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MNA Mini-Avaliagdo Nutricional (Mini-Nutritional Assessment)

N Tamanho da amostra

P Probabilidade da hipotese testada nao ser verdadeira (0-1)

PUFA Acidos graxos polinsaturados
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SFA Acidos graxos saturados
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UFA Acidos graxos insaturados

w3-PUFA  Acidos graxos polinsaturados da familia w3

w6-PUFA  Acidos graxos polinsaturados da familia w6



INTRODUCAO



O envelhecimento é um processo degenerativo que limita a longevidade dos
organismos vivos. Ele afeta as estruturas dos complexos organizacionais
biolégicos que determinam as fungdes responsaveis pela manutencdo da
condicéo vital.

Esses complexos organizacionais bioldgicos compreendem tecidos, células,
organelas, cromossomos, proteinas e, particularmente, as membranas bioldgicas.

As membranas biolégicas sdo responsaveis pela delimitacdo e definicao de
organelas, células e tecidos, mas também pelo transporte e controle do transporte
de solutos entre os meios interno e externo do ambiente delimitado, bem como
pela comunicacao entre os ambientes que sao definidos por elas.

A composicao bioquimica de uma membrana depende de fatores genéticos,
como a capacidade de expressao de suas proteinas e de enzimas envolvidas na
biossintese e degradagéo de seus aminoacidos e lipideos.

Ela depende também da nutricdo, que vai fornecer aminoacidos e acidos
graxos essenciais que vao constituir as estruturas de suas proteinas e lipideos,
respectivamente, além de vitaminas e outros fatores que possam protegé-la
contra os danos degenerativos de que ela vai ser alvo.

Assim, a membrana também depende da intensidade e velocidade de
degeneragdo de seus constituintes estruturais pelas agressdes advindas do
ambiente e do préprio metabolismo celular.

Os eritrécitos constituem um modelo de facil obtencao, barato e conveniente,
pela natureza cromogénica da hemoglobina, para estudo do comportamento das
membranas bioldgicas.

O Laboratdrio de Enzimologia da Universidade Federal de Uberlandia, sob a
coordenagao do Professor Dr. Nilson Penha-Silva, inicialmente comprometido
com analise de estabilidade de enzimas, padronizou técnicas de analise da
estabilidade de membranas de eritrocitos contra choque hipotdnico e agentes
caotrépicos naturais, como o etanol, a uréia e a temperatura.

Neste trabalho, a estabilidade de eritrocitos contra choque hipoténico, etanol
e temperatura é analisada em fungao da idade de seus doadores.

O capitulo 1 dessa tese faz uma revisdo da literatura, buscando
contextualizar o comportamento de membranas biolégicas nas ciéncias do

envelhecimento. Neste sentido procuramos abordar os conceitos basicos de



longevidade, envelhecimento, passando pelas teorias conhecidas que discutem
porque e como 0Ss organismos Vvivos envelhecem. Estes conceitos permitem o
estabelecimento de relagcbes validas entre a estrutura e o comportamento das
membranas biologicas em fun¢do do ganho de idade.

O capitulo 2 apresenta os estudos do efeito da temperatura sobre a analise
da estabilidade de eritrocitos em fungdo da idade de seus doadores, usando a
diminuicdo da tonicidade ou o aumento na concentragdo de etanol como agentes
caotropicos. Os resultados deste estudo sdo analisados a luz das idéias correntes

em Biogerontologia.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

ENVELHECIMENTO, ESTRUTURA
E ESTABILIDADE DE MEMBRANAS BIOLOGICAS



O QUE E ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é um processo natural da vida e ndo € definido de uma
forma simples em termos biolégicos. Ele ndo é uma mera manifestacdo da
passagem do tempo, mas sim a manifestagcdo de eventos degenerativos que
ocorrem ao longo da vida, seguindo ritmos diferentes em cada individuo
[ARKING, 2006c]. Ele & caracterizado por declinios morfologicos, fisioldgicos,
moleculares e energéticos, que levardo o individuo a morte.

A longevidade média, que é a duragdo média da vida, € um conceito de
natureza estatistica e compreende as mortes provocadas por causas externas
(acidentes, homicidios e suicidios) e aquelas provocadas por doengas (infecgbes
e doengas degenerativas) [ARKING, 2006d]. Ela é determinada por fatores
genéticos, que envolvem a vulnerabilidade ao desenvolvimento de infecgdes e de
doencgas degenerativas, mas também por fatores epigenéticos (alimentacédo e
estilo de vida), sociais (alimentacdo, homicidios e suicidios) e aleat6rios
(acidentes) [ARKING, 2006d].

A longevidade maxima, que é a duracdo maxima da vida, compreende as
mortes causadas apenas pelo envelhecimento. Ela também €& determinada por
fatores genéticos e epigenéticos, mas nao por fatores aleatorios. Ela expressa
mais adequadamente o potencial de duragao da espécie.

O envelhecimento pode ser determinado por fatores genéticos, no que diz
respeito a vulnerabilidade do organismo em sofrer degeneragdao, mas ele é
essencialmente um processo determinado pelos fatores epigenéticos que
determinam a degeneracao cronica do organismo.

Segundo o paradigma geriatrico, essa degeneragao compreende as doengas
crobnicas degenerativas. Mas segundo o paradigma biogerontoldgico, o
envelhecimento deve ocorrer mesmo na auséncia dessas doengas.

Os proprios fatores genéticos, como aqueles que predispdem o organismo
ao desenvolvimento das doencas degenerativas e aqueles determinantes de
doencas que causam envelhecimento precoce, podem diminuir a longevidade,
mas ndo constituem uma regra geral na determinagdo do envelhecimento
[ARKING, 2006d].



Assim, enquanto a longevidade reflete o potencial de duragcéo da espécie, o
envelhecimento reflete a degeneragdo epigenética produzida pelo desgaste

estocastico dos complexos biolégicos que determinam a vida.

O ENVELHECIMENTO POPULACIONAL E A NECESSIDADE SOCIO-
POLITICO-ECONOMICA DE ENTENDER O ENVELHECIMENTO

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, a idade de 65 anos é o ponto de
corte para definicdo do individuo como idoso. Esse limite € valido nos paises
desenvolvidos, onde a longevidade é atualmente maior do que nos paises
socialmente menos desenvolvidos. No Brasil, o ponto de corte € atualmente a
idade de 60 anos, segundo o Ministério da Saude.

O século XX foi caracterizado por progressos sociais e cientificos que
permitiram a ocorréncia de um aumento da longevidade média da populagcédo. No
Brasil, esse aumento ocorreu de forma acentuada a partir do ano de 1950
[VERAS, RAMOS e KALACHE, 1987; VERAS, COUTINHO e NEY, 1990].

Esse aumento na longevidade exige um posicionamento definido do estado
e da nacdo no sentido de aumentar também a longevidade da saude do individuo.
Isso ndo somente por razbes humanitarias, mas também por razbes sociais e
econdmicas, uma vez que a extensao da vida significa também uma extensao das
obrigacdes do estado e da nagdo com a promocao da saude de seus cidadaos. O
idoso nem sempre apresenta um quadro saudavel em virtude de problemas
sociais, politicos, econbémicos, psicolégicos, nutricionais e comportamentais
[DEVLIN, 2000; MINANA e ROVIRA, 2001]. Este contexto sdcio-politico-

econdmico tem exigido a busca de informagdes sobre o envelhecimento.

POR QUE ENVELHECEMOS?

Se nada em Dbiologia faz sentido exceto a Iluz da evolugéo
[DOBZHANSKY,1973], o envelhecimento, entdo deve ter também razdes

evolucionarias. De fato, todas as teorias cientificas modernas que procuram



encontrar a razdo do envelhecimento tém implicagdes evolucionarias [AUSTAD,
1997; CLARK, 1999; ARKING, 2006b]. Como a evolugao s6 faz sentido a luz da
perpetuacédo da espécie, o envelhecimento deve estar associado a necessidade
de perpetuar a espécie. Para perpetuar a espécie, a natureza poderia ter
escolhido dois caminhos diferentes: uma longevidade ilimitada associada a uma
baixa reprodutibilidade (para ndo gerar uma competicdo predatoéria entre os
individuos) ou uma longevidade limitada associada a uma alta reprodutibilidade
[MACARTHUR e WILSON, 1967].

Diante das condigdes naturalmente agressivas da natureza, investir na
longevidade ilimitada e na baixa reprodutibilidade poderia colocar em risco a
perpetuacdo da espécie, mas investir na longevidade limitada e na alta
reprodutibilidade iria, por razbes probabilisticas, favorecer a perpetuacdo da
espécie. Segundo a teoria do corpo descartavel, a natureza ficou com a
segunda opgao. A longevidade ilimitada demandaria o uso da energia disponivel
para o reparo das estruturas somaticas, em detrimento da reprodugado, enquanto
a longevidade limitada disponibilizaria mais energia para a tarefa da reprodugéo
[KIRKWOOD, 1985; KIRKWOOD, 1987; KIRKWOOD, 1991; KIRKWOOD, 1999].

A diminuicdo da probabilidade de sobrevivéncia com o aumento da idade
ocorreria para permitir a sobrevivéncia do individuo mais jovem, uma vez que se 0
idoso se mantivesse vivo ele competiria com o jovem pelo meio ambiente. Como
0 ganho de idade esta associado a degeneracéo das células somaticas, mas néo
necessariamente das células germinais, o individuo jovem estaria mais apto a
cumprir a tarefa de perpetuagao da espécie [WEISMANN, 1891]. Se a tarefa do
envelhecimento é excluir o idoso da competigdo com o jovem, por que o individuo
idoso ndo morre apoés o término da idade reprodutiva? Simplesmente porque sua
preservacdo € importante para assegurar a atengao parental necessaria ao
desenvolvimento do individuo jovem.

A evolucdo esta intrinsecamente unida a preservacdo da espécie. As
mutagbes que gerem individuos que se adaptem melhor ao ambiente sao
positivamente selecionadas, porque esses individuos terdo uma melhor
oportunidade de preservar a espécie. Assim, uma mutagcdo positiva poderia
estender seus beneficios para além da idade reprodutiva, garantindo uma maior

longevidade. Mas mutagdes que gerem individuos que n&o se adaptam ao



ambiente sao negativamente selecionadas, porque esses individuos nao vao
preservar seus genes mutantes em uma progénie numerosa, a menos que essa
mutagdo negativa somente se manifeste além da idade reprodutiva. Assim, é
possivel que mutagdes negativas cujos efeitos somente se manifestem apds a
idade reprodutiva possam ser selecionadas. Mas, mesmo assim, por que esse
tipo de mutacdo negativa seria selecionado? A resposta estaria na teoria do
pleiotropismo dualistico [WILLIAMS, 1957]. A mutagdo com efeitos negativos
apos a idade reprodutiva deveria ter algum beneficio para o individuo na idade
reprodutiva. Um exemplo sdo as mutagdes que geraram a resposta inflamatdria.
No inicio da vida, a resposta inflamatéria aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia pela resisténcia a infec¢gdes, mas na idade madura ela aumenta a
probabilidade de morte por doenca vascular aterosclerética [VAN DEN
BIGGELAAR et al., 2004]. Outro exemplo seriam as muta¢gdes que geraram uma
maior disponibilizacdo de colesterol para biossintese de esterdides e reparo de
injurias a tecidos; elas favorecem o individuo na idade jovem, mas levam o

individuo a sofrer degeneragao vascular aterosclerética mais tarde em sua vida.

COMO ENVELHECEMOS?

Esta pergunta nos remete aos mecanismos intrinsecos do envelhecimento e
nao as razdes pelas quais nos envelhecemos.

Uma grande certeza da vida € que quem n&o morrer por outras causas ira
envelhecer. No entanto, o envelhecimento se manifesta de maneira muito variavel
entre individuos da mesma espécie e entre individuos de espécies diferentes.

As teorias que procuram explicar como o envelhecimento ocorre podem ser
classificadas em duas categorias: 1) teorias baseadas em eventos programados e
2) teorias estocasticas (HAYFLICK, 1994; HAYFLICK, 1998).

