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APRESENTACAO

As membranas celulares proporcionam a definicho do meio intra e
extracelular e possibilitam que as reagdes bioquimicas se desencadeiem em cada
meio, permitindo trocas seletivas de acordo com as necessidades do organismo.
E através de caracteristicas proprias das membranas, como fluidez e estabilidade,
que a célula suporta estresses externos e garante sua integridade e
funcionalidade.

Um modelo conveniente de estudo da estabilidade de membranas é o
eritrécito, em fungéo da menor invasividade em seu processo de obtengdo e da
simplicidade de monitoracdo, baseada na liberagédo de hemoglobina, que pode ser
quantificada facilmente por espectrofotometria.

O Laboratério de Enzimologia do Instituto de Genética e Bioquimica
padronizou métodos de estudo de efeito de solutos, como sorbitol, glicerol, etanol
e sais, na estabilidade de membrana de eritrocitos e tem estudado este
comportamento em diversas condi¢des, tais como envelhecimento e doencgas
degenerativas. Esses métodos compreendem o choque hipotbnico e o estresse
pelo etanol, que tém sido usados para elucidar o comportamento fisico-quimico
de membranas frente a solutos estabilizantes e desestabilizantes. A dindmica da
lise pela hipotonicidade ou pela agdo caotropica do etanol é caracterizada por
uma transicdo entre dois estados, o estado integro e o estado lisado dos
eritrécitos. A linha de transicdo espectrofotométrica é entdo analisada por
regressdo sigmoidal, com a determinacdo do ponto de meia-transicdo, que
representa a concentragdo de NaCl (Hsp) ou de etanol (Dsp) onde 50% dos
eritrocitos estdo lisados. O rigor matematico e estatistico deste formalismo
garante grande fidelidade aos pontos de meia-transicéo de lise.

Neste trabalho, os parametros Hso e Dsy sdo usados para avaliar se a
esclerose multipla esta associada a alteragdes na estabilidade de membranas de
eritrocitos. Devido a dificuldade no acesso as células neurais que sao diretamente
responsaveis pelas caracteristicas da doencga, os eritrocitos apresentam uma
alternativa valida de avaliacdo do comportamento de membranas em portadores

de esclerose multipla. Os eritrocitos sao células pos-mitéticas como as células



neurais e apesar de sua curta meia-vida eles tém composi¢des e comportamentos
de membranas que devem sofrer como outras células do organismo o impacto de
condigcbes homeostaticas estacionarias, determinadas pela alimentacdo e pelo
estilo de vida, que supostamente teriam importancia na determinacdo e/ou
desenvolvimento da esclerose multipla. Por exemplo, alteragbes nas condi¢cbes de
oferta na alimentagdo de w6 em relacdo a w3-PUFA, que estdo associadas a
exacerbacdo da imunidade e da inflamacdo (condi¢des determinantes da
esclerose multipla), também devem estar associadas a alteragdes no composi¢ao
e comportamento de membranas, nado somente das células neurais como também
dos eritrocitos.

Isto quer dizer que ha sim racionalidade em estudar o comportamento de
eritrocitos na esclerose multipla, como feito neste trabalho.

A vinculacdo da inflamacdo com a patogénese da esclerose multipla
suscitou na literatura a iniciativa de investigar o uso de estatinas no tratamento da
doenca, dadas as propriedades antiinflamatérias e imunomoduladoras descritas
para aquelas drogas em adi¢cao aos seus reconhecidos efeitos no abaixamento da
colesterolemia. Por uma razéo ou por outra, as estatinas devem também interferir
na composi¢cao e comportamento de membranas.

E por isso que este trabalho também descreve o impacto do uso de
estatinas sobre a estabilidade de membrana de eritrocitos em portadores de
esclerose multipla.

Tudo isso foi possivel por causa da professora Dra. Sheila Bernardino
Fenelon, neurologista que fundou e coordena o Centro Triangulino de Esclerose
Multipla (CETEM) no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), e é claro da boa vontade das voluntarias que integraram a populacéo de
estudo.

Conforme as normas definidas pelo Programa de Pés-Graduagdo em
Genética e Bioquimica da UFU, o capitulo | desta dissertacdo traz a
fundamentacéo teoérica do assunto e o capitulo Il traz a integra do trabalho

experimental realizado.



CAPITULO |

FUNDAMENTACAO TEORICA



O SNC

O sistema nervoso central (SNC), que inclui o cérebro e a medula espinhal,
€ constituido por neurdnios e células gliais. Estas ultimas somam 90% das células
dos SNC e se apresentam em quatro tipos: astrocitos, oligodendrocitos, microglia
e células ependimais. Os oligodendrédcitos sdo as células responsaveis pela
producao e manutencao da bainha de mielina que envolve os axénios no SNC.
Quando ocorre uma leséo nas células neurais, fagocitos residentes (microglia)
rapidamente retiram detritos celulares e de mielina do meio (desmielinizagdo).
Pode ocorrer remielinizagdo se n&o houver constante exposigdo ao agente lesivo
[MILLER, et al., 2005; GONSETTE, 2008].

O SNC tem a segunda maior concentracéo de lipidios do organismo depois
do tecido adiposo [HORROCKS; FAROOQUI, 2004]. Na membrana de mielina, o
alto conteudo de acidos graxos insaturados certamente esta relacionado com a

estrutura e fungéo dessa membrana especializada [HUETHER et al., 1986].

A ESCLEROSE MULTIPLA

Caracteristicas

A esclerose multipla (EM) é uma doencga inflamatéria crénica do sistema
nervoso central com origem ainda ndo completamente conhecida. A nomenclatura
esclerose multipla provém das multiplas areas cicatrizadas visiveis ao exame
macroscopico do cérebro. Essas lesdes sao denominadas placas e se
apresentam principalmente na substéncia branca cerebral. A heterogeneidade
clinica e a etiologia complexa da EM tém sido fatores limitantes para seu estudo
[KENEALY et al., 2003].

O pesquisador Kurtzke [1983] desenvolveu uma escala que mede o
comprometimento neurolégico e incapacidade na EM, denominada Escala
Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) (‘Expanded Disability Status
Scale’), a qual se baseia em escores de oito sistemas funcionais do individuo:
piramidal, cerebelar, do tronco encefalico, sensorial, intestinal, vesical, visual e

mental. Essa escala classifica as condigcbes do individuo de 0 a 10 e é



amplamente utilizada em todo o mundo para caracterizar o estado de saude do
paciente.

Quatro categorias reunem as varias formas de evolucéo clinica da doenca.
A primeira, denominada EM recidivante-remitente, € caracterizada por episédios
recorrentes e imprevisiveis de disfuncdo neurolégica, e o paciente ndo exibe
progressédo do comprometimento neurolégico entre os surtos. A segunda, EM
progressiva secundaria, possui um padrdo recidivante-remitente inicial e
posteriormente ha uma progressao gradual da incapacidade. A terceira categoria,
EM progressiva primaria, afeta menos de 15% dos pacientes e € a mais comum
em pessoas acima de 40 anos. Caracteriza-se por progressdao gradual da
incapacidade desde o inicio da doenga. A quarta e ultima, a EM progressiva
recidivante, € uma evolucao clinica incomum, na qual pacientes que parecem
apresentar EM progressiva primaria sofrem recidivas superpostas [HAUSER,;
GOODKIN, 1998; CONFAVREUX; VUKUSIC, 2008].

Em relagdo a epidemiologia da EM, essa doenga & mais elevada em
caucasoides que em outros grupos étnicos, cerca de duas vezes mais freqiiente
no sexo feminino que no masculino, e sua incidéncia aumenta da adolescéncia
até os 35 anos de idade e, a partir dai, diminui gradualmente [HAUSER;
GOODKIN, 1998].

Os sintomas iniciais comuns da doenca consistem em fraqueza nos
membros, visdo turva devido a neurite Optica, disturbios sensoriais, diplopia e
ataxia. Outros sintomas incluem vertigem associada a vOmito, urgéncia vesical e
ainda disfungbes cognitivas (perda de memoria, falta de atencéo, dificuldade na
resolucdo de problemas) na fase avangada da doenca [HAUSER; GOODKIN,
1998].

Origem

Pesquisas em humanos e animais experimentais sugerem que EM é uma
doenga auto-imune mediada por células T antigeno-especificas, as quais,
eventualmente, provocariam um processo inflamatorio levando aos danos
teciduais, desmielinizagdo e degeneragcdo axonal [SELLNER et al., 2008c]. A
lesdo da bainha de mielina das células nervosas provoca, dentre outros, liberagédo

de seus componentes e morte de oligodendrocitos [DUARTE et al., 1994]. A



desmielinizagédo leva a anormalidades e até bloqueio na condugédo do impulso
nervoso [HAUSER; GOODKIN, 1998].

Estudos em grupos étnicos e em familias apdiam uma possivel
susceptibilidade genética a EM [HAUSER; GOODKIN, 1998; RAMAGOPALAN et
al., 2008]. O o6xido nitrico apresenta toxicidade para os oligodendrécitos e indugao
na degeneracao do axdnio. A regidao do genoma responsavel pela produgdo da
enzima 6xido nitrico sintetase (NOS®*°) esta localizada no cromossomo 12, o qual
contém um ‘loci’ génico relacionado a EM. O gene responsavel pela sintese dessa
enzima foi mostrado como indutor da resposta inflamatéria na esclerose multipla.
Estas evidéncias reforcam que a acdo da NOS®**° implique em uma maior
susceptibilidade a doenca [TAJOURI et al., 2004]. A enzima ciclooxigenase 2
(COx-2) pode também estar relacionada a patogenia da doenga, uma vez que é
responsavel pela sintese de eicosandides que desencadeiam inflamacéo,
processo associado a degeneracgao celular da EM [ROSE et al., 2004].

Além de fatores intrinsecos ao individuo, fatores ambientais sao
considerados como desencadeadores do aparecimento da EM. Foi encontrada,
em amostras de soro e liquido cefalorraquidiano de varios pacientes, elevada
quantidade de anticorpos contra muitos virus, incluindo os da rubéola, sarampo,
herpes-simples, varicela e virus da influenza C, em comparagédo aos individuos
saudaveis sem a doenca. Ha suspeita de que o virus possa atuar como
superantigeno capaz de ativar células T indutoras de doen¢a na EM [HAUSER,;
GOODKIN, 1998]. Com a disponibilidade de estudos epidemioldgicos atuais, o
consenso € que infecgdes podem provocar recaidas na esclerose multipla
[CONFAVREUX; VUKUSIC, 2008].

Muitos trabalhos também investigaram a relagdo entre a incidéncia dessa
doencga e os habitos alimentares dos individuos [SCHWARZ; LEWELING, 2005],
especialmente a natureza dos acidos graxos (FA) da dieta. Por muitos anos se
suspeitou que a EM estivesse associada com o desequilibrio entre acidos graxos
insaturados e saturados, uma vez que teores elevados de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) associados a baixos teores de
acidos graxos saturados (SFA) estdo implicados na reducgdo de inflamacgdes e
severidade de algumas doencas [KOCH et al., 2006]. O estudo de Swank e

colaboradores [1952] encontrou alta incidéncia de EM em areas de grande



ingestao de gordura animal saturada comparada a areas com alto consumo de
peixes (ricos em lipidios insaturados). Posteriores estudos epidemiologicos
relacionados a incidéncia de EM e nutricdo nao foram uniformes em confirmar a
ingestao de gorduras e casos da doenca [BERR et al., 1989; TOLA et al., 1994;
ZHANG et al., 2000].

