ) e todos

os individuos talassémicos (& ) .
Lipoperoxidagdo e antioxidantes: Com ¢ objetivo de verificar
se a alteragdo na quantidade de hemogliobina produzida causa alguma

alteragao na peroxidagdo lipidica dos individuos considerados traco

talassémico comparados aos individuos normais, fizemos a determinagao dos
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niveis de MDA como também a atividade da SOD e GPx. Os nossos

resultados estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Produgdo de MDA e mecanismos de defesa

antioxidante em portadores de talassemia e em controle normal.

MDA (nmoligHb)  SOD (U/gHb) GPx (UlgHb)
Familia B 151,5 5287 66,0
Familia C *321,9+186,2  **362,0+£39,9  *233,7+ 32,7
Familia O 196,7 + 32,4 348,7 + 200,0 *218,6 + 91,0
Familia S 129,5 987,4 124,3
Média Geral 239,9+140,8  *4456 +234,9 *194,6 + 82,5
Normais 148,6 + 42,7 129,5 + 47,8 79,7 £ 16,4

*p<0,05 *p<0,001. Os resultados estéo expressos como média (SD).

Observando os resultados da determinacdo de MDA das
familias, podemos notar que os valores sdo diferentes, porém sé existe
diferenga significativa (p < 0,05) para a familia C em comparacgéo aos normais.
G mesmo nao acontece quando se verifica a atividade da SOD, a familia C (p
< 0,001) apresentou-se extremamente significante enquanto que todos os
individuos talassémicos (p < 0,05) significante em relagdo aos normais. Maior
diferenca significativa foi observada com a atividade da glutationa peroxidase,
a media de todos os individuos talassémicos bem como a familia O (p < 0,05)
s&o significantes enguanto a familia C (p < 0,001) é extremamente significante
comparados aos normais.

Ainda, com a finalidade de se associar o grau de inducdo a
peroxidacao lipidica entre o nivel de ferro circulante e o MDA produzido, bem
como a quantidade de superdxido formado através do aumento do ferro e a

possivel oxidagao de LDL-colesterol e os efeitos antioxidantes do 4cido urico
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e o efeito dessas substancias em favorecer a hemodlise, algumas

determinag¢des séricas foram analisadas de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas séricas de pacientes normais e B

taiassémicos.

Unidades B Talassémicos Normais

Lipideos

Colesterol mmol/L 4,6 (3,2-5,9) 4,4(3,3-4,9)

HDL-colesterol mmaol/L. 1,7 (1,3 -2,3) 1,5{0,9-21)

LDL-colesterol mmol/L 2,4 (1,12 - 3,83) 2,5 (1,59 - 2,96)

Triglicerideo mmol/L 1,26 (0,9-1,73) * 0,9 (0,62 - 1,78)
Acido urico mg/dl 3,8 (2,95 -5,26) 3,3 (2,09 ~ 4,6)
Bilirrubinas

Total mg/dL 0,55 (0,25 - 1,0) 0,32 (0,20 - 0,59)

Indireta mg/dL 0,38 (0,18-0,67)* 0,20 (0,12-0,34)
Ferro umol/L 19,6 (11,3-29,7) * 11,5 (5,7 - 23,4)

Resultados estao expressos como média, valores entre parénteses representa
intervalo de dados obtidos. * p <0,05.

Observamos um pequenc aumento do colesterol, bem como
diminuicdo de LDL-colesterol e aumento de triglicerideos existindo diferenca
significativa (p < 0,05) em relagcdo aos normais. Os niveis de acido Urico,
bilirrubina e ferro {p < 0,05, mostrando serem significativamente diferentes
guando comparados com 0s normais) aumentaram comprovando que ha
desestabilizacdo da membrana através da interagédo do ferro e avaliagédo do

grau de hemdlise pela bilirrubina e defesa antioxidante com acido Urico.
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5 - DISCUSSAQ

Vérios estudos tém sugerido que a assimetria fosfolipidica da
membrana € ubigla. Em termos gerais, o lado externo de membranas
plasmaticas eucaridticas sdo formadas predominantemente com os
colinafosfolipideos (esfingomielina e fosfatidilcalina [PC]), entretanto a maioria
dos aminofosfolipideos (fosfatidilserina [PS] e fosfatidiletanolamina [PE]) estdo
presentes no lado interno da membrana. Esta localizagao seletiva, pressupde
que biomembranas assimétricas estao agrupadas e mantidas por mecanismos
especificos que controlam o posicionamento dos lipideos da transbicamada.
Em 1984, tornou-se claro que a assimetria foi gerada pela atividade
translocase aminofosfolipidec ATP-dependente que  especificamente
transporta PS e PE por meio da bicamada.