As teorias baseadas em eventos programados compreendem, dentre outras,
a teoria neuro-enddcrina, a teoria imunolégica e a teoria genética [HAYFLICK,
1997; GUARENTE, 1999; GUARENTE e KENYON, 2000; MOTA, FIGUEIREDO e
DUARTE, 2006]. Essas teorias sao fundamentadas na existéncia de uma

programagao para o envelhecimento e a morte. Na realidade, a programacéao



queexiste € para a determinacdo da longevidade e da vulnerabilidade a
degeneracgao estocastica do organismo.

As teorias estocasticas compreendem a teoria do desgaste, a teoria das
mutagdes genéticas, a teoria dos erros e reparos, a teoria das ligagdes cruzadas
e a teoria oxidativa [MACKAY, ORR e BEWLEY, 1990; HOLLOSZY e
SCHECHTMAN, 1991; ORR e SOHAL, 1994; SOHAL, SOHAL e ORR, 1995;
SOHAL e WEINDRUCH, 1996; LITHGOW, 1996; MOTA, FIGUEIREDO e
DUARTE, 2006]. De uma maneira em geral o que essas teorias dizem é que o
envelhecimento seria decorrente do acumulo progressivo, aleatério e inespecifico
de degeneragdes macroscopicas, microscopicas e submicroscopicas das
estruturas orgénicas, inclusive o genoma, responsaveis pelas fung¢des vitais de
um organismo vivo [CRISTOFALO, GERHARD e PIGNOLO, 1994]. De uma
maneira geral, o organismo responde ativamente aos estimulos de seu meio,
adaptando-se rapidamente as novas circunstancias. Os componentes estruturais
das células, como DNA, proteinas e lipideos, sdo protegidos para que todo o
funcionamento seja garantido. O envelhecimento seria resultante do desequilibrio
entre a capacidade de atenuagao e adaptagdo do organismo e a quantidade de
danos degenerativos, com um acumulo de degeneragdes estruturais e
comprometimento das fungdes orgénicas [MOTA, FIGUEIREDO e DUARTE,
2006].

Esse acumulo de degeneragbes estruturais determinaria ndo somente o
envelhecimento, mas também a vulnerabilidade e a incidéncia de doencgas
degenerativas, com aumento da probabilidade de morte. Com o ganho de idade,
declinaria a habilidade do organismo em reagir aos danos de origem exdgena,
como xenobidticos carcinogénicos, e enddégena, como o estresse metabdlico
oxidativo [GERSHON e GERSHON, 1988; HAYFLICK, 1994; JURIVICH, QIU e
WELK, 1997; AUSTAD, 1997; CLARK, 1999; KIRKWOOD, 1999; ARKING,
2006a].
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DEGENERACAO OXIDATIVA E ENVELHECIMENTO

Uma das manifestagbes da degeneracéo estocastica das estruturas de um
organismo vivo seria a degeneragdo oxidativa, que pode ser combatida por
antioxidantes endogenos e exégenos. O envelhecimento seria decorrente do
acumulo de degeneragdes resultantes do desequilibrio entre a producédo de
substancias oxidantes e a acdo dos sistemas de defesa antioxidante
[GUTTERIDGE, 1993; HARMAN, 1994; BECKMAN e AMES, 1998; HENSLEY et
al., 2000; KASAPOGLU e OZBEN, 2001]. Esse desequilibrio na homeostasia
redox [RIKANS e HORNBROOK, 1997; FLOYD, 1991] constitui a base da
chamada teoria dos radicais livres ou teoria oxidativa [HARMAN, 1956].

A imensa maioria dos organismos vivos retira energia de seus combustiveis
celulares via metabolismo aerdbico, com a utilizagdo do oxigénio da atmosfera,
com excegao daqueles organismos especialmente adaptados para viver sob
condigbes anaerébicas [HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989]. A utilizagdo do
oxigénio nesse metabolismo ocorre na cadeia de transporte de elétrons, presente
na membrana mitocondrial interna das células aerdbicas. E |14 que é gerada a
maior parte da energia proveniente do metabolismo e uma boa parte dos radicais
livres.

Dentro de certos limites, os radicais livres sao fisiologicamente necessarios,
como € o caso do oxido nitrico (NO®), que em baixas concentragdes atua como
neurotransmissor e horménio vasodilatador. Eles sdo produzidos e usados por
macréfagos e neutrofilos para defender nosso organismo contra bactérias e
fungos [HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989]. Eles podem atuar na sinalizagao
celular [SEN, 2001] e nos processos de apoptose [SEN, 1998; JACKSON, 1999;
HANCOCK, 2001; ZOPPI, 2005].

Mas quando ha um desequilibrio entre a producédo, por um lado, e a
demanda e capacidade de atenuagao de seus efeitos, por outro lado, surge uma
situacdo chamada de estresse oxidativo, trazendo efeitos colaterais deletérios
para o organismo [CHOW, 1991; SMITH, MARKS e LIEBERMAN, 2004]. O
primeiro alvo desse estresse oxidativo € a propria mitocdndria. Os ROM
(Metabdlitos Reativos do Oxigénio) podem reagir com as biomoléculas que

constituem nossos complexos organizacionais. Eles atacam principalmente acidos
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graxos polinsaturados presentes nos fosfolipideos de membrana, proteinas e
acidos nucléicos, produzindo danos que, enquanto podem ser reparados, nao
produzem consequéncias mais sérias para o organismo. Mas na medida em que
a capacidade de reparo declina, os danos se acumulam estocasticamente,
inclusive sobre genes determinantes da longevidade [HARMAN, 1991; REITER,
1995; MOTA, FIGUEIREDO e DUARTE, 2006].

RADICAIS LIVRES E METABOLITOS REATIVOS DO OXIGENIO (ROM)

Um radical livre é definido como qualquer atomo, fragmento de molécula ou
molécula que contenha um ou mais elétrons desemparelhados na sua camada de
valéncia, ou seja, que contenha um numero impar de elétrons em sua ultima
camada eletrénica. Um elétron ndo emparelhado é aquele que ocupa um orbital
atdbmico ou molecular isoladamente e determina uma atragdo para um campo
magnético, podendo tornar a substancia altamente reativa [HALLIWELL, 1992;
PERROTA e SHINAIDER, 1992].

Um radical livre é formado pela perda ou ganho de um elétron. Isso ocorre,
por exemplo, quando uma ligagao covalente € quebrada por fissdo homolitica, ou
seja, ao meio, e cada parte quebrada fica com um dos dois elétrons da ligagéo
[FERREIRA e MATSUBARA, 1997].

Radical livre ndo € o termo ideal para designar os agentes reativos
patogénicos do oxigénio, pois nem sdo todos que apresentam elétrons
desemparelhados em sua tltima camada, como é o caso do anion perdxido (0272).
Os agentes patogénicos reativos do oxigénio sdo mais bem designados como
metabdlitos reativos do oxigénio (ROM) ou espécies reativas do oxigénio.

O oxigénio (O2) é o aceptor final dos elétrons na cadeia de transporte de
elétrons (CTE). No processo metabdlico normal, que ocorre com 95 a 97% do O,
que respiramos, a transferéncia de 4 elétrons para 1 molécula de O, produz a
espécie éxido (O?), capaz de complexar prétons livies do meio e formar agua
(H20). Entretanto, de 3 a 5% do O, que respiramos vai gerar outros metabdlitos
reativos do oxigénio. Esses ROM compreendem o radical superéxido (O2°) e o

anion perdxido (O,), formados na CTE quando 1 molécula de O, reage com 1 ou
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2 elétrons, respectivamente [HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; COOPER et al.,
2002]. Mas ha varios outros ROM, como o oxigénio singleto (O.), o radical
hidroxila (HO®), o radical peroxila (ROO®), o radical alcoxila (RO®), o radical
hidroperoxila (HO,"), o peréxido de hidrogénio (H2.0.), o peroxinitrito (ONOQO™) e o
oxido nitrico (NO®), dentre outros [ARUOMA, 1994; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1990; PEREIRA, 1994; SJODIN, WESTING e APLLE, 1990; YU, 1994].

Os ROM nao sao formados apenas na CTE. Alguns s&o produzidos
inespecificamente por reacdes de oxirredugcdo com metais de transicdo. A reacao
de Fenton,

Fe?* + H,0, — Fe® + HO® + OH (1.1)
tem sido proposta como a principal via de geragcédo do radical hidroxila, in vivo,
através da decomposigdo do peroxido de hidrogénio catalisada por metal,
principalmente ferro [SIES, 1985].

Outro exemplo de ROM gerado fora da CTE é o peréxido de hidrogénio, que
€ formado nos peroxissomas pela acao de peroxidases. A producdo de ROM
ocorre também na resposta inflamatéria, a partir do momento em que os
neutréfilos produzem oxido nitrico, estes reagem rapidamente com superdxidos
para gerar peroxinitrito e outros produtos téxicos. Acrescentam-se ainda muitas
drogas, a radiagdo natural, poluentes do ar e alguns produtos quimicos que
podem levar a formagdo de ROM no organismo [SEVANIAN e HOCHSTEIN,
1985; TIIDUS, 1998; NAVARRO et al., 1999; HARRISON, 2002].

A REATIVIDADE INTRACELULAR DOS METABOLITOS REATIVOS DO
OXIGENIO

Os radicais livres sao muito instaveis e possuem uma meia-vida biolégica
muito curta. Para se estabilizarem, eles reagem rapidamente com fosfolipideos de
membranas, proteinas e acidos nucléicos [HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990].

Os acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideos de membrana sdo os
alvos mais vulneraveis dos ROM. Eles sofrem um processo oxidativo em cascata
denominado de peroxidacao lipidica ou, mais propriamente, de lipoperoxidacéo,

que altera a estrutura e o comportamento da membrana, com perda da
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permeabilidade seletiva a ions [CHIU, KUYPERS e LUBIN, 1989; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990; KATO et al., 1990; RIKANS e HORNBROOK, 1997]. Isso
ocorre nao somente na membrana plasmatica, mas também na membrana de
organelas celulares, com a liberagdo de enzimas hidroliticas dos lisossomos e a
formacdo de produtos citotoxicos, como o malondialdeido, culminando com a
morte celular [MELLO FILHO, HOFFMAN e MENEGHINI, 1983; HERSHKO,
1989].

A peroxidacao lipidica teria também papéis importantes na determinacao de
doengas mutagénicas, devido a modificagdes em alguns aminoacidos como
triptofano, cisteina, histidina e tirosina, responsaveis pela formac¢ao de algumas
proteinas [ROVER et al., 2001], na exacerbacao do efeito de xenobidticos [SHAN,
AW e JONES, 1990] e especialmente na diminuicdo da fluidez de membranas
observada com o aumento da idade em animais experimentais [CHEN e YU,
1994].

ESTRUTURA, COMPOSICAO E FLUIDEZ DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

As membranas bioldgicas estdo entre as maiores e mais complexas
estruturas celulares. Muitas reagdes bioquimicas importantes acontecem ali. Elas
criam uma barreira delimitando as células e, com isto, separam 0 meio
extracelular do intracelular. Em células eucaridticas, elas formam estruturas
intracelulares chamadas de organelas, que apresentam diferentes
especializagbes funcionais. A membrana € o principal responsavel pelo controle
da entrada e saida de substancias da célula e pela manutencédo da constancia do
meio intracelular, que é diferente do meio extracelular. Por ter receptores
especificos, tem a capacidade de reconhecer outras células e diversos tipos de
moléculas, como, por exemplo, os hormdnios. Algumas células se prendem
firmemente umas as outras, formando camadas que delimitam compartimentos
diferentes, através de suas membranas (um exemplo é o tecido epitelial que
recobre o tubo digestivo). Em muitos tecidos, as membranas celulares
apresentam moléculas que se ligam a componentes da matriz extracelular,

participando tanto da fixagdo da célula em determinados locais, como da sua
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migracao no interior do tecido [ALBERTS et al., 1994; HORTON et al., 1996;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000].

