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RESUMO

A irradiagdo de hemoconcentrados ¢ empregado em bancos de sangue para evitar a
doenga enxerto-verus-hospedeiro associada com transfusdo sanguinea. Como a irradiagdo
pode causar danos de membranas e proteinas de membranas pela geragdo de espécies
reativas de oxigénio, nds investigamos se a permeabilidade de membrana, a Na,K-ATPase
e a Ca-ATPase de membrana plasmatica de eritrocitos sio alterados pela irradiagio
gamma. Sangue total foi coletado de doadores saudaveis e fracionado em até 90%. Apos
24h de coleta, os concentrados de hemacias foram irradiados em 25 Gy de radiagdo gamma.
Nos dias 1, 7, 14 e 28 pods-irradiagdo, as fragdes foram removidas e centrifugadas. A
atividade da Na,K-ATPase e Ca"-ATPase de membranas de fantasmas de eritrocitos foram
acessados pela hidrolise de gamma-’P-ATP. A NaK-ATPase ndo foi afetada
imediatamente apos a irradiagdo, mas foi inibida em 40% no dia 14 até o dia 28. O
tratamento longo com ouabaina ndo afetou o conteido de Na* e K'. A Ca™-ATPase
permaneceu inalterada pela irradiagio. A taxa e a captagio maxima de *Ca’ de vesiculas
re-seladas invertidas foram reduzidas, e a liberacio passiva de **Ca* foi aumentada. Além
disso, o dano da membrana foi acessado pela dosagem de liberagdo de TBARS nos
eritrocitos irradiados, com nenhuma modificagdo no conteudo lipidico total da membrana
celular. A adi¢do de uma substancia antioxidante, como a vitamina C, provocou um efeito
preventivo na atividade da Na,K-ATPase. Portanto, a irradiacdo de concentrados de
hemacias aumentou a permeabilidade da membrana para cations monovalentes e divalentes
e poderia mudar a homeostasia i0nica e funcao celular. Nos recomendados o uso de sangue

irradiado em um periodo menos que 14 dias apds irradiacao.
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ABSTRACT

Irradiation of blood derivatives is employed in blood banks to avoid transfusion-
associated graft-vs-host disease. As irradiation can damage membranes and membrane
proteins by generation of reactive oxygen species, we investigated whether the membrane
permeability, Na,K-ATPase, and Ca"*-ATPase from red blood cell plasma membranes were
altered by gamma-irradiation. Whole blood was collected from healthy donors and
concentrated to 90% cell fraction. Within 24 h of collection, blood concentrates were
irradiated with 25 Gy of gamma-radiation. At days 1, 7, 14, and 28 post-irradiation,
fractions were removed and centrifuged. Na,K-ATPase and Ca">-ATPase activities from
ghost membranes were assessed by gamma-"“P-ATP hydrolysis. The Na,K-ATPase was not
immediately affected by irradiation, but it was inhibited by 40% by day 14 and until day 28.
Long-term ouabain treatment not affected the Na” and K™ content. The Ca™>-ATPase was
unaltered by irradiation. The rate and the maximal **Ca™* uptake from re-sealed inside-out
vesicles were reduced, and the passive efflux of $Ca™ was increased. Futhermore,
membrane damage was assesed by TBARS release measurements in irradiated RBCs,
without any modification in total lipidic content in cell membranes. The addition of an
antioxidant substance, as vitamin C, provoke a preventive effect on Na,K-ATPase activity.
Thus, irradiation of blood concentrates increased the plasma membrane permeability to
monovalent and divalent cations and would change ion homeostasis and cell function. We
recommend the use of irradiated blood within a period shorter than 14 days after

irradiation.
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1 - INTRODUCAO-



1.1-  Historia da Hemoterapia

Experimentos com transfusdo sanguinea aconteceream em etapas, inicialmente
envolvendo transfusdes de um animal para outro e depois de animais para humanos. A
primeira evidéncia escrita de experimentos com transfusdes sanguineas sao de Oxford em
1666, onde o clima intelectual foi particularmente favoravel para tais experimentos
fisiologicos (Giangrande, 2000).

E surpreendente que a transfusdo sanguinea foi iniciada com um sucesso consideravel
sem haver nenhum conhecimento sobre os grupos sanguineos. Diferenca de
compatibilidade sanguinea entre as espécies foi reconhecida antes das diferengas em uma
mesma espécie. Karl Landsteiner (1826-1943) realizava experimentos para verificar se
havia diferencas sanguineas individuais em humanos. Ele publicou seus resultados em
1901, no qual ele descrevia as reagdes entre as hemacias e o soro de 22 individuos
(Landsteiner, 1961). Ele observou que a adi¢ao de soro de alguns individuos poderia causar
aglutinacdo de hemadcias de outros e percebeu que este fendmeno tinha uma base
imunologica. Ele identificou trés grupos sanguineos, que ele denominou A, B e C. O soro
de sujeitos do grupo C aglutinavam as células dos outros grupos A e B. Decastello e Stiirli,
dois dos pupilos de Landsteiner em Viena, confirmaram seus achados em um grande estudo
com 155 individuos e também identificaram 4 individuos (2,5%) que ndo aglutinavam com
seu soro mas na qual suas hemacias eram aglutinadas pelo soro de individuos com todos os
trés grupos previamente identificados (grupo AB). A importancia do trabalho de
Landsteiner, que foi escrito na Alemanha e publicado em uma revista austriaca, nao foi
reconhecido imediatamente e a tipagem sanguinea ndo se tornou parte da pratica universal

até 1920s (Giangrande, 2000).



Um quarto de século se passou até outro grupo sangineo ser descoberto. Em 1939,
foi publicado um relato de caso de caso de uma hemolise pos-tranfusdo de uma mulher com
grupo sanguineo O que recebeu sangue de seu marido que possuia 0 mesmo grupo
sanguineo (Levine & Stetson, 1939). Este foi o primeiro relato de caso do anticorpo
Rhesus. O nome foi derivado a partir de experimentos envolvendo a imunizagao de coelhos
e porcos com sangue de macoco Rhesus (landsteiner & Wiener, 1940). O anticorpo obtido
nestes animais era capaz de aglutinar os eritrocitos de 85% dos humanos testados, que
foram classificados como “Rhesus positivo™.

A coagulagdo rapida e inveitavel do sangue impo6s um limite natural para a quantidade
de sangue fresco que poderia ser transfudida no passado. A utilizagdo de sangue
desfibrinizado e adi¢do de fosfato foram testadas para encontrar uma alternativa para
transfusdes, especialmente de grande volume. A utilizagdo de citrato de so6dio como
anticoagulante ¢ creditada a Richard Lewinsohn. O citrato de s6dio a 1% ja era utilizado
como anticoagulante em laboratério de andlises clinicas, mas em altas concentragdes era
toxico para humanos, mas Lewinsohn descrevia: “Ninguém nunca pensou em realizar
experimentos com dosagens menores para ver se ¢ suficiente como anticoagulante”. Em
1915, ele publicou os resultados de 4 anos de experimentos mostrando que a soluciao de
citrato de sodio a 0,2% era efetiva como anticoagulante para o sangue, € a0 mesmo tempo
ndo possuir efeitos toxicos mesmo quando mais de 2500 mL de sangue com citrato era
transfundido (Lewinsohn, 1915). Solugdo de acido-citrato-dextrose (ACD) foi adotada na
Inglaterra como anticoagulante em sangue de doadores apds que uma revisao clinica
demonstrou conclusivamente aumento da sobrevivéncia das hemacias durante o estoque

sem ocorrer disturbios no balango 4cido-base no recipiente (Loutit & Molison, 1943). A



solugdo de citrato-fosfato-dextrose (CPD) foi adotada subseqiiente como anticoagulante

apos estudos clinicos com sangue estocado em até 28 dias (Gibson e cols, 1961).

1.2- Doenca enxerto-versus-hospedeiro associada a transfusao (TA-GVHD)

A doenca enxerto-versus-hospedeiro associada a transfusdo (TA-GVHD) ¢ uma
complicagdo da transfusdo sanguinea ndo muito comum, apesar do alto risco de fatalidade,
na maioria dos casos. A doenga enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) foi descrita,
primeiramente, em animais como resultado de injegdes de células imunologicamente
competentes em um hospedeiro que, por razdes desconhecidas, ndo sdo habeis a rejeita-las
(Billingham, 1966). Em 1959, esta doenga foi descrita em humanos apds transplantes de
medula 6ssea (TMO) alogénicos (Mathé e cols, 1959). Desde entdo, GVHD se tornou uma
complicagdo de TMO bem conhecida, com apresentacdo clinica de febre, rush cutaneo,
disfuncdo hepatica e/ou diarréia. Por volta de 1970 e 1980 a TA-GVHD foi definida como
uma doenca propriamente dita, primeiro em pacientes imunocomprometidos e depois em
pacientes imunocompetentes. Apesar de haver muitas similaridades entre a GVHD
secundaria ao TMO e transfusdao, TA-GVHD ¢ associada a aplasia de medula e, portanto,
cursa com evolucao mais rapida e fulminante, geralmente resultando em morte do paciente.

A verdadeira incidéncia desta doenca ¢ desconhecida e o seu diagnodstico facilmente
confundido por ter outras condigdes, como infecgdes virais ou reagdes a drogas, com
aspectos clinicos similares. E desejavel que o profissional envolvido na busca do
diagnostico tenha a capacidade técnica capaz de suspeitar e associar a clinica do paciente a

uma transfusado recente.



1.2.1- Mecanismos da GVHD e TA-GVHD

Billingham (1966) definiu os trés principais requisitos para o desenvolvimento da
GVHD:

1. O enxerto deve conter células imunologicamente competentes;

2. O hospedeiro deve possuir quantidade suficiente de aloantigenos, de forma que aparente
ser estranho para o enxerto e ser capaz de estimula-lo antigenicamente.

3. O hospedeiro deve ser incapaz de desenvolver uma reagdo imunologica efetiva contra o
enxerto, pelo menos por tempo suficiente para a manifestacdo da capacidade imunolédgica
deste.

Em transfusdes de rotina, os dois primeiros requisitos estdo geralmente presentes; a
maior variavel ¢ o estado imunolégico do receptor. Os antigenos leucocitarios humanos
(HLA) combinados entre doador e o receptor sdo geralmente incompativeis porque ndo sao
feito testes para combinar com os antigenos do complexo de histocompatibilidade (MHC).
Todos os produtos celulares sanguineos contém células T maduras - células
imunocompetentes que provocam a resposta da GVHD. As células dos doadores sdo
rejeitadas se o receptor ndo for imunossuprimido. Entretanto, na presengca de uma
imunodeficiéncia congénita ou secunddria a quimioterapia e/ou radioterapia, o receptor nao
consegue rejeitar as células T do doador, que ao proliferar resultam em reagdo GVHD e
clinica de TA-GVHD (Holme, 2005).

TA-GVHD pode se desenvolver em individuos imunocompetentes se o ultimo
requisito - o receptor ¢ “incapaz de provocar uma reacao imunologica efetiva contra o
enxerto” - ndo for alcancado. Isto ocorre quando o doador e receptor compartilham HLAs

ou halotipos. O receptor desconhece as células transfundidas do doador como estranhas e



ndo consegue rejeita-las. As células T viaveis transfundidas sdo capazes de provocar uma
resposta GVHD; elas reagem contra o segundo hapldtipo ou HLAs que ndo sdo
compartilhados, com um resultado clinico de TA-GVHD.

O desenvolvimento da GVHD aguda pos TMO pode ser dividida em trés fases:

1 - Regime de condicionamento - dano tecidual e ativagdo do tecido do hospedeiro que
resulta na produgao de citocinas inflamatorias;

2 - Fase aferente - ativacao das células T;

3 - Fase eferente - liberacdo de citocinas inflamatorias.

A fase aferente consiste em trés etapas: apresentacdo de antigenos resultando na
ativacdo das células T, proliferacdo e diferenciagdo das células T ativadas em células que
sdo citoliticas ou que secretam citocinas.

A fase eferente parece ser mediada primariamente por citocinas que atacam
diretamente o tecido do hospedeiro ou recrutam células hematopoiéticas como as natural
killer (NK), macrofagos ou células T, resultando em morte celular e destruicdo do tecidual
do hospedeiro (Ferrara & Deeg, 1991; Ferrara & Antin, 1999).

O mecanismo da TA-GVHD aparenta ser o mesmo. Nishimura e cols (1997)
caracterizaram clones de células T de pacientes que desenvolveram TA-GVHD pds-
operatdria em transfusdo de hemacias estocadas e plaquetas frescas de seu filho e filha. O
diagnostico de TA-GVHD foi confirmado pela analise de polimorfismo de DNA
microsatélite e por tipagem HLA. O filho foi confirmado como o doador responsavel. O
gendtipo HLA do paciente era: A“2402, B'4002, B'52011, DRB1°1502 ¢ DRB1°0901
(sorologicamente A24, B61, B52, DR15 e DR9). O filho foi tipado sorologicamente como

A24, B38, B61 ¢ DR9. O HLA B52 e DR15 foram os dois antigenos paternais nao



compartilhados com o do filho. Os autores estabeleceram nove clones de células T de
leucdcitos do sangue periférico do paciente no qual, através de analise de microsatélite,
foram demonstradas ser originarias do filho. Trés tipos de clones de células T foram
identificados: tipo I era CD8" e lisavam as células do paciente HLA B52-positivas; clones
tipo II expressavam CD4, proliferavam em resposta e lisavam células expressando DR15;
tipo 111, um clone CD4 " ndo-citotdxico, que produzia e secretava fator de necrose tumoral 3
apos estimulagdo por antigenos. Dois dos clones, o CD8" ¢ o CD4", eram citolitico,
enquanto o terceiro, um clone CD4", secretava linfocinas citotoxica (Nishimura e cols,
1997). Estes estudos ajudaram a confirmar que as fases de desenvolvimento da GVHD apos

transfusdo sao similares aquelas vistas em GVHD pos TMO.

1.2.2- Grupos de riscos para TA-GVHD
Existem muitos relatos de casos e revisdes descrevendo a doenga em ambos pacientes:
imunocomprometidos ¢ imunocompetentes (Anderson & Weinstein, 1990; Greenbaum,

1991; Ohto & Anderson, 1996a,b; Strauss, 2000).

1.2.2.1- TA-GVHD em pacientes imunocomprometidos
1. Sindromes de imunodeficiéncia congénitas: Estas criangas tém elevada chance de
desenvolver a doenga pela possibilidade de receberem transfusdo antes do diagnostico da
imunodeficiéncia ser feito. TA-GVHD tem sido reportada ndo em criangas apenas com
sindrome de imunodeficiéncia congénita, como revisado por Strauss (2000), mas também

em algumas sindromes de imunodeficiéncia varidveis como Sindrome de Wiskott-Aldrich



(Douglas & Fudernberg, 1969) e deficiéncia da purina nucleosideo fosforilase (Strobel e
cols, 1989).

2. Fetos e recém-nascidos: Neonatos tém um sistema imune imaturo, entretanto, o
grau de risco para TA-GVHD que isto representa mantém-se controverso. Bebés pré-termo
possuem um sistema imune mais imaturo que os nascidos a termo. Sua imaturidade ¢
futuramente comprometida por outros fatores como transfusdes, cirurgias e estado
nutricional. Este grupo de pacientes de alto risco, geralmente, recebem transfusdes dos
membros da familia, do tipo doagdes diretas. TA-GVHD nesta populacdo de pacientes ¢
geralmente associada a doagdes diretas (Ohto & Anderson, 1996a; Strauss, 2000).

- TransfusOes intrauterina representam um grande volume de sangue fresco
transfundido para um hospedeiro relativamente imaturo. Apesar de pouco freqiiente, TA-
GVHD j4 foi descrita apos transfusdes intrauterinas em recém-nascidos com eritroblastose
fetal (Naiman e cols, 1969; Hentschel e cols, 1995).