Embora a assimetria estabelega uma regra para células
normais, especialmente o aparecimento de PS na superficie da célula, esta
assaciado com muitos fendmenos fisiologicos e patolégicos (Zwaal & Schroit,
1997).

A perda da assimetria normal esta presente em patologias de
eritrécitos tais como anemia falciforme (Kuypers et al, 1996).

A eritropoiese ineficaz e a redugdo da sobrevivéncia de
eritrocitos circulantes sdo 0s responsaveis pela anemia na B talassemia. O
dano da membrana induzido pelo excesso de cadeias o da hemoglobina livres

tem papel crucial na pequena vida dos eritrécitos, mas as relativas

62



contribuigcdes das muiltipias alteragbes de membrana para a patogénese desta
doenga ainda n&o esté bem conhecida (De Franceschi et al, 1996).

Em certas anemias hemoliticas, tais como, esferocitose
hereditaria e anemia hemolitica adquirida, a resisténcia da hemacia a
solugdes hipotdnicas esta reduzida. O teste de fragilidade osmotica depende
da osmose, porem a ruptura real da célula resulta da alteracao de seu formato
e da resisténcia diminuida a forgas osmdéticas mais que de uma alteracéo na
composigao da celula ou sua osmolaridade, dai o uso da palavra fragilidade.

As células que s3o esferociticas rompem-se mais faciimente que
as outras e, de fato, o teste de fragilidade osmadtica pode ser visto como o
mais sensivel indice do grau de esferocitose. Reciprocamente, resisténcia
aumentada contra lise em solugdo hipoténica € observada em hemacias na
talassemia, anemia falciforme e anemia ferropriva, provavelmente porque as
células nestas condicBes tém uma maior relagdo entre drea superficial e
volume celular, e.g., células — alvo (Raphael, 1986).

Através das figuras 11 e 12 e figura 13 notamos que ha um
comportamento diferenciado para cada familia talassémica. De acordo com os
dados da literatura (Gunn et al, 1972) onde as células normais apresentaram
50% de lise entre 0,48 — 0,53 g/100 mL NaCl, enquanto as células de
talassemia minor foram mais resistentes a lise osmética (50% de lise 2 0,15 —
0,33 ¢/100 mL NaCl). Quando Knox-Macaulay & Weatherall, 1974,

compararam [ talassemia heterozigética e outras anemias hipocrémicas
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observaram que a fragilidade celular média apds incubacdo por 24 horas foi
de 0,19 —- 0,30 % de NaCl enquanto que a imediata era 0,31 — 0,42 % de
NaCl.

Pela tabela 2 notamos que os individuos das familias B, C, O e
S sao menos resistentes (50% de lise entre 0,28 a 0,44 % de NaClh
comparados aos dados da literatura (0,19 a 0,30 % de NaCl) mas s&o mais
resistentes quando em relagdo ao nosso controle (0,51 % de NaCl),
mostrando que os nossos resultados estdo dentro do esperado para a B
talassemia.

Comparando os dados hematoldgicos obtidos (tabela 1)
(Hb=11,34 £ 0,61 g/dL, Hm= 5,76 + 0,38 x 10%mm’, VCM= 63,64 + 3,91 1L,
HCM= 19,66 + 1,72 pg e CHCM= 30,94 + 1,21 g/dL) e a fragilidade osmética
(tabela 2) dos individuos das familias B, C, O e S, os nossos resultados
confirmam que os individuos eram B talassémicos. Comparando-se os dados
hematologicos do estudo de Joy Ho et al, 1996, que fez a analise molecular
de genotipos de familias talassémicas e através de dados estatisticos (Roldén
et al, 1997) podemos sugerir que os individuos por nés analisados poderiam
ser molecularmente pertencentes as mutagdes [ talassemicas B° 39
ou B'IVS1-110, pois sdo as mais prevalentes no Brasil bem como na itdlia.

