View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .i CORE

provided by Universidade de Lisboa: Repositério.UL

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

Avaliacdo do metabolismo do monoxido de
azoto eritrocitario

Nuno Miguel Henriques Duro
Dissertacao
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente

2012


https://core.ac.uk/display/12427392?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

Avaliacdo do metabolismo do monoxido de
azoto eritrocitario

Dissertacdo orientada pela Doutora Patricia Alexandra Veloso Napoledo (Instituto de
Medicina Molecular, Unidade de Biologia Microvascular e Inflamacgdo) e pela Doutora Ana
Maria de Lima Viegas Gongalves Crespo (Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,

Departamento de Biologia Animal)

Nuno Miguel Henriques Duro
Dissertacao
Mestrado em Biologia Humana e Ambiente

2012



“Aprender sem pensar ¢ tempo perdido.”
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Resumo

O monoxido de azoto (NO) e formado nas células endoteliais vasculares, difundindo-se
para os eritrocitos, onde regula a deformabilidade e agregacéo eritrocitarias, e para a
parede vascular onde promove o relaxamento do musculo liso e, por conseguinte, o
aumento do didmetro dos vasos sanguineos levando ao aumento do fluxo sanguineo e a
reducdo da pressdo arterial. A reducdo da biodisponibilidade de NO e a consequente
disfuncdo endotelial desencadeiam eventos precursores da formacdo da placa
aterosclerdtica. Como tal o estudo do metabolismo do NO eritrocitario pode contribuir
para a compreensao da disfuncdo endotelial e patologias associadas. O objectivo deste
estudo foi avaliar o metabolismo do NO eritrocitario em condigdes fisiologicas normais
e em condicBes agudas de disfuncédo endotelial e inflamacdo (doentes com enfarte agudo
do miocérdio — AMI). Para atingir o objectivo proposto, procurou-se estudar in vitro os
efeitos da alteracdo conformacional da acetilcolinesterase (AChE), e da
inibicdo/activacdo enzimatica da proteina cinase C (PKC) sobre o metabolismo do NO
eritrocitario. Ambos os efeitos foram estudados na presenca/auséncia de acetilcolina
(ACh). Foi também realizado um ensaio ex vivo que teve como objectivo avaliar
marcadores do metabolismo do NO eritrocitario em doentes na fase aguda do AMI. Os
resultados obtidos demonstram que: (1) a AChE tem um papel regulador na mobilizagao
do NO eritrocitario e na concentracdo intra-eritrocitaria de nitrosoglutatido (GSNO); (2)
o grau de fosforilacdo do complexo 4.1 R e da proteina banda 3 influencia o efluxo de
NO e a concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO; (3) as alteracbes do grau de
fosforilagdo da proteina banda 3 e do complexo 4.1 R favorecem uma maior
concentragdo intra-eritrocitaria de S-nitrosohemoglobina (SNO-HDb), nitratos e nitritos
independentemente do efluxo de NO eritrocitrio. Em relagdo ao estudo ex vivo,
verificou-se que os eritrocitos de doentes com AMI apresentaram menor tendéncia no

efluxo de NO e menor concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO.

Palavras-chave: Eritrécito, Acetilcolina, Acetilcolinesterase, Proteina cinase C



Abstract

Formed in the endothelial cells, the nitric oxide (NO) spreads into erythrocytes, where it
regulates erythrocyte deformability and aggregation, and into the vascular wall where it
causes vascular smooth muscle relaxation and therefore increasing the diameter of
blood vessels leading to blood flow rise and arterial pressure decrease. The reduction of
NO bioavailability and subsequent endothelial dysfunction trigger events that lead to
formation of atherosclerotic plaques. Therefore, the study of erythrocyte NO
metabolism can contribute to the understanding of endothelial dysfunction and
associated diseases. This research aimed to assess the erythrocyte NO metabolism under
normal physiological conditions and under acute conditions of endothelial dysfunction
and inflammation (patients with acute myocardial infarction - AMI). To achieve the
objective, the effect of conformational change in acetilcolinesterase (AChE) and of
enzymatic inhibition/activation of protein kinase C (PKC) on erythrocyte NO
metabolism was investigated in vitro. Both effects were studied in the presence/absence
of acetylcholine (ACh). Furthermore, an ex vivo assay that aimed to assess various
markers of erythrocyte NO metabolism was conducted in patients with AMI. The results
demonstrate that: (1) AChE has a regulating role in the mobilization of erythrocyte NO
and intra- erythrocyte concentration of S-nitrosoglutathione (GSNO), (2) the degree of
phosphorylation of complex 4.1 R and protein band 3 influences the efflux of
erythrocyte NO and intra-erythrocyte concentration of GSNO, (3) changes in the degree
of phosphorylation of complex 4.1 R and protein band 3 favor a higher intra-
erythrocyte concentration of S-nitrosohemoglobin (SNO-Hb) , nitrates and nitrites
regardless of erythrocyte NO efflux. Regarding the ex vivo study, the results seem to
suggest a trend for lower erythrocyte NO efflux and a lower intra- erythrocyte

concentration of GSNO in AMI patients.

Keywords: Erythrocyte, Acetylcholine, Acetylcholinesterase, Protein kinase C
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Estado de Arte

1. Eritrocitos

O sangue € composto pelo plasma e por outros componentes como 0s eritracitos,
as plaquetas e os leucocitos (Seeley et al., 2005).

Os eritrdcitos sdo os principais componentes do sangue, sendo produto de uma
diferenciacdo que comecga na medula 6ssea onde as células-tronco hematopoiéticas se
diferenciam em eritrocitos nucleados. Ap6s a extrusdao do nucleo e da degradacdo do
reticulo endoplasmatico, formam-se os reticuldcitos, que em circulacdo rapidamente se
transformam em eritrécitos maduros (Seeley et al., 2005). Os eritrdcitos apresentam a
forma de disco biconcavo com aproximadamente 8 um de diametro, delimitados por
uma membrana plasmatica, exibindo em circulacdo um tempo de vida de 120 dias
(Seeley et al., 2005). O seu maior constituinte citoplasmatico é a hemoglobina, que é
responsavel pela ligagdo e libertacdo do oxigénio e transporte do monoxido de azoto
(NO) (Seeley et al., 2005).

1.1 Membrana dos Eritrocitos

A membrana eritrocitaria € composta por uma dupla camada lipidica assimétrica,
a qual varias proteinas estdo associadas. Esta estrutura permite separar os fluidos intra- e
extracelulares, seleccionar nutrientes, ides e gases, conferindo também a capacidade de
deformacéo aos eritrocitos (Seeley et al., 2005).

Foram identificadas 340 proteinas diferentes na membrana dos eritrocitos,
destacando-se a banda 3 e a glicoforina A (GPA) como as mais abundantes (Steck,
1974).

As proteinas de membrana podem ser classificadas como periféricas quando
estdo associadas apenas a uma face da dupla camada, ou como integrais quando estdo
inseridas na dupla camada lipidica através do seu dominio hidrofébico. No entanto
também podem ser divididas em: (1) proteinas que fazem parte do citoesqueleto como é
0 caso da espectrina e da actina (YYawata, 2003); (2) proteinas integrais, que incluem as

proteinas que integram a dupla camada lipidica como a banda 3 e as glicoforinas (GPSs);



e (3) proteinas periféricas que se associam a membrana através de uma ligacdo em
ancora como a anquirina e a proteina 4.2 (Yawata, 2003).