Tratamento

A terapéutica convencional de EM ¢é feita com imunossupressores e
imunomoduladores, como interferon B1a (IFN-B1a) e interferon B1b (IFN-B1b),
que sdo capazes de diminuir a freqiéncia e a severidade das recidivas em
portadores da forma recidivante-remitente da doenca [HAUSER; GOODKIN,
1998; RIO; MONTALBAN, 2005]. Entretanto, em portadores da forma progressiva
primaria, ndo ha comprovagdo clinica da eficacia terapéutica dos
imunomoduladores [CALLEGARO et al., 2001]. Entre os diversos mecanismos de
acéo propostos para INF-B se tem a interferéncia no balango Th1/Th2, com
diminuicdo de Th1 (pré-inflamatério) e indugéo de Th2 (antiinflamatério) [GRABER
et al., 2007].

Recentemente foram iniciados estudos e terapia da EM com estatinas. As
estatinas podem ser classificadas em duas categorias com base na sua origem:
as derivadas de fermentacao por fungos (lovastatina, sinvastatina, mevastatina e
pravastatina) e as sintéticas (atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina,
pitavastatina e rosuvastatina) [van der MOST et al.,, 2009]. Lovastatina e
sinvastatina sdo administradas como formas inativas, enquanto atorvastatina,
cerivastatina, fluvastatina e pravastatina como compostos ativos (forma acida). O
metabolismo hepatico € o principal lugar de agcédo dessas drogas [BLUMENTHAL,
2000].

Grandes grupos de pesquisa no mundo realizam estudos entre a relacéo das
estatinas e seus efeitos benéficos em varias condigdes patologicas, tais como o
MAAS (‘Multicentre Anti-Atheroma Study’) e o 4S (‘Scandinavian Simvastatin
Survival Study Group’), que trabalham com sinvastatina, o LIPID (‘The Long-term
Intervention with Pravastatin in Ischemic Disease’) e o WOSCOPS (‘West Of

Scotland Coronary Prevention Study’), grupos que estudam a pravastatina.



As estatinas sdo inibidores, oralmente administrados, da enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e impedem assim a
producdo de L-mevalonato, um produto intermediario na sintese de colesterol. As
estatinas séo especificas e efetivas, uma vez que fazem mais que competir com o
substrato normal no sitio ativo da enzima, pois elas também alteram a
conformacdo da HMG-CoA redutase quando se ligam a ela [CORSINI et al.,
1999]. Elas s&o amplamente prescritas devido a suas propriedades
hipolipidemiantes [BLUM, 1994; SACKS et al., 1996; LIPID, 1998].

O figado é o grande 6rgao alvo das estatinas, justamente onde ocorre a
maior parte da sintese de colesterol no corpo humano. A inibicdo da sintese de
colesterol nos hepatécitos, o que resulta na diminuicdo de colesterol intracelular,
favorece a expresséo e mobilizagédo de receptores de LDL na membrana da célula
para promover a captacao de lipoproteinas que contém apo-B100 (VLDL, IDL e
LDL) [SEHAYEK et al., 1994], o que tem um grande impacto na diminuigcdo do
teor de colesterol aterogénico circulante.

A reducdo da concentracdo de LDL-C plasmatico pelas estatinas é mais
eficiente do que aquela promovida por outras drogas hipolipidemiantes, o que
proporciona regressao da aterosclerose, melhorando o estado de saude e a
sobrevivéncia do paciente em relacdo a doencga arterial coronariana [SACKS et
al., 1996; LIPID, 1998; NASSIEF; MARSH, 2008].

As estatinas apresentam propriedades pleiotrépicas, ou seja, outros efeitos
além do efeito principal para o qual elas foram desenvolvidas. A Tabela 1.1 retne
as propriedades gerais ja descritas na literatura para as estatinas.

Estudos clinicos e laboratoriais revelaram que as estatinas apresentam
propriedades antiinflamatérias e imunomoduladoras [SELLNER et al., 2008]. Os
efeitos benéficos reportados em modelos animais de EM incluem: 1) inibicdo da
NOS®* e da expressao e secrec¢io de citocinas pro-inflamatérias, 2) promocao de
uma mudanca no perfil de citocinas de Th1 para Th2, e 3) redugcdo da
apresentacao de antigeno MHC-II especifico, gerando uma boa expectativa para
tratamento da EM [PAHAN et al., 1997; KWAK et al., 2000; SENA et al., 2003].
Além disso, elas melhoram a funcdo endotelial [VAUGHAN et al., 1996] e
diminuem a hipercoagulabilidade do sangue [SIRTORI; COLLI, 1993].



Alguns trabalhos tém reportado que as estatinas também apresentam acao
antioxidante, por diminuir a susceptibilidade da LDL a oxidagdo. Os mecanismos
que podem explicar essa propriedade s&o: 1) diminuicdo do substrato-alvo da
oxidacgao (LDL) em fungé&o do efeito hipolipidemiante da estatina; 2) atenuagao da
formacdo de superdxido em células endoteliais [WAGNER et al., 2000] e
preservagdo da atividade de sistemas antioxidantes endogenos, como a
superoxido dismutase [CHEN et al., 1997]; e 3) prevencao da difusdo de radicais
livres para o nucleo da lipoproteina pela ligagdo da estatina a sua superficie
[AVIRAM et al., 1998a].

Entretanto, é preciso ressaltar que as estatinas devem ser administradas
com precaugdo, por causa de seus efeitos colaterais. Eles sdo poucos, mas
incluem sintomas gastrointestinais, dores musculares e, em uma pequena
quantidade de pacientes, hepatotoxicidade [CLARK, 2003]. Sellner e
colaboradores [2008c] encontraram um aumento na secrec¢ao de IL-12p70 em
pacientes com EM tratados por trés meses com atorvastatina, corroborando
resultados de experimentos ‘in vitro’ que constataram estimulo ou inibicdo da
liberagcéo de citocinas Th1 e Th2, além de aumento de citocinas potencialmente
nocivas como IFN-y e IL-12 [NEUHAUS et al., 2002].

AS MEMBRANAS CELULARES

As membranas celulares devem congregar estabilidade e funcionalidade,
propriedades que dependem de seu grau de fluidez. A fluidez € uma propriedade
da matéria que aumenta a medida que se vai do estado sdélido para o estado
liquido. A organizagdo de uma membrana bioldgica exige um nivel intermediario
de fluidez, entre o estado sélido e o estado liquido, que pode ser designada de
fluidez critica (Figura 1.1).

No ponto de fluidez critica, a membrana congrega a estabilidade
necessaria para sua preservagao com um nivel de elasticidade necessario para
que as células sofram as alteracbes conformacionais exigidas pelo exercicio de

funcdes complexas, como a transducéo de sinais hormonais para moléculas no
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interior da célula, onde elas vao regular fungdes celulares relacionadas com o
metabolismo, a diferenciacao e a proliferagdo [SINENSKY, 1974].

A manutengdo dessa fluidez critica depende de varios mecanismos
homeostaticos, como o balango no teor de colesterol e acidos graxos saturados
(SFA) de fosfolipideos em relacao ao teor de acidos graxos insaturados (UFA) de
fosfolipidios [CRIBIER et al., 1993].

A fluidez de membrana é aumentada pela elevacédo nos teores de acidos
graxos insaturados (nos fosfolipideos) e diminuida pela elevagcdo no teor de
acidos graxos saturados e de colesterol (Figura 1.1). Um aumento excessivo no
teor de UFA e/ou uma diminuicdo exagerada no teor de colesterol pode promover
fusdo da membrana, tornando-a sujeita a lise por fusibilidade. Por outro lado, um
aumento excessivo no teor de SFA e/ou de colesterol vai promover rigidificacao
de membrana, tornando-a sujeita a lise por friabilidade. Assim, tanto aquém
quanto além da fluidez critica, a membrana perde estabilidade e funcionalidade.
Mas os prejuizos a funcionalidade ndo sdo somente determinados pelas situagoes
extremas, em que ela pode se desfazer por friabilidade ou fusibilidade. Uma
diminuicdo ou aumento exagerado no teor de colesterol pode levar a disfungdes
nas células [CALISKAN et al., 2000].

O calor também aumenta a fusibilidade de membrana (Figura 1.1). O
impacto da temperatura sobre a estabilidade de membrana num organismo
homeotérmico n&o tem maior importancia, diferentemente de organismos
pecilotérmicos. Microorganismos que tém seu ‘habitat em regides de altas
temperaturas tém maior teor em acidos graxos saturados em seus fosfolipideos
de membrana do que organismos que vivem em baixas temperaturas [YATVIN,
1977].

O controle da estabilidade de complexos biolégicos também pode ocorrer
por alteracbes na osmolaridade do meio pela produgéo e acumulo de pequenos
solutos chamados osmolitos [BOLEN, 2004], de acordo com um mecanismo
chamado de solvofébico [TIMASHEFF, 1998] ou osmofébico [BOLEN;
BASKAKOV, 2001].

Uma ameaga as membranas biologicas s&o as espécies reativas do
oxigénio (ROS), moléculas altamente reativas que podem ativar cascatas de

lipoperoxidacdo. Na mitocéndria uma significante fracdo do oxigénio (O3) produz
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ROS, que incluem o superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila
[HENSLEY et al., 2000; GONSETTE, 2008]. Quando formados em pequenas
quantidades, os ROS podem ser combatidos pelas defesas antioxidantes e
mecanismos de reparo celular; no entanto, quando produzidos em excesso, eles
geram um estado de desequilibrio chamado estresse oxidativo, que promove
dano em acidos nucléicos, proteinas e lipidios [GILGUN-SHERKI et al., 2004]. Os
acidos graxos polinsaturados (PUFA) de membranas constituem as estruturas
mais vulneraveis a esses danos, sendo alvo do processo chamado
lipoperoxidagdo [BEGUM; TERAO, 2002]. Como o SNC tem a segunda maior
concentracéo de lipidios depois do tecido adiposo [HORROCKS; FAROOQUI,
2004], a geracao de um estado de estresse oxidativo deve causar danos graves

as células neurais.

A estabilidade de membrana de eritrécitos

A membrana eritrocitaria, como outras, consiste em uma bicamada
fosfolipidica que representa aproximadamente 50% de sua massa total. A
deformabilidade e complexidade dessa membrana asseguram as fungdes de
transporte de O, dos pulmdes e remocéao do didxido de carbono (CO) dos tecidos
para os pulmdes [COOPER, 1997].

Os eritrocitos constituem um modelo efetivo para estudo das membranas
biolégicas, principalmente de sua estabilidade, uma que vez que sua lise,
provocada por fatores de estresse, libera hemoglobina, que pode ser quantificada
pela leitura espectrofotométrica da absorvancia da luz visivel em 540 nm. Essa
absorvancia é proporcional a extensdo da lise dos eritrocitos (hemodlise)
[NELSON; COX, 2000].

