I - INTRODUCAO

O glébulo vermelho possui um diametro de 7 a 8 micra, com uma area
superficial de 140 micra cuibicas, sendo esta area de muita importancia quando levamos em
consideragao que o mesmo necessita atravessar capilares e sinuséides com diametro de 3 micra

ou menos®.

O glébulo vermelho ¢ uma célula anucleada, possui uma membrana cuja
estrutura ¢ semelhante as das outras células, com dupla camada de fosfolipideos sendo
estabilizada pelo colesterol e nesta membrana encontram-se proteinas intercaladas. Ele é
composto por agua, hemoglobina., ions potassio, enzimas e glicose. A hemoglobina ¢ seu maior
constituinte com cerca de 300 milhdes de moléculas para cada célula e representa um terco do
seu peso. Nao se conseguem distinguir organelas em seu interior. O reticulécito, que é um
eritrécito mais jovem, possui algumas organelas em seu interior tais como mitocondrias e
polirribossomas®.

O eritrécito necessita manter sempre em equilibrio os mecanismos capazes de
evitar a oxidagdo de seus constituintes, principalmente o ferro e a globina. Da mesma forma
deve evitar a hiperidratagdo através da retirada de sédio (Na*) de seu interior. Esta célula é
desprovida de mitocondrias e a energia necessaria a sua manuten¢ao provém da glicdlise que,
pela agdao da hexoquinase, transforma-se em glicose-6-fosfato sendo catalisada por duas vias, a
de Embden-Meyerhof e a da hexose monofosfato®.

A primeira, através de reacoes anaerdbias (via de Embden-Meyerhof), onde em
uma primeira fase a glicose-6-fosfato origina dois triois fosfatos e na segunda fase temos a
formacao de acido piravico e a elimina¢ao como acido lactico. Uma das enzimas importantes
nesta segunda fase ¢ a piruvato-quinase. A energia ¢ gerada sob a forma de adenosina
trifosfato (ATP) a partir do ADP e duas moléculas de NADH reduzido a partir do NAD3.

A segunda, através da via da hexose monofosfato, a glicose ¢ transformada em
triose fosfato através de pentoses (agucares compostos de C5) sendo a tnica fonte de origem
do NADPH reduzido. A enzima mais importante desta via é a glicose-6-fostato
desidrogenase3*.

Durante a glicolise temos a produgio de ATP que assegura o funcionamento da
expulsao do sédio para fora da célula, sendo que ao nivel da membrana a enzima ATPase
libera energia do ATP que ¢ utilizada nesta funcdo. F também através do ATP que a membrana
mantém seus lipideos. Produz-se também o NADH reduzido que ¢ um coenzima da
metemoglobina redutase ou diaforase,

O NADPH reduzido produzido na via das pentoses ¢ a coenzima da glutation-
redutase a qual assegura a regeneragio do glutation reduzido (GSH), o qual possui um papel

protetor contra a oxida¢ao da globina e das proteinas estruturais. Nesta mesma fase a enzima
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glutation-peroxidade transforma o GSH e a H2O2 em duas moléculas de H2O e GSSG
(glutation oxidado)02236:56 sendo que este ciclo representa 10 % da glicoliset?

O glébulo vermelho maduro, encontrado no sangue periférico dos
vertebrados, ¢ ocupado em seu intetior pela hemoglobina, que desempenha importante fungao
organica de transportar oxigénio aos tecidos. A hemoglobina é uma proteina com peso
molecular de 68.000, formada por quatro cadeias de globina e quatro moléculas de heme®. A
maior parte da sintese desta protefna da-se nos eritroblastos e o restante nos reticuldcitos 312,

O heme ¢ uma porfirina contendo um atomo de ferro. A porfirina possui quatro
anéis pirrolicos com nitrogénio, reunidos por pontes meténicas (-CH-) e oito cadeias laterais
sendo metil, vinil ou acido propidnico. O ferro localiza-se no centro, ligado aos quatro
nitrogenios dos anéis pitrolicos e possui duas valéncias livreso,

A globina ¢ um conjunto de quatro cadeias polipeptidicas. Para cada molécula
de hemoglobina A temos quatro cadeias idénticas duas a duas denominadas alfa e beta,
possuindo 141 aminoacidos na cadeia alfa e 146 aminoacidos na cadeia beta, reunidas por
ligacOes peptidicas (estrutura primaria). A cadeia assim formada se dobra em espiral (estrutura
secundaria)®.

