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RESUMO

CORRELAGOES ENTRE ESTABILIDADE DE MEMBRANA DE ERITROCITOS E
VARIAVEIS OXIDATIVAS, INFLAMATORIAS E ANTROPOMETRICAS EM
ADOLESCENTES OBESOS

[Introdugao] A obesidade € considerada um importante problema de saude publica
da atualidade e vem ganhando destaque no cenario epidemiolégico mundial. Ela
esta relacionada a um estado inflamatorio sistémico de baixa intensidade. Além
disso, danos celulares relacionados a radicais livres se encontram acentuados em
pessoas obesas e predispdem a comorbidades. A estabilidade de uma membrana
biolégica depende de influéncias genéticas, alimentagao e estilo de vida e parece
sofrer alteragdes decorrentes da obesidade e do estresse oxidativo. [Objetivo] Este
estudo teve como objetivo investigar a existéncia de relagbes entre estabilidade
osmotica de eritrocitos e parametros de estresse oxidativo, inflamatorios e
antropométricos em adolescentes obesos. [Amostra] A amostra foi constituida de
32 adolescentes de 14 a 19 anos. [Métodos] Os parametros antropométricos
utilizados foram massa corporal (MC), indice de massa corporal (IMC) e
circunferéncia abdominal (CA). A estabilidade osmoética da membrana de eritrécitos
foi determinada por meio do teste de fragilidade osmética eritrocitaria (FOE). O
estresse oxidativo foi avaliado por meio do potencial de reducdo do ferro (FRAP),
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), atividades da catalase (CAT)
e superoxido dismutase (SOD) e o conteudo de nitrito de sddio (NaNO,). O estado
inflamatdrio foi verificado medindo-se a proteina C reativa (PCR), adiponectina e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). [Resultados] Correlagdes positivas foram
encontradas entre composigao corporal (MC, IMC e CA) e fragilidade osmética de
eritrocitos (Ho, Hso € H1o0). Correlagbes positivas também foram encontradas entre
SOD e NaNO:2 e indices de estabilidade osmotica de eritrécitos (dX/Hso € dX/Amin,
respectivamente). [Conclusdes] As andlises de correlagdo mostraram que a
estabilidade de membrana de eritrcitos é sensivel a alteragdes na composicao

corporal e nos niveis séricos de SOD e NaNO, em adolescentes obesos.

Palavras-chave: Eritrocito, estabilidade, estresse oxidativo, inflamacéao, obesidade.
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ABSTRACT

CORRELATIONS BETWEEN ERYTHROCYTES MEMBRANE STABILITY AND
OXIDATIVE, INFLAMMATORY AND ANTHROPOMETRIC VARIABLES IN OBESE
ADOLESCENTS

[Introduction] Obesity is considered an important public health problem today and
has been gaining prominence in the world epidemiological scenario. It is related to a
systemic low-grade inflammation. In addition, cell damage related to free radicals is
accentuated in obese individuals and predisposes to comorbidities. The stability of a
biological membrane depends on genetic, food and lifestyle influences, and seems
to suffer alterations due to obesity and oxidative stress. [Objective] This study
aimed to investigate the existence of correlations between osmotic stability of
erythrocytes and inflammatory, anthropometric, and oxidative stress parameters in
obese adolescents. [Sample] The sample consisted of 32 adolescents aged 14 to
19 years. [Methods] The anthropometric parameters used were body mass (BM),
body mass index (BMI) and waist circumference (WC). Determination of erythrocyte
membrane stability was performed using the erythrocyte osmotic fragility (EOF) test.
Oxidative stress was evaluated by means of ferric reducing antioxidant power
(FRAP), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) activities, and sodium nitrite (NaNOz2) content. The
inflammatory state was verified by measuring C-reactive protein (CRP), adiponectin
and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). [Results] Positive correlations were found
between body composition parameters (BM, BMI and WC) and membrane stability
variables (Ho, Hso and H100). Positive correlations were also found between the
serum levels of SOD and NaNO:2 and erythrocyte osmotic stability indices (dX/Hso
and dX/Amin, respectively) [Conclusions] Correlation analyzes showed that
erythrocyte membrane stability is sensitive to changes in body composition and

serum levels of SOD and NaNO:2 in obese adolescents.

Keywords: Erythrocyte, stability, oxidative stress, inflammation, obesity.
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INTRODUCAO

Durante séculos, a obesidade foi considerada sinénimo de beleza, bem-estar
fisico, riqueza e poder. Atualmente, ela representa um importante problema de
saude publica, ndo s6 pelo seu impacto negativo na expectativa de vida, mas
também pela piora que acarreta em sua qualidade (Repetto, Rizzolli et al. 2003). Ja
€ a principal causa evitavel de morte, junto ao tabaco (Damaso 2009).

Nas ultimas décadas tem-se verificado, principalmente nos paises em
desenvolvimento, um fenbmeno chamado “inversdo epidemiolégica”. As doengas
infectocontagiosas, que eram anteriormente consideradas os principais problemas
de saude publica, vém sendo superadas pelas enfermidades crénico-degenerativas,
tais como diabetes tipo Il, dislipidemias, doengas cardiovasculares e hipertensao
arterial. Todas essas doencgas possuem relacdo direta com o0 excesso de peso
(Déamaso 2009). A questéo torna-se ainda mais preocupante quando se observa a
proporcao de obesidade na populagao infantil e juvenil (Nunes 2015).

Este estudo faz parte de um projeto maior, intitulado Programa de Tratamento
Multidisciplinar do Adolescente Obeso (PTMAO), desenvolvido na cidade de
Uberlandia, por iniciativa da Faculdade de Educacdo Fisica (FAEFI) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). No PTMAO, ofereceu-se um tratamento
multiprofissional para adolescentes obesos, que incluiu reeducacao alimentar com
nutricionistas, terapia em grupo com psicologos, treinamento personalizado com
professores de educacgao fisica e acompanhamento do estado geral de saude com
endocrinologista e pediatra.

Um estudo anterior mostrou que o PTMAO, feito durante 6 meses, foi eficaz
na melhoria das respostas anti-inflamatérias e das defesas antioxidantes em
adolescentes obesos (Nunes 2015). Outro estudo avaliou a estabilidade de
eritrocitos antes e depois do PTMAO. Ao final do estudo, encontrou-se aumento na
estabilidade de eritrocitos dos adolescentes obesos, associado a aumento dos
valores de RDW e dos niveis de Hb1AC, embora o declinio de Hb1AC apés o
programa de treinamento ndo tenha sido estatisticamente significante (Huss 2012).

O presente trabalho, em complemento as pesquisas anteriormente citadas,
analisa a existéncia de relagdes entre a estabilidade osmética de membrana de
eritrocitos e parametros de estresse oxidativo, inflamatdérios e antropométricos nos

adolescentes obesos.
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Obesidade

A obesidade € considerada um importante problema de saude publica da
atualidade e vem ganhando destaque no cenario epidemioldégico mundial. Pode ser
definida, de uma maneira simples, como o acumulo excessivo de gordura corporal
em proporgao tal, que é capaz de provocar prejuizos a saude dos individuos (WHO,
2004). E um importante fator de risco para o desenvolvimento de diversas
comorbidades de elevada morbimortalidade, tais como dislipidemia, aterosclerose,
hipertensao arterial, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica, diabetes mellitus,
esteatose hepatica e doenga hepatica nao alcodlica entre outras (Damaso, 2009).

A prevaléncia de obesidade aumentou muito nas ultimas décadas, tanto em
paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde
anteriormente predominavam problemas relacionados a desnutricdo (2004). Este
aumento na prevaléncia de sobrepeso e obesidade vem ocorrendo em idades cada
vez mais precoces, atingindo, além dos adultos, criangcas e adolescentes. Tal fato
tem despertado a preocupacgao de pesquisadores e profissionais da area de saude,
sobretudo em razdo dos danos e agravos a saude provocados pelo excesso de
peso (Lee 2009).

Dados globais da OMS (2015), apontam que em 2014 mais de 1,9 bilhdes de
adultos estavam com sobrepeso, dos quais 600 milhdes eram obesos,
correspondendo a 13% da populacdo adulta do planeta. Nos Estados Unidos, 67%
da populagéo sofrem de sobrepeso (IMC = 25,0 kg/m?) enquanto 34% apresentam
obesidade (IMC 2 30,0 kg/m?), representando um aumento de 75% em relagéo a
1991 (Statistics 2007). No Brasil, dados da Pesquisa de Orgcamento Familiar de
2008-2009, revelaram que o excesso de peso afeta 50,1% dos homens e 48% das
mulheres, dentre os quais sdo considerados obesos 12,4% dos homens e 8% das
mulheres (2010).