Uma membrana bioldgica € constituida por uma bicamada continua, com
cerca de 5 nm de espessura, composta por fosfolipideos, colesterol e proteinas.
As monocamadas que formam aquela bicamada tém suas porgdes apolares
localizadas internamente e suas porgdes polares expostas ao meio externo e
interno da organela ou célula. Os carboidratos aparecem também nas estruturas
de membranas, sob a forma de glicoconjugados com lipideos e proteinas
[DANIELLI e DAVSON, 1935].

A proporcdo de lipideos e proteinas varia de acordo com as funcbes
especificas da membrana. As moléculas de lipideos constituem cerca de 50% da
massa da maioria das membranas de células animais. A membrana plasmatica de
um eritrocito possui cerca de 20 tipos diferentes de proteinas, as quais
desempenham inumeras funcgbes, dentre elas, transporte de diferentes solutos
[STORRY, 2004].

Os lipideos encontram-se unidos entre si e as proteinas por meio da forca
atrativa de van der Waals.

Para exercer adequadamente suas fungdes, as membranas nao podem ser
sb6lidas nem liquidas, mas fluidas. Essa fluidez €& determinada pela sua
composi¢cdo. Uma maior quantidade de acidos graxos insaturados [SINGER e
NICHOLSON, 1972; CRIBIER, MORROT e ZACHOWSKI, 1993] nos fosfolipideos
aumentara a fluidez, uma vez que a presenca de dobramentos da cadeia na
configuragdo espacial cis, presente em insaturagbes de ocorréncia natural,
minimiza a magnitude das atragdes intermoleculares de van der Waals e, por
consequéncia, a temperatura de fusdo da membrana. Por outro lado, quanto
maior for a quantidade de acidos graxos saturados nos fosfolipideos da
membrana, maior sera sua rigidez [COOPER, 1978; HANSS e KOUTSOURIS,
1985; VAN BLITTERSWIJK, VAN DER MEER e HILMAN, 1987]. O sistema rigido
de anéis fundidos do colesterol também aumenta a rigidez da membrana
[GARZETTI et al., 2001].
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MECANISMOS DE DEFESA E REPARO DOS DANOS OXIDATIVOS

A produgao continua de ROM exige a agdo de mecanismos antioxidantes e
de reparacdo dos danos produzidos [HALLIWELL e GUTERIDGE, 1989;
DIPLOCH, 1991; GOODE e WEBSTER, 1993; PACKER, 1997] para evitar a
geracao do estado de estresse oxidativo [CHOW, 1991].

Em relagdo a origem ou localizagdo, os antioxidantes podem ser
classificados em 1) dietéticos (como zinco, selénio, acido ascorbico, a-tocoferol e
carotendides), 2) intracelulares (como glutation-peroxidase, superdxido-
dismutase, acido urico, coenzima Q e catalase) e 3) extracelulares (como
albumina, bilirrubina, ceruloplasmina, ferritina, mioglobina, metalotioneina e
haptoglobina) [JACOB, 1985].

Em relacdo ao mecanismo de acgdo, eles sao classificados em: 1)
antioxidantes de prevencao (quando impedem a formacdo de radicais livres)
como o zinco, selénio, albumina, bilirrubina, ceruloplasmina, ferritina, mioglobina,
metalotioneina, glutationa peroxidase, superdxido dismutase, acido urico,
coenzima Q, catalases; 2) varredores (quando impedem o ataque de radicais
livres as células) como acido ascorbico, a-tocoferal, carotendides; e 3) de reparo
(quando favorecem a remogao de danos da molécula de DNA e a reconstituicao
das membranas celulares danificadas) como as metaloenzimas dependentes de
zinco [JACOB, 1985; KOURY e DONANGELO, 2003].

A dieta tem um papel importante sobre o efeito dos radicais livres no
organismo que, entretanto, varia consideravelmente em funcdo do tipo de
organismo, da idade e do estado patofisioldégico do individuo. A manifestagdo da
toxicidade de oxigénio depende da presenca e dos niveis na dieta de zinco,
selénio, acido ascorbico, a-tocoferol, carotendides e também de w3-PUFA (acidos
graxos polinsaturados da familia émega-3) [KAY et al.,1986; MACHILIN e
BENDICH, 1987; SAHYOUN, JACQUES e RUSSEL, 1996].

Diferentemente dos acidos graxos saturados, que podem ser sintetizados
pelos animais a partir de carboidratos e aminoacidos [CALDER, 1996; MILES e
CALDER, 1998], dois dos acidos graxos insaturados, o linoléico (da familia w6) e
0 a-linolénico (da familia w3), ndo podem ser sintetizados pelos animais, por

serem desprovidos das dessaturases especificas que permitem sua sintese
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[SPRECHER et al., 1995]. Eles sao, por isso, acidos graxos essenciais na dieta
desses animais.

Esses acidos graxos insaturados sdo usados para 1) manutengdo da
estrutura e das fungdes das membranas bioldgicas, 2) biossintese de
eicosandides, e 3) geragdo e armazenamento de energia [HAJRI e ABUMRAD,
2002].

Sua utilizagdo na manutencao da estrutura e funcdo de membranas
biolégicas € importante na transdugdo de sinais hormonais da insulina e nos
mecanismos de comunicacdo envolvidos nas fungdes do sistema neural
[BENATTI et al., 2004].

O acido linoléico é precursor da biossintese dos eicosanodides do grupo 1 e
de acido araquiddnico, outro acido graxo insaturado, precursor da biossintese dos
eicosandides do grupo 2. O acido a-linolénico € precursor da biossintese de
varios outros acidos graxos insaturados da familia w3 e dos eicosandides do
grupo 3. Os eicosanoides sdo importantes na deflagragao da resposta inflamatéria
e da resposta imune, dentre outros processos. Esses mecanismos sao
importantes para protegdo contra infec¢do, mas em longo prazo determinam
doencgas inflamatdrias e auto-imunes. Os eicosandides produzidos a partir dos
w3-PUFA sdo muito importantes na modulacido das respostas inflamatéria e
imune, razao pela qual eles seriam importantes para preveng¢ao da aterosclerose,
de varios tipos de cancer (mama, préstata e coélon, por exemplo), da artrite
reumatdide e de doencas autoimunes, como a esclerose multipla [CONNOR,
2000; JUMP, 2002].

Um equilibrio na ingestdo de acidos graxos das familias w6 e w3 deve
atender aos propoésitos estruturais e as necessidades modulatérias das respostas
inflamatdria e imune [BENATTI et al., 2004]. Varias evidéncias sugerem que uma
razdo de w6:w3 de 5:1 na dieta seria a mais adequada [SANT'ANA, 2004],
embora a questdo seja ainda muito controversa.

Numa dieta equilibrada, a geragdo e armazenamento de energia a partir dos
w3-PUFA deve ter uma importancia modesta. O w3-PUFA armazenados nas
membranas das células sdo mais significativos para desencadear a biossintese

de eicosanoides vinculada a estimulos inflamatorios e imunolégicos.
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OS ERITROCITOS COMO MODELO DE ESTUDO

Os eritrécitos sao considerados como bons modelos para o estudo das
membranas bioldgicas, especialmente de sua estabilidade, uma vez que a
hemolise provocada por qualquer fator de estresse ambiental, libera hemoglobina,
que pode ser quantificada pela leitura espectrofotométrica da absorbancia em 540
nm. A Assonm € proporcional a extensao da lise dos eritrocitos (hemdlise).

Aléem da hemoglobina, os outros componentes soluveis do eritrocito, como
suas enzimas, também podem ser dosadas, 0 que exige a separagao dos
elementos figurados integros do sangue e dos debris celulares, o que pode ser
convenientemente executado por centrifugagdo [MOECKEL et al., 2002; NELSON
e COX, 2005].

Os eritrocitos fornecem um modelo uUnico para avaliar o mecanismo do
envelhecimento celular, tanto ao nivel de fungao celular como do envelhecimento
do individuo. Estudos dos eritrécitos em jovens levaram a elaboragdo de
hipoteses sobre 0 mecanismo envolvido na geragéo de sinais de senescéncia e a
remogao de eritrocitos envelhecidos pelos macréfagos esplénicos [CAPRARI et
al., 1999].

As principais mudangas observadas em eritrocitos senescentes incluem
alteragdes em (glicoproteinas [AMINOFF, 1988], diminuicdo da simetria
fosfolipidica [MCEVOY, WILLIAMSON e SCHLEGEL, 1986] e modificacbes nas
proteinas de membrana com o aparecimento de antigenos senescentes de
superficie [KAY et al., 1984].

A ESTABILIDADE DE ERITROCITOS

A fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE) pode ser definida como a
resisténcia dos eritrocitos a hemdlise contra solugbes de 0 a 0,9 g/dL de NaCl em
agua destilada [JAIN, 1986]. O controle do volume celular pela eliminagao ativa de
solutos é um dos mecanismos pelo qual a lise da membrana eritrocitaria é evitada

in vivo [MAKINDE e BOBADE, 1994]. As células, quando suspensas em meio
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hipotdnico, aumentam até atingir um volume critico de hemdlise antes de serem
lisadas.

Diversos fatores, como a composi¢cdo, a forma, o volume, a natureza e a
concentragdo de hemoglobina, podem afetar a fragilidade dos eritrocitos,
principalmente por diferengas na viscoelasticidade de suas membranas. As
células menores apresentam capacidade limitada de expansédo e, por isso,
atingem o volume hemolitico critico mais precocemente. O tempo de vida do
eritrécito é outro fator importante. Os eritrécitos com maior tempo de vida, que
correspondem a aproximadamente a 30% da populagao eritrocitaria, sdo mais
frageis que os mais jovens [WEED e REED, 1966; COOPER, 1975; SASAKI,
1977; TELEN e KAUFMAN, 1999].

A estabilidade de eritrécitos contra estresse hipotonico (fragilidade osmética)
€ rotineiramente usada para diagndsticos de hemoglobinopatias, principalmente
esferocitoses, e na avaliagdo do efeito de drogas sobre a hematopoiese
[PARPART, LORENZ e PARPART, 1947; SUESS, LIMENTANI e DAMESHESK,
1978; SIRICHOTIYAKUL et al., 2004], mas tém sido também utilizada para
identificar alteragdes de membrana em portadores de cancer cervical, de apnéia
obstrutiva do sono [OZTURK et al., 2003] e em diversas outras situacdes
[RIFKIND; ARAKI e HADLEY, 1983; ORCUTT, THURMOND e FERSLEW, 1995;
ALDRICH e SAUNDERS, 2001; GU, SMITH e CHARTZIMAVROUDIS, 2005].

EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ESTABILIDADE DE ERITROCITOS

A dependéncia térmica das células é usada em praticas de esterilizacao,
tratamento de cancer e purificacdo de linhagens de células, mas também em
estudos sobre adaptacao térmica e hibernacéo, dentre outros.

A dependéncia térmica de eritrécitos tem sido usada em estudos sobre a
relacédo entre estrutura e fungdo de complexos bioldgicos e também sobre a agao
de drogas.

A resisténcia celular ao calor é diminuida pela agao de radiacdes ionizantes,
pressdes elevadas, solventes organicos [WEBER e BONT, 1996], anestésicos
[YATVIN et al.,, 1982], agentes desnaturantes [ALEXANDROV, 1979] e altos
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niveis de calcio no meio extracelular [STEGE et al., 1993]. Mas é aumentada pela
acao de osmolitos [BACK, OAKENFULL e SMITH, 1979; GORDON, 1953;
SANTORO et al., 1992], alguns cations divalentes [LI, FISHER e HAHN, 1982],
pressado suave [ALEXANDROV, 1979] e algumas drogas anti-inflamatérias [KATO
et al., 1990].

Os lipideos e proteinas das membranas biolégicas sdo muito importantes na
adaptacdo da célula a mudancas na temperatura. A resisténcia térmica de
bactérias termofilicas depende da presenga de acidos graxos saturados de cadeia
longa nos seus fosfolipideos de membrana, pois eles permitem que a membrana
mantenha a fluidez necessaria para o exercicio de suas fungbes [RUSSEL e
FUKUNAGA, 1990].

