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verbal e por escrito. Todos os individuos eram do sexo masculino, ndo
anémicos e sem deficiéncia de G6PD.

Foram utilizados, para os testes, glébulos lavados, ressuspensos em
PBS, pH 7.45, com hemoglobina ajustada entre 11 e 13 g/dl, na presenca de
glicose e incubados a 37° C com as drogas testadas, nos momentos 10. 90 e
180 minutos de incubacao.

As doses utilizadas foram baseadas em métodos padronizados em nosso
laboratorio para a avaliagédo da atividade da enzima G6PD, (Nitrito de Sédio e
Azul de Metileno) e do Sistema da Glutationa-Redutase/Glutationa-
Peroxidase (Nitrito de Sddio e Cistamina).

O estudo foi realizado em duas fases, sendo estudados 8 individuos na
fase | e 8 individuos na Fase II.

A primeira fase foi subdividida em 2 partes, 1A e IB.

Na fase IA dosamos a quantidade de Metahemoglobina formada na
presenca de Azul de Metileno e/ou Cistamina, para avaliarmos o potencial
oxidativo direto sobre o ferro-heme destas drogas.

Na fase IB, dosamos a quantidade reduzida, pela presenca de Azul de
Metileno e/ou Cistamina, de Metahemoglobina induzida pela presenca de

Nitrito de Sodio



Na fase Il, utilizamos a Cromatografia Liquida de Alta Performance
para avaliarmos a formacéo e reversao do complexo Hemoglobina-Etilamina,
na presenca de Azul de Metileno e/ou Nitrito de Sodio.

Os resultados obtidos na Fase IA permitem afirmar que o Azul de
Metileno induziu a formagdo de Metahemoglobina. Aos 90 minutos de
incubacdo este efeito foi potencializado pela presengca da Cistamina,
provavelmente como consequéncia da competicdo pelo NADPH. A oxidagéo
da cisteina 93 pela incubacéo isolada de Cistamina ndo induziu a formagéo
da Metahemoglobina.

Na Fase IB observamos que a reducdo da Metahemoglobina pela
Cistamina foi observada somente aos 180 minutos de incubacdo, em niveis
inferiores a reducdo pelo Azul de Metileno, que foi praticamente total aos 90
minutos. A presenga concomitante de Cistamina diminuiu a reducdo da
Metahemoglobina pelo Azul de Metileno aos 90 e 180 minutos,
provavelmente como consequéncia da competicdo pelo NADPH.

Na fase Il observamos, aos 10 minutos, a menor reversdo do complexo
Hemoglobina-Etilamina na presenca do Nitrito de Sdédio, seja isoladamente ou
em conjunto com o Azul de Metileno. Isoladamente, 0 AM né&o modificou a
reconversdo. Aos 90 minutos, a presenca de Nitrito de Sodio e/ou Azul de

Metileno diminuiu a reversdo da Hemoglobina A. Aos 180 minutos, apenas o



Azul de Metileno isoladamente diminuiu significantemente a reversdao do
Complexo Hemoglobina-Etilamina.

No conjunto, os resultados sugerem que o efeito das 3 drogas utilizadas
ocorrem através da acdo primariamente oxidante sobre o sistema de éxido-
reducdo eritrocitario.

O Azul de Metileno atua de forma mais eficiente sobre a reducdo da
Metahemoglobina induzida pelo Nitrito de Sddio pelo fato atuar como
receptor de elétrons e agir diretamente sobre o atomo de Ferro oxidado da
Metahemoglobina.

A reducdo de Metahemoglobina pela Cistamina ocorre atraves de
mecanismo ndo totalmente elucidado, provavelmente por reacdo nao-catalitica
indireta, através da Cisteamina, como sugerido pela menor eficiéncia e maior
intervalo de tempo requerido.

A interacdo entre o Azul de Metileno, Nitrito de Sodio e a Cistamina é
competitiva, provavelmente através do consumo de NADPH.

Além disso, o novo método proposto, utilizando a Cromatografia
Liquida de Alta Performance para avaliar a formagéo e reversao do complexo
Hemoglobina-Etilamina, permitiu observar, sob uma outra perspectiva, a

interacdo entre as drogas no sistema de 6xido-reducdo eritrocitario.



8. SUMMARY

Hemoglobin, the essential component of erythrocyte cytoplasm, is
physiologically prone to oxidation by external agents, through the formation
of Methemoglobin or the oxidation of 393 cysteine by thiol agents.

Unable to protein synthesis, the erythrocyte depends essentially on
glycolysis, which, besides producing ATP, maintains the highly efficient
reduction potential through the integration of NADH production and the
Hexose Monophosphate Shunt.

The present investigation’s purpose was to evaluate the erythrocyte
antioxidant system by studying hemoglobin oxidation by the following
substances: a) Sodium Nitrite (SN), a well known Methemoglobin-forming
agent; b) Methylene Blue (MB), a Methemoglobin reductant reagent, available
for therapeutic and laboratory tests; c) the thiol reagent Cystamine (Cl), that
reacts with hemoglobin through the 93 cysteine oxidation, forming the
Hemoglobin-Ethylamine complex.

After informed consent was obtained, blood sample was collected from
blood donors of the Botucatu’s Hemocentro Division. All subjects were male,

non-anemic and non-G6PD deficiency individuals.



Washed, pH 7,45 PBS ressuspended red blood cells (hemoglobin
between 11 and 13 g/dl) were incubated (37° C) with glucose and the test
reagents, at 10, 90 and 180 minutes.

The concentration and doses of reagents were based on current standard
methods utilized in our laboratory for evaluation of G6PD (SN and MB) and
Glutathione-reductase activity (SN and ClI).

The studies were performed in two distinct stages. For each stage, 8
subjects were studied.

Stage | were subsequently divided in 2 stages, IA and IB.

In stage IA the concentration of Methemoglobin was measured after the
exposition of MB and/or Cl, for assessment of ferro-heme specific oxidative
effect of the reagents.

In stage IB we measured the concentration of Methemoglobin after the
exposition of SN, MB and/or ClI, as a result of the degree of reduction by MB
and/or CI of the SN-induced Methemoglobin.

In stage Il, through the HPLC apparatus, we evaluated the formation
and reversal of Hemoglobin-Ethylamine complex, in the presence of MB
and/or SN.

We observed in stage IA that MB induced the formation of

Methemoglobin. At 90 minutes of incubation, this effect was increased in the



presence of Cl, probably as a consequence of competition for NADPH. The
93 Cysteine oxidation by incubation with Cystamine did not induce the
Methemoglobin formation.

In stage IB we observed Methemoglobin reduction by CI only at 180
minutes of incubation, in lower levels of reduction than MB, wich were
practically total at 90 minutes. The concomitant presence of Cl and MB
diminished the MB Methemoglobin reduction at 90 and 180 minutes, probably
as a consequence of competition for NADPH.

In stage Il we observed, at 10 minutes, a lesser reversal of Hemoglobin-
Ethylamine complex in the presence of SN, alone or with MB. Methylene
Blue, alone, did not modify the reversal. At 90 minutes the presence of SN
and/or MB reduced the reversal of the complex. At 180 minutes, only MB,
without SN, reduced significantly the reversal of Hemoglobin-Ethylamine
complex.

Overall, the results suggest that the effect of the three reagents we
utilized occurred as a result of a primarily oxidizing reaction on the
erythrocyte oxide-reduction system.

Methylene Blue, as a electron acceptor, is more efficient in

Methemoglobin reduction, by its direct effect over the heme iron Fe™



Mechanisms of Methemoglobin reduction by Cystamine are not totally
elucidated. They probably occur by indirect non-catalytic reaction, through the
Cysteamine formation, as suggested by the lesser efficiency and longer time
interval required.

The interaction between MB, SN and CI is competitive, probably
through competition for NADPH.

Finally, the proposed method, utilizing HPLC to measure the formation
and reversal of Hemoglobin-Ethylamine complex, provided a new perspective
to evaluate the effect and interaction of the chemical agents in the erythrocyte

oxide-reduction system.
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1. INTRODUCAO

1.1. Uma breve apresentacao

O eritrécito, célula altamente especializada do organismo, vive sob
continua ameaca oxidante, seja em decorréncia da presenca de ferro e
oxigénio, seja pela capacidade limitada de sintese protéica. Podemos
verificar, em contrapartida, a grande eficiéncia do seu sistema redutor,
através da regeneracdo de NADPH e de GSH pela via glicolitica.

A oxidacdo da molécula de hemoglobina, seja espontaneamente ou
através de substancias quimicas, constitui modelo experimental de grande
valia no estudo deste sistema. Existem dois sitios principais desta oxidacao:
o ferro-heme e a cisteina 93 da cadeia de globina f3.

Neste trabalho utilizamos: o Nitrito de Sédio (NS), agente formador
da metahemoglobina; o Azul de Metileno (AM), o antidoto principal na
Metahemoglobinemia; e a Cistamina (Cl), agente tiol, oxidante da cisteina
B93. A incubacdo destas drogas em globulos vermelhos lavados e
ressuspensos em Solucdo Salina Tamponada, (Phosphate Buffer Saline ou
PBS) pH 7.45, permitiu, através da dosagem de Metahemoglobina e de

método em Cromatografia Liquida de Alta Performance (High Performance



Liquid Chromatography ou HPLC) desenvolvido especificamente para este
trabalho, observar a interacdo destas drogas no sistema.

Para uma melhor compreenséo, esta introducao sera dividida em duas
partes principais. Apresentaremos as caracteristicas do sistema de oOxido
eritrocitario e sua relagdo com o funcionamento do organismo nas proximas
trés secdes deste capitulo. Na Ultima secdo, descreveremos a acao sobre o

eritrocito das substancias quimicas utilizadas neste trabalho.

1.2. Avida, os elétrons e o eritrocito

Os fendmenos bioldgicos sdo a fragmentacdo observacional do que se
chama vida. A vida é uma longa historia que vem sendo contada ha 3,8
bilndes de anos (COOPER, 1997). Somos testemunhas, vivas, e
divulgadores desta histdria e, até onde (pouco) sabemos, este € o Unico
planeta entre bilhdes de constelagbes do universo onde a vida floresce.

A vida também pode ser vista como processo quimico, envolvendo
milhares de diferentes reacdes ocorrendo de forma organizada, as reacdes
metabolicas. O conjunto destas reacdes, a maior parte dependente da

atividade das enzimas, denomina-se metabolismo.



Os seres vivos utilizam a energia quimica, obtidos através de reacdes
oxidativas acopladas, para propulsionar os processos da manutencédo da vida
(MURRAY et al., 1990).

A vida neste planeta depende da luz do sol, a fonte primaria da
energia vital que mantém a integridade dos atomos, moléculas, membranas,
celulas, tecidos, enfim, os seres vivos e seus constituintes, em equilibrio
dindmico. O fluxo desta energia materializa-se inicialmente na capacidade
autotrdfica (acoplamento do metabolismo a processos exergonicos simples
existentes no meio circundante) de certos organismos, através da
fotossintese (formacéao de glicose pelas plantas verdes), e se propaga através
da cadeia alimentar.

A unidade funcional dos organismos é a célula. O sistema gerador de
energia nas células dos animais superiores utiliza predominantemente a
glicose como substrato. Através de uma seqliéncia de reacdes que ocorrem
no citoplasma (glicolise) e na mitocondria (fosforilagdo oxidativa) na
presenca de oxigénio molecular, 1 mol de glicose fornece a energia para a
formacdo de 36 moles de adenosina-trifosfato (ATP), o principal
intermediario de alta energia das células.

Quimicamente, a oxidagdo é definida como a perda de elétrons e a

reducdo como o ganho de elétrons. Um atomo é composto de um nucleo
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central circundado por um ou mais elétrons. Os elétrons orbitam em
diferentes niveis. Quanto maior a carga energética do elétron, mais distante
estara do nucleo. A luz pode excitar um elétron para um nivel de energia
maior. Esta energia adicionada é transformada em energia quimica potencial,
que o atomo pode posteriormente liberar, e o elétron retornara para o seu
nivel orbitario original.

A energia estocada nas ligagcdes quimicas pode ser transferida para
outras ligagdes quimicas, através da mudanca dos nivéis energéticos dos
elétrons. Em algumas destas rea¢fes quimicas, os elétrons realmente passam
de um atomo ou molécula para outra. Este tipo de reacdo quimica é
denominada reacdo de oOxido-reducdo. O fluxo de energia através dos
sistemas vivos ocorre através das reacdes de Oxido-reducdo, visto que 0S
elétrons que migram carregam com eles seu potencial energético de posicéo,
pois mantém sua distancia do ndcleo.

A migracdo dos elétrons para outros atomos ou moléculas nos
sistemas biologicos ocorre, em geral, juntamente com um préton, o &tomo de
hidrogénio. Assim, a oxidacdo de uma reacdo quimica envolve a remocdo de
atomos de hidrogénio para outra molécula, e a reducdo envolve o ganho de

um atomo de hidrogénio por outra molécula.



Na fotossintese, os atomos de hidrogénio sdo transferidos da agua

(H,0) para o diéxido de carbono (CO,), reduzindo-o em glicose (CsH1,0¢)

(Fig. 1).

luz

6CO, +12 H,O + Energia CsH1,04 + 60, + 6H,0

Figura 1 — Esquema simplificado da fotossintese.

O oxigénio (O,) é uma molécula altamente reativa, com grande
capacidade de atracdo de elétrons. Nos sistemas biologicos, € 0 mais comum
receptor de elétrons. Durante a fosforilacdo oxidativa, os elétrons do NADH
e FADH, combinam com o O,, formando H,O e a energia liberada deste
processo dirige a sintese de ATP a partir do ADP. Portanto, o oxigénio atua

como o receptor final dos elétrons retirados das moléculas de glicose (fig. 2).

CsH12,06 + 6 H,O + O, 6CO, + 12H,0 + 36 ATP

Figura 2 - Esquema simplificado da utilizacdo da glicose para producdo de
energia.

A massa de um organismo vivo € proporcional ao cubo do seu
didmetro, enquanto a éarea de superficie, ao quadrado do diametro.

Evolutivamente, na medida em que os seres multinucleares foram se



tornando cada vez maiores e em decorréncia da baixa taxa de difusdo e
solubilidade do oxigénio em solucBes aquosas, sistemas circulatorios se
desenvolveram para possibilitar a troca de gases e substratos com o0 meio
ambiente, ja que a difusdo simples ndo permitiria a atividade do
metabolismo basal. Além disso, o desenvolvimento de Orgaos respiratorios
capacitou o aumento da superficie disponivel para difusdo dos gases,
mantendo contato direto entre os fluidos internos e 0 meio ambiente.

A hemoglobina é uma proteina transportadora de oxigénio e,
evolutivamente antiga (RAVEN & JOHNSON, 1992), esta presente no
sistema circulatorio dos vertebrados, anelideos, moluscos e em alguns
protozoarios. E um tetrdmero de aproximadamente 5,0 X 5,5 X 6,4 nm, com
um peso molecular de 64.400 dalton. Consiste de 2 pares de cadeias de
polipeptideos denominadas globinas o e PB. As cadeias de globina sdo
constituidas por uma sequéncia de aminodcidos arranjados em uma
ordenacdo, numero e padrdo espacial (estrutura terciaria) definidos. Em cada
cadeia um complexo heme esta ligado covalentemente a um sitio especifico.
O heme é constituido por protoporfirina, que consiste em 4 anéis pirrolicos
unidos em anel planar por quatro pontes a.-metilénicas, e um atomo de ferro

no centro do anel. O oxigénio se liga a este atomo de ferro.



A mioglobina € uma proteina heme, encontrada nas células
musculares, de apresentacdo monomeérica, similar em constituicédo e estrutura
a globina p (PERUTZ, 1987). Tem a funcdo de armazenar o oxigénio,
utilizado na oxidacdo dos substratos pela mitocéndria, que fornece energia
para a contracdo muscular.