Em relagdao a obesidade infantil, segundo o relatério da Comissao pelo Fim
da Obesidade Infantil (ECHO), da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2016) a
prevaléncia de sobrepeso entre menores de 5 anos aumentou de 4,8% para 6,1%
entre 1990 e 2014, passando de 31 milhdes para 41 milhdes de criancas afetadas
durante esse periodo. Ja a obesidade juvenil, nos EUA, entre 1965 e 1995, esta
aumentou 106% em meninas de 6 a 11 anos, 108% em meninos de 6 a 11 anos,

69% em meninas de 12 a 17 anos e 148% em meninos de 12 a 17 anos (Bar-Or

15


http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/204176/1/9789241510066_eng.pdf?ua=1
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/204176/1/9789241510066_eng.pdf?ua=1

2003). Ja no Brasil, a prevaléncia de excesso de peso na populagdo adolescente
(10 a 19 anos), passou de 3,7% em 1974-1975 para 21,7% em 2008-2009 para
meninos e de 7,6% em 1974-1975 para 19,4% em 2008-2009 (2010).

A etiologia da obesidade € multifatorial, envolvendo aspectos enddégenos e
exogenos que se inter-relacionam e se potencializam mutuamente. Os fatores
endogenos estdo relacionados a componentes genéticos, neuropsicoldgicos,
endocrinos e metabdlicos, enquanto os exdgenos sao influenciados por questdes
externas de origem comportamental, dietética e ambiental. As influéncias exdégenas,
tais como padrdo alimentar e atividade fisica, sdo reconhecidamente as
determinantes que mais contribuem para o aumento do excesso de peso, sendo
responsaveis por provavelmente 95% dos casos de obesidade (Damaso 2009).

Transformacgdes significativas tém ocorrido nos padroes dietéticos e
nutricionais das populagdes. Essas mudangas sao parte de um processo designado
como transigao nutricional e convergem para uma alimentagéo rica em gorduras,
especialmente de origem animal, agucar refinado, além de reduzida ingestdo de
carboidratos complexos e fibras. A adog¢ao desses habitos alimentares, conhecidos
como “ocidentais”, aliado ao declinio na atividade fisica dos individuos, leva a
alteragdes na composig¢ao corporal, particularmente ao aumento de gordura corporal
(Monteiro, Mondini et al. 1995). Além disso, a falta de informagao associada a
auséncia de politicas de saude que atendam adequadamente a populagao torna
ainda mais grave e preocupante a epidemia de obesidade instalada no Brasil

(Oliveira, Cerqueira et al. 2003).

Obesidade e inflamagao

A obesidade, ja considerada uma doenga, esta relacionada a um estado
inflamatorio sistémico de baixa intensidade, observado tanto em adultos como em
criangas e adolescentes (Visser, Bouter et al. 2001). Este estado inflamatério esta
relacionado a desordens como hiperlipidemia, hipertensao arterial, aterogénese,
sindrome metabdlica, resisténcia insulinica e diabetes mellitus (Trayhurn and Wood
2004).

O tecido adiposo, outrora considerado mero e passivo estoque de energia na
forma de triacilgliceréis, hoje é entendido como um relevante 6rgédo enddcrino e
secretor, produzindo diversas substancias pré-inflamatérias (Mazurek, Zhang et al.

2003). No processo de diferenciagdo dos pré-adipocitos em adipdcitos maduros,
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estes apresentam a capacidade de producdo de varias proteinas: enzimas,
citocinas, fatores de crescimento e horménios envolvidos em varios eventos
metabdlicos (Lau, Dhillon et al. 2005). Nesse sentido, o tecido adiposo é fonte de
mediadores proé-inflamatérios que contribuem para a inflamacgéao sistémica de baixo
grau, que esta associada a injuria vascular, resisténcia insulinica e aterogénese. As
chamadas adipocinas incluem: TNF-a, IL-6, leptina, inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI-1), angiotensinogénio, resistina e proteina C-reativa (PCR).
Algumas atuam de modo a proteger contra inflamagdo vascular e resisténcia
insulinica, dentre as quais se destacam a adiponectina e o 6xido nitrico (Bergman
and Mittelman 1998).

Acredita-se, também, que a hipertrofia dos adipdcitos leve a compressao dos
vasos sanguineos, o que impede o suprimento adequado de oxigénio, levando a
hipdxia local e consequente morte de adipécitos. Tal quadro desencadeia a cascata
da resposta inflamatdria, além do processo de angiogénese (Wood, de Heredia et
al. 2009). Assim, a elevagao dos marcadores inflamatoérios que levam a inflamacgao
cronica de baixo grau caracteristica da obesidade é proveniente ndo s6 da produgao
destes pelos proprios adipdcitos, mas também pelos macréfagos infiltrados em

resposta a hipdxia (Leite, de Medeiros Rocha et al. 2009).

Obesidade e estresse oxidativo

Danos celulares, como peroxidagao lipidica, se encontram acentuados em
pessoas obesas e predispdem a comorbidades, como hipertensao arterial sistémica,
dislipidemia, eventos tromboembdlicos, diabetes mellitus, além de neoplasias
(Alves, Alves et al. 2011).

A peroxidagéo lipidica consiste em uma reagdo em cadeia dos acidos graxos
polinsaturados de membranas celulares, gerando radicais livres que modificam a
permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas (Mahattanatawee, Manthey et al.
2006).

Radicais livres sdao atomos ou moléculas altamente reativos, que contém
numero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica (Halliwell 1992). Embora
eles sejam essenciais para fungées como sinalizagao celular e defesa contra micro-
organismos, por atuarem como mediadores para a transferéncia de elétrons em
diversas reagdes bioquimicas, a producdo excessiva deles pode levar a lesdes

oxidativas em importantes moléculas (Barbosa, Costa et al. 2010). Os radicais livres

17



cujo elétron desemparelhado se encontra no atomo de oxigénio ou de nitrogénio
pertencem respectivamente as categorias das Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) ou Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), as quais também compreendem
outros compostos de natureza nao radicalar, como € o caso do peroxido de
hidrogénio (H202), que € um ERO capaz de gerar o radical hidroxila (Pietta 2000).

As ERO sé&o produtos instaveis, decorrentes da reducéo tetravalente sofrida
pela molécula de oxigénio, aceptora final de elétrons, durante a producao de energia
na etapa de fosforilagdo oxidativa (Halliwell and Gutteridge 2015). As principais ERO
distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO®), superéxido (O2°7),
peroxila (ROO®) e alcoxila (RO®); e os nao-radicalares: oxigénio, peroxido de
hidrogénio (H202) e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico
(NQO*), oxido nitroso (N20), acido nitroso (HNOz2), nitrito (NOz2"), nitrato (NO3) e
peroxinitrito (ONOO™) (Buchwald 2005). Alguns deles podem ser altamente reativos
no organismo atacando apenas lipidios, outros sao reativos também com
carboidratos, proteinas e DNA (Santos, Tanaka et al. 2009).

As fontes geradoras de espécies reativas sdo as que se seguem: mitocéndria
(reducdo incompleta do O2); macréfagos e neutrdéfilos; endotélio; epitélio; sistemas
enzimaticos (mieloperoxidase; xantina oxidase, NADPH-oxidase, NADPH:citocromo
P450 oxirredutase, ciclo-oxigenase, oxido nitrico sintetase); reacoes de Fenton e de
Haber-Weiss, que ocorrem com ions metalicos, como Fe*™ e Cu*™; e reagdao nao
enzimatica entre os radicais superoxido e 6xido nitrico, resultando na geragéao de
peroxinitrito (Touyz and Schiffrin 2004).

Concomitantemente a produgdo continua de radicais livres durante os
processos metabdlicos, ha mecanismos de defesa antioxidante, que tém o objetivo
de reduzir os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia
de danos decorrentes (Barbosa, Costa et al. 2010).

A instauracdo do processo de estresse oxidativo decorre do desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragdo excessiva de
radicais livres ou em prejuizo da velocidade de remocéo desses. Tal desequilibrio
do sistema redox conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de
suas funcdes bioldgicas ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacéo € o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (Halliwell and Whiteman 2004).

Os antioxidantes possuem elevada estabilidade oxidativa em funcédo de sua

estrutura molecular, desempenhando papel fundamental na prevengao da oxidagao
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resultante da ac&o dos radicais livres (Andrade-Wartha 2007). Os sistemas
antioxidantes podem ser compostos enzimaticos ou nao enzimaticos. O sistema
antioxidante enzimatico inclui a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GSH-Px), glutationa redutase (GSHRd) e a catalase (CAT) (Pietta, 2000). A
superoéxido dismutase catalisa a reagdo de dismutagdo do anion superéxido (O2°7)
para peroxido de hidrogénio (H202), que € subsequentemente convertido em Hz20 e
Oz, pela catalase, ou somente em H20, pela glutationa peroxidase, enzima esta que
requer a acdo da coenzima de oxirredugao glutationa reduzida (GSH), em um
processo que forma glutationa oxidada (GSSG). A reducédo da forma oxidada da
glutationa é entdo realizada pela glutationa redutase via ciclo da glutationa, as
expensas do poder redutor do NADPH, normalmente produzido pela via das
pentoses (Codoier-Franch, Valls-Bellés et al. 2011).