A fluidez de uma membrana pode ser alterada em funcéo da temperatura. O
abaixamento da temperatura leva a membrana a sofrer uma diminui¢ao reversivel
de fluidez. Existe um valor de temperatura, que depende da natureza dos acidos
graxos dos fosfolipideos da membrana, em que a membrana passa do estado
fluidico para o estado nao-fluidico com a diminuicdo da temperatura e vice-versa
com o aumento da temperatura. Esse valor de temperatura € denominado de
temperatura de transicao de fusdo da membrana. Membranas com fosfolipideos
mais ricos em acidos graxos insaturados (UFA) possuem uma temperatura de
transicao de fusdo mais baixa do que aquelas com fosfolipideos mais ricos em
acidos graxos saturados (SFA).

A propria bactéria pode alterar a composicdo em acidos graxos de seus
fosfolipideos de membrana, conforme a temperatura do ambiente em que
crescem. Quando a bactéria cresce em baixas temperaturas, suas membranas
apresentam um teor mais elevado em &acidos graxos insaturados do que
apresentam se crescem em temperaturas mais elevadas. Essa alteracdo na
composicdo é um mecanismo que a bactéria usa para manter a fluidez de suas
membranas, mesmo com flutuagdes na temperatura [MARR e INGRAHAN, 1962;
CRONAN e GELMANN, 1973; DE MENDOZA e CRONAN, 1983; VIGH,
MARESCA e HARWOOD, 1998; KLEIN, WEBER e MARAHIEL, 1999; MANSILLA
et al., 2004].

A resisténcia térmica de eritrécitos humanos também depende da

composic¢ao e natureza de seus fosfolipideos, bem como do teor de colesterol da
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membrana. Em eritrécitos humanos, a resisténcia térmica foi também atribuida a
presenca de esfingomielina [RUSSELL e FUKUNAGA, 1990]. Mas os eritrocitos
nao apresentam atividade lipogénica para permitir alteragdes na composigcédo de
sua membrana, que é largamente dependente da alimentacdo e da lipogénese

hepatica.

INFLUENCIA DA IDADE DAS VOLUNTARIAS NOS ERITROCITOS

A influéncia da idade do doador nos eritrocitos tem sido analisada em
relagdo aos valores de hematécrito [GERSHON e GERSHON, 1988; KOSOWER,
1993], quantidade de hemoglobina [ZAUBER e ZAUBER, 1987; FRASER et al.,
1989; WILLIAMS, 1995], tempo de vida [GERSHON e GERSHON, 1988;
KOSOWER, 1993], ligacao de imunoglobulinas [GERSHON e GERSHON, 1988;
KOSOWER, 1993], reciclagem [WILLIAMS, 1995], composi¢cdo e comportamento
de membrana [RIFKIND et al., 1983; PRISCO et al., 1991; BECKMAN et al., 1998;
RABINI et al., 2002].

O envelhecimento leva a alteragdo na composi¢gao em fosfolipideos e no
padrao de assimetria da membrana de eritrécitos [RIFKIND, ARAKI e HADLEY,
1983], o que sabidamente pode afetar as propriedades elétricas da membrana e o
equilibrio entre a célula e o meio [MUTUS et al., 2000]. O teor de acidos graxos
insaturados diminui [PRISCO et al., 1991; BECKMAN e AMES, 1998] e o de
acidos graxos saturados aumenta com a idade [PRISCO et al., 1991].

Isso faz muito sentido em relagdo a teoria oxidativa, especialmente porque
os eritrocitos, devido ao seu alto contetido de Fe*?, presente na hemoglobina, sdo
muito vulneraveis a formagdao de ROM [CHIU, KUYPERS e LUBIN, 1989], que
podem reagir com proteinas [TUMA et al.,, 1984; TUMA et al., 1987] e acidos
graxos polinsaturados de membrana [GUTTERIDGE, 1993; WISEMAN, 1996;
BECKMAN e AMES, 1998].

Entretanto, os centenarios apresentam eritrocitos com um teor de acidos
graxos insaturados maior do que os idosos mais jovens, embora a suscetibilidade
a lipoperoxidacdo das membranas de seus eritrocitos tenha sido menor em

relagcdo a eles [RABINI et al., 2002]. Mas isso poderia ser explicado pela maior
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defesa antioxidante observada nas membranas de centenarios em comparagao
com pessoas de outras idades [PAOLISSO, 1998].

A preservacado da composicao e comportamento de suas membranas talvez
seja uma das razdes da maior longevidade dos centenarios. Essa composicéo foi
também desejavel quanto a razdo w6-PUFA:w3-PUFA, pois os fosfolipideos da
membrana dos eritrécitos dos centenarios tinham um menor teor de acido
linoléico e de acido araquidénico (w6-PUFA) e um maior teor de acido
eicosapentaendico e de acido docosahexaendico (w3-PUFA) em comparagéo aos
individuos mais velhos nao-centenarios [RABINI et al., 2002].

E importante lembrar que o eritrocito nestes estudos esta sendo usado como
modelo da composi¢cao e comportamento de membranas biolégicas. Sem duvida,
0 que esta ocorrendo com o eritrécito, deve também ser valido para a composicao
e comportamento de outras membranas. A menor razdo w6-PUFA:w3-PUFA
previne a deterioracdo do comportamento da membrana sinaptica [URANO et al.,
1998] e das membranas dos midcitos do coragao [BIAGI et al., 1999], porque um
maior teor de w-6 PUFA n&o apenas proporcionaria um aumento na peroxidacao
e na rigidez da membrana mas também influencia no metabolismo de
eicosanoides e citocinas [WANDER et al., 1997].

Muitos outros fatores devem estar envolvidos na relagao entre a longevidade
dos centenarios e o bindmio estrutura-comportamento da membrana de seus
eritrocitos e outras células. Esses fatores podem compreender o alto teor de acido
sialico na membrana, o que poderia diminuir a tendéncia a agregagao de
plaguetas [MAZZANTI et al., 2000] induzida pela homocisteina via 6xido nitrico
[MUTUS et al., 2000].

A IMPORTANCIA DA NUTRICAO

As membranas bioldgicas sdo responsaveis ndao somente por delimitar e
definir as organelas e células, mas também por manter a comunicacao entre as
células e o organismo como um todo. A sua composi¢gao depende da nutricéo,
principalmente nos teores de acidos graxos polinsaturados que sao essenciais
[WISEMAN, 1996].
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A nutricdo € um fator importante na determinagcao da saude e da capacidade
funcional do individuo. O estado nutricional expressa o grau em que as
necessidades nutricionais estdo sendo atendidas, para manter a composicao e
func¢des do organismo [JEEJEEBHOY, DETSKY e BAKER, 1990]. Ele tem um alto
impacto no bem estar fisico e psicoldgico, especialmente em idosos.

Os idosos tém um maior risco de apresentar desnutricao e degeneracgao de
seu estado de saude [VETTA et al., 1999; SAMPAIO, 2004], seja pela deficiéncia
alimentar, em funcdo da falta de recursos financeiros [BRIEFEL e WOTECKI,
1992; OLIVIERI et al., 1994; OMRAN e MORLEY, 2000; PIRLICH e LOCHS,
2001] ou pela ma absorcdo, em funcdo da alta freqléncia de disturbios
gastrintestinais [VETTA et al., 1999].

Muitos fatores contribuem para a alta incidéncia de desnutricao na populacao
idosa. Eles compreendem solidao, denticido pobre, diminuicdo da sensibilidade ao
paladar e olfato, disfagia, depressao, abuso de substancias (como a fluoxetina,
usada no tratamento de depressao), deterioragdo cognitiva entre outros fatores
[ARRUDA e ARRUDA, 1994; JACOB FILHO e SOUZA, 1994; DEVLIN, 2000],
além da coexisténcia de multiplas doencas, como a doenca de Parkinson, a
doencga pulmonar obstrutiva crénica, acidentes cerebrovasculares, insuficiéncia
cardiaca congestiva e insuficiéncia renal crénica [MCWHIRTER e PENNINGTON,
1994; DEVLIN, 2000].

A desnutricao representa um fator independente de risco de morbidade e
mortalidade [BRIEFEL e WOTECKI, 1992]. Ela predispbe a uma série de
complicagbes, como tendéncia a infecgdes, deficiéncia na cicatrizagao, faléncia
respiratdria, insuficiéncia cardiaca, diminui¢cdo da sintese de proteinas, diminui¢cao
na filtracdo glomerular e na producédo de suco gastrico [JEEJEEBHOY, 1998;
MCWHIRTER e PENNINGTON, 1994; SMITH e MULLEN, 1991]. Pacientes
idosos desnutridos quando hospitalizados apresentam maior incidéncia de
complicacbes e mortalidade em relacdo aos idosos bem nutridos [COVINSKI,
MARTIN e BEYTH, 1999].

Por outro lado, o sobrepeso [indice de massa corporal entre 25,0 e 30,0 (de
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude)] e principalmente a obesidade
(indice de massa corporal acima de 30,0) sdo fatores de risco para varias

complicacbes como doenca isquémica do coracgao, hipertensao arterial, acidente
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vascular cerebral, diabetes mellitus do tipo 2, colelitiase, osteoartrite e esofagite
de refluxo [STALLINGS e HARK, 1996; DEHOOG, 1998; OMRAN e MORLEY,
2000; PIRLICH e LOCHS, 2001].

A avaliagao nutricional do idoso é dificultada pelo fato da maioria dos valores
de referéncia dos indicadores do estado nutricional ser relativa a adultos jovens,
gue nao expressam necessariamente a normalidade no idoso [SAMPAIO, 2004].

A necessidade de ter instrumentos simples e rapidos para avaliacédo do
estado nutricional do idoso levou a elaboragcdo do MNA (Mini Avaliagéo
Nutricional), que engloba analises 1) antropométrica, 2) dietética, 3) clinica global
e 4) auto-perceptiva dos estados de nutricido e saude [GUIGOZ, VELLAS e
GARRY, 1994; GUIGOZ, VELLAS e GARRY, 1996; VELLAS et. al., 1999;
GUIGOZ, LAUQUE e VELLAS, 2002; BLEDA et al., 2002; DONINI et al., 2003]. O
MAN apresenta 98% de sensibilidade, 100% de especificidade e 99% de exatidao
no diagndstico do estado nutricional de individuos idosos relativamente saudaveis
[RUBENSTEIN et al., 2001]. Ele tem sido muito utilizado no diagnodstico do estado
nutricional de idosos que inspiram cuidados por periodos prolongados [SALETTI
et al., 2000; RUBENSTEIN et al., 2001; GUIGOZ, LAUQUE e VELLAS, 2002;
SAAVA e KISPER-HINT, 2002; THOMAZ et al.,, 2002; DONINI et al., 2003;
HUDGENS et al., 2004; ALVES DE RESENDE et al., 2005].

Entretanto, o MNA e nenhum outro instrumento de avaliagdo nutricional ndo
sdao capazes de identificar deficiéncias seletivas de nutrientes. Individuos
aparentemente saudaveis podem apresentar deficiéncias seletivas que produzirdo
anomalias celulares a médio ou longo prazo. A falha na identificagdo e tratamento
de uma desnutrigdo seletiva é considerada um dos grandes problemas da pratica
clinica [ELIA, ZELLIPOUR e STRATTON, 2005).

A deficiéncia de w3-PUFA é um exemplo de deficiéncia seletiva cuja
corregdo seria capaz de modificar o progndéstico de diversas doengas, como
aterosclerose e diabetes do tipo 2 [CONNOR, 2000; BENATTI et al., 2004].