A estabilizagdo ¢ dada por ligacoes entre os aminoacidos colocados em contato
pelas curvaturas da molécula (estrutura terciaria). A reuniao de duas cadeias alfa e duas
cadeias beta ddo origem a uma molécula simétrica globular (estrutura quaternaria)®.

A estrutura terciaria forma uma dobra superficial denominada bolsa do heme e é
no seu interior que se localiza uma molécula do heme. Cada molécula de hemoglobina fixa
quatro moléculas de oxigenio sobre o ferro e constitui a oxiemoglobina. Durante a fixacao ou a
liberag¢ao do oxigénio, as subunidades deslocam-se umas em relacao as outras, com dilatacao
do conjunto no estado desoxigenado e contracio no estado oxigenado. Os principais
movimentos realizam-se ao nivel das ligagGes fracas alfal - beta2 e alfa2 - betal onde temos
apenas 19 aminoacidos®.

Ao nivel da bolsa central entre as quatro subunidades, fixa-se no estado
desoxigenado, a 2-3 difosfoglicerato (2-3-DPG) cuja origem esta na via anexa da glicolise. E
esta substancia que regula a afinidade pelo oxigénio, com liberagio de 2-3 DPG e contracao da

bolsa central durante a fixacdo de oxigénio sobre as quatro moléculas do heme?3.

A captacdo e liberagio do oxigénio pela hemoglobina provoca uma
movimenta¢ao nas cadeias da globina, sendo que durante a liberagio deste gas as cadeias beta
separam-se ocasionando uma entrada do 2,3-difosfoglicerato (2-3-DPG) que se adapta entre
essas globinas, deslocando o oxigénio para os tecidos, uma vez que existe uma menor

afinidade pelo mesmo na molécula®.



Em algumas situagdes o ferro em estado ferroso (Fel contido na célula
vermelha madura ¢ transformado para o estado fénico (Fe' '), dando otigem a metemoglobina
perdendo a capacidade de fixar o oxigénio. Nas pessoas normais as pequenas quantidades
formadas desta metemoglobina sio rapidamente revertidas por agao de sistemas
enzimaticos0,

A hemoglobina e o GSH do glébulo vermelho sofrem agoes oxidativas de
diferentes padroes, originarios das drogas oxidantes, afetando também a membrana celular.
Verifica-se um aumento na concentracdo de metemoglobina, diminuicio dos niveis de GSH e
formagao de corpusculos de Heinz%.

O equilibtio no nivel de metemoglobina na célula indica que a lenta oxidagao
quimica da hemoglobina é compensada pela redugao enzimatica’

‘A hemoglobina ¢ protegida da oxida¢ao, tanto pela localizacao do heme ligado a
cadeia globinica em um invélucro de histidinas e aminoacidos, como por processos
metabolicos existentes no interior do glébulo vermelho™. O peréxido de hidrogénio formado
pela metemoglobina pode ser destruido pela superéxido-dismutase ou pela glutation-
peroxidase 170,

A metemoglobinemia caractetiza-se pela presenca de cianose em pessoas nao
portadoras de doengas cardiopulmonares ou disturbios hemodinamicos!® e ¢ formada
naturalmente quando pequenas quantidades de ferro ferroso (Fé*™) sao oxidados para fon
ténico (Fé**+), perdendo a capacidade de fixar oxigénio molecular de forma reversivel,
diminuindo portanto o transporte do mesmo pelo glébulo vermelho proporcionalmente a sua

concentracao®.

Define-se a metemoglobina como uma oxidacao da hemoglobina, onde a sexta
posi¢ao de coordenagao do ferro hémico liga-se a uma molécula de agua (forma 4acida) ou a um
fon hidroxila (forma alcalina)™. A metemoglobinemia clinica é um termo impropriamente utilizado
uma vez que a metemoglobina situa-se apenas intracelularmente. Apresenta-se como primaria ou
congénita, secundaria quando induzida por drogas e enterogénica quando produzida nas

infe¢oes por bactérias produtoras de nitrito.