Ja o sistema antioxidante n&o enzimatico refere-se a antioxidantes que
podem ser produzidos in vivo, como a glutationa, a ubiquinona e o acido urico, ou
que podem ser obtidos diretamente da dieta, tais como o a-tocoferol (vitamina-E), -
caroteno (pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde
se destacam os flavondides e poliflavondides (Halliwell and Gutteridge 2015).

O estresse oxidativo, como mencionado, acontece quando a magnitude da
producao de espécies reativas supera a capacidade antioxidante, o que resulta em
oxidacdo de lipidios (lipoperoxidagao), proteinas (carbonilagcdo e/ou nitragcéo),
carboidratos (carbonilagdo) e DNA (oxidacdo de bases nitrogenadas). A leséo
desses importantes componentes celulares leva a alteragdo da estrutura quimica,
da funcdo e degeneracdo e morte celular. A lipoperoxidagao corresponde a uma
reacao autolimitada, contudo, a produgdo excessiva de espécies reativas pode
reiniciar o processo, resultando em descontrole e geragdo de produtos citotoxicos
como o malondialdeido (MDA) (Yagi 1998).

A lesdo oxidativa em DNA pode ocorrer nas bases puricas e pirimidicas na
presenga de HO®, o qual retirando um atomo de hidrogénio das ligagdes C-H
(carboidrato-hidrogénio) gera falsas bases (chamadas de aductos de bases de
DNA), que podem ser produzidas na presenga ou na auséncia de O2. As bases
falsas geradas podem atuar como oxidantes ou como redutoras (dependendo do
local onde foi retirado o atomo de hidrogénio) e comprometem a replicagéo e a
transcricdo, o que, consequentemente, leva a prejuizo do processamento da

informacgao genética (Cooke, Evans et al. 2003).
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A nitragdo de proteinas é resultado da acgédo indesejavel do peroxinitrito
levando a prejuizo da fung&o da proteina em questdo. A carbonilagdo de proteinas
ocorre como resultado da agao de produtos de lipoperoxidacdo avangada, como
MDA, glioxal, acroleina e 4-hidroxinonenal (4-HNE), e de produtos de glicagao
avancada, como (dlioxal e metilglioxal, sobre sitios nucleofilicos de
aminofosfolipideos, peptideos e proteinas (cisteina, lisina e histidina) e de DNA
(Pacher, Beckman et al. 2007).

Os pacientes obesos comumente possuem um desequilibrio entre gordura,
peso corporal, lipoproteinas e lipidios, o que interfere na suscetibilidade do
organismo a lesdes oxidativas (Nunes 2015).

Existem pelo menos trés mecanismos através dos quais a obesidade pode
ocasionar peroxidacao lipidica (Olusi 2002). A obesidade eleva a necessidade
metabdlica do miocardio, com consequente aumento no consumo de oxigénio.
Assim, a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) como os superoxidos e
os peroxidos de hidrogénio também aumenta, ja que ha maior respiragéo
mitocondrial. Se a producdo dessas espécies de oxigénio exceder a capacidade
antioxidante da célula, da-se o estresse oxidativo, resultando em peroxidacao
lipidica (Turrens 1997). Outro mecanismo por meio do qual a obesidade pode
aumentar a peroxidacao lipidica € a lesao celular progressiva e cumulativa devido a
pressao exercida pela avantajada massa corporal. A injuria celular libera citocinas
como o TNF-a que, por sua vez, gera especies reativas de oxigénio (Lechleitner,
Koch et al. 2000). O ultimo mecanismo relaciona-se com o consumo de dietas
hiperlipidicas. Este tipo de dieta altera o metabolismo do oxigénio, pois as moléculas
de acidos graxos com duplas ligagdes sédo vulneraveis a reacdes oxidativas e, por
conseguinte, podem levar a peroxidacéo lipidica (Neves 2011).

Variadas providéncias, como intervengdes farmacoldgicas, cirurgicas, pratica
de atividade fisica, restricdo calérica e mudancas comportamentais tém sido
propostas para o tratamento da obesidade e consequente reducdo do estresse
oxidativo. Essas intervencdes favorecem a perda de peso, que se associa a uma
reducdo na producdo de espécies oxidantes e a uma maior capacidade
antioxidante, contribuindo, assim, com a redugao dos fatores de risco e a melhoria

das comorbidades (Manson, Stampfer et al. 1987).

Tratamento multiprofissional da obesidade
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A obesidade € uma doencga desencadeada por multiplos fatores. O controle e
tratamento da obesidade favorecem a melhoria de qualidade de vida e concomitante
reducao dos fatores de riscos morbidos associados a essa doenga (Damaso 2009).

Assim, tendo em vista a associacdo entre obesidade e as alteragdes
metabdlicas, estruturais e psicologicas decorrentes de um padrdo alimentar
inadequado e hipoatividade, torna-se evidente que um programa de intervencao
deve ser alicercado em agao multiprofissional com a finalidade de auxiliar o
tratamento ou diminuicdo dos problemas relacionados a essa doenga (Damaso
2009).

A maior parte dos profissionais da area da saude pode trabalhar no
tratamento da obesidade. Além dos médicos, que sao aptos a tratar a obesidade por
meio de medicamentos ou cirurgias, € essencial a atuacao integrada de, pelo
menos, trés categorias profissionais: profissionais de educacéo fisica, nutricionistas
e psicologos. Outros profissionais, como fisioterapeutas, enfermeiros, terapeutas
ocupacionais e fonoaudiélogos, entre outros, também podem participar da equipe de
intervengao junto ao paciente obeso (Damaso 2009).

O tratamento multidisciplinar apresenta vantagens no controle e reducdo da
obesidade tais como diagndsticos mais precisos e completos e enfrentamento dos
problemas psicossociais do paciente. Além disso, ha uma maior compreensao, por
parte do obeso, em relagdo a natureza complexa da obesidade, ja que, neste tipo de
tratamento, sido realizados processos educativos com os pacientes. Tudo isso,
facilita o trabalho de cada um dos profissionais envolvidos no tratamento da
obesidade, aumentando a probabilidade de sucesso no tratamento (Garcia 2004).

A combinacao de avaliagao, prescricdo e acompanhamento regular feito por
uma equipe multidisciplinar tem-se mostrado mais eficaz no tratamento da
obesidade do que intervencgdes isoladas de dieta e/ou exercicio fisico (Garcia 2004).
Muitos estudos apontam significativas melhoras com o tratamento multidisciplinar da
obesidade (Dalton 1998, Frank 1998, Sothern, Loftin et al. 1999, Vansant, Hulens et
al. 1999, Nunes 2015).

Composicao e estrutura das membranas bioldgicas
As membranas bioldgicas sdo finas peliculas (espessura de cerca de 5
nandmetros) constituidas, principalmente, por proteinas e fosfolipidios, que

circundam as células vivas e delimitam as organelas no seu interior, tornando
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possivel a interacdo de uma célula com outras e com moléculas do meio (Alberts,
Johnson et al. 2002).

Embora sejam muito finas, as membranas biolégicas sao altamente versateis
e complexas, exercendo uma grande variedade de fung¢des nas células. Uma de
suas fungdes € o controle da passagem de substéncias, permitindo o acesso de
determinados compostos quimicos através delas e impedindo o acesso de outros, o
que conserva o meio celular interno apropriado as necessidades de cada célula.
Isso significa que as membranas biolégicas possuem permeabilidade seletiva
(Alberts, Johnson et al. 2002).

As proteinas de membrana, responsaveis por diversas fungdes celulares,
podem ser integrais (imersas na bicamada) ou periféricas (na superficie interna ou
externa da bicamada). Algumas proteinas, integrais, funcionam como bombas
seletivas, que regulam a passagem de ions e moléculas menores tanto para dentro
quanto para fora da célula. Tais proteinas geram gradientes de protons muito
importantes para a producao de ATP. Outras, periféricas, sdo capazes de identificar
determinadas substancias no meio, estimulando-a a reagir, como € o caso dos
receptores hormonais. Além disso, certas proteinas atuam como enzimas,
catalisando diversas reagdes metabolicas (Alberts, Johnson et al. 2002).

Os lipidios, por sua vez, se apresentam em camada dupla, sendo
responsaveis por conferir forma fisica as membranas biolégicas. Estas moléculas
sdo relativamente pequenas, com regides hidrofilicas e hidrofébicas. A regido
hidrofilica corresponde a “cabeg¢a” da molécula do lipidio, eletricamente carregada e,
por isso, tem afinidade com moléculas de agua. Ja a regiao hidrofébica corresponde
a “cauda” da molécula, formada pelas cadeias alquilicas de acidos graxos, as quais
nao se dissolvem em agua. Na dupla camada lipidica da membrana, as porc¢des
polares dos lipidios ficam expostas no meio aquoso, seja no ambiente
citoplasmatico ou no ambiente extracelular, enquanto as por¢cdes apolares se
dirigem para o interior anidro da membrana (Boon and Smith 2002).