De acordo com Yu e Branton (1976) a banda 3 é uma proteina integral presente
na membrana dos eritrécitos que possui dois dominios, o N- e o C-terminal. O primeiro
dominio é citoplasmatico e responsavel pelo principal ponto de ligacdo com o
citoesqueleto, onde se ligam a anquirina, proteina 4.1, proteina 4.2, enzimas glicoliticas
(GEs) e a hemoglobina, apresentando um papel muito importante na flexibilidade e
rigidez dos eritrdcitos (Yu e Branton, 1976). O dominio C-terminal é responsavel pela
troca de ides e pela ligacdo com a anidrase carbénica (Yu e Branton, 1976).

A configuracdo da proteina banda 3 pode ser modelada através da fosforilacéo
provocada pela proteina tirosina cinase (PTK) (Mohamed e Steck, 1986) ou da
desfosforilacdo provocada pela proteina tirosina fosfatase (PTP) (Yannoukakos et al.,
1981). Estas alteracdes fosforilativas sdo responsaveis pela libertacdo das GEs para o
citoplasma, aumentando a via glicolitica (Philip et al., 1987).

As GPs representam aproximadamente 2% das proteinas totais da membrana
(Yawata, 2003). Devido ao seu conteudo em acido sialico, estas proteinas contribuem
em 60% para a carga negativa total dos eritrécitos, tendo um papel muito importante na
modelacdo das interaccdes entre 0s eritrécitos e entre estes e o endotélio (Winzler,
1970). A glicoforina A (GPA) é a mais abundante e estabelece ligacdo com a proteina
banda 3, participando na troca de i6es. Das glicoforinas presentes na membrana dos
eritrocitos destacam-se também, apesar de em menores quantidades, as glicoforinas B/E
e C/D (Yawata, 2003).

As proteinas  glicosil-fosfatidil-inositol ~ (GPI)  apresentam  estruturas
lipoglicoliticas complexas, com uma regido central comum, e possuem um papel
regulador sobre muitas proteinas de membrana, como enzimas (acetilcolinaesterase),
proteinas imunoldgicas e receptores (Caras et al., 1989).

A anquirina tem como principal fungéo a criacdo de uma forte associacao entre a
espectrina e a banda 3, no entanto esta associacdo pode ser modulada através da
fosforilacdo provocada pela accdo da proteina cinase A (PKA), caseina cinase | ou
adenosina monofosfato ciclica (Kennedy et al., 1991).

A proteina 4.2 interage com a anquirina e participa na formacdo do
macrocomplexo banda 3 (Yawata, 2003).

A proteina 4.1 R é responsavel por mediar as interaccdes entre a actina e a
espectrina (Winkelmann e Forget 1993). Estas interacg0es podem ser alteradas com a
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adicdo da proteina cinase C (PKC), que fosforila a proteina 4.1R levando ao decréscimo
das interaccOes entre a espectrina e actina (Nunomura et al., 2000). A PKC também
conduz a fosforilacdo da PTP nos residuos de serina/treonina provocando a inactivacéo
da PTP (Mohamed e Steck, 1986) e a activacdo da PTK (Yannoukakos et al., 1981),
levando a fosforilacdo indirecta da proteina banda 3. Existem dois macrocomplexos de
actina/espectrina responsaveis pela ligacdo do citoesqueleto @ membrana dos eritrocitos,
a formacdo destes macrocomplexos surge com a ligacéo da proteina banda 3 a anquirina
e a proteina 4.2, e com a ligacdo da glicoforina C/D com a proteina 4.1 R (Harrison et
al., 1991).

Todas estas proteinas desempenham um papel especifico para garantir a
integridade e deformabilidade dos eritrocitos.

1.2 Agregacdo e Deformabilidade Eritrocitarias

O citoesqueleto confere elasticidade e flexibilidade aos eritrocitos, permitindo-
Ihes passar por vasos e capilares que estreitam até 1 um de diametro (Yawata, 2003). As
mudancas na fluidez da membrana podem influenciar a agregacao eritrocitaria e a
deformabilidade na microcirculacdo, por interferir com a forma espacial dos eritrocitos
e com interac¢des célula a célula. A tendéncia dos eritrocitos para agregar ¢ mediada
por proteinas plasmaticas e esta dependente das forcas repulsivas estabelecidas por
membranas de outras moléculas e pela corrente sanguinea (Dormandy, 1971).

Segundo Fabry (1987), os eritrécitos repelem-se entre si devido a sua carga
negativa proveniente dos residuos de acido sidlico. No entanto a0 mesmo tempo sao
atraidos pelas forcas de Van Der Waals. O balanco entre estas duas forcas determina o
rearranjo espacial dos eritrocitos numa solucao electrolitica.

Em circulagdo sanguinea e em zonas de baixa tensdo tangencial, os eritrocitos
podem agregar-se e adquirir uma conformacéo tridimensional semelhante a uma pilha
de moedas (Samsel e Perelson, 1984). Segundo Seeley et al, (2005), em muitas espécies
animais, incluindo os humanos, os eritrocitos tendem a agregar-se na presenca de certas
macromoléculas, tais como o fibrinogenio.

De acordo com Yedgar et al. (2002), os eritrocitos também podem apresentar

deformabilidade reduzida e maior agregacdo em muitas situacfes patoldgicas, tais



como: doencas cardiacas, hipertensdo, diabetes, artrite reumatoide, anemia falciforme

entre outras (Tabela 1), dificultando a circulagdo sanguinea.

Tabela 1. Efeito de vérias situacdes patoldgicas na agregacao e deformabilidade
eritrocitaria. Adaptado de Yedgar et al. (2002). Na tabela abaixo 1 indica aumento, |

indica diminuicao.

Doenca Agregacao Deformabilidade
Enfarte do Miocéardio 1 !
Inflamacéo 1 !
Angina 1 !
Sepsis Bacteriana 1 !
Diabetes 1 !
Malaria Cerebral 0 !
Hipertensao Arterial 0 !
Acidente Cardiovascular 0 !
Anemia Falciforme 0 !

Na circulacdo sanguinea os agregados de eritrocitos contribuem para 0 processo
inflamatdrio e estimulam a interac¢do dos leucocitos com o endotélio, promovendo o
seu recrutamento. Esta agregacdo € reversivel e, particularmente importante na
microcirculagdo, uma vez que estes agregados podem aumentar drasticamente a
viscosidade do sangue (Baumler et al., 1999).

A desagregacdo é conseguida principalmente através da tensdo tangencial
mecanica, sendo necessario aproximadamente 1 dyne de forca para atingir esse
pressuposto. Em condicGes fisiolégicas normais, os eritrocitos ndo interagem com o
endotélio através de receptores especificos, no entanto estas interaccfes receptor-ligante

podem ocorrer em condi¢des patologicas (Shiu e Mclintire, 2003).



2. Funcdo Endotelial

Furchgott e Zawadzki (1980) demonstraram que o endotélio € um componente
indispensavel na regulacdo da homeostasia vascular, tendo descoberto que na auséncia
do endotélio a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina (ACh) ndo ocorria. Estes autores
evidenciaram também que o endotélio quando activo consegue libertar uma substancia
vasoactiva que causa o relaxamento nas células musculares lisas, tendo sido mais tarde
descoberto por Ignarro et al. (1987) que essa substancia era 0 monéxido de azoto (NO).