- Apesar de infantes pré-termo serem freqiientemente transfundidos, apenas sete casos
de TA-GVHD (trés no Japdo) foram descritos em infantes pré-termo que receberam
transfusdes de doadores de sangue randomicos (Seemayer & Bolande, 1980; Wise &
Lawrence, 1990; Ohto & Anderson, 1996a; Strauss, 2000). Todos os outros casos
ocorreram apods transfusdes de membros da familia (Berger & Dixon, 1989; Ohto &
Anderson, 1996a). O risco de TA-GVHD ¢ muito pequeno em infantes pré-termo que sao
transfundidos de doadores randomicos.

- Infantes a termo ndo aparentam risco de TA-GVHD aumentado através de
transfusdes de doadores randomicos, apesar de parecerem mais suscetiveis a esta

complicagdo.



3. Pacientes com doencas hematologicas: A maioria dos casos de TA-GVHD foram
descritas em pacientes com doengas hematoldgicas (Kessinger e cols, 1987). Pacientes com
doenca de Hodgkin, associada a imunodeficiéncia, sdo os que possuem maiores riscos de
desenvolver a doenga (Dinsmore e cols, 1980; von Fliedner e cols, 1982; Burns e cols,
1984; Decoste e cols, 1990). Pacientes com outras doengas, como as leucemias agudas,
tratados com quimioterapia intensiva foram relatadas como tendo desenvolvimento de TA-
GVHD (Lowenthal e cols, 1981; Nikoskelainen e cols, 1983). Em parte, o risco pode ser
maior nestes pacientes pela necessidade de suporte intensivo em transfusdes de plaquetas.
Pacientes com linfoma ndo-Hodgkin parecem ter um risco menor, mas casos de TA-GVHD
foram descritos (Saab e cols, 1983; Mutasim e cols, 1984; Gelly e cols 2000). A TA-
GVHD tem sido descrita mais recentemente em pacientes com leucemia linfocitica cronica
tratados com analogos de purinas altamente imunossupresivos (Maung e cols, 1994;
Williamson e cols, 1996).

4. Pacientes com tumores solidos: A TA-GVHD foi descrita em pacientes com
tumores solidos, incluindo neuroblastomas (Woods & Lubin, 1981), rabdomiossarcoma
(Labotka & Radvany, 1985), cancer de bexiga (Saito e cols, 1983) e cancer de pulmao
(Spector, 1995) entre outros. A terapia para pacientes com tumores solidos foi modificada
com doses maiores, mais imunossupressoras ¢ mieloblativas. Estes pacientes necessitam de
mais transfusdes e portanto apresentam um alto risco de desenvolver TA-GVHD.

5. Pacientes submetidos ao TMO: Para o TMO autologo, a irradiagdo de
hemocomponentes ndo tem sido rotina em muitos centros. Portanto, a TA-GVHD tem sido

descrita (Postmus e cols, 19888).
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6. Pacientes apo6s transplante de 6rgaos solidos: A TA-GVHD ¢é uma complicagao rara
em pacientes transplantados, mesmos naqueles altamente imunossuprimidos e com
multiplas transfusdes. Nesta popula¢do de pacientes, GVHD ¢ geralmente causada pela
proliferacdo de linfocitos do 6rgado transplantado e nao resultado da transfusdo (Triulzi &
Nalesnik, 2001). Entretanto, TA-GVHD foi descrita ap6s transplante de coracdao (Sola e
cols, 1995) e figado (Wisecarver e cols, 1994). A origem dos linfocitos do doador do 6rgao
ou do doador do sangue, determina a diferenciagdo entre os dois tipos de GVHD.

7. Pacientes com sindrome da imuno deficiéncia adquirida (AIDS): AIDS nao ¢
considerada um fator de risco para o desenvolvimento de TA-GVHD (Mayer, 1990;
Anderson e cols, 1991). Existe apenas um relato de caso de uma crianga com AIDS que
desenvolveu TA-GVHD, na qual foi recuperada (Klein e cols, 1996). A razao para isto ¢
provavelmente multifatorial:

- O diagnostico de TA-GVHD ¢ facilmente perdido, especialmente para pacientes que
possuem sintomas similares, como rush, diarréia, disfungdo hepatica ou pancitopenia, que
sdo relacionadas com o curso da doencga e/ou tratamento;

- Muitos destes pacientes estdo recebendo sangue irradiado. A pratica da irradiagdo
nos Estados Unidos em 1991, revelou que 15,9% das instituicdes disponibilizam
hemocomponentes irradiados para pacientes com este diagnostico (Anderson e cols, 1991).
Esta pratica ¢ provavelmente mais comum hoje em dia.

- TA-GVHD pode nao se desenvolver porque os linfocitos do doador se tornam
infectados com o HIV; portanto sendo incapazes de desenvolver a resposta GVH.

Os grupos de riscos para o desenvolvimento da TA-GVHD est4 sumarizado na tabela
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Tabela 1. Fatores de risco para o desenvolvimento de TA-GVHD

Risco aumentado significativamente
Sindrome de imunodeficiéncia congénita
Transplante de medula 6ssea
Transfusdo de hemocomponentes
Transfusdes intrauterinas
Transfusdes de plaquetas HLA combinadas
Doenga de Hodgkin
Pacientes tratados com anologos de purinas

Risco aumentado minimamente
Leucemia aguda
Limfoma nao-Hodgkin
Tumores solidos tratados com quimioterapia intensiva ou radioterapia
Infantos pré-termo
Transplantados de 6rgaos so6lidos

Risco aumentado mas néao reportado
Recém-nascidos sadios

Pacientes com AIDS

1.2.2.2- TA-GVHD em pacientes imunocompetentes
O primeiro relato de caso de TA-GVHD em individuo imunocompetente foi no Japao

(Aoki e cols, 1984); o paciente desenvolveu febre, rush cutaneo, diarréia e pancitopenia
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apos cirurgia cardiaca e evoluiu a obito. Esta doenca foi reconhecida como a mesma
relatada décadas atras por Shimoda (1955), que foi chamada “eritroderma pos-operatoria”.
Era semelhante tanto clinica quanto patologicamente a GVHD,.

O eritroderma pds-operatorio foi confirmado, posteriormente, como TA-GVHD através
da demonstracdo de mudanca do fenotipo HLA do receptor para a do doador de sangue. A
mudancga foi deduzida nos primeiros dois casos determinando que o fenétipo HLA do
paciente ndo era consistente com a tipagem da familia (Sakakibara e cols, 1989). O relato
de Thaler e cols (1989) ajudaram a elucidar o mecanismo da TA-GVHD em receptores
imunocompetentes. Os autores descreveram dois casos de TA-GVHD fatal em individuos
imunocompetentes apoOs cirurgia cardiaca. Ambos os pacientes receberam sangue total
fresco e nao-irradiado de seus filhos. Em cada caso, um dos doadores era homozigoto HLA
e compartilhava um hapldtipo com o receptor que nao podia rejeitar as células homozigotas
HLA ndo reconhecidas como estranhas. Os linfocitos viaveis transfundidos do doador,
entretanto, reconheceram o hospedeiro como estranho, proliferando e induzindo uma
resposta enxerto-versus-hospedeiro.

A literatura cientifica ¢ ampla com relatos de TA-GVHD em pacientes
imunocompetentes, a maioria proveniente do Japdo ou em pacientes transfundidos de

membros da familia (Petz ¢ cols, 1993; Ohto & Anderson, 1996b).

1.2.3- Fatores de riscos para TA-GVHD
A incidéncia de TA-GVHD parece ser maior no Japdo. Ohto & Anderson (1996b)
revisaram alguns casos de TA-GVHD em pacientes imunocompetentes no Japao tentando

elucidar fatores que poderiam estar relacionados a doenca. Eles discutiram 122 casos
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detalhadamente e dividiram em trés diferentes grupos, de acordo com sua doenga: (1)
pacientes cirurgicos cardiovascular (56 pacientes), (2) pacientes com tumores solidos
tratados apenas cirurgicamente (39 pacientes), e (3) grupo de pacientes necessitando de
transfusdes com os seguintes diagndsticos: ulcera péptica, fraturas, colecistite e trauma (25
pacientes). Em todos os grupos a sindrome clinica, o tempo médio de aparecimento e
desfecho clinico foram semelhantes, com apenas dois sobreviventes, todos no grupo 3. Dos
30 pacientes nos quais a TA-GVHD foi confirmada por tipagem HLA, doadores e pacientes
compartilhavam pelo menos um haplotipo: 28 (93%) desses doadores eram homozigoto
HLA para o haplotipo compartilhado, com os haplotipos A24 B52 implicados em mais de
metade dos casos. A alta freqiiéncia (9,2%) para este haplotipo na populacdo japonesa pode
ser a chave para a alta incidéncia da TA-GVHD. O risco de receber uma doacao
homozigota na populagdo japonesa ¢ de 1 em 874, um risco que aumenta 8-30 vezes se for
usado um familiar como doador de sangue. Este risco ¢ comparado com 1 em 7174 para
individuos ndo pertencentes a familia e de 1 em 475 para familiares em primeiro grau nos
Estados Unidos (Ohto e cols, 1992). Além disso, a analise de risco para TA-GVHD devido
a haplotipos HLA homozigoto para transfusdes randomicas sdo de 1 em 17700-39000 em
brancos americanos, 1 em 6900-48500 em alemaes e 1 em 1160-7900 em japoneses. Com
doagdes direcionadas o risco aumenta 21 vezes para os americanos, 18 vezes para os
alemaes e 18 vezes para os japoneses (Wagner & Flegel, 1995). A homogeneidade genética
da populacdo japonesesa coloca-os significativamente em posi¢do de alto risco de
desenvolvimento de TA-GVHD.

Diferentes praticas de transfusdo podem estar envolvidas nos relatos do aumento da

prevaléncia da TA-GVHD no Japao comparadas a outros paises como os Estados Unidos.
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No Japao, o sangue fresco que pode ser “quente”, significa que nunca foi refrigerado, ou <
24h de colhido, assim como a doagdo direcionada, que ¢ comumente utilizada em
transfusdes de pacientes de cirurgias cardiacas. Isto contrasta com a pratica da América do
Norte no qual o sangue estocado €, normalmente, usado e doagdes direcionadas sdo
reportadas como < 2% para esta populagdo de pacientes (Goodnough e cols, 1990). Em sua
revisdo de casos japoneses, Ohto & Anderson (1996b) relataram que 62% dos pacientes
com TA-GVHD receberam sangue fresco, ou seja, < 72h de colhido. Petz e cols (1993)
relataram que similarmente, em cerca de 90% dos casos de TA-GVHD nos Estados Unidos,
o sangue transfundido tinha < 4 dias de colhido. O uso de ‘“sangue fresco” ¢ um fator
adicional de risco para desenvolvimento de TA-GVHD.

Estes relatos levaram os pesquisadores a estudar as possiveis mudangas ocorridas nos
leucocitos dos doadores durante a estocagem e que diminuiram os riscos de
desenvolvimento de TA-GVHD. Mincheff (1998) demonstrou que, apds duas semanas de
estocagem, os leucdcitos progressivamente entram em apoptose ¢ falham em estimular e
responder em uma cultura mista de leucécitos. Chang e cols (2000) demonstraram que,
apo6s 3 dias de estocagem, as células sao menos responsivas na cultura mista de leucdécitos.
Estes achados sdo consistentes com os relatos de que a maioria dos casos de TA-GVHD sao
vistos em pacientes transfundidos com sangue fresco. Existem, entretanto, excecdes, e,
mesmo rara, a TA-GVHD foi descrita em pacientes transfundidos com sangue estocado por

mais de 7 dias.

1.3- Tratamento da TA-GVHD

Tentativa de tratamento para a TA-GVHD ¢ geralmente ineficaz. Em contraste com a
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GVHD po6s TMO, estes pacientes ndo respondem a corticdides, ciclosporina e/ou fatores de
crescimento. Entretanto, existe alguns relatos na literatura de resolugcdo espontanea da
doenca (Mori e cols, 1995) e de tratamento eficaz com combinagdo de ciclosporina e
anticorpo monoclonal anti-CD3 OKT3 (Yasukawa e cols, 1994) ou globulina antitimécito e
esterdides (Prince e cols, 1991). Mesilato de nafmostato, um inibidor de serina protease que
inibe células T citotoxicas, foi utilizado com melhora transiente (Ryo e cols, 1999).
Cloroquina, outro inibidor de serina protease que inibe células T citotoxicas in vitro, é
considerado como uma forma de terapia (Nishimura e cols, 1998). O aparecimento rapido e
fulminante da TA-GVHD associada a pancitopenia e resultando em infec¢do contribuem

para a alta mortalidade vista na TA-GVHD (Brubaker, 1986).

1.4. Irradiacio de hemocomponentes

A prevencdo da TA-GVHD ¢ de suma importancia, uma vez que o tratamento nao ¢
efetivo. Pacientes com riscos devem ser identificados e transfundidos com
hemocomponentes irradiados, uma vez que a irradiagdo inibe a proliferacdo dos linfocitos
do doador e, portanto, o inicio da GVHD.

A dose de irradiacdo deve ser escolhida para que ndao ocorra efeito adverso
significativo sobre a fungdo das hemadcias, plaquetas e granuldcitos, € a0 mesmo tempo
abolir a resposta dos linfocitos. Varios testes foram utilizados para determinar a dose 6tima
de radiagdo para inibir a proliferacdo dos linfocitos. Estes incluem: a resposta in vitro de
linfocitos a mitdégenos, de células alogénicas em cultura mista de leucdcito, e o uso do
ensaio de dilui¢do limitante. Na dose de 1500 cGy, 90% da resposta mitogénica ¢ inibida, e

em 5000 cGy a resposta mitogénica ¢ diminuida em 97% (Valerius e cols, 1981). Portanto,
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em 5000 cGy, cerca de 3% dos linfocitos sobrevivem a irradiagdo e sdo capazes de
responder a mitégenos. Entretanto, células alogénicas sao mais radiossensiveis. Com menos
de 500 cGy pode-se abolir a resposta de linfocitos em cultura mista de leucéceitos (Sprent e
cols, 1974; Leitman & Holland, 1985). Uma das limitagcdes da cultura mista de leucdcitos
em determinar a dosagem otima de irradiacdo € que esta detecta apenas o decréscimo de 1-
2 log (90-99%) das células T funcionais e portanto nao € um teste confiavel para a detec¢ao
de um numero pequeno de células T imunocompetentes. Uma diminui¢do de células T de >
2 log ¢ necessaria para prevenir GVHD. Estudos usando ensaio de dilui¢do limitante, que ¢
mais sensivel que cultura mista de leucécito, demonstraram que doses de irradiagdao de
2500-3000 cGy inibiram completamente a proliferacdo de células T (Pelsynski e cols,
1994). A dose de 2500 cGy foi recomendada pelo FDA como necessaria para irradiacao de
hemocomponentes (Menitove, 1999).

Os efeitos da irradiagdo nos diferentes constituintes sanguineos foram estudados
visando assegurar a eficacia e a seguranca dos produtos apos exposi¢do da dose 6tima de
radiagdo e prevenir a TA-GVHD (Holland, 1989). Além disso, a eficacia clinica das
hemacias, plaquetas e granuldcitos ndo parece ser significativamente afetada com doses até
5000 cGy (Button e cols, 1981; Valerius e cols, 1981). Entretanto, algumas mudancgas
foram observadas em doses de 3000-3500 cGy.

A sobrevivéncia das hemacias ¢ diminuida no sangue irradiado no dia 0 com 3000 cGy
e estocado por 42 dias; a recuperagdo média apos 24h das hemacias estocadas com solucao
aditiva preservante (AS-1) ¢ de 68% versus 78% no sangue estocado ndo-irradiado (Davey
e cols, 1992). A irradiagdo afeta a membrana das hemacias com um aumento da perda de

potassio das células e a hemoglobina plasmatica aumenta significativamente apds 35 dias
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de estocagem de qualquer produto irradiado (Ramirez e cols, 1987; Morrof e cols, 1999). A
concentracao do potdssio em hemacias estocadas apresenta se entre 55 ¢ 100 mmol/L. A
seguranca de grandes volumes de transfusdo para neonatos destes produtos estocados e
irradiados com alta concentragao de potassio nao foi testada (Strauss, 2000).