A acetilcolinesterase (AChE) esta envolvida primariamente em
transmissdo sinaptica colinérgica no sistema nervoso, mas também foi

encontrada em células hematopoiéticas: hemdcias, plaquetas, linfocitos e
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possiveimente em granulécitos. Desde 1928, sabe-se da existéncia da enzima
nos eritrocitos humanos em grande quantidade. Sua fungéo ndo esta definida,
mas sua presencga tém estimulado muitas investigagdes que tém contribuido
para o conhecimento sobre sua localizagdo na membrana eritrocitaria, sua
estrutura molecular, sua relagdo com a maturagado celular e sua atividade em
certas doengas (Lawson & Barr, 1987).

Os dados da literatura nos mostram que pacientes com §
talassemia minor podem ter valores de atividade da AChE dentro da faixa de
normalidade e uma diminuigdo na atividade para aqueles com B talassemia
major (Lawson & Barr, 1987). Os nossos resultados (tabela 2) revelaram que
pacientes com B talassemia heterozigética (trago talassémico) tém seus niveis
de AChE com praticamente a metade da atividade para a familia O, um
decimo de atividade para as familias C e S e dentro da normalidade para a
familia B. Isto pode resuitar em um grau de maior ou menor gravidade da
doenga para esses individuos, mesmo que assintomdticos, pois se
relacionarmos a atividade da AChE com a resisténcia a hemolise podemos
perceber que quanto menor a atividade da AChE mais resistente 4 hemdlise
sdo os eritrocitos.

Aiém disso, Di Francesco & Brodbeck (1981) mostrou que a
atividade da AChE se mantinha, mesmo com a membrana eritrocitdria com
niveis de colesterol reduzido, embora a interagido com fosfolipideos

pertencentes & membrana lipidica seja habel para manter a atividade
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conformacional da enzima, mostrando que a atividade da enzima é
estabilizada através de lipideos.

Durante a estocagem de sangue feita em bancos de sangue,
observa-se a transformagao das hemacias de discdides para esferocitos. Essa
transformagdo ocorre devido as alteragbes em sua membrana, gue inclui a
perda da acetilcolinesterase, outras proteinas de membrana, colesterol,
fosfolipideos e o contetido de hemoglebina. A formagao de vesiculas tem sido
associada ao dano oxidativo de espectrina, deficiéncia de banda 4.1 e a
ligag@o de espectrina (Dumaswala et al, 1996).

Portanto, alteragbes no conteddo lipidico podem ocorrer a partir
de danos oxidativos provocados possivelmente pelo alto contetido de cadeias
o que interagem com o citoesqueleto, promovendo diminuigdo na atividade da
acetilcolinesterase bem como favorecendo a lise celular precoce (Scotit et al,
1993 e Lawson & Barr, 1987).

Verificamos através da extragio de lipideos e quantificagao de
colesterol e fosfolipideos (tabela 3) que a quantidade de colesterol para as
familias B e C estavam aumentadas, engquanio que para as familias O e S
estavam diminuidas, quando comparados aos normais. Em relagdo aos
fosfolipideos podemos notar que houve, para a maioria dos casos, uma
diminui¢cdo da concentracdo, sendo que como descrevemos anteriormente, a
concentracéo de colesterol nao afeta a atividade da AChE e sim alteragdes de

fosfolipideos, os nossos resultados comparados aocs de Di Francesco &
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Brodbeck, 1981, mostraram que o fator determinante da alteracéo da atividade
da AChE sao os fosfolipideos.

Tanto a concentracdo de colesterol quanto a de fosfolpideos
alteram a fluidez da membrana eritrocitaria. A peroxidagdo de lipideos da
membrana pode resultar numa interagdo contraria de lipideos e proteinas da
membrana e levar a morte celular (Sansinanea et al, 1994). Portanto a
proporgdo colesterol/fosfolipideos das familias B, C e S aumentaram,
enquanto da familia O se manteve igual aos individuos normais.

Sansinanea et al, 1994, associam o decréscimo na proporgac
fosfolipideo/colesterol com diminuicZo da fragilidade osmotica de eritrocitos e,
ainda sugerem que a peroxidacgao lipidica pode ter um papel na organizagdo
fosfolipidica alterada e o0 aumento da fragilidade.