Na disfuncdo endotelial, ocorre 0 aumento da producéo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) (Cai, 2005), as quais podem reduzir a disponibilidade do NO endotelial
por diferentes vias: inactivacdo directa do NO pelo anido superdxido, com a formacao
dos peroxinitritos (Pryor e Squadrito. 1995); reducdo da expressao e da actividade da
forma constitutiva da enzima sintase do NO (NOS), devido a mudangas nos seus
substratos ou cofactores; e no aumento dos niveis de dimetilarginina assimétrica
(Colonna et al.,2009). A reducdo da biodisponibilidade do NO e a consequente
disfuncdo endotelial desencadeiam na parede dos vasos eventos percursores da
formagdo da placa aterosclerdtica como alteragcBes no ténus vascular e iniciagdo do
processo inflamatorio com adesdo de leucdécitos e proliferacdo e migracdo de células

musculares lisas (Madamanchi et al.,2005).

3. Mondxido de Azoto

O NO e uma molécula de sinalizagdo que foi descoberta por Furchgott, Murad e
Ignarro permitindo-lhes receber o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1998.
Esta molécula apresenta varias fun¢fes no nosso organismo, como a estimulacdo da
vasoactividade, a inibicdo da proliferacdo das células musculares lisas, a inibicdo da
adesdo plaquetaria, para além de regular a adesdo celular, o fluxo sanguineo, a
permeabilidade vascular e a deformabilidade eritrocitaria (Seeley et al., 2005).

Segundo Alderton et al, (2001) a NOS catalisa a transformacéo do aminoacido
L-arginina, NADPH e oxigénio no aminodcido L-citrulina, NADP e NO. A NOS
apresenta trés isoformas diferentes, a NOS neuronal (NOS1 ou nNOS), a NOS induzivel
(NOS2 ou iNOS) e a NOS endotelial (NOS3 ou eNOS). As enzimas NOS1 e NOS3 sdo
constitutivas e dependentes de célcio, enquanto a enzima NOS2 pode ser induzida em
diversos tipos de células durante o processo inflamatério (Alderton et al.,2001).



O NO que tem como origem a NOS3 € considerado a maior fonte de NO
disponivel nos vasos sanguineos. Apos a sua formacéo parte do NO difunde-se para o
interior dos eritrécitos para reagir com a hemoglobina regulando assim a
deformabilidade e agregacdo eritrocitarias (Korbut e Gryglewski, 1993). Outra parte
difunde-se para a parede vascular onde reage com o grupo heme da guanilato ciclase
estimulando a transformacédo da guanosina trifosfato em guanosina monofosfato ciclica,
que por sua vez, activa a proteina cinase G (Arnold et al., 1977). Estes mecanismos de
transducdo de sinal levam a desfosforilacdo das cadeias leves de miosina, provocando
assim o relaxamento do musculo liso vascular e, por conseguinte, 0 aumento do
didmetro dos vasos sanguineos levando ao aumento do fluxo sanguineo e a reducédo da
pressdo arterial (Seeley et al., 2005).

Segundo Archer (1993), o NO é uma molécula instavel, e por isso reage com
varias moléculas dando origem a derivados metabolicos mais estaveis que asseguram a
sua biodisponibilidade.

Estudos de cinética in vitro demonstraram que o NO € rapidamente convertido
em nitratos relativamente inertes na presenca de oxigénio e oxihemoglobina, podendo
depois ser convertidos em nitritos pela accdo da metahemoglobina redutase (Gibson e
Roughton, 1957). Os nitritos tém sido considerados como uns dos produtos metabolicos
finais mais estaveis do NO, sendo apontados como um reservatorio de NO, podendo ser
posteriormente reduzidos enzimaticamente a NO pela accdo da hemoglobina sob
condicdes de hipdxia (Gibson e Roughton, 1957). De acordo com Spencer et al. (2000),
0 NO quando reage com o glutatido (GSH) da origem ao nitrosoglutatido (GSNO).

Segundo Gross e Lane (1999), o NO intraglobular liga-se a hemoglobina através
do grupo heme ou através da cadeia beta da cisteina, dando origem a nitrosil
hemoglobina e a S-nitrosohemoglobina (SNO-HDb), respectivamente.

A reaccdo do NO com o anido superdxido origina o peroxinitrito, o qual pode
produzir nitratos mas também causar danos oxidativos em proteinas. Para que esta
reacgdo ocorra ndo e necessaria a presenca de nenhuma enzima (Pryor e Squadrito.
1995).

O NO é uma molécula muito importante para a regula¢do do tonus vascular, no
entanto as suas vias de sinalizacdo e a conversao nos seus metabolitos ainda ndo sédo

totalmente conhecidas.



4. Acetilcolina

Existem algumas moléculas que podem modelar o efluxo de NO. Entre estas
figura a acetilcolina (ACh) (VanBenthuysen et al., 1987).

Segundo Sastry e Sadavongvivad (1979), classicamente a ACh era apenas
conhecida como um neurotransmissor, no entanto sabe-se agora que a ACh apresenta
outras funcbes importantes no nosso metabolismo. A ACh é produzida no sistema
nervoso pelas células nervosas, mas também existe em circulacdo sendo produzida pelos
linfocitos T e células endoteliais (Seeley et al., 2005).

A ACh neuronal é produzida nas células nervosas a partir da colina e da acetil
coenzima A mediada pela colina acetiltransferase, sendo armazenada posteriormente em
vesiculas nos neuroénios pré-sinapticos. Quando a membrana é despolarizada com a
chegada do impulso eléctrico a ACh é libertada, ligando-se ao seu receptor colinérgico
na membrana, desencadeando assim varias reaccGes no neurénio. AChE hidrolisa a
ACh em colina e &cido acético, conduzindo ao término da reac¢do (Michelson e
Zeimal,1973).

O estudo intensivo da funcdo da ACh em circulagdo conduziu ao conhecimento
sobre a interaccdo desta molécula com os receptores muscarinicos do endotélio,
provocando o efluxo de célcio, a formacdo do complexo calcio-calmodulina e activacao
da NOS3, o que indirectamente tem como consequéncia o relaxamento muscular e a
vasodilatacdo através da producdo de NO (Furchgott et al., 1981). Demonstrou-se
também que a ACh é muito importante no transporte de oxigénio, nas propriedades
hemorreoldgicas, no metabolismo eritrocitario e na mobilizacdo de NO eritrocitario e
dos seus derivados metabolicos (Mesquita et al., 2001).

De acordo com Wright e Plummer (1973), os eritrécitos sdo componentes
sanguineos que apresentam maiores concentragdes de AChE, sendo esta enzima
constituida por um nucleo globular que apresenta na sua parte inferior o centro activo,
estando incluido neste nucleo, também um local periférico anionico e um local de
ligagéo secundario entre outros (Grisaru et al., 1999).

A AChE possui um peéptido secretorio sinalizador N-terminal, que durante a
biossintese passa por diversas modificacdes incluindo N-glicolisacdo e oligomerizagdo
(Massoulie et al., 2005).

Nem todas as celulas expressam o mesmo tipo de AChE, devido ao splicing

alternativo de mRNA que ocorre nas diferentes células, dando origem a trés isoformas



diferentes da AChE (Fambrough et al.,1982), que apresentam uma extensao terminal-C
diferente bem como diferentes propriedades bioquimicas (Wessler et al., 1999).

