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ImplicacOes do estresse oxidativo sobre o metabolismo eritrocitario

de pessoas com Sindrome de Down
Implications of the oxidative stress on the erythrocyte metabolism of
Down Syndrome individuals

Portadores da Sindrome de Down est&o sob estresse oxidativo endégeno
e cronico que pode ser resultado do excesso de atividade da SOD-1.
Este trabalho descreve alguns indicadores e adaptacdes das defesas
frente aos danos oxidativos. Observamos gque, nas pessoas com
Sindrome de Down, a presenga de estresse oxidativo (aumento de
48% na atividade da SOD-1) induziu varias adaptac¢des no metabolis-
mo eritrocitario, sendo que a reducé@o da meta-hemoglobina, via au-
mento da atividade da meta-hemoglobina redutase (29%), garantiria
a eficiéncia do transporte de oxigénio, enquanto o aumento da GSH
(61%) propiciaria a integridade funcional do eritrécito. A diminui-
¢ao dos valores de concentracdo de hemoglobina e hematdcrito, pos-
sivelmente, resulta do aumento de atividade da enzima Glicose-6-
fosfato desidrogenase e reducdo da meia-vida eritrocitica. Os efeitos
destas adaptagdes sob a oxigenac&o do sangue merecem maiores in-
vestigagoes. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(4):231-237.
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Introducéo

A Sindrome de Down é uma doenca cromos-
sOmica que consiste na presenca e expressio de
trés copias de genes localizados no cromossomo
21. Presume-se que o fenotipo nesta trissomia seja
resultante da expressio de certos genes encontra-
dos no cromossomo 21,' principalmente como con-
sequéncia da duplicacio da regiao 21q22,*> onde

se localiza o gene que codifica a superoxido dis-
mutase-1(SOD-1).*>? A cépia extra do gene da
superoxido dismutase-1 (SOD-1) confere aos por-
tadores da Sindrome de Down uma atividade da
enzima aumentada em 50% em diferentes tipos de
células — eritrocitos, leucdcitos, plaquetas e fibro-
blastos.*1*> Isto proporcionaria um quadro de
agressao endégena constante, dada a aceleracio
da reacio de formacio de peréxido de hidrogénio
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(H,0,) e pelo desequilibrio entre a atividade da
SOD-1* e glutationa peroxidase (GSH-Px),'® com a
consequente oxidacio dos grupos sulfidricos e a
peroxidacio dos lipidios insaturados causando
dano celular.”” Estes pacientes trissomicos possu-
em algumas caracteristicas como envelhecimento
precoce, dano cerebral e modificacdes bioquimi-
cas que sao secunddrias ao dano oxidativo dentro
da célula, o que poderia ser conseqiiéncia desse
desequilibrio genético-bioquimico.

Um indicador sensivel na avaliacao do nivel
de estresse oxidativo sao os globulos vermelhos,
que, durante seu ciclo vital, entram em contato com
as mais diversas estruturas organicas. Apesar de
apresentarem um metabolismo minimo, este € fisi-
ologicamente significativo, sendo responsavel pela
manutenciao da estrutura da membrana e da
hemoglobina, da forma do eritrocito e da defesa
contra o dano oxidativo. Sua funcao como trans-
portador de gases os torna particularmente suscep-
tiveis a oxidacao pelo O, e radicais livres e, assim,
diversos parametros da integridade e funcionali-
dade das células vermelhas sao negativamente afe-
tados pelo aumento do estresse oxidativo.®?! Deste
modo, os eritrécitos se apresentam como marca-
dores biologicos das agressoes toxicas e oxidantes
em diferentes 6rgaos e sistemas.

Frente as repercussoes fisiologicas da pre-
sen¢a do estresse oxidativo endégeno e cronico,
avaliamos suas implicacdes sobre os indices hema-
tologicos, concentragio de meta-hemoglobina e
defesas antioxidantes eritrocitdrias em individuos
com Sindrome de Down.

Casuistica e Métodos

No presente estudo foram analisados 24 amos-
tras de sangue pertencentes a individuos (6,4 +
1,3 anos) do sexo masculino, 12 portadores da
Sindrome de Down da APAE — Associacio dos Pais
e Amigos dos Excepcionais de Marilia e 12 indivi-
duos controle. Todos tiveram autorizacao de seus
responsaveis, que foram previamente esclarecidos
sobre a pesquisa. O presente estudo foi realizado
de acordo com a declaracao de Helsinki (1989) e
foi aprovado pelo Comité de Etica da APAE de
Marilia — SP.

As amostras de sangue foram obtidas por
puncio venosa e colocadas em tubos de ensaios,
um contendo anticoagulante EDTA em solugdo
aquosa a 5% (1 gota/ml de sangue) para a utiliza-
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¢do de sangue total e plasma e outro sem anti-
coagulante para a obtencio de soro.