Isoladamente, o ferro do complexo heme (na forma Ferrosa ou Fe™™)
reage com o oxigénio de forma irreversivel, produzindo o heme férrico
(Fe™). A insercdo do heme na estrutura da globina garante a reversibilidade
da ligacdo com o oxigénio da mioglobina e da hemoglobina na medida em
que, isolando os grupamentos heme, previne a formacdo de pontes entre o
oxigénio e atomos de ferro de dois grupamentos heme (PERUTZ, 1987,
CHIN, 1980). Da mesma forma, o complexo heme fica localizado em uma
reéntrancia da molécula de globina (o “pocket” do heme) revestida por
aminoéacidos hidrofébicos, diminuindo a possibilidade de contato com a
agua. Contribui para este isolamento a ligacdo do 4&tomo de ferro com um
atomo de nitrogénio da histidina, que doa uma carga negativa, 0 que
possibilita ao ferro formar uma ligagdo fraca com o oxigénio.

Quando comparamos a mioglobina e a hemoglobina quanto a

saturacdo de oxigénio em relacdo a pressao parcial de oxigénio ou pO, (vide



fig. 3), observamos que a curva da mioglobina é hiperbolica, o que

demonstra sua grande capacidade de captacdo em niveis baixos de oxigénio.

g W00———————
2 8ot T.i@-g‘l"dbina

é 40 hemoglobina

§ 204

07040 d0 <o 100
pO2 (mmHQ)

Figura 3. Curvas da dissociacdo do oxigénio das moléculas de mioglobina
(linha pontilhada) e hemoglobina (linha continua). O aspecto da curva da
mioglobina € hiperbdlica, evidenciando grande saturacdo do oxigénio em
tensdes baixas de oxigénio em relacdo a hemoglobina (adaptado de Perutz,
MF. Molecular Anatomy, Physiology, and Pathology of Hemoglobin. In
“The Molecular Basis of Blood Diseases”, Stamatoyannopoulos G. WB
Saunders Company, Philadelphia, 1987.

Cada molécula de hemoglobina pode se combinar com até 4 atomos
de O, e, diferentemente da mioglobina, apresenta curva sigmoidal. Este

aspecto é resultado da cooperatividade entre os monémeros. A medida que o



monomeros se ligam ao O, a afinidade dos outros mondmeros da
hemoglobina aumenta. Assim, cada ligacdo de O, facilita a ligacdo de novas
moléculas de O2 no mesmo tetramero.

Esta cooperatividade entre as quatro sub-unidades permite que a
hemoglobina se comporte de forma distinta para a captacdo (no o6rgdo
respiratorio, em altas tensdes de O,) e liberacdo (nos tecidos, em baixa
tensdo) do oxigénio.

Nos vertebrados, a hemoglobina circula no interior dos eritrocitos.
Esta localizagdo permite, as custas de uma alta concentragdo de
hemoglobina, evitar o aumento de viscosidade sangiinea, o que dificultaria
0 bombeamento do sangue pelo coracdo e da prépria circulagdo. Por outro
lado, a hemoglobina livre no plasma, apds sua dissociacdo em mondmeros e
dimeros (HUISMAN, 1995), é rapidamente filtrada pelo rim e eliminada na
urina.

Contudo, é a total integracdo do metabolismo eritrocitario com o
transporte de oxigénio que justifica a presenca da hemoglobina intra-celular

(BREWER & EATON, 1971).



1.3. O metabolismo do eritrocito: interacdo com o transporte de
oxigénio

O eritrécito € uma célula altamente especializada, de metabolismo
simplificado (BERLIN, 1983), cuja funcdo € transportar a hemoglobina
atraveés da circulacdo, por 120 + 6 dias. Neste periodo, percorre a distancia
de 280 km (ARESE, 1990) durante 170.000 ciclos cardiacos (ALLISON,
1960).

Morfologicamente um disco biconcavo com didmetro de 7 a 8 um,
apresenta grande elasticidade e deformabilidade, condi¢des absolutamente
necessarias para se movimentar através da microcirculagdo (até 4 um de
didmetro) (SKALAK, 1969).

O eritrocito é a célula terminal do processo denominado eritropoese,
que ocorre na medula dssea, As células precursoras dos eritrocitos sdo
derivadas da populagdo de celulas-tronco hematopoéticas, comprometidas
com a diferenciacdo eritroide, de acordo com uma sequéncia de eventos
controlada geneticamente (BULL, 2001).

A eritropoese é responsavel pela constante renovacao dos eritrocitos
destruidos, sendo dependente da integridade do ambiente medular e do
estimulo da glicoproteina Eritropoetina, produzida pelas células

peritubulares do rim (LACOMBE et al., 1989).
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Os eritroblastos, células precursoras eritréides reconheciveis por suas
caracteristicas citologicas especificas, sdo responsaveis pela producdo de
85% do conteudo da hemoglobina. Apds a expulsdo do ndcleo, a produgéo
de hemoglobina se completa na fase denominada reticulécito, que ainda
contém mitocondrias e ribossomos (BULL, 2001).

O eritrocito maduro ndo possui mitocéndria ou organelas (MILLER,
1995). O metabolismo energético do eritrécito, devido a auséncia das
reacOes oxidativas da mitocondria, depende integralmente da Via Glicolitica
Anaerdbica ou via de Embden-Meyerhof (VEM) para a producdo de
componentes de alta energia.

A Via Glicolitica Anaerdbica compreende uma sequéncia de 11
reacOes catalisadas por enzimas especificas. Para cada mol de glicose
metabolizada, 2 moles de acido latico sdo produzidos e 2 moles de
Adenosina Tri Fosfato (ATP) séo gerados.

A glicose entra na célula por meio de difusdo facilitada, mediada por
uma proteina transmembrana (MUECKLER, 1985). Sem a necessidade de
insulina, este influxo de glicose compensa o menor rendimento da Via
Glicolitica Anaerobica.

Entre muitas funcgdes no eritrocito, o ATP ¢ utilizado no transporte

ativo de cétions, no sistema de degradacdo de proteinas dependente de ATP,
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na manutencdo da forma bicdncava, na preservacdo da deformabilidade
quelando e controlando a saida de Calcio intra-celular, e no transporte de
lipidios (MILLER, 1995).

Aproximadamente 1/10 do fluxo da  glicdlise é desviado para a
formacéo de 2,3 Difosfoglicerato (2,3 DPG), através do Desvio de Rapoport-
Luebering. A principal fungdo do 2,3 DPG é reduzir a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, ao se combinar e estabilizar a conformagéo
deoxi da hemoglobina, impedindo que o oxigénio liberado para os tecidos
seja novamente captado pelo eritrocito. O aumento da producéo de 2,3 DPG
permite, em poucas horas, a adaptacdo em altitudes acima de 2.000 m do
nivel do mar, onde o ar € mais rarefeito. Nas anemias, o aumento de 2,3
DPG é mecanismo adaptativo dos mais importantes (MILLER, 1995).

Dessa forma, a Via Glicolitica Anaerdbica representa a usina de
energia que viabiliza as atividades dependentes de ATP, notadamente
aquelas relacionadas com a membrana eritrocitaria, e o Desvio de Rapoport-
Luebering modula a afinidade da Hemoglobina pelo oxigénio, controlando a

liberacdo para os tecidos (a principal funcao do eritrocito) (MILLER, 1995).

1.4. O eritrocito e a engenharia da producéo de elétrons
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O estresse oxidativo é um conjunto de condicdes intra e extra-
celulares que conduzem a formacao quimica e metabdlica de radicais livres
derivados do oxigénio (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O termo radical livre refere-se a espécies quimicas que contém um
unico elétron ndo pareado em sua ultima camada eletronica. Isto confere alta
instabilidade, possibilitando reagir com os elementos celulares através desse
potencial oxidativo (ganho de elétrons), lesando a célula (SALTMAN,
1989).

O eritrocito maduro, sendo incapaz de sintetizar componentes lesados
devido ao metabolismo simplificado, € constantemente ameacado pela
oxidagcdo, em decorréncia da alta tensdo intracelular de oxigénio
(SALTMAN, 1989).

Dessa forma, assegurar a integridade funcional da Hemoglobina e dos
componentes de membrana e enzimas € primordial para a manutencdo do
metabolismo eritrocitario, através da continua producéo de elétrons (SIEMS
et al., 2000). Este potencial redutor é decorrente da formacdo de NADH pela
propria Via Glicolitica Anaerdbica, e de NADPH, através do Desvio da
Hexose Monofosfato.

Na forma deoxihemoglobina, o ferro do heme esta no estado ferroso

(Fe™). Quando o oxigénio se liga, um dos elétrons do ferro é parcialmente
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transferido para o oxigénio ligado, transformando-se no estado férrico
(Fe™) (WITTENBERG, 1970). A oxihemoglobina €, portanto, um

+++

superoxo-ferrihneme (Fe""O,). Quando o oxigénio é liberado, o estado
ferroso é restabelecido. Contudo, uma pequena por¢do do oxigénio deixa a
hemoglobina como radical livre superdxido (O,), mantendo o ferro no
estado férrico. A Hemoglobina, nesta condicdo, é denominada
Metahemoglobina.  Esta reacdo € referida como auto-oxidagdo da
hemoglobina e ocorre numa taxa de 05 a 3% ao dia (TELEN &
KAUFMAN, 1993).

A Metahemoglobina é incapaz de se ligar ao oxigénio (FINCH, 1948).
A taxa de oxidagdo é aumentada por condi¢cbes como o aumento de
temperatura, diminuicdo do pH, presenca de fosfato organico, ions
metalicos.

Certas drogas com acdo oxidante, além de aumentar a formacdo de
Metahemoglobina, podem lesar outros componentes do eritrdcito
(WRIGHT et al.,, 1999). Se a desnaturacdo oxidativa da hemoglobina
prossegue, a metahemoglobina é convertida em hemicromos. Estes sdo

formados através de mudancas na estrutura terciaria da proteina. Embora 0s

hemicromos possam ser revertidos, posteriores distor¢fes da estrutura
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terciaria, irreversiveis, dissociardo a estrutura quaternaria, com consequente
precipitacdo e formacéo dos corpos de Heinz.

A maior parte da metahemoglobina (MetaHb) é reduzida através da
acio de uma enzima, a citocromo bs metahemoglobina redutase (JAFFE,
1989), que atua na presenca de dois carreadores de elétrons, citocromo bs e
NADH. A citocromo bs metahemoglobina redutase catalisa a transferéncia
de elétrons do NADH para o citocromo bs e, posteriormente, para a

Metahemoglobina, conforme esquema abaixo (fig. 4).

NADH + Citocromo b (Fe3*) » NAD + Citocromo b (Fe?*)

Citocromo by (Fe?*) + MetaHb (Fe3+) —> Citocromo b (Fe®*) + Hb (Fe?*)

Figura 4. Esquema das reacGes envolvendo a transferéncia de elétrons do
NADH para a reducdo da Metahemoglobina em Hemoglobina, através da
reducéo e oxidacao do citocromo bs.

Além do sistema de reducdo dependente de NADH, duas outras
substancias, o acido ascorbico e o tripeptideo Glutationa reduzida (GSH, L-
v-glutamil-L-cisteinil-glicina), podem reverter a Metahemoglobina em
Hemoglobina através de mecanismo ndo-enzimatico (MANSOURI &

LURIE, 1993).
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O NADPH pode, atraves de sistema enzimatico que envolve a
metahemoglobina-redutase-NADPH-dependente (HULTIQUIST et al.,,
1993), reduzir a metahemoglobina. Sua importancia fisioldgica pequena
(menos de 5% da atividade redutora de metahemoglobina) € decorrente,
possivelmente, da auséncia de um carreador intermediario de elétrons
analogo ao citocromo bs.

O NADPH ¢ formado a partir da reducdo do NADP na Via da Hexose
Monofosfato, com a participacdo das enzimas Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G-6-PD) e 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6-PGD). A
G-6-PD “desvia” a Glicose-6-Fosfato (G-6-P) do seu caminho na Via
Glicolitica Anaerobica, convertendo-a em 6-Fosfogluconato (6-PG). A 6-
PGD converte a 6-PG em Ribulose-5-Fosfato, uma pentose fosfato. Esta € a
Unica reacdo em que o eritrocito maduro necessita de oxigénio e forma CO,
(metabolismo aerdbico). A Ribulose-5-Fosfato, através de uma série de
reacOes pode ser convertida em Frutose-6-Fosfato (F-6-P) e Gliceraldeido-
3-Fosfato (G-3-P), que reentram na Via Glicolitica Anaerobica, produzindo
lactato e ATP. De forma alternativa, a F-6-P pode ser convertida em G-6-P
pela enzima Glicose Fosfato Isomerase e ser reintroduzida na Via da Hexose

Monofosfato (reciclagem) (MILLER, 1995).

-16 -



A utilizacdo de glicose marcada com **C em diversas posices desta
molécula possibilita avaliar o fluxo metabdlico da Via da Hexose
Monofosfato atraves da deteccdo do C0,. A atividade total desta Via é
fornecida pelo **C-1 e, a reciclagem, pelo **C-2 (MILLER, 1995).

Em condices fisiologicas, menos de 10% do fluxo de glicose passa
pela Via da Hexose Monofosfato. Sob estresse oxidativo, observa-se
aumento de até 25 vezes sobre a atividade basal da formacdo de CO,
eritrocitario.

A formacdo do NADPH no eritrocito estd associada com a defesa
frente a agressdo oxidante, através da regeneracdo da Glutationa, conferindo
protecéo principalmente aos grupos sulfidrilas.

Os grupos sulfidrila (-SH) s&o potencialmente de risco a a¢do oxidante
(FISCHER et al., 1978). Um grande nimero de funcdes bioquimicas do
eritrocito depende criticamente de um pequeno numero de tidis essenciais,
susceptiveis a oxidagdo, como: a) enzimas da Via Glicolitica Anaerobica
Hexoquinase, Gliceraldeido-Fosfato-Deidrogenase, Piruvatoquinase; b)
proteinas da membrana e; c¢) Hemoglobina (principalmente os grupos
sulfidrila da cisteina 93 da globina ). Estes grupos tiois sdo oxidados em
dissulfetos (-S-S-) e sulfoxidos, prejudicando a fungdo e favorecendo a

desnaturacao destas proteinas (GILBERT & McLEAN, 1990).
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O tripeptideo Glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) é o tiol
intracelular e o peptideo de baixo peso molecular mais abundante das células
do organismo (MEISTER & ANDERSON, 1983). O residuo L-cisteinil
fornece o grupamento -SH, chave da atividade quimica desta molécula.

A glutationa (CHIU et al., 1989), na sua forma reduzida (GSH),
protege as células contra uma variedade de oxidantes toxicos e geradores de
radicais livres, além de manter um grande namero de moléculas em sua
forma funcional ativa.

Apos exposicdo do GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a
GSSG (glutationa oxidada). O GSH ¢é regenerado através da acdo da enzima
Glutationa Redutase (GSH-Rd), uma flavoproteina, e depende da presenca
de NADPH que, por sua vez, ¢ formado na Via da Hexose
Monofosfato(CHIU et al., 1989).

O anion superéxido (O,) é formado a partir da seguinte reacdo (fig.
5):

X+ 0, X'+ 0,

Figura 5. Esquema simplificado da reacdo envolvendo a formacdo de
superoxido a partir de uma molécula-doadora X, oxidada pelo O, .
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No eritrocito, o doador X é a propria oxihemoglobina. Drogas e
toxinas com acdo oxidante também podem gerar superéxido. Uma vez
formado em solucdo aquosa, produtos toxicos adicionais do oxigénio podem
se formar espontaneamente a partir do superéxido. Portanto, o superédxido
deve sofrer dismutacdo pela enzima Superoxido Dismutase (SOD),
produzindo peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Fig. 6)
(SALTMAN, 1989):

O, + Oy +2H" S0, H,0,+0,

Figura 6. Esquema da reacdo da reducdo do Superdxido (O,) em Peroxido
(H20,), pela acdo da enzima Superoxido Dismutase (SOD).

Na presenca de quantidades cataliticas de metais de transigdo como o

ferro, o superoxido e o peroxido podem reagir e formar o radical hidroxil

(OH), altamente reativo (Fig. 7):

02_ 4 H202 metal de transi(;éo; OH + OH + 02

Figura 7. Esquema da reacdo de formacdo do radical hidroxila (OH’) na
presenca de metais de transicdo e superdxido e peroxido.

Qualquer um destes derivados do oxigénio, denominados espécies
reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO), pode exercer efeitos toxicos

nos componentes celulares, incluindo-se a lise celular através da acgdo
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oxidante nas membranas, principalmente através da peroxidacdo dos lipidio
(CHIU et al., 1989). Ocorrendo a lipoperoxidacdo, isto desencadeara
alteracdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares. Além
disso, a lipoperoxidacdo pode também ser resultante da acdo dos corpos de
Heinz, produtos também da acdo dos ERMO.