Estes efeitos da irradiagdo nos produtos celulares resultaram em recomendagdo pela
Associagdo Americana de Banco de Sangue (AABB) de que hemacias ndo podem ser
estocadas por mais de 28 dias apos irradiagdo, com o tempo total de estocagem nao
excedendo aquele da hemacia nao-irradiada. Hemaécias para transfusdes intrauterinas,
nenonatal e pediatrica devem ser irradiadas imediatamente antes do uso (Menitove, 1999).

A dosagem, o equipamento e as condi¢gdes de irradiacdo devem ser verificadas para
assegurar que o irradiador funciona corretamente. Mapeamento da dose deve ser realizada
anualmente. Deve existir um método para confirmar que a irradiagdo esteja funcionando,
como o uso de marcadores sensiveis a irradiagdo e que, apds exposi¢ao a irradiagdo, ocorra
mudanca visivel (Morrof e cols, 1997). Apesar da irradiacdo ser o melhor método para
minimizar os riscos de desenvolvimento de TA-GVHD em pacientes suceptiveis, falhas ja
foram descritas. Estas incluem o desenvolvimento de TA-GVHD em trés pacientes
transfundidos com sangue irradiado, dois com doses de 2000 cGy e um com 1500 cGy
(Drobyski e cols, 1989; Lowenthal e cols, 1993). Nao ¢ sabido, entretanto, se estes casos

representam falhas no processo da irradiagao.

1.5.1- Indicac¢do para irradiacio de hemocomponentes
A indicacdo para irradiagdo mudou apos o aumento da consciéncia e relatos sobre TA-

GVHD. O protocolo da AABB recomenda irradiagdo para pacientes com riscos de TA-
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GVHD (definido pelo servico de transfusdo), transfusdes intrauterinas, doacdes
direcionadas de membros da familia e doagdes de individuos selecionados por
compatibilidade HLA (Menitove, 1999). Em nenhum pais a irradiagdo de
hemocomponentes ¢ mandatoéria para pacientes de cirurgia cardiaca ou para infantes pré-
termo.

A publicagdo de diretrizes para a irradiagdo de sangue e hemocomponentes no Japao
reflete os diferentes fatores de risco para este pais (Asai e cols, 2000). Suas indicagdes para
irradiagdo sdo muito maiores; eles recomendam a transfusdo de sangue irradiado para
cirurgias cardiovasculares desde 1992. Em 1995, eles expandiram suas recomendagdes para
o uso de sangue irradiado para pacientes de cirurgia de cancer. Eles também recomendam a
irradiacdo de todo sangue fresco (< 72h de colhido). O mais recente guideline estende suas
recomendagdes para pacientes idosos (> 65 anos), pacientes com perda de sangue severa ou
trauma severo. O sangue estocado por mais de 14 dias deve ser irradiado e eles agora
advertem que “tranfusdo de sangue de familiares devem ser evitadas”, uma grande
mudanga em suas praticas de 10 anos atrds (Ohto & Anderson, 1996a,b).

No Brasil a legislagdo que rege os servigos de hemoterapia, a Portaria RDC n° 153 de
14 de junho de 2004 (ANVISA, 2004), especifica as condigdes necessarias para a
irradiacdo de hemoconcentrados. A irradiacdo € obrigatdria para pacientes recém-natos com
peso até 3200 kg, pacientes com cancer e transplantados. Além disso, a validade dos

hemoconcentrados irradiados foi estipulada em 28 dias apds a irradiagao.

1.5.2- Eficacia da irradiacao

A eficicia na introdugdo da irradiacdo como prevencdo de TA-GVHD ¢ melhor
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observada no Japao. Juji e cols (1989) observaram 340 hospitais no Japao, revendo os casos
de cirurgia cardiacas entre 1981 e 1986. Mais de 60000 procedimentos cirurgicos foram
realizados; 96 pacientes desenvolveram TA-GVHD, uma incidéncia de 1 em 658 casos ou
0,15%. O niimero de casos continuou a aumentar até 1990 e teve um leve declineo apos
este periodo. O aumento dos relatos de TA-GVHD podem estar relacionados ao aumento da
consciéncia da doenca, reconhecimento da clinica e diagndstico. A diminuicdo da
incidéncia foi atribuida a implementagao de protocolos, incluindo o uso da irradiagcdo de
hemocomponentes e sua filtragdo, e uma diminui¢do do uso de sangue fresco e doagdes
direcionadas (Hato e cols, 1994). Como um grande numero de mudangas foram
introduzidas a0 mesmo tempo, ndo foi possivel determinar quais destes fatores foram
responsaveis pela diminuicao da TA-GVHD.

Com a introdugdo de diretrizes mais restritas houve uma nova diminuicdo de TA-
GVHD no Japao, com o nimero anual de casos relatados entre 9 e 14 de 1993 a 1997. Nos
ultimos 4 anos, o nimero de casos diminuiu para 2 em 1998, 4 em 1999 e nenhum em 2000
e 2001. Aproximadamente 18 milhdes de hemocomponentes sdo fornecidos por hospitais
no Japdo, sendo mais de 95% irradiados antes do uso (Schoreder, 2002). Estes resultados
demonstram que a TA-GVHD pode ser prevenida para os grupos relacionados com o

desenvolvimento da doenca.

1.6- A familia P-ATPase
As ATPases do tipo P s3o uma familia de proteinas, com atividade enzimatica, que
estdo relacionadas com o transporte de ions através da membranas. Essas enzimas sao

fundamentais para a manuten¢do da homeostasia celular, uma vez que sdo responsaveis
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pelo balango osmoético e composi¢do de ions intracelular (Apell, 2003; Donnet e cols.,
2001).

A atividade destas enzimas depende basicamente da hidrélise da molécula de ATP
para a formagdo de gradientes eletroquimicos que existem em todos os tipos celulares e
através deste mecanismo conseguem efetuar o transporte de diversos ions como: Na', K,
HY, Ca*", Cu*', e Cd* (Fagan e Saier, 1994).

De acordo com o modelo proposto por Post e Albers (1965) estas ATPases
adquirem diferentes conformacgdes para realizar o transporte de ions através de membrana,
passando por duas conformagdes principais, denominadas E1 e E2, conforme mostrado na
figura 1. Inclui-se ainda etapas de oclusdo/deoclusdo de ions, e fosforilagao/defosforilacao
da ATPase.

Em geral estas enzimas sdo inibidas por vanadato, um analogo de fosfato, e este
composto ajuda a distinguir uma P-ATPase de uma V-ATPase ou F-ATPase. Algumas
proteinas que compdem esta familia sdo a Na' K'-ATPase, a Ca*-ATPase (PMCA ¢
SERCA) (Carafoli, 1991), a H',K'-ATPase nio géstrica, a H'-ATPase de membrana
plasmatica de plantas e fungos (Serrano, 1989), a H" K'-ATPase géstrica (Lorentzon e cols,
1988), e a CI'-ATPase (Gereneser & Puroshothan, 1996). Fagan & Saier (1994) ao analisar
a seqiiéncia de aminoacidos de 47 P-ATPases, chegaram a conclusdo de que todas elas

vieram de um ancestral comum.
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Figura 1- Modelo tridimensional suposto da estrutura topolégica da Na'",K'-
ATPase. A figura representa os 10 segmentos transmembrana da subunidade o e
subunidade B com um segmento transmembrana , 3 pontes dissulfito e as glicosilagdes
indicadas pelos hexameros, na por¢ao extracelular. A subunidade y (FXYD2) também esta

representada com um Unico segmento transmembrana, que interage com a subunidade o

(Mobasheri e cols, 2000).

Dentre as proteinas da familia P-ATPase as mais estudadas sdo: a Na', K'-ATPase
(que mantém o gradiente eletroquimico de Na® ¢ K"), a Ca’-ATPase de reticulo
endoplasmatico (SERCA), que bombeia o Ca®" do lamem para o reticulo sarcoplasmatico, e
a H',K'-ATPase, que é expressa pelas células parietais da mucosa géstrica que direciona a

secrecao de acido cloridrico para o limem estomacal. (Apell, 2004).
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A estrutura cristalografica com alta resolucao esta disponivel apenas para a SERCA,
H'-ATPase e V-ATPase, para outros membros da familia existem apenas estruturas
cristalizadas com baixa resolucio (8A) (Herbert e cols, 2001; Kuhlbrandt, 1998;
Scarbrough, 1999).

A por¢do enzimatica destas P-ATPases ¢ formada basicamente pelos loops
citoplasmaticos compreendidos entre L2-3, L4-5 e o N-terminal. Estas seqiiéncias sdo
conservadas em diversas espécies estudadas. A maioria das ATPases do tipo P possuem 10
segmentos transmembrana com seqiiéncia de aminoacidos muito preservadas. As mudancgas
dizem respeito a mudanca de carga e polaridade, o que determina as diferentes

propriedades funcionais destas enzimas.

1.7- A Na',K'-ATPase

A Na" K'-ATPase foi descoberta por J.C. Skou em 1957, e tem sido amplamente
estudada desde entdo. Atualmente ¢ de conhecimento que esta enzima desempenha
participacdo fundamental em inumeros processos fisioloégicos celulares vitais,

principalmente em relagdo a manutengdo da homeostase.
A 1 n + +" 1 ~
Também conhecida por "Bomba de Na e K ", esta enzima regula as concentragdes

citoplasmaticas de Na e K+, utilizando a energia proveniente do metabolismo para
subsidiar o antiporte destes ions contra gradientes de concentragdo desfavoraveis. O
transporte ativo destes cations ¢ possivel a partir da hidrélise de uma molécula de ATP com
estequiometria de 3:2:1 (Na:K":ATP) (Glynn, 1993). A Na' K"-ATPase ¢ uma proteina

integral de membrana plasmatica, largamente difundida e encontrada em plantas superiores,
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artropodes, moluscos, e vertebrados sem grandes diferengas estruturais em sua seqiiéncia
primaria (Bonting, 1970).

Atribui-se a esta enzima um grande numero de fungdes cuja importancia fisiologica
¢ indiscutivel. Entre estas fungdes podemos listar: manutencao do potencial de repouso em
membranas bioldgicas; fornecimento da energia necessaria ao potencial de acao de células
excitaveis; transporte secundario de sais em tecidos onde este transporte € intenso, como na
alca de Henle, branquias de peixes ou glandulas de sal nas aves marinhas; transporte de
agua nos tubulos renais proximais, peles de anfibios, bexigas de peixes; manuten¢ao de um
meio intracelular rico em K', indispensavel para a atividade plena de diversas enzimas

intracelulares; geracao do gradiente eletroquimico que ¢ utilizado pelas células para acoplar

o transporte de substancias vitais como: hexoses, aminoacidos, ions Cl- e Ca® ou fons H e,
por fim, geragdo de calor, ja que a bomba responde por 20% de toda a taxa metabolica
basal nos mamiferos (Albers, 1975; Robinson & Flashner, 1979; Glynn, 1985). No rim,
esta enzima desempenha um papel primario na reabsor¢io de Na’ e 4gua. Entdo, esta
enzima ¢ essencial para a manutencdo do fluido corporal e homeostase eletrolitica

(Jorgensen, 1990).

1.7.1- A Na",K'-ATPase e suas subunidades
A Na',K'-ATPase é um oligdmero composto estequiometricamente por dois
polipeptideos. Um peptideo maior (o) com o peso molecular estimado em torno de 100 -

110 kDa , um glicopeptideo () com peso molecular em torno de 50 kDa, e no caso do rim
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uma terceira subunidade (y) em torno de 7,5 KDa, como podemos observar na figura 1.
Peters e cols (1981) demonstraram uma estequiometria de 1:1 entre as subunidades a e 3.
No tecido renal, esta atualmente bem caracterizada a presenca de uma terceira subunidade
(y), de baixo peso molecular aparente, resistente a protedlise e capaz de interagir com
derivados fotoativados da ouabaina (Forbush, 1978; Mercer, 1993).

Até o momento sao descritas 4 isoformas de a (al,02,a3 e a4) e 3 isoformas de 3
(B1,B2 e B3) que exibem 85 e 45 % de identidade de suas seqiiéncias, respectivamente, e
que mostram uma distribuigdo tecido especifica, sendo a isoforma ol amplamente
distribuida.

Evidencias bioquimicas e estudos de transfeccdo sugerem que as isoformas o e 3
podem se arranjar em diferentes combinacdes, em formas potencialmente funcionais. A
isoforma o 1, por ser amplamente distribuida, pode assumir uma fungao de manutengdo em
todas as células. Em ratos adultos a isoforma a2 ¢é expressa predominantemente em
cérebro, musculo esquelético e coragdo, enquanto a3 € expressa somente no cérebro.
Comparando as diferentes isoformas, o3 é a que possui uma menor afinidade por Na', e
pode se tornar ativa apenas apos um aumento dos niveis intracelulares deste ion. De modo
similar a a1, a isoforma B1 ¢ largamente expressa. Em rato a isoforma 2 ¢ expressa em
musculo e cérebro, onde parece ter um papel complementar na adesdo de moléculas. A
isoforma 33 tem sua expressao mais abundante em testiculos e estd presente em niveis mais
baixos em cérebro, rim, baco, pulmao, estomago, colon e figado, ndo sendo detectada no
coragdo (Malik, 1996). Alguns autores relatam que as isoformas de B podem influenciar

. . . . . . + +
diferentemente as propriedades enzimaticas e de transporte das isoenzimas de Na K -
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ATPase, mas os efeitos sdo menos pronunciados comparando com os das isoformas de a.
(Blanco & Mercer, 1998; Schmalzing & cols, 1997; Mobasheri, 2000; Gloor & cols,
1990). Através de dados obtidos a partir da analise de espalhamento de néutrons e
inativacdo por bombardeio radioativo foi mostrado que o peso molecular obtido para o
conjunto funcional da Na’ K'-ATPase purificada de rim de porco atingia valores entre 381
- 420 kDa (Paschence e cols., 1983). Este fato sugere que, na maioria dos tecidos, a enzima
se organiza como um heterodimero (c;f3;) funcional apds a sua montagem na membrana
plasmatica.

Os eventos cataliticos e os sitios de ligagao de substrato, de cations, de ouabaina,
sdo atribuidos a subunidade o. Modelos recentes da topologia desta subunidade
pressupdem a existéncia de 10 segmentos transmembranares (H1-H10), que exibem cinco
ligagdes na forma de hélices extracelulares (“loops™) (Lingrel e Kuntzweiller, 1994). A
afinidade por glicosideos cardiacos, por exemplo, a ouabaina, ¢ determinada pela porgao
extracelular da subunidade o em sua, mais precisamente nos segmentos H5-H6 (Shamraj e
cols, 1993 e Palasis e cols, 1996). Nesta subunidade encontram-se ainda os sitios de ligagao
para ATP, ADP ou Mg-ATP, sendo os residuos Arg-544, do segmento Arg-544 — Asp-567
os mais relevantes para afinidade (Jacobsen e cols, 2002). A Asp-369 também ¢ parte do
sitio de ligacdo e fosforilagdo catalitica pelo ATP e ¢ o residuo que forma um aspartil-
fosfato durante o ciclo catalitico da Na", K -ATPase (Lingrel & Kuntzweiler, 1994).

O residuo intracelular Glu-781 da subunidade o tem sido envolvido como de grande
importancia para o processo de ligagdo e/ou oclusdo de cations. Experimentos de mutacdes

sitio dirigidas na Na'K'-ATPase, onde o Glu-781 foi substituido por aspartato, lisina, ou
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alanina, todos os mutantes mostraram um aumento da afinidade aparente por ATP,
comparado a enzima nativa. Os mutantes Glu-781 — Asp e Glu-781 — Ala apresentaram uma
reducio na afinidade aparente por K. Os mutantes Glu-781 — Asp e Glu-781 — Ala
apresentaram uma reducio na afinidade aparente por Na', enquanto no mutante Glu-781 -
Lys observou-se um pequeno aumento na afinidade por este cation (Koster e cols., 1996).
As isoformas de o sdo codificadas por genes separados e exibem uma expressdo tecido
especifica (Lingrel e cols, 1990).

