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APRESENTACAO

Os eritrécitos sao células que desempenham a func¢do essencial de transporte dos
gases respiratdrios, determinante para a homeostase corporal. Durante a circulagdo
sanguinea, estas células sdao submetidas a condi¢des extremas de for¢ca mecanica durante
sua passagem por pequenos capilares. Para se manterem integras, estas células devem ser
capazes de sofrer deformacgdes e recuperacado de sua forma, propriedade esta denominada
de deformabilidade. Diversas condi¢des fisiolégicas e patoldgicas podem promover
alteragdes fisicoquimicas na membrana destas células, afetando sua deformabilidade e sua
funcionalidade, comprometendo assim a microcirculagdo, o transporte dos gases
respiratorios e, consequentemente, as funcdes de outras células e tecidos. Diante da
importancia de analisar as propriedades mecanicas dos eritrécitos, nosso grupo de pesquisa
prop6s a padronizacdo de um método cientifico com a finalidade de analisar o perfil cinético
de lise mecanica de eritrécitos. Este método foi criado com o objetivo de estudar e analisar
a capacidade de deformabilidade das membranas dos eritrdcitos, observando a resisténcia a
lise em resposta a agressao mecanica. Estas analises foram realizadas utilizando um
aparelho desenvolvido pelo nosso grupo e o método foi padronizado utilizando os principios
do formalismo cinético de Michaelis-Menten. Para cada individuo analisado foram geradas
curvas cinéticas de lise mecanica de eritrocitos, com o objetivo de obter parametros
matematicos (t12 € Amax) representativos do perfil de lise eritrocitaria de cada individuo.
Posteriormente a padroniza¢dao e adequacdao do método, o mesmo foi aplicado em outro
estudo para analisar o comportamento de eritrécitos em uma condi¢cdo patoldgica, o
diabetes mellitus tipo 1. Os valores de ti/; € Amax foram correlacionados com parametros
bioquimicos, hematolégicos e oxidativos para entender as possiveis associacdes do
comportamento de eritrocitos nesta doenca, mas essencialmente para testar a validade do
uso dos parametros da cinética de lise de eritrécitos para estudar o conjunto de variaveis

gue tem influéncia sobre o comportamento destas células sanguineas.
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Fundamentac¢ao Teorica



Membrana bioldgica de eritrdcitos

As membranas biolégicas sdo complexos organizacionais celulares que delimitam o
meio interno da célula, separando-o do meio extracelular. A membrana celular atua como
uma barreira seletiva, controlando a entrada e saida de substancia das células (Cullis & de
Kruijff, 1979; Lodish et al., 2007; Nelson & Cox, 2008).

As membranas bioldgicas sdao formadas por uma bicamada lipidica composta
basicamente por fosfolipidios (Cooper, 1977), com presenca de diversas outras moléculas,
como glicolipideos, colesterol e proteinas (Singer & Nicolson, 1972).

Os principais lipideos que compdem as membranas dos eritrécitos sdo
fosfatidilcolina (25%), fosfatidiletanolanina (22%), fosfatidilserina (10%), esfigomielina (18%)
e colesterol (25%) (Murray & Granner, 2002).

As proteinas que compdem a membrana sdo estruturalmente classificadas em
integrais e periféricas. As proteinas integrais penetram ou atravessam a bicamada lipidica,
interagindo com a porc¢ado hidrofébica das moléculas lipidicas; ja as proteinas periféricas se
encontram voltadas para a superficie interna e/ou externa da membrana (Campbell, 2000).

Estas proteinas sdo essenciais para garantir a funcionalidade das membranas
bioldgicas, promovendo o transporte seletivo de substancias entre o meio intracelular e
extracelular (proteinas transportadoras) (Campbell, 2000; Storry, 2000), além da captacdo
de sinais externos (proteinas receptoras), dentre outras funcdes (Campbell, 2000).

As proteinas presentes na membrana do eritrécito também possuem papel
relevante na manutencdo de sua integridade fisica, principalmente as que estdo ligadas ao
citoesqueleto, contribuindo para caracterizar a propriedade de membrana definida como
estabilidade (Campbell, 2000; Evans & Hochmuth, 1977; Fischer, Haest, Stohr, Kamp, &
Deuticke, 1978; Liu & Palek, 1980; Mohandas, Chasis, & Shohet, 1983; Smith & Palek, 1983;
van den Akker, Satchwell, Williamson, & Toye, 2010).

Nos eritrdcitos, as proteinas que aparecem inseridas na membrana apresentam uma
heterogeneidade de fung¢des, como transporte, sinalizacdo, adesdo e interacdao com outras
células do sangue ou do endotélio dos vasos sanguineos, dentre outras atividades
(Mohandas & Gallagher, 2008).

As proteinas de membrana com fun¢dao de transporte incluem a banda 3

(transportador de anions), a aquaporina 1 (transportador de dgua), o GLUT1 (transportador



de glucose) e os co-transportadores Na'Cl,, Na*K*, Na'K*ATPase, Ca*?ATPase e Na*K*( Cl")z,
dentre outras (Mohandas & Gallagher, 2008). Dentre as proteinas com funcdo adesiva
destaca-se a ICAM-4, que interage com as integrinas de membranas, promovendo adesao
celular (Cartron & Colin, 2001; Reid & Mohandas, 2004).

Uma proteina de membrana do eritrécito que estd diretamente relacionada com a
estrutura e estabilidade é a banda 3 ou anion exchanger 1 (AE1). Ela é uma proteina
extramembranar e é considerada a principal proteina integral da membrana de eritrdcitos,
representando de 25%-30% de todas as proteinas da membrana, com aproximadamente 10°
copias por célula (Jarolim, Rubin, Zakova, Storry, & Reid, 1998; Murador & Deffune, 2007;
Storry, 2000). Outras proteinas integrais importantes sdo as proteinas transportadoras de
ions e as glicoforinas A, B, C, D, que, além de possuirem receptores de membrana e de
antigenos, também participam do reconhecimento celular na extremidade externa e
auxiliam na estabilizacdo do citoesqueleto (Gallager, Forget, & Lux, 1998).

As proteinas periféricas que formam o citoesqueleto da membrana eritrocitaria sao
constituidas principalmente por espectrina, actina, anquirina e banda 4.1. O citoesqueleto
presente na membrana das hemadcias é constituido por tetrameros de espectrina, proteina
considerada determinante da estabilidade, estrutura e forma da membrana celular
(Naydenov & Ivanov, 2011).

A espectrina é encontrada ligada a outras proteinas intracelulares, formando uma
rede de sustentagdao na membrana celular. Um destes sitios de ancoragem que podemos
citar, ocorre pela sua ligacdo a anquirina, que, por sua vez, se encontra ligada a banda 3
"imobilizada" presente na bicamada lipidica. Outro ponto de ancoragem ocorre através da
sua interacdo com a banda 4.1, que se encontra em contato com a actina e a glicoforina (Li
& Lykotrafitis, 2014).

A integridade fisico-quimica das membranas bioldgicas é extremamente importante
para que elas possam preservar suas funcdes. Sendo assim, as membranas biolégicas
precisam constantemente exercer um controle sobre diversos agentes e condi¢cdes que
podem interferir na sua estrutura e, consequentemente, na sua funcionalidade. O eritrdcito
em especial, € uma célula que constantemente é submetida a condicbes adversas durante
sua circulacao pelo organismo; dessa forma, a manutencao de sua integridade fisico-quimica
é um fator determinante para que esta célula consiga desempenhar suas fungées de forma

eficaz.



Deformabilidade de eritrocitos

O eritrécito é uma célula que possui forma discoide biconcava e consisténcia flexivel.
Esta caracteristica é essencial, pois para permanecerem integros durante sua circulagao pelo
corpo, os eritrécitos devem ser capazes de sofrer uma extensa deformacdo passiva,
resistindo assim a fragmentagado, principalmente durante a sua passagem pelos pequenos
capilares e poros estreitos do sistema reticulo-endotelial, especialmente no bago (Smith,
Marks, & Lieberman, 2007). Esta propriedade é classificada como deformabilidade e refere-
se a capacidade das membranas celulares de sofrer modificagdes morfoldgicas, com a
recuperacao completa de sua forma.

A funcgdo primordial dos eritrdcitos, que é o transporte de oxigénio (O;) dos pulmdes
para os tecidos e a remocdo de didxido de carbono (CO;,) dos tecidos em direcdo aos
pulmdes, depende da deformabilidade destas células, para garantir a eficiéncia deste
processo (Wang & Popel, 1993). A deformabilidade de eritrocitos é determinada
principalmente por fatores geométricos, como a relacao superficie-volume da célula, pela
viscosidade do fluido intracelular (sobretudo pela presenca de hemoglobina) e pelas
propriedades da membrana (Tomaiuolo, 2014).

As membranas celulares dos eritrdcitos possuem um sistema estrutural complexo
envolvendo o citoesqueleto. Os principais componentes deste complexo sdo as proteinas
esqueléticas, como a espectrina, a banda 3, a actina, a anquirina, a tropomiosina e as
proteinas 4.1 e 4.9 (Cooper & Haussman, 1997) (Figura 1.1). Este complexo multiprotéico
determina tanto a forma da célula, como sua mobilidade e deformabilidade, bem como o
transporte de macromoléculas (Salmon, Cartron, & Rouger, 1984). Dessa forma, a
composicao estrutural da membrana de eritrécitos é fundamental para a deformabilidade e
estabilidade destas células (Chasis & Mohandas, 1986; Evans & Hochmuth, 1977; Fischer et
al., 1978; Liu & Palek, 1980; Smith & Palek, 1983).

Dentre estas proteinas merecem destaque a espectrina, que desempenha um papel
importante na sustentacdo da membrana e caracteriza-se como uma proteina periférica
responsdvel pelo fenbmeno dos ghosts eritrocitarios. A espectrina e os polipeptidios
associados sdo responsaveis tanto pelo formato das hemdcias quanto pela sua
deformabilidade, além de constituirem elementos estabilizadores da bicamada lipidica.

Durante muito tempo, esta proteina foi considerada especifica de glébulos vermelhos; no



entanto, sabe-se que ela estd presente em muitos outros tecidos (Murador & Deffune, 2007;
Salmon et al., 1984).

Outra proteina que merece destaque é a banda 3 ou proteina de troca de ions (anion
exchanger 1, AE1), que por interacdo com lipideos e outras proteinas de membrana, confere
aos eritrécitos propriedades mecanicas e eldsticas, regulando a viscosidade sanguinea

(Cooper & Haussman, 1997; Murador & Deffune, 2007).