Dessa forma, uma vez formado, o peréxido de hidrogénio deve ser
decomposto. O GSH tem acdo fundamental no eritrocito nesta detoxicagéo
catalisada pela enzima GSH peroxidase (GSH-Px) (COHEN &

HOCHSTEIN, 1963), conforme a seguinte reagéo (Fig. 8):

GSH-Px
—

H,0, + 2 GSH 2 H,0 + GSSG

Figura 8. Esquema da reacdo de reducdo do Perdxido de Hidrogénio em
Agua através da acdo da Glutationa Peroxidase (GSH-Px).

A catalase, uma enzima heme dependente de NADPH, decompde o
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecula (JACOB et al., 1965).
Parece ter acdo menos importante no eritrocito, conforme observado na
auséncia de doenca hemolitica ou metahemoglobinemia nos individuos com

acatalasemia hereditaria.
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Contrariando todas as previsfes catastréficas, os eritrocitos, com sua
alta concentracdo de oxigénio (favorecendo a formacdo dos ERMO), com a
grande presenca de lipidios poli-insaturados em sua membrana (0 que
favorece a lipoperoxidacdo) e de ferro (induzindo a producdo de radicais
hidroxila), em condicbes fisiologicas sobrevivem 120 dias. Se a natureza
impds tamanho desafio oxidativo no interior desta célula, também forneceu
um grande potencial redutor.

Assim, no caminho da glicose até o lactato, gerando ATP e 2,3-DPG,
a formacéo adicional de NADH e de NADPH completam, na simplicidade

desta integracdo bioquimica, o vigoroso metabolismo desta célula.

1.5. As Drogas oxidantes e o Eritrocito
O eritrécito € susceptivel aos efeitos oxidantes de certas substancias e
drogas e seus metabdlitos. A lesdo por drogas pode ocorrer em 3
crcunstancias (GORDON-SMITH, 1980):
a) se a droga induzir estresse oxidante superior a capacidade redutora,
como no caso do uso de altas doses de dapsona;
b) se existem anormalidades estruturais do eritrocito como nas

hemoglobinopatias instaveis, o que acarreta maior susceptibilidade
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ao estresse oxidante, mesmo quando a capacidade redutora esta
preservada;

c) se ha deficiéncia no capacidade redutora, como no caso da

deficiéncia de G6PD.

Na Grécia Antiga, Pitagoras, o filosofo e matemaético, ja alertava seus
alunos sobre o perigo da ingestdo do feijdo fava. O favismo, quadro clinico
descrito formalmente por médicos da regido do sul da Itdlia e da Sardinia no
inicio deste século, é hoje compreendida como a manifestacdo hemolitica
intra-vascular aguda em decorréncia da ingestdo do feijao fava em pacientes
com deficiéncia de G6PD, variante Mediterranea (LUZZATO & MEHTA,
1989).

A deficiéncia de G6PD é a mais comum das enzimopatias conhecidas.
Transmitida através de heranca ligada ao cromossoma X, é geneticamente
heterogénea. Mais de 300 variantes diferentes ja foram descritas, e sua
caracterizacdo bioquimica indica que sdo resultado de muitas mutacdes
alélicas. Estima-se que afete 400 milhdes de individuos em termos
mundiais. Na maior parte das vezes, é condicdo assintomatica. O quadro
clinico predominante é o evento hemolitico desencadeado por drogas com

potencial oxidante(LUZZATO & MEHTA, 1989).
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Durante a ocupacgdo da Africa pelo Exército Americano na Segunda
Guerra Mundial, observou-se que soldados, principalmente os da raca negra,
desenvolviam quadro hemolitico apds uso profilatico de Primaquina
(KELLERMEYER et al., 1962). Para elucidar a denominada
susceptibilidade a hemolise da primaquina em negros, estudos foram
realizados em 1944 pela University of Chigago-Army Medical Research
Unit na Penitenciaria Estadual de Illinois, em voluntarios. Os resultados
(DERN et al., 1954) revelaram que ocorreu hemolise em 10% dos homens
negros que receberam Primaquina e que a gravidade da hemolise dependeu
da dosagem utilizada. Posteriormente, demonstrou-se que esta
susceptibilidade era decorrente da deficiéncia de G6PD (KELLERMEYER
etal., 1962).

O mesmo grupo de pesquisadores, ligados diretamente ao U.S. Army,
desenvolveu método para identificar os individuos deficientes em G-6-PD
(BREWER et al., 1962). O principio deste teste, simples o suficiente para
ser realizado em campos de batalha, envolve a oxidagdo da hemoglobina em
metahemoglobina pelo nitrito de sddio (coloracdo marrom) e a subsequente
reducdo enzimatica para hemoglobina na presenca do azul de metileno nos

individuos com atividade normal de G6PD (coloracdo avermelhada).
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O Azul de Metileno (AM) é um corante basico redox, componente das
coloragdes tipo Romanovsky, que impregna componentes acidos das células
com tonalidade azul-violeta, largamente empregado na rotina dos
laboratorios de hematologia.

Com acdo anti-séptica, pode ser utilizado em infeccbes do trato
urinario. E utilizado em nivel experimental como agente virucida
(WAGNER et al., 1993) e tripanosomocida em bolsas de sangue para
transfusdes. A acdo virucida ocorre na presenca de oxigénio e luz visivel,
através da acdo lesiva do Azul de Metileno sobre os residuos guanina nos
acidos nucleicos virais (FLOYD et al., 1989).

Terapeuticamente, o Azul de Metileno é utilizado nos pacientes com
Metahemoglobinemia Adquirida (MARRS et al., 1989), atraves de injecao
venosa, na dose de 1mg/kg em solucdo de 1 g/dl, em tempo de infusdo de 5
minutos. Doses acumuladas superiores a 7 mg/kg podem desencadear
sintomas como dispnéia, dor precordial, cianose persistente e anemia
hemolitica (SILLS & ZINKHAM, 1994).

A Metahemoglobina é reduzida pelo Azul de Metileno pelo fato desta
substancia ser um doador de elétrons efetivo para a Metahemoglobina
Redutase dependente de NADPH. Na presenca desta enzima e de NADPH, o

Azul de Metileno é rapidamente reduzido a Branco de Metileno que, por sua
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vez, reduz a metahemoglobina ndo-enzimaticamente, conforme figura abaixo

(fig. 9):

NADPH Azul de Metileno Hb (Fe*)
MetaHb
redutase
NADP Branco de Metilen MetaHb (Fe***)

Figura 9. Esquema da reducdo da Metahemoglobina em Hemoglobina pelo
Branco de Metileno, através da enzima Metahemoglobina redutase
dependente de NADPH.

A reducdo do Azul de Metileno para Branco de Metileno requer a Via
da Hexose Monofosfato intacta para a regeneracdo do NADPH. Nesse
sentido, o0s eritrocitos deficientes em G6PD ndo revertem a
Metahemoglobina induzida pelo Nitrito de Sodio, conforme se observa pelo
método de Brewer. Dessa forma, o Azul de Metileno é agente
potencialmente oxidante, podendo desencadear episddios hemoliticos em
individuos deficientes de G6PD.

Outras drogas potencialmente oxidantes podem reduzir a

Metahemoglobina em Hemoglobina.
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A divicina (2,6-diamino-4,5-dihidroxipirimidina), na forma reduzida,
uma aglicona implicada na patogénese do Favismo, reduz a
metahemoglobina eficientemente (BENATTI, 1985), tanto em eritrocitos
intactos como em hemolisados. Embora o0 NADPH, NADH e o GSH néo
tenham qualquer efeito direto na atividade redutora da Metahemoglobina,
eles convertem a divicina oxidada em espécies hidroxiquinona reduzidas,
que transferirdo elétrons para a Metahemoglobina. De forma semelhante ao
Azul de Metileno, esta reducéo é dependente da atividade da Via da Hexose
Monofosfato.

A Cistamina, uma diamina formada por duas moléculas de cisteamina
ligadas por uma ponte dissulfeto, € um agente tiol que também atua na
reducdo da Metahemoglobina formada pelo Nitrito de Sodio. Ela penetra no
eritrocito intacto e forma complexo estavel com a molécula de Hemoglobina
A, ligando-se a cisteina B-93 (MACHADO, 1979), formando o complexo
Hemoglobina-Etilamina (HbEA). A reducdo deste complexo em
Hemoglobina ocorre na presenca de GSH (BEUZARD et al., 1978), oxidado
em GSSG que, novamente, € revertido em GSH através da acdo da enzima
Glutationa Redutase. Como a Glutationa Redutase depende da
disponibilidade de NADPH, a reversdo do complexo HbEA esta diminuida

nos eritrocitos deficientes em G6PD.
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O complexo HbEA migra como uma banda eletroforética distinta da
Hemoglobina (MACHADO, 1979). Esta propriedade fornece uma maneira
simples de quantificar a reatividade da Cistamina e a reversdao do complexo
HbEA em hemoglobina.

Comparando a acdo do Azul de Metileno e Cistamina (Barraviera et
al.,1988), verificou-se que a reducdo da Metahemoglobina em Hemoglobina
ocorreu de forma mais tardia e o grau de reducdo foi trés vezes inferior em
relacio ao Azul de Metileno. Correlacionando a reducdo da
Metahemoglobina com os niveis de Riboflavina, vitamina precursora de
FAD, coenzima da Glutationa Redutase, prop6s um novo método utilizando
a capacidade de reducdo da metahemoglobina pela Cistamina para a
avaliacdo indireta da atividade das enzimas Glutationa redutase e Glutationa
peroxidase.

Assim, observamos que o efeito isolado do AM ou da CI sobre a
reducdo da Metahemoglobina induzida pelo NS ocorre através de acdo
oxidativa primaria destas substancias. No caso do AM, através do consumo
de NADPH e ativacgédo da G6PD.

Com relagdo a Cl, o mecanismo inicial é a formacdo do complexo

HbEA, com a oxidacdo do grupo SH da cisteina $93. A reducdo da
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Metahemoglobina é fendmeno secundario nesta reacdo, mas as vias efetivas

sdo desconhecidas.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a interacdo do efeito das
substancias Azul de Metileno, Cistamina e Nitrito de Sodio no sistema de
Oxido-reducdo eritrocitario, através da incubacdo a 37° C destas em
suspensdo de globulos vermelhos lavados de individuos normais, na
presenca de glicose.

Na primeira fase do trabalho, utilizamos a dosagem de
Metahemoglobina como forma de avaliacdo da oxidacdo apds periodos de
10, 90 e 180 minutos de incubagdo com estas substancias.

Propomos, na segunda fase do trabalho, método utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC ou High Performance
Liquid Chromatography). Neste método, o acompanhamento da formacéo e
reducdo do complexo Hemoglobina-Etilamina € sugerido como forma de
avaliacdo da acdo oxidante das drogas sobre o Sistema de Oxido-redugio

Eritrocitario.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Planejamento

Foram realizadas 2 séries de experimentos. No experimento |,
utilizamos a dosagem de metahemoglobina (MetaHb) através de leitura
espectométrica. Esta fase foi dividida em 2 partes, 1A e IB.

No experimento IA, avaliou-se a formacdo de MetaHb na presenca de
Azul de Metileno e/ou Cistamina, aos 10, 90 e 180 minutos de incubacdo a
37°C.

No experimento IB, avaliou-se a reversdo da MetaHb, induzida pelo
nitrito de sodio (NS), em Hemoglobina (Hb), na presenca de Azul de
Metileno (AM) e/ou Cistamina (C), aos 10, 90 e 180 minutos de incubacdo a
37°C.

No experimento Il avaliou-se a interferéncia do AM e/ou NS na
formacao e reversdao do complexo Hemoglobina-S-Etilamina (induzida pela

presenca de Cistamina), aos 10, 90 e 180 minutos de incubacéo a 37°C.
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3.2. Casuistica

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu, recebendo parecer favoravel,
aprovado em reunido deste Comité aos 14 de setembro de 1998, sob nimero
221/98 CEP.

Foram estudadas amostras de sangue de 16 voluntarios sadios, do
sexo masculino, com faixa etaria entre 18 e 45 anos, sem uso recente de
medicacdo, sem anemia laboratorialmente, sem reticulocitose, sem
antecedentes de doenca hematoldgica.

O sangue utilizado foi proveniente de doadores de sangue da Divisdo
Hemocentro e de voluntarios.

Todos os individuos foram informados sobre os experimentos, e
somente apds autorizacdo verbal e por escrito, o sangue foi coletado.

Foram testados 8 individuos para o experimento | e 8 individuos para

0 experimento I1.

3.3. Processamento do sangue para os experimentos | e I1:

De cada individuo foram colhidos 8 ml de sangue em seringa de

plastico através de puncdo de veia de antebraco garroteado, depositados em
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tubos de vidro contendo 8 gotas de heparina, vedados com tampa de
borracha, misturados suavemente por inversdo e processadas imediatamente.

Para obtencdo de globulos vermelhos (GV) lavados, o sangue foi
centrifugado a 2.500 rotag¢des por minuto (r.p.m.) por 10 minutos. O plasma,
glébulos brancos e plagquetas foram aspirados com pipeta de Pasteur. Os GV
foram lavados com tampéo salina-fosfato (PBS) & 4°C, centrifugados a 2.500
r.p.m. por 10 minutos, por trés vezes. Apdés a ultima lavagem, os GV foram
ressuspensos em PBS, com a concentracdo final de hemoglobina ajustada
entre 11 e 13 g/dl, quantificada conforme método da cianometahemoglobina
(International Comittee for Standardization in Hamatology, 1967),

utilizando o reagente de Drabkin.

3.4. Protocolo do Experimento |

No experimento 1A, os reagentes foram distribuidos como no Quadro
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Quadro 1: Distribuicédo de reagentes do experimento IA.

Reativos Tubos

controle  AM C AM+C

(vl) (vl) (vl) (vl)

GV lavados, com Hb ajustada 1.000  1.000 1.000  1.000
Solucéo de glicose a 5% 50 50 50 50
Solucéo de azul de metileno a 0,015% ---------- 50 - 50
Solucédo de cistamina 0, 1M —mmemmeeem e 100 100
PBS 150 100 S ——
Volume final (ul) 1200 1200 1200 1200

No experimento IB, os reagentes foram distribuidos como no Quadro

Quadro 2: Distribuicdo de reagentes do experimento IB.

Reativos Tubos

NS NS+AM NS+C NS+AM+C
(o) (o) (vl) (vl)

GV lavados, com Hb ajustada 1.000 1.000 1.000 1.000
Solucdo de nitrito de sodio a 0,7% 50 50 50 50
Solucdo de glicose a 5% 50 50 50 50
Solugdo de azul de metileno a ------- 50 - 50
0,015%

Cistamina (0,1M) e e 100 100
PBS 150 100 S ——
Volume final (ul) 1250 1250 1250 1250

Os tubos foram vedados com tampa de borracha e incubados em

banho-maria, a 37°C. Foram retiradas aliquotas de 200 ul de cada um dos 8
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tubos (experimentos 1A e IB) aos 10, 90 e 180 minutos de incubacéo, sempre

precedidas de agitacdo suave, para a dosagem de Metahemoglobina.

3.5. Dosagem de Metahemoglobina
Foi utilizado o método de dosagem de Metahemoglobinemia por
espectrofotometria (Evelyn & Malloy, 1938), conforme descrigdo abaixo,

como ilustrado na Figura 10.

Dosagem de metahemoqglobina
(Evelyn, K.A. e Malloy, H.T.)

espectofotometria

- I— a |aj
.0 | = 1%leitura
N ]
q ] / IR — |Cianet0 de DOt?SSlO/> 2g Ieitura
Saponina + \ o
Tamp&o ] M
Fosf:fto U B —> — |ferr|C|aneto delpota}> 32 |eitura
Amostra ;
(retirada da
Incubagao) E | cianeto de potlassm/> 42 |eitura
D O:630 nm

FIGURA 10 Representacdo esquematica do método de dosagem de
Metahemoglobina, conforme Evelyn, K.A. e Malloy, H.T.
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As aliquotas de 200 ul retiradas de cada tubo foram colocadas em
tubos soroldgicos previamente identificados.