O verdadeiro papel e funcionamento da subunidade B ainda ndo foi plenamente
elucidado, e ainda ndo se sabe muita coisa sobre o seu real papel na atividade da Na' K-
ATPase. Contudo, trabalhos sugerem que ela ¢ de suma importdncia no ajuste
conformacional do complexo entre oo € 3 em relagdo a sua posicdo na membrana apds a
expressao (Gueereing e cols, 1996). Hamrick e cols, (1993) mostraram que mutantes da
subunidade-f3 sem a porg¢do citoplasmatica eram capazes de se associar plenamente com a
subunidade catalitica.

Quimeras contendo porg¢des transmembranares da subunidade B de outras ATPases
(H' -ATPase) de membrana, fusionadas com um segmento extracelular de 100 aminoécidos
adjacente ao dominio transmembrana original da subunidade-f3, também eram capazes de
associagdo e de geracio de dimeros da Na',K'-ATPase funcionais. Estes dados sugerem
que esta por¢ao extracelular ¢ aparentemente decisiva para a associagdo com a subunidade-
o.. Soma-se a estes dados que os dominios H7 e H8 da subunidade a estdo envolvidos na
interacdo com a subunidade B no espaco extracelular, e os residuos compreendidos entre

Asn-894 — Ala-919 do dominio extracelular sdo suficientes para que esta interacdo ocorra
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(Lemas e cols., 1994). Sabe-se que a subunidade-f3 ¢ imprescindivel para a atividade da
enzima (Chow & Forte, 1995). Foi mostrado que os 34 ultimos aminoacidos da subunidade
B, que se encontram no dominio citoplasmatico, quando truncados induzem uma
diminuicdo significativa da afinidade aparente por K extracelular, sendo proposto que a
por¢do N-terminal ndo estaria diretamente envolvida com o efeito observado, e sim o
truncamento dos aminoacidos que perturbam o ectodominio e/ou o dominio transmembrana
desta subunidade (Geering e cols., 1996; Hasler e cols., 1998). A interagdo da subunidade [3
com a subunidade o ¢ relativamente forte, permanecendo estavel apds tratamento com
diversos detergentes ndo ionicos (Horisberger e cols., 1991). A subunidade 3 ¢ altamente
glicosilada em sua porcao extracelular e existem variagdes significantes no nimero de sitios
de glicosilacdo entre as diferentes isoformas de subunidade . A isoforma B1 possui trés
sitios de glicosilagdo e todos os trés sitios consensuais sdo glicosilados. A isoforma 2 de
galinha possui quatro sitios potenciais de glicosilagdo, enquanto a de rato possui oito sitios
potencias de glicosilagdo (Tamkum & Frambrough., 1986; Miller e Farley., 1988; Treuheit
e cols., 1993). Todas essas variagdes de glicosilagcdes sugerem que os carboidratos ndo sao
essenciais para o transporte primério. Experimentos com Na'K'-ATPase sem as
glicosilagdes ou incompletas mantinham sua capacidade de hidrolisar ATP e ligar
ouabaina, entretanto, eram mais sensiveis a tripsinizagdo, sugerindo que a glicosilagao pode
desempenhar um papel no processamento da proteina (Zamofing e cols., 1986 ¢
Schmalzing e cols., 1992).

Em suma, 4 isoformas de o e 3 isoformas de B sdo descritas at¢ o momento.

Entretanto, outras isoformas podem existir. Muitos estudos t€ém mostrado a existéncia de
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outras isoformas de B. Estudos moleculares com a Na",K'-ATPase de peixe sugerem a
existéncia de outras isoformas da subunidade  (Mobasheri e cols, 2000).

A expressdo das multiplas isoformas de Na',K'-ATPase, que exibem diferentes
afinidades por Na', pode ser fisiologicamente importante para o controle da concentragio
intracelular deste ion. Vale lembrar que o nivel de Na' intracelular tem efeitos em diversas
fungdes celulares, como a regulagio do Ca’’ intracelular. Pequenos aumentos na
concentragdo de Na' intracelular favorecem o seqiiestro de Ca>" dos estoques intracelulares,
e o aumento da concentragio de Ca>" ¢ um importante regulador da contragdo do musculo
cardiaco e esquelético e também da excitabilidade das células neuronais. (Blaustein, 1993)

Diversos mecanismos regulam a expressdo e funcdo da Na',K'-ATPase. A figura 2

representa alguns fatores que de alguma forma regulam esta enzima.
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Figura 2- Esquema da regulacio da Na',K'-ATPase por diversos fatores. Alguns
hormonios e neurotransmissores estimulam PKA e PKC provocando uma fosforilagdo da
subunidade a da Na',K'-ATPase, que afeta as propriedades de transporte e ou
redistribui¢do através da membrana ou estoques intracelulares. A figura também representa
a subunidade B e proteinas FXYD, que podem participar da regulagdo desta ATPase.
Figura adaptada de Crambert G e Geering K (2003) Sci. STKE 166: 1-9.
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1.7.2- Ciclo catalitico da Na*, K'-ATPase

Dentre os muitos esquemas de reagdo propostos para a Na',K'-ATPase, um dos
mais aceitos ¢ o mecanismo de Post-Albers (Post e cols., 1965), que preconiza a existéncia
de pelo menos duas conformagdes da enzima que acoplariam a fosforilagdo por ATP ao
transporte de ions. Post e cols.., 1972 propuseram a existéncia de duas isoformas principais
(E; e E») que se reciclariam em eventos quimicos que envolvem a oclusdo e o transporte de
Na“ e K", a hidrélise de ATP e a fosforilagio da enzima em um residuo B-aspartil de seu
centro ativo. Atualmente ¢ aceito que o dominio de fosforilagdo fica situado na porgao
citoplasmatica da enzima, no aminoacido Asp-369 (Ellis-Davis & Kaplan, 1990) e que este
residuo ¢ o sitio comum para a fosforilagio da Na"K'-ATPase por Pi e por ATP
(Schuurmans-Stekhoven e cols., 1980).

Jorgensen e cols., 1975 faz uma adaptagdo do ciclo catalitico proposto por Post e
Albers (figura 3) e descreve que o passo inicial do ciclo de reacdo ¢ a ligacdo de ATP com
baixa afinidade em E2(K"), acelerando a velocidade de deoclusio deste ion e acelerando a
transicao de E2 para E1 nesta enzima (passos 9, 10 e 11). O passo 14 (transi¢ao de E2 para
El na auséncia de ATP) normalmente ¢ o passo limitante deste ciclo de reacdes. As
medidas de deoclusdo de fons sdo realizadas pelo uso de Rb* que ¢ um anélogo do fon K*

(Glynn, 1993). Estes autores, demonstraram que a velocidade de saida de *Rb da enzima

com Rb' ocluido nio era alterada pela adicao de Na ou K+, mas era acelerada pela adig¢ao
de ATP (passo 11). O ATP ¢ ligado com alta afinidade na conformacao E; (Kd ~ 0.1 - 0.2
M) e o aumento da energia de ligagdo do ATP é associado com a transi¢io E; 2K") - E;

2K" ¢é que constitui a for¢a para direcionar o transporte de K através da membrana. A
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proxima etapa de transducdo de energia ¢ a tranferéncia dependente da ligacdo de Na' na
forma E1 (passo 1), entre o y-fosfato do ATP para o grupamento acil do Asp-369 da
subunidade o e isomerizagdo e a oclusdo das fosfoformas (E,P (3 Na') - E2P (2 Na'), de
forma acoplada a reorientagdo dos sitios de cations e liberacio sequencial dos ions Na" no
meio extracelular (passos 2,3,4 e 5) (Jorgensen e cols., 1998). Neste contexto, foi mostrado
que durante o transporte, os 3 fons Na' sdo liberados em duas etapas: primeiro um fon Na"
¢ liberado (formando subsequentemente E'-P que apresenta dois fons Na' ligados), e
somente apos esta liberacdo a bomba desliga os outros dois (Glynn & Karlish, 1990). A
fosforilagio por ATP ¢ dependente de Mg®™ (Blaustein e cols., 1988) sendo que alguns
outros cétions divalentes como Mn » Ca2+, Fe’ entre outros, podem substituir o Mg2+ para
ativacao da fosforilagdo, mas sao incapazes de suportar a hidrolise de ATP e o ciclo normal
da bomba (Fukushima e Post, 1978; Askari e Huang, 1981). Durante o movimento
transmembrana, a interconversao ¢ acompanhada pela liberacdo da molécula de ADP e
perda da afinidade pelo Na’ (passo 5), que precede a liberagdo de 3 ions Na' para fora da
célula (passo 6). O K a0 se ligar em alta afinidade a E,-P (passo 7), acelera a hidrolise
desta fosfoenzima (passo 8), gerando novamente a forma de enzima que mantém os fons K"
ocluidos (Hobbs e cols., 1979). A forma E, da Na+,K+-ATPase ¢ capaz de ocluir ions 86Rb,
em substitui¢do aos ions K (passo 8). Forbush, (1988) demonstrou que 2 ions K seriam
entdo ocluidos durante o ciclo de reacdo da Na+,K+-ATPase, fato que concorda com uma
estequiometria assimétrica na troca de 3 Na' por 2 K a cada molécula de ATP hidrolisada,

inicialmente proposta por Yamaguchi & Tonomura (1979) e posteriormente determinada

em medidas dos fluxos de Na" e K mediados pela bomba.
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Figura 3- Ciclo de Reacées da Na',K'-ATPase proposto por Jorgensen e
colaboradores (1975). A figura mostra as etapas do ciclo evidenciando a entrada e saida
dos ions, bem como as duas conformagdes principais da enzima (E1 e E2)
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1.7.3- A ouabaina

A ouabaina ¢ um glicosideo cardiaco conhecido ha mais de dois séculos por seus
efeitos cardiotonicos; este composto, quando em doses terapéuticas, provoca um aumento
da forca de contracdo do coragdo. Este efeito foi relacionado a uma inibi¢ao parcial da
Na',K"-ATPase acoplada a uma modificacio da atividade do trocador Na'/Ca®’, o que
induz a um aumento do Ca®" intracelular que dispara a contragio cardiaca (Hansen, 1984;
Heller, 1990).

Yoda ¢ Yoda (1982) demonstraram que a ouabaina liga preferencialmente a
conformacao E,-P, exibindo uma tnica classe de sitios e produzindo um complexo estavel e
que se decompunha muito lentamente.

Uma forma bem conhecida de diferenciar entre as isoformas de Na",K'-ATPase ¢é a
presenca de diferentes afinidades por ouabaina entre estas isoformas. Neste contexto, ol e
a3 exibem maior afinidade pelo glicosideo que a2 (todas na faixa nanomolar) enquanto
que a isoforma al de rim de rato exibiria especificamente a pior afinidade aparente (na
faixa de micromolar) (Mercer, 1993).

Xie (2002), em uma revisao recente, destacam diversos eventos fisioldgicos onde a
ouabaina tem sido implicada, tais como: aumento de calcio intracelular, ativagao de Ras e
p42/44 MAPKs (proteina cinase ativadora de mitogenese) em midcitos cardiacos, estimulo
a producdo intracelular de ROS (espécies reativas de oxigénio), entre outros. Xie e cols
(2001) e Askari e cols. (1996) tem realizado estudos implicando a ouabaina em vérias rotas

de sinalizagdo celular onde a inibicdo parcial da Na'K'-ATPase desencadearia respostas
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celulares ligadas a ativacdo de vias Ca’" dependentes, ativagio de SRC-cinases ¢ MAP-
kinases que regulam a proliferagdo e diferenciagdo em miocitos.

Atualmente estudos tém mostrado a existéncia de um fator denominado “Ouabain
like Factor” (OLF), ou seja, um fator com ampla identidade a ouabaina e que ¢ sintetizado
pela adrenal. E relevante ressaltar que o OLF ¢ encontrado em concentragdes elevadas no
plasma de pacientes hipertensos. Este fator é capaz de inibir a Na',K'-ATPase,

mimetizando os efeitos dos glicosideos cardiacos (Hamlyn e cols., 1991).

1.8- Ca**-ATPase de membrana Plasmatica (PMCA)

O Ca*" livre citoplasmatico é um importante segundo mensageiro, sendo um agente
sinalizador para um grande numero de fung¢des celulares, incluindo a regulagdo de vias
metabolicas, agregacao plaquetaria, liberacdo de neurotransmissores, regulacdo hormonal,
apoptose, divisdo celular, expressdao génica e contracdo muscular (Carafoli, 1987, 1991,
1992; Meyer & Stryer, 1991, Berridge e cols., 2000). Para manter a funcionalidade da
célula os niveis de Ca®" intracelulares devem ser mantidos extremamente baixos, cerca de
1000 vezes menores do que no meio extracelular. Caso as concentracdes de Ca’
intracelular sejam mantidas em niveis mais altos do que os seus limites normais, pode haver
danos irreversiveis a célula, como apoptose ou morte por necrose (Yu e cols., 2001). Os
niveis intracelulares de Ca®" podem diminuir pelo armazenamento deste ion em estoques
intracelulares (que ocorre via Ca>" -ATPase de reticulo endoplasmatico — SERCA) ou pelo
efluxo de calcio via PMCA. A saida do calcio ¢ mediada principalmente pela PMCA e pelo

trocador Na'/ Ca*" (Blaustein, 1988; Carafoli, 1987; Reeves, 1994).
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A Ca**-ATPase de membrana plasmatica de eritrocitos ¢ uma proteina de 140kDa
(Schatzmann, 1996), que possui cerca de 1200 aminoécidos (Verma e cols., 1988). Cerca
de 10% das proteinas de membranas plasmaticas de eritrocitos correspondem a PMCA
(Knauf e cols, 1974).

A primeira regido citoplasmatica (dominio A) corresponde a por¢ao transdutora, que
acopla a hidrdlise de ATP com o transporte de calcio e localiza-se entre as hélices M2-M3.
O dominio N situa-se entre as hélices M4-M5, que contém o sitio de ligagdo do
nucleotideo; também se localiza nessas hélices o dominio P, onde se situa o acido aspartico
que ¢ fosforilado por ATP (Asp-465). A partir de M10 encontra-se a ultima porcao
citoplasmatica, onde se localiza o dominio de ligagdo a calmodulina, seqiiéncias consensos
de fosforilacdao por proteina cinase C e proteina cinase A, e sitios de regulacdao alostérica
por célcio. (Hofmann e cols., 1993; Wang, 1991).

Todas as Ca*"-ATPases de membrana plasmatica sdo ativadas por concentragdes
nanomolares de calmodulina, na presenga de concentragcdes micromolares de Ca”™".
Entretanto, concentragdes altas de Ca>” inibem a Ca’"-ATPase de membrana plasmatica e
de reticulo sarcoplasmatico (Carafoli, 1994; de Meis, 1981). A calmodulina atua de duas
formas na ativacdo da PMCA, aumentando a afinidade por calcio em torno de 20 vezes e a
velocidade maxima de 4 -10 vezes. (Wuytack & Raymaekers, 1992).

E proposto que a estrutura da PMCA possuiria assim como a Na',K'-ATPase e
outras ATPases tipo do P, 10 segmentos transmembranares, designados como M1 a M10,
que conectam 3 regides citoplasmaticas (Penniston & Enyedi, 1998; Carafoli & Brini,

2000). A figura 4 representa as semelhancas entre a PMCA e a Na", K'-ATPase.
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Figura 4- Estrutura secundaria da Ca’”ATPase de membrana plasmatica.Os
retangulos verdes representam a parte da enzima que possui a estrutura de a-hélice e as
setas azuis, estruturas em folha b-pregueada. O acido aspartico que forma o intermediario
fosforilado e a lisina, que ¢ marcada pelo FITC no dominio de ligacdo de ATP sdo
representados pelas suas letras simbolos em um circulo rosa, K para lisina e D para acido
aspartico. O dominio de ligagdo da Calmodulina (CaM), e o dominio de ligacdo dos
fosfolipideos acidos (PL) sdo mostrados em vermelho e marron claro, respectivamente. O
sitio de ligacdo do ATP esta envolto por um circulo cinza. As extremidades C-terminal e
N-terminal estdo marcados por C e N respectivamente. Este modelo ¢ baseado na
sequéncia da PMCA4. (Reproduzido de Carafoli & Brini, 2000)
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Até o momento foram identificados 4 genes que codificam para Ca*'-ATPase de
membrana plasmatica. Em humanos e ratos, a isoforma PMCA 1 é amplamente distribuida,
enquanto a PMCA 2 e 3 s3o menos freqiientes. As isoformas 1 e 4 sdo expressas em
muitos tipos celulares e assumem um papel de manutengdo da homeostase. A PMCA 4 ¢
expressa abundantemente em eritrocitos, utero, estomago e certas regides do cérebro.
Eritrécitos humanos contém as isoformas PMCA 1 ¢ PMCA 4 (Grover & Khan, 1992;
Keeton & Shull, 1995; Stauffer e cols., 1995).