Deformabilidade e composi¢cao de membranas

A composicdo das membranas bioldgicas é outro fator determinante para a
estabilidade (Cooper, Arner, Wiley, & Shattil, 1975; Schick & Schick, 1985a, 1985b) e a
deformabilidade (Bryszewska, Watala, & Torzecka, 1986; Chabanel et al., 1983; Cooper,
1977; Dwight, Ribeiro, & Hendry, 1996; Kohno et al., 1997; Martinez et al., 1996; Muller,
Ziegler, Donner, Drouin, & Stoltz, 1990) de eritrécitos.

Um dos principais componentes das membranas celulares, o colesterol é
determinante para sua funcionalidade. O teor de colesterol nos eritrdcitos esta relacionado
com as alteragdes do perfil lipidico do soro em determinadas condi¢des fisiologicas
(Caliskan, Caliskan, Kuralay, & Onvural, 2000; Dwight et al., 1996; Uydu et al., 2012; Uyuklu,
Meiselman, & Baskurt, 2007), isto porque é comum a troca de colesterol entre eritrécitos e
lipoproteinas plasmaticas (Mason, Walter, Day, & Jacob, 2006; Uydu et al., 2012). No caso
dos eritrocitos, o aumento no teor de colesterol resulta na diminuicdo da sua
deformabilidade e fluidez, podendo levar a comprometimento das propriedades reolégicas
e da fragilidade osmética (Kanakaraj & Singh, 1989; Koter, Franiak, Strychalska, Broncel, &
Chojnowska-Jezierska, 2004; Ramanadham & Kaplay, 1982; Uydu et al., 2012; Vaya et al.,
2008).

Os eritrécitos possuem uma capacidade minima de armazenamento de éster de
colesterol e, como células anucleadas, carecem de meios para a sintese de colesterol. Como
os eritrocitos ndo tém membranas intracelulares e sofrem trocas difusais inespecificas de
colesterol com seu meio (Gottlieb, 1980; Schick & Schick, 1985a, 1985b), o conteludo de
colesterol da membrana plasmatica é particularmente susceptivel ao colesterol sérico

(Koter et al., 2004).



Em uma condicgao fisioldgica de aumento de colesterol da LDL, uma parte do excesso
deste colesterol é direcionado para a membrana celular (Martinez et al., 1996), diminuindo
a fluidez e a deformabilidade do eritrécito (Cooper, 1977; Dwight et al., 1996; Muller et al.,
1990). Essa rigidificacdo da membrana altera suas propriedades e as caracteristicas
reoldgicas do sangue, com aumento na viscosidade e diminui¢cdo do aporte de oxigénio aos
tecidos (Chabanel et al., 1983; Koter, Broncel, Chojnowska-Jezierska, Klikczynska, & Franiak,
2002). Dessa forma, a hipercolesterolemia aumenta o teor de colesterol na membrana do
eritrécito, afetando suas propriedades. Em contrapartida, a reducdao da colesterolemia
determina efeitos contrdrios, uma vez que, tratamentos realizados com estatinas
demonstraram uma reducdo no teor de colesterol na membrana de eritrécitos (Levy,
Leibowitz, Aviram, Brook, & Cogan, 1992; Lijnen, Celis, Fagard, Staessen, & Amery, 1994;
Martinez et al., 1996), determinando uma reduc¢do da viscosidade sanguinea e melhora na
microcirculagdo (Martinez et al., 1996). Outros estudos realizados in vitro também
demostraram que a fluidez da membrana dos eritrécitos diminui e, consequentemente, a
estabilidade aumenta de acordo com o aumento paralelo da proporcao de
colesterol/fosfolipideo na membrana, por inducdo exdgena (Cooper, Leslie, Fischkoff,
Shinitzky, & Shattil, 1978).

Em humanos, alguns casos clinicos estudados demonstraram uma relacdo entre a
reducdo do colesterol sérico em pacientes que apresentavam anemias hemoliticas diversas,
e tém sido propostos que este fato decorre do consumo de colesterol por uma avida
eritropoiese (Atac, Brahaj, Frishman, & Lerner, 2002). Estes estudos sugerem que, assim
como o colesterol sérico pode afetar a populacdo de eritrdcitos, os eritrécitos também
podem afetar reciprocamente os niveis de colesterol no soro. Dessa forma, em apoio a este
e outros postulados, os eritrécitos humanos parecem atuar como um reservatério de
colesterol para as lipoproteinas séricas (Chung et al., 1998; Nikoli¢ et al., 2007).

A estabilidade e deformabilidade da membrana de eritrécitos dependem de um
intervalo critico de teor de colesterol acima do qual estas células ficam com suas
propriedades comprometidas (De Freitas et al., 2010; Dole et al., 2008; Meurs et al., 2005).
Portanto, o comportamento reoldgico do sangue e as propriedades dos eritrécitos podem
ser influenciados pelas alteracbes na composicdo de membrana destas células, podendo

assim afetar suas formas e fungbes, bem como as fungdes de outros sistemas.



Deformabilidade e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é uma condicao decorrente do desequilibrio entre a produgao
de radicais livres e a acdo de agentes antioxidantes, levando a uma quebra na homeostase
oxi-redutora cuja manifestagdo é a agressdo oxidativa de moléculas, células e
tecidos (Halliwell & Whiteman, 2004).

A elevagdo nao compensada destas substancias oxidantes esta relacionada a
prejuizos estruturais e fisiolégicos, tais como oxidacdao de grupos sufidrilas de proteinas,
peroxidacdo de lipideos e mudanca na permeabilidade i6nica da membrana eritrocitaria
(Cimen, 2008; Snyder et al., 1988).

Uma condicdo cronica de estresse oxidativo tem implicacdes relevantes na etiologia
de varias condi¢cOes ndo transmissiveis cronicas, como obesidade, aterosclerose, diabetes,
cancer, deméncia e parkinsonismo (Ferrari, 2004; Green & Kroemer, 2004).

No diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o estresse oxidativo pode ser ocasionado por
aumento na producdo de substancias oxidantes ou por deplecdo dos sistemas fisioldgicos de
defesa antioxidante, determinando, assim, aumento na geracdo de radicias livres (Zhao,
2001). Esse aumento na producdo de agentes oxidantes esta associado as alteragles
regulatérias e metabdlicas determinantes da hiperglicemia, dislipidemia e elevacdo na
producdo de acidos graxos livres (FFA) e de outros metabdlitos (Evans, Goldfine, Maddux, &
Grodsky, 2003; Giugliano, Ceriello, & Paolisso, 1996; Itani, Ruderman, Schmieder, & Boden,
2002), em consequéncia de resisténcia a insulina e/ou de deficiéncia na produgdo desse
hormoénio (Kuroki, Isshiki, & King, 2003).

Alguns estudos também apontam para a existéncia de associacdo entre estresse
oxidativo e diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Em um destes estudos foi encontrado um
aumento nas concentracGes de malonaldeido (MDA) durante os estagios ainda precoces da
doencga, com potencial de manter-se elevado em seus estdgios mais avancado, e niveis
reduzidos de glutationa peroxidase nos estagios iniciais e um progressivo declinio no curso
da doenca (Dominguez, Ruiz, Gussinye, & Carrascosa, 1998).

Outros estudos também demonstraram a associacao entre estresse oxidativo e DM1,
determinados por outros marcadores de estresse oxidativo, como reducdo na capacidade
antioxidante total do plasma (quantificada por quimioluminescéncia) (Vessby, Basu,

Mohsen, Berne, & Vessby, 2002), aumento de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) e
8



presenca de microalbuminuria (Dominguez et al.,, 1998; Hata et al., 2006; Huvers et al.,
1999).

A geracdo de radicais livres ocorre, sobretudo, nas mitocéndrias, nas membranas
celulares e no citoplasma. Nas membranas, o estresse oxidativo pode desencadear
disturbios funcionais e estruturais irreversiveis. Os radicais livres produzidos neste processo
podem promover o ataque aos lipidios de membrana, processo conhecido como
peroxidacdo lipidica. Outra alteracdo possivel é a reacdo destes radicias livres com as
proteinas da membrana, incluindo as com que possuem fung¢Ges estruturais, de transporte
de ions e outras proteinas envolvidas em vias de transducdo de sinal (Koter et al., 2004;
Kung, Tseng, & Wang, 2009; Mason et al., 2006; Uydu et al., 2012).

A membrana eritrdcitdria é altamente suscetivel a alteracdes estruturais decorrentes
da peroxidacgao lipidica, por causa de sua constante exposi¢cao ao oxigénio e de seu alto teor
de acidos graxos poliinsaturados (Kolanjiappan, Manoharan, & Kayalvizhi, 2002). Como tem
sido revelado em estudos desenvolvidos tanto in vitro quanto in vivo (Kuypers, 1998), a
peroxidacdo lipidica é capaz de promover alteraces prejudiciais sobre a integridade das
membranas eritrocitarias e sobre algumas propriedades estruturais e funcionais destas
células, como permeabilidade, microviscosidade, deformabilidade, estabilidade e

longevidade (Arslan, Metin Comu, Kiiciik, Oztiirk, & Yaylak, 2012; Sivilotti, 2004).

Diabetes mellitus e membrana de eritrocitos

O diabetes mellitus, assim como outras doencas, pode afetar as propriedades
mecanicas de eritrdcitos, com alteracdo na deformabilidade destas células e aumento na
resisténcia ao fluxo sanguineo (Chien, 1987).

No diabetes, a deformabilidade de eritrécitos se mostra diminuida quando
comparada com individuos ndo diabéticos (Ernst & Matrai, 1986; Kunt et al., 1999;
McMillan, Utterback, & La Puma, 1978). Estas alteracbes na deformabilidade e estabilidade
de eritrocitos foram associadas a alteragbes glicémicas (Zinchuk, 2001). Quando
submetidos a altas concentracdes de glicose, os eritrécitos apresentam menor
deformabilidade (Kung et al., 2009) e maior fragilidade osmdtica (Caimi et al., 1993;
Igbokwe & Igbokwe, 2016; Jain, 1989; Lemos, Marquez-Bernardes, Arvelos, Paraiso, &
Penha-Silva, 2011; Quan et al., 2008). A origem destas alteracdes seria a glicacdo de
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proteinas estruturais de membrana (Kung et al., 2009). Shin e colaboradores, demostraram
gue em diabéticos as proteinas do citoesqueleto de eritrdcitos sdo fortemente glicadas e
gue a espectrina é oxidativamente danificada (Buys et al., 2013; Shin et al., 2007). Esta seria
a razdo pela qual a exposicdo destas células a concentra¢des plasmaticas elevadas de
glicose é capaz de reduzir a deformabilidade eritrocitaria em individuos diabéticos (Babu &
Singh, 2004; Vague & Juhan, 1983).