Vérios fatores interferem na estabilidade osmatica de eritrécitos, tais como
volume, tamanho e forma, tipo e quantidade de hemoglobina, viscoelasticidade e
composicao quimica e estrutural das membranas [PERK et al., 1964]. Além disso,
variagdes fisioldgicas (variagdes poés-prandiais) ou patoldgicas (presenga de
hematozoarios, uremia, cirrose, processos autoimunes, hepatopatias, insuficiéncia
renal) [JAIN, 1973] e outros fatores, como pequenas alteragbes no pH,
temperatura, idade, quantidade de O, e de CO, [SUESS et al., 1948] e varios
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tipos de drogas [AKI;, YAMAMOTO, 1991] também alteram a estabilidade dos
eritrocitos.

A avaliagdo da estabilidade dessas células pode ser realizada através de
experimentos que incluem o choque hipoténico [JAIN, 1986; CUNHA et al., 2007;
PENHA-SILVA et al.,, 2007; DE FREITAS et al., 2008] e a acdo de solutos
estabilizantes e caotropicos (como o etanol) [GOUVEA-E-SILVA, 2006; PENHA-
SILVA et al., 2008].

Os efeitos do etanol nas propriedades das membranas de eritrécitos tém
sido extensamente reportados na literatura. Eles incluem aumento da fluidez de
membrana [SUN; SUN, 1985; BENEDETTI et al., 1986; BENAIM et al., 1994]. Os
eritrocitos ndo metabolizam o etanol, pois sdo desprovidos de atividade da enzima
alcool desidrogenase [ZORZANO et al., 1989], mas suas membranas sao
vulneraveis a acao dos metabdlitos oxidantes formados em outros locais do
organismo a partir do metabolismo de etanol. De fato, o alcoolismo cronico esta
associado a aumento na taxa de hemdélise e anemia crénica [WISLOFF; BOMAN,
1979; COLMAN; HERBERT, 1980].

O etanol, além de soluto caotropico, também afeta a osmolaridade do meio,
0 que significa que ele congrega propriedades desestabilizantes e estabilizantes
de membranas bioldgicas. Os eritrécitos podem sofrer alteragcbes morfolégicas e
alteragdes de volume em meio de alta osmolaridade [BAKALTCHEVA et al., 1996;
LANG et al., 1998]. Essas alteracbes de volume foram consideradas em um
modelo de equilibrio morfolégico, que considera a existéncia dos eritrécitos em
um estado expandido ou relaxado (R), presente nas condi¢gdes naturais do
sangue, e um estado condensado ou tenso (T), presente em situacdes de alta
osmolaridade [AVERSI-FERREIRA, 2004; GOUVEA-E-SILVA, 2006; CUNHA et
al., 2007; DE FREITAS REIS, 2007; PENHA-SILVA et al., 2008]. Em solucbes
salinas fisioloégicas com baixas concentragcdes de etanol, os eritrécitos estdo
presentes no estado R. Com o aumento na concentragdo de etanol, os eritrocitos
do estado R sofrem lise. Mas a incubagéo dos eritrocitos em solugdes salinas com
concentracdes mais elevadas de etanol (em torno de 5 mol.L™") causa contracéo
de volume que caracteriza o estado T daquelas células, as quais também podem
sofrer lise com elevagédo na concentragdo de etanol [AVERSI-FERREIRA, 2004,
GOUVEA-E-SILVA, 2006; CUNHA et al., 2007; DE FREITAS REIS, 2007].
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Realmente, eritrocitos integros foram encontrados em um estado expandido (R),
sob baixas concentragdes de etanol, e em um estado contraido (T), sob as altas
concentragdes de etanol [GOUVEA-E-SILVA, 2006]. Aquele modelo de equilibrio
morfologico de eritrécitos reflete a ambigilidade existente nas ac¢des do etanol
sobre as membranas plasmaticas. Embora o etanol seja um tipico caotrdpico,
acdo que se configura em qualquer concentracdo desse soluto, ele também
promove osmoestabilizacdo de complexos bioldgicos, acdo que prevalece
somente quando ele estd em altas concentracdes [CUNHA et al., 2007; PENHA-
SILVA et al., 2008].

A fragilidade osmoética dos eritrécitos (FOE) pode ser avaliada pelo uso de
solugbes tamponadas de NaCl em agua destilada em concentragbes
decrescentes de 0,9% a 0% [JAIN, 1986]. As células, suspensas em meio
hipoténico, aumentam até alcang¢ar um volume critico de hemolise antes de serem
lisadas. A fragilidade celular, portanto, € dependente da concentracdo de sal e
segue uma distribuicdo normal em animais sadios [JAIN, 1973], ocorrendo
diferencas entre as espécies [JAIN, 1986] e idades dos individuos de uma mesma
espécie [PENHA-SILVA et al., 2007].

A FOE é aplicada em diagnéstico de doencas, em caracterizagédo de
substancias hemoliticas, em estudos de permeabilidade da membrana e nas
alteragdes no processo de destruicdo dessas células [SUESS et al., 1948; DE
FREITAS et al., 2008].

As membranas de eritrécitos na esclerose multipla

Defeitos originados nos mecanismos promotores da homeostase estrutural
nas membranas da bainha de mielina poderiam ser comuns a outras membranas
celulares do organismo, especialmente se estes defeitos tiverem origem
estocastica associada a habitos alimentares e/ou estilos de vida. Isso justifica a
busca de quebra desses mecanismos homeostaticos nas células sangilineas
[KURANTSIN-MILLS et al., 1982], no sentido de estender essas informacdes as
células nervosas [PREDTECHENSKAYA; IERUSALIMSKII, 1991].

De fato, anormalidades fisicas e funcionais foram descritas para os
eritrcitos de pacientes com EM. Foi reportado aumento na fragilidade de RBC,
tanto de origem osmotica [LASZLO, 1964; CASPARY et al., 1967; STASIW et al.,
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1977; KURANTSIN-MILLS et al., 1982] quanto mecéanica [SCHAUF et al, 1980],
assim como aumento no didmetro médio e elipticidade dessas células [PLUM,;
FOG, 1959; PRINEAS, 1968], apesar de outros estudos nao terem detectado
nenhuma evidéncia de macrocitose na EM [GRASSO et al., 1992]. Esse aumento
no didmetro médio do eritrécito n&o deve significar necessariamente macrocitose,
mas é possivel que sua causa possa ser algum disturbio no metabolismo, ligagcéo
ou transporte de vitamina B1».

CASPARY e colaboradores [1967] constataram que os eritrocitos séo
osmoticamente mais frageis durante a fase aguda da doenca do que quando ela
esta quiescente. Ainda nessa fase quiescente, os eritrocitos s&do mais frageis que
as células de pessoas saudaveis. Outro dado importante encontrado por PLUM e
FOG [1959] foi o comportamento anormal de cultura de células da medula 6ssea
de portadores de EM.

Concentragdes elevadas de colesterol foram encontradas na membrana de
eritrocitos em pacientes com hipercolesterolemia [SCHICK; SCHICK, 1985;
MARTINEZ et al., 1996; OZDEMIRLER et al., 2001], quadro que pode ser comum
ao portador de EM que apresente dislipidemia.

Concentragbes elevadas de SFA e baixas de UFA foram encontradas nos
fosfolipideos de membrana dos eritrocitos de portadores de EM [CHERAYIL,
1984; NAVARRO; SEGURA, 1989]. Essa composi¢ao lipidica da membrana de
eritrocitos (RBC) reflete os padrées de alimentacdo e de atividade fisica dos
individuos durante o periodo equivalente a meia-via dos eritrocitos (em torno de 4
meses), diferentemente da composicao dos lipideos plasmaticos, que reflete mais
os habitos circadianos [KOCH et al., 2006].

Esses achados sao importantes e refletem as condigbes da homeostase de
membrana dos eritrécitos no periodo de sua determinacdo. Eles poderiam ser
meramente uma consequéncia de mudancgas no estilo de vida associadas ao
desenvolvimento da doenga, mas poderiam também estar associadas a um estilo
de vida que possa ter tido implicagcbes no desenvolvimento da EM. Ha razbes
para acreditar que a ultima hipotese € verdadeira, porque deficiéncia no teor de
w3-PUFA nos eritrécitos reflete deficiéncia em seu teor em todo organismo,

situacédo que é capaz de gerar uma alta razdo w6-PUFA/w3-PUFA, fato que esta
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vinculado a exacerbacdo da imunidade e da inflamacdo [CALDER, 1996;
CALDER, 2005; SCHWAB, SERHAN, 2006].

CONSIDERAGCOES FINAIS

As membranas biolégicas apresentam papel primordial na homeostase
celular, mas sua homeostase estrutural é largamente dependente da alimentagao
e do padrao de atividade fisica. Desequilibrios nutricionais que elevem as razdes
entre w6 e w3-PUFA, freqlentemente associados a dislipidemia, podem
exacerbar processos de oxidagao, inflamacéo e imunidade, os quais parecem ser
os fatores desencadeantes da esclerose multipla em individuos geneticamente
predispostos. Curiosamente, essa € a esfera de agdo das estatinas, que tem
acdes hipolipidemiante, anti-oxidante, antiinflamatéria e imunomoduladora. Diante
desse painel, que precisa ser devidamente elucidado, a dietoterapia e a atividade
fisica podem se configurar em alternativas importantes na prevengdo e mesmo no
tratamento da esclerose multipla [SIMOPOULOS, 2002].
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Tabela 1.1. Revisdo bibliografica sobre as propriedades encontradas para as

estatinas no organismo humano.

Propriedades das Estatinas

Publicagbes

Acao hipolipidemiante

Acao antiinflamatoria

Acéo imunomoduladora

Melhoramento da funcao endotelial

Acéo anti-trombdtica

Acéo antioxidante

Nassief; Marsh, 2008;
Sena et al., 2003;
Corsini et al., 1999;
LIPID, 1998;
Martinez et al., 1996;
Sacks et al., 1996;
Blum, 1994;

Sehayek et al., 1994;
Rabini et al., 1993

Sellner et al., 2008;
Sellner et al, 2008c;
Endres, 2006;
Pahan et al., 1997

Sellner et al., 2008;
Weber et al., 2006;
Sena et al., 2003;
Kwak et al., 2000

Merx; Weber, 2008;
Endres, 2005;
Wagner et al., 2000;
Vaughan et al., 1996

Rosenson; Tangney 1998;
Sirtori; Colli, 1993

Koter et al., 2002;
Wagner et al., 2000;
Aviram et al., 1998b;
Chen et al., 1997
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RESUMO