Ainda ndo foram descritos na literatura inibidores especificos da PMCA, como sdo a
ouabaina para a Na', K'-ATPase ou a thapsigargina para SERCA. Para inibir estas enzimas
sdo utilizados inibidores gerais de ATPases do tipo-P, como lantanio e ortovanadato ou
antagonistas de calmodulina como calmidazolium.

A grande variabilidade no carboxi-terminal entre as isoformas tem sugerido a
existéncia de diferentes sitios de fosforilagio por PKC, e conseqiientemente diferentes
efeitos em suas atividades. Enyedi e colaboradores (1997) mostraram que as isoformas 2b e
3b ndo sdo fosforiladas significativamente por PKC, ao contrdrio das isoformas 2a e 3a.
Verma e cols (1999), relata que a fosforilagdo da PMCA 4 a humana por PKC ocorre no
dominio de ligacdo da calmodulina , mas ndo afeta substancialmente a afinidade por
calmodulina ou a atividade basal da enzima.

A importancia da PMCA para a sinalizagdo celular depende principalmente do tipo

, . , . . 24, .
celular. Em células neuronais e cardiacas, o principal caminho para o efluxo de Ca™ ¢ via
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trocador Na'/Ca®" (Reeves e cols., 1994), enquanto em eritrocitos o efluxo de Ca’" é
mediado pela PMCA (Wright e cols., 1993). Em outros tipos celulares funcionam
efetivamente os dois mecanismos de extrusdo do Ca®", onde o mecanismo predominante
dependera da concentracdao de célcio intracelular. A PMCA possui uma grande afinidade
pelo calcio, no entanto o trocador Na"/Ca®" é mais eficaz no efluxo deste célcio (Furukawa
e cols., 1988).

A PMCA, assim como outras proteinas sinalizadoras, também podem se localizar
dentro de cavéolas, que sdo pequenas invaginagdes na membrana plasmatica. As cavéolas
fechadas no intersticio sdo incapazes de ejetar o calcio, no entanto isto pode ser uma forma
eficiente da célula bloquear o efluxo de célcio e controlar o transiente de Ca*". E proposto
que o Ca*" fique sequestrado dentro da cavéola, quase como uma vesicula na superficie
celular, sendo liberado quando requisitado. A composi¢ao lipidica da membrana parece
regular a morfologia da caveola, de acordo com a fluidez dos lipideos envolvidos em sua
composi¢do, ¢ interessantemente a PMCA também ¢ sensibilizada pelos lipideos que a
envolvem (Anderson, 1993).

A PMCA ¢é uma importante controladora da homeostasia de Ca”", sendo ativada por
uma série de reguladores, onde alguns ainda possuem mecanismos desconhecidos. O fato
da PMCA também estar localizada em cavéolas tem sugerido um importante mecanismo de

controle dos transientes de Ca’" dentro da célula.
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2- OBJETIVOS -
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Para tentar esclarecer melhor os mecanismos do aumento do potassio plasmatico
apos a irradiagdo de hemoconcentrado tracamos os seguintes objetivos:

e Verificar o aumento dos ions potassio, sodio e calcio apds a irradiacao através do
tempo de estocagem.

e Avaliar pardmetros de viabilidade celular como LDH, pH e fragilidade osmoética dos
eritrocitos irradiados através do tempo de estocagem.

e Verificar se a atividade da Na' K'-ATPase e da PMCA estio afetadas pela
irradiacdo e tempo de estocagem.

e Determinar se a atividade da Na',K'-ATPase esta diretamente envolvida no

aumento de potassio plasmatico provocado pela irradiagdo.
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3- MATERIAIS E METODOS-
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3.1- Reagentes utilizados:

Todos os sais e tampdes utilizados nesta tese sdo de grau analitico e foram
fornecidos em sua maioria pela Sigma Chemical Co (MO, Estados Unidos).

O *?Pi foi fornecido pelo Instituto Brasileiro de Pesquisas Nucleares na forma de
acido fosforico livre de carreador e foi sempre utilizado ap6és uma purificagdo prévia em
coluna de troca ionica de acordo com o método descrito por Kessler e cols. (1986) e o
#Ca™ também foi fornecido pelo Instituto Brasileiro de Pesquisas Nucleares. As enzimas

utilizadas na marcacdo de ATP foram fornecidas pela Boehringer-Mannheim (Alemanha).

3.2- Obtencao das bolsas de sangue:

Bolsas de sangue frescas (até 1 dia apos a coleta), obtidas de doadores voluntarios e
saudaveis do Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF) através de sua aliquota de controle de qualidade obrigatdria por lei, foram
separadas em duas fragdes iguais de 150 mL e acondicionadas da mesma maneira em
bolsas plasticas. Uma das fragdes foi irradiada com 25Gy e a segunda aliquota ndo foi
tratada (controle). As bolsas de sangue foram estocadas a 4°C por diferentes tempos (1, 7,

14 e 28 dias), em condic¢oes idénticas as de outras bolsas usadas na clinica.

3.3- Preparacio de fantasmas de eritrocitos:

A preparagdo de membrana plasmatica de eritrocitos humano (ghost) proveninentes
de bolsas de sangue irradiadas e controles, foi feita de acordo com a metodologia descrita
por Rega e colaboradores (1979). As hemacias foram separadas do plasma e dos leucécitos

por centrifugacdo a 5000 x g por 10 min., ressuspensas em tampao contendo 20 mM de
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Tris-HCI1 pH 7.4, 130 mM de KCl e 0.6 mg/ml de PMSF, sendo em seguida centrifugadas a
5000 x g por 10 min. O precipitado foi submetido a congelamento em N liquido e posterior
descongelamento em temperatura ambiente, para a lise das células e em seguida
ressuspenso em tampao contendo: 5 mM de Hepes pH 7.4, ImM de EDTA e 0.6 mg/mg de
PMSF, sendo centrifugado, posteriormente, a 7000 x g por 10 min. Este passo foi repetido
4 vezes, sendo a ultima lavagem feita na auséncia de PMSF e de EDTA. O precipitado foi
novamente ressuspenso em tampao contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7.4, 130 mM de HCI,
0.5 mM de MgCl, e 50uM de CaCl,; e centrifugado a 7000 x g por 10 min. Essa etapa foi
repetida 1 vez e o precipitado ressuspenso no mesmo tampao e estocado em N, A

concentracao de proteinas totais foi dosada pelo método de Lowry e cols. (1951).

3.4- Sintese do [y-*P] ATP:

O ATP radioativo foi sintetizado através de uma seqiiéncia de reagdes enzimaticas,
envolvendo algumas enzimas da via glicolitica, descrita por Maia e cols. (1983) e
purificado através de cromatografia em microcoluna (0.5 cm x 1 cm) de resina DOWEX -
AG-100, (trocadora de anions). Na coluna, o fosfato radioativo nao incorporado, além de
cations indesejaveis, sdo removidos por lavagens sucessivas com agua ¢ 20 mM de HCI.
Logo apos, ¢ realizada uma eluicao especifica do ATP marcado com 0,25 M de HCI, e as
amostras sdo neutralizadas, em banho de gelo, pela adicdo de aproximadamente 10% do
volume total do eluido com Mes-Tris 50mM (pH 6,0) , corrigindo-se o pH final com Tris-
base at¢ pH 7,0 para posterior uso. Os indices de Pi contaminante observados apos o

procedimento de marca¢do do ATP estiveram abaixo de um limite de 1-2 %.
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3.5- Determinacoes da Atividade ATPasica:

A atividade das diversas ATPases tipo P utilizadas nesta tese foi medida pela
quantidade de [3 2Pi] liberado por hidrdlise do [y32 P]ATP. A atividade foi determinada de
acordo com Grubmeyer e Penefsky (1981). Com a Na'K'-ATPase, a reacdo foi iniciada
com a adi¢do de 3 mM de Na-ATP em meio contendo 130 mM de NaCl, 2 mM de MgCl, ,
0,1 mM de EGTA, 20 mM de KCI, 10 mM de Hepes/Tris pH 7,4, a 37°C. Com a PMCA a
reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de 1 mM ou 20 uM de Na-ATP em um meio contendo 20
mM de BTP-HCI pH 7,0, 80 mM de KCI, 0,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de EGTA, 1 mM de
ouabaina e 20 pM de Ca®" livre, a 37°C. A atividade ATPasica da Ca>*-ATPase foi medida
em meio contendo 30 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,5 mg/ml de
ghost e na presenca ou auséncia de 30 uM CaCl, e 1 ug/ml calmodulina. A reagao foi
iniciada pela adigdo de [y’*P]Na-ATP 1 mM (0,2-0,3Ci/mol) e interrompida ap6s hidrolise

de 5% - 10 % do ATP com adi¢dao de HCI (0,1N) ao meio de reagao.

3.6- Preparacio das vesiculas Inside out (IOVs) :

As vesiculas foram preparadas a partir de 1,5 mg de ghost que foi centrifugado a
12500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em um
tampao contendo 12,5ul de Hepes 0,2 M pH 7,5 e 10 ul EDTA-Tris 0,2 mM em um
volume final de 1 ml. Depois a suspensdo foi centrifugada a 12500 rpm por 10 minutos, o

sobrenadante foi descartado novamente, ¢ o pellet foi incubado a 37°C por 60 minutos.
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Feito isto o pellet ¢ passado 7 vezes em uma agulha de insulina e foi ressuspenso em um

tampao contendo 300 pl de HEPES 2,5 mM pH 7,5.

3.7- Captacao e Liberacao de calcio:

As IOVs (85 ng/ml) foram adicionadas em um meio contendo: Tris-HCl 20 mM a
pH 7,4, MgCl, 5 mM, NaATP 2mM, KCl 100mM, calmodulina 2pg/ml, 100 uM [45 Ca]
CaCl, (2.22 x 10 ° com/nmol). A suspensdo foi filtrada em filtros Millipore (HAWP 0,45
um) e lavado 3 vezes com um tampao contendo LaCl; 2 mM, MOPS 20mM, KCI 100 mM.
Os filtros radiotaivos foram contados por cintilagdo liquida. Um controle com triton X-100

0,01% foi realizado.

3.8- Dosagem dos niveis plasmaticos de Na', K" e Ca’, LDH e pH:

Amostras das bolsas de sangue foram centrifugadas a 5000 x g e o plasma residual
contendo citrato como anticoagulante (aproximadamente 10 % do volume total da amostra)
foi removido para dosagem dos ions, pH ¢ LDH plasmatica. A dosagem dos ions foi feita
por espectrometria de chama e do LDH pela técnica de , seguindo os protocolos usados no
servico de andlises clinicas do HUCFF. A dosagem de plasma foi realizada manualmente

através de potencidmetro de bancada.

3.9- Dosagem de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS):
Para a dosagem de TBARS foram utilizadas 200 pg de ghost de hemdcias que

ficaram em incubagdo por 1 hora a 37 °C, em PBS pH 7,4. Em seguida, a peroxidagéo
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lipidica foi medida pela adicao de TCA 1% (p/v) e acido tiobarbiturico (TBA) 0,5 % (p/v) e
incubagdo a 95 °C (banho seco) por 30 minutos seguido por resfriamento em gelo por 5
minutos. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos em 14000 rpm e o sobrenadante

foi retirado para leitura em espectrofotdometro a 532 nm.

3.10. Analise de lipideos

Em uma amostra de 300 pg de proteina dos fantasmas de eritrdcitos, aproximadamente,
adicionou-se 4,0 mL de uma mistura de metanol:cloroférmio:agua (2:1:0,8). Apds agitacao
intermitente durante 1 hora, a solugdo foi centrifugada por 15 minutos a 3000rpm em uma
centrifuga clinica, e o sobrenadante contendo os lipidios, separado do precipitado. Ao
precipitado foram adicionados outros 4,0 mL da mesma mistura, seguindo-se agitagao
intermitente por mais 1 hora, e nova centrifugagdo. Os sobrenadantes foram combinados e a
eles adicionados 1,0 mL de agua e 1,0 mL de cloroférmio. Apds agitacdo o material foi
novamente centrifugado por 15 minutos a 3000rpm. A fase inferior (orgénica), contendo os
lipidios foi entdo coletada. Todo o cloroférmio foi evaporado em atmosfera de nitrogénio.
Apo6s o tubo esfriar foi adicionado 1 mL de agua e 2 mL de hexano, formando 2 fases. A
fase superior foi retirada com uma seringa ¢ o hexano foi evaporado em atmosfera de
nitrogénio. Os lipidios extraidos foram analisados por cromatografia de camada fina (TLC)
em placa de silica (60F254, Merck). A fase organica foi seca em atmosfera de nitrogénio e
ressuspensa em um volume apropriado de cloroféormio. Para a TLC unidimensional de
lipidios neutros foi utilizado o seguinte sistema de solventes: hexano:éter etilico:acido
acético 60:40:1 v/v; (Kawooya e Law, 1988). Apos a corrida, as placas secas, eram imersas

em uma solugdo de CuSO; 10%, H;PO4 8%, e aquecidas a 170 °C por 5 a 10 minutos,
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permitindo a visualizacdo quantitativa dos lipideos presentes. Cada lipideo foi assinalado

comparando-se com a migrag¢ao de padrdes aplicados paralelamente.
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4- RESULTADOS-
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4.1- Efeito da Irradiacio no pH plasmatico

Para o tratamento com a radiagdo-y, bolsas de sangue foram fracionadas em duas
aliquotas idénticas. Uma aliquota foi mantida como controle e outra foi tratada com uma
dose de 25 Gy com radiag¢do-y. Apos a irradiagdo, as bolsas foram armazenadas por 1, 7, 14
ou 28 dias. Nestes periodos de tempo, amostras de sangue foram retiradas das bolsas,
centrifugadas, ¢ o plasma removido foi utilizado para a dosagem de pH para avaliar a
viabilidade dos eritrocitos. A figura 5 mostra os resultados obtidos nos diferentes dias apds
a irradiacdo. A radiacdo gama nao afetou diretamente o pH nas amostras irradiadas, como

pode ser observado, comparando-se as curvas controle com as irradiadas.

7,6

7,4

7,2

7,0

I _
o 6.8

6,6

6,4
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’ —@— |Irradiado
6,0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Dias apds irradiagao
Figura 5- Medida do pH plasmatico de hemoconcentrados estocados em 4°C até 28
dias. Em cada dia mostrado, a bolsa de sangue foi aberta apds homogeneiza¢do do
conteudo e centrifugada a 6000 x g por 10 min, em 4°C, e os pardmetros medidos no
plasma sobrenadante. Os valores do controle (circulos aberto) e amostras irradiadas

(circulos fechados) sdo mostrados. (n=3 + S.E.)
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4.2- Efeito da irradiacio nos niveis de LDH plasmaticos

Apos a irradiacdo, as bolsas foram armazenadas por 1, 7, 14 ou 28 dias. Nestes
periodos de tempo, amostras de sangue foram retiradas das bolsas, centrifugadas, e o
plasma removido foi utilizado para a dosagem de LDH para avaliar a viabilidade dos
eritrocitos, uma vez que altos niveis de LDH indicam lise celular, j& que o teste de
fragilidade osmotica ndo demonstrou diferenca entre os eritrdcitos irradiados e controle
(dados nao mostrados). A figura 6 mostra os resultados obtidos nos diferentes dias apos a
irradiagdo. A radiagdo gama ndo afetou diretamente a liberagdo de LDH no plasma nas
amostras irradiadas, como pode ser observado, comparando-se as curvas controle com as
irradiadas. O aumento nos niveis de LDH plasmatico observados ao longo do tempo de

armazenamento sugerem um processo natural de lise por envelhecimento celular.
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Figura 6- Medida do LDH plasmatico de hemoconcentrados estocados em 4°C até 28
dias. Em cada dia mostrado, bolsas de sangue foram abertas apds homogeneizacdo do
conteudo e os concentrados foram centrifugados a 6000 x g por 10 min, em 4°C, e os
parametros medidos no plasma sobrenadante. Os valores do controle (circulos aberto) e

amostras irradiadas (circulos fechados) sdo mostrados. (n=3 + S.E.)