As trés isoformas da proteina sdo: (1) a AChE sinaptica, que é a isoforma
principal do cérebro e do muasculo; (2) a AChE eritrocitaria, que normalmente ocorre na
forma dimérica e cujo dominio C-terminal esta ligado a proteinas GPI; e (3) a AChE
readthrough que parece ser expressa como um monomero soluvel, e cuja expressdo e
induzida durante o desenvolvimento ou em resposta a condi¢des de stress (Fambrough
etal., 1982).

A Unidade de Biologia Microvascular e Inflamacdo do Instituto de Medicina
Molecular dirigida pela Professora Carlota Saldanha tem realizado nos dltimos anos
estudos de investigacdo pioneiros sobre os mecanismos de traducdo de sinal do NO
eritrocitario. Os primeiros ensaios evidenciaram a participacdo de varias proteinas de
membrana no efluxo de NO eritrocitario, tendo sido proposto por Carvalho et al. (2004)

a seguinte via de sinalizagdo (Figura 1):
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Figura 1. Mecanismos de traducdo de sinal do NO e dos seus metabolitos

derivados nos eritrocitos. Retirado de Carvalho et al. (2004).

A via de sinalizacdo (Figura 1) proposta apresentava alguns elos para o quais a

data ainda ndo havia resposta. No entanto, estudos posteriores da mesma Unidade
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sugeriram que a formacdo do complexo AChE-substrato através da adicdo da ACh
provocava alteracfes conformacionais na associagdo da proteina banda 3 com a proteina
G (subunidades Gail/ Gai2 e GB). A par destas alteragcdes conformacionais evidenciou-
se também uma maior actividade das PTKs na membrana dos eritrocitos provocando a
desfosforilacdo da proteina banda 3, dando origem a um maior efluxo de NO
eritrocitario (Carvalho et al., 2009). Apesar de todos os estudos realizados, ainda nao se
conhece completamente a via de sinalizacdo do NO eritrocitério e dos seus metabdlitos
derivados, sendo necessarios mais estudos para entender o papel de todos os
intervenientes nestes processos.

Com o avango da biologia molecular e biotecnologia a criacdo de anticorpos
especificos tornou-se uma realidade nos dias que correm, tendo sido ja criados varios
anticorpos especificos para a AChE eritrocitaria (anticorpo AChE dos dominios N- e C-
terminal). A existéncia de tais anticorpos possibilita a inibicdo de um dominio
especifico da AChE, permitindo estudar o efeito da alteracdo conformacional da AChE

eritrocitaria.

5. NO, Funcao Endotelial e Aterosclerose

Como referido anteriormente, a reducdo da biodisponibilidade de NO conduz a
uma situacdo de disfuncdo endotelial, o que desencadeia alteracdes importantes na
parede do vaso as quais sdo precursoras da formacdo da placa aterosclerética
(Madamanchi et al., 2005). Visto que a disfungdo endotelial é um factor chave no
desenvolvimento do processo aterosclerético pode servir como previdente da doenca
arterial coronaria (CAD) (Kinlay et al., 2001).

Em termos gerais, a aterosclerose é uma doenga que se caracteriza pela formacédo
de placas de ateroma nos vasos sanguineos provocando um estreitamento do limen e
perda de elasticidade da parede vascular, sendo esta a principal causa do enfarte agudo
do miocéardio (AMI) e de outras doencas cardiovasculares (CVDs) (Fuster et al., 1988).

Segundo Camacho et al (2007) a prevaléncia da aterosclerose tem aumentando a
escala mundial, sendo ja a maior causa de morte e morbilidade nos paises ocidentais.
Apesar da extensa investigacdo sobre o assunto e do extenso dispéndio de recursos para

melhorar o nivel de diagnoéstico e terapéutica, a doenca cardiovascular aterosclerotica



ainda é uma patologia que despende muitos recursos levando a uma sobrecarga a nivel
econdmico (Kolansky, 2009)

As lesdes ateroscleroticas podem surgir durante a adolescéncia, no entanto a sua
progressao esta dependente de factores geneticos e ambientais (Libby e Theroux, 2005).

Até a década de 70, a aterosclerose era caracterizada exclusivamente como uma
acumulacdo excessiva de lipidos na parede arterial, levando & formacdo da placa de
ateroma. No entanto estudos mais recentes apontam para um envolvimento do processo
inflamatdrio e de diversos tipos celulares, incluindo leucdcitos, eritrocitos, plaguetas,
células do mdsculo liso e células endoteliais na formacdo e progressdo da placa

aterosclerdtica (Seeley et al., 2005).

5.1 Formacéo da Placa Aterosclerdtica

Pode-se considerar que a formacdo de uma placa de ateroma se inicia com a
acumulacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no espaco sub-endotelial,
podendo entdo sofrer um processo de oxidacdo na presenca de ROS levando a formacao
das LDL oxidadas (ox-LDL). As ox-LDL desencadeiam uma resposta auto-imune,
sendo fagocitadas pelos macrofagos. Como tal, ocorre uma acumulacdo de lipidos no
interior dos macréfagos, levando a sua posterior transformacdo em células espumosas
(Gerrity, 1981). Os macrofagos tém um papel central na amplificagdo da resposta
inflamatdria pois induzem a libertacdo de citocinas pré-inflamatérias no endotélio, que
por sua vez promovem a expressdo de moléculas de adesdo, factores tecidulares e
quimiocinas contribuindo para o crescimento do ateroma (Seeley et al., 2005).

O evoluir da lesdo provoca a necrose das células espumosas e a consequente
coalescéncia lipidica, iniciando-se assim a formacdo de um nucleo necrético no centro
da lesdo, constituido por células mortas e citocinas inflamatorias que promovem o
aumento da inflamacéo e da instabilidade da placa (Fuster et al., 1992).

Segundo Webster et al. (1990), com a ruptura da placa ou erosdo endotelial, a
matriz sub-endotelial expde o seu conteddo necrdtico rico em factores pré-coagulantes
na circulagdo sanguinea, ocorrendo a activagdo e agregacdo das plaquetas e formando-se

o0 trombo. Desta forma surgem manifestacdes clinicas.
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5.1 Enfarte Agudo do Miocardio

Em 2007 houve uma nova modificacdo no diagndstico do AMI, preconizada
pela Joint Task Force of the European Society of Cardiology, American College of
Cardiology Foundation, American Heart Association e a World Health Federation
(ESC/ACCF/AHA/WHF), definindo o AMI como um evento clinico resultante da morte
dos midcitos cardiacos (necrose miocardica) causada por isquémia (Thygesen et al.,
2007). O AMI tem duas formas de incidéncia com supradesnivelamento do segmento
ST ou sem supradesnivelamento do segmento ST (Kumar e Cannon, 2009).

O AMI ¢é a manifestacdo mais grave da doenca coronaria (CAD), e resulta da
interrupcdo do fornecimento de oxigénio ao musculo cardiaco provocando uma necrose
parcial do mesmo. Cerca de 95% dos AMI ocorrem devido ao processo aterosclerético
(Webster et al., 1990).

Segundo Okrainec et al. (2004) estima-se que a mortalidade provocada pela
CAD duplique no periodo de 1990 a 2020, com mais de 80 % do aumento a dever-se
aos paises em desenvolvimento.

Esta mudanca epidemioldgica deve-se em parte ao envelhecimento da populacéo
provocado pelo aumento da esperanca média de vida mas também a mudanca dos
habitos alimentares e urbanos (Kumar e Cannon, 2009).