Foram acrescentados 100 ul de saponina (2%) e os tubos, agitados. A
seguir, acrescentaram-se 10 ml de tampao fosfato pH 6,8 (diluicdo 1:50 com
agua destilada) em cada tubo. Os tubos foram vedados com Parafilm e
agitados por inverséo.

De cada tubo, aliquotas de 3 ml foram retiradas e depositadas em 2
cubetas de vidro.

As leituras da densidade Optica foram realizadas em espectofotdmetro
de duplo feixe (Shimadzu), em 630 nm. O blanck utilizado foi o tampao
fosfato pH 6,8 (diluicdo 1:50 com agua destilada).

Na primeira cubeta foram realizadas 2 leituras espectofotométricas, a

primeira leitura, diretamente. A segunda leitura foi realizada apds o

acréscimo
de cristais de cianeto de potassio (aproximadamente 20 mg) e
homogeneizagéo por inversdo (tampada com Parafilm) da primeira cubeta.

A terceira leitura foi realizada na segunda cubeta, acrescentando

cristais de ferrocianeto de potassio (aproximadamente 20 mg),
homogeneizado por inversdo da cubeta (tampada com Parafilm). Apos,

foram acrescentados cristais de cianeto de potassio (aproximadamente 20
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mg), homogenizado por inversdo da cubeta (tampada com Parafilm) e, a

quarta leitura, efetuada.

A primeira leitura corresponde a quantidade presente de MetaHb. A
segunda leitura ocorre ap6s o acréscimo de Cianeto de Potéssio,
transformando a Hb e a MetaHb em cianometahemoglobina e
cianohemoglobina .

A terceira leitura corresponde a conversao total da Hb em MetaHb,
apos acréscimo de ferricianeto de potassio, na segunda cubeta. A quarta
leitura corresponde a conversdo total da MetaHb em cianometahemoglobina,
consequente ao acréscimo de cianeto de potassio.

Na Figura 11 ilustramos o principio espectrofotométricas do método

utilizado para a dosagem de Metahemoglobina.

A porcentagem de MetaHb foi calculada segundo a seguinte férmula:

D.O. 18 leitura - D.O 22 leitura
Porcentagem de MetaHb = ------------m s mm x 100
D.O. 3% leitura - D.O. 42 leitura
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Dosagem de metahemoglobina

D.O.
m (Evelyn, K.A. e Malloy, H. T.)
= |
o)
£
g rrrrrrrrrrrrrrrrrrr 12 leitura metahemoglobina formada
| ~22|eitura cianometa +Cianohemoglobina
- 32 leitura metahemoglobina (total)
- 42 leitura ciano metahemoglobina (total)
636 nm Comprimento de Onda
Porcentagem de D.O. 12 leitura - D.O. 22 leitura
metahemoglobina = 100 x
formada D.O. 32 leitura - D.O. 42 leitura

Figura 11: Representacdo grafica dos espectros dos hemolisados: 12 Leitura:
espectro da metahemoglobina formada; 2% Leitura: espectro da
cianometahemoglobina formada apos adicdo de cristais de cianeto de
potassio ao material da 12 leitura; 32 Leitura: espectro do total de MetaHb
formada pela adicdo de cristais de ferricianeto de potassio; 4° Leitura:
espectro da cianometahemoglobina pela adicdo de cristais de cianeto de
potassio ao tubo da 3% leitura. Principio da leitura espectofotométrica do
método de dosagem de MetaHb, conforme Evelyn, K.A. e Malloy, H.T.

No final do experimento, obtivemos a dosagem de MetaHb aos 10, 90

e 180 minutos de incubacao de cada tubo.
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3.6. Principio do experimento 11

A Cistamina, quando adicionada aos glébulos vermelhos, liga-se a
Hemoglobina atraves da Cisteina, localizada na posi¢do 93 da globina beta,
formando o complexo Hemoglobina-S-Etilamina (HSE), como ilustrado na

figura 12.

Fase Il - Principio Experimental

@ ® ® ® ® ®
Cistamina ‘(@ @ @ (sSs) @ @.
® ® ® ®

@ 6

DG -
@
O A
€ @ @ 6 6
Etilamina " Etilamina

Hemoglobina - “

= Ponte Dissulfeto Cistéfna Beta 93

Figura 12: Representacdo esquematica da molécula de Cistamina e da
formacéo da molécula de Hemoglobina-S-Etilamina.

-38 -



A formagdo do complexo Hemoglobina-Etilamina, assim como sua
reducdo em Hemoglobina novamente, podem ser observadas através de

eletroforese de hemoglobina, como ilustrado na figura 13.

Principios do Experimento |1

Cistamina
Hb ~ Hb-S-Etilamina
Glutation
+ +
Eletroforese |HBBMM| HbA | Hb A
pH alcalino [ | Hb-S-Etilaminal
—_— Ponto de Aplicagdo ——— | Ponto de Aplicagéo

Figura 13: Representacdo esquematica da modificacdo da Migracao
Eletroforética da Hemoglobina-S-Etilamina resultante do tratamento dos
glébulos vermelhos com cistamina..

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAP) é método de

separacdo amplamente utilizado para o estudo das proteinas, incluindo-se as

hemoglobinas (KUTLAR et al., 1983).
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Duas bombas impulsionam 2 tampdes que diferem quanto ao pH,
osmolaridade, e/ou composicdo quimica. Seguindo uma programacao
determinada previamente, a composicdo da fase modvel se modifica,
conforme o fluxo e a proporcdo final dos tampdes. A fase estacionaria €
composta de uma coluna de resina, cuja natureza depende da finalidade da
separacdo. A amostra € injetada e se ligard a coluna e a corrida € iniciada. A
mudanca na composicdo da fase movel levara a mudanca de afinidade da
amostra a coluna, eluindo as moléculas seletivamente. Um sistema detector
(por exemplo, um espectofotébmetro) é acoplado a saida do fluxo da coluna e
registra, no tempo, a quantidade de material eluido. A analise final ¢
realizada por softwares em conexdo com o sistema detector e o resultado

final é expresso por um cromatograma, como ilustrado na figura 14.
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Cromatografia Liquida de Alta Performance

Chromatogram Report

Time Area
5 234.343
10 865.543
t 13 565.732

Cromatograma

7 AN
Andlise

Espectofotometro

Bomba

de Cromatografia

Injecdo da Amostra

Figura 14: Representacdo esquematica da cromatografia liquida de alta
performance.

No presente trabalho, baseado em metodologia aplicada no estudo de
hemoglobinas (WILSON et al., 1983), a fase estacionaria da CLAP por
troca catibnica utiliza uma coluna SHIM-PAK WCX-1 (Weak Cation
Exchange), composta de gel de silica modificada contendo grupos carboxil,
que proporciona afinidade para moléculas de cargas positivas. Utilizando-
se de uma fase mével com alta concentracéo de sodio (Na*), pode-se obter a
eluicdo diferencial de moléculas com cargas elétricas diferentes, na medida

em que se aumenta o gradiente de sodio e se modifica o pH da fase movel.
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Portanto, moléculas com baixa afinidade a coluna (menos cati6nicas) serdo
eluidas em concentracdes menores de Na', enquanto que as moléculas com
maior cationicidade (ou maior afinidade a coluna) serdo eluidas em
concentragdes mais elevadas.
No experimento Il utilizamos a CLAP por troca cationica para:
e avaliar a formacéo e a reversdo do complexo Hb-S-Etilamina aos 10, 90 e
180 minutos;
e verificar a influéncia do azul de metileno e/ou nitrito de sodio na
formagéo e reversdéo do complexo Hb-S-Etilamina aos 10, 90 e 180

minutos.

3.7. Protocolo do experimento |1
Os reagentes foram distribuidos como no Quadro 3:

Quadro 3: Distribuicdo de Reagentes do experimento 1.

Reativos Tubos

Controle AM NS AM+N
(ul) (ul) (ul) S (ul)

GV lavados, com Hb ajustada 200 200 200 200
Solucéo de glicose a 5% 10 10 10 10
Solucéo de cistamina 0,1M 20 20 20 20
Solucdo de azul de metileno a 0,015%  ---------- 10 - 10
Solucdo de nitrito de sodio a 0,7%  ---------- —mmmmeee- 10 10
PBS 20 10 10 -
Volume total (ul) 250 250 250 250
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Os tubos foram vedados com tampa de borracha e incubados em
banho-maria, a 37°C. Aos 10, 90 e 180 minutos de incubac&o foram retiradas
aliguotas de 50 ul de cada tubo e depositadas em tubos de Eppendorf,
previamente identificados.

Estas aliquotas foram lavadas com 950 ul de PBS a 4°C e
centrifugacdo a 10.000 r.p.m. por 15 segundos, no total de 3 lavagens
sucessivas.

Apobs a ultima lavagem, foram retirados 20 ul do concentrado de
hemacias, hemolisadas em tubo de hemolise com 1.000 ul de Solugdo Triton
EDTA, com agitacédo vigorosa.

O hemolisado foi filtrado com unidade filtrante HV millex em
polietileno com membrana durapore 0, 45 um de poro (Sistema Millipore).

A seqguir, as amostras foram injetadas no sistema de CLAP em coluna
de troca catinica para analise.

Utilizou-se Sistema Shimadzu de CLAP com o0s seguintes
componentes:

- 2 bombas LC-10AD
- Sistema Detector UV-VIS SPD-10AV
- Analisador Integrador Chromatopac CR7A

- Degaseificador DGU-2A
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Utilizamos o comprimento de onda de 415 nm para detectar as
hemoglobinas eluidas.
As Fases Maveis foram preparadas conforme Quadro 4:

Quadro 4: Composicao das Fases Moveis A e B.

Reativos Fase Movel A Fase Mdvel B

Bis—Tris 3.6610 g 3.6610 g
Acetato de Sodio  semmeeeee- 10.207 ¢
Cianeto de Potassio 0.0480 g 0.0480 g
Acetato de Amonia 0.1156 g 0.6490 g
Agua (g.s.p.) 500 ml 500 ml
pH equilibrado com Acido Acético 6.47 7.00

Apobs o preparo, todas as solugdes foram filtradas e degaseificadas
com Helio.

A concentracdo inicial da Fase Mdvel foi: Fase B = 10% e Fase A =
90%, em equilibrio pré-separacdo por 10 minutos.

O Fluxo das Fases Liquidas foi mantido constante, na velocidade de 1
ml por minuto.

A composic¢do da Fase Movel foi programada como no Quadro 5:

Quadro 5: Programa da Fase Mavel.
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Tempo (em minutos) evento

0,00 injecdo da amostra

0,50 inicio do registro da corrida
2,00 Concentracdo de B = 20%
3,00 Concentracdo de B = 20 %
5,00 Concentracdo de B = 55%
10,00 Concentracéo de B =100 %
20,00 Fim da Corrida

Os resultados foram obtidos através da seguinte formula:

Area da Hemoglobina A
% Hemoglobina A = —-mmmmmm e e X
100
Area da Hemoglobina A + Area Complexo HSE

As areas foram fornecidas pelo Cromatograma, como esquematizado

na figura 15.
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Experimento Il - Cromatograma

Calculation Report

Time Area

10.223
11.812

P —e_» HbA 10223 2064207

7.978

t
0 4 8 12 16 minutos

Porcentagem de  _ 10y x Area de Hemoglobina A

Hemoglobina A Areas de Hemoglobina A +

Figura 15: Representacdo esquematica do Cromatograma fornecido pela
Cromatografia Liquida de Alta Performance de Troca Catidnica,
evidenciando as curvas de eluicio das Hemoglobinas Normal e
Hemoglobina-S-Etilamina.

No final dos experimentos da Fase Il, obtivemos a porcentagem de Hb
A em relacéo ao total da Hemoglobina nos 4 tubos, aos 10, 90 e 180 minutos

de incubagéo.
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3.8. Analise Estatistica.

Os valores negativos de Metahemoglobina encontrados na fase 1A
foram transformados em zero. Os valores de metahemoglobina superiores a
1,0 encontrados na fase IB foram transformados em 1,0. Considerando os
valores de Metahemoglobina (Fase IA e IB) e de Hemoglobina A (Fase Il)
obtidos nos tratamentos, foi realizado o teste de Cochran (ao nivel de 5%).
Como o teste ndo demonstrou a homocedasticidade, os dados originais (X)
foram transformados em y = logyg (X + 0,001). A transformacéo logaritmica
foi realizada pelo fato dos dados originais serem quocientes de variaveis
aleatdrias. A adicdo de 0,001 justifica-se pela ocorréncia de valores iguais a
zero, sendo impossivel o célculo logaritmico.

Aplicado novamente apds a transformacéo, o teste de Cochran (a nivel
de 5%) comprovou a homocedasticidade.

As comparacdes entre as médias transformadas de Metahemoglobina
[y = logio (x + 0,001)] para os diversos tratamentos nos tempos 10, 90 e 180
minutos das fases IA e IB foram realizadas pela aplicacdo do Teste de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

As comparacdes entre as médias transformadas de Hemoglobina A [y

= logy (X + 0,001)] para os diversos tratamentos nos tempos 10, 90 e 180
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minutos da fase Il foram realizadas pela aplicacdo do Teste de Tukey, ao

nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho estdo apresentados sob a forma de
tabelas (tabelas 1 a 8) e gréaficos (figuras 16 a 18).

Na Tabela 1 séo apresentados as medias e desvios-padrdo dos
resultados da fase IA , em percentagem de Metahemoglobina, resultantes da
incubacdo de hemdcias lavadas com glicose, na presenca e auséncia de azul
de metileno e/ou cistamina, em 8 doadores de sangue.

Tabelal-  Fase IA — Médias (X) e desvios-padréo (DP) da percentagem de
Metahemoglobina dos hemolisados de hemécias incubadas a

37° C com Glicose, na presenca ou auséncia de Azul de
Metileno (AM) e/ou Cistamina (Cl), aos 10, 90 e 180 minutos .

Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos
Glicose 0,31+0,36 0,36 + 0,52 0,18 £ 0,28
Glicose + AM 1,33+ 0,53 1,70 £ 0,59 3,74 £ 3,38
Glicose + Cl 0,52 +0,80 0,33+ 0,47 0,84 +1,35
Glicose + AM + ClI 519+1,78 6,60 + 2,63 7,87 + 3,05

Na Tabela 2 sdo apresentados as médias e desvios-padrdo dos
resultados da fase IB , em percentagem de Metahemoglobina, resultantes da
incubacdo de hemacias lavadas com glicose e nitrito de sddio, na presenca e

auséncia de azul de metileno e/ou cistamina, em 8 doadores de sangue.
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Tabela2 - Fase IB — Médias (X) e desvios-padrdo (DP) da percentagem de
Metahemoglobina dos hemolisados de hemécias incubadas a
37° C com Glicose e Nitrito de Sédio (NS), na presenca ou
auséncia de Azul de Metileno (AM) e/ou Cistamina (CI), aos
10, 90 e 180 minutos.

Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos
Glicose + NS 58,71+7,36 8158+9,05 87,81+1238
Glicose + NS + AM 54,47 +10,67 1,21+0,60 2,48 +1,34

Glicose + NS + CI 65,19+ 7,24 73,65+17,15 30,07 £ 14,07

Glicose + NS + AM + CI 61,80+ 7,29 35,74+19,69 6,08+ 3,03

Na Tabela 3 sdo apresentados as médias e desvios-padrdo dos
resultados da fase Il , em percentagem de Hemoglobina A, resultantes da
incubacdo de hemécias lavadas com glicose, na presenca e auséncia de azul
de metileno e/ou cistamina, de 8 doadores de sangue.

Tabela3-  Fase Il - Médias (X) e desvios-padrdo (DP) da percentagem de
Hemoglobina A dos hemolisados de hemécias incubadas a 37°

C com Glicose e Cistamina (Cl), na presenca ou auséncia de
Azul de Metileno (AM) e/ou Nitrito de Sodio (NS), aos 10, 90 e

180 minutos.
Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos
Glicose + ClI 57,71+3,17 7935+1451 92,63+8,16
Glicose + Cl + AM 52,83+292 58,16 +14,61 68,34+ 18,64
Glicose + Cl + NS 4514 +3,72 60,08 +18,04 80,05+ 20,92

Glicose + Cl + AM + NS 42,22 +4,7/6 53,38+17,02 75,23+1591
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Na Tabela 4 séo apresentados os resultados do teste de Cochran em C,
da fase IA, IB e Il, para verificacgdo da homocedasticidade entre os
tratamentos. Para 5% de significancia, com k = 3 e g = 7 graus de liberdade,

0 Ceritico € de 0,653. Apenas os valores inferiores a C, sdo aceitos.

Tabela 4 -  Resultados (C,) do teste de Cochran das fases IA, IB e Il nos
tempos 10, 90 e 180 minutos.

Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos
Fase IA 0.7493* 0.8918* 0.5049
Fase 1B 0.4162 05073 0.5293
Fase Il 0.4110 0.3132 0.3960

* resultados maiores que 0 Cytico para k = 3 e g = 7 graus de liberdade.

Devido a rejeicido da homocedasticidade entre 0s grupos,
particularmente na fase IA, os dados obtidos em todos os experimentos

foram transformados de acordo com a seguinte férmula matematica:

y =logy (X + 0,001)

Para as fases IA e IB, o valor de x correspondeu aos valores absolutos
de metahemoglobina encontrados. Para a fase Il, o valor de x correspondeu
aos valores absolutos de hemoglobina A.

A transformacdo logaritimica, foi realizada em decorréncia dos dados

obtidos (metahemoglobina e hemoglobina A) se trataram de quocientes de
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variaveis aleatorias. A adicdo de 0,001 para os valores de x justifica-se pela
ocorréncia de valores iguais a zero, sendo impossivel o calculo logaritimico.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados do teste de Cochran, em
C., da fase IA, IB e Il, apés transformacdo y = logio(x + 0,001), para
verificacdo da homocedasticidade entre os tratamentos. Com 0 Cetico d€

0,653, todos os valores foram aceitos, permitindo a analise estatistica.

Tabela5-  Resultados do teste de Cochran das fases IA, IB e Il aos 10, 90
e 180 minutos de incubacdo, apOs conversdo dos valores
originais emy = log;o(x + 0,001)

Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos
Fase |A 0.5763 0.4591 0.6208
Fase IB 0.5181 0.6365 0.4061
Fase Il 0.5119 0.3739 0.4498

Ceritico = 0,653 para k = 3 e g = 7 graus de liberdade.

Em seguida foi realizado o teste de Tukey para comparagfes entre as
médias transformadas [y = log;o(x + 0,001)] para os diversos tratamentos,
nos tempos 10, 90 e 180 minutos.

Os resultados do Teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, em
valores reconvertidos (x = -0,001 + 10%) da Fase IA para os diversos
tratamentos nos tempos 10, 90 e 180 minutos, sdo apresentados na tabela 6 e

na figura 16.

-52-



Tabela6 - Fase IA — Resultado do teste de Tukey, apresentando valores
reconvertidos ( x = -0,001 + 10 *) em valores absolutos de
metahemoglobina, de acordo com os diversos tratamentos e
tempo de incubagdo. As letras diferenciam os grupos distintos
estatisticamente (p<0.05) na comparacao entre as medias.

10 minutos 90 minutos 180 minutos
H+G 0,001 C 0,001 C 0,001 B
H+G+AM 0,012 B 0,016 B 0,029 A
H+ G+ Cl 0,002 C 0,001 C 0,002 B
H+G+AM + ClI 0,049 A 0,061 A 0,073 A
Observacdo: H = hemécias; G = glicose; AM = Azul de Metileno; CI =
Cistamina.
Meta s | A
Hb —0—G
. —&— G+AM
008 G+ClI
002 —m— G+AM+CI




Figura 16 - Fase 1A — Gréfico representando o resultado do teste de Tukey, apresentando
valores absolutos de metahemoglobina reconvertidos ( x = -0,001 + 10 Y) dos
diversos tratamentos e tempo de incubacdo. As letras e o circulos diferenciam os
grupos distintos estatisticamente (p<0.05) na comparacdo entre as médias (H =
hemacias; G = glicose; NS = Nitrito de Sédio; AM = Azul de Metileno; CI =
Cistamina).

Os resultados do Teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, em
valores reconvertidos (x = -0,001 + 10%), comparando as médias
transformadas de Metahemoglobina da Fase IB para os diversos tratamentos

nos tempos 10, 90 e 180 minutos, sdo apresentados na tabela 7 e na figura

17.

Tabela7-  Fase IB — Resultado do teste de Tukey, apresentando valores
reconvertidos ( x = -0,001 + 10 *) em valores absolutos de
metahemoglobina, de acordo com os diversos tratamentos e o
tempo de incubagdo. As letras diferenciam os grupos distintos
estatisticamente (p<0.05) na comparacédo entre as médias.
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Tratamentos 10 minutos 90 minutos 180 minutos

H+G+NS 0,582 AB 0,810 A 0,868 A
H+G+ NS +AM 0,533 B 0,010 C 0,022 D
H+G+ NS +Cl 0,648 A 0,715 A 0,272 B
H+ G + NS + AM + CI 0,613 AB 0,278 B 0,053 C

Observacdo: H = hemécias; G = glicose; NS = Nitrito de Sédio; AM = Azul de Metileno;
Cl = Cistamina.
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Figura 17 - Fase IB — Gréafico representando o resultado do teste de Tukey,
apresentando valores absolutos de metahemoglobina  reconvertidos
(x =-0,001 + 107), de acordo com os diversos tratamentos e o tempo de
incubacdo. As letras e os circulos diferenciam os grupos distintos

estatisticamente (p<0.05) na comparacéo entre as médias (H = hemacias;
G = glicose; NS = Nitrito de Sédio; AM = Azul de Metileno; CI =
Cistamina).

Os resultados do Teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, em

valores reconvertidos (x = -0,001 + 10%), comparando as médias
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transformadas de Hemoglobina A da Fase Il para os diversos tratamentos

nos tempos 10, 90 e 180 minutos, sdo apresentados na tabela 8 e na figura

18.

Tabela8-  Fase Il — Resultado do teste de Tukey, apresentando valores
absolutos de hemoglobina A, apos reconversao ( x = -0,001 +
107Y), dos diversos tratamentos e tempos de incubacdo. As letras
em azul designam os grupos distintos em relacdo a comparacgéo
entre as medias.

10 minutos 90 minutos 180 minutos

G +Cl 0,576 A 0,778 A 0,922 A

G + Cl + AM 0,527 A 0,560 B 0,645 B

G+ Cl+ NS 0,450 B 0,573 B 0,763 AB

G+ Cl+AM + NS 0,419 B 0,502 B 0,734 AB

Observacdo: G = glicose; Cl = Cistamina; AM = Azul de Metileno; NS =
Nitrito de Sodio.

0,9

0,8

0,7

—@— G+CI

0,6

—&— G+CI+AM

0,5

04

—A— G+CI+NS

0,3

G+CI+AM+NS




Figura 18 -

Fase Il — Gréafico representando o resultado do teste de Tukey,
apresentando valores absolutos de Hemoglobina A reconvertidos ( x = -
0,001 + 10 "), d os diversos tratamentos e tempo de incubacédo. As letras
em azul e os circulos designam os grupos distintos em relacdo a
comparagado entre as médias (H = hemacias; G = glicose; NS = Nitrito de
Sodio; AM = Azul de Metileno; CI = Cistamina).
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5. DISCUSSAO

Estamos em um pronto-socorro: uma menina com 30 dias de vida foi
trazida pelos pais devido ao arroxeamento de labios e extremidade das
maos e pés, percebido desde ontem. A crianca esta bem, corada, mamando
com forca, ganha peso adequadamente. A avaliacédo clinica ndo revela
alteracdes significativas (ndo ha ictericia), a ausculta cardiaca e pulmonar
é normal, e o ecocardiograma ndo apresenta qualquer alteracdo. Os pais
negam o uso de qualquer medicamento. E solicitada a dosagem de
Metahemoglobina, cujo resultado, 15% (para um valor normal de até 1%),
confirma o diagndstico de Metahemoglobinemia. Ha pouca suspeita de ser
secundaria a deficiéncia de G6PD, pois a paciente, além de ser do sexo
feminino (a anomalia, transmitida pelo cromossoma X, raramente €
sintomatica nas mulheres heterozigoéticas), ndo apresenta ascestrais de
origem africana ou mediterranea. Também ndo se observa diarréia ou
sinais de infeccao.

Optou-se pelo uso de Azul de Metileno endovenoso. Para alivio da
equipe de plantdo, em poucas horas, o azul vai sendo substituido pelo
rosado. Um historico mais detalhado, realizado no dia seguinte, sugere a
provavel causa da Metahemoglobinemia: &gua de pogo, devidamente

filtrada e fervida, estava sendo usada para ressuspender o leite em pd. Mais
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alguns dias e a confirmacdo: a atividade da G6PD eritrocitaria da crianca
é normal, e a agua do poco esta contaminada com alto nivel de nitratos.

A historia descrita acima expde a reconhecida vulnerabilidade para o
aparecimento da Metahemoglobina nos lactentes, em decorréncia da menor
capacidade de reducdo (ROSS, 1963). Esta susceptibilidade é conseqliéncia
da menor disponibilidade da forma citoplasmatica da enzima NADH-
citocromo-b5-redutase (BARTOS & DESFORGES, 1966; CHOURY, 1981)
nestes eritrocitos. Este caso clinico nos lembra que a acéo toxica, as vezes de
dificil reconhecimento clinico, de diversas substancias presentes no
ambiente (FERNICOLA & AZEVEDO, 1981), de uso farmacoldgico
(CHRISTENSEN et al., 1996; KHAN & KRUSE, 1999) e até mesmo em
alimentos (ARAUJO & MIDIO, 1989; TOLEDO & REYES, 1990), deve ser
reconhecida. Ainda, esta histdria direciona-nos a uma outra interface com
relacdo a abordagem seguida até aqui: se 0 nosso trabalho focaliza dados
obtidos in vitro, a visdo que procuramos estende-se ao horizonte clinico.

Além disso, esta histdria tem o objetivo de, como ponto de referéncia
do inicio da discussdo, guia-la através dos seguintes aspectos do presente
trabalho: a) a oxidacdo da hemoglobina e a formacdo de metahemoglobina
(fase 1A); b) a formacdo de Metahemoglobina pelos nitritos e nitratos e 0s

mecanismos de reducdo da Metahemoglobina (fase IB); c) as relagbes entre
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0 modelo experimental proposto e a visdo que proporciona do sistema de
oxido-reducdo, principalmente os aspectos metodoldgicos envolvidos com a
avaliacdo do complexo Hemoglobina-S-Etilamina (fase Il); d) o modelo

experimental proposto e o horizonte clinico.

5.1 A Formacéao de Metahemoglobina (Fase 1A)

Certamente a hemoglobina é uma das proteinas mais bem estudadas.
O conhecimento de sua funcdo, desvendada por varias geracGes de cientistas,
esta aliada ao estudo profundo de sua estrutura.

O funcionamento da hemoglobina depende da integridade do
eritrocito, seja pela rapida degradacdo que ela sofre no plasma, ou pelas vias
metabdlicas que restauram a acdo oxidativa que sofre com o tempo. Além
disso, ha a influéncia de outros fatores ligados a sua funcéo: a interacdo com
0 2,3-DPG, mudancas do comportamento quimico com variagdes na
temperatura e no pH eritrocitario. Este comportamento alostérico permite
que a hemoglobina apresente duas propriedades aparentemente antagonicas
em relagcdo ao oxigénio: a grande afinidade, que assegura a capacidade de
transporte eficiente, e a capacidade de controlar a liberacao deste, de acordo

com a necessidade tecidual.
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A forma sigmoidal da curva de dissociagdo do oxigénio pela
hemoglobina é resultado da interagdo entre suas subunidades ou monémeros,
denominada interacdo heme-heme (PERUTZ, 1987). Em outras palavras,
cada monémero se comporta de forma isolada quanto a oxigenagdo e
deoxigenacdo, mas o comportamento da molécula como um todo depende do
conjunto. Assim, a ligacdo ou liberacdo do oxigénio a um dos monémeros
pode modular a afinidade das outras subunidades, modificando o
comportamento de toda a molécula. Esta modulacdo funcional esta
diretamente ligada @ mudancas na sua estrutura quaternaria; conforme ocorre
a ligacdo com o oxigénio, a molécula modifica-se de acordo com
movimentacdes entre as subunidades. E o0 mais surpreendente: toda esta
mudanca depende dos elétrons dos 4 a&tomos de ferro presentes em cada
molécula.

Na forma desoxigenada, o &tomo de ferro do heme se encontra no
estado Fe**, com 6 elétrons no orbital d. Nesta situacdo, o ferro esta
coordenado aos 5 ligantes (4 atomos de nitrogénio do anel pirrélico e ao
nitrogénio imidazol da histidina proximal), com um elétron ndo pareado,
tornando-se fortemente paramagnético(PERUTZ, 1987). Este elétron é
forcado a parear com um dos cinco elétrons, resultando na configuracéo

eletrbnica de alto spin. Em consequéncia, o atomo de ferro é empurrado
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para fora do plano da protoporfirina, em direcdo a histidina proximal,
levando todo o anel a se abaular nessa diregdo. Esta movimentagdo aciona
outras mudancas na estrutura quaternaria (forma tensa ou T), detectadas
através de comportamento espectrométrico especifico. A deoxihemoglobina
apresenta absorcdo de uma banda especifica na regido verde, conferindo,
como resultado, sua conhecida cor purpura.

A ligacdo do heme com o oxigénio, isto €, a oxihemoglobina, induz ao
pareamento dos elétrons, modificando o estado do spin, que passa a ser nulo.
Isto acomoda o 4&tomo de ferro no plano do heme, também modificando a
estrutura quaternaria (forma relaxada ou R) e o resultante espectro (o que
torna a solucdo de oxihemoglobina vermelho escarlate). Como observou
Max Perutz, a natureza nos demonstra sua sabedoria (através da
hemoglobina) ao aproveitar a atividade dos elétrons, que acaba
influenciando decisivamente sobre a funcao das moléculas e dos seres vivos.

A interagdo do oxigénio com o ferroheme da hemoglobina gera o
superoxo-ferriheme (Fe**0,), isto é, ha uma transferéncia parcial de um
elétron do ferro ao oxigénio. A liberacdo do oxigénio restaura o estado
ferroso do heme (MANSOURI & LURIE, 1993). Fisiologicamente, uma
peguena parte do oxigénio é liberada como radical superdxido, resultando na

formacdo de metahemoglobina, processo este denominado auto-oxidacdo da
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hemoglobina. O fato desta reacdo ser favorecida por fosfatos organicos,
como a 2,3 DPG (MANSOURI & WINTERHALTER, 1974), sugerem que a
estrutura tensa da molécula esta associada a uma maior dissociacdo em
superéxido.

A conversdo do tetrdmero da hemoglobina em tetrdmero de
metahemoglobina é uma oxidacdo de 4 etapas (JAFFE & HULTQUIST,
1989). Assim, existem varios hibridos intermediarios, de acordo com o
nimero de mondmeros oxidados. Como a hemoglobina compreende 2
mondmeros o € 2 mondmeros B, oito combinagdes diferentes de hibridos
podem ocorrer. Os hibridos de metahemoglobina demonstram,
semelhantemente a oxigenacdo, certo grau de cooperatividade, mostrando
uma maior afinidade ao oxigénio que a hemoglobina, o que poderia
contribuir para uma maior dificuldade de oxigenacéo tecidual associada ao
menor transporte de oxigénio.

A incubacdo de uma solucdo de oxihemoglobina por um periodo de
tempo prolongado gradualmente transfoma-a em metahemoglobina (BUNN
& FORGET, 1986). Fatores do solvente podem favorecer esta oxidacéo, tais
como: aumento da temperatura, pH acido, fosfatos organicos e oxigenagéo
parcial da hemoglobina. Além disso, a conformacdo tensa da estrutura

quaternaria favorece a dissociacdo em superoxido.
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A molécula de hemoglobina é, portanto, particularmente propensa a
sofrer oxidacdo, seja espontaneamente ou através de agentes extrinsecos. Os
dois principais sitios primarios envolvidos sdo: a) o atomo de ferro no
interior do heme, formando a Metahemoglobina; b) os grupos SH da
globina, que se convertem em pontes dissulfetos (-S-S-).A formacdo de
Metahemoglobina ocorre espontaneamente, mas 0s niveis intra-eritrocitarios
sdo mantidos em niveis baixos em decorréncia dos eficientes mecanismos de
reducdo, principalmente pela acdo da Metahemoglobina Redutase NADH
dependente (HULTQUIST et al., 1984). Esta capacidade de reducdo é
centena de vezes superior a formacdo espontdnea de metahemoglobina.
Assim, o0s valores aumentados de Metahemoglobina refletem,
principalmente, o aumento de sua formacao, relacionados com a exposicao a
agentes externos.