A enzima SOD-1 foi determinada, segundo
Beutler,”? com uma substincia denominada piro-
galol, que se auto-oxida rapidamente em solucao
aquosa, produzindo uma coloracao amarelada cuja
intensidade de cor pode ser determinada em 420
nm. Este processo é dependente da presenca de
anions superéxidos. A SOD-1 inibe a auto-oxida-
cao do pirogalol porque catalisa a quebra do anion
superoxido. Esta inibicao pode, entido, ser
monitorada em 420 nm. A quantidade de enzima
capaz de promover 50% de inibi¢ao é definida como
sendo uma unidade de enzima ativa.

Para a determinac¢ao da atividade da meta-
hemoglobina redutase, o método* baseia-se na
reducao da meta-hemoglobina pelo citocromo b,
sendo que este ¢ mantido no seu estado reduzido
por acao de um elétron derivado da NADH atra-
vés da aciao enzimatica da NADH meta-hemo-
globina redutase. Neste teste, o substrato utiliza-
do para receber os elétrons foi o ferricianeto de
potassio e a reacio monitorada em 340 nm.

A meta-hemoglobina foi determinada, segun-
do Naoum,”? em 630 nm, e a glutationa reduzida
(GSH), segundo Beutler,”? em 412 nm. As determi-
na¢oes hematolégicas: hemoglobina (Hb), hema-
tocrito (Hct), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e volume corpuscular médio (VCM) foram
determinadas através de um Contador Coulter Au-
tomatico.

Para cada uma das variaveis, foram calcula-
das a média e o desvio padrio. A significincia es-
tatistica (p <0,05) das diferencas encontradas foi
avaliada pelo teste-t de Student. A relacio entre
variaveis foi determinada pela andlise de correla-
cio de Pearson.

Resultados

Os valores médios da SOD-1 foram de
2.191,30 U/g de Hb para o grupo controle e 3.245,20
U/g de Hb para o grupo Sindrome de Down. O
teste estatistico mostrou que, no nivel de signi-
ficancia de 5%, os valores da atividade no grupo
Sindrome de Down sio, significativamente, dife-
rentes do grupo controle (P<0,0001), revelando au-
mento de, aproximadamente, 48% quando com-
paradas as médias dos dois grupos (Figura 1).

Em relagcido a enzima meta-hemoglobina redu-
tase, os valores da atividade foram significativa-
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Fig. 1 — Atividade enzimatica da superdxido dismutase
n = 12 para controle e Sindrome de Down
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Fig. 2 — Atividade enzimética da meta-hemoglobina redutase
n =12 para controle e Sindrome de Down
** < 0,001 em relacéo ao grupo controle. Teste t de Student

mente aumentados no grupo Sindrome de Down
(24.96 U/g de Hb) em relac¢io ao grupo controle
(19,28 U/g de Hb). O teste estatistico (P<0,001)
revelou o aumento de, aproximadamente, 29% no
grupo Sindrome de Down (Figura 2).

O teste de correlacao linear demonstrou que,
em nivel de significancia de 5%, existiu correlacio
positiva (controle : r=0,59 e Sindrome de Down:
r=0,72) entre os niveis da atividade enzimatica da
SOD-1 e da meta-hemoglobina redutase, em am-
bos os grupos. O coeficiente de determinagio (r?)
foi de 35% no grupo controle e 52% no grupo
Sindrome de Down.

Para a GSH, os valores obtidos para o grupo
controle (5,923 pmoles/g Hb + 0,94) mantiveram-
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se dentro do intervalo de referéncia (6.57 pmoles/
g Hb + 1.04; média + SD). No grupo Sindrome de
Down, o teste estatistico mostrou que, no nivel de
significincia de 5%, os valores obtidos (9,69
pMmoles/g Hb + 1,85) sio, significativamente, dife-
rentes do grupo controle (P<0.001), revelando o
aumento de, aproximadamente, 61% quando com-
paradas as médias dos dois grupos.

Os valores de meta-hemoglobina foram de
0,736% (+ 0,28) para o grupo controle e 2,027% (+
0,56) para o grupo Sindrome de Down. O teste
estatistico, no nivel de significancia de 5%, reve-
lou que os valores sio estatisticamente diferentes
(P<0.00D).

As determinagoes hematolégicas mostraram-
se significativamente diferentes para concentracao
de Hb e Hct com P<0.001 (Tabela 1).

Discussao

Os eritrocitos sao células altamente espe-
cializadas para a funcao de transporte de O,. Essa
atividade s6 pode ocorrer em decorréncia da pre-
senca do seu sistema enzimatico herdado durante
o periodo eritroblastico, que mantém-se ativo du-
rante o tempo em que eles permanecem na circu-
lacao sangiliinea. A importancia do sistema oxir-
redutor eritrocitario reside no fato de que, tanto a
glutationa no seu estado reduzido, quanto o ferro
no estado Fe*™, sao fatores determinantes na ma-
nutencdo da integridade funcional do eritrécito,
incluindo sua capacidade de deformabilidade e de
ligacao reversivel do O,. Deste modo, os proces-
sos oxidativos estao intimamente relacionados ao
metabolismo das células vermelhas incluindo a via
glicolitica, via das pentoses fosfato, metabolismo
da glutationa, metabolismo do NAD e NADP e ati-
vidades das enzimas SOD-1 e meta-hemoglobina
redutase.