Alguns medicamentos (sulfaminas, hidantoinas) e substancias toxicas (nitritos e
cloratos) induzem uma maior produgio de metemoglobina, sendo que sua reversio vai

depender principalmente da presenga normal do sistema enzimatico NADH-redutase™.

Varios autores efetuaram estudos # wifrv para demonstrarem a agdo de agentes
oxidastes sobre a hemoglobinal1826293041 Cohen e Hochstein em estudo da geragio de
perdxido de hidrogénio por agentes hemoliticos concluiram que o perdxido é um intermediario

toxico comum a muitos agentes hemoliticos!”.



Estudos sobre a agao da dapsona na membrana da célula vermelha e seu efeito
na glicolise revelaram uma diminui¢do no nivel do glutation reduzido (GSH) devido
provavelmente a ligacio do mesmo com grupos sulfidrilas na hemoglobina. A diminuicao dos
fosfolipides e da atividade da acetilcolinesterase na membrana celular levam a um aumento da

auto hemolise®s.

O tratamento com Dapsona (4-4' diaminodifenil sulfona) em altas doses em
pacientes portadores de Dermatite Herpertiforme leva a presenca de anemia ocasionada por
hemolise e ma absor¢ao intestinal resultante de alteracbes na mucosa jejunal. Os pacientes
apresentam uma reticulocitose persistente devido a hemolise!

Balakrishnan e colaboradores , em 1989, investigaram o efeito hemolitico da
terapia com dapsona em 44 hansenianos, com doses varidveis entre 1,3 ¢ 3,3 mg/quilo de peso
corporal. Os autores observaram decréscimo dos niveis de hemoglobina apés 30 dias de
terapéutica em aproximadamente metade dos pacientes que ingeriram 100 miligramas ao dia,
atribuindo este fato ao efeito hemolitico da dapsona?

Os pacientes portadores de hanseniase sdo submetidos a um tratamento
prolongado com o medicamento 4-4'-diaminodifenil sulfona (Dapsona), na dose de 100
miligramas ao dia e desta forma, caso apresentem diminuicao da NADH-diaforase,
desenvolverdo cianose de intensidade diretamente proporcional a formacao de metemoglobina.
A hansenfase ¢ um grave problema de saude publica de paises subdesenvolvidos ¢ em
desenvolvimento, atingindo mais de 5 milhoes de pessoas>®Trata-se de uma doenca causada
por um bacilo alcool-acido-resistente, Micobacterium leprae, classificada em tipos, grupos e
variedades dependendo da resposta imunoldgica celular do hospedeiro ante o bacilo®

Os hansenianos apresentam taxas de hemoglobina diminuidas provavelmente
devido ao efeito hemolitico da dapsona e niveis de metemoglobina supetiores aos das pessoas
saudaveis, porém abaixo de niveis toxicos’’Os niveis de hemoglobina e dos reticuldcitos nao
possuem relagio com a NADH-redutase da metemoglobina segundo estudos feitos em
hansenianos sob sulfonoterapia, por Caticha-Alfonso e colaboradores'#em 1985.

A atividade da NADH-redutase nao apresenta diferenca estatistica significativa
no hemolisado de sangue de pacientes sob tratamento sulfénico em comparagao com pessoas
normais™ e estudos efetuados 7 vitro com membranas de hemacias tratadas com sulfona
revelou um aumento do nivel desta enzima no sobrenadante em uma relagao dose dependentet

A NADH-redutase é uma enzima localizada na face interna da membrana
eritrocitaria e no interior do glébulo vermelho, sendo similares imunologicamente e estando
ambas diminuidas nos portadores de metemoglobinemia congénita®>#? . Esta enzima ¢ uma

flavoproteina tendo a flavina-adenina dinucleotideo como grupo prostético®.