Um estudo realizado com pacientes com DM2 mostrou que niveis elevados de
hemoglobina glicada estdo associados a aumento na fragilidade de eritrdcitos (Kung et al.,
2009). Este aumento na fragilidade pode ser justificado pelo aumento na rigidez da
membrana eritrocitdria desencadeado pelo efeito da ligagdo entre as moléculas de glicose e
as proteinas intracelulares e de membrana, quando estas células sdo submetidas em meios
com alta concentracgao de glicose (Igbokwe & Igbokwe, 2016; Traykov & Jain, 1987). Outros
estudos mostraram que aincubacdo de eritrocitos em concentracdes elevadas de glicose
também promove aumento na peroxidagdo lipidica da membrana (Jain, 1989),
reducdo de sua fluidez (Caimi et al., 1993), além de aumento de sua fragilidade osmética.

Tanto no DM1 como no DM2, um mau controle glicémico também pode estar
associado a elevagdo intensa nos niveis séricos de triglicérides, VLDL-C e IDL-C, mas
moderada nos niveis de LDL-C, além de reducdo de HDL-C (Feingold & Grunfeld, 2015). Este
quadro dislipidémico pode causar um desequilibrio no teor de lipidios de membrana
(Cooper, 1977; Miller, Gravallese, & Bunn, 1980; Nigra et al., 2016), alterando sua fluidez
(Nigra et al., 2016; Symeonidis et al., 2001) e, consequentemente, reduzindo a
deformabilidade (Bryszewska et al., 1986; Kohno et al., 1997) e a longevidade destas células
(Nigra et al., 2016; Umudum, Yicel, Sahin, & Bakan, 2002). Isto significa que é importante
optimizar o controle glicémico em individuos diabéticos, para que eles figuem menos
susceptiveis aos efeitos prejudicais secunddrios associados a dislipidemia.

O DM1 e a deformabilidade ja foram alvos de alguns estudos, que mostraram
ocorréncia de reducdo na deformabilidade de eritrdcitos nesta populacdo (Garnier et al.,
1990; Juhan, Bayle, Vague, & Juhan, 1978; Kunt et al., 1999) e reversdo dessa anormalidade
24 horas ap0s infusdo controlada de insulina (Garnier et al.,, 1990; Juhan et al., 1978). A
reducdo na deformabilidade de eritrécitos esta associada a alteragdes hemorreoldgicas,
podendo desencadear complicacdes microvasculares (Simpson, 1985; Tsukada, Sekizuka,
Oshio, & Minamitani, 2001) e ineficiéncia no transporte de oxigénio para os tecidos
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(Dévéhat, Vimeux, Bondoux, & Khodabandehlou, 1991; Parthasarathi & Lipowsky, 1999;
Tsukada et al., 2001).

Em suma, individuos diabéticos estdo sujeitos a apresentar estresse oxidativo,
estresse hiperglicémico e dislipidemia, condi¢cdes que podem determinar alteracdes nas
propriedades de eritrécitos e nas caracteristicas reoldgicas do sangue, comprometendo

ainda mais sua saude.

Cinética enzimatica de Michaelis-Menten

A andlise cinética das reacdes enzimaticas € comumente determinada a partir da
equacao de Michaelis-Menten (Menten & Michaelis, 1913),

_ Vma'x[S:|

— _max27] (1.1),
Ky +[S]

Vo

representada pela dependéncia da velocidade inicial da reacdo (vo) com a concentracdo do

substrato (S), onde Vnax € a velocidade maxima da reacdo e Ky € a concentracdo de

substrato necessaria para a vp atingir a metade do valor da velocidade maxima (Figura 1.2).
A cinética de Michaelis-Menten foi desenvolvida a partir de consideragdes

fundamentadas no equilibrio de estado estacionario de Briggs-Haldane (Briggs & Haldane,

1925),
k41 N

E+S ES—X2 SE+P (1.2),
-

gue considera as reacdes de formacdo e dissociacdo do complexo enzima-substrato (ES),
caracterizadas pelas suas respectivas constantes cinéticas ki1 e k1, e a reacdao de formacao
do produto (P), com regeneracdo da enzima livre (E), caracterizada pela constante cinética
K+2.

No curso da reacdo, a enzima é encontrada sob a forma livre (E) e a forma ligada ao
substrato (ES). Em baixas concentragdes de substrato, a maior quantidade de enzima esta
na forma livre. Sob estas condicOes, a velocidade inicial da reacdo (vo) (Figura 1.3) aumenta
qguase linearmente com o aumento de S, uma vez que ha enzima livre para promover
aumento na velocidade da reacdo. A medida que ocorre maior aumento na concentracdo de
S, mas a concentracdo total da enzima no meio permanece constante, 0 aumento em vp

diminui, porque a populacdo de enzima livre estd em decréscimo. Quando praticamente
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todas as moléculas da enzima estiverem na forma ligada (ES) e a concentragdo da enzima
livre (E) for insignificante, a Vmax € atingida. Nesta situacdo, a enzima esta saturada pelo
substrato, de forma que o aumento na concentragao de S ndo é mais capaz de aumentar a
velocidade da reagdo e o sistema esta em equilibrio de estado estacionario (Figura 1.2) .

A cinética de Michaelis-Menten é um dos métodos utilizados para estudo da cinética
de processos saturaveis em sistemas bioldgicos. Dessa forma, processos bioldgicos, como a
cinética de lise de eritrdcitos, que é ajustavel por regressdo nao linear hiperbdlica, pode ser
analisada utilizando os principios matematicos do modelo cinético de Michaelis e Menten

(Menten & Michaelis, 1913).

Consideragoes finais

As propriedades fisicoquimicas das membranas de eritrécitos sdao essenciais na
determinacdo da funcionalidade dessas células. Alteragdes nas propriedades viscoeldsticas
dos eritrécitos podem afetar a microcirculacio e comprometer as fun¢des de outros
sistemas. Em nosso organismo, diversas condi¢cdes patoldgicas podem afetar a estrutura e a
composicao dessas células, o que contribui para o agravamento destas condi¢cdes. O amplo
conjunto de fatores bioquimicos e fisiolégicos envolvidos neste processo ainda nao foi
totalmente elucidado. Esta revisdo da literatura objetivou instrumentar a compreensao de
guestdes relevantes no estabelecimento de um novo método, capaz de analisar a
resisténcia a lise de eritrocitos humanos por estresse mecanico, para aplica-lo neste

momento, no estudo de pacientes com diabetes tipo 1.
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Figura 1.1. Representacdo esquemadtica das proteinas de membrana e do citoesqueleto

determinantes da estabilidade e deformabilidade de eritrdcitos. Fonte: Tse & Lux, 1999.
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Figura 1.2. Grafico ilustrativo do efeito da concentragao do substrato sobre a velocidade
inicial de uma reagao enzimatica, com representacdo das constantes cinéticas de Michaelis-

Menten (Vmax € Ku).
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Tempo

Figura 1.3. Dependéncia da formac¢do de produto com o tempo em uma reac¢ao de catalise
enzimatica. A inclinacdo da porc¢do linear inicial da curva corresponde a velocidade inicial

(vo) da catalise.
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Resumo

Influéncia de varidveis bioquimicas e hematoldgicas na cinética de lise mecanica de

eritrocitos humanos

O transporte de gases pelo eritrécito depende da sua capacidade de sofrer
alteracdes de membrana durante a acdo de forcas externas, como ocorre durante sua
passagem através de capilares de pequeno diametro. A capacidade do eritrécito em resistir
a essas tensdes é uma propriedade chamada estabilidade mecanica. Este estudo propde um
método, baseado no formalismo cinético de Michaelis-Menten, para determinar a
estabilidade mecanica dos eritrécitos a partir da cinética da hemdlise mecanica. Para isso,
construimos um dispositivo constituido por um rotor de intensidade controlada e acoplado
a uma hélice, capaz de transmitir forcas de choque rotacional por contato com a solucdo
teste e a agitacdo mecanica das moléculas de solugao. Os testes foram realizados com uma
velocidade fixa de 8.000 rpm. As curvas obtidas nestes testes foram ajustadas por uma
curva hiperbdlica ndo linear, a fim de determinar o tempo de meia-vida dos eritrdcitos (t;2)
e a absorvancia maxima (Amnax) associada a hemodlise completa. Para examinar se essas
constantes, que apresentaram boa variabilidade inter-individual, tém significados
fisioldgicos, elas foram correlacionadas com as varidveis bioquimicas e hematolégicas
associadas a composicdo e ao comportamento de eritrocitos. Os valores de A,.x mostraram
correlagdes positivas com RBC, Hb, Ht, MCV, MCH e MCHC. Os valores de t;;; mostraram
correlagdes positivas significativas com colesterol total (t-C) e triglicérides (TGC), uma
correlagao positiva limitrofe com os niveis de LDL-C e uma correlagao significante negativa

com RDW.

Palavras-chave: cinética, lise mecanica, eritrocitos
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Abstract

Influence of biochemical and hematologic variables on mechanical lysis kinetics of human

erythrocytes

The transport of gases by the erythrocyte depends on its ability to undergo
membrane changes before the action of external forces, as occurs during the passage
through capillaries smaller than its diameter. The ability of the erythrocyte to resist to these
tensions is a property called mechanical stability. This study proposes a method, based on
kinetic formalism of Michaelis-Menten, for determining the erythrocyte mechanical stability
from the kinetics of mechanical hemolysis. For this, we have built a device consisting of a
controlled intensity rotor coupled to a propeller capable of transmitting rotational shock
forces by contact with the test solution and the mechanical agitation of the solution
molecules. The tests were performed with a fixed speed of 8,000 rpm. The curves obtained
in these tests were adjusted by a non-linear hyperbolic curve, in order to determine the
erythrocytes half-life time (t;/2) and the maximum absorbance (Amax) associated to complete
hemolysis. To examine whether these constants, which showed good inter-subject
variability, have physiological meanings, they were correlated with biochemical and
hematologic variables that are associated with the composition and behavior of
erythrocytes. The Amax values showed positive correlations with RBC, Hb, Ht, MCV, MCH
and MCHC. The t;/; values showed significant positive correlations with total cholesterol (t-
C) and triglycerides (TGC), a borderline positive correlation with the LDL-C levels, and a

negative significant correlation with RDW.