Quimicamente representada pela remocdo de 1 elétron do atomo de
Fe?* da hemoglobina, esta simplificacdo ndo reflete a complexidade
envolvida na reacdo de formacdo da metahemoglobina. Em primeiro lugar,
na auséncia de substancias exogenas, a metahemoglobina é resultante da sua
interacdo com o O, ou com formas parcialmente reduzidas de oxigénio,
como o 02, H,0, e HO . A formacdo de metahemoglobina por agentes

quimicos pode ocorrer de trés formas: a) diretamente, por componentes que
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possuem um potencial redox grande, como ferrocianeto, cobre, peréxido de
hidrogénio, hidroxilamina, cloratos, quinonas; b) oxidacdo por produtos
intermediarios do metabolismo de drogas, e c) oxidacdo indireta, quando a
substancia, na presenca de oxigénio, induz a formacéo de O, e H,0,, que,
em seguida, oxidardo a hemoglobina.

A geracdo de O, e H,0, levard a formacdo de HO que, pode reagir
em cadeia com outras moléculas de hemoglobina, formando mais
metahemoglobina (SALTMAN, 1989; SILLS & ZINKHAM, 1994) . E
importante ressaltar que a formagéo de Metahemoglobina, além de indicar a
presenca de um estresse oxidante superior a capacidade de sua reducao,
representa apenas a ponta de um iceberg onde outras vias metabolicas do
eritrocito estdo ativadas, com o aumento da atividade da SOD, Catalase e
Glutationa Peroxidase. Nesta visdo amplificada, certamente ocorre o
aumento da atividade da via glicolitica (formacdo de NADH) e da da G6PD,
para a formacdo de NADPH, necessario para a regeneracdo do GSH pela
Glutationa Redutase.

Vérios produtos quimicos (domésticos, industriais, terapéuticos) sdo
capazes de aumentar a taxa de oxidacdo da hemoglobina, a ponto de superar

a capacidade redutora fisiologica, levando a acumulagdo de
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metahemoglobina (BUNN & FORGET, 1986). Os mecanismos envolvidos e
a velocidade da reacdo diferem entre as diversas drogas.

Diversos agentes oxidantes reagem diretamente com o ferro ferroso da
hemoglobina. O ferricianeto ¢ um exemplo deste grupo (BUNN &
FORGET, 1986). Embora a reacdo em hemolisados ocorra rapidamente, o
ferricianeto ndo estad associado com metahemoglobinemia, pois ndo penetra
atraves da membrana eritrocitaria. Interessantemente, a oxidagdo ocorre mais
rapidamente no interior das subunidades (3, sendo que os hibridos de
valéncia (ap’), predominam nesta reacdo (AKINTONWA, 2000). O ion
cuprico, diferentemente, oxida exclusivamente as subunidades B e, o
oxigénio favorece a oxidagdo das subunidades .

Na fase IA, testamos a formacédo de Metahemoglobina na auséncia e
presenca de Azul de Metileno e/ou Cistamina em suspensdo de hemacias
lavadas e incubadas a 37°C, na presenca de glicose, nos momentos 10, 90 e
180 minutos.

Os seqguintes resultados da Fase IA sdo relevados para a discusséo a
seguir:

- No tubo controle os valores da Metahemoglobina sdo inferiores a

0,15% no intervalo de tempo observado.
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- A incubacdo com AM induz a maior formacdo de MetaHemoglobina
em todos os momentos estudados.

- A incubacéo apenas com CI nédo difere do tubo controle quanto a
formacéao de Metahemoglobina.

- A CI, embora ndo forme MetaHb isoladamente, em conjunto com o
AM aumenta consideravelmente esta acdo, sendo estatisticamente superior
nos momentos 10 e 90 minutos de incubacao.

- Aos 180 minutos a formacdo de MetaHb pelo AM néo difere
estatisticamente do AM + C.

Utilizado como agente redutor nas Metahemoglobinemias adquiridas,
0 AM consome o NADPH intra-eritrocitario, transforma-se em Branco de
Metileno, que, por sua vez, reestabelece a funcéo carreadora de oxigénio da
Hemoglobina (MANSOURI & WINTERHALTER, 1973). Assim, a sua
acdo redutora depende da disponibilidade de NADPH, que depende da
integridade da Via das Pentoses (JAFFE & NEUMANN, 1964).

Em altas doses, contudo, 0 AM pode provocar numerosas reacgoes
adversas, entre elas a metahemoglobinemia e hemolise (METZ et al., 1976).
Podemos considerar que os efeitos farmacoldgico e tdxico sdo continuos e
decorrentes da agdo primariamente oxidante do AM, sendo que, no primeiro

caso, ocorre a ativacdo do sistema redutor NADPH, enquanto que a
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toxicidade decorre da incapacidade relativa de reducdo. Dessa forma, a
terapéutica com Azul de Metileno esta contra-indicada no tratamento da
Metahemoglobinemia em pacientes com deficiéncia de G6PD, tanto pela
ineficacia como pela possibilidade de desencadeamento de hemdlise.

Como agente oxidante, a Cl difere do AM por preferencialmente se
ligar aos grupamentos -SH, sem desencadear a formacdo de
Metahemoglobina. Sua metabolizacdo no eritrocito depende da integridade
do Sistema Glutationa Peroxidase-Glutationa Redutase, visto que o GSH é
consumido para a reconversdao do Complexo Hemoglobina-S-Etilamina em
Hemoglobina (BARRAVIERA et al., 1988).

Nas condi¢Oes deste ensaio, ressaltando as diferentes doses utilizadas
para 0 AM e ClI, o efeito oxidante do AM ¢é evidenciado pela formacdo de
Metahemoglobina, o que ndo ocorre com a incubacao isolada da CI.

Esta acdo do AM ¢é potencializada na presenca de Cl. Como o
consumo de GSH pela CI levara a uma maior formacdo de GS-SG, parece-
nos que deve ocorrer menor disponibilidade de NADPH, necessario para a
reversdo do GSSG em GSH, o que aumentaria a acdo oxidante do AM sobre
a hemoglobina.

Outro mecanismo possivel para justificar a potencializagdo da

formacdo de Metahemoglobina pela CI seria pela competicdo pelo GSH. A
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formacdo secundaria do Perdxido de Hidrogénio pelo AM (formacdo da
metahemoglobina) levaria a uma ativacdo da Glutationa peroxidase, com
maior formacgdo de GS-SG. Em sequéncia, levaria a maior utilizacdo pela
Glutationa Redutase do NADPH, com consequente menor disponibilidade e
maior efeito oxidante.

Nas condi¢bes do ensaio, portanto, deve ocorrer 0 consumo de
NADPH pela adicéo isolada de CI, mas provavelmente em niveis inferiores
ao do AM. A ativacdo da via Glutation redutase-oxidase pela CI ocorre
rapidamente, como observado aos 10 minutos, e permanece durante todo o
periodo observado do ensaio.

Quantitativamente, a Hemoglobina compde 95% do peso seco do
eritrocito e &, certamente, o local preponderante da agdo oxidante da CI.

Uma das consequéncias mais importantes da oxidacdo dos
grupamentos —SH é a formacdo dos corpos de Heinz, cuja pesquisa €
utilizada como parametro laboratorial no diagnostico das hemdlises por
agentes oxidantes e hemoglobinas instaveis (HARVEY & KEITT, 1983). A
formacao dos corpos de Heinz inicia-se com a oxidacdo do ferro do heme,
seguida da oxidagédo dos grupamentos — SH da cisteina 393; até este ponto a
oxidacgdo seria reversivel. Com a continuidade da oxidagdo, seguiria-se a

desestabilizacdo do arranjo terciario e quaternario, tornando a molécula
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insollvel; as moléculas desarranjadas polimerizam e precipitam, formando
0s corpos de Heinz.

Assim, possivelmente a auséncia de formacdo da metahemoglobina
pela incubacdo com CI deve indicar a pequena possibilidade de formacao
dos corpos de Heinz no presente trabalho.

A conformacéo tensa da deoxihemoglobina é cerca de 10 vezes mais
susceptivel a oxidacdo que a oxihemoglobina (BUNN & FORGET, 1986). O
aumento da afinidade de Oxigénio que ocorre com o complexo Hb-S-EA
(BARRAVIERA & MACHADO, 1987) poderia justificar uma menor
formacdo de Metahemoglobina pela presenca isolada da Cistamina. A
auséncia da interferéncia no pH e nos niveis de 2,3-DPG intra-eritrocitarios
pela Cl também afasta uma modificacdo secundéria da afinidade do oxigénio

justificando menor formacao de Metahemoglobina.

5.2 A Reducéo de Metahemoglobina (fase I1B)

No presente trabalho optamos pela avaliacdo da reducéo pelo AM e CI
da metahemoglobina induzida pelo NS. O motivo principal da escolha deste
modelo deve-se ao fato de que as condi¢des do ensaio, assim como as doses
de azul de metileno e da cistamina ja foram testadas em trabalhos realizados

em nosso laboratorio (BARRAVIERA et al.,, 1988). Estes trabalhos
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padronizaram metodos de avaliagdo quantitativa da atividade da G6PD
eritrocitaria (AM) e da atividade da enzima Glutationa Redutase (CI),
atraves da reducdo da Metahemoglobina induzida pelo NS. Foram nas
condicOes destes ensaios (tempo de incubacdo, dosagem) que baseamos
NOsso ensaio.

Os nitratos sdo componentes naturais de todas as frutas e vegetais,
além de estarem presentes na dgua e serem utilizados como preservativos em
produtos derivados de carne e peixe. Os nitratos séo convertidos em nitritos
na cavidade oral, através das bacterias da flora normal. A presenca de nitrito
é um importante mecanismo de resisténcia contra doencas infecciosas nos
mamiferos. A ingestdo de altas doses, seja por contaminacdo de agua de
poco (BUCKLIN, 1981), alimentos (GRANT, 1981), através do uso de
conservantes, ou de medicamentos, podem  desencadear a
metahemoglobinemia.

A reacdo de oxidacdo da hemoglobina em metahemoglobina pelos
nitritos apresenta um comportamento cinético peculiar, onde a taxa de
oxidacdo aumenta apds transcorrido um determinado intervalo de tempo
(SINGLEY, 1962). Ocorre indiretamente, através de um processo auto-
catalitico (DOYLE et al., 1981), onde o Oxigénio é reduzido, produzindo

superdxido (O,) e perdxido de hidrogénio (H,O,). Nesta situacdo, a
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formacdo de metahemoglobina é apenas um dos efeitos sequenciais da
formacdo das ERMO. E interessante observar que, apesar do estresse
oxidante induzido pelo nitrito, a formacéo de Metahemoglobina & o evento
mais evidente.

No presente trabalho, utilizamos o Nitrito de Sodio a 0,7%, seguindo
a padronizacdo de trabalhos anteriores (BARRAVIERA et al., 1988), que
evidenciou que, nesta concentracdo, a formagdo de Metahemoglobina era
reversivel e proporcionava a maior capacidade de reducdo, fixadas a
proporcao de Azul de Metileno (AM) e glicose.

Clinicamente, a Metahemoglobinemia induzida por Nitritos € tratada,
nos casos com sintomatologia importante, com agentes redutores,
principalmente o AM (WRIGHT et al., 1999).

Diferentemente do processo fisioldgico, onde 95% da reducdo ocorre
através do sistema enzimatico Metahemoglobina-Redutase dependente de
NADH, o Azul de Metileno utiliza o NADPH como doador de elétrons para
a reducdo da Metahemoglobina, atraves da enzima Metahemoglobina-
redutase dependente de NADPH (HULTQUIST et al., 1984). A pequena
importancia fisioldgica desta enzima decorre da auséncia de um aceptor,
cujo papel é realizado, farmacologicamente, pelo AM, o que permite a plena

funcao deste sistema redutor dormente.
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A CI, da mesma forma que o AM, atua como agente redutor de
Metahemoglobina induzida pelo NS (BARRAVIERA et al.,, 1988). A
reducdo da Metahemoglobina pela CI ocorre através da ativacdo do Sistema
Glutationa Peroxidase — Glutationa Redutase, e ndo pela ativacédo direta da
G6PD, como ocorre com 0 AM.

Os seqguintes resultados da Fase IB sédo relevados para a discussdo a
seguir:

- A formacgédo de metahemoglobina pelo NS ja é observada aos 10
minutos, mas sua propor¢cdo aumenta progressivamente, nao
ultrapassando 90% aos 180 minutos.

- Aos 10 minutos observamos que a proporc¢do de Metahemoglobina
entre os diferentes tratamentos ndo difere. Apenas a comparagéo
entre a presenca isolada de AM e a presenca isolada de Cl mostra
diferenca estatistica.

- A reducdo praticamente total da Metahemoglobina com o
tratamento com o AM ¢é evidenciada aos 90 minutos e mantém-se
aos 180 minutos.

- A reducdo da Metahemoglobina com o tratamento com a ClI
somente é observada aos 180 minutos de tratamento. Aos 90

minutos a reducdo ndo difere do tratamento com nitrito de sodio.
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- A reducdo final de Metahemoglobina pelo AM ¢ superior a da ClI.
O tempo de incubacdo necessario para gque ocorra a reducdo é de
90 minutos para 0 AM e 180 minutos para a ClI.

- A reducdo da Metahemoglobina com o tratamento conjunto com
AM e Cl é menor que quando da presenca isolada de AM e

superior a Cistamina aos 90 e 180 minutos de incubacao

5.2.1 Ac¢éo do Nitrito de Sédio

A formacdo de Metahemoglobina pelo NS aumenta com o tempo de
incubacdo, sendo méxima aos 180 minutos de incubacgédo. Nesta reacdo, um
fon nitrito é oxidado para nitrato para cada hemeproteina transformada. O
conhecido comportamento cinético peculiar desta reacdo, isto é, 0 aumento
na velocidade da reacdo apds um periodo de intervalo, pode justificar a
observacdo acima (LISSI, 1998). Neste trabalho, em vista dos objetivos, as
avaliagbes nos tempos 10, 90 e 180 ndo permitiram observar a curva
sigmoidal, o que provavelmente ndo compromete a analise, visto que sera a
comparacdo entre os diversos tratamentos o enfoque principal, isto é, a
reducdo da metahemoglobina.

A formacdo de MetaHb pelo NS néo supera a proporcdo de 90% em

nenhum dos tempos de incubacdo. Isto evidencia que ndo ha excesso de
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nitrito, possibilitando a reversibilidade da oxidacdo pelo AM e pela CI, o
que ¢é fundamental para a analise da reducao.

Aos 10 minutos, ndo se observa aumento ou diminui¢do da proporgao
de Metahemoglobina entre os tratamento, sendo possivelmente a acao
oxidante do NS que predomina.

A acdo oxidante induzida pelo NS nos eritrdcitos ndo ocorre apenas na
Hemoglobina, sendo evidenciada pelo aumento da atividade da glutationa
redutase e da G6PD, diminui¢do da atividade da Superoxido Dismutase e
Catalase, e alteragdes da membrana, como hiperpolarizacdo e aumento da
rigidez (ZAVODNIK et al., 1999). O aumento da atividade da glutationa
redutase e G6PD com a administracdo de NS deve estar relacionada com a

formacéo secundaria de Superdxido e peroxido de Hidrogénio.

5.2.2 Acao do Azul de Metileno e Cistamina

Aos 90 minutos observamos a reducéo total da metahemoglobina pelo
AM. A adicdo da Cl ao AM diminui a proporcdo de metahemoglobina
reduzida. Acreditamos que a interferéncia da Cl sobre a agdo do AM
ocorreria em decorréncia da competicdo pelo NADPH, refletindo menor

formacdo de Branco de Metileno para a reducéo da MetaHb.
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Branco de Metileno ~ Azul de Metileno

Glicose NADP Via da

Hexose
I Monofosfato

Glicose-6-Fosfato G6PD

Gluconato
NADP
Via
glicolitica
HbA HREA
Cistamina

Figura 19: Esquema demonstrando o consumo de NADPH diretamente pelo
Azul de Metileno, em paralelo com o consumo indireto de NADPH pela
Cistamina, para a reversdo do complexo HbEA em HbA.