A investigagdo de caréncias nutricionais especificas deveria ser parte da
avaliagao nutricional de qualquer individuo desde a infancia até a maturidade,

pois seguramente teria um grande impacto positivo na saude e longevidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

O envelhecimento envolve alteragcdes estruturais e funcionais dos complexos
organizacionais bioldgicos, particularmente das membranas, como as membranas
dos eritrocitos, cujas alteragcbes com o envelhecimento devem refletir as
mudangas que estdo ocorrendo também em outras membranas do organismo.
Entretanto, a composicdo, estrutura e comportamento de uma membrana
biolégica dependem da heranga genética, da alimentagdo [DOUGHERTY et al.,
1987; OLIVIERI et al., 1994], do estilo de vida e da degeneragdo estocastica
[JOZWIAK e JASNOWSKA, 1985; ONARAM, YALCIN e SULTUYBEK, 1997]. O
estudo dos efeitos da degeneragédo crénica de membrana exige o controle das
demais variaveis para evitar os resultados contraditérios que tém sido reportados
para lipoperoxidagcdo de membranas [ONARAN, YALCIN e SULTUYBEK, 1997;
GUVEN et al., 1999; OZAYDIN et al., 2001]. E possivel que as caracteristicas
bioquimicas e o comportamento de membrana, sejam bons indicadores da idade

biolégica de um individuo.
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CAPITULO 2

TRABALHO EXPERIMENTAL

INFLUENCIA DA IDADE DE DOADORAS HUMANAS
SOBRE A ESTABILIDADE DE SEUS ERITROCITOS
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RESUMO

[Titulo] Influéncia da idade de doadoras humanas sobre a estabilidade de
seus eritrocitos. [Introducédo] A estabilidade de uma membrana biolégica é
resultante de sua composi¢cdo e da composicao do meio interno do organismo
vivo, que dependem de influéncias genéticas, alimentacdo e estilo de vida.
[Objetivo] Este trabalho teve por objetivo estudar transversalmente em uma
amostra da populagdo feminina a dependéncia da estabilidade de eritrocitos
humanos com a idade, o estado nutricional, a quantidade de eritrocitos e o volume
corpuscular médio (VCM). [Amostra] A amostra foi constituida de mulheres com
20 a 94 anos, provenientes de uma regido definida com habitos alimentares e
estilos de vida semelhantes. [Métodos] A estabilidade de eritrdcitos, contra lise
por choque hipoténico e a agao de etanol, foi dada pela concentragao de NaCl
(Hso) ou de etanol (Dsp) capaz de promover 50% de hemdlise. Os valores de Hsp
foram determinados a 26, 32, 37, 42 e 47 °C, e os de Dsp, apenas a 37 °C. O
estado nutricional das voluntarias foi avaliado pela Mini-Avaliagdo Nutricional
(MNA). [Resultados] Hsp foi inversamente dependente (P<0.05) da idade, mas
nao com o escore do MNA, o VCM e a contagem de eritrécitos das voluntarias, a
26, 32, 37 e 42 °C, mas nao a 47 °C. D5y apresentou uma dependéncia linear
positiva com a idade. Hsy apresentou uma dependéncia linear negativa com o
aumento da temperatura. Os valores de Hsy na reta de dependéncia térmica de
Hso das mulheres com 20 a 39 anos foram significantemente maiores daqueles da
reta das mulheres acima de 60 anos. [Conclusdes] A estabilidade dos eritrécitos
contra estresse hipotdnico e desnaturagdo por etanol aumentou com a idade de
suas doadoras. Este aumento na estabilidade de eritrocitos ndo foi determinado
por diferengas no estado nutricional e nem por diferengas no volume corpuscular
médio. A estabilidade dos eritrécitos das voluntarias diminuiu significantemente
com o aumento na temperatura entre 26 e 47 °C. As mulheres com mais de 60
anos apresentaram eritrocitos com maior estabilidade do que aquelas com 20 a

39 anos nesse intervalo térmico.

DESCRITORES: Envelhecimento, estabilidade de eritrocitos, estabilidade de

membranas, mini-avaliacio nutricional, temperatura.
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ABSTRACT

[Title] Influence of the age on the stability of human erythrocytes.
[Introduction] The stability of a biological membrane is resultant from its
composition and from the composition of the internal medium of the living
organism, which depends on genetic influences, feeding and life style. [Objective]
This work aimed to study transversally in a human female population the
dependence of the erythrocytes stability with age, nutritional status, erythrocytes
counting and medium corpuscular volume (MCV). [Subjects] The sample was
constituted of human females (N = 67), with 20 to 94 years, proceeding from a
defined region with similar dietary habits and life styles. [Methods] The
erythrocytes stability against hypotonic lysis and ethanol action was given by the
concentration of NaCl (Hso) or ethanol (Dsg) capable to promote 50% of hemolysis.
The Hsg values were determined at 26, 32, 37, 42 and 47 °C; the Dsg values were
determined only at 37 °C. The nutritional status of the volunteers was evaluated
with the Mini-Nutritional Assessment (MNA). [Results] Hsy was inversely
dependent (P<0.05) with age and MCV, but not with MNA score neither the
erythrocyte counting of the volunteer, at 26, 32, 37 and 42 °C, but not at 47 °C. Dsg
presented a linear and positive dependency with the volunteer age. Hso present a
linear and negative dependence with the temperature increase. The Hsp values in
the thermal dependence line of Hsy for the females with 20 to 39 years were
significantly higher than those for the females above 60 years. [Conclusions] The
stability of the erythrocytes against hypotonic stress and denaturation by ethanol
increased with the age of the volunteers. This stability increase was not
determined by differences in the nutritional status neither in medium corpuscular
volume. The stability of the erythrocytes decreased significantly with the
temperature increase between 26 and 47 °C. The females above 60 years
presented erythrocytes with higher stability than the females with 20 to 39 years

within this thermal interval.

KEYWORDS: Aging, erythrocyte stability, membrane stability, Mini Nutritional

Assessment, temperature.
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INTRODUCAO

O envelhecimento é um processo complexo que resulta de heranga genética
e do modo como os individuos estabelecem seus habitos alimentares e seus
estilos de vida. Ele estd associado a alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas e energéticas, que incluem alteracbes nas membranas de células e
organelas.

Um modelo muito bom para estudar a composi¢cdo e o comportamento das
membranas biolégicas naturais € o eritrécito, uma vez que sua lise libera a
proteina hemoglobina que pode ser facilmente detectada por avaliagao
espectroscopica da extingao de luz em 540 nm.

O envelhecimento tem sido associado a alteragdes nos indices de
hematdcrito [GERSHON e GERSHON, 1988; KOSOWER, 1993], niveis de
hemoglobina [FRASER et al., 1989; WILLIAMS, 1995], e meia-vida [GERSHON e
GERSHON, 1988; KOSOWER, 1993], reciclagem [WILLIAMS, 1995], e
composi¢cao da membrana [PRISCO et al., 1991] de eritrocitos humanos.

Em um estudo com 81 humanos saudaveis, foi descrito um aumento idade-
dependente da proporcédo de acidos graxos saturados em relagao aos acidos
graxos insaturados nos fosfolipideos da membrana de seus eritrocitos [PRISCO et
al., 1991]. Esta alteracdo poderia ser determinante da rigidificacdo de membrana
atribuida ao processo de envelhecimento [HOCMAN, 1979; MARIN et al., 1990],
uma vez que alteragdes observadas no comportamento da membrana devem
estar associadas a mudancas em sua composicdo ou estrutura [ARAKI e
RIFKIND, 1981; IVANOV, 1999].

Em um paradoxo aparente, individuos centenarios apresentaram uma maior
proporcdo de acidos graxos insaturados (UFA) em relacdo aos acidos graxos
saturados (SFA) nas membranas de seus eritrocitos e, consequentemente, uma
maior fluidez de membrana, em relacdo aos idosos mais velhos ndo-centenarios
[CAPRARI et al., 1999; RABINI et al., 2002].

Esse paradoxo pode ser facilmente resolvido se ndés considerarmos que os
centenarios ocupam uma regidao nas curvas de sobrevivéncia onde a mortalidade
perde forga e desacelera, o que significa que o que ocorre com a membrana dos

eritrocitos de centenarios pode néo se aplicar a populagdo em geral.
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Para compreender as regras que governam as mudangas nas membranas
biolégicas com o envelhecimento, € conveniente separar a populagao geral, que
na melhor das hipoteses ira atingir idade em torno da longevidade média, dos
centenarios, que tém fatores genéticos, nutricionais e comportamentais que
seguramente os estdo predestinando a atingir idades préximas a longevidade
maxima da espécie humana.

Trabalhar com populagbes nado-homogéneas em relacdo a esses fatores
genéticos, nutricionais e comportamentais, deve ser a causa de confusdo na
interpretacdo do comportamento e composicao de membranas.

Seguramente, a estabilidade de uma membrana biolégica € uma funcao de
sua composicdo. Mais simples do que estudar a composi¢gdo da membrana dos
eritrécitos € estudar sua estabilidade. A estabilidade de eritrocitos é geralmente
estudada contra choque hipotonico (fragilidade osmética). Infelizmente, a relagéo
entre estabilidade de eritrécitos e a idade tem produzido resultados que néao
expressam um padrdo inequivoco, e resultados conflitantes tendo sido reportados
[FERNANDEZ-ALBERTI e FINK, 2000].

Varios efeitos do envelhecimento podem resultar de mudancas fisico-
quimicas nas membranas das células. Este ponto de vista constitui o que pode
ser chamada de paradigma fisico-quimico do envelhecimento, onde pode ser
inserida a questdo da mudancga na estabilidade de membrana com o aumento da
idade. Sendo assim, €& possivel que caracteristicas bioquimicas e o
comportamento de membranas sejam indicadores da idade biolégica de um
individuo.

Neste trabalho, n6s nos debrugamos sobre este paradigma, investigando a
influéncia da idade sobre a estabilidade de eritrocitos de doadoras voluntarias da
cidade brasileira de Uberlandia, onde a piramide nutricional é pobre em fontes de
acidos graxos insaturados.

Para obter resultados que expressassem tendéncias inequivocas em relagao
a idade dessa populagédo, a estabilidade dos eritrécitos foi investigada contra
choque hipoténico em diversas temperaturas (26, 32, 37, 42 e 47 °C) e contra
etanol a 37 °C, e foi aqui expressa como a concentragdo de NaCl (Hsp) ou de

etanol (Dsp) capaz de causar 50% de hemdlise.
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Desde que a composi¢gao de nossas membranas € um reflexo de nossa
nutricdo e a desnutricdo € uma tendéncia comum na velhice [ALVES DE
REZENDE et al., 2005], nés também investigamos o estado nutricional geral de
nossas voluntarias, usando o instrumento designado na literatura como Mini
Nutritional Assessment (MNA), que em portugués significa Mini-Avaliagao
Nutricional. O MNA é um instrumento inicialmente desenvolvido para avaliar o
estado nutricional na velhice [GUIGOZ, VELLAS e GARRY, 1994; VELLAS et al.,
1999; BLEDA et al.,, 2002; DONINI et al., 2003] que apresenta 98% de
sensibilidade, 100% de especificidade e 99% exatiddo no diagndstico da
desnutricdo [RUBENSTEIN et al., 2001].

Como alteragdes na estabilidade da membrana dos eritrécitos também
poderiam estar relacionadas com alteragbes na contagem, forma e dimensao
dessas células, nés também avaliamos a contagem e o volume corpuscular médio
(VCM) dos eritrécitos das voluntarias.

O trabalho descreve, interpreta e analisa no contexto da literatura corrente
em Biogerontologia os resultados obtidos das analises de correlagéo e regresséo

entre os parametros considerados.



31

MATERIAL E METODOS

Material

As medidas de massa foram feitas em uma balanga digital de precisdo da
marca AND, modelo 870. As determinagdes de volume foram feitas em buretas de
vidro refratario ou com pipetas automaticas (Labsystems). As incubagdes em
temperaturas definidas foram feitas em banho termostatizado (Marconi, modelo
MA 184, Piracicaba, SP, Brasil). As leituras de absorbancia foram feitas em
espectrofotdmetro de feixe unico (Micronal, modelo B-442, Sao Paulo, SP, Brasil).

As amostras de sangue (5 mL) de doadores voluntarios (entre 20 e 95 anos
de idade) saudaveis em jejum de 8 a 12 horas foram coletadas por pungédo da
veia cefalica ou basilica em tubos evacuados contendo K4EDTA a 1 g.dL™.