Segundo Fox et al. (2004) a identificacdo dos factores de risco das doencas
cardiovasculares (CVDs), como a hipertensdo, tabagismo, dislipidémia, diabetes,
obesidade historial familiar de doenca coronéria, evento prévio entre outros, permite
tomar medidas preventivas que podem diminuir a sua taxa de incidéncia, reduzindo
assim a elevada taxa de mortalidade associada a estes eventos cardiovasculares. No
entanto, a sua utilizacdo ndo é suficiente para uma prevencéo eficiente das CVDs, pois
em cerca de 50% de todos os doentes com CVDs ndo é identificado aparentemente
nenhum destes factores de risco (Maas e Boger, 2003). Como tal, a utilizacdo de novos
biomarcadores é fundamental na identificacdo de doentes em risco de CVDs (Pearson et
al., 2003).

Como referido anteriormente, a disfuncdo endotelial € um factor preditivo das
CVDs, e caracteriza-se por uma diminuicao da biodisponibilidade do NO. Assim sendo
0 conhecimento efectivo das vias de sinalizacdo do metabolismo do NO eritrocitario
pode ser importante para o diagnostico precoce da disfuncdo endotelial.
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Objectivos

O objectivo deste estudo foi avaliar o metabolismo do NO eritrocitario em

condicBes fisiologicas normais e em condi¢gdes agudas de disfuncdo endotelial e

inflamacdo (doentes com enfarte agudo do miocardio — AMI).

Para tal estudou-se os efeitos da alteracdo conformacional da AChE e da

inibicdo e da activagdo enzimatica da PKC sobre o metabolismo do NO eritrocitario. O

efeito da presenca e da auséncia da ACh foi também avaliado.

Para além disso, determinou-se ex vivo marcadores do metabolismo do NO em

doentes com AMI.

Material e Métodos

Lista de material

Agregometro MAL; Myrenne, Alemanha

Amino-1V sensores; Innovative instruments, EUA

Arca frigorifica -4°C, -20° C e -80°C

Banho de agua termostatatizado a 37° C

Banho de gelo

Centrifuga 2233 M-2; HERMLE, Alemanha

Copos de laboratério Normax

Cuvetes

Ectacitometro; Myrenne, Alemanha

Espectrofotometro F-3000; Hitachi, Japao

Espectrofotometro Spectronic 20 Genesys; Thermo electron corporation, EUA
Luvas

Micro tubos Eppendorf

Nitric oxide measuring system; Innovative instruments, EUA
Pipetas Gilson 10,20,100,200,1000 pL

Pontas de pipeta

Tubos Colheita de sangue

Vortex
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Lista de anticorpos

* AChE anticorpo (N-19). Santa Cruz biotechnology, inc.
* AChE anticorpo (C-16). Santa Cruz biotechnology, inc.

Lista de reagentes

* 4 5-diaminofluoreceina (DAF-2); SIGMA
2,7-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA); SIGMA
* Acetilcolina iodeto; SIGMA

* Acetilcolina cloreto; SIGMA

* Acetato de forbol miristrato (PMA); SIGMA

e Cheleretrina; SIGMA

e Cloroformio; Merck

* Dimetilsuféxido (DMSO); SIGMA

* Etanol 95%; Merck

* HgCI2; SIGMA

* Kit Reagente de Griess; Molecular Probes

* NaCl isotonico 0,9% em pH 7,4; AnalaR, BDH Laboratory
* NADPH; SIGMA

* Nitrato reductase (Aspergillus niger); SIGMA

Protocolo de recolha de sangue

No ensaio in vitro, o sangue (9 ml) foi obtido por pungédo venosa, e armazenado
em tubos de colheita com o anticoagulante heparina 10 Ul/ml.

A recolha do sangue foi sempre realizada de manh& de modo a evitar variagdes
circadianas. O intervalo de tempo desde a recolha do sangue até ao inicio do
processamento em laboratério nunca excedeu um periodo de tempo superior a 60
minutos.

Para 0 ensaio ex vivo, as amostras de sangue foram recolhidas para tubos de
colheita com o anticoagulante apropriado, heparina 10 Ul/ml e EDTA (1,5 mg/ml). A
recolha das amostras foi realizada aquando da admissédo dos doentes no Servigo de
Cardiologia do Hospital de Santa Marta, o que dada a natureza aguda e imprevisivel da

patologia estudada ocorreu a diferentes horas do dia.
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6. Estudo In Vitro

6.1 Caracterizacéo do Grupo de Estudo

Para a realizagdo dos ensaios in vitro, utilizou-se sangue de individuos
saudaveis. O sangue foi recolhido no Banco Publico de Sangue do Instituto Portugués
do Sangue (Lisboa, Portugal), no ambito de um acordo institucional com o Instituto de
Biogquimica da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.

Os critérios de inclusdo incluem individuos do sexo masculino com idades
compreendidas entre 0s 18 e 0s 60 anos. Foram excluidas do estudo mulheres de modo

a evitar alteracdes hormonais resultantes do ciclo menstrual.

6.2 Modelo Experimental

De forma a atingir o objectivo proposto de compreensdo do metabolismo do NO
eritrocitario, foram realizados dois ensaios utilizando diferentes efectores. O primeiro
ensaio teve como objectivo estudar o efeito da alteracdo conformacional da AChE no
metabolismo do NO eritrocitario na presenca e auséncia da ACh. A alteracdo
conformacional da AChE foi efectuada com a adi¢do de dois anticorpos especificos para
a AChE, o anticorpo especifico para o dominio N terminal e o anticorpo especifico para
0 dominio C terminal. O segundo ensaio pretendeu estudar o efeito da
inibicdo/activacdo enzimatica da PKC no metabolismo do NO eritrocitério na presenca
e auséncia da ACh. A inibicdo enzimatica da PKC foi provocada pela adicdo da
cheleretrina (Che) e a activacdo enzimatica foi provocada pela adicdo do acetato
miristato de forbol (PMA).

Estes ensaios foram realizados sequencialmente, mantendo-se sempre o modelo
experimental descrito de seguida. Cada amostra de sangue foi centrifugada para a
obtencdo dos eritrocitos os quais foram ressuspendidos em soro fisioldgico (NaCl
isotonico) de modo a manter o valor de hematdcrito inicial. ApoOs esta preparacdo, as

seguintes aliquotas:
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e Aliguota Controlo — néo se adicionou o efector;

e Aliquota Efector em estudo — adicionou-se o efector a ser estudado na
concentracdo 10 M;

e Aliquota ACh — adicionou-se 10" M de ACh como controlo positivo;

e Aliquota Efector em estudo+ACh — adicionou-se o efector a ser estudado

na concentracao 10™ M e ainda 10 M de ACh.

Foram incubadas durante 15 min a temperatura ambiente. Seguidamente as
aliquotas foram centrifugadas (11000 rpm durante 1 min). O sobrenadante foi
descartado, e os eritrocitos foram utilizados para as determinagBes do NO , GSNO,
SNOHD, nitritos e nitratos.

6.3 Procedimento Experimental

6.3.1 Determinacio da Concentracéo do NO Eritrocitério

Segundo Carvalho et al. (2004), existe uma relacdo directa entre a corrente
eléctrica produzida pelo sensor do NO e a concentracdo padrdo do NO, produzindo uma
curva de calibracdo significativa. Os eritrocitos in vitro produzem valores
amperométricos significativos de NO em resposta a uma ampla gama de efectores. A
utilizacdo do sensor amperométrico de NO constitui um método fiavel para a medicao
directa em tempo real do efluxo de NO nas suspens@es de eritrocitos. As mudancas
registadas através da alteracdo do pico de corrente eléctrica s@o proporcionais a
quantidade de NO mobilizado pelos eritrocitos quando estimulados pela ACh.