Keywords: kinetics, mechanical lysis, erythrocytes
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Introduction

Erythrocytes are important agents of the metabolic homeostasis, since they transport
oxygen and carbon dioxide through the bloodstream (Mohandas & Gallagher, 2008). Along
their 120 days of life, the erythrocytes must pass through narrow capillaries, where they are
subjected to mechanical stresses that can lead them to lysis (Picas, Rico, Deforet, &
Scheuring, 2013). Therefore, its stability, which is the ability to maintain structural integrity,
depends largely on their deformability, which is the ability to change reversibly before the
action of external forces (Meiselman, 2009).

In erythrocytes, stability and deformability are properties that depend on a wide range
of factors, such as the composition of the membrane and the complex interactions between
membrane proteins and cytoskeleton (Discher, 2000; Popescu, Park, Dasari, Badizadegan, &
Feld, 2007; Sun et al., 2007), the magnitude of the surface the cell relative to the volume,
cell morphology, hemoglobin concentration and intracellular viscosity, among others
(Reinhart, Piety, Goede, & Shevkoplyas, 2015; Stoltz, Singh, & Riha, 1999; Toth et al., 2014;
Zhan, Loufakis, Bao, & Lu, 2012).

Several studies have shown changes in the deformability of erythrocytes in various
pathological conditions, such as hypertension (Garnier et al., 1990), diabetes (Buys et al.,
2013; Cahn et al., 2015), malaria (Hosseini & Feng, 2012; Tomaiuolo, 2014; Wu & Feng,
2013), myocardial infarction (Tomaiuolo, 2014; Vaya et al., 2015), sickle cell anemia (Hierso
et al.,, 2014) and many other situations (Bazanovas et al., 2015; Da Costa, Galimand,
Fenneteau, & Mohandas, 2013; Hardeman & Ince, 1999; Tomaiuolo, 2014).

The erythrocyte membrane stability has also been the subject of studies in many
different conditions, such as aging (Penha-Silva et al., 2007), multiple sclerosis (de Freitas et
al., 2010), dyslipidemia (Bernardino-Neto et al., 2013), malaria (Netto et al.,, 2014) and
bariatric surgery (de Arvelos et al., 2013). But there is still a lot to study on the relations
between the stability of erythrocytes and the intra- and extracellular physicochemical
properties in physiological and pathological conditions.

The stability of red cell membrane can be studied before a gradient of salt
concentration (osmotic stability), the hemolytic concentration of solutes (chemical stability)

and mechanical stress (mechanical stability).
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Although the osmotic stability is the most widely studied type of stability, extreme
hypotonicity conditions that determine the osmotic lysis are not physiologically possible in
vivo. But the mechanical stability of erythrocytes represents their behavior before
mechanical forces to which they are quite vulnerable in vivo.

One way to study the biological complexes is the kinetic analysis, observing their
changes over time before certain conditions. In biological complex, the most widely defined
and studied kinetics is the enzymatic kinetics. The kinetic study of enzymatic reactions is
commonly based on the equation of Michaelis-Menten, which represents the hyperbolic
dependence of initial reaction rate with increasing substrate concentration (Menten &
Michaelis, 1913).

The classical Michaelis-Menten kinetic formalism has been applied in various types of
kinetic studies, such as the own osmotic lysis kinetics of erythrocytes, which proved to be a
useful tool for use in kinetic studies of many biological processes (Cunha et al., 2014; Zhan
et al.,, 2012). This study aims to evaluate the kinetics of mechanical lysis of human
erythrocytes, by applying the kinetic formalism of Michaelis-Menten, and testing the validity
of the obtained kinetic variables by correlation analysis with hematologic and biochemical

variables that are associated with the behavior of red blood cells.

Material and Methods

Blood Samples

The blood samples used in this study consisted of discarded material coming from the
internal routines of the Clinical Analyzes Laboratory of the Clinical Hospital of the Federal
University of Uberlandia, Uberlandia, MG, Brazil.

The blood samples belonged to patients over 18 years old that randomly covering a
wide age range, without being restricted to a specific population, in order to represent the
diversity found in different individuals, and observe its possible application in different
biological and physiological occasions.

The laboratory routine usually collects the blood after an overnight fasting period
from 8 to 12 hours, by intravenous puncture, directly into evacuated tubes containing 0.1

g/dL K3EDTA as an anticoagulant (Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brazil).
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Reagents
The NaCl used was obtained from Labsynth (Diadema, SP, Brazil) with a purity of

99.5%, which was duly corrected for preparation of their solutions.

Equipments

Volume measurements were performed using automatic pipettes (Labsystems,
Finnpipette Digital model, Helsinki, Finland). Mass measurements were made in a digital
precision balance (AND, model 870, Japan).

The temperature control of the incubations was conducted in a thermostatically
controlled bath (Marconi, MA 184 model, Piracicaba, SP, Brazil). Centrifugations were
performed in a Hitachi Koki centrifuge (model CF15RXIl, Hitachinaka, Japan) and the
absorbance readings in a UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu, Model UV1650TC, Japan)
with the use of the UV probe 2.21 software.

The mechanical tension on the erythrocytes was obtained in a 30 ml closed-cell by the

action of a propeller attached to a rotor with a rotation intensity control (Figure 2.1).

Kinetic method to evaluate the mechanical lysis of erythrocytes

The test-solutions were prepared by mixing 1 mL of whole blood with 200 mL of 0.9
g/dL NaCl solution. In all tests, always performed in duplicate, 15 mL of that mixture were
subjected to different speeds (1,000, 2,500, 5,000, 7,500 and 10,000 rpm) in 12 different
time intervals between 0 and 6 minutes. At the end of each time interval, 1 mL of the
mixture was removed and added to minitube (Eppendorf™) and submitted to centrifugation
for 10 minutes at 1,600 x g and 25 °C. Supernatants from these centrifugations were
carefully removed with automatic pipette and subjected to reading of absorbance at 540 nm
(As40). Hyperbolic curves of hemolysis were constructed by plotting the Ass values (A) as a

function of the time intervals (t), according to equation

A: max (1)’
t,, +t

where An., Which is the maximum absorbance value reached at the curve plateauy,
represents the total lysis of the erythrocytes, and ty/; is the time required for occurrence of

half of the total hemolysis (Amax/2).
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As the speed allowing a better definition of hemolysis kinetics was between 7,500 and
10,000, the speed of 8,000 rpm was selected for use in the subsequent tests, which were

conducted under the same conditions mentioned above.

Statistical analyzes, calculations and data editing

The analyses of the erythrocytes lysis kinetics were performed using the applicative
GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA), using an integrated kinetic model that has the same
equation as the non-integrated model of Michaelis-Menten, with pre-selection of the
automatic removal of possible outlier points. The other statistical analyzes (normality test
and Spearman rank correlations) were made using the Origin 9.0 software (Microcal Inc.,

Northampton, Massachusetts, USA).

Results

Initial tests for the study of the kinetics of mechanical lysis of erythrocytes were
performed at different speeds (1,000, 2,500, 5,000, 7,500 and 10,000 rpm) in the apparatus
shown in Figure 2.1, at intervals of 0.5 minutes and final time 6 minutes. The obtained
results were shown in Figure 2.2. As the hemolysis curves at 7500 and 10,000 rpm were
those that showed a better definition in that time interval, all subsequent assays were
carried out at 8,000 rpm.

The study of the mechanical hemolysis for each patient by a hyperbolic fit allowed the
determination of the values of A, Which is the maximum absorbance value reached on
the plateau of the curve and that represents the total erythrocytes lysis, and ti/,, which is
the interval time required to have half of total hemolysis (Amax/2). The results that were
obtained for the kinetic variables Amax and t;, demonstrated a good degree of variation
between individuals, which suggests that the test has the sensitivity required to detect the
variety of erythrocyte membranes behaviors that are present in different individuals (Figure
2.3).

The values of t;/; and Amay, as well as the values of the hematological and biochemical
variables, obtained for the study population (Tabela 2.1), were not normally distributed,

according the statistical test of Shapiro-Wilk.
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The existence of bivariate correlation between the kinetic variables t;/, and Amax and
each of the hematological and biochemical variables was investigated by the Spearman
correlation test (Tabela 2.2). The t;/, presented significant positive correlations with total
cholesterol (t-C), triglycerides (TGC) and VLDL-C and a borderline correlation with the LDL-C
levels. In turn, the Anax Values showed significant positive correlations with the values of
RBC, Hb, Ht, MCV, MCH and MCHC. The test also demonstrated that both ti; and Ana

showed significant negative correlations with the RDW values.

Discussion

As previously mentioned, an important feature of erythrocytes is their ability to
undergo large reversible deformation when subjected to external forces without undergoing
lysis. The purpose of this study was to evaluate the kinetics of erythrocyte lysis due to the
action of direct forces, given by the collision with the propeller, and indirect, determined by
shock during agitation. The application of mechanical stress to the red cells was achieved
with the construction of the apparatus shown in Figure 2.1.

The results presented in this study were obtained from the standardization of
methodological conditions compatible with the device developed. For this, various
preliminary tests were performed, with modifications and adaptations, not only to
standardize the method, but also to make it a practical and feasible tool to be used in other
studies.

Speeds of 1000, 2500 and 5000 rpm were not sufficient to allow the lysis curves reach
the maximum plateau (Amax) over a sufficiently short time interval to make the method
sufficiently practical to be used (Figure 2.2). But speeds of 7500 and 10000 rpm showed to
be sufficient to allow the lysis curves to reach the maximum plateau (Amax) during the
interval of six minutes used in the tests. Therefore, the intermediary speed of 8000 rpm was
chosen to be used in the analysis of erythrocyte lysis kinetics.

The erythrocyte lysis curves at 8000 rpm exhibited sufficiently different profiles
between different individuals, with variation in values of t;/; and Amax, Which demonstrates
that the test has the sensitivity required to allow their application in the analysis of different
physiological and pathological conditions (Figure 2.3).
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In order to demonstrate that the variables obtained from the kinetic of mechanical
lysis of erythrocytes have a physiological significance, they were correlated with biochemical
and hematological variables which are somehow related to the behavior of erythrocytes
(Table 2).

The Amax Vvalues, which represent the maximum hemolysis, showed positive
correlations with RBC, Hb, Ht, MCV, MCH and MCHC (Table 2.2). Indeed, one would expect
that the existence of higher values of Ay, reflecting higher hemoglobin levels, is associated
with higher values of Hb, RBC, Ht, MCV, MCH and MCHC, specifically.

The values of t/; showed significant positive correlations with total cholesterol (t-C),
triglycerides (TGC) and VLDL-C and a borderline correlation with LDL-C levels.