Dentre os principais lipidios presentes nas membranas biolégicas estdo os
fosfolipidios, os esfingolipidios e os esterdis (Cascio 2005). Um importante esterol
constituinte das membranas €& o colesterol, composto organico que influencia
relevantes processos bioldgicos, tais como permeabilidade de membrana,
organizacao lateral de lipidios, transdugdo de sinais e passagem de substancias

através da membrana (Wustner 2007). Quanto maior a quantidade de esterdis,
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maior é a rigidez da membrana, devido a presengca do nucleo rigido do anel
esteroide, que diminui a liberdade de rotacdo das ligagbes carbono-carbono
(Murray, Rodwell et al. 2006).

Os fosfolipidios, dispostos lado a lado na bicamada, podem mover-se
lateralmente, embora, ndo percam o contato uns com os outros. Isto faz com que as
membranas sejam estruturas dindmicas e fluidas (Alberts, Johnson et al. 2002).
Esse modelo de estrutura de membrana, originalmente formulado por Singer and

Nicolson (1972), recebe 0 nome de mosaico fluido.

Estabilidade das membranas biolégicas

As membranas celulares devem combinar estabilidade e funcionalidade,
propriedades dependentes de seu nivel de fluidez. A fluidez € uma propriedade da
matéria que se eleva a medida que se vai do estado solido para o estado gasoso. A
organizacdo de uma membrana biolégica requer um grau intermediario de fluidez,
chamado de fluidez critica (Figura 1), que & essencial para numerosas fungdes
celulares (Bernardino Neto 2011).

A estrutura fluida das membranas se deve ao fato de seus componentes nao
ocuparem posicoes definidas, podendo sofrer difusdo lateral e rotagcdo através de
cada monocamada (Singer 1974, Alberts, Johnson et al. 2002). Isso acontece por
nao haver ligacdes fortes (covalentes) entre as moléculas, mas sim ligacdes fracas
(ligagdes de Van der Walls e de hidrogénio) (Murray, Rodwell et al. 2009).

A manutencéo da fluidez critica depende de alguns fatores. A consisténcia
das membranas altera com o comprimento e com o grau de insaturagao das cadeias
acilicas de seus fosfolipideos. Além disso, a fluidez de membrana também é
influenciada pela temperatura; como a temperatura corporal dos animais
homeotermos é sempre maior que a temperatura de fusdo de seus lipideos de
membrana, ela se mantém fluida a temperatura corporal (Marzzoco and Torres
1999).

O colesterol constitui um fator adicional de regulagdo da fluidez das
membranas. Suas moléculas interpdem-se na bicamada lipidica, a hidroxila
interagindo com os grupos polares dos fosfolipidios. Nesta posicdo, os anéis
esteroidais rigidos interagem e parcialmente imobilizam as regides das cadeias de
hidrocarboneto mais proximas aos grupos das cabegas polares. Por meio da

reducéo da mobilidade de alguns poucos primeiros grupos metilénicos das cadeias
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de hidrocarboneto das moléculas de fosfolipidios, o colesterol torna a bicamada
lipidica menos sujeita a deformagdes nesta regido. Apesar de o colesterol
apresentar a tendéncia de tornar a bicamada lipidica menos fluida, nas altas
concentragdes encontradas na maioria das membranas plasmaticas de eucariotos,
também impede as cadeias de hidrocarboneto de se aproximarem e cristalizarem
(Alberts, Johnson et al. 2002).

Diversas condigdes fisioldégicas parecem estar relacionadas com alteracoes
na estabilidade e funcionalidade das membranas. No alcoolismo crénico, por
exemplo, ha aumento no teor de colesterol de membrana das hemacias, levando a
aumento na viscosidade da membrana. Estas células adquirem um formato
anormal, dificultando sua passagem por capilares menores, o que leva a sua
destruicdo prematuramente (Marzzoco and Torres 1999). O estresse oxidativo
também tem efeitos danosos sobre as membranas. As espécies reativas de
oxigénio (EROs), quando em excesso, ativam cascatas de lipoperoxidacdo nas
membranas, provocando alteracbes em sua estabilidade e funcionalidade (Begum
and Terao 2002).

Composicao e estabilidade de eritrécitos

A membrana eritrocitaria € uma das membranas mais conhecidas em termos
de estrutura, funcdo e genética. Como qualquer membrana plasmatica, media
transportes e, ainda, fornece ao eritrécito resisténcia e maleabilidade. Sua
composicao é semelhante a composicao das membranas de outras células do
organismo humano, sendo constituida essencialmente de lipideos e proteinas
estruturados no modelo de mosaico lipidico e fluidico proposto por Singer e Nicolson
em 1972 (Singer and Nicolson 1972).

A bicamada fosfolipidica representa em torno de 50% da massa total da
membrana eritrocitaria e forma uma barreira entre os compartimentos intra e
extracelular (Cooper, 1997). As trocas entre estes compartimentos sao feitas
através de bombas, canais de trocas de ions e transporte molecular como o da
glicose (Wajcman et. al., 1984). Além disso, a deformabilidade e a interagdo da
superficie da membrana com o meio intracelular garantem as fungdes de transporte
de O2 dos pulmdes e remogao do CO:2 dos tecidos para os pulmdes (Cooper and
Ganem 1997).
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As proteinas de membrana do eritrocito podem ser periféricas ou integrais.
Essas proteinas estdo associadas ao citoesqueleto, que é responsavel pela forma
bicbncava normal ou pelas formas anormais (em caso de defeitos genéticos) dos
glébulos vermelhos, e representam 60% da massa proteica de toda a membrana
(Wajcman, Lantz et al. 1992).

As proteinas integrais atravessam a bicamada lipidica e interagem com a
porcao hidrofébica das moléculas lipidicas. Fazem parte destas as proteinas de
transporte, como a banda 3, denominada proteina transportadora de ions, e as
glicoforinas A, B, C e D, que possuem receptores de membrana e antigenos que
participam do reconhecimento célula-célula na extremidade externa e auxiliam na
estabilizacdo do citoesqueleto através de ligagdes com a proteina 4.1 na face
interna da membrana (Orkin, Nathan et al. 2008).

A banda 3 ou anion exchanger 1 (AE1), uma proteina transmenbranar
multipassagem, é a mais abundante proteina integral da membrana do eritrécito e
tem como principal fungdo mediar a troca de cloreto (CI") e bicarbonato (HCO3")
através da membrana plasmatica, assegurando a remog¢ao de CO:2 dos tecidos para
os pulmdes (Alberts, Johnson et al. 2002). Ela regula, também, o metabolismo da
glicose, mantém a forma do eritrocito e esta envolvida na remogéo da célula quando
ela se torna senescente. Além disso, por interacdo com lipideos e proteinas, a
banda 3 multifuncional une o complexo multiprotéico do citoesqueleto e confere aos
eritrocitos propriedades mecanicas e elasticas, regulando a viscosidade sanguinea
(Murador and Deffune 2007).

As dlicoforinas, em geral, tém trés dominios: um externo, onde estédo
presentes oligossacarideos, um segmento incluido no interior da bicamada e um
segmento no interior do citoplasma. A sialoglicoproteina glicoforina A (GPA) é a
segunda proteina integral mais abundante e tem um alto conteudo de acido sialico,
contribuindo, assim, com a rede de cargas negativas na superficie da membrana do
eritrocito, minimizando a interagdo célula-célula e prevenindo sua agregacgao. Ja a
glicoforina C (GPC), menor componente protéico da membrana eritrocitaria,
funciona como receptor para PfEBP-2 (baebl, EBA-140), constituindo um local de
ligacéo para o Plasmodium falciparum (Murador and Deffune 2007).

Outras proteinas maiores tém sido descritas na membrana do eritrécito. Séo
receptores enzimaticos ou hormonais, como o receptor de insulina e o transportador

de glicose, o qual corresponde a uma proteina da banda 4.5. As proteinas
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periféricas que formam o citoesqueleto compreendem principalmente a espectrina, a
actina, a anquirina e a proteina 4.1(Murador and Deffune 2007).

A espectrina € a mais abundante proteina periférica do citoesqueleto. Ela
serve de sustentagdo a membrana e é a proteina periférica responsavel pelo
fendbmeno dos ghosts eritrocitarios. A espectrina e polipeptidios associados sao
responsaveis pelo formato bicdbncavo do glébulo vermelho e pela sua
deformabilidade, além de constituirem elementos estabilizadores da bicamada
lipidica (Salmon, Cartron et al. 1984). Dimeros de espectrinas ligados entre si
associam-se com outras proteinas (principalmente actina e 4.1R) formando um
complexo de jungao, que define a rede do citoesqueleto da membrana do eritrocito e
€, ainda, responsavel pela determinagcdo de sua estabilidade diante mecanismos de
estresse e pressao (Alberts, Johnson et al. 2002).

A anquirina € a maior ponte para o citoesqueleto espectrina-actina. Ela
interage com a espectrina e com a banda 3 e tem um dominio regulador que
controla a fungao daquelas proteinas.