4.3- Efeito da irradiacdo nos niveis plasmaticos de K" e Na"

Como descrito anteriormente na literatura (Ramirez e cols, 1987; Brugnara e cols,
1992), a radiagdo-y provoca um extravasamento de K para o meio extracelular. De acordo
com nossos dados, este efeito ja pode ser visualizado no primeiro dia de irradiagdo (10 mM
na amostra irradiada vs 5 mM na amostra controle), como mostra a figura 7A. Os niveis de
Na' plasmatico, por sua vez, diminuem na bolsa irradiada, embora no seja observada uma
queda tdo acentuada quanto ao aumento para os niveis de K (Fig. 7B). Apos o tratamento
de irradiagdo ocorre uma queda gradual dos niveis de Na' até se alcancar o equilibrio apos

14 dias de irradiacgdo.
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Figura 7. Efeitos da radiacio y nos niveis plasmaticos de K', Na' de
hemoconcentrados estocados em 4°C. Em cada dia mostrado, bolsas de sangue foram
abertas apds homogeneizagao do contetido, e os concentrados foram centrifugados a 6000 x
g por 10 min, em 4°C, e os pardmetros medidos no plasma sobrenadante. Os valores
plasmaticos para K (A), Na" (B) representando o controle (circulos aberto) e amostras

irradiadas (circulos fechados) sdo mostrados. (n=3 + S.E.)
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4.4- Efeito da irradiagionos niveis plasmaticos de Ca™

Uma vez que os niveis de Na” e K se apresentaram alterados apos a irradiagdo, seria
importante visualizar se os niveis Ca™ estariam sendo modulados pelo processo de
irradiagdo. Os niveis de Ca’" plasméticos se mantiveram praticamente constantes e
idénticos durante todo o periodo de armazenamento tanto nas amostras controle quanto nas

amostras irradiadas (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos da radiacio y nos niveis plasmaticos de Ca™? de hemoconcentrados
estocados em 4°C. Em cada dia mostrado, bolsas de sangue foram abertas apds
homogeneizagdo do contetdo, e os concentrados foram centrifugados a 6000 x g por 10
min, em 4°C, e os pardmetros medidos no plasma sobrenadante. Os valores plasmaticos
representando o controle (circulos aberto) e amostras irradiadas (circulos fechados) sao

mostrados. (n=3 + S.E.)
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4.5- Efeito da irradiacdo n atividade da Na',K'-ATPase e Ca’"-ATPase

Para analise da atividade das ATPases de membrana realizamos uma preparagao de
membranas plasmaticas dos eritrocitos livres de citoplasma (Ghosts), das bolsas controle e
irradiadas, nos dias 1, 14 e 28 apos irradiacdo. Com essas preparacdes de membrana,
realizamos ensaios para medida da atividade da Na', K'-ATPase e Ca’"-ATPase, de acordo
com o materiais e métodos. No foi observada diferenca na atividade da Ca**-ATPase entre
amostra controle e a irradiada apos o tratamento com radiagdo gama em todo o periodo
analisado (figura 9). Além disso, durante o periodo de estocagem das bolsas de
concentrados de hemacias, ndo houve alteragdo global da atividade enzimatica,
corroborando os resultados obtidos em relagio aos niveis de Ca’" plasmaticos. Entretanto, a
Na",K'-ATPase foi inibida em até 40% (p<0.05), 14 dias apds irradiacio, mantendo-se este

nivel de inibi¢do constante até 28 dias apo6s irradiagdo.
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Figura 9- Atividades Ca’*"-ATPiasica e Na*, K'-ATPasica. As atividades ATPasicas
de ambas as enzimas foram medidas usando ghosts preparados em cada dia testado pos-
irradiagdo (1, 14 e 28 dias). Os dados foram apresentados como % da atividade do controle,
que variou entre 557,9 — 720,8 nmoles.mg " .min"' para a Ca™-ATPase (cinza claro) e 192,6
— 248.,9 nmoles.mg™.min"' para a Na",K'-ATPase (cinza escuro). Os dados representam
médias = S.E. (n=3). Asteriscos representam que os resultados sdao significativamente

diferente do controle, e foram avaliados pelo teste de t de Student (p<0,05).
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4.6- Efeito da irradiacdo na captacio e a liberacio de BCa®

Descrigdes prévias sugerem que a irradiagdo pode provocar danos aos fosfolipideos da
membrana plasmatica através da geragdo de espécies reativas de oxigénio (Singh e cols,
1982; Suzuki e cols, 2000), por causar peroxidacdo lipidica. Os danos provocados na
membrana poderiam ser os responsaveis pela liberacdo do K verificada apés a irradiagio
de hemocomponentes. Para verificarmos se a permeabilidade da membrana a ions estd
alterada pelo tratamento com a radiagio-y realizamos experimentos de captagio de **Ca*"
em vesiculas inside-out (IOV) de membrana plasmatica. Estas vesiculas sdo preparadas a
partir dos ghosts, fazendo com que os fragmentos de membrana sejam resselados ao avesso.
Em vesiculas “inside-out”, a Ca’’-ATPase de membrana plasmatica (PMCA) bombeia
ativamente o *Ca®" para o interior da vesicula até o sistema chegar a um estado
estaciondrio, onde ¢ alcancado um equilibrio quimico entre a entrada e a saida de *Ca®".
Ao avaliarmos os niveis de captagdo de **Ca*" em IOV preparadas a partir de ghosts
controle ou tratado com radiagdo-y (armazenados por 28 dias) (Figura 10), pudemos notar
que nas amostras tratadas com radiagdo-y, o nivel maximo de captacdo de *Ca’" (em torno
de 1,25 nmol/mg de proteina, que corresponde ao estado estacionario) ¢ muito menor que o

nivel maximo de captagdo da amostra controle (em torno de 3,5 nmol/mg de proteina).
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Figura 10- Captacao de Ca™ pelas IOV’s preparados de ghosts de sangue controle e
irradiado. Os ghosts foram preparados de sangue estocado por 28 dias em 4°C e foram
preparadas IOV’s utilizadas para captagdo de Ca™. Os resultados representam média + S.E.

(n=3).
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Este resultado poderia ser explicado por duas hipoteses: 1) O nivel maximo de
captacdo na amostra irradiada ¢ menor que na amostra controle porque a bomba de célcio
(PMCA) estaria transportando o calcio para dentro da vesicula com uma velocidade menor,
e a membrana plasmatica estaria intacta. 2) A bomba de célcio estaria funcionando
normalmente, captando célcio com a mesma velocidade na amostra controle.

A Figura 11 mostra a liberagdo de Ca™ ao passar do tempo induzida por EGTA
observada em IOV’s obtidos de hemoconcentrados controle (circulos aberto) e irradiados
(circulos fechados). Claramente é visto que a taxa inicial de liberagio de Ca™* é maior nas
amostras irradiadas que no controle. Apesar de ndo ser possivel determinar se o aumento da
taxa de liberagio de Ca™ ¢é através da Ca™*-ATPase ou pela membrana lipidica, é 6bvio que
a permeabilidade passiva estd aumentada nas amostras irradiadas e na irradiada, porém a
membrana plasmatica na amostra irradiada teria sido danificada pelo tratamento com a

. ~ . . 4 It +
radiac¢ao-y, ficando muito mais permeavel ao ion Ca™".
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Figura 11- Liberaciio passiva de Ca™ de IOV’s. Apbs carregamento ativo com
[**Ca]Ca™ por 60 min, as IOV’s foram coletadas e diluidas 10 vezes em um meio de efluxo
com ImM EGTA. Como os valores de uptake sdo diferentes, estes sdo expressos como
liberagdo fracionada. Ambas cinéticas de liberagdo controle (circulos abertos) e irradiada
(circulos fechados) foram adicionadas no grafico com dupla equagdo exponencial de
decaimento. Controle: k1=2,6035, k2=0,0286, al=24,1715, a2=30,1318 (linha pontilhada);
irradiada: k1=10,3599, k2=0,0817, al=30,0601, a2=26,1569 (linha tracejada). Os
tridngulos representam a liberagdo de Ca™ apods adigdo de 5 uM de ionoforo de Ca™

A23187. (n=4 + S.E.)
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O nosso conjunto de dados mostra que a atividade ATPésica da Ca” -ATPase nao ¢
alterada pelo tratamento com a radiacdo-y. A ndo ser que esteja ocorrendo um
desacoplamento entre hidrélise de ATP e transporte de célcio, € de se esperar que a enzima
esteja com a mesma velocidade de captagdo de calcio em ambas as amostras. Este dado, em
. . ~ . e . . ~ . +2
conjunto com a informacao de que a irradiagdo causa maior libera¢do passiva de Ca “ nas
amostras irradiadas, e que causa danos permanentes & membrana plasmatica, corroboram

para que a segunda hipotese analisada seja a mais aceitavel, ao invés da primeira.

4.7- O tratamento com ouabaina nio provoca aumento de potassio plasmatico

Para verificar o real envolvimento da Na"K'-ATPase no aumento do potassio
plasmatico, as bolsas de sangue foram separadas em 3 unidades: 1 controle, 1 irradiada e 1
tratada com 200 uM de ouabaina e estocadas por 14 dias em 4°C. Como mostrado na
Figura 12, ndo houve mudanga nos niveis de potassio e s6dio da amostra tratada com
ouabaina, ao contrario do que ¢ observado com a amostra irradiada. Isto reforca o
pensamento sobre a permeabilidade da membrana aumentada pela irradiagdo ser a

responsavel pelo aumento do potassio plasmatico.
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Figura 12. Efeito do tratamento com ouabaina nos niveis plasmaticos de K', Na" de
hemoconcentrados estocados em 4°C. Apds 14 dias de estocagem, as bolsas de sangue
foram abertas ap6s 30 minutos em temperatura ambiente e homogeneizacao do contetido, e
os concentrados foram centrifugados a 6000 x g por 10 min, em 4°C, e os pardmetros
medidos no plasma sobrenadante. Os valores plasmaticos para Na' (A) e K (B),
representando o controle (circulos aberto) e amostras. . Os resultados representam média +

S.E. (n=3).
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4.8- Efeito da irradiacio nos niveis de peroxida¢do lipidica da membrana
plasmatica

Para verificarmos o possivel dano na membrana plasmatica dos eritrocitos irradiados,
realizamos ensaios de TBARS. Caso a membrana fosse prejudicada pela irradiacdo os
niveis de TBARS estariam aumentados. As bolsas de sangue foram separadas em 3
amostras: controle, tratamento com ouabaina 200 uM e irradiada, e apos 14 dias de
estocagem foi feita a medigdo para TBARS dos respectivos ghosts. Como visto na Figura
13 os niveis do controle e do tratamento com ouabaina estdo equivalentes, mas ocorreu um
aumento significativo de formacdo de TBARS na amostra irradiada, demonstrando que o
processo de irradiagdo provocou peroxidagdo lipidica na membrana plasmatica dos

eritrocitos irradiados.
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Figura 13. Efeito da irradiacdo na peroxidacao lipidica da membrana de eritrdcitos de
hemoconcentrados estocados em 4°C. Os ghosts foram preparados de sangue estocado
por 14 dias em 4°C e foi efetuada a dosagem de TBARS para as amostras controle,

irradiada e tratadas com 200 pM de ouabaina. Os resultados representam média + S.E.

(n=3).
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4.9- Os niveis lipidicos da membrana plasmatica de eritrécitos apos irradiacio

Uma vez que o processo de irradiacdo provocou peroxidagdo lipidica na membrana
plasmatica dos eritrocitos irradiados, decidimos realizar uma analise mais completa sobre o
perfil lipidico da membrana apos a irradiacdo. Para tal experimento, as bolsas de sangue
foram separadas em 3 amostras: controle, tratamento com ouabaina 200 uM e irradiada,
estocadas por 14 dias e realizada a preparacdo de ghosts destas amostras. Com estes
fantasmas de eritrocitos foi realizada uma cromatografia de camada fina (TLC) para
defini¢do do perfil lipidico de acordo com os padrdes aplicados, conforme mostrado na
Figura 14. Nao houve mudanga no perfil lipidico apos a irradiagdo e tratamento com a
ouabaina, mostrando que a constituicdo lipidica total permanece inalterada apds a

irradiagdo.
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Figura 14. Os niveis lipidicos da membrana de eritrécitos ndo modificam apés a
irradiacdo. As bolsas de sangue foram separadas em 3 unidades: controle, irradiada e
tratada com 200 uM com ouabaina e apos 14 dias de estocagem em 4°C foram utilizadas
para realizacao de ghost. Estes ghosts foram utilizados para a extragdo lipidica e realizagao
da cromatografia de camada fina. Os padrdes utilizados foram: COL — Colesterol, MG —

monoacilglicerol, DG — Diacilglicerol, TG — Triacilglicerol.
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4.10- Tratamento com Vitamina C preserva a atividade da Na",K'-ATPase

Como nossos experimentos apontaram para o envolvimento da formacdo de radicais
livres apos o processo de irradiagdo, nos testamos se a utilizacdo de um antioxidante seria
capaz de proteger a atividade da Na',K'-ATPase. Utilizamos para este experimento a
Vitamina C, pois além de possuir um bom efeito antioxidante, seria uma substancia que
poderia ser utilizada sem riscos numa possivel transfusdo sanguinea. As bolsas de sangue
foram separadas em 4 amostras: controle, irradiada, tratada com 200 uM de ouabaina e
irradiada depois de 8h de tratamento com 250 pM de vitamina C e foram estocadas por 14
dias a 4°C. O tratamento com ouabaina inibiu a atividade da Na',K'-ATPase em 80%
(figura 15), mostrando que o tratamento com a ouabaina foi eficiente na inbi¢ao da enzima.
Além disso, o tratamento com vitamina C mostrou-se eficaz na protecao da atividade da
Na' K'"-ATPase do processo de irradiagdo, mostrando niveis de atividade comparaveis com

a amostra controle.
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Figura 15. O tratamento com vitamina C protege a atividade da Na",K'-ATPase. As
amostras de sangue foram separadas em: controle, irradiada, tratada com 250 uM de
ouabaina e irradiada apds 8h de tratamento com 250 pM de vitamina C. Apds os

tratamentos as amostras foram estocadas em 4°C por 14 dias e foram coletadas para

realizagio de ghosts e posterior analise da atividade da Na",K'-ATPase. Os resultados

representam média = S.E. (n=3).
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A estocagem de hemocomponentes irradiados ¢ um processo esperado para a
organizacdo dos servigos de hemoterapia de alta complexidade. O periodo méaximo de
estocagem de hemoconcentrados irradiados de acordo com a legislagdo brasileira ¢ de 28
dias apds a irradiacdo, sendo preservada a dada limite de validade do componente. No
banco de sangue do HUCFF, o uso de hemocomponentes irradiados aumentou
progressivamente nas ultimas décadas como conseqiiéncia de dois fatores principais:
envelhecimento da populagdo, com o aumento da incidéncia do céncer, e o crescimento do
numero de transplantes de orgdos. Estes fatores determinaram a implementagdo de
fornecimento de hemocomponentes especiais e procedimentos para pacientes
imunodeficientes. Além disso, na pratica clinica o aumento do potdssio plasmatico pela
irradiacdo pode trazer problemas clinicos diversos (Carvalho e cols, 1999; Buntain e cols,
1999; Baz e cols, 2002), tornando a utilizagdo de hemocomponentes irradiados
problematica para recém-nascidos e pacientes com doenga renal cronica (Hall e cols, 1993).
Portanto, determinar o verdadeiro intervalo de estocagem de hemocomponentes irradiados
para que eles permanegam com suas propriedades com nivel apropriado para utilizagao
clinica e nivel de seguranca tornou-se de grande importancia.