[Antecedentes] A esclerose multipla (EM), doenca degenerativa
caracterizada por defeitos na membrana de mielina das células neurais,
desenvolve-se provavelmente por mecanismos oxidativos, inflamatoérios e auto-
imunes em individuos geneticamente vulneraveis, sob a influéncia de fatores
ambientais associados a alimentacéo. [Hipotese] Como a composicao estrutural
das membranas biolégicas € largamente afetada pela alimentagédo, padrdo de
atividade fisica e uso de medicamentos, se houver interferéncia de fatores
ambientais na homeostase estrutural das membranas das células neurais em
portadores de EM, ela deve ser também compartilhada por outras células pés-
mitéticas do organismo, como os eritrécitos. [Objetivo] Este trabalho teve como
objetivo estudar a influéncia do uso de estatina sobre estabilidade de membrana
de eritrocitos contra choque hipoténico e agéo caotropica do etanol em portadores
de esclerose multipla. [Métodos] A populagao foi constituida por 16 mulheres
portadoras de EM (26-58 anos), que estavam em acompanhamento no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Elas foram divididas em dois
grupos, um grupo tratado com 20 mg/dia de sinvastatina durante 2,66 + 1,03 anos
(n = 6) e outro grupo sem uso de estatina (n = 10). Um grupo controle foi
constituido por 6 mulheres saudaveis, com IMC e idades (28-56 anos)
equiparaveis ao grupo problema, todas sem uso de medicagdes e sem consumo
crbnico de bebida alcodlica. Foram avaliados escores da escala expandida do
estado de incapacidade (EDSS), varidveis hematolégicas e bioquimicas, além da
estabilidade de membrana de eritrocitos contra choque hipotdnico e etanol. A
estabilidade de eritrocitos foi avaliada pelas constantes de meia-transicao de lise,
Hso e Dsp, obtidas a partir das curvas de hemolise por choque hipoténico e agéo
caotropica do etanol, respectivamente. Comparacgdes estatisticas dos resultados
entre os grupos foram feitas por ANOVA, utilizando poés-teste de Tukey.
[Resultados] Nao houve diferencas estatisticamente significantes nos escores de
EDSS nem nas varidveis hematoloégicas entre os grupos, mas as portadoras de
EM sob uso de estatina apresentaram niveis de colesterol total e LDL-colesterol

significantemente menores do que aquelas sem uso daquela droga. Os valores de
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Hso das portadoras de EM sem uso de estatina (0,472 + 0,013 g.dL™”" NaCl) foram
significantemente maiores do que aqueles das voluntarias do grupo controle
(0,427 + 0,015 g.dL™ NaCl). Os valores de Hsy das portadoras de EM com uso de
estatina (0,457 + 0,013 g.dL™ NaCl) declinaram (ainda que sem significancia
estatistica) em relagéo a portadoras de EM sem uso de estatina, sem se igualar
aos valores de Hsp das voluntarias do grupo controle. Por outro lado, os valores de
Dso das portadoras de EM sem uso de estatina (13,87 + 0,74% v/v etanol) foram
significantemente menores do que os das voluntarias do grupo controle (15,38 +
0,24% v/v etanol), mas os valores de D5y das portadoras de EM sob uso de
estatina (15,20 = 0,15% v/v etanol) n&o foram significantemente diferentes
daqueles das voluntarias do grupo controle, embora eles tenham sido
significantemente maiores do que aqueles das portadoras de EM sem uso de
estatina. [Conclusdes] As portadoras de EM sem uso de estatina apresentaram
eritrocitos menos estaveis contra hipotonicidade e contra a agcéo do etanol que as
voluntarias do grupo controle. O uso de estatina aumentou a estabilidade de
eritrocitos contra etanol nas portadoras de EM, tornando esta estabilidade
semelhante aquela das voluntarias sem a doencga. Porém o uso de estatina ndo
aumentou a estabilidade de membrana dos eritrécitos contra hipotonicidade a
ponto de torna-la semelhante a estabilidade de membrana das voluntarias sem a
doenca. Esses achados sédo importantes e refletem as condigbes da homeostase
de membrana dos eritrocitos, no periodo de sua determinacéo. Eles poderiam ser
mera consequéncia de mudangas no estilo de vida associadas ao
desenvolvimento da doenga, mas poderiam também estar associadas a um estilo
de vida que possa ter tido implicagbes no desenvolvimento da EM. As razdes para

acreditar na validade desta ultima hipétese séo discutidas.

Palavras-chave: esclerose multipla, estatina, colesterol, membrana, eritrécito,

estabilidade
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ABSTRACT

[Background] Multiple sclerosis (MS), degenerative disease characterized
by defects in the myelin membrane of neural cells, takes place probably by
oxidative, inflammatory and autoimmune mechanisms in genetically vulnerable
individuals, under the influence of environmental factors associated with feeding.
[Hypothesis] As the structural composition of biological membranes is largely
affected by diet, physical activity and use of medicines, the interference of
environmental factors in the homeostasis of structural membranes of neural cells
in carriers of MS must also be shared by other post-mitotic cells of the body, such
as erythrocytes. [Objective] This study aimed to investigate the influence of statin
use on the stability of erythrocytes membranes against hypotonic shock and
chaotropic action of ethanol in patients with MS. [Methods] The population was
composed of 16 women suffering from MS (26-58 years) who were being
monitored at the Clinical Hospital of the Federal University of Uberlandia. They
were divided into two groups, one group treated with 20 mg/day of simvastatin for
2.66 £ 1.03 years (n = 6) and another group without the use of statin (n = 10). A
control group consisted of 6 healthy women with BMI and age (28-56 years)
similar to problem group, all without the use of medications and without chronic
consumption of alcohol. We evaluated the scores of patients in the Expanded
Disability Status Scale (EDSS), hematological and biochemical variables, in
addition to the stability of erythrocytes against hypotonic shock and ethanol. The
stability of erythrocytes was evaluated by the half-transition points, Hsp and Dsy,
obtained from the curves of hemolysis induced by hypotonic shock and chaotropic
action of ethanol, respectively. Statistical comparisons of results between groups
were made by ANOVA and Tukey post-hoc test. [Results] There were no
statistically significant differences in EDSS scores or the hematological variables
between groups, but the MS patients under use of statin showed levels of total
cholesterol and LDL-cholesterol significantly lower than those without use of that
drug. The values of Hsy of the MS patients without use of statins (0.472 + 0.013
g.dL™" NaCl) were significantly higher than those of volunteers in the control group
(0.427 + 0.015 g.dL™ NaCl). The Hso values of the carriers of MS with use of
statins (0.457 + 0.013 g.dL”" NaCl) declined (although not in a statistically
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significant basis) compared to carriers of MS without the use of statins, but they
were not equal to the values of Hsg of volunteers in the control group. Moreover,
the values of Dso of MS patients without use of statin (13.87 + 0.74% v/v ethanol)
were significantly lower than those of volunteers in the control group (15.38 + 0.24
g.dL™ NaCl), but the values of Ds in the MS patients under statin therapy (15.20 +
0.15 g.dL™" NaCl) were not significantly different from those of volunteers in the
control group, although they had been significantly higher than those of MS
patients without use of statins. [Conclusions] The carriers of MS without use of
statin showed erythrocytes less stable against hypotonic chock and action of
ethanol than the control group. The use of statins increased the stability of
erythrocytes against ethanol in the MS patients, making it similar to the RBC
stability of the volunteers without the disease. But the use of statins did not
increase osmotic stability of the erythrocyte membrane against hypotonicity in
such a way to make it similar to the membrane stability of the volunteers without
the disease. These findings are important and reflect the homeostatic conditions in
the erythrocytes membranes by the moment of their evaluation. This could be
merely a consequence of changes in lifestyle associated with the development of
the disease, but could also be associated with a lifestyle that may have
implications in the development of MS. The reasons for believing in the validity of

the last hypothesis are discussed.

Key-words: multiple sclerosis, simvastatin, cholesterol, membrane, erythrocyte,

stability
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INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é a doenga que mais freqientemente causa
incapacidade neurolégica nos individuos entre o inicio e a metade da idade
adulta, sendo mais frequente no sexo feminino do que no masculino [HAUSER,;
GOODKIN, 1998].

Ela € uma doenca degenerativa caracterizada por defeitos na membrana
de mielina das células neurais, que parece desenvolver-se por mecanismos
oxidativos, inflamatoérios e autoimunes [HAIRE, 1977; KNIGHT, 1977; SELLNER
et al., 2008c] em individuos geneticamente vulneraveis, sob a influéncia de fatores
ambientais associados a alimentacdo [SWANK et al., 1952; SCHWARZ,
LEWELING, 2005].

E possivel que a EM esteja associada com alguma despropor¢do na
natureza de acidos graxos de lipideos de membrana, pois altas razées de w6-
PUFA/w3-PUFA estao associados a exacerbacao de inflamagéo e autoimunidade
[CALDER, 1996; CALDER, 2005; KOCH et al., 2006; SCHWAB, SERHAN, 2006],
0 que envolveria a enzima ciclooxigenase 2 (COx-2) a patogenia da doenga, uma
vez que ela é responsavel pela sintese de eicosanodides associados ao
desencadeamento da inflamagdo e da imunidade. Como os acidos graxos
polinsaturados sdo muito vulneraveis a oxidacéo, o que pode gerar desproporgéo
na natureza de acidos graxos de membrana, isso significa que a composicéo de
membrana contém elementos associados a triade oxidagao-inflamacao-
autoimunidade, que parece estar envolvida na patogénese da EM.

O exercicio das fungdes de membrana numa base fisioldgica depende da
homeostase estrutural desses complexos biolégicos.

Tanto o excesso quanto a falta de fluidez sado caracteristicas indesejaveis,
que podem contribuir para perda da estabilidade e aceleracdo da destruicdo de
uma membrana. H4 um ponto de fluidez critica que congrega duas propriedades
importantes da membrana, a funcionalidade e a estabilidade. Para manter essa
fluidez critica, as células usam varios mecanismos homeostaticos.

Esses mecanismos incluem agentes ambientais como os solutos que

estimulam a propria organizagcdo da membrana (tais como agua e osmolitos) e os
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solutos que podem promover sua desorganizagédo (tais como uréia e etanol)
[CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

Os lipideos circulantes sao também agentes ambientais importantes. A
natureza qualitativa desses lipideos € um elemento chave na homeostase
estrutural da membrana.

O balango na composicao dos lipideos de membrana é o principal
mecanismo homeostatico que controla sua fluidez. Um menor conteudo de
colesterol e a presenca de mais acidos graxos insaturados do que saturados nos
fosfolipideos sado caracteristicas que elevam a fluidez da membrana. Pelo
contrario, a elevagéo no conteudo de colesterol e a presenga de menos acidos
graxos insaturados do que saturados nos fosfolipideos sdo caracteristicas que
diminuem a fluidez da membrana [SINENSKY, 1974].

Quebra da homeostase de membrana ocorre em varias desordens
genéticas, como a distrofia muscular de Duchenne [BUTTERFIELD;
MARKESBERY, 1980] e a miotonia hereditaria [SWIFT et al., 1980], situacdes em
que ha fluidez anormal na membrana de eritrécitos.

Mas a quebra dessa homeostase pode ser promovida por elevagdes
cronicas nos niveis de LDL-C e diminuicdo nos niveis de HDL-C, com
desencadeamento de eventos degenerativos que devem ser importantes nas
alteragcbes no comportamento de membrana ligadas ao envelhecimento [PENHA-
SILVA et al., 2007] e as doencas degenerativas como a aterosclerose
[ROSENSON et al., 1998] e a esclerose multipla (EM) [NUE, 1983; NAVARRO;
SEGURA, 1988; ALBERTS et al., 1992], situa¢des que também estao associadas
a triade oxidagao-inflamagé&o-autoimunidade.

A agregacado da influéncia do excesso de colesterol na quebra da
homeostase estrutural de membrana associada a triade oxidagao-inflamacao-
autoimunidade traz a cena as estatinas, que congregam acbes
hipocolesterolemiante com propriedades antioxidantes, antiinflamatérias e
imunomoduladoras [SELLNER et al., 2008], que seriam desejaveis no tratamento
da EM, em fungao dos mecanismos postulados de desenvolvimento da doenca.