Lipideos de membrana parecem ser um dos determinantes no
transporte através da mesma. Hashimoto & Yawta (1987) estudaram a relagéo
metabdlica entre o transporte de membrana e anormalidade dos lipideos de
membranas de eritrécitos humanos normais tratados com fosfolipase A.. Seus
estudos indicaram que o fransporte de membrana (Na*/Ca”z) foi afetado por
alteracdo dos lipideos da membrana em hemacias humanas incubadas com
fosfolipase As;. A conversdo de fosfatidilcolina (PC) em lisofosfatidilcolina (L-
PC) induz um marcante aumento no influxo de Na”.

O aumento da peroxidagdo lipidica € um achado comum

resultante da influéncia de radicais livres. O aumento da formagéo de
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espécies ativas de oxigénio tém sido implicados com cerca de cem condigcbes
de fisiopatologias ( Gutteridge, 1993). Uma estratégia relativa de monitorar as
reagdes de radicais livres in vivo é a medida de defesas antioxidantes
presentes nas hemécias e no plasma humano. Medida do produto de ataque
das especies reativas de oxigénio ac acido urico tém sido potencial marcador
do dano oxidativo (Grootveld & Halliwell, 1987). Os nossos pacientes (tabela
5) apresentaram valores medios de 3,8 mg/dL (2,95 — 5,26) em relacédo aos
normais 3,3 mg/dL (2,09 —~ 4,6) mostrando que o sistema de defesa plasmatico
esta eficiente.

Malonaldeido (MDA) é o produto mais largamente empregado
como indicador de stress oxidativo. A determinagdo de MDA tem dado
excelente resultado numa grande variedade de situagdes clinicas em que
ocorre stress oxidativo, por exemplo: lipofuchinose (Favier et al, 1991), fibrose
cistica, miopatia de Duchene (Hunter & Mohamed, 1986), cancer de mama
(Boyd & McGuire, 1991), AIDS (Revillard et al, 1992), artrite reumatcide
(Lunee et al, 1984), diabetes (Faure et al, 1993), leucemia (Hammonda et al,
1992).

Dependendo da técnica utilizada a sensibilidade para os
valores normais de MDA varia de 4 umol/L nos testes colorimétricos, 2,5
nmol/L por fluorescéncia até 0,60 umol/L por HPLC. (Favier et al, 1995).

Os nossos valores (tabela 4) estdo de acordo com os

encontrados na literatura quando Vives Corrons et al, 1995, analisaram traco
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talassémico vs anemia por deficiéncia de ferro, bem como Mavelli et al, 1982,
ac analisarem pacientes com talassemia major vs amenia de Fanconi,
indicando que as espécies reativas de oxigénio interagem com os lipideos da
membrana favorecendo a peroxidagéo lipidica.

Os mecanismos de defesa analisados pela determinacdo das
atividades da SOD e GPx também estdo favorecidos nos nossos pacientes
(tabela 4) visto que todos os valores da SOD se encontravam aumentados e
somente a GPx para a familia B que se encontrou reduzida. Estes dados
tambem s&o compativeis com os encontrados por Vives Corrons et al, 1995.

Outro aspecto interessante a ser analisado diz respeito aos
niveis de ferro sérico e seus efeitos na membrana eritrocitaria. Quando o ferro
e ligado ao fosfato, nuclecotideos como ADP ou ATP, EDTA, oxalato ou
malonato ele catalisa a transferéncia de um elétron para o oxigénio (Figura

17).

+2

Fe™ (L) O,

€ Fe™(L) 0,

Figura 17: Formagéo de superdxido na presenca de complexos de ferro.
Q ferro pode ser estocado como 6xido férrico ou hidréxido na

ferritina, a proteina de estoque. Ele é liberado como fon ferroso. O sistema
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fisioloégico redutor especifico ndo foi ainda identificado. Todavia tém sido
demonstrado que as flavinas reduzidas sdo excelentes agentes redutores
para a mobilizagdo do ferro da ferritina. Isto sugere gue NAD(P)H: flavina
oxido redutase pode estar envolvida na redugao do ferro — ferritina.