Blood lipid variables can be considered one of the main factors that can act as
modulators of the dynamic behavior of cell membranes (Cooper, 1977), biological
complexes formed by the association of lipid molecules with structural proteins that form
the cytoskeleton and determine the deformability and stability of the cell (Chasis &
Mohandas, 1986).

In erythrocytes, the cholesterol content in the membrane is a key factor in
determining the degree of fluidity and deformation ability of this membrane (Sun et al,
2007). Erythrocytes are very sensitive to increase in the cholesterol concentration in the
extracellular medium (Cooper, Arner, Wiley, & Shattil, 1975; Schick & Schick, 1985a, 1985b),
which causes an increase in membrane cholesterol content (Michalska-Malecka, Slowinska,
Dorecka, & Romaniuk, 2008; Spengler, Bertoluzzo, Catalani, & Rasia, 2008; Vaya, Martinez,
R.;, & J., 1993). That is why the influence of plasma lipids in the blood rheology has been the
subject of many studies (Henkelman et al.,, 2010; Hernandez et al., 2015; Maeda, Cicha,
Tateishi, & Suzuki, 2006).

The kinetic variable t;/, showed a significant negative correlation with RDW, indicating
that an increase in RDW increases the vulnerability of the red blood cells to mechanical lysis.
An increase in RDW, which is a variable that measures the heterogeneity of volume of red
blood cells (RBC) (Montagnana, Cervellin, Meschi, & Lippi, 2012), has been strongly linked to
an increased risk of death in vascular diseases (Zhang, Xu, Ni, & Deng, 2013), due to a
decrease in the deformability of red blood cells (Vaya et al., 2015). Certainly, this decrease
in deformability make red blood cells faster targets of a mechanical lysis, which makes
perfect sense in light of the negative correlation observed here between RDW and ty 5.
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Conclusion

Future research with a larger number of volunteers in different physiological and/or
pathological conditions, using the method proposed here, could offer a much broader
knowledge of the association of deformability of red blood cells with the hematologic and

biochemical variables used in routine clinical practice.
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Table 2.1 Descriptive statistics of experimental data obtained for the study population

(n=20)

Parameters Median Minimum Maximum P
(IQR)

t1/2 (s) 79.79 38.83 140.60 0.8151
(43.28)

Amax (au) 0.71 0.51 0.89 0.0961
(0.20)

RBC (x10°/mL) 4.71 3.69 6.15 0.8916
(0.70)

Hb (g/dL) 12.50 9.8 16.80 0.2382
(3.25)

Ht (%) 39.95 32.8 51.30 0.0891
(10.50)

MCV (fL) 84.90 70.9 103.60 0.4938
(12.17)

MCH (pg) 26.25 21 33.40 0.8155
(4.12)

MCHC (g/dL) 32.15 28.7 34.30 0.4185
(2.30)

RDW (%) 13.50 11 24 <0.0001*

(2.0)

t-C (mg/dL) 198.0 87 291 0.7204
(63.0)

TGC (mg/dL) 125.50 56 403 0.0084*
(86.25)

HDL-C (mg/dL) 52.10 36.8 79.3 0.4770
(15.57)

VLDL-C (mg/dL) 25.10 11.2 80.5 0.0085*
(17.25)

LDL-C (mg/dL) 111.10 29.1 205.8 0.9824
(43.65)

* At the 0.05 level, the data were significantly associated with a non-normal distribution

(Shapiro-Wilk test)
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Table 2.2 Matrix of Spearman correlations (r) and significance (p) between pairs of variables

ti12 Anax RBC Hb Ht MCV MCH RDW MCHC t-C TGC HDL-C VLDL-C LDL-C
t1/2 r
p
Anax  r 0.6195*
p 0.0035
RBC r 03031 0.5987*
p 0.1939 0.0052
Hb r 0.3860° 0.9134* 0.6386*
p 0.0927 <0.001 0.0024
Ht r 0.2573 0.8540* 0.7760* 0.9220*
p 0.2733 <0.001 <0.001 <0.001
MCV r 0.0736 0.4782* -0.1842 0.5086* 0.4078°
p 0.7575 0.0329 0.4367 0.0220 0.0742
MCH r 0.1016 0.5128* -0.1951 0.5855* 0.3775° 0.9134*
p 0.6697 0.0207 0.4097 0.0066 0.1007 <0.001
MCHC r 0.4019° 0.5022* 0.0022 0.5264* 0.2181 0.2549  0.5721*
p 0.0789 0.0240 0.9924 0.0171 0.3555 0.2781 0.0083
RDW r -0.4533* -0.6540* -0.2861 -0.7004* -0.5039* -0.2802 -0.4820* -0.7858*
p 0.0446 0.0017 0.2213 <0.001 0.0234 0.2313 0.0313 <0.001
t-C r 0.4736* 0.40301° 0.2572 0.3265 0.2851  -0.0165 0.0587 0.3393  -0.4035°
p 0.0348 0.07809 0.2735 0.1599 0.2229 0.9448 0.8057 0.1432 0.0776
TGC r 0.4708* 0.16472 0.1324 -0.0015 -0.0150 -0.2271 -0.1401 0.0735 -0.0574 0.5881*
p 0.0361 0.48768 0.5778 0.9949 0.9497 0.3354 0.5557 0.7579 0.8098 0.0063
HDL-C r 0.0632° 0.11827 0.2223 0.0686 0.1805 -0.0760 -0.1109 -0.0049 0.0191 0.4956* -0.0489
p 0.7909 0.61947 0.3461 0.7738 0.4462 0.7498 0.6415 0.9836 0.9360 0.0262 0.8375
VLDL-Cr 0.4708* 0.16472 0.1324 -0.0015 -0.0150 -0.2271 -0.1401 0.0735 -0.0574 0.5881* 1* -0.0489
p 0.0361 0.48768 0.5778 0.9949 0.9497 0.3354 0.5557 0.7579 0.8098 0.0063 - 0.8375
LDL-C r 0.43459° 0.36391 0.2271 0.2912 0.2550 -0.0601 0.0150 0.3604 -0.4349° 0.9398* 0.4400° 0.4753* 0.4400° 1*
p 0.05552 0.11472 0.3354 0.2129 0.2777 0.8011 0.9497 0.1184 0.0552 <0.001 0.0522 0.0341 0.0522 --

* Statistically significant correlations (p<0.05)

5 Borderline correlations (0.05<p<0.10)
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Resumo

Correlagdes entre varidveis cinéticas de lise mecanica de eritrocitos e varidveis

bioquimicas, hematolégicas e oxidativas no diabetes mellitus tipo 1

[Introdugdo] O comportamento reoldgico do sangue é frequentemente alterado no diabetes
mellitus (DM), com aumento acentuado na viscosidade do plasma e do sangue total e
reducao na deformabilidade de eritrécitos, gerando resisténcia ao fluxo sanguineo, o que
contribui para o desenvolvimento das complicacdes mircrovasculares e das sequelas
caracteristicas dessa doenca, tais como insuficiéncias retiniana e renal e isquemia de
membros inferiores. Por isso, conhecer o amplo conjunto de fatores que pode influenciar a
reologia do sangue é extremamente importante para auxliar no diagndsico, tratamento e
prevencado das complicacbes dessas doencas. A maioria dos estudos disponiveis na literatura
sobre a relagao entre DM e reologia do sangue lida com DM2, e por isso este estudo utilizou
uma populacdo de individuos com DM1. [Objetivo] Como excessos de glicose, colesterol,
triglicérides e radicais livres, em decorréncia de deficiéncia de insulina, podem afetar
constituintes da membrana de eritrdcitos, o presente estudo teve como objetivo testar a
validade do uso da cinética de lise mecanica dessas células para avaliar a influéncia daqueles
fatores. [Métodos] A lise mecanica de eritrécitos foi promovida em um equipamento
constituido por um rotor acoplado a uma hélice com velocidade controlada e inserida em
uma célula onde era colocada a suspensdo de sangue a ser analisada. A cinética de lise
mecanica dos eritrécitos foi representada por uma hipérbole retangular construida para a
relacdo entre a variagdo na absorvancia (A) da hemoglobina liberada na lise e o tempo, com
a determinacdo de Amax, que € a absorvancia média atingida no platd da curva e que
representa a lise da populagdo total da amostra de eritrdcitos, e ti/2, que é o intervalo de
tempo capaz de promover metade da hemdlise total. [Resultados] Houve correlagdes
negativas significantes entre valores de t;;, e niveis de hemoglobina glicada e de glicemia
estimada média (eAG), e limitrofe entre t;;, e média de glicemia do sistema de
monitoramento continuo ou capilar de glicose (CGM_mean/AMGC). Por sua vez, Amax
apresentou correlacdo negativa significante com os niveis de colesterol total e limitrofe com
LDL-colesterol, além de correlagdes positivas significantes com género, hemoglobina,

hematdcrito, ferro e substancias reativas ao dacido tiobarbiturico (TBARS), e correlacdo
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limitrofe com RBC. [Conclusdo] As varidveis obtidas na analise da cinética de lise de
eritrocitos de individuos com diabetes mellitus do tipo 1 apresentaram potencial de
detecgdo das alteragdes na glicemia, lipidemia e status oxidativo descritas nesta doenga, e
poderdo ser utilizadas no estudo do impacto de alteracGes nas propriedades reoldgicas de

eritrécitos no comprometimento do estado de saude desta populagao.