Realmente, o uso de estatinas no tratamento da EM estd em fase de

estudos e apresenta expectativas promissoras [OLIVEIRA et al., 2007]. O estudo
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das influéncias da EM e das estatinas no comportamento de membranas poderia
agregar algum entendimento neste complexo sistema.

A sinvastatina é um tipo de estatina derivada de fungos, com caracteristica
hidrofébica e comumente administrada na forma lactona inativa, a qual necessita
ser metabolizada pelo figado antes da ativagdo [CORSINI et al., 1999;
BLUMENTHAL, 2000].

Sinvastatina

A porcentagem de dose dessa droga retida pelo figado pode chegar a 80%,
ou seja, a sua biodisponibilidade é de aproximadamente 5%. O metabolismo
hepatico da sinvastatina segue o caminho do citocromo P450 (CYP 3A4) [BLUM,
1994].

A necessidade de elucidar os processos envolvidos na relagédo entre
causas e efeitos da EM no organismo humano exige a ampliacédo das pesquisas
na area [KENEALY et al., 2003; SCHWARZ; LEWELING, 2005; GILLI et al.,
2006], buscando encontrar implicacbes da doenca em outras células, além das
neurais [CUNNANE et al., 1989; DUARTE et al., 1994], que possam também ter
sofrido quebra dos mecanismos promotores da homeostase estrutural de
membrana.

Em funcdo de experiéncias prévias no estudo do comportamento de
membranas de eritrocitos [GOUVEA-E-SILVA, 2006, CUNHA et al., 2007;
PENHA-SILVA et al., 2007; DE FREITAS et al., 2008; PENHA-SILVA et al., 2008],
o presente trabalho estuda a influéncia de uma estatina tipica, a Sinvastatina®
[BLUM, 1994; CORSINI et al., 1999; BLUMENTHAL, 2000], sobre a estabilidade

de membrana de eritrocitos de portadoras de EM.
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MATERIAL E METODOS

Sujeitos

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia e as 22 voluntarias participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

A amostra foi recrutada dentre as pacientes que fazem o acompanhamento
da EM no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-
UFU), sem nenhum problema patologico além da doenga em questédo. Ela foi
constituida de 16 mulheres portadoras de esclerose multipla, na faixa etaria 26 a
58 anos, sendo que neste grupo havia 6 mulheres que faziam tratamento com 20
mg de sinvastatina por dia, por 2,66 + 1,03 anos (grupo de portadoras de EM
sob uso de estatina), e outras 10 mulheres que néo faziam uso de estatina
(grupo de portadoras de EM sem uso de estatina). O grupo controle, foi
constituido por 6 mulheres saudaveis, com IMC e idades (28 a 56 anos)
equiparaveis ao grupo com EM, todas sem o uso de medicagdes e sem consumo

cronico de bebida alcodlica.

Coleta das amostras de sangue humano

O sangue foi coletado, por pung¢do venosa, em tubos evacuados (5 mL)
contendo o anticoagulante K4EDTA a 1 g.dL™. O procedimento da coleta ocorreu
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia apés jejum

noturno de 8 a 12 horas.

Determinagao da fragilidade osmética de eritrocitos humanos em NaCl

A cada microtubo de uma bateria contendo 1 mL de solugdes com
concentracdes entre 0 a 0,9% de NaCl, pré-incubados a 37 °C por 10 minutos,
foram adicionados 10 pyL de sangue. Ap6s homogeneizagdo e incubagdo dos
tubos por 20 minutos a 37 °C, eles foram centrifugados a 3000xg por 10 minutos a
temperatura ambiente. Os sobrenadantes, entdo, foram avaliados quanto a
densidade optica em 540 nm (Asa0) em espectrofotdmetro. Os experimentos foram
conduzidos com cada tubo em duplicata. A fragilidade osmética foi expressa em

porcentagem de hemdlise absoluta da seguinte forma:
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Hemolise (%) = x100% (1),

max.

na qual A é a densidade Optica ou absorvancia do sobrenadante em 540 nm e
Anmax € a absorvancia maxima encontrada naquele comprimento de onda.

A dependéncia da porcentagem de hemdélise com a concentracéo de NaCl
foi ajustada a uma linha de regressao sigmoidal de acordo com a equacéo de
Boltzmann:

A A
Hemolise (%) =22 s + A, (),

4 oS Hs0)/dS mix

onde Anmin € Amax representam as porcentagens minima e maxima de hemdlise, S
€ a concentragdo de cloreto de sédio, Hsp € a concentragcdo de NaCl capaz de
promover 50% de hemolise, e dS a amplitude da concentragéo do sal responsavel

pela transic&o da lise dos eritrécitos.

Determinacgao da estabilidade de eritrécitos humanos contra etanol

Em uma série de baterias de microtubos com 1 mL de etanol em
concentragdes variaveis entre 2 e 24 mL de etanol por dL de solugdo em NaCl a
0,9 g.dL™, pré-incubados a 37 °C por 10 minutos, foram adicionados 10 pL de
sangue. Posteriormente a homogeneizagao, os tubos foram incubados na mesma
temperatura por 20 minutos, sendo entédo centrifugados a 3000xg por 10 minutos
a temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram avaliados quanto a densidade
optica em 540 nm em espectrofotdbmetro. Os valores de absorvancia foram
expressos em porcentagem de hemdlise absoluta de acordo com a férmula (1).

A determinacao das curvas de transicéo de lise dos eritrocitos foi feita por

regressao n&o-linear com base na equacgao de Boltzmann:

Hemolise (%) = IAMA +A, (3),
+

¢ (D-Ds)/dD

em que Anmin € Amax representam os valores minimo e maximo de Asg, D € a
concentracéo de etanol, Dsy representa a concentragcdo de etanol que provoca
50% de hemolise e dD é a amplitude da variacao da concentragdo de etanol na

transicao sigmoidal entre A e A,.
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Determinagao de variaveis hematolégicas e bioquimicas

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do HC-
UFU.

As variaveis hematolégicas foram determinadas com a utilizagcdo do
equipamento Cell-Dyn 3700. Trata-se de um analisador hematoldgico automotivo
onde se coloca a amostra de sangue do paciente para a dosagem de leucdcitos e
hemacias por diferenca de potencial elétrico, utilizando diferentes canais com
impedancia especifica, além de agregar a essa fungéo basica os recursos de
citometria de fluxo, citoquimica e citologia diferencial com capacidade de distinguir
células imaturas.

Os valores de referéncia (populacdo feminina adulta) utilizados foram
aqueles considerados pelo Laboratério de Analises Clinicas do HC-UFU:
hemacias (4,3-5,0 milhdes/mm?®); hemoglobina (12,0-15,5 g%); hematocrito (35-
45%); VCM (82-98 fL); colesterol total [6timo < 200 e alto > 239 mg/dL); LDL-C
(6timo < 100 e alto > 160 mg/dL); VLDL-C (6timo < 100 e alto > 160 mg/dL); HDL-
C (baixo < 40 e desejavel > 40 mg/dL) e triglicérides (6timo < 150 e alto > 200
mg/dL).

Edicao e analises estatisticas dos dados experimentais

As edi¢cdes dos dados e anadlises estatisticas foram executadas com a
utilizacdo do aplicativo OriginPro 8.0 (Microcal, Northampton, Massachusetts,
USA). A andlise da linha de regressdo sigmoidal foi considerada significante
quando p era menor que 0,05. A comparacao dos dados foi feita por analise de

variancia, com utilizagao do pés-teste de Tukey.
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RESULTADOS

Os escores na escala de incapacidade (EDSS) e algumas variaveis
hematoldgicas e bioquimicas de portadores de esclerose em e sem tratamento
com sinvastatina foram comparados na Tabela 2.1. Os escores de EDSS e as
variaveis hematologicas nao foram significantemente diferentes entre os grupos.
Mas diferencas significantes foram observadas nos niveis de colesterol total e
LDL-colesterol.

A Figura 2.1 apresenta curvas de ajustes simultdneos da fragilidade
osmotica de eritrécitos das voluntarias do grupo controle e dos grupos de
portadoras de esclerose multipla com e sem uso de sinvastatina.

A Figura 2.2 apresenta curvas de ajustes simultdneos da estabilidade
contra a acao caotrdpica de etanol de eritrécitos das voluntarias do grupo controle
e dos grupos de portadoras de esclerose multipla com e sem uso de sinvastatina.

Os ajustes simultaneos das figuras anteriores foram mostrados apenas a
titulo de ilustrar as curvas de estabilidade contra etanol e de fragilidade osmética
das pacientes de cada um dos grupos. As amostras de sangue de cada uma das
pacientes foi alvo de analise individualizada, com determinacdo de seus
respectivos valores de Hsp e de Dsy.

Os valores médios desses parametros foram mostrados na Tabela 2.2,
juntamente com os resultados das analises de comparacédo estatistica por
ANOVA, utilizando pos-teste (‘post-hoc’) de Tukey.

Os valores de Hso das portadoras de EM sem uso de estatina (0,472 +
0,013 g.dL”" NaCl) foram significantemente maiores do que aqueles das
voluntarias do grupo controle (0,427 + 0,015 g.dL™ NaCl). Os valores de Hsg das
portadoras de EM com uso de estatina (0,457 + 0,013 g.dL™”" NaCl) declinaram
(ainda que sem significancia estatistica) em relagdo a portadoras de EM sem uso
de estatina, sem se igualar aos valores de Hso das voluntarias do grupo controle.

Por outro lado, os valores de Dsy das portadoras de EM sem uso de
estatina (13,87 £ 0,74 % v/v etanol) foram significantemente menores que os das
voluntarias do grupo controle (15,38 = 0,24 g.dL'1) Os valores de Dsy das

portadoras de esclerose muiltipla sob uso de estatina (15,20 + 0,15 g.dL™”) ndo
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foram significantemente diferentes daqueles das voluntarias do grupo controle,
embora tenham sido significantemente maiores do que aqueles das portadoras de
EM sem uso de estatina.

A Figura 2.3 apresenta os mecanismos comuns que afetariam a
homeostase estrutural de membranas em células neurais e em eritrocitos de

portadores de EM.
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Tabela 2.1. Comparagcédo de escores para escala de incapacidade (EDSS) e

algumas variaveis hematolégicas e bioquimicas entre portadores de EM em e

sem tratamento com sinvastatina (média * dp).

Parametros Em tratamento Sem tratamento p
(n=6) (n=10)

EDSS 3,83+0,82 4,25+ 0,92

(1-10)

Hemacias 4,58 + 0,38 4,67 + 0,38

(milhées/mm?)