Assim, a liberagdo do ferro sob condicbes aerdbicas é
acompanhada pela formagdo de significante quantidade de espécies
reduzidas de oxigénio. Este processo tem que ser altamente controlado por
enzimas protetoras. Todavia este sistema pode estar saturado na
superproduc¢ao de ferro (hemocromatose, transfusdo sangiinea em pacientes
talassémicos) e o stress oxidativo catalisado por complexo de ferro pode ser
dramatico. (Favier et al, 1995).

Os resultados das dosagens de ferro sérico encontrados para
os f talassémicos (109,6 pg/dL £ 36,3) e normais (64,5 pg/dL + 36,2)
corrcboram a hipotese de que o ferro favorece a indugao espécies reativas de
oxigénio , colaborando para o stress oxidativo. Comparando os resultados dos
talassémicos [19,6 umol/L(11,3 — 28,7)] e os controles [11,5 umol/L (5,7 ~
23,4)] (tabela 5) com os obtidos por Young et al, 1994, nos individuos
portadores de hemocromatose hereditaria (hemocromatose 24,8 umol/l. e
controle 17,8 umol/L) notamos que ha semelthanca.

O mecanismo de acdo de metais de transiggo ou

hemeproteinas, como hemaogiobina e mioglobina, na oxidagdo de LDL se
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processa cataliticamente pela propagac¢do da oxidacdo de hidroperéxidos pré

-formados:

LOOH + M™™  ____  » LOO" + M™

LOOH + M™ —— LO* + M™™
LOO" + LH ———3  LOOH + L’
LO" + LH % |OH +L°
L + O % LOO"

LOO" + LH — 5 LOOH + L’

Niveis elevados de perdxido de hidrogénio ou hidroperdxidos
argénicos induzem desestabilizacdo do anel do heme e liberam ferro da
hemoglobina e pode ser iniciado o processo de oxidagdo da membrana e de
LDL (Paganga et al, 1992).

Os niveis de colesterol e LDL-colesterol (tabela 5) nos
pacientes f talassémicos foram aproximadamente iguais (4,6 umolit. e 2,4
umol/L) acs individuos normais (4,4 umol/l e 2,5 umol/lL), porém a fragéo
HDL -colesterol aumentou seus valores (1,7 umol/L e normais 1,5 umoi/L). Isto
mostra um comportamento diferente dos individuos com B talassemia
heterozigdtica porém compativel com a literatura. Ja os niveis de triglicerideos
(tabela 5) dos pacientes por nés analisados foram maiores (1,26 umol/L) em
relacdo aos normais (0,91 umol/L); os dados da literatura mostram que em

pacientes tialassémicos homozigotos os niveis de triglicerideos podem
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aumentar ou permanecer iguais aos de individuos normais ou B talassemia
heterozigotica (Maioli et al, 1997, Altamentova et al,1997), portanto
concluimos que ndo s6 os homozigotos podem alterar os niveis de lipideos
circulantes, como tambéem 0s heterozigotos.

Na auséncia de doenga hepatica, hiperbilirrubinemia ndo
conjugada € freqlientemente devido a hemdlise ou a sindrome de Gilbert's,
uma anormalidade hereditdria do metabolismo da bilirrubina. Em hemdlise,
hiperbilirrubinemia é devido ao aumento de produgdo de bilirrubina, a qual
excede a capacidade do figado em remover e conjugar o pigmento (Marshalil,
1995). Os niveis de bilirrubina total [0,55 (0,4 — 1,0) e indireta [0,38 (0,29 —
0,67) (tabela 5) se encontravam aumentados, em relagdo ags normais (BrT=
0,32; 0,2 - 0,59 e Brl= 0,20; 0,12 — 0,34) indicando que o aumento de ferro
induz a lipoperoxidacdo, de acordo com os valores de MDA (tabela 4),
favorecendo a uma hemdlise mais acentuada © que é prejudicial aos
individuos [ talassémicos pois a sua eritropoiese ja esta prejudicada. Isto
associado a alteracdo dos conteudos lipidicos pode ser um dado a comprovar
a menor vida média dos eritrécitos dos B talassémicos heterozigoticos, porém
nao tendo efeito em sintimatologia para esses pacientes.