Diversos agentes quimicos, incluindo os
peroxidos, podem oxidar o Fe** na hemoglobina
para Fe***| produzindo a meta-hemoglobina, que
nao possui mais capacidade de ligar-se ao O,, e
ion superoxido.

Fisiologicamente, em individuos normais, a
producio de meta-hemoglobina é constante. Po-
rém, as enzimas de reconversio do processo atu-
am no sentido de manter valores fisiolégicos de,
aproximadamente, 1,7%, o que nio compromete-
ra o funcionamento do sistema carreador de O, do
sangue. Deste modo, a quantidade de meta-hemo-
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Tabela 1
Valores dos indices hematoldgicos nos grupos
controle e Sindrome de Down
(média * desvio padrao)

Controle Sindrome de
Down
Hemoglobina (g%) 13,95 + 1,07 12,66 + 0,79 *
Hematdcrito (%) 42,30 + 3,27 38,39+244*
HCM (pug) 29,79 £ 0,14 29,75 £ 0,11
VCM () 90,29 + 0,43 90,19 £ 0,32

*p< 0,001, teste t-Student

globina circulante em individuos saudaveis resul-
ta do equilibrio entre sua producio e reducio.

O processo de reducao da meta-hemoglobina
em células vermelhas normais é conseguido, pri-
mariamente, por um sistema ligado a NADH,* onde
a meta-hemoglobina redutase utiliza NADH gera-
do na reacao da gliceraldeido-3-fosfato-desidro-
genase para reduzir o ferro da hemoglobina de
forma trivalente para a bivalente.

No caso de individuos com Sindrome de
Down, sujeitos ao estresse oxidativo endégeno
cronico, os efeitos sobre a integridade estrutural
e funcional da hemoglobina seriam muito mais
acentuados. No entanto, observamos aumento da
atividade da meta-hemoglobina redutase, o que
corrobora os dados de Pantelakis et al® para
Sindrome de Down e o encontrado em outros
modelos de estresse oxidativo.?*#* Este aumen-
to seria compensacao metabdlica secundiria ao
aumento da concentracao de meta-hemoglobina,
consequiente ao aumento de radicais livres, como
evidenciado pela correlacio positiva estabelecida
entre as atividades da SOD-1 e meta-hemoglobina
redutase.

Schraufstatter et al® e Hyslop et al*® descreve-
ram o efeito dos oxidantes, principalmente o H,0,
(que em Sindrome de Down esta aumentado), ini-
bindo a via glicolitica, principalmente, na reacao
da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (G3
PDH). Esta inibicao foi acompanhada por eleva-
¢ao dos intermediarios metabdlicos, gliceraldeido-
3-fosfato e diidroxiacetona-fosfato em aproxima-
damente 1/6, e diminuicio das concentracoes de
lactato na mesma proporc¢ao. Conseqliente a isto,
ocorreu uma diminui¢ao nos niveis de NADH. Pas-
tor et al*® observaram aumento da atividade da
GSH-Px (8,3%) e da catalase (24,3%) em eritrocitos
de pessoas com Sindrome de Down, evidencian-
do indugao, por excesso de H,O,, provavelmente
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devido a resposta adaptativa ao estresse oxidativo.
Assim, a inibicao da gliceraldeido-3-fosfato desi-
drogenase seria minimizada, de forma a garantir
um suprimento adequado de NADH para a ativi-
dade da meta-hemoglobina redutase.

Isto pode estar refletido nos valores de meta-
hemoglobina observados que, embora aumenta-
dos em relacio ao grupo controle, encontram-se
dentro do intervalo de referéncia de normalidade.
Este fato indica que a resposta de defesa ¢ efetiva
em ajustar o sistema ao nivel normal de home-
ostase redox, numa tentativa de prevenir o aumento
da formacio de meta-hemoglobina que poderia
levar a formacao de corpos de Heinz e hemdolise.

Abstract

Down’s Syndrome carriers are under endogenous and
chronic oxidative stress that can result from an
excessive SOD-1enzyme activity. This work describes
some indicators and adaptations of the defense system
faced with oxidative damage. We observed that, in
Down'’s Syndrome individuals, the presence of oxidative
stress (with an increase of 48% in the SOD-1 activity)
induced several adaptations of the erythrocyte
metabolism, with a reduction of methemoglobin,
through an increase of methemoglobin reductase
activity (29%) which guaranteed the efficiency of
oxygen transportation. The increase of GSH (61%)
would propitiate the maintenance of the integrity of
the membrane, essential to the functional integrity of
erythrocytes. The decrease in the hemoglobin and
hematocrit concentrations, possibly, results from the
increase in the activity of the glucose-6-phosphate
dehydrogenase enzyme, and a reduction in the half-
life of erythrocytes. The effects of these adaptations on
blood oxygenation require further investigations. Rev.
bras. hematol. hemoter. 2003;25(4):231-237.

Key words: Down’s Syndrome; oxidative stress; GSH;
SOD-1; erythrocyte.
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