O sistema enzimatico mais importante e em cuja faléncia é formada uma
quantidade consideravel de metemoglobina denomina-se NADH-metemoglobina redutase ou
NADH-diaforase’. Essa enzima foi identificada em 1959 por Scott e Griffith7. A nicotina-
adenina-dinucleotideo (NAD) ¢ uma coenzima de desidrogenases e assim como podem, na
forma oxidada aceitar hidrogénio de substratos, reduzindo-se a NADH, podem ceder
hidrogénio na forma reduzida, reoxidando-se. A transferéncia de hidrogenio da coenzima
doadora, que se oxida, para o substrato aceptor que se reduz ¢ catalisada por desidrogenases,
que sdo especificas para seus substratos. A determina¢do espectrofotométrica é possivel
porque dependendo do pH, a reacdo pode ter sentidos diferentes, tanto oxidando uma
coenzima reduzida como reduzindo uma coenzina oxidada™.

As taxas baixas de metemoglobina presente nos individuos normais devem-se ao
equilibrio entre sua formagdo e sua redugdo pela presenca de sistemas enzimaticos ligados ao
NADH e NADPH. A via redutora de maior utilidade e importancia para o glébulo vermelho
¢ a NADH-desidrogenase, sendo influenciada pela disponibilidade de NADH e de citocromo
bs . A fonte de NADH utilizada para a redugido da metemoglobina provém da glicolise
anaerobia de Ebdem-Meyerhof, através da reacao do gliceraldeido-fosfato desidrogenase, onde o
NAD ¢ reduzido a NADH. Nesta mesma via temos o consumo do NADH na reacao do
lactatodesidrogenase impedindo o acumulo do mesmo2.

A NADH-metemoglobina-redutase catalisa somente a reducio do citocromo b5
eritrocitario na presenca de NADH, nio agindo no transporte de elétrons entre o citocromo b5
reduzido e a metemoglobina 40:47.62

Foram descritas varias enzimas NADH-desidrogenase: NADH-desidrogenase
17578 NADH-metemoglobina ferrocianeto redutase’! e NADH-citocromo 45 redutase®!, as
quais catalisam a reducio do DCIP, ferrocianeto e citocromo b5 , respectivamente, sendo as
mesmas expressoes de uma mesma proteina.

A NADH-citocromo 55 redutase é uma proteina de membrana, composta de
uma por¢ao hidrofilica, a qual contém o local ativo da enzima sendo revelada na superficie
citoplasmatica e uma pequena sequiéncia hidrofébica, a qual ancora a proteina na membrana.
Esta por¢ao hidrofébica esta localizada na dire¢iao do carbono terminal 535481,

Existe uma relagcdo entre a enzima ligada a membrana do eritrécito e a
citocromo b5 redutase soluvel eritrocitaria. Com a utilizagio de eletroforese de dupla difusio e
exposi¢ao a antisoros foram demonstrados comportamentos idénticos entre estas duas
enzimas A identidade imunolégica entre a forma soluvel e a citocromo b5 redutase
microssomal ligada a membrana em humanos e em animais foi demonstrada através de estudos
cientificos 449 levando a deduc¢ao de que a enzima ligada a face interna da membrana no

etitrocito € uma citocromo bs redutase!l®.


http://eritrocit�ria.Com

As enzimas NADPH-desidrogenases transferem elétrons para o azul de
metileno e corantes oxido-redutores semelhantes, os quais fazem a reducio da
metemoglobina de forma ndo enzimatica®. Foram isoladas duas NADPH-
desidrogenases (A e B) as quais reduzem o DCIP rapidamente’, porém a redugdo da
metemoglobina ¢ lenta e ndo reduzem a metemoglobina-ferrocianeto, nem o citocromo
bs. A NADPH-desidrogenase esta presente em niveis normais nos glébulos vermelhos
dos pacientes portadores de metemoglobinemia congénita’?.

O glébulo vermelho maduro nio contém citocromo ¢ endégeno sendo
possivel que no estagio imaturo ou nucleado, o eritrdcito utiliza-se de enzimas como a
citocromo redutase, mas apds a reversao para a forma anaerdbia do metabolismo a
funcdo enzimatica seja somente da metemoglobina redutase 3

A origem da NADH-citocromo b5 redutase é sugerida como sendo
microssomal devido a semelhante digestao tripsinica entre o citocromo b5 eritrocitario e
o originario de microssomas hepaticos humanos’2. Os ribossomas agrupados sio
denominados microssomas e sao considerados como responsaveis pela sintese de

enzimas e proteinas sob influéncia do DNA e do RNA mensageiro®.