As determinagdes dos glébulos vermelhos (RBC), hematdcrito, hemoglobina,
volume corpuscular médio (VCM), foram realizadas em um contador de células da
marca Celm, modelo CC530/550.

O cloreto de sadio utilizado para os experimentos de fragilidade osmoética foi
adquirido da Chemco com grau de pureza de 99% e utilizado sem purificagdo

adicional.

Amostra

Este estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Uberlandia. Ele também foi devidamente autorizado por cada paciente
do género feminino recrutada entre 104 voluntarias (67 para teste de estresse
hipoténico e 37 para determinagdo da estabilidade de eritrécitos contra etanol),
aparentemente saudaveis, nao fumantes, nao consumidoras de bebidas
alcodlicas e sem uso de medicacdo (com excecado de anti-hipertensivos), que

espontaneamente se apresentaram como voluntarias neste estudo.

Avaliacdo do estado nutricional
O processo de avaliacao nutricional tem dois componentes, a selegcdo e a
avaliacdo [BARROCAS, 2000; DEHOOG, 1998]. Nesse trabalho, o estado

nutricional de cada voluntario foi avaliado pelo uso do instrumento Mini-Nutritional
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Assessment (MNA), que em lingua portuguesa significa Mini-Avaliagao Nutricional
(Anexo).

O MNA é constituido por 18 itens, distribuidos em quatro diferentes
categorias de avaliagdes: 1) antropométrica (perda de peso nos ultimos trés
meses, indice de massa corporal, circunferéncia do brago e da panturrilha); 2)
global (mobilidade, doengas agudas, problemas neurofisiolégicos, medicacao e
ocorréncias de lesdes da pele); 3) dietética (qualidade e quantidade de alimentos
e ingestao de liquidos e autonomia na alimentacéo); e 4) pessoal (auto-avaliagéo
dos estados de saude e de nutricdo) [GUIGOZ, VELLAS e GARRY, 1994;
GUIGOZ, VELLAS e GARRY, 1996; GUIGOZ, LAUQUE e VELLAS, 2002).

As avaliagdes antropométricas constituem os itens 1 a 4 do MNA.

O indice da Massa Corporal (IMC) foi determinado de acordo com a

equacao:
m

onde m €& a massa corporal, dada em kg, e h é a altura, dada em metros. As
voluntarias foram pesadas com roupas leves e sem sapatos, em uma balanca
antropométrica de brago, com capacidade para 150 kg. A altura foi medida com a
voluntaria descalga, com os pés juntos, os calcanhares contra o estatidmetro da
balanca, o corpo ereto, sem inclinagdo da cabeca, com o olhar no horizonte, de
forma que a linha que passa na parte superior da orelha até o canto externo do
olho ficasse paralela ao solo. O estatibmetro foi abaixado até que sua haste
horizontal superior ficasse plana, apoiada na parte superior da cabeca. Nesta
postura, foi realizada a medida do comprimento de cada voluntaria [NAJAS e
SACHS, 1996; DEHOOG, 1998; BARROCAS, 2000; WAITZBERG e FERRINI,
2000].

A Circunferéncia do Meio do Brago (CMB) forneceu uma estimativa da
massa muscular esquelética [FRISANCHO, 1988; DORMENVAL, MOJON e
BUDTZ-JORGENSEN, 1999; BUDTZ-JORGENSEN, CHUNG e MOJON, 2000].
Para obté-la, o braco foi medido clinicamente com uma fita métrica néo-
extensivel, da extremidade do processo acrdmio da escapula ao processo

olecranio da ulna. A CMB foi medida no ponto médio desta distancia, usando o
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brago ndo-dominante da voluntaria como padrao [DEHOOG, 1998; DORMENVAL,
MOJON e BUDTZ-JORGENSEN, 1999; WAITZBERG e FERRINI, 2000].

A medida da Circunferéncia da Panturriiha (CP), combinada a outras
medidas, € um dado antropométrico adicional na obteng¢ao de informacgdes sobre
a composicdo corporal [DEHOOG, 1998; BUDTZ-JORGENSEN, CHUNG e
MOJON, 2000]. Com a paciente de pé, o ponto de maior convexidade da perna foi
medido com uma fita métrica [WAITZBERG e FERRINI, 2000].

A avaliagéo global é constituida pelos itens 5 a 10 do MNA, que se referem
ao estilo de vida, uso de medicagédo e mobilidade da paciente. As perguntas foram

pontuadas de acordo com a avaliagao individual.

A avaliacdo dietética é constituida pelos itens 11 a 16, que se referem a
autonomia da alimentacdo, ao numero de refeicdes diarias, os alimentos e as

quantidades de liquidos ingeridos.

A avaliacdo pessoal (auto-avaliagdo) quanto ao estado de saude e de
nutricdo é constituida pelos itens 17 e 18, que se referem a auto-percepcéo da
paciente quanto ao seu estado nutricional e de saude em comparagao com outras

pessoas da mesma idade.

As avaliagcbes usadas na determinagdo dos escores do MNA foram
executadas sempre por apenas um unico pesquisador para evitar erros entre
observadores. De acordo com seus escores no MNA (0-30), as voluntarias foram
classificadas em desnutridas (< 17), em risco de desnutricao (17,5-23,5) e bem
nutridas (= 24).

Avaliacdo da estabilidade dos eritrocitos contra choque hipoténico
(fragilidade osmatica)

Os experimentos foram realizados em triplicata em tubos de ensaio. Os
tubos receberam inicialmente 2 mL de NaCl em concentragdes de 0 a 1 g.dL™,
foram entdo fechados e pré-incubados por 10 minutos a 26, 32, 37, 42 ou 47°C.
Apds a pré-incubagado, cada tubo era aberto, recebia 20 yL de sangue, era
hermeticamente fechado, homogeneizado e incubado por 20 minutos a

temperatura de cada ensaio. Em seguida, os tubos eram centrifugados a 1300xg
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por 10 minutos na temperatura do ensaio e seus sobrenadantes eram analisados
quanto a absorcao de luz em 540 nm (As40 nm)-
A taxa de hemodlise foi expressa em porcentagem de hemolise da seguinte

forma:

Hemolise (%) = x100% (2.2),

max.
onde A representa a absorvancia lida de cada sobrenadante e Anax representa a
absorvancia maxima da série, obtida a partir da linha de regress&o sigmoidal da
dependéncia de As4 contra a concentracdo de NaCl.

A dependéncia de porcentagem de hemdlise com a concentragao de NaCl
foi ajustada a uma linha de regressédo sigmoidal de acordo com a equagao de

Boltzmann:

A Amax — Amin
Hemodlise (%):W (23),

onde Amax € Amin representam a porcentagem minima e maxima de hemolise, S €
a concentragao de cloreto de sodio, Hsp € a concentracdo de cloreto de sodio
capaz de promover 50% de hemolise dos eritrocitos, e dS representa a amplitude
da concentracdo de sal relacionada com a transicdo de hemdlise por choque

hipotdnico.

Estabilidade de eritrocitos contra etanol

Uma série de tubos de ensaio com tampa (em triplicatas), contendo 2 mL de
0 a 16 g.dI”" etanol foi pré-incubada por 10 minutos a 37 °C. Apos adigdo de 20 pL
de sangue, homogeneizagao, fechamento e incubagao por 20 minutos, os frascos
foram centrifugados a 1300xg por 10 minutos a temperatura do ensaio. Os
sobrenadantes foram individualmente submetidos a medidas de absorvancia em
540 nm.

A percentagem de hemolise em cada tubo de ensaio foi calculada pelo uso
da equacdo 2 e ajustada a linhas de regressao sigmoidal de acordo com a
seguinte forma da equacéao de Boltzmann:

Hemodlise (%) =~ Ao Aner (2.4),

1+ e(®Ds)/dD max
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onde Anin € Anax representam as percentagens médias minima e maxima de
hemolise, respectivamente, D é a concentragao de etanol, Dsp € a concentracao
de etanol capaz de promover 50% de lise dos eritrécitos, e dD representa a
amplitude da concentragcdo de etanol relacionada com a transicao de lise dos

eritrécitos pelo caotropico.

Contagem de eritrécitos e determinacdo do volume corpuscular médio
(VCM)
As contagens de eritrocitos e determinagdes de VCM foram feitos em um

contador de células da marca Celm, modelo CC530/550.

Calculos, edicdo de dados e analises estatisticas

Os calculos, as edicbes dos dados e as analises estatisticas foram
executados com a utilizagcdo do aplicativo OriginPro 7.5 (Microcal Inc.,
Massachusetts, EUA). Os ajustes sigmoidais e lineares foram considerados
significantes apenas quando os valores de P em cada ajuste eram menores que
0,05.
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RESULTADOS

A Tabela 2.1 apresenta os resultados da avaliacdo nutricional, feita pela
utilizacdo do MNA. Das 67 voluntarias, 76,1% se apresentaram bem nutridas,
23,9% em risco de desnutrigdo e nenhuma com desnutrigao.

A Figura 2.1 apresenta uma tipica curva de fragilidade osmoética de uma
voluntaria. Ela mostra a linha de regressdo sigmoidal que representa a
dependéncia da percentagem de hemdlise com a concentragdo de NaCl de uma
voluntaria, bem como a concentragdo de NaCl capaz de promover 50% de lise
dos eritrécitos (Hsp). Quando a concentragédo de NaCl cai de 1,0 para 0,1%, a
percentagem de hemodlise aumenta até atingir um platé, de acordo com uma
transicéo entre dois estados, o estado intacto (caracterizado pela percentagem de
hemolise Anmin) € 0 estado hemolisado (caracterizado pela percentagem de
hemdlise Amax). A figura também mostra como foram obtidos os valores da
concentragéo de NaCl capaz de produzir 50% de hemolise (Hso).

A Figura 2.2 apresenta uma tipica curva de estabilidade de eritrécitos de
uma voluntaria contra a concentracao de etanol. Diferentemente do que acontece
na curva de estabilidade contra NaCl, a percentagem de hemalise aumenta com o
aumento na concentragdo de etanol, de acordo com uma transicdo entre dois
estados, o estado intacto (caracterizado pela percentagem de hemolise Anin) € 0
estado hemolisado (caracterizado pela percentagem de hemdlise Anax). A figura
também mostra como foram obtidos os valores da concentracédo de etanol capaz
de produzir 50% de hemolise (Dso).

A Figura 2.3 apresenta a dependéncia, de natureza negativa e
estatisticamente significante (P<0.05), observada entre os valores de Hsp € a
idade das voluntarias a 37 °C. Isso significa que a estabilidade dos eritrécitos
contra choque hipotdnico aumenta com o aumento da idade.

A Tabela 2.2 apresenta os parametros para a dependéncia linear entre Hsg €
a idade em diferentes temperaturas. As relacdes lineares entre Hsp € a idade
foram significantes a 26, 32, 37 e 42 °C, mas n&o a 47 °C.

A Figura 2.4 apresenta a dependéncia, de natureza positiva e

estatisticamente significante (P<0.05), observada entre os valores de Dsp € a
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idade das voluntarias. Isso significa que a estabilidade dos eritrocitos contra a
desnaturagao por etanol aumenta com o aumento da idade da voluntaria.

A Figuras 2.5 a 2.6 apresentam comparacdes das retas de dependéncia
térmica de Hsp entre as faixas etarias de 20 a 39 anos, de 40 a 59 anos e de 60
anos e acima. A reta da faixa de 20 a 39 anos apresentou diferenga significante
nas temperaturas mais baixas até 39,5 °C em relagao a reta da faixa de 40 a 59
anos (Figura 2.5), mas foi significantemente diferente da reta da faixa de 60 anos
e acima (Figura 2.6). Entretanto, ndo houve diferengas significantes entre as
retas de dependéncia térmica de Hso da faixa etaria de 40 a 59 anos em relacao
aquela de 60 anos e acima (Figura 2.7).