A avaliagdo destes fatores em conjunto podem expressar um
maior ou menor grau da gravidade da doenga, embora na forma heterozigotica
sem sintomatologia aparente, 0 que notamos é que individuos na fase de pré-

adolescéncia tém sintomas clinicos bem evidentes. Todavia muitos
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parametros séo avaliados através de biologia molecular, entretanto uma forma
mais viave!l de se determinar alguma forma de gravidade da doenga e de em
menor tempo, acreditamos ser a andlise desses parametros e esperamos ter

contribuido para o estudo da [ talassemia heterozigdtica.
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6 — CONCLUSOES

Recapitulando, os resultados dos pacientes talassémicos
demonstraram : 1. Maior resisténcia a hemdlise hipoosmética em todas as
familias estudadas; 2. Diminuigdo significativa na atividade da
acetilcolinesterase; 3. Variabilidade na razio molar dos contetdos de
colesterol e fosfolipideos; 4. A existéncia de peroxidacdo lipidica e dano
oxidativo nas membranas eritrocitarias, devido aos niveis de maionaldeido
encontrados, 5. Aumento significativo da atividade das enzimas antioxidantes
SOD e glutationa peroxidase; 6. Valores maiores dos niveis séricos de ferro,
colesterol e triglicerideo; 7. Elevagdo de bilirrubina e acido urico utilizados
como marcadores de hemolise e de produgéo de dnion superéxido.

Diante dessas evidéncias podemos concluir que o excesso de
cadeia o livre e o aumento dos niveis de ferro contribuem para uma
peroxidagao lipidica, verificada pelos niveis de MDA, favorecendo a hemdlise
constatada pelo aumento significativo dos niveis de bilirrubina indireta. O
dano oxidativo provocado a8 membrana leva a produgéo de &nion superdxido
que estimula a atividade da SOD e GPx. Todo esse efeito favorece a uma
desestabilizagdo da membrana levando a alteragcGes no contetdo lipidico e
como conseqiéncia diminuicdo da atividade da AChE e aumento da

resisténcia osmadtica.
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7 - ABSTRACT

Breda Stella, M. Study of erythrocytic membrane in hetrozigothic B-
thalassemia.Campinas: Institufo de Biclogia, UNICAMP, 1998. Tese
(Doutorado) - Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, 1998. 90p.

B-thalassemia is a genetic disorder characterized by the reduction or absence
output of B-globin chains. There are two main varieties of p-thalassemia, i.e.,
B° thalassemia, in which no B-globin chains are produced, and B* thalassemia,
in which some f-globin chains are produced but at a reduced rate. A
combination of ineffective erythropoiesis (intramedulary hemolysis) and
hemolysis of adult red blood cells in the peripheral blood cause the anemia in
the human thalassemias. The asymmetric phospholipid composition of the
membrane of the red biood cells is maintained during the life of the cell, with
phosphatidylcholine and sphingomyelin piaced in the outer monolayer and
phosphatidylserine and phosphatidylethanolamine in the inner monolayer. The
structure and function of cell is maintained through of the phospholipid
asymmetry and oxidative injury is one mechanism by which the structure and
function of the lipid bilayer may be altered. Oxidative damage as an important
component in the pathophysiology of the p-thalassemic red blood cell. Isolated
a-hemoglobin chains generate reactive oxygen species, elevate heme and iron
levels, and decrease membrane sulfhydryl content. In our resuits, the increase
in MDA levels, as well in superoxide dismutase and glutathione peroxidase
activities revealed the presence of lipid peroxidation and oxidative damage in
erythrocytic membrane. The plasma levels of iron, cholesterol and triglycerides
were higher in thalassemic than in normal patients. The increase of uric acid (a
anti-oxidant), free iron (an oxidative reaction catalysts} and of superoxide
anion indicate that the interaction of «-globin chains with the RBC membrane
promotes cell rupture with an increase of bilirrubin. Cholesterol and
phospholipid content of B-thalassemic erythrocytes membrane were modified
and a higher cholesterol/phospholip molar ratio was found. The increase
osmotic resistance and the decreased of acetylcholinesterase activity may
reflect 2 membrane structure perturbation triggered by the altered lipid and
axidative profiles of p-thalassemic membranes.

Key Words

B-thalassemia, membrane erythrocytes, lipid compaosition,
acetylcholinesterase, oxidative damage, antioxidants
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