Palavras-chave: eritrdcitos, cinética, lise mecanica, estresse oxidativo, diabetes mellitus tipo

1
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Abstract

Correlations between kinetic variables of mechanical lysis of erythrocytes and

biochemical, hematologic and oxidative variables in type 1 diabetes mellitus

[Introduction] The rheological behavior of blood is frequently altered in diabetes mellitus
(DM), with a marked increase in plasma and total blood viscosity and a reduction in the
erythrocyte deformability, generating resistance to blood flow, which contributes to the
development of complications and of the characteristic sequelae of this disease, such as
retinal and renal insufficiencies and lower limb ischemia. Therefore, knowing the wide range
of factors that can influence blood rheology is extremely important to aid in the diagnosis,
treatment and prevention of complications of these diseases. Most of the studies available
in the literature on the relationship between DM and blood rheology deals with type 2 DM,
and so this study used a population of individuals with type 1 DM. [Objective] As the excess
of glucose, cholesterol, triglycerides and free radicals, due to insulin deficiency, can affect
erythrocyte membrane constituents, the present study aimed to test the validity of the use
of mechanical lysis kinetics of these cells to evaluate the influence of those factors.
[Methods] Mechanical lysis of erythrocytes was promoted in an equipment consisting of a
rotor coupled to a propeller with controlled speed and inserted into a cell where the blood
suspension to be analyzed was placed. The mechanical lysis kinetics of erythrocytes was
represented by a rectangular hyperbola constructed for the relation between the variation
in the absorbance (A) of the hemoglobin released in the cell lysis and the time, with the
determination of Amax, Which is the mean absorbance in the plateau of the curve and which
represents the lysis of the total population of the erythrocyte sample, and t;/,, which is the
time interval capable of promoting half of the total hemolysis. [Results] There were
significant negative correlations between the values of t;/, and the glycated hemoglobin and
estimated average glucose (eAG) levels, and a borderline negative correlation between the
values of t1; and the mean glucose values of the continuous or capillary glucose monitoring
(CGM_mean/AMGC) system. In turn, Amax showed a negative significant correlation with
the levels of total cholesterol and a negative borderline correlation with LDL-cholesterol, as
well as significant positive correlations with gender, hemoglobin, hematocrit, iron and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and a positive borderline correlation with
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RBC. [Conclusion] The results obtained in the analysis of the lysis kinetics of erythrocytes of
individuals with type 1 DM presented a potential for detecting alterations in glycaemia,
lipidemia and oxidative status described in this disease, and could be used to evaluate the
impact of changes in rheological properties of erythrocytes in compromising the health

status of this population.

Keywords: erythrocytes, kinetics, mechanical lysis, oxidative stress, type 1 diabetes mellitus
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Introdugao

O eritrécito é uma célula que é constantemente submetida a condi¢Ges adversas
durante sua circulacdo pelo organismo, principalmente durante sua passagem pelos
pequenos capilares e poros estreitos do sistema reticuloendotelial, especialmente no bacgo
(Smith, Marks, & Lieberman, 2007). Para isso, os eritrocitos devem ser capazes de sofrer
extensa deformacdo passiva, resistindo assim a fragmentacdo (Guo et al., 2014; Smith,
Marks, & Lieberman, 2007).

O diabetes mellitus, assim como outras doencas, pode alterar as propriedades
mecanicas dos eritrocitos e determinar uma maior resisténcia ao fluxo sanguineo (Chien,
1987). No diabetes, a deformabilidade de eritrécitos se mostra reduzida quando comparada
com individuos ndo diabéticos (Ernst & Matrai, 1986; Kunt et al., 1999; McMillan, Utterback,
& La Puma, 1978). Essa reducdao na deformabilidade de eritrdcitos estd associada a
alteragbes hemoreolégicas que podem desencadear complicagdes microvasculares
(Simpson, 1985; Tsukada, Sekizuka, Oshio, & Minamitani, 2001) e ineficiéncia no transporte
de oxigénio para os tecidos (Le Devehat, Khodabandehlou, & Vimeux, 2001; Parthasarathi &
Lipowsky, 1999; Tsukada et al., 2001).

Os parametros hemoreolégicos frequentemente prejudicados nos individuos
diabéticos (Barnes, Locke, Dormandy, & Dormandy, 1977; Cho, Mooney, & Cho, 2008;
Dintenfass, 1977; Schmid-Schonbein & Volger, 1976; Skovborg, Nielsen, Schlichtkrull, &
Ditzel, 1966; Ziegler et al., 1994) podem determinar a progressdao de outras complicacGes
secunddrias, como insuficiéncia retiniana e renal (Cho et al., 2008), e agravo de isquemia de
membros inferiores, podendo levar a amputacdo (Cho et al., 2008; Dévéhat, Vimeux,
Bondoux, & Khodabandehlou, 1991).

As alteracGes na deformabilidade e estabilidade de eritrdcitos foram associadas a
elevagdes na glicemia (Zinchuk, 2001) e promocdo de glicacdo de proteinas de membrana
responsaveis pela estrutura, forma e estabilidade destas células (Kung, Tseng, & Wang,
2009).

Mas a estabilidade (Cooper, Arner, Wiley, & Shattil, 1975; Schick & Schick, 1985) e a
deformabilidade de eritrécitos (Bryszewska, Watala, & Torzecka, 1986; Cooper, Durocher, &
Leslie, 1977; Dwight, Ribeiro, & Hendry, 1996; Kohno et al., 1997; Muller, Ziegler, Donner,

Drouin, & Stoltz, 1990) dependem também da composicdo lipidica de sua membrana. Nos
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eritrécitos, o teor de colesterol de membrana esta relacionado com as alteragées do perfil
lipidico do soro em determinadas condicdes fisiologicas (Caliskan, Caliskan, Kuralay, &
Onvural, 2000; Dwight et al., 1996; Uydu et al., 2012; Uyuklu, Meiselman, & Baskurt, 2007),
em resposta a ocorréncia de troca de colesterol entre a membrana do eritrécito e as
lipoproteinas plasmaticas (Mason, Walter, Day, & Jacob, 2006; Uydu et al., 2012).

Tanto no DM1 como no DM2, um mau controle glicémico pode estar associado a
dislipidemia (Feingold & Grunfeld, 2015) e, assim, promover alteracdes no teor de lipidios
de membrana (Miller, Gravallese, & Bunn, 1980; Nigra et al., 2016), alterando propriedades
reoldgicas dos eritrdcitos, como a deformabilidade (Bryszewska et al., 1986; Kohno et al.,
1997), em decorréncia de diminuicdo na fluidez de membrana (Nigra et al., 2016;
Symeonidis et al., 2001), o que também afeta a propria longevidade destas células (Nigra et
al., 2016; Umudum, Yicel, Sahin, & Bakan, 2002).

O excesso de glicose, triglicérides, acidos graxos livres (FFA) e outros metabdlitos,
em decorréncia da deficiéncia e/ou resisténcia a insulina (Kuroki, Isshiki, & King, 2003) pode
também levar a aumento na producdo de agentes oxidantes (Evans, Goldfine, Maddux, &
Grodsky, 2003; Giugliano, Ceriello, & Paolisso, 1996; Itani, Ruderman, Schmieder, & Boden,
2002). Além disso, a deplecdo de sistemas de defesa antioxidante é outro processo que
pode determinar aumento na geracdo de radicais livres em pacientes diabéticos (Zhao,
2001).

Nas membranas, o estresse oxidativo pode desencadear disturbios funcionais e
estruturais irreversiveis. A membrana do eritrécito, particularmente, é mais largamente
suscetivel a esses danos, em decorréncia de sua constante exposicao a tensdo de oxigénio e
pelo seu alto teor de acidos graxos poliinsaturados (Kolanjiappan, Manoharan, & Kayalvizhi,
2002).

O ataque oxidativo aos lipidios de membrana determina o processo conhecido como
lipoperoxidacdo, capaz de promover alteracbes prejudiciais sobre a integridade e
funcionalidade da membrana do eritrdcito (Kuypers, 1998).

O presente estudo analisa o potencial da cinética de lise mecanica de eritrécitos em
refletir as alteracdes na glicemia, lipidemia e status oxidativo presentes no diabetes mellitus
tipo 1, no intuito de entender melhor as influéncia dessas alteracdes nas propriedades
reoldgicas dessas células, o que é muito relevante, uma vez que o comprometimento destas

propriedades tem grande impacto no estado de saude de individuos diabéticos. Além disso,
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o estudo dessas relagdes em populacdo de diabéticos do tipo 1 é muito pertinente, uma vez
gue a maioria dos estudos reportados na literatura sobre o tema lida com popula¢des de

diabéticos do tipo 2.
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Material e Métodos

Critérios de sele¢éo

O estudo foi aprovado e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo nimero 294.635/2013).

Uma analise transversal foi realizada com pacientes com diabetes mellitus tipo 1
atendidos nos ambulatérios do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU) e no Centro Municipal de Aten¢dao ao Diabético (CMAD). As coletas foram
executadas durante um periodo consecutivo de dois anos.

Os critérios de exclusdo foram: diagndstico impreciso da doencga, sinais de
complicagdes cronicas graves (como quadro de insuficiéncia renal crénica), quadro febril
recente, alteragdes cutaneas que impossibilitassem o uso do sensor ou realizagdo de
glicemias capilares, discrasias sanguineas, e utilizagdo de medicamentos como corticoides,
heparina, anticoagulantes orais e suplementos de vitamina E. Os pacientes que nao
realizaram a quantidade minima de avaliacbes de glicemia capilar necessdria para a

avaliacdo da variabilidade glicémica também foram excluidos da pesquisa.

Reagentes
Durante os procedimentos experimentais foi utilizado NaCl da marca Labsynth
(Diadema, SP, Brasil) com grau de pureza de 99,5%, o qual foi devidamente corrigido no

preparo de suas solugdes.

Coleta de amostras de sangue

As amostras de sangue foram coletadas apds jejum de 8 a 12 horas no Laboratério
de Andlises Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, em Uberlandia, MG, Brasil, por
puncdo intravenosa, diretamente em tubos evacuados contendo K3;EDTA a 1 g/dL como
anticoagulante (Vacutainer™, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil) e conservadas em

refrigerador a temperaturas entre 0 e 4 °C até a hora de realiza¢do dos ensaios.

Equipamentos
As medidas de volume foram realizadas em buretas de vidro refratario ou com

auxilio de pipetas automaticas (Labsystems, modelo Finnpipette Digital, Helsinki, Finlandia).
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Para as medidas de massa foi utilizada balan¢a digital de precisdao (Shimadzu™, model
AW?220, Kyoto, Japan). O controle de temperatura das incubacdes foi realizado em banho
termostatizado (Marconi, modelo MA 184, Piracicaba, SP, Brasil). A centrifugacdo foi feita
em centrifuga com controle de temperatura (Hitachi Koki™, modelo CF15RXIl, Hitachinaka,
Japao) e as leituras de absorvancia foram feitas em espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu™,
modelo UV1650TC, Japdo) com utilizagao do programa UV Probe 2.21.

A lise mecanica de eritrécitos foi promovida em equipamento desenvolvido pelo
proprio grupo de trabalho, constituido por um rotor acoplado a uma hélice com velocidade
controlada que opera em uma célula com 30 mL de capacidade, onde é colocada a

suspensao de sangue a ser analisada apds ser hermeticamente fechada (Figura 3.1).