Hemoglobina 14,03 £ 0,76 14,50 + 0,96

(9%)

Hematécrito 41,67 + 2,50 43,20 + 2,45

(%)

VCM 91,72 £ 2,62 90,10 + 1,09

(fL)

Colesterol total 146,12 £ 25,28 206,11 £ 62,69 *

(mg/dL)

Triglicérides 123,83 £ 20,57 114,55 + 29,48

(mg/dL)

HDL-C 51,33 + 10,14 49,07 £ 11,65

(mg/dL)

VLDL-C 25,95 + 4,79 25,07 £ 11,088

(mg/dL)

LDL-C 77,43 + 16,79 118,83 £ 40,59 *

(mg/dL)

*Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos (ANOVA).
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Figura 2.1. Ajuste simultdneo das curvas de fragilidade osmaética dos eritrocitos
de voluntarias do grupo controle e dos grupos de portadoras de esclerose multipla
em uso e sem uso de sinvastatina. Hsg representa a concentracdo de NaCl capaz

de promover a lise de 50% dos eritrdcitos.
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Figura 2.2. Ajuste simultaneo das curvas de estabilidade de eritrocitos contra a
acao de etanol das voluntarias do grupo controle e dos grupos de portadoras de
esclerose multipla sem e com tratamento com sinvastatina. Dsg representa a

concentracao de etanol capaz de promover lise de 50% dos eritrécitos.
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Tabela 2.2. Comparagado dos valores de Hsp € D5y entre o grupo controle e os

grupos de portadores de EM em e sem tratamento com sinvastatina (média £ dp).

Variaveis Controle EM p EM p
(n=6) em tratamento sem tratamento
(n=6) (n=10)
Hso (9/dL NaCl) 0,427 £ 0,015 0,457 £0,013 * 0,472 £ 0,013 *

Dso (% V/v etanol) 15,38 + 0,24 15,20+ 0,15 8 13,87 + 0,74 *§

* Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo ao controle (teste
de Tukey)

§ Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos de portadores
de esclerose multipla em tratamento e sem tratamento (teste de Tukey)
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Figura 2.3. Mecanismos comuns que afetariam a homeostase estrutural de

membranas em células neurais e eritrécitos em portadores de esclerose multipla.
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DISCUSSAO

Os dados da Tabela 2.2 mostram que as portadoras de EM nao tratadas
com estatina tiveram valores de Hsp significantemente maiores do que as
voluntarias do grupo controle. Isto significa que concentracdes mais altas de NaCl
foram suficientes para produzir hemolise, ou seja, que seus eritrocitos foram
osmoticamente menos resistentes.

De fato, Caspary e colaboradores [1967] também relataram aumento da
fragilidade osmética de eritrécitos durante a fase aguda da doenga. Kurantsin-
Mills e colaboradores [1982] encontraram auséncia de alteracdo em pacientes
externos e aumento da fragilidade osmética em pacientes internos. Aumento da
fragilidade mecanica de eritrécitos também foi relatado por Schauf e
colaboradores [1980].

Como os valores de Dsy foram significantemente menores para as
portadoras de EM do que para as pacientes sem a doenca (Tabela 2.2), isso
significa que seus eritrécitos foram menos estaveis contra a agao caotrépica do
etanol, de tal forma que esse resultado confirma essa caracteristica no grupo de
voluntarias desse estudo.

Além disso, o0 uso de estatina foi associado a um aumento nos valores de
Dso, 0 que significa um aumento na estabilidade de membrana contra etanol nas
portadoras de esclerose multipla. Mas nas voluntarias com a doenga no grupo
tratado com estatina os valores de Dsy n&do apresentaram diferenca
estatisticamente significante em relagcéo as voluntarias normais (Tabela 2.2). Esse
resultado faz muito sentido, a luz da acédo do colesterol na homeostase de
membrana. Uma elevacdo no teor de colesterol € uma conhecida causa de
diminuicdo na fluidez de membrana. Os eritrécitos sdo células particularmente
sensiveis a modificagdes na concentracdo de colesterol no meio extracelular
[COOPER et al., 1975; SCHICK; SCHICK, 1985]. Ele se acumula na membrana
dessa célula, tornando-a mais rigida [CHABANEL et al., 1983; KOTER et al.,
2002]. O excesso de colesterol plasmatico altera as propriedades dos eritrocitos e
pode contribuir para hiperviscosidade sanguinea, diminuicdo do aporte de
oxigénio e disfuncéo endotelial. E o colesterol da LDL que vai para a membrana
celular [MARTINEZ et al., 1996], diminuindo a fluidez de membrana e a
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deformabilidade do eritrocito [COOPER, 1977; MULLER et al., 1990; DWIGHT et
al., 1996], o que acaba comprometendo as func¢des celulares [SINENSKY, 1974;
CRIBIER et al., 1993].

Ha evidéncias experimentais de que as estatinas melhoram a
microcirculagdo sanguinea através de sua influéncia na viscosidade do sangue e
na estrutura de membrana do eritrécito [MARTINEZ et al., 1996] e de que também
melhoram a funcao endotelial [VAUGHAN et al., 1996], por aumentar a fluidez e
diminuir a estabilidade de membrana, favorecendo assim a funcionalidade.

De fato, diminuicdo significante no teor de colesterol de membrana foi
associada a tratamento com lovastatina [MARTINEZ et al., 1996] e com
pravastatina [LIJNEN et al., 1994].

Diminuigdo no teor de colesterol de membrana deve ter sido determinante
no aumento na fluidez da membrana do eritrécito observado por Levy e
colaboradores [1992] e por Martinez e colaboradores [1996] depois do tratamento
com lovastatina, embora n&o tenha sido observada nenhuma modificacdo na
fluidez da membrana do eritrocito apds a utilizagdo de sinvastatina por alguns
autores [Van DOORMAAL et al., 1989; DWIGHT et al., 1996]. Entretanto, outro
grupo de pesquisadores relatou um curso com duas fases no tratamento com
sinvastatina: diminuigdo da lipidemia até o final do primeiro més de tratamento e
aumento na fluidez da membrana do eritrécito apés quatro a seis meses do
decorrer da terapia [RABINI et al., 1993].

Como as pacientes do presente estudo estavam sob tratamento com
estatina por 2,66 + 1,03 anos, elas seguramente ja deveriam ter atingido a fase de
aumento da fluidez de membrana, o que implicaria em aumento de estabilidade
de membrana contra etanol, como de fato foi observado nas portadoras de EM
tratadas com estatina [Tabela 2.2].

Essa alteracdo de comportamento coincide com os efeitos observados na
colesterolemia no grupo de pacientes com EM que estava sob tratamento com
estatina. Como seria de se esperar, o teor de colesterol total e de LDL-colesterol
declinou em bases estatisticamente significantes com o tratamento (Tabela 2.1), o
que certamente diminuiria a disponibilidade de colesterol para a captagéo por
tecidos extra-hepaticos. Entretanto, esse efeito sobre a estabilidade de membrana

contra a acao do etanol observado no grupo de pacientes tratado com estatina



46

nao foi também observado em relagdo ao choque hipotonico. Embora os valores
de Hsy tenham sido maiores no grupo sem tratamento com estatina, essa
diferenga nao chegou a ser significante em comparacéo ao grupo em tratamento
(Tabela 2.2). Esse comportamento pode ser consequéncia da pequena dimensao
da populagédo, mas também de alguma diferenca no mecanismo da lise promovida
pelo etanol em relagdo ao choque hipotdnico. O etanol € um reconhecido agente
desnaturante de proteinas [FONSECA et al., 2006], mecanismo que ndo esta
envolvido na lise por choque hipotbnico, situagdo em que os eritrocitos absorvem
agua, aumentam de volume e vao ter ruptura de membrana com base em suas
limitagdes de elasticidade [JAIN, 1973].

A hipercolesterolemia observada nas portadoras de EM (Tabela 2.1) neste
trabalho estd de acordo com dados da literatura. Anormalidade no metabolismo
de lipidios ndo esta limitada somente a bainha de mielina, mas afeta também o
perfil de lipidios plasmaticos [CUNNANE et al.,, 1989; ALBERTS et al., 1992;
SANDYK; AWERBUCH, 1994; OSMAN et al., 1995; COMOGLU et al., 2004]. A
propria desmielinizagdo das placas de EM libera lipidios no organismo dos
pacientes. A concentragdo aumentada de colesterol, acidos graxos, sorbitol,
frutose e acido glutamico no fluido cérebro-espinhal em portadores de EM seria
conseqUéncia da desmielinizacdo [NUE et al., 1982; NUE, 1983; NAVARRO;
SEGURA, 1988; CUNNANE et al., 1989; CHERAYIL, 1990; ALBERTS et al.,
1992].

Os resultados observados neste trabalho parecem ser expressivos e
refletirem uma caracteristica das portadoras de EM. Os comportamentos descritos
nao podem ser reputados a diferengcas entre os parametros hematologicos
(quantidade de hemacias, hemoglobina, hematoécrito e VCM) entre as portadoras
de EM e as voluntarias sem a doenga, pois elas ndo foram estatisticamente
significantes (Tabela 2.1).

Embora a ocorréncia de macrocitose durante a fase aguda da doenca
tenha sido relatada por Caspary e colaboradores [1967], essa caracteristica ndo
foi observada por Grasso e colaboradores [1999].

Outro fator que poderia contribuir para alteragdes no comportamento de
membrana na EM é o aumento do estresse oxidativo no organismo desses

individuos. Marcadores de oxidagcdo foram encontrados elevados no plasma de
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pacientes com EM [NAIDOO; KNAPP, 1992; GLABINSKI et al., 1993; BESLER;
COMOGLU, 2003] e no SNC de animais experimentais com um modelo de
doengca desmielinizante auto-imune denominada encefalomielite auto-imune
experimental (EAE) [MacMICKING et al.,, 1992]. Em portadores de EM, ha
envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) também na promocgao de
danos ao DNA, o que seguramente esta associado a neurodegeneracao
[VLADIMIROVA et al., 1999; LU et al., 2000].

Produtos da peroxidacgdo lipidica estdo presentes em varios processos
inflamatoérios [KWIATKOWSHA et al., 1999]. Durante a inflamagé&o, os macréfagos
promovem ataque oxidativo e podem danificar as células ao seu redor [BESLER,;
COMOGLU, 2003]. Na EM é bem caracterizada a presenca no SNC de
infiltracbes inflamatdrias que consistem principalmente de linfécitos e macréfagos
[FROHMAN et al.,, 2006; LEV et al., 2007; SCHREIBELT et al., 2007]. Esse
ataque oxidativo causa alteragdes na organizacdo estrutural e funcional das
membranas celulares, incluindo diminui¢do na fluidez da membrana, aumento na
sua permeabilidade, inativacdo de enzimas e decréscimo no teor de acidos
graxos essenciais [KOPFF et al.,1993; van GINKEL; SEVANIAN, 1994]. Estudos
mostram que a formacgédo de malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da
lipoperoxidacdo, esta associada a rigidificacdo de membrana de eritrocitos,
diminuindo assim sua capacidade de sofrer alteragbes morfolégicas
[PFAFFEROTT et al., 1982].

Uma propriedade importante das estatinas €& seu efeito antioxidante
[AVIRAM et al.,, 1998b]. No trabalho de Koter e colaboradores [2002],
atorvastatina induziu uma diminuigdo na peroxidacédo lipidica em pacientes com
hipercolesterolemia, reduzindo-a ao valor do grupo controle. Além disso, Shukla e
colaboradores [1977] encontraram uma diminuicao significante na atividade da
glutationa peroxidase de eritrocitos em portadores de EM, o que diminui a defesa
antioxidante da célula. Sendo assim, o grupo de pacientes que utilizou
sinvastatina em nosso trabalho provavelmente também teve diminuicdo da
produgcéo de ROS em seu organismo, levando a uma melhora na homeostase de
membrana de seus eritrécitos em comparagao aos portadores de EM sem o uso

de estatinas.
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Apesar dos beneficios até entdo relatados, os riscos do uso de estatinas
devem ser analisados pelos profissionais de saude. A reducdo da concentragao
de colesterol no organismo dever ser estudada com cautela e aplicada em casos
de real necessidade, como dislipidemias. Um numero de estudos demonstra uma
correlagdo positiva entre baixos niveis séricos de colesterol e mortes devido a
causas nao-cardiovasculares, dentre elas cancer, acidente, suicidio e depressao
[HERRINTON; FRIEDMAN, 1995].