A Tabela 2.3 apresenta os resultados das analises de correlagéo testadas
entre os valores de Hsp € 0s parametros nutricionais e hematologicos. A auséncia
de significancia entre Hsp € os escores do MNA indica que a estabilizagdo dos
eritrocitos com o aumento da idade nao esta relacionado a uma piora do estado
nutricional com a idade. A auséncia de significancia entre Hsp € os valores de
VCM indica que a estabilizagao de eritrocitos humanos pela idade nao é devida a

diferencas de volume entre os eritrocitos no sangue das doadoras.



38

Tabela 2.1. Distribuicdo das voluntarias por estado nutricional e faixa etaria (N =

67).

Faixa etéaria Desnutrido Risco de Nutrido Total

(anos) desnutricao

% % % %

20-39 0,0 10,4 41,8 52,2
(7) (28) (35)
40-59 0,0 1,5 16,4 17,9
(1) (11) (12)
> 60 0,0 12,0 17,9 29,9
(8) (12) (20)
Total 0,0 23,9 76,1 100,0
(16) (51) (67)

*De acordo com o escore do MNA: desnutrido (MNA < 17,0); risco de desnutricdo (MNA = 17,5-23,5; nutrido

(2 24,0).
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Figura 2.1. Curva tipica obtida na avaliacdo da estabilidade de eritrocitos de uma
voluntaria contra estresse hipotdnico. Condigdes experimentais: idade = 47 anos;
temperatura = 37 °C. Hsp € a concentracdo de NaCl necessaria para promover
50% de hemdlise. Amax € Amin representam as percentagens de hemolise nos
estados hemolisado e intacto, respectivamente. A percentagem de hemdlise

diminui com o aumento da concentragao de NaCl.
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Figura 2.2. Curva tipica obtida na avaliagdo da estabilidade de eritrocitos de uma
voluntaria contra a desnaturagao por etanol. Condigdes experimentais: idade = 47
anos; temperatura = 37 °C. Dsp representa a concentracdo de etanol para
promover 50% de lise dos eritrocitos. Amin € Amax S0 as percentagens de
hemolise nos estados intacto e hemolisado, respectivamente. A percentagem de

hemdlise aumenta com o aumento da concentragao de etanol.
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Figura 2.3. Dependéncia dos valores de Hsp, a 37 °C, com a idade das
voluntarias. Condi¢des experimentais: temperatura = 37 °C; N =67, R =- 0,592, P
= 0,0001. A estabilidade dos eritrocitos contra choque hipotdnico aumentou com o

aumento da idade.
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Tabela 2.2. Parametros obtidos nas analises de regresséo linear da dependéncia
entre a estabilidade dos eritrécitos (Hso) e a idade (anos) em diferentes

temperaturas (n=67).

Temperatura Intersecao + DP Inclinagao R P
(°C) (x 10%)
26 0,479 £ 0.0051 -5,12 -0,640 < 0,0001
32 0,470 £ 0.0044 -4,18 -0,617 < 0,0001
37 0,465 £ 0.0043 -3,82 -0,592 =0,0001
42 0,458 + 0.0047 -3,87 -0,560 = 0,0004
47 0,441 £ 0.0056 -1,53 -0,222 =0,1928

DP = desvio padrao; R = coeficiente de correlacido de Pearson; P = probabilidade da hipotese

testada n&o ser verdadeira, considerada significante quando P< 0,05.
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Figura 2.4. Dependéncia dos valores de Dso com a idade das voluntarias. N = 37;
R =+ 0,420; P = 0,00972. A estabilidade dos eritrocitos contra a desnaturagao por

etanol aumentou com o aumento da idade.
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Figura 2.5. Comparagao entre as retas de dependéncia térmica da estabilidade
de eritrocitos de voluntarias contra estresse hipotbnico (Hsp) entre as faixas
etarias de 20 a 39 anos e de 40 a 59 anos. Faixa de 20 a 39 anos: R =- 0,651, N
= 85, P < 0,001. Faixa de 40 a 59 anos (R= - 0,280; N = 40; P = 0,08). As retas
de regressao (linhas continuas) foram mostradas entre as curvas representativas
de seus respectivos intervalos de 95% de confianga (linhas pontilhadas). N =
numero de pontos experimentais. R = coeficiente de correlacdo de Pearson. P =

probabilidade da hipétese testada nao ser verdadeira, considerada significante

quando < 0,05.
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Figura 2.6. Comparagao entre as retas de dependéncia térmica da estabilidade
de eritrocitos das voluntarias contra estresse hipotonico (Hsp) entre as faixas
etarias de 20 a 39 e de 60 anos e mais de idade. Faixa de 20a 39: R=-0,651; N
= 85; P < 0,001. Faixa de 60 anos e mais de idade R = - 0,439; N = 45; P =
0,00255. As retas de regressao (linhas continuas) foram mostradas entre as
curvas representativas de seus respectivos intervalos de 95% de confianga (linhas
pontilhadas). N = numero de pontos experimentais. R = coeficiente de correlagao

de Pearson. P = probabilidade da hipotese testada nao ser verdadeira,

considerada significante quando < 0,05.
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Figura 2.7. Comparagao entre as retas de dependéncia térmica da estabilidade
de eritrocitos das voluntarias contra estresse hipoténico (Hsp) entre as faixas
etarias de 40 a 59 e de 60 anos e mais de idade. Faixa de 40 a 59: R = - 0,280; N
= 40; P = 0,08. Faixa de 60 anos e mais de idade: R = - 0,439; N = 45; P =
0,00255. As retas de regressao (linhas continuas) foram mostradas entre as
curvas representativas de seus respectivos intervalos de 95% de confianga (linhas
pontilhadas). N = numero de pontos experimentais. R = coeficiente de correlagao
de Pearson. P = probabilidade da hipotese testada ndo ser verdadeira,

considerada significante quando < 0,05.
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Tabela 2.3. Andlise da relagao entre Hso e alguns parametros nutricionais e
hematoldgicos a 37 °C (N = 67).

Parametros Média + DP R pP*

Eritrécitos (milhdes por mm?®) 4,27 + 0,39 -0,034 0,786
Hemoglobina (g.dL™) 14,05 + 1,13 -0,069 0,582
VCM (um?) 99,28 + 4,84 +0,107 0,390
MNA (0-30 pontos) 25,73 + 2,76 +0,047 0,711

*Dependéncia considerada significante quando P < 0,05.
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DISCUSSAO

Controle das fontes de variabilidade no comportamento dos eritrocitos

A falta de controle nas varidaveis que sao intrinsecas ao grupo populacional
analisado é a razdo da falha em se obter um perfil geral inequivoco da
estabilidade de eritrocitos humanos com a idade das doadoras.

A composicdo de uma membrana biolégica é resultado de influéncias
genéticas, alimentacdo e estilo de vida. Estudos de comportamento de
membranas com amostras pequenas somente faz sentido se usar voluntarios que
pertencam a uma regiao definida, com habitos alimentares e estilos de vida
semelhantes.

A exclusdo dos individuos centenarios € também importante, porque eles
apresentam membranas com diferengas estruturais em relacdo aos individuos
mais velhos da populacdao em geral [CAPRARI et al.,, 1999; MAZZANTI et al.,
2000; RABINI et al., 2002]. O comportamento de membrana daqueles individuos
pode nao fazer diferenca em um estudo com toda a populagdo humana ou pelo
menos com amostras muito grandes, mas vai sem duvida fazer diferengca em
estudos onde as amostras sao pequenas, como este nosso estudo.

Desde que ha diferengas hormonais e metabdlicas entre os géneros, que
também diferem em relagdo a prépria longevidade, nés conduzimos nosso estudo
usando apenas voluntarios do género feminino.

Embora a ingestdo de etanol possa ser inserida entre os habitos
alimentares, como o etanol € um conhecido caotropico, capaz de interagir com
proteinas e fosfolipideos de membrana e promover lise de eritrocitos, nés também
excluimos as bebedoras regulares de etanol deste estudo. Além do efeito direto
do etanol sobre a membrana [YINGST, POLASEK e KILGORE, 1985;
ROTTENBERG, 1986], o metabolismo do etanol no figado pode promover
mudangas na distribuicdo lipidica [VASDEV et al., 1974], que seguramente &
muito importante em termos da composicao e estabilidade de nossas membranas.

Desde que nds controlamos essas variaveis, nés acreditamos que o perfil
aqui obtido para a dependéncia da estabilidade dos eritrocitos com a idade seja

uma expressao de diferencas estruturais entre individuos com idades diferentes.
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Validade da tendéncia observada na dependéncia com a idade da
estabilidade dos eritrocitos

A estabilidade de eritrécitos de voluntarias humanas contra choque
hipotbnico aumentou com o aumento da idade das doadoras de sangue nao
apenas a 37 °C (Figura 2.3), mas também em varias outras temperaturas (Tabela
2.2). Essa tendéncia fica muito evidente quando a linha de regressdo da
dependéncia térmica de Hsy das mulheres acima de 60 anos é comparada a
dependéncia térmica das mulheres com 20 a 39 anos (Figura 2.6). Os valores de
Hso dentro das linhas de regressao foram menores para as mulheres acima de 60
anos em relagdo aquelas com 20 a 39 anos. Esses dados mostram que as
mulheres acima de 60 anos tem eritrécitos com maior estabilidade contra choque
hipoténico do que as mulheres da outra faixa etaria.

Essa diferenca de estabilidade ndo ¢é exclusiva da lise por choque
hipotdnico, pois a estabilidade contra a lise pela agcdo do etanol também
aumentou com o aumento da idade (Figura 2.4).

Uma vez controladas as outras condi¢des de variabilidade, esse conjunto de
evidéncias indica que o aumento da estabilidade de eritrécitos com o0 aumento da
idade de suas doadoras é uma tendéncia inequivoca do comportamento de

eritrécitos.

Racionalidade fisica da tendéncia observada na dependéncia com a idade
da estabilidade dos eritrocitos

O que o aumento de estabilidade de eritrocitos com o aumento da idade
deve significar?

A estabilidade dos eritrécitos depende da pressao [WEBER e BONT, 1996],
variavel que seguramente nao interferiu em nossos resultados, porque nossos
experimentos foram conduzidos in vitro, sob pressdo ambiental.

A fragilidade osmoética dos eritrocitos depende da esfericidade dos eritrocitos
e da tonicidade do meio [DELANO, 1995]. A tensdo gerada na membrana dos
eritrocitos em decorréncia das modificagdes de forma observadas em diferentes
tipos de hemoglobinopatias deve ser seguramente uma causa de instabilidade
[PARPART, LORENZ e PARPART, 1947; SUESS, LIMENTANI e DAMESHESK,

1978]. Esta foi a razdo por que nds selecionamos apenas individuos saudaveis
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neste estudo. Entretanto, o envelhecimento esta associado a anemias
macrociticas [HIN et al., 2006] que sdo causadas por deficiéncia de folato e
cobalamina, o que prejudica a replicacdo das células da linhagem eritrocitaria
[BENDER e MAYES, 2003]. Esta deve ser a causa da presenga de eritrécitos
mais jovens no sangue de doadores mais velhos [GERSHON e GERSHON,
1988]. Se fosse essa a razao para o aumento na estabilidade dos eritrocitos, nos
deveriamos ter obtido uma forte correlagcdo entre Hsp € os valores de VCM, o que
ndo ocorreu (Tabela 2.3). Por outro lado, o envelhecimento também tem sido
associado a ocorréncia de anemias microciticas, causadas por deficiéncia de ferro
e de hemoglobina. Se essa fosse a razdo para o aumento na estabilidade dos
eritrocitos, nds deveriamos ter obtido uma correlagdo significante entre Hsp e os
niveis de hemoglobina das pacientes, o que de fato também néo ocorreu (Tabela
2.3). Por outro lado, macrocitose e microcitose sdo causas conhecidas de
anemia, que normalmente causam tensdes estruturais que geralmente diminuem
a estabilidade e a contagem dos eritrocitos no sangue. Realmente, em nossa
amostra, nds ndo encontramos uma boa correlagdo entre os valores de Hsp € a
contagem de eritrocitos das voluntarias (Tabela 2.2).