A banda 4.1 é uma proteina do citoesqueleto com genética e localizagao
tipicas e diversas. Faz parte de uma familia de proteinas definidas sobre a
membrana do eritrocito como "organizadores" do sistema de aderéncia. Os
mecanismos de adesao celular sdo importantes ndo s6 para 0 mecanismo em si,
mas também para a manutencdo da morfogénese do tecido. Na membrana do
eritrécito, o maior ponto de ligacdo da banda 4.1 € com as glicoforinas C (GPC) e D
(GPD) (Hemming, Anstee et al. 1995).

A banda 5 ou actina € o maior componente protéico do citoesqueleto da
maioria das células eucariontes. E abundante e localiza-se logo abaixo da
membrana citoplasmatica. Forma o denominado complexo juncional, composto por
12 moléculas de actina associadas a banda 4.1, aducina e tropomiosina. Este
complexo fortalece a ligagdo da actina com a espectrina. Existem dois tipos de
actina, a actina G (globular) e actina F (funcional), sendo esta ultima a que se

compacta para formar o complexo juncional (Mandal, Baudin-Creuza et al. 2003).

Analise da estabilidade de membrana de eritrécitos
Os eritrocitos sdo considerados bons modelos para estudo das membranas
bioldgicas, pois ndo possuem nucleo ou organelas internas, podendo a membrana

plasmatica ser isolada sem contaminagao de membranas internas (Alberts, Johnson
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et al. 2002). Em relacdo a sua estabilidade, a hemdlise provocada por qualquer fator
de estresse, libera hemoglobina, que pode ser quantificada por leitura
espectrofotométrica. Ademais, suas caracteristicas fisico-quimicas refletem as
caracteristicas de outras células pos-mitdticas do organismo, constituindo uma
alternativa minimamente invasiva ao doador para estudo das caracteristicas dessas
outras células (Cunha 2013).

A avaliagcdo da estabilidade de membrana do eritrocito tem sido feita, em
muitos estudos, por meio da fragilidade osmética eritrocitaria (FOE). Este método,
além de ser bastante utilizado, tem baixo custo e elevada eficiéncia (Mascarenhas
Netto 2009). A FOE pode ser definida como a resisténcia dos eritrocitos a hemolise
contra solugdes de 0 a 1,5 g/dL de NaCl em agua destilada (Schalm and Jain 1986).
As células, quando em meio hipotdnico, aumentam até atingir um volume critico de
hemolise e, depois, séo lisadas (Mascarenhas Netto 2009).

A FOE expressa a habilidade das membranas em manter sua integridade
estrutural quando expostas ao estresse osmotico (Aldrich and Saunders 2001).
Nesta técnica, faz-se um monitoramento da lise de eritrocitos mediante a leitura de
absorbancia da hemoglobina em um espectrofotdmetro com comprimento de onda
ajustado em 540 nm (Moeckel, Shadman et al. 2002).

A estabilidade osmoética de eritrécitos pode ser alterada por fatores
intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos, pode-se citar a forma e
tamanho celular, volume, tipo e quantidade de hemoglobina, viscoelasticidade e
composicao quimica e estrutural das membranas (Perk, Frei et al. 1964). Os fatores
extrinsecos compreendem variagdes fisioldgicas, como poés-prandiais, € também
variagdes patoldgicas, tais como presenca de hematozoarios, uremia, cirrose,
processos autoimunes, hepatopatias e insuficiéncia renal (Makinde and Bobade
1994), dentre outras.
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OBJETIVOS

Investigar a existéncia de relagdes entre estabilidade osmoética de membrana
de eritrécitos e variaveis de estresse oxidativo (FRAP, TBARS, CAT e SOD),
inflamatérios (PCR, adiponectina, TNF-a e NaNO,) e antropométricos (MC, IMC e

CA) em adolescentes obesos.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (Parecer 498/10) e todos os
participantes e seus pais assinaram um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Participantes

Adolescentes com idade entre 14 e 19 anos foram recrutados e passaram por
triagem para determinar a elegibilidade ao estudo. Os critérios de inclusdo foram: ter
idade entre 15 e 19 anos, serem poés-puberes de acordo com a classificacao de
Tanner por estagios (Tanner and Whitehouse 1976) e apresentarem obesidade
(IMC > percentil 95 da curva proposta pelo Center of Diseases Control — CDC).
Foram critérios de exclusdo: deteccdo de doengas genéticas, metabdlicas ou
enddcrinas e uso prévio de drogas. As analises de correlagado do presente trabalho

foram feitas com 32 individuos.

Coleta de dados

O peso foi medido usando uma balanga eletrénica, e a altura usando um
estadidmetro. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado em quilogramas por
metro quadrado. A circunferéncia abdominal (CA) foi avaliada utilizando-se o
perimetro do abdémen ao nivel do umbigo com fita antropométrica (SN-4010,
Sanny, Sao José dos Campos, Brasil).

Para a avaliacdo bioquimica, as amostras de sangue foram obtidas por
pungédo venosa apoés jejum noturno. O sangue foi coletado em tubos evacuados
contendo KsEDTA como anticoagulante.

A concentragdo plasmatica de adiponectina foi medida utilizando kits de
ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatica da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo de proteina C reativa no
soro foi realizada por imunoensaio turbidimétrico de particulas de poliestireno
sensibilizadas da Aptec Diagnostics (Sint-Niklaas, Bélgica). O TNF-a plasmatico foi
medido por imunoensaio enzimatico de alta sensibilidade (DRG Diagnostics,

Marburg, Alemanha).
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A concentracdo plasmatica de nitrito foi determinada a partir de uma reagéo
utilizando o método de Griess (Giustarini, Rossi et al. 2008). A atividade antioxidante
total foi determinada utilizando-se o método redutor do ferro, no qual a redugéo do
ferro de seu estado férrico (Fe3*) a seu estado ferroso (Fe?*) em pH baixo, forma o
complexo ferro-tripiridiltriazina, de cor azul intensa (Benzie and Strain 1996). Os
niveis da substancia reativa do acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinados no
plasma sanguineo. O método envolve a criagdo de complexo colorido entre
produtos de peroxidacgao lipidica e acido tiobarbiturico a 95 °C e em ambiente acido
(Feldman 2004).

A atividade da catalase foi medida segundo a metodologia descrita por Aebi
(Aebi and Bergmeyer 1974). A atividade da superdxido dismutase foi determinada
utilizando o método de Misra e Fridovich (Misra and Fridovich 1972). O teor de
proteina total das amostras foi determinado de acordo com o método de Bradford
(Bradford 1976).

A determinacao da estabilidade de membrana de eritrocitos foi feita por meio
da fragilidade osmoética, com choque hipotdnico. Em microtubos de polietileno
(Eppendorff®) de 2 mL foram adicionados 1,0 mL de solugdo de NaCl em
concentracdes crescentes de 0,1 a 1,5 g.dL™". Os microtubos foram pré-incubados a
37 °C por 10 minutos e, depois, adicionou-se aliquotas de 10 yL de sangue em cada
um deles. Apés homogeneizagao, os tubos foram incubados por 30 minutos e
depois centrifugados por 10 minutos a 1600 x g. As absorbancias dos
sobrenadantes foram lidas em 540 nm (As4) contra agua (controle). Os
experimentos foram conduzidos com cada tubo em duplicata.

As dependéncias de Ass com a concentracdo de NaCl foram ajustada a

linhas de regressao sigmoidal de acordo com a equagao de Boltzmann,

Asio= oD L A 1),
onde Amax € Amin representam os valores médios nos platds maximo € minimo da
sigmoide, Hso € a concentracdo de NaCl que causa 50% de hemodlise e dX
representa Y4 da variagdo na concentracdo de NaCl responsavel pela transicao
entre os eritrocitos integros (Amin) € lisados (Amax).

Um maior valor de dX significa uma maior estabilidade celular, pois €&
necessaria uma maior variagao na concentracao de NaCl para que ocorra lise total.

Por outro lado, um maior valor de Hso significa menor estabilidade de eritrocitos, pois
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a lise ocorre a uma menor diluicdo da concentragao salina isotbnica em relagdo ao
sangue humano.
Neste trabalho foram utilizadas as variaveis primarias Ho € H100, derivadas da

curva de regressdo de Boltzmann e determinadas de acordo com as seguintes

equacgades:

Hy = Hgo + g (2),
e

Hipo = Hso — = (3),

2

representando, respectivamente, as concentracdo salina no inicio € no término da
transicao de lise da populacédo de eritrocitos. Essas variaveis preservam também a
mesma relagao inversa com a estabilidade de membrana apresentada por Hso.

Além daquelas variaveis primarias, a estabilidade de membrana foi também
avaliada com a utilizagdo dos indices dX/Hso e dX/Amin, que apresentam ambos
relacdes diretas com a estabilidade de eritrécitos, uma vez que tanto Hso € Amin tem
relagdes inversas com a estabilidade de membrana das células vermelhas do

sangue.