Avaliagdo da variabilidade glicémica e da glicemia média

A glicemia média foi determinada durante periodo de 24 horas, através de sensor,
fixado no tecido subcutaneo com monitorizacao continua da glicose intersticial (Guardian™
Real-Time, Medtronic, Northridge, CA, EUA), que permite o calculo da média do
monitoramento continuo de glicose (CGM_mean). A glicemia média também foi estimada
através da automonitorizacdo da glicemia média capilar (AMGC) com registro em software
de gerenciamento (Accu-Chek 360, Roche, Indianapolis, IN, EUA). Os valores obtidos de
CGM_mean e AMGC foram utilizados para o cdlculo do desvio padrao total dos valores de
glicemia (SD-GV) e coeficiente de variabilidade (CV), calculado pela razdo entre o SD-GV e
CGM_mean e AMGC no intuito de estimar a variabilidade glicémica.

A utilizacdo destas tecnologias, CGM_mean (Hill et al., 2011; Rodbard, 2009) e
AMGC s3o comuns em pesquisas cientificas e na pratica clinica para afericdo da glicemia
média e da variacdo glicémica (Baghurst, Rodbard, & Cameron, 2010; Bragd et al., 2008;
Monnier et al., 2017; Rodbard, 2009).

Status oxidativo do plasma

A atividade antioxidante e a quantificacdao de substancias oxidantes foram realizadas
a partir da dosagem no plasma da atividade da glutationa redutase (GR) e das substancias
oxidantes reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), com a utilizacdo de kits especificos

(Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, EUA).
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Dosagens bioquimicas e hematoldgicas

O hemograma completo foi realizado com a utilizagdo de sistema automatizado
(Sysmex K4500, Sysmex Corporation, Mundelein, IL, EUA).

As dosagens de colesterol total (t-C), HDL-colesterol (HDL-C), LDL-colesterol (LDL-C),
VLDL-colesterol (VLDL-C) e triglicérides (TGC) foram feitas em analisador automatico (Hitachi
917, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA).

A fracdo da hemoglobina glicada HbA1c foi determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) (Shimadzu, Kyoto, Japan), com faixa de referéncia de normalidade
entre 4,5 e 5,2%. Os valores obtidos de hemoglobina glicada foram convertidos em glicemia

estimada média (eAG), dada em mg/dL.

Cinética de lise mecénica de eritrocitos

Inicialmente foram realizados diversos testes para estabelecimento de condicdes e
rotinas mais adequadas para padronizacdo do ensaio para estudo da cinética de lise
mecanica de eritrocitos.

Os testes foram realizados utilizando 15 mL de uma suspencgdao preparada pela
adicdao de 1 mL da amostra de sangue a ser analisada em 200 mL de solugdo de cloreto de
sédio (NaCl) a 0,9 g/dL. Apés homogeneizacdo, a suspensdo de sangue foi submetida a
estresse mecanico por agitacdo a 8.000 rpm durante seis minutos, com interrup¢ao a cada
0,5 min para transferéncia de aliquotas duplicadas de 1 mL para minitubos de ensaio
(Eppendorf™, Hamburg, Alemanha). A aliquota retirada antes do inicio da agitacdo mecanica
foi utilizada como controle. Ao final dos seis minutos, as aliquotas retiradas foram
centrifugadas a 1.600 x g e 25 °C de temperatura durante 10 minutos. Os sobrenadantes
foram, entdo, cuidadosamente removidos com pipeta automatica e submetidos a leitura de

absorvancia a 540 nm.

Andlise da cinética de lise mecdnica dos eritrdcitos
Os parametros da cinética de lise mecanica de eritrécitos humanos foram

determinados por ajuste estatistico a uma hipérbole dada pela equacao

A= o (),
t,,+t
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em que A representa a absorvancia a 540 nm obtida a cada intervalo de tempo (t)
considerado, Anax representa a absorvancia da hemoglobina liberada apés a lise de toda a
populagdo de eritrdcitos, correspondendo ao valor maximo de absorvancia atingido no plato

da curva, e ty/, é o tempo transcorrido para ocorréncia de metade da lise total (Amax/2).

Andlises estatisticas, cdlculos e edi¢éo de resultados

As analises da cinética de lise de eritrocitos foram feitas com a utilizacdo do
aplicativo GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), a partir do modelo
cinético integrado (que tem a mesma equacdo que o modelo de Michaelis-Menten na forma
nao integrada), com a utilizacdo, pré-selecionada, de rotina para remo¢ao automatica de
possiveis pontos ‘outlier’. A existéncia de normalidade na distribuicdo de dados foi analisada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Como n3dao houve normalidade na distribuicdo de dados de
algumas das varidveis analisadas, a existéncia de correla¢des significantes entre as varidveis
foi analisada pele teste de Spearman. O teste de normalidade e a andlise de correlagdes de
Spearman foram feitos com a utilizacdo do programa Origin 9.0 (Microcal Inc.,
Northampton, Massachusetts, EUA). A existéncia de significincia estatistica em todas as

analises foi aceita quando o valor de p foi menor que 0,05.

Resultados

A utilizagdo do protocolo experimental desenvolvido no presente estudo revelou
uma possivel aplicacdo do teste para avaliagdo do comportamento de membrana de
eritrocitos. A lise mecanica dos eritrocitos de cada paciente foi representada
matematicamente por uma hipérbole retangular que permitiu a determinacdo dos valores
de dois parametros importantes para caracterizacdo do processo, a Amax, Qque € a
absorvancia maxima atingida no plato da curva e que representa a lise da populacdo total da
amostra de eritrocitos analisada, e ti, que é o intervalo de tempo capaz de promover
metade da hemdlise total (Amayx/2).

Os pontos experimentais da cinética de hemdlise mecanica obtidos para cada
individuo se ajustaram muito bem a curva de regressao hiperbélica retangular utilizada para

analisar os resultados experimentais. Além disso, as curvas apresentadas por diferentes
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individuos, bem como os parametros Amax € ti/2, apresentaram boa variabilidade entre
diferentes individuos, o que representa uma importante prerrogativa para sua utilizacdo no
sentido de entender a influéncia dos diferentes fatores responsaveis pelas diferengas
individuais do comportamento de membrana de eritrdcitos (Figura 3.2).

A Tabela 3.1 apresenta as caracteristicas de base da populagdo estudada. Como nao
houve normalidade na distribuicao de dados de algumas das varidveis analisadas, elas foram
caracterizadas pela média + desvio-padrdao e também pela mediana e valores maximo e
minimo de cada variavel.

Os coeficientes de correlacdo de Spearman entre todos os pares de varidveis
analisadas foram apresentados na Tabela 3.2. Houve correla¢cGes negativas significantes de
t12 com HbAlc e com eAG (glicemia estimada média) e limitrofe com CGM_mean/AMCG
(média de glicose obtida por monitoramento continuo de glicose ou automonitoramento
capilar, respectivamente). Por sua vez, Amax apresentou correlacdo negativa significante com
t-C e correlagdo limitrofe com LDL-C, bem como correlagdes positivas significantes com
género, Hb, Ht, ferro e TBARS e limitrofe com RBC. Ndo foram encontradas correla¢ées

significantes entre a variabilidade glicémica e parametros de lise mecanica.

Discussao

O formalismo matematico classico utilizado na analise da cinética de catalise
enzimatica por Michaelis e Menten (Menten & Michaelis, 1913) mostrou-se também
apropriado para analise da cinética de lise mecanica de eritrécitos humanos. Os parametros
Anmsx € ti/,, obtidos neste tipo de anadlise, podem fornecer informagdes relevantes para
avaliar o comportamento de membranas de eritrdcitos sujeitos a estresse mecanico, por
meio de analise de correlacdo daquelas varidveis com outros parametros, como as variaveis
bioquimicas, hematoldgicas e oxidativas, determinadas no presente estudo para uma
populacdo de individuos com diabetes do tipo 1.

Os parametros Amsx € ti/2 apresentaram correlagdes significativas que corroboram
resultados encontrados em outros estudos e permitem sustentar a eficiéncia e
aplicabilidade do método aqui utilizado. Embora outras correlagGes significativas também

tenham sido encontradas, a énfase aqui sera dada nas correlacdes apresentadas pelas
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variaveis cinéticas Amax € t1/2, que constituiram o alvo principal da investigacao apresentada
neste estudo.

As correlagdes negativas significantes encontradas entre os valores de ty/, e os niveis
de HbA1c e de eAG, e limitrofe entre t;;e CGM_mean/AMCG, mostram que os eritrécitos
da populagao de pacientes com diabetes mellitus tipo 1 aqui estudada apresentaram menor
resisténcia a lise induzida por estresse mecanico quanto maiores eram os niveis de
hemoglobina glicada e da média glicémica obtida por monitoramento continuo da glicose
ou pelo automonitoramento capilar. Estes resultados encontrados corroboram outros
achados descritos na literatura, em que o nivel elevado de hemoglobina glicada e glicose do
meio foram associadas a aumento na fragilidade osmdtica (Kung et al., 2009; Lemos,
Marquez-Bernardes, Arvelos, Paraiso, & Penha-Silva, 2011) e diminui¢cdo na deformabilidade
de eritrdcitos (Shin et al., 2007; Shin, Ku, Suh, & Singh, 2008).

A base molecular para essas anormalidades nao é bem conhecida, possivelmente
deve estar associada a glicacdo e oxidacdo de proteinas (Bailey, Robins, & Tanner, 1976;
King & Brownlee, 1996; Kunt et al., 1999). A glicacdo de proteinas como a espectrina e sua
consequente oxidacdo pode resultar em altera¢des na viscoelasticidade de eritrdcitos de
individuos diabéticos (Buys et al., 2013; Schwartz, Madsen, Rybicki, & Nagel, 1991; Shin et
al., 2007). Reducdo na deformabilidade de eritrdcitos leva a alteracdes prejudiciais na
reologia dessas células, desencadeando complicacdes microvasculares (Simpson, 1985;
Tsukada et al., 2001) e prejuizos no transporte de oxigénio para os tecidos (Dévéhat et al.,
1991; Parthasarathi & Lipowsky, 1999; Tsukada et al., 2001). Outro resultado que corrobora
para esta hipdtese

Os valores de Anax, que representam a absorvancia maxima na cinética de hemdlise,
apresentaram correlagGes significativas positivas previsiveis com algumas variaveis, como
Ht, Ferro, Hb, e limitrofe com o RBC, as quais estdo relacionadas com a quantidade de
eritrdcitos e o teor de hemoglobina.