Para a determinacdo da concentracdo do NO eritrocitéario foi adicionado NaCl a
suspensdo de eritrocitos a fim de alcangar um Ht de 0,05%. A suspensdo foi entdo
homogeneizada atraves de uma suave inversao. De seguida os amino-IV sensores que
estdo ligados ao medidor de NO foram estabilizados. Apos a estabilizacdo foi
adicionado 10 mM de ACh a suspensdo, provocando uma alteracdo de corrente
eléctrica, que com base numa curva de calibracdo calculada previamente utilizando
concentragdes conhecidas de NO permite determinar a concentracdo de NO da

suspensdo (Almeida et al., 2009).
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6.3.2 Determinacdo da SNO-Hb

A determinacdo da concentracdo de SNO-Hb é baseada na reaccdo de clivagem
dos S-nitrosotidis que produzem um nitrosante que activa 4,5-diaminofluoreceina
(DAF-2) (Sonveaux et al., 2005).

Para a determinacdo de SNO-Hb foi adicionado igual volume de H,O ao volume
da suspenséo de eritrdcitos. De seguida foi feita uma diluicéo final de 1/200 com NaCl.
Posteriormente foi misturado 5 mM de DAF-2 a solucdo. Metade dessa solucéo reage
com um volume igual de HgCl, durante 10 min provocando a clivagem de SNO-Hb. A
reac¢do termina com a adi¢do de uma mistura de cloroférmio e etanol. A concentracdo
da SNO-Hb foi derminada num espectrofotometro Hitachi F-3000 com a excitacdo de
luz a 485 nm e emissdo a 520 nm. Os resultados foram quantificados com base na
diferenca de sinais de fluorescéncia gerada na presenca e auséncia de HgCl,, (Sonveaux
et al., 2005).

6.3.3 Determinacdo dos Peroxinitritos

O 2,7-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) difunde-se através das
membranas celulares e é posteriormente desacetilado pelas esterases intracelulares
dando origem ao DCF-H que é um composto ndo fluorescente. No entanto os
peroxinitritos convertem o DCF-H num DCF altamente fluorescente.

Para a determinacdo dos peroxinitritos foi adicionado 15 pM de DCF-DA e
tampdo fosfato a suspensao de eritrécitos durante 30 min a temperatura ambiente. Apds
0 periodo de incubacdo suspensdes foram diluidas no mesmo tamp&o. A concentracdo
final da suspenséo foi determinada com o espectrofotometro Hitachi F-3000 utilizando
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo a 503 e 523 nm respectivamente. A
concentracédo dos peroxinitritos foi calculada com base numa curva de calibragéo (1-100
pm) calculada previamente utilizando concentracGes conhecidas de peroxinitritos
permitindo determinar a concentragdo dos peroxinitritos na suspensao (Possel et al.,
1997).
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6.3.4 Determinacdo da Concentracdo dos Nitritos, Nitratos e GSNO nos

Eritrécitos

Este método baseia-se na medicdo da florescéncia emitida pelos nitritos, nitratos
e nitrosoglutatido com o reagente de Griess no espectrofotometro (Guevara et al., 1998).

Para determinar a concentragdo destes compostos derivados de NO, foi
necessario hemolisar a suspensdo de eritrocitos. Para tal foi adicionado agua MILI-Q,
etanol e cloroférmio aos eritrocitos. Seguidamente a suspensdo foi homogeneizada no
vortex e centrifugada (3000 rpm durante 2 min). Apos a centrifugacdo sobrenadante foi
armazenado para a posterior determinacgdo dos nitratos, nitritos e GSNO (Carvalho et
al., 2004)

Para a determinacgdo dos nitritos, o sobrenadante hemolisado foi incubados com
0 reagente de Griess de acordo com as instru¢des do Kit Reagente de Griess, de seguida
as solugdes foram incubadas 20 minutos a temperatura ambiente ao escuro. O kit €
composto por dois componentes, o acido sulfanilico (componente B) que quando reage
com o nitrito converte-se num sal de diazénio em solucdo acida que ao reagir com 0
Nedd (componente A) forma um corante azo.

Para determinar a concentracdo dos nitritos as amostras foram analisadas no
espectrofotdbmetro (Spectronic 20 Genesys) a 548 nm. A concentracdo dos nitritos foi
determinada por comparacdo com uma curva de calibracdo (1-100 mM) de nitrito de
sodio em agua desionizada.

Para a medicéo dos nitratos, foi utilizado 0 mesmo procedimento descrito acima,
no entanto teve que ocorrer primeiro a reaccao de reducéo dos nitratos a nitritos, para tal
foi adicionado 50 pm de Nitrato reductase e NADPH em tampéo Tris 20 mM ao
sobrenadante hemolisado, sendo entdo incubados durante 30 min a temperatura
ambiente no escuro (Carvalho et al., 2004).

Para a quantificacdo de GSNO, foi preparada uma mistura de reac¢do contendo
57,7 mM de &cido sulfanilico (Componente B do reagente de Griess), 7,5 mM de Nedd
(componente A do reagente de Griess) e tampao fosfato, e uma solucdo de 10 mM de
HgCl, em dimetilsulfoxido. Posteriormente foi adicionado ao sobrenadante hemolisado
a mistura de reaccdo na presenca e na auséncia da solucdo de HgCl, em dimetilsulféxido
de modo a perfazer uma concentracdo de 100 mM, as solugdes foram entdo agitadas por
inversdo e deixadas no escuro durante 20 min. A concentragdo de GSNO foi

determinada no espectrofotdmetro a 490 nm. A concentracdo de GSNO foi calculada
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através da extrapolacdo dos resultados obtidos com uma curva de calibragdo (1-100
mM) de nitrito de s6dio em agua desionizada e por um espectro de controlo da solucao
com mercurio iénico (Cook et al., 1996).

6.4 Analise Estatistica

Os dados foram resumidos como média e desvio padrdo (dp) para variaveis
continuas.

As diferencas nos parametros de metabolismo de NO eritrocitario foram
avaliadas, para cada um dos ensaios (papel da AChE e o papel da sinalizacdo da PKC
sobre 0 metabolismo do NO nos eritrdcitos) utilizando o teste paramétrico de anélise de
variancia ANOVA.

Os célculos foram efectuados utilizando os programas EXCEL e SPPS (verséo
19.0).

7. Estudo Ex Vivo

7.1 Caracterizacéo do Grupo de Estudo

Para a realizagdo do estudo ex vivo, foram seleccionados doentes com enfarte
agudo do miocardio nas primeiras 24 horas desde o inicio da dor, confirmado através de
alteracOes electrocardiograficas (com supradesnivelamento do segmento ST), elevagdo
dos niveis de troponina e alteracBes enziméticas (aumento significativo da ceratina
cinase). Todos os doentes foram inscritos no estudo aquando da sua admissdo no
hospital e foram submetidos a angioplastia coronaria como terapia de reperfusdao. O
periodo médio desde o inicio da dor toréacica para a intervencédo foi menos de 6 horas.

A seleccdo dos doentes foi realizada pelo Servico de Cardiologia do Hospital de
Santa Marta, com o consentimento informado de todos os participantes. O estudo
integra-se num estudo mais vasto o qual foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital de Santa Marta.