A radiagdo y possui efeitos diretos e indiretos em sistemas biologicos, Através da
inducdo de dano no DNA, a radiagdo interrompe a replicacdo, o crescimento, € a
sobrevivéncia de células T. Apesar dos eritrocitos humanos serem capazes de sustentar uma
alta atividade metabolica, eles ndo possuem material genético, e portanto neste aspecto eles
ndo sdo afetados pela radiagdo. Esta diferenca de sensitividade a irradiagdo entre os

eritrocitos e os linfocitos T demonstrou ser interessante para a inativagdo das células T nos
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hemocomponentes (1,0-2,0x10° células por unidade). Foi estabelecido que a dose de 25 Gy
de radiagdo y ¢ efetiva para a prevengao da replicag@o dos linfécitos T (Stark, 2005).

Nos ndao notamos mudangas significativas nos niveis de LDH (figura 6) e nem do pH
(figura 5) plasmatico entre as amostras de hemoconcentrados irradiados e nado-irradiados.
Estes fatores sdo imperativos para a determinagdo da viabilidade celular em amostras
sanguineas irradiadas e estdo de acordo com os estudos realizados em plaquetas irradiadas
(Holme, 2005).

Conforme demonstrado na Figura 10, os niveis do Ca™ plasmatico nio foram afetados
pela irradiagdo. Por outro lado, ambos os valores do potassio e o sodio plasmatico (figura 7)
foram profundamente afetados, muito além do que apenas o processo de estocagem
provoca (Figura 7 controle). O rédpido aumento dos niveis de potdssio plasmatico, com a
diminuigdo proporcional do sédio até atingir um equilibrio ja foi descrita anteriormente
(Pelzynski e cols, 1994; Brugnara & Churchill, 1992). Desde que o potassio plasmatico
praticamente dobra no primeiro dia de estocagem nods especulamos que uma possivel
inibi¢do da Na’ K'-ATPase pudesse estar envolvida neste processo. Nos encontramos que a
atividade da Na" K'-ATPase foi inibida em 40% no décimo quarto dia apés irradiagio
mantendo-se até o vigésimo oitavo dia, mas nao no primeiro dia pos-irradiagdo (figura 9).
Nossos resultados estdo em total contraste com aqueles reportados por Brugnara e cols
(1992), que mostraram que ndo havia variagio da atividade da Na',K'-ATPase com a
mesma dose de radia¢do (25 Gy) que nds usamos. Estes autores utilizaram a taxa de fracao
do efluxo do sédio ouabaina-sensivel dos eritrocitos como um ensaio indireto da atividade

+ + L4 . . . .
da Na ,K'-ATPase. E relevante enfatizar que em nossos experimentos, a atividade
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ATPasica foi medida diretamente de membranas de fantasmas de eritrocitos. Além disso,
nossos resultados foram obtidos com ensaios de alta sensibilidade utilizando ATP
radioativo e portanto nao sdo afetados por varidveis que metodologias indiretas possuem.
Esta pode ser a razdo pela qual a inibicdo da Na", K -ATPase foi observada apds 14 dias de
irradiacdo em nossos experimentos.

Em nossas medi¢des, a concentragdo plasmatica de potassio dobrou 24h apos
irradiagdo, apesar de ndo haver alteragdo significativa da inibicdo da Na',K'-ATPase na
mesma escala de tempo. Portanto, mesmo que a Na',K'-ATPase esteja envolvida na perda
da homeostase i0nica, certamente ndo ¢ a unica entidade envolvida no processo. Além
disso, como os hemoconcentrados sdo estocados a 4°C, provavelmente a atividade da
Na',K'-ATPase tenha uma efeito limitado na manutencdo da homeostase celular durante a
estocagem. Esta inibicdo pode ser um importante fator imediatamente antes e depois a
transfusdo, uma vez que na temperatura corporal a Na',K'-ATPase estara ativa ¢ 40% de
inibi¢do pode provocar efeitos no formato celular, volume e viabilidade. Morroff e cols
(1999) usaram quatro protocolos diferentes de irradiagdo em seu estudo, e também
reportaram mudancas dos niveis de potassio plasmatico apoés a irradiagdo de
hemoconcentrados. Estes autores concluiram que longo tempo de estocagem apos a
irradiacdo reduz a viabilidade celular e recuperagdo pos-transfusdo. Em nosso trabalho, nos
descrevemos pela primeira vez uma relacdo de causa e efeito, através do dano de uma
proteina envolvida no transporte idnico e alteracdo da fisiologia dos eritrocitos apos a
irradiagdo.

O efeito da irradiaciio na atividade da Na" K'-ATPase é aparentemente aumentado com

longo periodo de estocagem, em contraste com o aumento do potassio plasmatico que
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ocorre rapidamente (o dobro dos niveis de potassio com o primeiro dia de estocagem). Este
curto tempo para a liberagdo do potassio pelos eritrocitos pode estar associado com a
abertura de canais de potassio, uma vez que a diminui¢do do sodio, que apresenta um curso
de tempo mais devagar, paralelamente com a inibicdo da Na' K'-ATPase. Isto ¢é
provavelmente devido aos efeitos oxidativos da irradiacdo, os quais possuem relatos para a
geracdo de substancias reativas de oxigénio (ROS) pela radiagao y (Suzuki e cols, 2000).

Para mimetizarmos o efeito da inibicdo da Na",K'-ATPase, um tratamento com 200
UM de ouabaina foi realizado. Com a inibigdo permanente da Na" K'-ATPase por 14 dias
esperavamos observar o aumento do potassio extracelular. Surpreendentemente, ndo houve
mudanca nos niveis do potassio e de sodio apos o tratamento com ouabaina (figura 12).
Estes dados implicam que a inibi¢io da Na',K'-ATPase ndo ¢ primordial para a liberagio
de potassio observado apos a irradiagio de hemoconcentrados. E importante ressaltar que a
atividade da Na',K'-ATPase foi inibida em 80% pelo tratamento com a ouabaina (figura
15), demonstrando que outros mecanismos estdo envolvidos com o transporte dos ions
sodio e potassio na hemacia.

Apesar de ndo ser observada a inibi¢io da Na',K'-ATPase imediatamente apds a
irradiagdo, as cascatas de peroxidacdo lipidica sdo conhecidas por gerar intermediarios
quimicos que podem provocar dano em membrana e proteinas de membranas (Weiskopf e
cols, 2005). Isto poderia levar a inibicio de 40% da atividade da Na',K'-ATPase observada
apos 14 dias (figura 9). Este dano oxidativo de longo tempo poderia também ser
conseqiiéncia da deplegdo da glutationa reduzida e moléculas antioxidantes, como resultado

da estocagem em baixa temperatura onde os niveis de ATP e 2,3-DPG também sao
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depletados (Moroff e cols, 1999). Foi observada niveis aumentados de TBARS nas
amostras apos 14 dias de irradia¢do (figura 13) demonstrando efeito da irradiacdo no
processo de peroxidagdo lipidica. Na tentativa de otimizar a estocagem de
hemocomponentes irradiados, diferentes misturas preservativas com adi¢do de osmolitos,
nucleotideos, anti-oxidantes, e diferentes polimeros e plasticos utilizados para a fabricacao
das bolsas estdo atualmente em estudo por diferentes grupos, com resultados animadores
para a prevengao de danos na membrana (Moroff e cols, 1999; Cicha e cols, 2000; Valeri e
cols, 2001).

Seria esperado que a atividade da PMCA pudesse ser inibida pela radiagdo y. Apesar da
inibi¢do da SERCA (Castilho e cols, 1996) e PMCA (Rohn e cols, 1996) por ROS estar
descrito na literatura, nenhuma inibicdo da PMCA das amostras irradiadas foi observado
em nossos experimentos (Figura 9). Isto pode ser devido a diferenca inerente de
suscetibilidade a peroxidacio lipidica ou oxidacdo direta, entre a Na' ,K'-ATPase e a
PMCA. Ha um relato da resposta de ATPases ao 4-hidroxi-2,3-trans-nonenal (HNE) na
qual a Na',K'-ATPase foi muito mais afetada que a PMCA pela acumulacio do HNE
(Leinder e cols, 1992). Consistente com o fato da PMCA ndo ser inibida, ndo fomos
incapazes de detectar qualquer mudanga significativa nos niveis de calcio plasmaticos entre
as amostras irradiadas e controle (figura 8). Como medimos os niveis de calcio plasmaticos,
¢ pouco provavel que a concentragdo intracelular de célcio, que € muito pequena (10-100
nM) pudesse interferir com os niveis plasmaticos que possuem um maior grau de

magnitude (na faixa de mM). Entretanto, uma mudanc¢a nos niveis intracelulares de célcio
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poderia levar a abertura de canais de potdssio, induzindo a liberagdo de potdssio para o
meio extracelular (Sharifi e cols, 2000).

Como a inibi¢do da Na" K'-ATPase aparenta ndo ser o fator determinante na liberagio
celular de potéssio, ¢ plausivel que devido ao dano oxidativo a membrana se torne mais
permedvel a ions, mas ndo o suficiente para um extravasamento de proteinas. Para
verificarmos isso, a capacidade da captagdo de calcio foi avaliada por IOV’s e também a
liberacdo passiva foram avaliadas. Como mostrado em nossos dados, a irradiagdo inibiu a
captacdo maxima (figura 10) e aumenta a taxa de liberagdo passiva de célcio (figura 11).
Isto ¢ altamente sugestivo que danos de membrana devem ocorrer sobre irradiagao,
provocando a liberagdo de Ca™ IOV’s e possivelmente outros fons metalicos, portanto
permitindo a liberagdo do potassio. E provavel que devido a oxidagdo da membrana os
IOV’s nao consigam se formar eficientemente, resultando em uma alta permeabilidade, mas
nao eliminaria o fato dos lipidios da membrana sofrerem danos apos a irradiagdo, como
demonstrado previamente na figura 13.

Alguns estudos publicados com solucdes antioxidantes adicionadas em
hemoconcentrados antes da irradiagdo mostraram resultados promissores na prevencao do
aumento do potéssio plasmatico (Hirayama e cols, 2005). A vitamina C ¢ uma conhecida
substancia antioxidante ¢ devido a sua solibilidade, poderia ser utilizada como aditivo
protetor em bolsas de sangue. Como mostrado na figura 15, a vitamina C foi capaz de
previnir o dano causado na Na",K'-ATPase, e sua atividade permaneceu inalterada apos a
irradiagdo em presenca do antioxidante. Esta é outra evidéncia para demonstrar o

envolvimento de ROS na induc¢do de dano na membrana celular pela irradiagao.
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Uma vez que o envolvimento da peroxidagdo lipidica parece estar envolvida
diretamente com os efeitos na homeostasia ionica causada pela irradiacdo, decidimos
visualizar o perfil lipidico da membrana dos eritrocitos irradiados. Conforme mostrado na
figura 14, ndo houve mudanca no perfil lipidico total da membrana apos a irradiacao.
Entretanto, ndo foi verificado mudangas no perfil lipidico de microdominios da membrana
dos eritrocitos, como os rafts de membrana, sendo necessarios mais estudos para a
elucidagdo do efeito da irradia¢do nos lipidios eritrocitarios.

Podemos concluir que os hemoconcentrados irradiados sao suscetiveis a danos que sao
proporcionais ao periodo de estocagem. Portanto, seria conveniente a irradiacdo de
hemoconcentrados apenas no periodo de uso. Entretanto, esta realidade ndo seria possivel
para o gerenciamento dos servicos de hemoterapia, especialmente para a cidade do Rio de
Janeiro, onde existe apenas | irradiador para todos os servicos existentes. Para resolver este
problema, nés recomendamos que os hemoconcentrados irradiados devam ser, sempre que
possivel, serem utilizados no maximo com 14 dias de estocagem apoés a irradiagdo, desde
que os niveis da membrana celular e integridade protéica permanece aparentemente
adequadas. Uma outra possibilidade seria a adicdo prévia de agentes antioxidantes, como
manitol, vitamina E e ascorbato para a prevenc¢do de progressivo dano na membrana e

perda de fungao celular.
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Abstract Irradiation of blood denvatives 1s employed m
blood banks to avold transfusion-associated graft-vs-host
disease. As mradiation can damage membranes and mem-
brane proteins by generation of reactive oxygen species, we
investigated whether the membrane permeability, Ma" K'—
ATPase, and Ca®'-ATPase from red blood cell plasma
membranes were altered by y-trradiation. Whole blood was
collected from healthy donors and concentrated to 20% cell
fraction. Within 24 h of collection, blood concentrates were
iradiated with 25 Gy of y-radiation. At days 1, 7, 14, and
28 post-irradiation, fractions were removed and centrifuged.
Na' K -ATPase and Ca®'—ATPase activities from ghost
membranes were assessed by y--P-ATP hydrolysis. The
Na',K'-ATPase was not immediately affected by irradia-
tiom, but it was inhibited by 40% by day 14 and until
day 28, The Ca®'—ATPase was unaltered by irradiation. The
rate and the maximal **Ca®" uptake from re-sealed inside—
out vesicles were reduced, and the passive efflux of Bra®!
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was mcreased. Thus, trradiation of blood concentrates in-
creased the plasma membrane permeability to monovalent
and divalent cations and would change 1on homeostasis and
cell function. We recommend the use of nradiated blood
within a period shorter than 14 days after irradiation.

Keywords y-Irradiation - Graft-vs-host disease -
Plasma membrane permeability - ATPase

Abbreviations
TA-GVHD  transfusion-associated graft-vs-host disease
HLA human limphocitary antigen
LDH lactate dehydrogenase
mside—out vesicles from red blood cells

I0Vs
p.i post-irradiation
ROS reactive OXygen species

Introduction

Irradiation of donor’s blood with y-radiation has been adopted
at blood banks as a strategy to avold trans fusion-associated
graft-vs-host disease (TA-GVHD) [1]. TA-GVHD occurs
when severely immunodeficient or immunodepressed
patients receive blood containing donor’s immunologically
competent lymphocytes. Donor’s Iyvmphocytes can then
engraft and develop an immune response agamst host cells.
This issue can be observed in immunodepressed patients
after chemotherapy for cancer treatment or due to bone
marrow transplantation, congenital problems, or HIV infec-
tion [2, 3]. Although TA-GVHD s infrequent, patients
affected respond very poorly to current treatments; therefore
this illness can be fatal [4]. Drradiation of blood with y-rays
can mmactivate the T lymphocytes that tngger TA-GVHD and
has been described as a tool to prevent this illness [5].

£ Syriager

97

97



114

Amn Hematol {2008} 87:113-119

Previous works established that irmdiation of blood
concentrates induce an increase in plasma K' [6-8). This
could be a shortcoming on the transfusion of blood or
derivatives [9, 10]. Cases of hyperkalaemic cardiac arrhyth-
mias and arrest after transfusion of radiated and nonirea-
diated red blood cells (RBCs) were reported [11-13]. In
newbomn patients requinng massive blood transfusion, this
plasma K" increase could be dangerous [14],

Earlier reports showed that y-radiation can induce damage
i the plasma membrane (PM) or associated protems [15-17].
Two PM enzymes are main targets to study the effects of
y-radiation on the RBCs, performing key roles in erythrocyte
ionic balance: Na'K'-ATPase and PM Ca®'—ATPase
(PMCA). The Ma" K'-ATPase is a heterodimer (o,[3.),
where o (100 kDa) is the catalytic subunit and {3 (50 kDa) is
a ghycoprotein with regulatory and chaperone-like relevance.
This enzyme maintains an asymetrical gradient of Na® and
K' through PM that is important to sustain the transport of
glucose and aminoacids, to establish the resting membrane
potential, and to regulate cell volume [18]. PMCA 15 a
monomer (140 kDa) important to extrude Ca®' ions from
cytoplasm to the outside of cells, hence controlling mitra-
cellular Ca®" concentrations in homeostatic levels [19]. Both
enzymes belong to the P-type ion-transporting ATPase family
[20] which enzymes are able to form a phosphomterm-
ediate duning its catalytic cycle, bemg classically inhibited
by wanadate [21].