Analise estatistica

Inicialmente, a normalidade de cada variavel foi testada com base no teste de
Shapiro-Wilk. A pesquisa de correlagao entre as variaveis de estabilidade osmatica
de membrana de eritrocitos e os parametros de estresse oxidativo, inflamatorios e
antropométricos foi realizada pela analise de correlagao de Pearson quando ambas
variaveis apresentaram distribuicdo normal e pela analise de correlagao de postos
de Spearman quando uma ou ambas variaveis apresentaram distribuicdo nao
paramétrica. A forca das correlagdes foi estimada pelos coeficientes r de Pearson
ou o de Spearman, tendo sido consideradas significantes correlagdes associadas a
valores de p<0,05. Os softwares utilizados em todas as analises de dados foram o
SPSS Statistics 22 (IBM, Chicago, IL, EUA) e o Origin 8.0 (Microcal, Northampton,
Massachusetts, USA).
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RESULTADOS

As caracteristicas de base dos participantes deste estudo estdo mostradas
na Tabela 1. Os resultados das analises de correlagao entre a estabilidade osmatica
de membrana de eritrocitos e parametros de estresse oxidativo (FRAP, TBARS,
CAT, SOD e NaNO,), inflamatérios (PCR, adiponectina e TNF-a) e antropométricos
(MC, IMC e CA) estao apresentados na Tabela 2. As correlagbes entre todas as
variaveis estudadas foram também apresentadas (Tabela 3).

Correlagbes significativas foram encontradas entre parédmetros de
composicao corporal (MC, IMC e CA) e variaveis de estabilidade de membrana Ho,
Hso e H1oo (Figura 3).

Foi encontrada, também, correlagao significativa da SOD com a variavel
dX/Hso (Figura 4A) e de NaNO, com a variavel dX/Amin (Figura 4B). Nao foram
encontradas relagdes entre estabilidade de membrana e os parametros de estresse
oxidativo FRAP, TBARS e CAT, nem entre estabilidade de membrana e os

parametros inflamatérios PCR, adiponectina e TNF-a.

32



DISCUSSAO

A estabilidade de eritrocitos € uma funcao inversa a sua fragilidade osmética,
que pode ser medida pelo teste de fragilidade osmética eritrocitaria (FOE). Por isso,
o teste da FOE fornece referéncias para afericdo da estabilidade das células: as
variaveis dX, Ho, Hso, H100, Amax € Amin, que permitem a geracéo de indices, como
dX/Hso e dX/Amin (Figura 2).

A variavel dX representa a variagdo na concentragao salina necessaria para
levar os eritrécitos integros (Amin) a lise completa (Amax). Maiores valores de dX
expressam maior estabilidade dos eritrécitos, ja que maiores variagdes na
concentragcado salina sdo necessarias para promog¢ao da lise de todo o universo de
eritrocitos.

Em contrapartida, as variaveis Ho, Hso e H100 expressam as concentracdes
salinas no ponto inicial, intermediario e final da lise da populacdo de eritrécitos,
respectivamente. Maiores valores de Ho, Hso € H100 expressam menor estabilidade
de eritrécitos, uma vez que menores diluicdes da concentragao salina sdo exigidas
para iniciar (Ho) e para atingir a lise de metade (Hso) e de toda (H100) a populagéo de
eritrocitos, respectivamente.

Como dX e Hso apresentam relagdes direta e inversa, respectivamente, com
a estabilidade de eritrocitos, a razdo dX/Hso é diretamente proporcional a essa
propriedade das células vermelhas do sangue. Do mesmo modo, a razdo dX/Amin
também apresenta uma relagao direta com a estabilidade de eritrocitos.

O conhecimento das relagdes existentes entre esses parametros (dX, Ho, Hso,
e Hi0) e indices de estabilidade (dX/Hso e dX/Amin) € as diversas variaveis
antropomeétricas, inflamatorias e de estresse oxidativo deve permitir uma melhor
percepcdo da complexa rede de fatores que influenciam a estabilidade de
eritrocitos.

A MC, o IMC e a CA apresentaram correlagdes positivas com Ho, Hso € H1oo,
0 que significa que um aumento nessas variaveis de composi¢cao corporal esta
relacionado a uma diminuicdo na estabilidade da membrana (Tabela 2 e Figuras 3).
Este fato pode estar ligado aos teores de colesterol total (t-C), HDL-colesterol (HDL-
C), LDL-colesterol (LDL-C), VLDL-colesterol (VLDL-C) e triglicérides (TGC).

Sabe-se que existe um determinado conteudo de colesterol na membrana

que estd associado com uma fluidez de membrana ideal, podendo qualquer fuga
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dessa faixa critica de concentragéo prejudicar as propriedades biolégicas nao so6 da
membrana, como da propria célula. O nucleo esteroidal rigido do colesterol colabora
para a diminuicdo da liberdade de movimentagdo de moléculas constituintes da
membrana, levando ao aumento da sua rigidez (Raffy and Teissie 1999, Orkin,
Nathan et al. 2008, Murray, Rodwell et al. 2009). Nesse sentido, niveis muito baixos
de colesterol diminuem a estabilidade e aumentam excessivamente a fluidez de
membrana, favorecendo sua fusdo. Por outro lado, embora a estabilidade aumente
com o aumento no teor de colesterol, um aumento excessivo diminui
excessivamente a fluidez da membrana, o que também compromete suas funcdes
(Figura 1).

Variagdes no teor de colesterol podem alterar a permeabilidade, a
deformabilidade (Bretscher and Munro 1993) e a estrutura da membrana da célula e
de organelas como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, bem como a
eficacia de processos como a vesiculagdo de membranas (Lemmich, Mortensen et
al. 1997).

No que tange especificamente dos eritrocitos, estes sao células bastante
sensiveis a modificacbes na concentracdo de colesterol do meio extracelular
(Cooper, Arner et al. 1975, Schick and Schick 1985). O nivel de colesterol na
membrana do eritrocito € resultado da concentragao de colesterol nas lipoproteinas
plasmaticas, ja que essa célula obtém colesterol principalmente a partir da interagao
com a LDL (Low Density Lipoprotein) (Roduit, van der Goot et al. 2008). Muitos
estudos em pacientes com hipercolesterolemia familiar indicaram que eles possuem
conteudo de colesterol elevado nas membranas de eritrocitos (Vaya, Martinez et al.
1993, Martinez, Vaya et al. 1998, Michalska-Malecka, Slowinska et al. 2008,
Spengler, Bertoluzzo et al. 2008).

A estabilidade de membrana de eritrocitos esta correlacionada com t-C, LDL-
C, VLDL-C e TGC, sendo a sensibilidade mais significante ao LDL-C (Bernardino
Neto 2011). Uma vez que e a lipoproteina de baixa densidade intercambia colesterol
com a membrana dos eritrécitos (Nikoli¢, Stanic et al. 2007), ela afeta a reologia do
fluido sanguineo e, consequentemente, predispde a doengas vasculares
degenerativas. Estudos ja comprovaram que o risco de aterosclerose € mais
estreitamente ligado aos niveis de LDL-C que aos niveis de t-C (Hoefner, Hodel et
al. 2001, Okada, Matsuto et al. 2004). Assim, a LDL-C associa a estabilidade de

eritrocitos ao risco de doengas vasculares degenerativas, sugerindo que a medida

34



da estabilidade de eritrocitos pelo método da FOE possa fornecer uma estimativa
indireta desse risco (Bernardino Neto 2011).

No presente trabalho encontrou-se correlagdo negativa de t-C e LDL-C com a
variavel dX/Amin (Tabela 2), confirmando a sensibilidade dos eritrocitos a
concentragéo de colesterol no meio extracelular. As demais variaveis de estabilidade
de membrana de eritrocitos (dX, Ho, Hso, H100) € 0 indice dX/Hso n&o apresentaram
correlagado com t-C, HDL-C, LDL-C,VLDL-C e TGC. Isto pode ter ocorrido devido ao
pequeno tamanho da populacédo deste estudo e/ou a utilizagdo de correlagéo linear
simples para analisar inter-relacbes nao-lineares de grande complexidade, que
seriam melhor entendidas em uma perspectiva multivada. Um estudo bivariado pode
mascarar correlagdes importantes em decorréncia da influéncia de outras variaveis,
envolvidas ou nao no estudo (Bernardino Neto 2011, de Arvelos 2014).

As correlacdes positivas observadas entre as variaveis antropométricas MC,
IMC e CA e as variaveis de estabilidade de membrana Ho, Hso € H100 podem,
também, ter tido influéncia da glicose sanguinea. De fato, um aumento nos niveis
sanguineos de glicose foi associado a diminuicao na estabilidade de membrana de
eritrocitos (de Arvelos 2014). Este fato pode estar relacionado a glicagédo de
proteinas da membrana, que alteram a estrutura e a fungdo de moléculas bioldgicas
que desempenham papéis essenciais ha manutengao da organizagao estrutural do
sistema anfifilico membranar (Shin, Ku et al. 2008).