Doentes com idade acima de 70 anos ou com significativa co-morbidades como
doenca arterial periférica ou doenca da artéria cardtida, antecedentes conhecidos de

malignidade ou doencas infecciosas, insuficiéncia renal cronica, foram excluidos.
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Todos os doentes foram caracterizados para parametros clinicos e bioquimicos.
A caracterizacdo dos doentes foi complementada com dados demogréficos (sexo e
idade) e antropométricos (peso, altura e indice de massa corporal — IMC) e ainda uma
bateria de marcadores bioquimicos (colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL, glucose,
proteina C-reactiva, fibrinogénio) e hematoldgicos (hemoglobina, hematdcrito,
distribuic@o dos eritrocitos — RDW, e contagem de eritrdcitos).

A existéncia de factores de risco foi definida com base nos seguintes critérios:

Diabetes — sdo considerados diabéticos individuos com diabetes mellitus
confirmada clinicamente com base nos valores de glucose em jejum >7.0 mmol/I
(126 mg/dl) ou glucose plasmatica 2h >11.1 mmol/l1 (200 mg/dl);

Hipertensdo — sdo considerados hipertensos individuos com pressao arterial
sistélica >140 mmHg e/ou pressédo diastdlica >90 mmHg, ou a fazer terapéutica
anti-hipertensora;

Dislipidémia — sdo considerados hiperlipémicos individuos a tomar medicagéo
par abaixar o perfil lipidico ou tendo valor de colesterol total >190 mg/dl ou de
triglicéridos >180 mg/dl;

Obesidade — diversos graus de obesidade sdo considerados: individuos com IMC
entre 25 e 29,9 sdo considerados com excesso de peso; enquanto individuos com
IMC superior ou igual a 30 sdo considerados obesos.

Tabagismo — individuos que fumem qualquer quantidade de cigarros, charutos
ou cachimbo sdo considerados como fumadores. Sdo ainda considerados

fumadores individuos que fumaram no ano precedente a inclusdo no estudo.

7.2 Protocolo Experimental

O estudo ex vivo teve como objectivo avaliar varios marcadores em doentes que
sofreram AMI entre os quais 0 NO eritrocitario. Como tal, a inclusdo dos doentes no
estudo ocorreu aquando da admissdo dos mesmos no Servico de Cardiologia do
Hospital de Santa Marta, antes da intervencdo coronaria e da administracdo de

medicacao.
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Os parametros hemorreologicos foram avaliados num periodo maximo de 3
horas apds a recolha do sangue, de modo a garantir fiabilidade nos resultados. Foram
determinados 0s principais parametros hemorreolégicos de interesse:

v" Determinacdo da Deformabilidade eritrocitaria.

v Determinacdo da Agregacdo eritrocitaria.

v" Medicdo do NO eritrocitario.

v Medicdo da concentracdo do GSNO eritrocitario.
7.3 Procedimento Experimental

7.3.1 Determinacédo da Deformabilidade Eritrocitaria

A determinacdo da agregacdo eritrocitaria foi feita através da analise num
ectacitometro. O ectacitometro altera a sua velocidade de rotacdo de modo a produzir
diferentes tensdes de cisalhamento. O ectacitometro emite um feixe laser que é desviado
através da suspensdo de celulas a medida que hd mudanca da velocidade de rotacdo.
Essa difraccdo sofrida pelo laser devido a existéncia das células vai permitir determinar
a deformabilidade a diferentes tensdes de cisalhamento.

Para esta técnica foi utilizado sangue total em heparina. A amostra foi
previamente diluida em Dextran de modo a ter um hematocrito de 15% (Mohandas et
al.,1980).

7.3.2 Determinacdo da Agreqacdo Eritrocitaria

A agregagcéo eritrocitaria foi determinada utilizando o agregometro MAL, o qual
consiste numa camara conica rotativa que dispersa a amostra com uma tensdo tangencial
mecanica de 600 s™ e um fotémetro que determina o grau de agregacio. A intensidade
da luz é medida apds transmissdo através da amostra de sangue. A agregacdo
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determinou-se apds 5 e 10 segundos de dispersao (Schmid-Schonbein et al., 1982). Para

esta técnica o anticoagulante utilizado foi heparina.

7.4 Analise Estatistica

Os dados foram resumidos como média e desvio padrdo (dp) para variaveis
continuas e como proporcdes para variaveis categoricas.

O estudo preliminar de avaliagdo dos parametros hemorreoldgicos e
hematoldgicos no enfarte agudo do miocérdio incidiu somente sobre 5 doentes dados os
multiplos condicionalismos referidos anteriormente. Assim sendo, ndo foi possivel
aplicar a analise estatistica inicialmente prevista, tendo-se optado por uma comparagédo
inicial dos valores médios de cada parametro com os seus valores de referéncia, o0 que
permite uma avaliagdo geral do estado hematoldgico e hemorreoldgico dos doentes.

Para além disso, foram ainda comparadas as diferencas entre géneros para 0s
diversos parametros, bem como com a existéncia de factores de risco utilizando o teste
paramétrico de analise de variancia ANOVA. De modo a realizar a analise descrita
anteriormente, uma nova variavel denominada classes de factores de risco foi criada, a
qual teve por base a existéncia dos factores de risco mencionados anteriormente
(diabetes, hipertensdo, dislipidémia, obesidade e tabagismo). Nesta nova variavel
categorica foram considerados 3 classes de doentes: doentes sem qualquer factor de
risco; doentes com um ou dois factores de risco; e por fim doentes com trés ou mais
factores de risco.

Os calculos foram efectuados utilizando os programas EXCEL e SPPS (versao
19.0).
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Resultados

8. Ensaio In Vitro

8.1 Efeito da Alteragdo Conformacional da AChE

8.1.1 Efeito do blogueio do dominio N terminal da AChE

Na figura 2 e anexo | sdo apresentados os resultados do ensaio do bloqueio do
dominio N-terminal da AChE na presenca e auséncia de ACh nas concentra¢des de NO,

GSNO e peroxinitritos.

8
B NO
B GSNO .
Peroxinitritos
]
]

Controlo AChE N-19 AChE N-19 + ACh

L]

Figura 2. Média e desvio padrao dos valores de concentracdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adi¢do do anticorpo da porcdo N terminal da AChE, na presenca e
auséncia de ACh. Amostra n = 27 para 0 NO e GSNO, para 0s peroxinitritos n = 23.
*p<0,05 versus Controlo; §p<0,05 versus AChE N-19; ¥p<0,05 versus ACh.
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v A adicdo do anticorpo N-19 provocou uma diminui¢do na concentracdo de NO
(1,49£0,15 uM) em relagdo as aliquotas controlo (1,84+0,25 uM) (p<0,001) e ACh
(2,06+0,33 pM) (p=0.013). A presenca de ACh conduziu a maiores concentragdes de
NO (2,06£0,33 uM) em relacdo a aliquota controlo (1,84+0,25 uM) (p<0,001). Na
presenca de ACh, a adicao do anticorpo (AChE N-19+ACh) causou uma diminuicéo da
concentracdo de NO (1,60+0,19 uM) em relacdo as aliquotas controlo (1,84+0,25 uM)
(p=0,001) e ACh (2,06+0,33 uM) (p<0,001), ndo havendo diferencas significativas por
comparagdo com a presenca do anticorpo (1,49+0,15 uM) (p=0,318). Ou seja, ocorreu
uma diminuicdo da concentracdo de NO devido ao bloqueio do dominio N terminal da

AChE, bloqueio que n&o foi revertido pela adi¢édo de ACh.