In this work, we aimed to evaluate the perturbations
resulting from y-radiation on the ionic balance of blood con-
centrates durmg its storage, to estimate the viability and
reliability of ransfused cells, and to establish a possible in-
volvement of the Na",K'-ATPase and the PMCA in these
events.

Materials and methods
Blood samples

Fresh blood bags (maximum 1 day after collection) from
healthy donors were fractionated to obtain blood concen-
trates and thereafter split in two equal fractions and saved in
blood-bank type plastic bags (AS-1 type). One of the
fractions was iradiated with 25 Gy, while the second
sample was not treated and was used as control. Blood from
each domor was used for companson between control and
irradiated samples. Bags with 175 ml of blood concentrate
were irradiated (85-90% hematocntus) with the miemna-
tiomal standard of 25 Gy of y-radiation. At selected days
after irradiation, the plasma levels of Na', K', and Ca®
ions, the pH, the plasma lactate dehydrogenase activity
(LDH), and both Na"K'-ATPase and PMCA activitics
were evaluated. In addition, the mtegnty and 1on-perme-

4) Bpminger

ability of the membranes were assessed by °Ca”™ uptake
by inside—out ghost membranes and by Ca®" efflux rates.
The blood bags were stored at 4°C at the blood bank for
different pertods [1. 7, 14 and 28 days post-rradiation
(p.1.)] m the same conditions used for chinical transfusions.
A total of 25 blood bags were utilized during all expert-
ments performed. All data presented corresponds to '
number of expenments done with three blood bags for each
condition, and each expenmental point was performed in
triplicate. Total volume of whole-blood donation was
approximately 450 ml, with a final volume of 350 ml for
the RBC concentrates. The minimum hemoglobin content
i the RBC concentrates was 43 g/unit, without leukocyte
depletion (no buffy coat). The donation and the storage
bags were the same (AS-1 type), and the composition of the
Adsol® additive formula was 263 g/l of sodium citrate
(dihydrate); 25.5 /1 of dextrose (monohydrate); 327 g/l of
citric acid (anhydrous) 222 g/l of monobasic sodium
phosphate {monohydrate): 154 mM NaCl; 42 mM manni-
tol; and 2 mM adenine.

Assessment of Na', K', and Ca®" and LDH activity
on plasma

Samples of the stored blood (50 ml) were spun at 5,000:=g
for 10 min, and the residual plasma (roughly 10% of the
total blood concentrate) was removed for assessment of the
won concentrations and LDH activity. lon measurements
were done by flame photometry, followmng the standards
apphed m clmics.

Preparation of erythrocyte membranes (ghosts)

Prepamations of cytoplasm-free membrane ghosts were done
from stored blood concentrate bags according to Rega et al
[22] with some modifications. The blood concentrates were
spun at 6,500=g for 10 mim at 4°C. The precipitates were
resuspended m a solution of 20 mM Tns=CI (pH 7.4),
130 mM KCL and 0.6 mg/ml phenylmethylsulfonyl
fluonde (PMSF). This suspension was spun for 6,500=g
for 10 min at 4°C. The cells were lysed by freezing in
liquid nitrogen followed by thawing at room temperature
{25°C). The lysed cells were then resuspended with 5 mM
4-2-hydroxyethyl-1-piperazimeethanesulfonic acid (HEPES:
pH 74) 1 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)
and 0.6 mg/ml PMSF and spun at 9,000=g for 10 mm at
47C. This step was repeated four times, and the resulting
pellet was suspended in 10 mM HEPES (pH 7.4), 130 mM
KCI, 0.5 mM MgCly, and 0.05 mM CaCl,, spun at 9,000:=g
for 10 min, resuspended mm oa small volume of this last
buffer, and stored in mitrogen until use. The total protein
concentration was determined according to Lowry et al
[23].
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ATPase activities

Ca® -ATPase activity was messured In media containing
30 mM Tns—Cl (pH 7.4), | mM ouabam, 100 mM KCL
2 mM MgCly, and 0.5 mg ml ™! ghost protein, in presence
or in the absence of 30 pM CaCl; and 1 pgml !
calmodulin, Reactions (final volume of 05 ml) were
typically started by the addition of [y-""PJATP (1 mM
fmal, 0.2-0.3 C1 mol 'j and were quenched after 60 mm at
375C by addition of 0.2 ml of 0.1 N HCL Na' K'-ATPase
activity was assessed in media containing 30 mM HEPES
(pH 7.4). 120 mM NaClL 20 mM KCL 300 pM cthylene
glycol bis(2-aminoethyl ether )N NN'N'-tetraacetic  acid
(EGTA), 4 mM MgCl,, and 0.5 mg/ml ghost protem.
Reactions were started by addition of [y-""PJATP (3 mM
fmal, 0.2-03 Ci mol 'j and were quenched after 60 mm at
37°C by addition of 1 wolume of 0.1 N HCL Total
hydrolysis never exceeded 10% of the total substrate, After
quenching the reactions, 0.4 ml of activated charcoal (25%
wiv) in 0.1 M HCI was added, the samples were spun for
10 min at 8,000=g, and aliquots of the supernatant were
applied on thick filter paper for drying. These filters were
thereafter counted on a Tri-Carb 2100 liquid scintillation
analyzer from Packard [24].

Ca™" uptake by 10Vs

10Vs were prepared as desenbed by Coelho-Sampato et al
[25] with both rradiated and nonirradiated ghost membranes.
Vesicles were allowed to uptake “Ca™ (0.5 pCi ml™") for
increasing times i medium contaming 20 mM Trs—Cl
(pH 74) 5 mM MgCh, 5 mM ATP, 100 pM CaCls,
100 mM KCL 2 pg ml" calmodulin, and 100 pg ml ' 10Vs,
at 37°C. At different intervals, samples were removed, and
binding was stopped by addiion to 0.1 volime 10 mM
EGTA {1 mM fmal). The samples were filtered in Millipore
membranes (0.45 pm) and washed 3= 5 ml with a solution
containing 20 mM 3<N-morpholinojpropanesulfonic  acid
(MOPS)-Tris (pH 7.0), 3 mM La(NOz). and 100 mM KCI
using a vacuum manifold Hoeffer apparatus. The radicactiv-
ity was determined by liquid scintillation.

Passive release of Ca™ by 10Vs

10Vs were loaded with “*Ca®" by incubation of [OVs
{1 mg ml'") for 60 min in the Ca*'-uptake medium of the
previous section. For Ca™ release, the 10Vs were centri-
fuged at 8,000=g for 10 min, and immediately resuspended
to 100 pug ml ' of 10Vs in the efflux medium containing
20 mM Tns—Cl{pH 7.4), 120 mM KCL 5 mM MgCla, and
I mM EGTA. Samples were taken from this medium and
immediately filtered, washed, and counted as for the uptake
section,

Results

The wradiation of blood concentrates with 25 Gy of y-
radiation did not alter the pH nor merease the LDH activity
of the plasma when compared to control samples. These
results (not shown) were consistently obtained from days |
to 28. The time-dependent increase in plasma LDH and the
decrease n plasma pH observed for both control and
wradiated bags indicated an expected and slow cell lysis
induced by aging of the samples.

Exposure to y-radiation induced a time-dependent
increase in the K' values of the plasma from irradiated
bags. This was observed as early as on the first day, where
the plasma K" levels already doubled (~10 mM in
rradiated and ~5 mM m noniradiated bags), as shown in
Fig. la, and thereafter plasma K" levels increased during
storage. Conversely, Na' levels decreased more evidently
for iradiated samples than for controls (Fig. 1b), although
this decrease was not as marked as the mcrease in plasma
K' shown in Fig. la. It was also observed that the Na'
concentrations tended to stabilize between the 14th and the
28th day, while K' stood progressively increasing between
days 14 and 28, In contrast, the plasma Ca™" concentration
scemed almost unchanged and 1dentical for both control
and mradiated samples throughout all the storage period
(Fig. lc).

Cytosolic ion concentrations are dependent on the correct
finctioning of two main PM ATPases, namely, the Na' K'—
ATPase and Ca™'—ATPase. The ATPase activities of both
enzymes under optimal assay condiions were evaluated with
ghosts prepared at days 1, 14, and 28, In apparent agreement
with the data obtained for the plasma Ca®' concentrations,
the PMCA actvity remamed unaffected during the course of
the storage (Fig. 2). On the other hand, the Na' K'-ATPase
activity of irradiated cells was inhibited by almost 40% (p=
0.05) within the initial 14-day period and remamed un-
changed until day 28 after irmadiation (Fig. 2). Therefore,
Na',K'-ATPase mhibition could be, at least in part, re-
sponsible for the changes in the plasma concentrations of
both Ma' and K" ions,

Previous reports showed that nradiation of erythrocytes
damages membrane phospholipids by the generation of
reactive oxygen species (ROS) that induce lipid peroxida-
tion and formation of products reactive with thiobarbituric
actd-TBARS [25-28]. Thus, damage to the membrane
could also be in part responsible for the altered levels in
plasma Na" and K' ions observed after the irradiation of
hemocomponents. To ascertain if the membrane permeabil-
ity to 1ons was affected by trradiation, we measured Ca®
uptake by 10Vs prepared from control and irradiated blood
stored for 28 days pi. 10Vs are the result of nside—out
resealing of ghost membranes; as a result, the Ca® —ATPase
actively pumps Ca®" imwvard I0Vs, Ca®' is then loaded until
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Fig. 1 K', Na', and Ca” plasma concentrtions of blood concen-
trtes stocked at 49°C, At each day represented, sealed blood bags wen:
open afler homogenizing the content: the concentrate was centrifaged
at 6,000=g for 10 min at 4°C, and the different pammeters were
measured. The plasma values for K7 (a), Ma™ (b} and Ca® {e) are
shown for the control {apen circles) and imadiated samples (closed a 5 19 15 = 25 0
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Fig, 3 Ca” uptake by I0Vs prepared from ghosts of contml and
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Fig. 4 Passive release of Ca® From I0Vs, After active loading with
50" for 60 min, 10Vs were collected and diluted tenfold in an
efflux medium with 1 mM EGTA. As the uptake values differed,
values are expressed as Factional release. Both control {apen circles)
and irmdiated {closed cirdes) reease kinetics were ftted with a
double-exponential decay equation. Control: k1=26035; k2=0,0280;
al =24 1715; a2=3 1318 (dored line); irmdiated: kl=103599; 2=
0,0817: al =30,0601; a2=26,1569 (dashed line). The triangles
represent the Ca®" wleased after addition of 5 pM of the Ca®”
iomophore AZ31ET (n=425E)

Discussion

The storage of iradiated hemocomponents 15 mandatory for
hemotherapy services of high complexity. The maximal
storage peniod for iradiated blood concentrates according
to the international convention is 28 days p.i. Hence, to
determine the true p.i. interval in which one may certify the
safety and reliability of irradiated hemocomponents
becomes of critical importance. By inducing DNA damage,
25 Gy of y-radiation is effective to amest replication,
growth, and survival of T cells [28].

As depicted in Fig. 1, the plasma Ca®" levels of blood
concentrates were not affected by frradiation. However, both
plasma K and Na' values were profoundly affected, by far
exceeding the vartations induced by blood storage only
{Fig. | controls). As plasma K" almost doubled within the
first day p.i., it was speculated whether inhibition of the Na',
K'-ATPase would be involved in this process. We found
that the Na" K'-ATPase activity was inhibited by 40% at the
1 4th day p.i. and similarly at the 28th day but not at the first
day p.i. (Fig. 2). Qur results are in frontal contrast to those
reported by Brugnara et al. [15], where no variations on the
Na',K'-ATPase activity were observed with the same
radiation dose (25 Gy). These authors emploved the
ouabain-sensitive fraction of the rate of Na' efflux from
erythrocytes as an indirect assay of the Na'K'-ATPase
activity. It 1s relevant to notice that, In our experiments,
ATPase activity was measured directly from ghost mem-
branes. Thus, we remark that our results were obtamed with
an accurate radioactive assay. The Na',K'~ATPase inhibition

after 14 days of irradiation, reported i this paper, would
therefore not be affected by mdirect methodological vanables.

The Na'" K'-ATPasc ihibition might be involved in the
loss of cell monovalent 1on homeostasis; however, 1t s
certamly not the only causative factor As blood dervatives
are stored at 4°C, probably the Na*,K'-ATPase activity has a
limited effect m maintaining cell homeostasis dunng storage.
This mhibition might prove to be important immediately
before and after tansfuston, as at body temperature the
pump activity will be demanded, and a 40% inhibition
could thereby affect cell shape, wolume and wviability.
Morroff et al. [30], also reported changes of plasma K' levels
after rradiation of RBCs, concluding that longer storage times
atter rradiation reduced cell viability and postransfiusional
recovery. We describe for the first time a link between ion-
transport protem damage and altered RBC physiology after
nrradiation.

The effects of iradiaion on the NMa'K'-ATPase arc
worsened on the long-term storage, while the increase in
plasma K" is rapid. This short-term K' leakage by RBCs
could be associated with the opening of K' channels (see
below), while the increase in plasma Na', which follows a
slower time course, parallels with the Na'K'-ATPase
mhibition. This could be due to the pi. oxidative effects,
which are related to ROS generation by y-radiation [27, 28],
Although no Na' K'-ATPasc inhibition was seen immedi-
ately after trradiation, lipid peroxidation cascades can form
chemical intermediates that can damage PM and membrane
proteins [29]. This could explam the observed 40% reduction
in the Na" ,K'-ATPase after 14 days (Fig. 2). This long-term
oxidative damage could be also due to depletion of reduced
glutathione and anttoxidants dunng the low-temperature stor-
age, where ATP and 2 3-diphosphoglycerate (DPG) levels
are depleted [31].

Although inhibition of sarco/endoplasmic reticulum Ca™'-
ATPase (SERCA) [32] and PMCA [33] by ROS was
reported, no mhibition of PMCA from rradiated samples
was observed m our experiments. This might be due to an
mherent difference m susceptibility to Ipid peroxidation or to
direct oxidation between the Na',K'—ATPase and PMCA. It
was observed in the response of transport ATPases to
metastable 4-hydroxy-2,3-trans-nonenal (HNE) in which
Na' K'-ATPase was much more affected than PMCA by
the HNE accumulation [34]. Consistent with the fact that
PMCA was not inhibited, we were unable to detect changes
on the plasma Ca®* levels between irradisted and control
samples (Fig. le) Although plasma values (3-3.5 mM) are
similar, they do not preclude changes on the rather low (10—
100 nM) intracellular Ca®', where only shght oscillations
could significantly change cell metabolism. An mcrease on
the intracellular concentration of Ca® could migger the
opening of the K' channels, therefore inducing K leakage
with the aforementioned consequences [35].
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It is plausible that due to oxidative damage the PM became
leaky to tons but not to protems. As the PMCA was not
mhibited by rradmtion, the candidate for any difference
observed on the uptake of Ca® and also on the passive
release rates should be the membrane integrity. As shown by
our data, y-rradiation inhibited the maximum uptake (Fig. 3)
and ncreased the passive release rate (Fig. 4). This suggests
that PM damage must have occurred upom irradiation,
renderng 10Vs keaky to Ca®' and possibly any other metal
ion, hence permitting the leakage of K" and/or Na* besides
Ca™", Some studies described that when antioxidant solutions
were added before the wradiation of hemoconcentrates, a
prevention of the increase in plasma K is observed [36, 37].
This 15 evidence for the imvolvement of ROS on the
iradiation-induced damage to the PM.

It can be concluded that irradiated hemoconcentrates are
susceptible to damage that 5 dependent on the pertod of
storage. Thus, 1t would be convenient to irradiate the samples
on the time of usage. Nevertheless, this would be unfeasible
on the mmagement of hemotherapeutic centers. We recom-
mend that irradiated hemoconcentrates should be, if possible,
used within 14 days of storage, as the integrity levels of cell
membrane and membrane proteins remain apparently ade-
quate, Another possibility would be the addition of antioxid-
izing agents, like vitamin E and ascorbate, before irradiation
of hemoconcentrates to prevent progressive membrane dam-
age and loss of cell function.
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