Nossas voluntarias ndo foram recrutadas entre individuos institucionalizados,
pois nas instituicbes de abrigo para idosos a desnutricdo € uma tendéncia comum
[ALVES DE RESENDE et al., 2005]. Eles foram individuos do género feminino
entre 20 e 95 anos, completamente integrados em suas familias, que
provavelmente devem estar atendendo suas necessidades nutricionais sem
maiores restricdes. Realmente, ndo houve relagao entre Hsg € 0s escores de MNA
das pacientes (Tabela 2.2).

A estabilidade de eritrécitos também pode ser afetada pela osmolaridade do
meio. E bem conhecida na literatura a tendéncia que os idosos apresentam em
desenvolver resisténcia a agdo da insulina e intolerancia a glicose, o que elevaria
a osmolaridade do plasma humano. Embora, uma elevagdo na osmolaridade por
agucares como a glicose seja uma fator determinante de estabilizagdo de
complexos biolégicos [BACK, OAKENFULL e SMITH, 1979], ndo acreditamos que
este seja caso, pois 0s niveis de acgucares normalmente usados como
estabilizantes sdo muito mais altos que os valores de glicemia mesmo de

portadores de intolerancia a glicose e diabetes mellitus. Niveis sanguineos altos
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de glicose associados a hiperinsulinemia poderiam sim afetar a lipogénese
hepatica e alterar os niveis de lipideos enddgenos circulantes. Esse poderia ser
um fator importante na alteragdo na composi¢cdo das membranas biolégicas com
0 aumento da idade. Mas também nao acreditamos que este seja o caso, pois 0
diagndstico de diabetes mellitus foi um critério de exclusdo usado neste trabalho.

Excluindo as possibilidades relacionadas com fatores nutricionais e
patolégicos, nds podemos considerar que o0 aumento na estabilidade dos
eritrocitos seja decorrente de mudangas estruturais, com o aumento de idade, na
composi¢cao das membranas dos eritrécitos.

De acordo com o dogma central da bioquimica, estabilidade € uma
manifestacdo funcional da estrutura e qualquer mudanga na estrutura ira afetar
sua fungado. Essa relacido estrutura-funcdo ndo € valida somente para o mundo
das biomoléculas, mas também para a realidade da estrutura de organelas,
células, tecidos e 6rgaos.

Uma vez que a fluidez de uma membrana diminui com o aumento na
concentragdo de colesterol e na razdo entre acidos graxos saturados e
insaturados de seus fosfolipideos [MARR e INGRAHAN, 1962; CRONAN e
GELMANN, 1973; COOPER, 1978; HANSS e KOUTSOURIS, 1985; VAN
BLITTERSWIJK, VAN DER MEER e HILKMAN, 1987; MANSILLA et al., 2004],
esse tipo de alteracdo estrutural poderia ser uma causa provavel do
comportamento que nos descrevemos. Realmente, isso faz muito sentido com
base nas elevadas razbes entre acidos graxos saturados e acidos graxos
insaturados observadas nos fosfolipideos da membrana de eritrocitos de
humanos idosos [BECKMAN e AMES, 1998; PRISCO et al., 1991; RABINI et al.
2002] e talvez no proprio padrao de assimetria observado nessas membranas
[RIFKIND, ARAKI e HADLEY, 1983].

A estabilidade dos eritrocitos deve ser um reflexo da magnitude das forgas
atrativas de van der Waals entre as cadeias laterais dos fosfolipideos presentes
em suas membranas. Essa forca aumenta com o aumento na propor¢ao de
colesterol e de acidos graxos saturados nos fosfolipideos de membrana. Assim, o
aumento na estabilidade de eritrécitos com a idade seria consequente de uma

mudanga estrutural progressiva que estaria ocorrendo ao longo do tempo.
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Mesmo que as células possam adaptar-se diante das condi¢des ambientais,
promovendo mudangas na composi¢cao ou estrutura de sua membrana [RUSSEL
e FUKUNAGA, 1990], como os eritrocitos ndo tém sintese propria de lipideos eles
de fato devem ter uma composi¢cao de membrana dependente das condi¢cées do

meio interno.

Concordancia com idéias correntes nas ciéncias do envelhecimento

Como as fungdes de uma membrana sdo dependentes do seu grau de
fluidez [DELICONSTANTINOS, 1987], mudangas estruturais durante a
senescéncia poderiam promover alteragbes no funcionamento celular
[GUTTERIDGE, 1993; BECKMAN e AMES, 1998; KASAPOGLU e OZBEN, 2001].

O envelhecimento € considerado estar associado a um aumento na
producdo de substancias oxidantes e diminuicdo nas defesas anti-oxidantes
[BECKMAN e AMES, 1998]. Realmente, os acidos graxos polinsaturados
presentes nos fosfolipideos das membranas bioldgicas s&o muito susceptiveis ao
ataque de radicais livres no processo chamado de peroxidagdo de acidos graxos
polinsaturados; [GUTTERIDGE, 1993; WISEMAN, 1996; BECKMAN e AMES,
1998].

A suscetibilidade da membrana do eritrécito ao estresse peroxidativo é
considerada aumentar com o aumento da idade, o que promoveria uma
diminuicdo na proporcao de acidos graxos polinsaturados na membrana com o
aumento da idade. Esta suposicdo € razoavel se considerarmos que dois dos
acidos graxos polinsaturados presentes nas membranas bioldgicas, o acido
linoléico e o acido a-linolénico, que sao precursores metabdlicos para a
biossintese de diversos outros acidos graxos polinsaturados de membrana, sao
essenciais na dieta humana [WISEMAN, 1996]. Assim, o aumento da idade e o
aumento da ingestdo de carboidratos favoreceriam o aumento na proporgao de
acidos graxos saturados e monoinsaturados com o tempo. Se isto esta realmente
acontecendo, a membrana do eritrcito de humanos mais velhos deveria ser um
alvo menos vulneravel ao estresse peroxidativo, uma vez que apresentaria uma
baixa proporcédo de acidos graxos polinsaturados em relagdo as membranas de
humanos jovens. Isto de fato foi demonstrado na literatura [RABINI et al., 2002],

embora também tenha sido reportada auséncia de alteracdo com a idade na
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vulnerabilidade de eritrécitos ao estresse oxidativo [ONARAN, YALCIN e
SULTUYBEK, 1997; GUVEN et al., 1999].

Se o aumento da estabilidade de eritrocitos com o aumento da idade estiver
relacionado com a diminuigdo no teor de acidos graxos insaturados, isso poderia
sob alguns aspectos constituir um elemento positivo na longevidade. Os
vertebrados de vida longa tém baixos indices de insaturagdo nos acidos graxos
de seus lipideos de membrana (PAMPLONA, BARJA e PORTERO-OTIN, 2002;
PAMPLONA e BARJA, 2003). Esse baixo indice de insaturacao seria vantajoso
porque tornaria as membranas menos vulneraveis a lipoperoxidacdo (ARKING,
2006e). Isso faz sentido a luz do fato dos humanos, que estdo entre os
organismos mais longevos do planeta, tenham se tornado incapazes de sintetizar
alguns acidos graxos polinsaturados, os quais sado de fato mais vulneraveis a
lipoperoxidacdo, e ndo de acidos graxos saturados e monoinsaturados. Faz
sentido também que os genes que geraram nosso padrao de especializagdo na
lipogénese exercam sua influéncia benéfica de maneira dualisticamente
pleiotrépica. Essas especializagdes tornariam por um lado nossas membranas
menos vulneraveis a lipoperoxidagdao, o que seria importante a curto e médio
prazo, mas fariam com que nossas membranas viessem a ficar excessivamente
rigidas a longo prazo. Essa perspectiva nos leva a acreditar que o envelhecimento
e varias doengas cronicas degenerativas, os quais se manifestam na idade pés-
reprodutiva, constituiriam o preco que temos que pagar pelos efeitos benéficos

que nosso padrao de especializagao na lipogénese teria até a idade reprodutiva.

Concordancia com degeneracdes patolégicas com o tempo

Se esse aumento na estabilidade esta associado ao aumento na proporgao
entre acidos graxos saturados e insaturados, ele deve ser responsavel pelo
processo de rigidificagdo de membrana que estaria associado ao envelhecimento.

O que ocorre com as membranas dos eritrocitos deve refletir o que esta
ocorrendo também com as membranas de outras células do organismo.

Essa rigidificacdo de membrana deve seguramente prejudicar os processos
de transdugdo de sinais através das membranas, acarretando em prejuizos a

insercao de receptores (como os receptores de LDL] e de transportadores (como
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o GLUT4), o que resultaria em aumento com a idade nos niveis de LDL-colesterol
e na resisténcia a agao da insulina.

Essa rigidificacdo deve também alterar a capacidade da membrana em
promover as mudancas de polaridade associadas a comunicacio célula-célula, o
que poderia justificar o declinio em mecanismos centrais associados a memoria,
cognicao e controle da agado hormonal.

Os efeitos da mudangca da composicdo nos fosfolipideos de membrana
compreendem questdes que estdo além do processo de rigidificagdo. Menores
propor¢gdes entre acidos graxos insaturados ®3 e w6 tém sido associadas aos
individuos mais velhos, embora esta proporcao tenha sido mostrada estar elevada
em centenarios em relagdo aos idosos mais velhos [RABINI et al., 2002]. Os
eicosanoides formados a partir de acido graxos insaturados ®6 tém sido
extensivamente associados a exacerbagao da inflamacao e de doencgas imunes,
enquanto os eicosanoides derivados de acidos graxos insaturados 3 tém sido
descritos como capazes de modular a inflamagdo e imunidade associada aos
eicosandides derivados de w6-UFA [CALDER, 1996; CALDER, 2004a; CALDER,
2004b; CALDER, 2004c; CALDER, 2004d; CALDER, 2005; SCHWAB e SERHAN,
2006]. Provavelmente, mesmo individuos com um alto conteudo de ®3-UFA nos
fosfolipideos de suas células inflamatérias também podem ter problema com a
producdo de eicosandides derivados de ®3-UFA, em consequéncia da
rigidificacdo da membrana, simplesmente porque a rigidificagdo da membrana ira
limitar o acesso da fosfolipase A;.

A degeneragao de origem inflamatdria e imune pode ser consequente da
combinagcdo de uma baixa oferta nutricional de ®»3-UFA com uma menor
acessibilidade a esses acidos graxos na membrana bioldgica das células
inflamatorias.

Se essa hipoétese for verdadeira, haveria também uma restricido de acesso
aos w6-UFA. Mas desde que os w6-UFA estdo presentes em uma concentracio
muitas vezes maior que os m3-UFA, a formagao de eicosandides derivados de
»6-UFA deveria ser favorecida com base na lei de acdo das massas.

A baixa biodisponibilidade enddégena de ®3-UFA e de outros fatores

nutricionais poderia ser uma das razdes que levaria individuos aparentemente
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saudaveis a apresentar anomalias degenerativas em intervalos de tempo mais
amplos. Ela também poderia justificar por que a suplementagdo com »3-PUFA
nem sempre produza os efeitos benéficos descritos para eles [CONNOR, 2000;
BENATTI et al., 2004], embora outro tipo de intervencéo, a restricao caldrica
tenha sido associada a atenuagao de muitas doengas degenerativas [HURSTING
et al.,, 2003; DAS, 2005; MATTSON, 2005; RITZ e GARDNER, 2006]. Uma
diminuicao na ingestao energética ira diminuir a lipogénese e a oferta de acidos
graxos saturados para as membranas bioldgicas, o0 que poderia aumentar a

acessibilidade dos fosfolipideos de membrana a agéo da fosfolipase A..

CONCLUSOES

A estabilidade dos eritrocitos contra estresse hipoténico e desnaturagao por
etanol aumentou com a idade de suas doadoras. Este aumento na estabilidade de
eritrécitos nao foi determinado por diferengas no estado nutricional e nem por
diferencas no volume corpuscular médio. A estabilidade dos eritrocitos das
voluntarias diminuiu significantemente com o aumento na temperatura entre 26 e
47 °C. As mulheres com mais de 60 anos apresentaram eritrocitos com maior

estabilidade do que aquelas com 20 a 39 anos nesse intervalo térmico.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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