A reducdo da metahemoglobina pela CIl isoladamente ocorre
tardiamente em relacdo ao AM. Esta reducdo poderia ocorrer através da acao
da Glutationa redutase. A reacdo envolvendo a Glutationa redutase reverteria
a Metahemoglobina-S-etilamina em Metahemoglobina e Cisteamina, na
presenca de NADPH. A Cisteamina, que, por sua vez, reverteria a MetaHb

em Hb deM forma ndo-enzimatica. Isto justificaria um intervalo maior (180

minutos de incubagéo) (vide figuras 19 e 20).
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MetaHb-S-S-R G6PD

MetaHb-S 2 NADPH 2NADP*

Cisteamina

Hb-SH

Figura 20. Esquema representando a reducdo do complexo
Metahemoglobina — Etilamina (MetaHbS-S-R) através do consumo de
NADPH e participacdo da Glutationa redutase. A Cisteamina, resultante da
Reducdo da MetaHbS-S-R em Metahemoglobina, atuaria na reducédo final
em Hemoglobina.

O principal questionamento com relacdo a esta sequéncia de reacdes
reside no fato do complexo HbEA e a Cistamina ndo serem substratos da
Glutationa redutase (BEUZARD et al., 1978). Outra sequéncia de reacdes

com relacdo a reducdo do complexo Hb-S-EA poderia ser resumida na

sequéncia de reac0es ilustrada na figura 21.
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HbEA + 2 GSH . Hb + 2 CS-SG (1)
2 CS-SG + 2 GSH ——> 2GS-SG + 2 CISTEAMINA (2)
GS-SG +2NADPH _®R¥_ 4 GSH + 2 NADP* (3)
Figura 21. Sequéncia de reacdes envolvendo a reducdo do Complexo
Hemoglobina-Etilamina (HbEA), através da formacdo de CISTEAMINA e

consumo e regeneracdo do Glutation (GSH) na presenca de Glutationa
Redutase (G. Red.).

Nesta sequéncia, a acdo redutora do complexo Hb-S-EA seria
decorrente de uma reacdo ndo enziméatica com o GSH. A Cisteamina
formada, por sua vez, reduziria a Metahemoglobina em Hemoglobina,
atraves de outra reacdo nao-enzimatica. A Unica enzima neste processo seria
a Glutationa Redutase, necessaria para a reagéo 3.

O principal aspecto a ser introduzido nesta parte da discussdo esta no
possivel papel da recém purificada Tioltransferase eritrocitaria (MIEYAL et
al.,, 1991; TERADA et al.,, 1992). Esta enzima, com peso molecular de
28.000 a 36.000, tem especificidade para substratos variando de dissulfetos
de baixo peso molecular (incluindo a cistamina) a protéinas disulfetos
(tripsina e insulina). A quantidade estimada foi calculada em 4,6 unidades

por grama de hemoglobina, com nivel de atividade semelhante a outras
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enzimas do sistema de oOxido-reducdo eritrocitario como a Glutationa
redutase e a G6PD.

Enzimas como a fosfofrutoquinase e piruvatoquinase, inativadas por
dissulfetos foram reativadas eficientemente pela adicdo de tioltransferase
com GSH (MIEYAL et al., 1991). A acdo da Tioltransferase também pbde
ser observada na restauracdo de grupamentos SH de proteinas de membrana
eritrocitaria tratadas com diamida, na presenca de GSH.

Em modelo utilizando tioltransferase purificada de figado de coelho,
observou-se que a atividade da G6PD eritrocitaria humana, previamente
inativada pela incubacdo com Cistamina, foi reestabelecida com o
tratamento da thiotransferase com Cisteamina, na auséncia do GSH
(TERADA, 1994). Estes dados ndo podem ser extrapolados diretamente para
0 sistema de Oxido-reducdo eritrocitario, visto que a enzima purificada do
eritrocito tem caracteristicas distintas em sua composicdo de aminoacidos
com relagdo as enzimas obtidas de outros tecidos e animais.

Certamente o estudo da acdo da tioltransferase eritrocitaria nas
condicOes do presente trabalho poderia adicionar outra perspectiva com
relacdo a acdo redutora do complexo HbEA, isto é, a acdo direta sobre a

reversdo em Hb e Cisteamina, através de uma reacao catalitica. Neste sentido
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a reducdo da Metahemoglobina poderia ocorrer através da Cisteamina, como
ilustrado na figura 22.

Em conclusdo, embora os mecanismos associados com a reverséo do
complexo Hb-S-Etilamina ndo estejam completamente elucidados, a
interferéncia da acdo do AM pela CI estdo relacionados com a competicdo
pelo NADPH. Além disso, a reducdo da MetaHb pela CI deve ocorrer
atraves

de mecanismo nao-catalitico, via Cisteamina.
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I

2 NADPH 2NADP*

H

S[em ZGSH GS-SG

\ U 4

MetaHb-S-S-R

MetaHb-SH

Cisteamina

Hb-SH

Figura 22. Esquema da Via de reducdo do complexo Metahemoglobina-
Etilamina pela Tioltransferase, com reducéo ndo catalitica pela Cisteamina.
5.3 Reverséo do complexo HbEA (Fase I1)

Entre as propriedades do complexo HbEA, este apresenta estabilidade
por vérios dias em células incubadas em tampdes salinos, ou em lisados
estocados a 4° C. A reversédo depende da presenca de glicose, temperatura de

37°C e da integridade da G6PD (MACHADO, 1979).
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Nesta fase do experimento visamos observar a reversdo do complexo
HbEA pelo metabolismo eritrocitério e a influéncia do NS e/ou do AM neste
sistema. Diferentemente das fases anteriores, focalizamos o sistema
Glutationa redutase-Glutationa Peroxidase.

Utilizamos a Cromatografia Liquida de Alta Performance, com coluna
de troca catibnica, para a analise do complexo HbEA e sua reversao em Hb
A, por se tratar de tecnologia de maior precisdo que 0s métodos
eletroforéticos. A conveniéncia de se analisar diretamente o cromatograma
acrescenta facilidades técnicas.

As dificuldades técnicas inerentes foram o tempo dispendioso para
cada corrida, em torno de 30 minutos, incluindo os 10 minutos de equilibrio
nos intervalos. Foi certamente esta dificuldade que ndo permitiu maior
numero de avaliacdes nos 180 minutos de incubacéo.

Em todos os doadores foi realizada corrida com o hemolisado pos-
lavagem dos glébulos, o que permitiu verificar que nenhum apresentava
hemoglobina anormal. O tempo de eluicdo da Hemoglobina A foi de 10,120
a 11,020 minutos. Acreditamos que esta variagdo ocorreu pelo fato da
aplicacéo ter sido manual, o que poderia ter influenciado o intervalo entre a
aplicacdo da amostra e o inicio do registro. Além disso, todos 0s picos

interpretados como hemoglobina A mostraram porcentagem acima de 83%
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em relacdo ao total de hemoglobina eluida, o que afastaria a heterozigose
para hemoglobinas anormais.

A presenca do complexo HbEA foi detectada através da identificagdo
de hemoglobina eluida posteriormente a hemoglobina A, isto &,
apresentando maior afinidade cationica, com intervalos sempre superiores a
1 minuto e distintas na cromatografia.

Os seguintes resultados da Fase Il sdo relevados para a discussdo a
sequir:

- Aos 10 minutos ha uma menor propor¢do de HbA na presenca de

NS, seja isoladamente ou em conjunto com AM. A presenca do
AM néo modifica a reconversédo de HbA.

- Aos 90 minutos, a presenca de NS e/ou AM diminui a reconversdo

de HbA semelhantemente.

- Aos 180 minutos, ndo ha diferenca estatistica entre 0s grupos

guanto a reconversio de HbEA em HbA. Apenas o AM
isoladamente diminui a reconversao da HbA em comparagdo com o

tubo controle.
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Nas condi¢bes do ensaio, a reducdo de HbEA em HbA ocorre
progressivamente com o tempo de incubacdo, alcancando a proporcao
superior a 90% aos 180 minutos, apenas na presenca de glicose.

Aos 10 minutos observamos que a presenca do NS, na presenca ou
auséncia do AM, é fator limitante da reducdo. Esta influéncia do NS €
observada também na Fase IB, quando verificamos que a acdo redutora da
Cl e do AM néo é observada neste momento da avaliagdo. A interferéncia do
NS deve estar associada com a formacdo secundaria de superoxido e,
sequencialmente, do peréxido de hidrogénio. Este serd metabolizado pela
Glutationa Peroxidase, cujo substrato, 0 GSH, é fundamental para a reversédo
do complexo Hb-EA em Hb.

Aos 90 minutos, a interferéncia do NS se mantém. Isto reforca a
possibilidade que a competicdo pelo GSH diminui a reducdo do complexo
Hb-EA. Além disso, a relacdo entre este dado com a auséncia da reducédo da
Metahemoglobina pela CI na fase IB neste momento do ensaio evidencia
que o sistema redutor eritrocitario sofre influéncia maior do NS que da ClI,
nas condicdes do ensaio.

Aos 180 minutos a propor¢do de hemoglobina A na presenca do NS
néo difere do tubo com CI. Novamente, a relagdo com a reducdo da MetaHb

pela Cl na fase IB corrobora estes dados.
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A interpretacdo conclusiva seria que a competicdo pelo GSH entre o
NS e a CI ocorre principalmente entre o inicio da incubacdo e os 90
primeiros minutos, sendo esta principalmente relacionada com o estresse
oxidante do NS (formacéo de superoxido e peroxido de hidrogénio). A partir
deste momento, ha disponibilidade de GSH para a reducdo do complexo
HbEA e formacdo da Cisteamina, que, por sua vez, seria 0 agente redutor
(ndo catalitico) da Metahemoglobina formada pelo NS.

A influéncia negativa do AM isoladamente sobre a reducdo do
complexo Hb-EA € observada aos 90 e 180 minutos. De maneira semelhante
ao observado na fases IA, a competicdo pelo NADPH ¢é o fator que justifica
a menor reducdo. Neste sentido, 0 AM isoladamente tem comportamento
oxidante, que aumenta com o tempo de incubacdo, e se acentua com a
presenca da Cl. E pouco provavel que tenha ocorrido limitagdo da resposta
pelo consumo de glicose, pois na Fase IB, a reducdo de Metahemoglobina

pelo AM e CI ocorreu adequadamente aos 180 minutos de incubagéo.

5.4 O modelo experimental proposto e o horizonte clinico

O principal mecanismo de defesa dos seres vivos contra a agressdo
oxidativa esta no isolamento dos compartimentos celulares, isto é, na

restricdo de determinadas vias metabolicas nas organelas, como a
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mitocondria. Além disso, a mitocondria tem papel detoxicador importante de
xenobioticos.

O eritrécito, como um ermitdo que destroi as paredes de sua casa, é
melhor descrito como um elemento figurado do sangue que contém
hemoglobina em alta concentracdo. Apesar da exposi¢cdo continuada ao
oxigénio e ao ferro, o isolamento protetor se restringe a estrutura da
molécula de hemoglobina (isolamento do heme em relacdo a agua e
solubilidade externa) e a simplificacdo metabdlica.

Ndo menos importante, a capacidade redutora através da
Metahemoglobina redutase NADH dependente, da grande atividade da SOD
e da Catalase, a presenca de anti-oxidantes de baixo peso molecular como a
Vitamina E, &cido ascorbico e da Via da Hexose Monofosfato, garantem a
manutenc¢éo da integridade da hemoglobina e da membrana, resultando em
uma surpreendente longa sobrevida.

O fato de circular por todo organismo, em contato extremamente
intimo com o endotélio tecidual, pode ampliar o papel detoxicador: em
primeiro lugar, como transportador destes agentes redutores; em segundo
lugar, metabolizando produtos tdxicos de reacdes iniciadas por radicais
livres, liberados para o plasma, como os produtos de lipoperoxidagdo

(especialmente o malondialdeido). A grande capacidade que o peroxido de
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hidrogénio possui de atravessar membranas celulares poderia representar
outro mecanismo pelo qual o eritrécito depuraria produtos da acdo oxidante
toxica produzidos pelos tecidos.

Neste trabalho, isolamos o eritrocito. Retiramos o plasma e o0s
leucdcitos, ressuspendemos em Tampdo adequado para manter a
funcionabilidade, incubamos a 37°C com seu combustivel principal e
observamos o comportamento da Hemoglobina com a adi¢do isolada e
conjunta do NS, AM e Cl. O motivo? O NS, pelo modelo consagrado de
agente indutor da oxidacdo do ferro heme; o AM, como agente redutor da
MetaHb, de uso experimental, diagndstico (deficiéncia de G6PD) e
terapéutico. A Cl, um agente oxidante tiol, com potencial farmacolégico
para varias situacdes clinicas, que permitiu, através do uso da CLAP, outra
visdo do sistema de Oxido-reducdo, a abordagem do sistema que utiliza o
GSH. Como um citémetro de fluxo, incidimos nosso raio laser (as drogas)
no eritrécito e vimos seus reflexos através de varios angulos (a formacéo e
reducdo da metahemoglobina e do complexo Hb-EA).

Em suma, transformamos o eritrocito em nosso laboratdrio. Os
resultados foram discutidos em varios topicos, serdo resumidos nas
conclusdes que finalizardo este texto. Mas fica a pergunta: como ampliar

esta visdo laboratorial para o horizonte clinico?
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A grande dificuldade que temos em compreender os mecanismos de
Oxido-reducdo através de uma Otica bioldgica e clinica, e ndo puramente
quimica ou bioquimica, estd no fato das reacOes ocorrerem de forma
extremamente rapida, com os agentes intermediarios de dificil deteccéo,
além da dificuldade de avaliar, na complexidade celular, 0 que é causa € 0
que ¢é efeito. Afinal, estamos observando o movimento de elétrons.

Outra limitacdo esta no fato que o que é observado laboratorialmente
ndo pode ser transposto clinicamente, principalmente pelas condigdes
extremamente estaticas que impomos experimentalmente. Um exemplo claro
desta dificuldade é a ineficacia do agente N-Acetilcisteina por via
endovenosa em reduzir Metahemoglobina induzida por NS em voluntarios
humanos (TANEN et al, 2000). Este agente, que ¢é utilizado
terapeuticamente na intoxicdo pelo paracetamol, havia se mostrado
extremamente eficaz na reducdo da Metahemoglobina in vitro (WRIGHT et
al., 1996) e por isso, médicos resolveram testar a eficacia em voluntarios.
Entre as varias diferencas do tratamento in vivo versus in vitro, as
concentracfes plasmaéticas eram 0,7 a 10% menores que as utilizadas nos
tubos de ensaio.

O objetivo deste trabalho visou compreender, através da interacéo de

modelos experimentais descritos previamente, a fisiologia do eritrécito,
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especificamente o sistema de Oxido-reducdo eritrocitaria. Tendo como
resultado um novo modelo (a oxidacdo conjunta do ferroheme e dos
grupamentos SH da hemoglobina), esperamos que, com 0S proximos
experimentos, possamos contribuir para uma maior compreensdao do

funcionamento desta célula, o globulo vermelho.
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6. CONCLUSOES

Em nosso modelo experimental, as seguintes consideragcdes sdo

relevadas:

FASE 1A

1. O Azul de Metileno, isoladamente, atua como agente oxidante,

como observado pela formacédo de Metahemoglobina.

2. A acdo oxidante do Azul de Metileno ocorre provavelmente

através do consumo de NADPH.

3. A Oxidagcdo da Hemoglobina pela Cistamina ndo forma

Metahemoglobina.

4. O aumento da formacdo de metahemoglobina quando da incubacéo
concomitante da Cistamina reforca a hipotese de que o consumo de
NADPH deve ser o fator principal da acdo oxidante do Azul de

Metileno.
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Fase 1B
1. A formacéo de Metahemoglobina pelo Nitrito de Sodio € reversivel

nas condicdes do presente ensaio.

2. A reducdo da Metahemoglobina pelo Azul de Metileno é um
fendmeno secundario a reducdo do Azul de Metileno em Branco de
Metileno, reacdo esta dependente da integridade da enzima

Glicose-6-Fosfato Dehidrogenase.