Mas aumento na lipidemia em organismos humanos e de animais
experimentais esta relacionado a aumento na sinalizagéo inflamatéria e oxidante
[MATTSON et al., 2003; WHITE et al., 2009] e na ocorréncia de doencas
neurodegenerativas [JOSEPH et al., 1998]. De fato, quebra na homeostase do
colesterol pode ser a causa primaria de um numero de aspectos da
neurodegeneracao [KOUDINOV; KOUDINOVA, 2005] e certamente se relaciona
com a diminuicao da estabilidade de eritrécitos na EM.

Sena e colaboradores [1985] relataram niveis gerais de mielina diminuidos
e alteragdo na composicdo de acidos graxos de membrana de mielina em
camundongos geneticamente obesos. Nesse contexto, a hipercolesterolemia
poderia realmente alterar a dindmica da membrana nas células neurais e em
outras células em humanos, como nos eritrécitos.

As evidéncias discutidas concordam com a idéia de que a conjuncéo de
fatores  (hipercolesterolemia, oxidacdo, inflamacdo e autoimunidade)
determinantes da EM também estaria envolvida na degeneragcdo de membrana
dos eritrocitos (Figura 2.3), em fungdo de uma conjungdo de razbes que
compreenderiam heranga genética, alimentacéo e estilo de vida.

Trabalhos futuros poderdo investigar os efeitos do exercicio fisico e da

adequacao nutricional sobre a esclerose multipla no organismo humano.
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CONCLUSOES

As portadoras de EM que nao faziam uso de sinvastatina apresentaram
eritrocitos menos estaveis contra hipotonicidade e contra a agdo do etanol que as
voluntarias sem a doenca. O uso da estatina elevou a estabilidade de eritrécitos
contra etanol em portadoras de EM, tornando-a semelhante aquela das
voluntarias sem a doenca. Mas o uso de estatina ndo afetou a estabilidade de
membrana dos eritrocitos contra hipotonicidade a ponto de torna-la semelhante a

estabilidade de membrana das voluntarias sem a doenca.



50

REFERENCIAS'

ALBERTS, J.J.; MARCOVINA, S.M.; CHRISTENSEN, R.H. Lecithin cholesterol
acyltransferase in human cerebrospinal fluid: Reduced level in patients with
multiple sclerosis and evidence of direct synthesis in the brain. International
Journal of Clinical and Laboratory Research, v.22, p.169-172, 1992.

AVIRAM, M.; ROSENBLAT, M.; BISGAIER, C.L.; NEWTON, R.S. Atorvastatin and
gemfibrozil metabolites, but not the parent drugs are potent antioxidants against
lipoprotein oxidation. Atherosclerosis, v.138, p.271-280, 1998b.

BESLER, H.T.; COMOGLU, S. Lipoprotein oxidation, plasma total antioxidant
capacity and homocysteine level in patients with multiple sclerosis. Nutritional
Neuroscience, v.6, p.189-196, 2003.

BLUM, C.B. Comparison of properties of four inhibitors on 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase. The American Journal of Cardiology,
v.73, p.3D-11D, 1994.

BLUMENTHAL, R.S. Statins: effective antiatherosclerotic therapy. American
Heart Journal, v.139, p.577-583, 2000.

BUTTERFIELD, D.A.; MARKESBERY, W.R. Specificity of biophysical and
biochemical alterations in erythrocyte membranes in neurological disorders.
Journal Neurological Sciences, v. 47, p. 261-271, 1980.

CALDER, P.C. Effects of fatty acids and dietary lipids of the immune system. The
Proceedings of the nutrition society, v.55, p.127-150, 1996.

CALDER, P.C. Polyunsaturated fatty acids and inflammation. Biochemical
Society Transactions, v.33, n.2, p.423-427, 2005.

CASPARY, E.A.; SEWELL, F.; FIELD, E.J. Red blood cell fragility in multiple
sclerosis. British Medical Journal, v.2, p. 610-611, 1967.

CHABANEL, A.; FLAMM, M.; SUNG, K..; LEE, M.M.; SCHACHTER, S.L;
CHIEN, S. Influence of cholesterol content on red cell membrane viscoelasticity
and fluidity. Biophysical Journal, v.44, p.171-176, 1983.

CHERAYIL GD. Effects of in vitro hyperthermia on fatty acids of red blood cells
and plasma lipids from patients with multiple sclerosis. Journal of the
Neurological Sciences, v.95, p.141-151, 1990.

'SILVA, AM.; PINHEIRO, M.S.F.; FRANCA, M.M. Guia para normalizacio de trabalhos técnicos
cientificos: projetos de pesquisa, trabalhos académicos, dissertacdes e teses. 5.ed., Uberlandia: EDUFU,
2006.



51

COMOGLU, S.; YARDIMCI, S.; OKCU, Z. Body fat distribution and plasma lipid
profiles of patients with multiple sclerosis. Turkish Journal of Medical Sciences,
v.34, p.43-48, 2004.

COOPER, R.A.; ARNER, E.C.; WILEY, J.S.; SHATTIL, J.S. Modifications of red
cell membrane structure by cholesterol-rich lipid dispersion. The Journal of
Clinical Investigation, v.55, 115-125, 1975

COOPER, R.A. Abnormalities of cell-membrane fluidity in pathogenesis of
disease. The New England Journal of Medicine, v.297, p.371-377, 1977.

CORSINI, A.; BELLOSTA, S.; BAETTA, R.; FUMAGALLI, R.; PAOLETTI, R;
BERNINI, F. New insights into the pharmacodynamic and pharmacokinetic
properties of statins. Pharmacology & Therapeutics, v.84, p.413-428, 1999.

CRIBIER, S.; MORROT, G.; ZACHOWSKI, A. Dynamics of the membrane lipid
phase. Prostaglandins, Leukotrienes and essencial Fatty Acids, v.48, p. 24-
32, 1993.

CUNHA, C.C.; ARVELOS, L.R.; COSTA, J.O.; PENHA-SILVA, N. Effects of
glycerol on the thermal dependence of the stability of human erythrocytes.
Journal of Bioenergetics and Biomembranes, v. 39, p. 341-347, 2007.

CUNNANE, S.C.; HO, S.Y.; DORE-DUFFY, P.; ELLS, K.R.; HORROBIN, D.F.
Essential fatty acid and lipid profiles in plasma and erythrocytes in patients with
multiple sclerosis. American Journal of Clinical Nutrition, v.50, p.801-806,
1989.

DE FREITAS, M.V.; NETTO, R.C.M.; HUSS, J.C.C.; DE SOUZA, T.M.T.; COSTA,
J.O.; FIRMINO, C.B.; PENHA-SILVA, N. Influence of aqueous crude extracts of
medicinal plants on the osmotic stability of human erythrocytes. Toxicology in
Vitro, v.22, p.219-224, 2008.

DUARTE, F.; PITTELLA, J.E.H.; AVILA, C.M.; ROSEMBERG, S.; HAHN, M.D;
CHIMELLI, L.; PAOLA, D. Sistema Nervoso. BOGLIOLO, L. (Ed.) Patologia
Geral. 2 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1994. p. 723-825.

DWIGHT, J.F.; MENDES-RIBEIRO A.C.; HENDRY, B.M. Effects of HMG-CoA
reductase inhibition on erythrocyte membrane cholesterol and acyl chain
composition. Clinica Chimica Acta, v. 256, p.53-63, 1996.

FONSECA, L.C., CORREA, N.C.R.,, GARROTE-FILHO, M.S., CUNHA, C.C.,
PENHA-SILVA, N. Effects of the solvent composition on the stability of proteins in
aqueous solutions. Quimica Nova, v. 29, p. 543-548, 2006.

FROHMAN, E.M.; RACKE, M.K.; RAINE, C.S. Multiple sclerosis — the plaque and
its pathogenesis. The New England Journal of Medicine, v.354, p.942-955,
2006.

GILLI, F.; HOFFMANN, F.; SALA, A.; MARNETTO, F.; CALDANO, M,;
VALENTINO, P.; KAPPOS, L.; BERTOLOTTO, A.; LINDBERG, R.L.P. Qualitative



52

and quantitative analysis of antibody response against IFNB in patients with
multiple sclerosis. Multiple Sclerosis, v.12, p. 738-746, 2006.

GLABINSKI, A.; TAWSEK, N.S.; BARTOSZ, G. Increased generation of
superoxide radicals in the blood of MS patients. Acta Neurologica Scandinavica,
v. 88, p.174-177, 1993.

GOUVEA-E-SILVA, L.F. Caracterizagdo da estabilizagdo de eritrécitos por
etanol, 2006. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Bioquimica) — Instituto
de Genética e Bioquimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2006.

GRASSO, M.G.; COLLELUORI, A.; MILLEFIORINI, E.; POZZILLI, C. Lack of
association between macrocytosis and multiple sclerosis. Journal of Neurology,
Neurosurgery, and Psychiatry, v. 55, p. 1096-1097, 1992.

HAIRE, M. Significance of virus antibodies in multiple sclerosis. British Medical
Bulletin, v.33, p. 40-44, 1977.

HAUSER, S.L.; GOODKIN, D.E. Multiple sclerosis and other demyelinating
diseases. FAUCI, A.D. et al. (Eds.) Harrison’s Principle of Internal Medicine. 14
ed. New York: McGraw Hill, 1998. p. 2452-2461.

HERRINTON, L.J.; FRIEDMAN, G.D. Serum cholesterol concentration and risk of
brain cancer. British Medical Journal, v.310, p.367-368, 1995.

JAIN, N.C. Osmotic fragility of erythrocytes of dogs and cats in health and in
certain hematologic disorders. Cornell Veterinarian. v. 63, p. 411-423, 1973.

JOSEPH, J.A., DENISOVA, N., FISHER, D., BICKFORD, P., PRIOR, R., CAO, G.
Age-related neurodegeneration and oxidative stress: putative nutritional
intervention. Neurologic Clinics, 16, 747—755. 1998.

KENEALY, S.J.; PERICAK-VANCE, M.A.; HAINES, J.L. The genetic epidemiology
of multiple sclerosis. Journal of Neuroimmunology, v.143, p.7-12, 2003.

KNIGHT, S. Cellular immunity in multiple sclerosis. British Medical Bulletin, v.
33, p. 45-50, 1977.

KOCH, M.; RAMSARANNSING, G.S.M.; FOKKEMA, M.R.; HEERSEMA, D.J;
KEYSER, J.D. Erythrocyte membrane fatty acids in benign and progressive forms
of multiple sclerosis. Journal of the Neurological Science, v.244, p. 123-26,
2006.

KOPFF, M.; ZAKRZEWSKA, |.; CZERNICKI, J.; KLEM, J.; STRZELCZYK, M. Red
blood cell adenosine deaminase activity in multiple sclerosis. Clinica Chimica
Acta, v.214, p.97-101, 1993.