As correlacOes negativas observadas entre Amax € t-C (significante) e entre Anax €
LDL-C (limitrofe) devem refletir a influéncia dos niveis de colesterol total e LDL-C sobre a
manutencdo da populacdo sanguinea de eritrécitos. De fato, a composicdo das membranas
de eritrécitos pode ser influenciada pelos niveis de lipideos plasmaticos (Bhandaru,
Srinivasan, Radhakrisnamurthy, & Berenson, 1982; Richard A Cooper et al., 1977; Cunha et

al., 2014; Hui & Harmony, 1979), isto porque estas células sdo capazes de interagir com as
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lipoproteinas plasmaticas, ganhando e perdendo colesterol, como ocorre através da
interacdo com o LDL-C e HDL-C, respectivamente (da Silva Garrote-Filho, Bernardino-Neto,
& Penha-Silva, 2017; Quarfordt & Hilderman, 1970). Estas trocas lipidicas sao importantes
na determinagdo da fluidez e estabilidade da membrana destas células (da Silva Garrote-
Filho et al., 2017).

Os niveis séricos de lipideos podem afetar as propriedades viscoelasticas de
eritrécitos (Ejima et al., 2000; Martinez et al., 1996; Yoshida et al., 1992). Em individuos
diabéticos do tipo 1, foi encontrada reducdo na deformabilidade de eritrécitos, estimada
pela dimnuicdo na taxa de filtracdo dessas células, associada a aumento nos niveis
sanguineos de triglicérides e de colesterol (Garnier et al., 1990). Em nosso estudo, é possivel
qgue as relagOes negativas de Anax com t-C e LDL-C sejam decorrentes da existéncia de
reducdo na estabilidade in vivo de eritrécitos associada a aumento na concentracdo de
colesterol, uma vez que menores valores de Anax devem significar a existéncia de menor
guantidade de hemoglobina e menores contagens de eritrécitos. De fato, na populagdo
estudada os valores de Amax aumentaram com os niveis de Fe", Hb, Ht e RBC, o que é
bastante 6bvio.

E importante destacar que a estabilidade de membrana de eritrécitos ndo apresenta
uma dependéncia linear continua com o teor de colesterol de membrana e,
consequentemente, com os niveis de t-C e LDL-C (da Silva Garrote-Filho et al., 2017). O teor
de colesterol na membrana de eritrécitos varia de acordo com os niveis de colesterol na
LDL, devido a difusao de colesterol livre da lipoproteina para a membrana dessas células,
em um processo que constitui um importante mecanismo de controle da fluidez de
membrana (Cooper, 1977; Cooper et al., 1975; Cooper et al., 1977; Cooper, Leslie, Fischkoff,
Shinitzky, & Shattil, 1978; Meurs et al., 2005). Na extensdo em que esta inclusdo de
colesterol contribua para a membrana atingir sua fluidez critica, este processo leva a
estabilizacdo destas células e certamente a aumento no seu tempo de permanéncia no
sangue, com consequente aumento na populacdo das células vermelhas do sangue. E por
isso que alguns estudos reportam diminuicdo na fragilidade osmdtica de eritrécitos com
aumento na concentracao plasmatica daquele esterdide (Sasaki, 1976). Mas uma inclusdo
excessiva de colesterol na membrana além do teor necessario para determinar a fluidez
critica leva a sua rigidificacdo, com eleva¢do na variabilidade de volume (RDW) das células

(Tziakas et al., 2012) e perda na deformabilidade e na estabilidade (M V De Freitas et al.,
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2010; Martinez et al., 1996; Oyabu, Tsumoto, & Kageyama, 1982; Yoshida et al., 1992). De
fato, no presente trabalho o teor de LDL-C apresentou correlacdo positiva significante (r =
0.3582) com os valores de RDW (dados ndo mostrados). Além disso, a estabilidade de
eritrécitos estava diminuida em uma populacdo de mulheres com esclerose multipla que
apresentava altos niveis de colesterol, mas aumentou apds tratamento com estatinas (De
Freitas et al., 2010). E também por isso que populacdes cujos niveis de colesterol sdo
excessivamente altos tendem a apresentar anemia hemolitica (Akahane, Furuhama, &
Onodera, 1986) ou anemia ‘spurr-cell’ (R. A. Cooper, Leslie, Knight, & Detweiler, 1980), o
gue mostra que os niveis de colesterol estdo também associados a contagem de células
vermelhas no sangue.

No diabetes, o estado de estresse oxidativo pode ser ocasionado por aumento na
producdo de substancias oxidantes ou pela deplecdo de sistemas fisiolégicos de defesa
antioxidante, resultando em aumento na quantidade de radicias livres (Zhao, 2001). Em
individuos com diabetes mellitus tipo 1, aumento na quantidade de produtos de
lipoperoxidacdo, como o malondialdeido (MDA), foi evidencidado durante estagios precoces
da doenca, com potencial de se manter elevada em seus estagios mais avancados
(Dominguez et al, 1998). No nosso estudo, a correlagdo positiva observada entre Apax €
TBARS deve refletir a relacdo existente entre os niveis de ferro nos eritrdcitos e a formacao
de radicais livres pela reacao de Fenton. A existéncia de associacao entre niveis de ferro e
guantidade de substancias reativas ao acido tiobarbiturico deve ser forte, especialmente
diante de existéncia de incapacidade de atenuar os efeitos dos radicais livres formados com
a utilizacdo das defesas antioxidantes. Isto sugere que a relacdo observada entre Anax €
TBARS deva de alguma forma refletir o aumento na producao de espécies oxidantes, como
malondialdeido (Rizvi, Zaid, Anis, & Mishra, 2005), e/ou declinio na capacidade antioxidante
(Vessby, Basu, Mohsen, Berne, & Vessby, 2002), reportados em pacientes com diabetes.
Embora os valores de t;/; ndo tenham apresentado correlagdo significante com os valores de
TBARS, é possivel que a diminuicdo no tempo de meia-lise de eritrécitos associada a
aumento nos niveis de HBAlc esteja associada a manifestacdo de um estado de estresse
oxidativo, resultante de producdo de radicais livres ndo compensada pelas defesas
antioxidantes, com exacerbacdo da peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidica é capaz de
promover altera¢des prejudiciais sobre a integridade e funcionalidade da membrana de

eritrocitos (Kuypers, 1998), afetando significativamente a permeabilidade da membrana, a
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microviscosidade, a deformabilidade, a hemdlise e a longevidade dos eritrécitos (Arslan,

Metin Comu, Kiicik, Oztiirk, & Yaylak, 2012; Sivilotti, 2004).

CONCLUSAO

Em suma, os resultados desse trabalho confirmam a validade da analise da cinética
de lise de eritrécitos na detecgdo de fatores sanguineos que determinam o comportamento
dessas células,

As variaveis obtidas na analise da cinética de lise de eritrécitos de individuos com
diabetes mellitus do tipo 1 apresentaram potencial de deteccdo das altera¢des na glicemia,
lipidemia e status oxidativo descritas nesta doenca, e poderao ser utilizadas para estudar a
influéncia de alteracdes nas propriedades reoldgicas de eritrécitos no comprometimento

do estado de saude desta populagao.

64



7\
[

=

o

[

Figura 3.1 Representagao esquematica do aparelho desenvolvido para analise da cinética da

lise de eritrdcitos por estresse mecanico
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Figura 3.2 Cinética de lise mecanica de suspensao de eritrécitos de dois participantes do
estudo em solugdo de NaCl a 0,9 g/dL. Houve grande variagdo nos valores de Ayax € t12

entre os dois voluntarios.
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Tabela 3.1 Caracteristicas de base da populacdo estudada

Characteristics N Mean + SD Median Minimum Maximum
ti/2 (s) 33 103.59 + 130.18 79.03 5.6 789
Anax (aU) 33 0.77 + 0.24 0.75 0.56 2.09
Age (years) 33 26.60 + 9.93 23 14 55
Body mass index (kg/m?) 33 23.08 + 4.11 23 18 36.3
DM duration (years) 33 119 + 7.32 11 3 30
Hb (g/dL) 33 1448 + 1.74 14.7 9.2 17.4
Ht (%) 33 4174 + 6.87 43.9 19 50.5
RBC (x10°/mm?) 33 499 + 0.48 5.05 4.11 5.8
MCV (fL) 33 8345 + 1181 84.83 35.05 96.97
RDW (%) 33 13.2 + 1.28 13 11.5 19.2
MCH (pg) 33 2991 + 6.25 29.73 4.5 33.25
MCHC (g /dL) 32 3398 + 1.59 33.88 29.28 36.77
Reticulocytes (% ) 32 141 + 0.73 1.25 0.5 2.8
Glicemia (mg/dL) 33 17139 + 94.57 141 46 383
HbAlc_current (%) 33 873 + 144 8.4 6.24 12.25
eAG (mg/dl) 33 203.6 * 41.46 194 132 304
CGM_mean (mg/dL) 33 19357 + 58.95 189 116 371
SD_GV (mg/dL) 33 936 + 27.4 90 54.9 153
TG (mg/dL) 33 10694 + 72.68 83.5 38 308
VLDL (mg/dL) 33 20 = 13.67 16.7 3.8 61.6
LDL-C (mg/dL) 33 9596 + 28.30 97 44.7 167
HDL-C (mg/dL) 33 5257 = 16.42 49 25 94
t-C (mg/dL) 33 17096 + 37.95 167 95.1 282
UA (mg/dL) 33 395 + 0.98 3.9 2.3 6.2
MicroALB (g/dL) 33 14.66 + 37.01 4.8 0.6 205.9
Creatinina (mg/dL) 33 090 + 0.21 0.87 0.61 1.75
TSH (mU/L) 33 399 + 3.64 2.62 0.74 16
Iron (ug/dL) 31 83.13 + 243 80 35 140
CV (%) 31 50.36 * 13.46 47.4 28.39 90
GR (uM/L) 25 175,58 + 162.34 143.26 10.18 598.52
TBARS (nmol/L) 25 246 = 1.17 2.28 0.94 6.53
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Table 3.2 Coeficientes de correlagdo de Spearman entre varidveis de lise mecanica de
eritrécitos e algumas varidveis sanguineas

Parameter (n=33) ti Anmax

HbAlc_current (%) R -0.3585* -0.3242
eAG (mg/dL) R -0.3478* -0.3224
CGM_mean/AGMC (mg/dL) R -0.3417° -0.2396
t-C (mg/dL) R -0.1086 -0.3674*
LDL-C (mg/dL) R -0.1624 -0.3344°
Gender R -0.2833 0.3831*
RBC (x10%/mm?) R -0.0158 0.3267°
Hb (g/dL) R -0.1058 0.3461*
Ht (%) R 0.0444 0.3757*
Iron (pg/dL) R -0.1610 0.5864*
TBARS (nmol/L) R 0.3831 0.3701*

* Correlagdes estatisticamente significantes (p<0.05)
S Correlagdes limitrofes (0.05<p<0.1)
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