Embora neste trabalho ndo se tenha encontrado correlagdes diretas entre
glicose sanguinea ou hemoglobina glicada com as variaveis de estabilidade de
membrana, foi encontrada uma correlagao positiva entre hemoglobina glicada e
massa corporal, variavel antropométrica que também foi inversamente associada a
estabilidade de membrana. Portanto, o aumento na massa corporal esta associado
nao s6 a diminuicdo na estabilidade de membrana, mas, também, a aumento na
hemoglobina glicada (Tabela 3).

Neste estudo, também foi encontrada uma correlagdo positiva entre
hemoglobina glicada e RDW (Tabela 3). Apesar da relagédo ndo estar totalmente
esclarecida, ela é muito importante e merece destaque, pois valores aumentados de
RDW tém sido relacionados a varias situagdes que causam comprometimento de
saude (Hunziker, Celi et al. 2012). Estas situagdes incluem doengas
cardiovasculares (Cavusoglu, Chopra et al. 2010, Ephrem 2013), diabetes
(Malandrino, Wu et al. 2012) e envelhecimento (Patel, Semba et al. 2009).
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Em relagédo ao estresse oxidativo, viu-se que a superdxido dismutase (SOD)
teve correlagcéo positiva com a variavel dX/Hso (Figura 4A), ou seja, um aumento na
atividade de SOD esta relacionado a um aumento na estabilidade de membrana.
Esse achado parece coerente, uma vez que a SOD representa a principal defesa
celular contra os radicais superoxido (Liu, Qi et al. 2013).

Neste sentido, a deficiéncia de SOD tem consequéncias significativas,
especialmente para os globulos vermelhos. Estudos anteriores revelaram alteragdes
nos parametros hematoldgicos de camundongos SOD17, incluindo uma menor
contagem de eritrécitos, hematocrito e hemoglobina, com concomitante aumento no
volume médio de eritrocitos (Starzynski, Lipinski et al. 2005). Sabe-se que ha uma
ligacdo causal direta entre a estabilidade de membrana de eritrocitos e os valores
do hematécrito (Bernardino Neto 2011, de Arvelos 2014). E também conhecido que
a estabilidade dos glébulos vermelhos é muito sensivel ao volume celular e se
relaciona inversamente com ele (Bernardino Neto 2011, de Arvelos 2014). Os
eritrocitos mais volumosos sdo menos estaveis, enquanto os menos volumosos, que
tém seus lipidios de membrana organizados com mais aproximacéao e intensificagao
das forgas atrativas moleculares de van-der-Waals, sdao mais estaveis (Penha-Silva,
Arvelos et al. 2008, Cunha 2013). Neste trabalho encontrou-se uma correlagéo
negativa entre hematécrito e as variaveis dX e dX/Hso (Tabela 3). Entretanto,
contrariamente aos estudos supracitados, aqui ndo se encontrou correlagao entre o
volume corpuscular médio (VCM) e as variaveis de estabilidade de membrana
(Tabela 3). A auséncia de correlagdo entre VCM e estabilidade osmotica de
membrana pode, também, ter ocorrido em consequéncia do pequeno tamanho da
amostra deste estudo ou da utilizagdo de correlagdo linear simples, que pode
mascarar correlagoes efetivas em consequéncia da influéncia de outras variaveis
(Bernardino Neto 2011, de Arvelos 2014).

luchi, Okada et al. (2007) mostraram aumento na susceptibilidade a
oxidagao, nos niveis de espécies reativas de oxigénio e de produtos de peroxidagao
lipidica, associado a diminui¢ao na atividade de glutationa peroxidase e no tempo de
vida de eritrocitos, bem como ocorréncia de esplenomegalia em camundongos
SOD1-. Em concordancia com luchi, Okada et al. (2007), Grzelak, Kruszewski et al.
(2008) encontraram que eritrocitos de camundongos SOD1-- tém aumento no nivel
de superdxido, acompanhado por aumento nos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de corpos de Heinz, que sao produtos da desnaturacao oxidativa
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da hemoglobina. Além disso, esses autores também encontraram uma diminui¢do
no tempo de vida de eritrécitos desses camundongos SOD1”- com simultaneo
aumento no teor de reticuldcitos, aparentemente liberados em quantidades maiores
na circulagcdo para compensar a perda de eritrocitos, além de ocorréncia de
esplenomegalia, resultante da destruicdo acelerada de eritrécitos (Grzelak,
Kruszewski et al. 2008).

luchi, Okada et al. (2007) demonstraram, também, aumento na ligagdo de
IgG autdéloga aos eritrocitos de camundongos com deficiéncia de SOD, o que
justificaria a aceleragao de sua eliminagao (Zupko, Hohmann et al. 2001, Lutz 2004).
Grzelak, Kruszewski et al. (2008) encontraram aumento na atividade de
acetilcolinesterase (AC?¢) nos eritrécitos de camundongos SOD1--. Sabe-se que a
atividade da AC?2# diminui com o envelhecimento do eritrécito e, por isso, a
determinagdo da AC?2¢ foi sugerido como marcador da idade da célula vermelha
(Bartosz 1991, Prall, Gambhir et al. 1998). A atividade elevada desta enzima nos
eritrocitos de camundongos com deficiéncia de SOD seria decorrente da remogao
acelerada, com aumento na proporcao de células jovens na populagao de eritrécitos
(Grzelak, Kruszewski et al. 2008).

O aumento na atividade da SOD tem efeito protetor contra o dano oxidativo
mediado pela obesidade, reduzindo, inclusive, o risco de desenvolvimento de
resisténcia a insulina (Liu, Qi et al. 2013). De fato, individuos com deficiéncia na
regulagéo da glicose (glicemia de jejum prejudicada e tolerancia diminuida a glicose)
e com diabetes tém reducdo na atividade da SOD de eritrécitos quando comparados
com individuos com tolerancia normal a glicose (Song, Jia et al. 2007). Além disso,
ha correlacdo negativa entre a atividade de SOD e a resisténcia a insulina (Park,
Gross et al. 2009). No entanto, neste estudo ndo foram encontradas correlagdes
entre atividade de SOD e niveis de glicose ou hemoglobina glicada (Tabela 3). Uma
possivel explicacdo para a auséncia de correlagao entre estas variaveis pode estar
no fato de os participantes deste estudo ainda serem adolescentes. Esta é uma
questao que carece ser melhor estudada, pois a atividade antioxidante da SOD de
eritrocitos foi aprimorada em jovens obesos, mas reduzida em homens obesos mais
velhos (Karaouzene, Merzouk et al. 2011).

Encontrou-se, também, correlacédo positiva entre NaNO, e a variavel dX/Amin
(Figura 4B). O NO2 e NOs sao produtos da reagdo do o6xido nitrico (NO) com o

oxigénio e a dosagem de NaNO, &, portanto, um marcador da formagéao de NO. O
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NO apresenta um comportamento dubio, podendo ser benéfico ou toxico,
dependendo da concentracdo ou depuracdo tecidual. Ele esta envolvido no
relaxamento vascular, tendo um papel de ampla importancia na prote¢édo dos vasos
sanguineos. Constitui, também, um relevante mediador citotéxico de células imunes
efetoras ativadas, capaz de aniquilar patégenos e células tumorais. Possui, ainda,
uma fungdo moduladora em varios processos bioldgicos essenciais. A potencial
toxicidade ocorre em circunstancias de estresse oxidativo, geragcdo de
intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (Dusse, Vieira et al.
2003).

A correlagao encontrada significa que o aumento do NaNO, esta relacionado
ao aumento na estabilidade de membrana, o que é coerente, pois o NO produzido
pela NO-sintase endotelial (e-NOS) tem um papel antioxidante. Ele impulsiona a
producdo da enzima SOD na parede no vaso, minimizando o Oz°" disponivel e,
consequentemente, a formacdo de ONOO~. Além disso, o NO também leva a
sintese de ferritina, que se liga a ions ferro livres e previne a geragcédo de O2°~ (Wolin
2000).