KOTER, M.; BRONCEL, M.; CHOJNOWSKA-JEZIERSKA, J.; KLIKCZYNSKA, K;
FRANIAK, I. The effect of atorvastatin on erythrocyte membranes and serum lipids
in patients with type-2 hypercholesterolemia. European Journal of Clinical
Pharmacology, v.58, p.501-506, 2002.



53

KOUDINOV, A.R.; KOUDINOVA, N.V. Cholesterol homeostasis failure as a
unifying cause of synaptic degeneration. Journal of the Neurological Sciences,
v.229-230, p.233-240, 2005.

KURANTSIN-MILLS, J.; SAMJI, N.; MOSCARELLO, M.A.; BOGGS, J.M.
Comparison of membrane structure, osmotic fragility, and morphology of multiple
sclerosis and normal erythrocytes. Neurochemical Research, v.7, p. 1523-1540,
1982.

KWIATKOWSHA, S.; PIASECKA, G.; ZIEBA, M.; PIOTROWSKI, W.; NOWAK, D.
Increased serum concentrations of conjugated dienes and malondialdehyde in
patients with pulmonary tuberculosis. Respiratory Medicine, v. 93, p. 272-76,
1999.

LEV, N.; GILGUN-SHERKI, Y.; OFFEN, D.; MELAMED, E. Chapter 13: The role of
oxidative stress in the pathogenesis of multiple sclerosis: current state. In:
QURESHI, G.A.; PARVEZ, S.H. (Eds.) Oxidative stress and Neurodegenerative
disorders. Elsevier, 2007, p.283-295.

LEVY, Y.; LEIBOWITZ, R.; AVIRAM, M.; BROOK, J.G.; COGAN, U. Reduction of
plasma cholesterol by lovastatin normalizes erythrocyte membrane fluidity in
patients with severe hypercholesterolaemia. British Journal of Clinical
Pharmacology, v.34, p.427-430, 1992.

LIUNEN, P.; CELIS, H.; FAGARD, R.; STAESSEN, J.; AMERY, A. Influence of
cholesterol lowering on plasma membrane lipids and cationic transport system.
Journal of Hypertension, v.12, p.59-64, 1994.

LU, F.; SELAK, M.; O'CONNOR, J.; CROUL, S.; LORENZANA, C.; BUTUNOI, C;;
KALMAN, B. Oxidative damage to mitochondrial DNA and activity of mitochondrial
enzymes in chronic active lesions of multiple sclerosis. Journal of Neuroscience,
v.177, p.95-103, 2000.

MacMICKING, J.D.; WILLENBORG, D.O.; WEIDEMANN, M.J.; ROCKETT, K.A;;
COWDEN, W.B. Elevated secretion of reactive nitrogen and oxygen intermediates
in hyperacute experimental autoimmune encephalomyelitis: enhancement by the
soluble products of encephalitogenic T cells. Journal of Experimental Medicine,
v.176, p.303-307, 1992.

MARTINEZ, M.; VAYA, A.; MARTI, R.; GIL, L.; LUCH, J.; CARMENA, R., AZNAR,
J. Erythrocyte membrane cholesterol/phospholipid changes and haemorheological
modifications in familial hypercholesterolemia treated with lovastatin. Thrombosis
Research, v.83, p.375-388, 1996.

MATTSON, M.P.; DUAN, W.; GUO, Z. Meal size and frequency affect neuronal
plasticity and vulnerability to disease: cellular and molecular mechanisms. Journal
of Neurochemistry, v.84, p.417-431, 2003.



54

MULLER, S.; ZIEGLER, O.; DONNER, M.; DROUIN, P.; STOLTZ, J.F.
Rheological properties and membrane fluidity of red blood cells and platelets in
primary hyperlipoproteinemia. Atherosclerosis, v.83, p.231-237, 1990.

NAIDOO, R.; KNAPP, M.L. Studies of lipid peroxidation products in cerebrospinal
fluid and serum in multiple sclerosis. Clinical Chemistry, v.38, p.2449-2454,
1992.

NAVARRO, X.; SEGURA, R. Plasma lipids and their fatty acid composition in
multiple sclerosis. Acta Neurologica Scandinavica, v.78, p.152-157, 1988.

NUE, I.S. PROSIEGEL, M.; PFAFENRATH, V. Platelet aggregation and multiple
sclerosis. Acta Neurologica Scandinavica, v.66, p.497-504, 1982.

NUE, |.S. Essential fatty acids in the serum and cerebrospinal fluid of multiple
sclerosis patients. Acta Neurologica Scandinavica, v7, p.151-163, 1983.

OLIVEIRA, M.R.; SANTOS, D.F.; FENELON, S.B.; PENHA-SILVA, N. Uso de
rosuvastatina em esclerose multipla. Revista Neurociéncias, v.15, p246-250,
2007.

OSMAN, |.; GAILLARD, O.; MEILLET, D.; BORDAS-FONFREDE, M.; GERVAIS,
A.; SCHULLER, E.; DELATTRE, J.; LEGRAND, A. A sensitive time-resolved
immunofluorometric assay for the measurement of apolipoprotein B in
cerebrospinal fluid. European Journal of Clinical Chemistry and Clinical
Biochemistry, v.33: 53-58, 1995.

PENHA-SILVA, N.; FIRMINO, C.B., DE FREITAS REIS, F.G.; HUSS, J.C.C.; DE
SOUZA, T.M.T.; DE FREITAS, M.V.; NETTO, R.C.M. Influence of age on the
stability of human erythrocyte membranes. Mechanisms of Ageing and
Development, v.128, p. 444-49, 2007.

PENHA-SILVA, N.; ARVELOS, L.R.; CUNHA, C.C.; AVERSI-FERREIRA, T.A;;
GOUVEA-E-SILVA, L.F.; GARROTE-FILHO, M.S.; FINOTTI, C.J.; BERNARDINO-
NETO, M.; DE FREITAS REIS, F.G. Effects of glycerol and sorbitol on the thermal
dependence of the lysis of human erythrocytes by ethanol. Bioelectrochemistry,
v. 73, p. 23-29, 2008.

PFAFFEROTT, C.; MEISELMAN, H.J.,; HOCHSTEIN, P. The effect of
malonyldialdehyde on erythrocyte deformability. Blood, v. 59, p.12-15, 1982.

RABINI, R.A.; POLENTA, M.; STAFFOLANI, R.; TOCCHINI, M.; SIGNORI, R.
TESTA, I.,, MAZZANTI, L. Effect of hydroxymethylglutaryl-CoA reductase inhibitors
on the functional properties of erythrocytes membranes. Experimental and
Molecular Pathology, v.59, p.51-57, 1993.

ROSENSON, R.S.; TANGNEY, C.C. Antiatherothrombotic properties of statins:
implications for cardiovascular event reduction. Journal of the American Medical
Association, v.279, p.1643-1650, 1998.



55

SANDYK, R.; AWERBUCH, G.l. The relationship between melatonin secretion and
serum cholesterol in patients with multiple sclerosis. International Journal of
Neuroscience, v.76, p.81-86, 1994.

SCHAUF, C.L.; FRISCHER, H.; DAVIS, F.A. Mechanical fragility of erythrocytes in
multiple sclerosis. Neurology, v. 30, p. 323-325, 1980.

SCHICK, B.P.; SCHICK, P.K. Cholesterol exchange in platelets, erythrocytes and
megakaryocytes. Biochimica et Biophysica Acta, v. 833, p.281-290, 1985.

SCHREIBELT, G.; van HORSSEN, J; van ROSSUM, S; DIJKSTRA, C.D;
DRUKARCH, B.; VRIES, H. E. Therapeutic potential and biological role of
endogenous antioxidant enzymes in multiple sclerosis pathology. Brain Research
Review, v.56, p.322-330, 2007.

SCHWAB, J.M.; SERHAN, C.N. Lipoxins and new lipid mediators in the resolution
of inflammation. Current Opinion in Pharmacology, v.6, p.414-420, 2006.

SCHWARZ, S.; LEWELING, H. Multiple sclerosis and nutrition. Multiple
Sclerosis, v.11, p.24-32, 2005.

SELLNER, J.; GREEVE, I.; FINDLING, O.; GRANDGIRARD, D.; LEIB, S.L.;
MATTLE, H.P. Atorvastatin does not alter serum levels of sCD95 and sCD95L in
multiple sclerosis. Clinical & Experimental Immunology, v.152, p. 280-284,
2008.

SELLNER, J.; GREEVE, I.; FINDLING, O.; KAMM, C. P.; MINTEN, C.;
ENGELHARDT, B.; GRANDGIRARD, D.; LEIB, S.L.; MATTLE, H.P. Effect of
interferon-B and atorvastatin on Th1/Th2 cytokines in multiple sclerosis.
Neurochemistry International, v.53, p.17-21, 2008c.

SENA, A.; SARLIEVE, L.L.; REBEL, G. Brain myelin of genetically obese mice.
Journal of Neurological Science, v.68, p.233-243, 1985.

SHUKLA, V.K.S.; JENSEN, G.E.; CLAUSEN, J. Erytrhocyte glutathione
peroxidase deficiency in multiple sclerosis. Acta Neurologica Scandinavica, v.
56, p. 542-550, 1977.

SINENSKY, M. Homeoviscous adaptation. A homeostatic process that regulates
the viscosity of membrane lipids in Escherichia coli. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v.71, p.522-525, 1974.

SWANK, R.L.; LERSTAD, O.; STROM, A.; BACKER, J. Multiple sclerosis in rural
Norway its geographic and occupational incidence in relation to nutrition. The New
England Journal of Medicine, v.246, p. 722-728, 1952.

SWIFT, L.L.; ATKINSON, J.B.; PERKINS, K.C.; DALTON, L.R.; LEQUIRE, V.S.
Electron paramagnetic resonance and saturation transfer. Electron paramagnetic
resonance studies on erythrocytes from goats with and without heritable myotonia.
Journal of Membrane Biology, v. 52, p. 165-172, p. 1980.



56

van DOORMAAL, J.J.; BOS, W.J.; MUSKIET, F.A.; DOORENBOS, H. Simvastatin
influence linoleic acid metabolism. Pharmaceutisch Weekblad Scientific
Edition, v.11, p.134-135, 1989.

van GINKEL, G.; SEVANIAN, A. Lipid peroxidation induced membrane structural
alterations. Methods Enzymology, v. 233, p. 273-88, 1994.

VAUGHAN, C.J.; MURPHY, M.B.; BUCKLEY, B.M. Statins do more than just
lower cholesterol. Lancet, v. 348, p. 1079-1082, 1996.

VLADIMIROVA O., LU F. M., SHAWVER L.; KALMAN B., The activation of protein
kinase C induces higher production of reactive oxygen species by mononuclear
cells in patients with multiple sclerosis than in controls. Inflammation Research,
v.48, p.412-416, 1999.

WHITE, C.L.; PISTELL, P.J.; PURPERA, M.N.; GUPTA, S.; FERNANDEZ-KIM, S.;
HISE, T.L.; KELLER, J.N.; INGRAM D.K.; MORRISON, C.D., BRUCE-KELLER
A.J. Effects of high fat diet on Morris maze performance, oxidative stress, and
inflammation in rats: Contributions of maternal diet. Neurobiology of Disease,
v.35, p.3-13, 2009.