3. A reducdo da Metahemoglobina pela Cistamina ocorre
paralelamente a reducdo do complexo Hemoglobina-S-Etilamina, seja
através da acdo redutora da Cisteamina, seja através da acdo da enzima

Tioltransferase eritrocitaria.

4. A diminuicdo da reducdo da Metahemoglobina pelo Azul de

Metileno na incubacdo concomitante da Cistamina aos 90 minutos de

incubacao ocorre pelo consumo de NADPH.
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Fase Il

A formacéo e reversdo do complexo Hemoglobina—S-Etilamina é

possivel de ser monitorada pela técnica de HPLC.

A reversdo do complexo Hemoglobina—S-Etilamina ocorre através
do consumo de GSH, que, por sua vez, depende da presenca de

NADPH.

A presenca do Nitrito de Sédio e do Azul de Metileno diminuem a

reversdo do complexo Hemoglobina-S-Etilamina, possivelmente

através do consumo de NADPH.
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Concluséo final

Na avaliagdo do sistema de O&xido-reducdo eritrocitario, a
denominacéo de agente oxidante ou redutor refere-se a condic¢des especificas
relacionadas com dosagem, tempo de incubacdo, integridade das estruturas
celulares e vias metabolicas e interacdo entre as drogas utilizadas.

Os resultados deste trabalho, nas condig6es expostas, sugerem que a
acdo primaria das 3 drogas utilizadas é oxidante sobre o sistema de 6xido-
reducdo eritrocitario. O Azul de Metileno atua de forma mais eficiente sobre
a reducdo da Metahemoglobina induzida pelo Nitrito de Sodio pelo fato
atuar como receptor de elétrons e reduzir diretamente o &tomo de Ferro
oxidado da Metahemoglobina.

A reducdo de Metahemoglobina pela Cistamina, menos eficiente e
mais tardia, ocorreu atraves de mecanismo nao totalmente elucidado,
provavelmente por reacdo nao-catalitica indireta, através da Cisteamina. A
influéncia da enzima Tioltransferase eritrocitaria deve ser estudada em
trabalhos posteriores para melhor compreenséo desta reducéo.

A interacdo entre o Azul de Metileno, Nitrito de Sodio e a Cistamina €
competitiva, provavelmente através do consumo direto e indireto de

NADPH.
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Em vista das dificuldades metodoldgicas no estudo do Sistema de
Oxido-reducéo eritrocitario, 0 novo método proposto, utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Performance para avaliar a formacéo e
reversao do complexo Hemoglobina-Etilamina, permitiu observar, sob uma
outra perspectiva, a interacdo entre as drogas no sistema de o0xido-reducéo
eritrocitario.

O estudo da interacdo de novas drogas no modelo apresentado neste
trabalho podera contribuir para fornecer informacGes para 0 conhecimento
do sistema de oxido-reducdo eritrocitario, aléem de permitir o estudo de

potenciais efeitos terapéuticos e toxicos destas substancias.
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7. RESUMO

A hemoglobina, o componente principal do citoplasma eritrocitario,
estd sujeita a oxidacdo, fisiologicamente ou por agentes externos, seja
através da formacdo de Metahemoglobina, ou pela oxidagdo da cisteina 93
por agentes tiois.

Impossibilitado de sintetizar proteina, o eritrocito depende
primordialmente da via glicolitica, que, além de fornecer ATP, através da
integracdo da formacdo de NADH e da Via da Hexose Monofosfato, mantém
0 potencial redutor extremamente eficiente.

A presente investigacdo teve como finalidade avaliar o sistema de
Oxido-reducdo eritrocitario, a partir da oxidacdo da hemoglobina pelas
seguintes drogas: a) Nitrito de Soddio, indutora da formacdo de
Metahemoglobina; b) Azul de Metileno, utilizado terapeuticamente e em
testes laboratoriais na reducdo de Metahemoglobina; c) Cistamina, agente
tiol, que induz a formacgéo do complexo Hemoglobina-Etilamina, através da
oxidagéo da cisteina 93.

Doadores de sangue da Divisdo Hemocentro foram convidados a

participar do trabalho e tiverem seu sangue coletado apos consentimento
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verbal e por escrito. Todos os individuos eram do sexo masculino, ndo
anémicos e sem deficiéncia de G6PD.

Foram utilizados, para os testes, globulos lavados, ressuspensos em
PBS, pH 7.45, com hemoglobina ajustada entre 11 e 13 g/dl, na presenca de
glicose e incubados a 37° C com as drogas testadas, nos momentos 10. 90 e
180 minutos de incubacao.

As doses utilizadas foram baseadas em métodos padronizados em
nosso laboratorio para a avaliagcdo da atividade da enzima G6PD, (Nitrito de
Sodio e Azul de Metileno) e do Sistema da Glutationa-Redutase/Glutationa-
Peroxidase (Nitrito de Sodio e Cistamina).

O estudo foi realizado em duas fases, sendo estudados 8 individuos na
fase | e 8 individuos na Fase 1.

A primeira fase foi subdividida em 2 partes, IA e IB.

Na fase IA dosamos a quantidade de Metahemoglobina formada na
presenca de Azul de Metileno e/ou Cistamina, para avaliarmos o potencial
oxidativo direto sobre o ferro-heme destas drogas.

Na fase IB, dosamos a quantidade reduzida, pela presenca de Azul de
Metileno e/ou Cistamina, de Metahemoglobina induzida pela presenca de

Nitrito de Sodio
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Na fase Il, utilizamos a Cromatografia Liquida de Alta Performance
para avaliarmos a formagdo e reversdo do complexo Hemoglobina-
Etilamina, na presenca de Azul de Metileno e/ou Nitrito de Sodio.

Os resultados obtidos na Fase 1A permitem afirmar que o Azul de
Metileno induziu a formacdo de Metahemoglobina. Aos 90 minutos de
incubacdo este efeito foi potencializado pela presenca da Cistamina,
provavelmente como consequéncia da competicdo pelo NADPH. A oxidagéo
da cisteina 393 pela incubacéo isolada de Cistamina ndo induziu a formagéo
da Metahemoglobina.

Na Fase IB observamos que a reducdo da Metahemoglobina pela
Cistamina foi observada somente aos 180 minutos de incubacéo, em niveis
inferiores a reducdo pelo Azul de Metileno, que foi praticamente total aos 90
minutos. A presenca concomitante de Cistamina diminuiu a reducdo da
Metahemoglobina pelo Azul de Metileno aos 90 e 180 minutos,
provavelmente como consequéncia da competicdo pelo NADPH.

Na fase Il observamos, aos 10 minutos, a menor reversio do
complexo Hemoglobina-Etilamina na presenca do Nitrito de Sdédio, seja
isoladamente ou em conjunto com o Azul de Metileno. Isoladamente, 0 AM
ndo modificou a reconversdao. Aos 90 minutos, a presenca de Nitrito de

Sddio e/ou Azul de Metileno diminuiu a reversdo da Hemoglobina A. Aos
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180 minutos, apenas o Azul de Metileno isoladamente diminuiu
significantemente a reversdo do Complexo Hemoglobina-Etilamina.

No conjunto, os resultados sugerem que o efeito das 3 drogas
utilizadas ocorrem através da acdo primariamente oxidante sobre o sistema
de 6xido-reducdo eritrocitario.

O Azul de Metileno atua de forma mais eficiente sobre a reducdo da
Metahemoglobina induzida pelo Nitrito de Sddio pelo fato atuar como
receptor de elétrons e agir diretamente sobre o &tomo de Ferro oxidado da
Metahemoglobina.

A reducdo de Metahemoglobina pela Cistamina ocorre através de
mecanismo ndo totalmente elucidado, provavelmente por reacdo nao-
catalitica indireta, através da Cisteamina, como sugerido pela menor
eficiéncia e maior intervalo de tempo requerido.

A interacdo entre o Azul de Metileno, Nitrito de Sodio e a Cistamina é
competitiva, provavelmente através do consumo de NADPH.

Além disso, 0 novo método proposto, utilizando a Cromatografia
Liquida de Alta Performance para avaliar a formacdo e reversdo do
complexo Hemoglobina-Etilamina, permitiu observar, sob uma outra
perspectiva, a interacdo entre as drogas no sistema de oOxido-redugéo

eritrocitario.
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8. SUMMARY

Hemoglobin, the essential component of erythrocyte cytoplasm, is
physiologically prone to oxidation by external agents, through the formation
of Methemoglobin or the oxidation of 393 cysteine by thiol agents.

Unable to protein synthesis, the erythrocyte depends essentially on
glycolysis, which, besides producing ATP, maintains the highly efficient
reduction potential through the integration of NADH production and the
Hexose Monophosphate Shunt.

The present investigation’s purpose was to evaluate the erythrocyte
antioxidant system by studying hemoglobin oxidation by the following
substances: a) Sodium Nitrite (SN), a well known Methemoglobin-forming
agent; b) Methylene Blue (MB), a Methemoglobin reductant reagent,
available for therapeutic and laboratory tests; c) the thiol reagent Cystamine
(CI), that reacts with hemoglobin through the B93 cysteine oxidation,
forming the Hemoglobin-Ethylamine complex.

After informed consent was obtained, blood sample was collected
from blood donors of the Botucatu’s Hemocentro Division. All subjects

were male, non-anemic and non-G6PD deficiency individuals.
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Washed, pH 7,45 PBS ressuspended red blood cells (hemoglobin
between 11 and 13 g/dl) were incubated (37° C) with glucose and the test
reagents, at 10, 90 and 180 minutes.

The concentration and doses of reagents were based on current
standard methods utilized in our laboratory for evaluation of G6PD (SN and
MB) and Glutathione-reductase activity (SN and ClI).

The studies were performed in two distinct stages. For each stage, 8
subjects were studied.

Stage | were subsequently divided in 2 stages, IA and IB.

In stage 1A the concentration of Methemoglobin was measured after
the exposition of MB and/or ClI, for assessment of ferro-heme specific
oxidative effect of the reagents.

In stage IB we measured the concentration of Methemoglobin after the
exposition of SN, MB and/or ClI, as a result of the degree of reduction by
MB and/or CI of the SN-induced Methemoglobin.

In stage Il, through the HPLC apparatus, we evaluated the formation
and reversal of Hemoglobin-Ethylamine complex, in the presence of MB
and/or SN.

We observed in stage IA that MB induced the formation of

Methemoglobin. At 90 minutes of incubation, this effect was increased in
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the presence of ClI, probably as a consequence of competition for NADPH.
The 93 Cysteine oxidation by incubation with Cystamine did not induce the
Methemoglobin formation.

In stage IB we observed Methemoglobin reduction by CI only at 180
minutes of incubation, in lower levels of reduction than MB, wich were
practically total at 90 minutes. The concomitant presence of ClI and MB
diminished the MB Methemoglobin reduction at 90 and 180 minutes,
probably as a consequence of competition for NADPH.

In stage Il we observed, at 10 minutes, a lesser reversal of
Hemoglobin-Ethylamine complex in the presence of SN, alone or with MB.
Methylene Blue, alone, did not modify the reversal. At 90 minutes the
presence of SN and/or MB reduced the reversal of the complex. At 180
minutes, only MB, without SN, reduced significantly the reversal of
Hemoglobin-Ethylamine complex.

Overall, the results suggest that the effect of the three reagents we
utilized occurred as a result of a primarily oxidizing reaction on the
erythrocyte oxide-reduction system.

Methylene Blue, as a electron acceptor, is more efficient in

Methemoglobin reduction, by its direct effect over the heme iron Fe*
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Mechanisms of Methemoglobin reduction by Cystamine are not
totally elucidated. They probably occur by indirect non-catalytic reaction,
through the Cysteamine formation, as suggested by the lesser efficiency and
longer time interval required.

The interaction between MB, SN and CI is competitive, probably
through competition for NADPH.

Finally, the proposed method, utilizing HPLC to measure the
formation and reversal of Hemoglobin-Ethylamine complex, provided a new
perspective to evaluate the effect and interaction of the chemical agents in

the erythrocyte oxide-reduction system.
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9. APENDICE

Materiais:

Equipamentos:

- Balanga Analitica

- Banho Maria

- Centrifuga

- Coulter T890

- Espectofotdmetro

- Pipetadores Automaticos
- Ponteiras de Propileno

- Potencidmetro

Reativos:

- Acido Cloridrico

- Cianeto de Potassio

- Cistamina

- Cloreto de Azul de metileno tri-hidratado
- Ferricianeto de potassio
- Fosfato de Potassio

- Saponina

- Metanol

- Heparina

- Na,HPO,

- NaH,PO,. H,O

- Saponina branca

- Tris

- Bis- Tris

Solucdes e tampodes

Solucdes e tampdes foram preparados com agua obtida pelo sistema de ultra-
purificacdo MiliQ®.

1. Solucéo de azul de metileno (AM) a 0,015%
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Cloreto de azul de metileno trihidratado ------------- 0,15¢
Agua MiliQ--=--=-====mmmm oo 1000,0 ml
Conservagéo a 4°C positivos.

2. Solucdo de cistamina 0,1 Molar (M)

Cistaming ---------=-===-m oo 22,52 mg
Tampao TRIS, pH 7,45 ---------mmmmmmm oo 1,0 mi
Conservagdo a 4°C positivos.

3. Solucdo de cloreto de sédio a 0,9%

Cloreto de sOdiQ ---------=-=-====mnmmmmm oo 9,09
Agua q.5.p. ----m=m=mmmmmmmmmmm e 1000,0 ml
Conservacdo a 4°C positivos.

4. Solucdo de Drabkin

Ferricianeto de potassio ------------=-====m=mm-mmmmmme- 200,0 mg
Cianeto de potassio -------=-=-=-===mmmmmmm oo 50,0 mg
Bicarbonato de s6di0 ------------=-=-=-m-mmmmm oo 1,09
AQUa (.8.p. ~--mmmmmmm e 1000,0 ml

Conservacéo a 4°C positivos.

5. Solucéo de glicose a 5%

GlICOSE ~--mm-mmmmm oo 590
Agua (.5.p. ====mmmmmmmemmmm e 100 ml
Conservacao a 4°C positivos.

6. Solucdo de nitrito de sodio a 0,7%.

Nitrito de SO0 -------=-==-==mmmmm oo 0,79
AQUua .8.p. ~=mmmmmmmmm e 100,0 ml
Conservagdo a 4°C positivos.
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7. Solucéo salina tamponada, pH 7,45 (PBS)

A. Solucdo estoque acida, pH 5,0:

NaH,PO,4.HyO ---=-=mmmmm e 22,16 g
Agua g.8.p. ==m==mmmmmmmmm e 1000,0 ml
Conservacdo a 4°C positivos.

B. Solucéo estoque alcalina, pH 9,0:

NayHPO, =--==-====smmmemme e 17,2 g

Agua (.5.p. =m=-=mmmmmmmm e 1000,0 ml
Conservacao a 4°C positivos.

C. Tampéo Fosfato, pH 7,45:

SOIUGAOD A ---mmmm e 16,0 mi
SOIUGAOD B -------mmmmm oo 84,0 ml
Ajustar o pH para 7,45, adicionando pequenas gquantidades de solugéo A ou
B.

D. Solucéo de trabalho (PBS)

Tampéo fosfato, pH 7,45 -----------—--mmm oo 1 volume
Solucdo de cloreto de sédio a 0,9% --------------------- 9 volumes
Conservagéo a 4°C positivos.

8. Solucdo de saponina a 2%.

Saponina branca -----------=-=--==mmmme oo 29
AQUA 0.8.P. ~=mmmmmmmm e 100 ml
Conservagdo em vidro escuro a 4°C positivos.

9. Tampéo fosfato pH 6,8 (solucéo estoque).

Fosfato de potassio, monobasico -------------------------- 3469
Fosfato de sodio, dibasico -----------=---zn-mmmmmmeeooaeeae 36,19
Agua Q.5.p. =m-mmmmm e e 250 ml

Ajustar o pH da solucdo para 6,8 com Hcl 1N.

10. Tampéo fosfato, pH 6,8 (solucéo de trabalho).

Solucéo tampao fosfato (estoque) ----------------------- 10,0 mi
AQua (.5.p. =mm=mmmmmmmmm e 500,0 ml
Preparada imediatamente antes do uso.
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