Ademais, sabe-se que, além de os eritrocitos transportarem NO (Pawloski,
Swaminathan et al. 1998), eles contém o&xido nitrico sintase (NOS), podendo
sintetizar NO (Kleinbongard, Schulz et al. 2006). A NOS intraeritrocitaria aparenta
ser uma fonte importante de NO na circulagdo e é possivel que esse NO esteja
envolvido na regulacdo da funcado plaquetaria e do fluxo sanguineo (Chen and
Mehta 1998, Ozliyaman, Grau et al. 2008). Porém, um fato ainda mais interessante
€ que o NO produzido pelos eritrécitos atua autocrinamente, de maneira a
influenciar a estabilidade de membrana. A acédo autdocrina do NO do eritrocito
modifica as caracteristicas funcionais de sua membrana plasmatica, assim como
sua deformabilidade, o que permite a passagem dos eritrocitos pelo interior dos
capilares. Estudos onde glébulos vermelhos humanos foram incubados com
substancias formadoras de NO demonstraram que elas sao capazes de aumentar a
fluidez de membrana e a deformabilidade de eritrocitos (Tsuda, Kimura et al. 2000,
Bor-Kucukatay, Wenby et al. 2003). Viu-se, ainda, que a incubagao de eritrécitos
com inibidores da NOS diminui a deformabilidade dessas células (De Lorgeril, Salen
et al. 1997, Tsuda, Kimura et al. 2000, Bor-Kucukatay, Wenby et al. 2003,
Kleinbongard, Schulz et al. 2006). Estes achados também apoiam a correlagao

positiva entre NaNO, e a variavel dX/Amin encontrada.
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CONCLUSAO

As analises de correlagdo na populagdo de adolescentes obesos aqui
estudada mostraram que a estabilidade osmdética de eritrécitos 1) diminuiu com
aumento nas variaveis antropométricas MC, IMC e CA, e 2) aumentou com aumento
nos niveis sanguineos de SOD e de NaNO,, mas 3) ndo apresentaram relagdo com

as variaveis inflamatorias.
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Figura 1. Influéncia da composicao lipidica e do calor sobre a estabilidade e a
funcionalidade de uma membrana biolégica. Uma fluidez excessiva promove fuséo
da membrana. Por outro lado, uma diminuicdo excessiva da fluidez torna a

membrana sdlida e friavel (Bernardino Neto 2011).
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Figura 2. Curva tipica de fragilidade osmdética de eritrocitos humanos. Amax
representa a absorvancia média maxima associada a hemdlise total; Amin representa
a absorvancia média minima associada a hemodlise basal; Ho representa a
concentracao de NaCl em que ha inicio da hemdlise; Hso representa a concentracao
de NaCl necessaria para promover lise de 50% da populagédo de eritrécitos; H1oo
representa a concentracdo de NaCl em que a hemdlise se torna maxima; e dX
representa a variagao na concentracdo de NaCl necessaria para levar os eritrocitos

do estado integro (Amin) ao estado lisado (Amax).
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obesos.
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Tabela 1. Caracteristicas de base dos participantes deste estudo

Variavel Média = DP Mediana (IQR)
Anmin (abs) 0.0030 + 0.0045 0.0025 (0.0062)
Anmax (abs) 1.32+0.12 1.31 (0.18)
Ho (g/dL NaCl) 0.48+0.2 0.47 (0.03)
Hso (g/dL NaCl) 0.44 £0.02 0.44 (0.03)
Hioo (g/dL NaCl) 0.41 £0.02 0.42 (0.03)
dX (g/dL NaCl) 0.016 + 0.0035 0.015 (0.0043)
dX/Amin (g/dL NaCl) 1.81 +£33.71 2.32(9.05)
dX/Hso 0.035+0.084 0.033 (0.010)
Massa Corporal, MC (kg) 96.82 £16.26 93.5 (22)
Indice de Massa Corporal, IMC (kg/m?) 3441+£39 33.35(5.36)
Circunferéncia Abdominal, CA (cm) 107.5+£10.47 107.5 (14)
Fator de Necrose Tumoral o, TNF-a (ng/mL) 0.027 + 0.037 0.012 (0.037)
Nitrito de S6dio, NaNO, (uM) 13.47 + 8.06 10.3 (6.07)
Proteina C Reativa, PCR (mg/dL) 1.07 £0.76 0.65 (1.2)
Adiponectina, Adpn (nm/mL) 45.31 +36.64 33.74 (45.82)
Potencial Antioxidante Redutor do fon Ferro, FRAP (mMEq/L) 579.27 £ 149.71 526.34 (151.64)
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico, TBARS (nmol/mg protein) 3.66 £5.57 0.96 (3.41)
Catalase, CAT (delta E/min/mg protein) 4.45+4.39 3.35(@.1)
Superoxido Dismutase, SOD (U/ug prot) 8.66 £ 6.6 6.64 (4.65)
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Tabela 2. Correlagbes entre variaveis de estabilidade osmédtica de membrana de eritrocitos e parametros de estresse oxidativo,

inflamatdrios e antropométricos

Variavel MC IMC CA TNF-a NaNO> PCR ADIP FRAP TBARS CAT SOD
Amax 0.052 0.066 0.189 -0.207 0.137 -0.250 0.060 0.196 -0.079 0.047 -0.213
Anmin -0.372 -0.361 -0.273 0.037 0.027 -0.132 0.216 0.329 -0.025 -0.046 0.090
Hso 0.5388 0.5318 0.686% -0.070 0.039 0.060 -0.081 -0.012 -0.315 0.169 -0.285
dXx -0.106 0.058 0.003 0.201 0.154 0.018 -0.035 -0.309 0.189 0.384 0.386
dX/Amin -0.146 -0.120 -0.058 0.067 0.5578 -0.118 -0.190 0.064 0.016 -0.097 0.098
dX/Hso -0.241 -0.080 -0.180 0.194 0.120 0.025 -0.058 -0.342 0.224 0.297 0.426
Ho 0.479° 0.5298 0.6688 0.005 0.111 0.117 -0.042 -0.077 -0.199 0.305 -0.110
H1o00 0.525° 0.503" 0.6678 -0.109 0.006 0.032 -0.105 0.090 -0.376 0.024 -0.392

* p < 0.10 indicando correlacao estatisticamente significante.

§ p < 0.05 indicando correlagdo estatisticamente significante.

45



Tabela 3. Matriz de correlagdes simples entre todas as variaveis mensuradas nos voluntarios

Varidvel A Am Ho dX dX/Am dX¥Ho Ho Hp MC IMC CA TNFo NaNO, PR ADIP FRAP TBARS CAT SOD Gu HbAlc #C TGC HDLC VIDLC IDL.C RBC Hb Ht VOV HOM CHOM RDW

A 100

A 050° 100

Hso 015 035" 100

dX 044" 021 001 100

d¥Am 011 023 016 021 100

dX¥Hp 045" 013 020 094 022 100

Ho 002 041" 095° 030 009 009 100

Him 027 027 09¢® 026 018 -046° 082 100

MC 005 037 054° 011 015 -024 048 525" 100

IMC 007 036 053 002 012 -009 053° 503" 073 100

CA 019 027 06% 008 010 025 067 667 085° 088 100

TNFa 021 004 007 020 007 019 001 011 047" 036 046" 100

NaNO, 014 003 004 015 056° 012 011 001 001 006 002 009 100

PR 025 013 006 002 012 003 012 003 012 036 026 017 012 100

ADP 006 022 008 004 019 006 004 -011 017 018 020 002 023 011 100

FRAP 020 033 001 031 006 034 008 009 032 002 021 004 017 017 025 100

TBARS 008 002 032 019 002 022 020 038 015 025 002 014 006 027 014 000 100

CAT 005 005 017 038 010 030 031 002 007 013 008 004 004 033 022 030 025 100

SOD 021 009 028 039 010 043 011 039 044" 027 039 053 -015 -006 031 002 035 018 100

Glu 005 034 002 003 016 002 007 04 012 027 017 015 036 -019 034 004 016 016 013 100

HbAlc 022 001 014 000 010 007 012 017 050° 015 017 023 010 003 010 004 -030 007 014 035 100

+C 018 010 001 004 -043° 003 002 003 010 002 013 033 -008 004 001 011 507 005 015 015 003 100

TGC 008 001 012 012 000 -017 007 015 021 023 014 025 054 026 045 031 006 -004 016 030 003 054 100

HDL-C 036 021 016 033 029 030 021 010 041 014 035 029 044 026 001 051" 028 038 028 011 034 035 013 100

VIDIC 001 -006 018 -007 016 012 017 022 021 024 015 019 049° 029 -033 031 012 003 -017 029 -001 058 100° 004 100

LDLC 009 001 007 000 -044° 002 -007 006 001 003 011 041 030 017 025 014 036 -003 013 005 008 091° 029 020 034 100

RBC 040" 011 009 031 005 -030 015003 022 001 021 023 032 036 025 038 -013 015006 022 034 007 032 063 024 005 100

Hb 088° 025 012 -051° 008 -051° 005 027 015 008 014 -036 031 -028 004 038 -020 005 028 012 004 018 022 044 011 -009 065 100

Ht 078 022 025 041" 005 047 010 037 013 -0 012 006 015 046" 010 021 -017 010 026 011 000 -020 000 -027 008 -010 052 085 100
VCM 027 002 030 008 000 012 022 036 014 005 004 009 -009 012 032 005 011 005 -033 016 -053° 008 009 046" 012 -014 -06%° 007 016 100
HOM 024 013 021 005 003 -006 012 025 -033 003 006 019 006 000 022 010 003 015 025 008 060° 003 -005 043° -013 -001 -060° 001 007 096° 100
CHOM 0515 039" -010 017 007 -016 020 000 068° 052" 0625 028 001 -016 -001 008 026 020 000 009 052 -005 009 016 -013 009 030 033 031 058 058° 100
RDW 014 006 015 006 020 010 -006 015 044 013 024 014 006 012 00l 016 -012 024 -007 022 0718 013 005 062 005 005 052 006 -002 0715 -074 -048° 100

* p < 0.10 indicando correlacéo estatisticamente significante.
§ p < 0.05 indicando correlagao estatisticamente significante.
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