A adicdo do anticorpo provocou uma diminuicdo na concentracdo de GSNO (6,07+1,08
puM) em relacéo as aliquotas controlo (7,68+2,11 uM) (p=0,029) e ACh (8,44+3,19 uM)
(p=0,001). Por sua vez, a adicdo de ACh ndo induziu alteracdo significativas na
concentracdo de GSNO (8,44+3,19 uM) em relacao a aliquota controlo (7,68+2,11 uM)
(p=0,644). A adicdo do anticorpo na presenca de ACh (AChE N-19+ACh) teve como
efeito uma diminuicdo da concentracdo de GSNO (6,35+1,67 uM) em relacdo a adicdo
de ACh (8,44+3,19 uM) (p=0,003). Ocorreu assim a diminui¢cdo da concentracdo de
GSNO devido ao blogueio do dominio N terminal da AChE que néo foi revertido pela

presenca de ACh.

v Os resultados da concentragdo dos peroxinitritos foram muito semelhantes entre
as quatro aliquotas, controlo (10,39+2,89 uM), AChE N-19 (11,27£3,45uM), ACh
(10,54+2,84 uM) e AChE N-19+ACh (10,79+3,02uM), o que demonstra que tanto a
adicéo do anticorpo, como a adigdo de ACh ndo provocaram alteracgdes significativas na

concentracdo dos peroxinitritos.
v Os resultados obtidos da concentragdo de SNO-Hb neste ensaio, ndo serdo
apresentados pois aquando a realizagdo deste ensaio o protocolo ainda estava numa fase

de optimizagdo ndo produzindo resultados viaveis.

v O valor das concentragdes dos nitratos e nitritos ndo foram medidos neste

ensaio.
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8.1.2 Efeito do blogueio do dominio C terminal da AChE

Na figura 3 e anexo Il sdo apresentados os resultados do ensaio do bloqueio do
dominio C-terminal da AChE na presenca e auséncia de ACh nas concentragdes de NO,
GSNO e peroxinitritos.

- | [

8,000

6,000 u ND
" GSNO
4,000 Peroninitritos
2,000
0,000

Controlo AChE C-16 AChE C-16+ ACh

Figura 3. Média e desvio padrdo dos valores de concentracdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adi¢do do anticorpo da porcao C terminal da AChE, na presenca e
auséncia de ACh. Amostra n = 21. *p<0,05 versus Controlo; 3p<0,05 versus AChE C-
16; ¥p<0,05 versus ACh.

v A adicdo do anticorpo C-16 provocou uma diminui¢do na concentracdo de NO
(1,52+0,24 uM) em relacdo as aliquotas controlo (1,75+0,21 uM) (p=0,008) e ACh
(1,994£0,25 puM) (p<0,001). A adicdo de ACh aumentou a concentracdo de NO
(1,99£0,25uM) em relacéo a aliquota controlo (1,75+0,21 puM) (p=0,006). Quando se
adicionou o anticorpo com ACh (AChE C-16+ACh), apenas se verificou uma reducgéo

significativa da concentracdo de NO (1,65+0,21 uM) em relacdo a ACh (1,99+0,25uM)
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(p<0,001), mostrando que o efeito do bloqueio do dominio C-terminal foi atenuado com

a adicdo de ACh comparando com o controlo (1,75+0,21 puM) (p=0,946).

v A adicdo do anticorpo C-16 da AChE provocou uma diminuicdo na
concentracdo de GSNO (5,99+0,00 uM) em relacdo as aliquotas controlo (7,07+0,00
puM) (p<0,001) e ACh (8,00+0,86 pM) (p<0,001). A adicdo da ACh aumentou a
concentragfes de GSNO (8,00+0,86tM) em relacéo a aliquota controlo (7,07£0,00 uM)
(p<0,001). Quando se adiciona o anticorpo com ACh (AChE C-16+ACh), verificou-se
uma reducdo significativa da concentracdo de GSNO (6,35+£0,63 uM) em relacdo ao
controlo (7,07+0,00 uM) (p<0,001) e ACh (8,00+0,86uM) (p<0,001), mostrando que o
efeito do bloqueio do dominio C-terminal néo foi revertido com a adicéo de ACh.

v Os resultados da concentracdo dos peroxinitritos foram muito semelhantes entre
as quatro aliquotas, controlo (8,89+1,21 puM), AChE C-16 (9,20+£1,31 puM), ACh
(9,53+1,44 uM) e AChE C-16+ACh (9,39£1,49 uM), o que demonstra que tanto a
adicdo do anticorpo AChE C-16, como a adicdo de ACh n&o originou alteragdes

significativas na concentracdo dos peroxinitritos.

v Os resultados obtidos da concentracdo de SNO-Hb neste ensaio, ndo serdo
apresentados pois aquando a realizacdo deste ensaio o protocolo ainda estava numa fase
de optimizacdo ndo produzindo resultados viaveis.

v O valor da concentracdo dos nitratos e nitritos ndo foi medido neste ensaio.

8.2 Efeito da Inibicao/Activacdo Enzimética da PKC

8.2.1 Inibicdo enzimatica da PKC com Cheleretrina

Nas figuras 4 e 5 e anexo Ill sdo apresentados os resultados do ensaio da
inibicdo enzimatica da PKC com a adi¢do de Che na presenca e auséncia de ACh nas

concentracdes de NO, GSNO, peroxinitritos, SNO-HDb, nitratos e nitritos.
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Figura 4. Média e desvio padrdo dos valores de concentragdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adi¢do da cheleretrina, na presenca e auséncia de ACh. Amostra n
= 17. *p<0,05 versus Controlo; 8p<0,05 versus Che; ¥p<0,05 versus ACh.
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Figura 5. Média e desvio padrdo dos valores de concentracdo de SNO-Hg,
nitratos e nitritos com a adicdo da cheleretrina, na presenca e auséncia de ACh. Amostra
n = 17 excepto para SNO-Hb n=10. *p<0,05 versus Controlo.

26



v Com a adicdo da Che ocorreu uma diminuigdo da concentragdo de NO
(1,4840,14 uM) em relagdo as aliquotas controlo (1,60+£0,09 uM) (p=0,011) e ACh
(1,79+£0,11 pM) (p<0,001). De acordo com os ensaios anteriormente descritos, a adicao
de ACh aumenta as concentracfes de NO (1,79+0,11 uM) em relacdo a aliquota
controlo (1,60+0,09 uM) (p<0,001). Quando se adicionou o inibidor da PKC com ACh
(Che+ACh), verificou-se uma reducéo significativa da concentracdo de NO (1,55+0,11
UM) em relacdo a ACh (1,79+£0,11 uM) (p<0,001). Em relacéo a aliquota controlo ndo
se encontram diferencas significativas (1,60£0,09 uM) (p=1,00). Os resultados sugerem

assim que o efeito da inibicdo da PKC foi anulado com a adi¢do de ACh.

v A adigdo da Che provocou uma diminuicdo na concentracdo de GSNO
(6,12+0,53 uM) em relagdo as aliquotas controlo (7,07+0,00 uM) (p<0,001) e ACh
(7,78+0,54 pM) (p<0,001). A adicdo de ACh aumentou a concentracfes de GSNO
(7,78+0,54 uM) em relacdo a aliquota controlo (7,07+£0,00 uM) (p<0,002). Quando se
adicionou o inibidor da PKC com ACh (Che+ACh), verificou-se uma reducgéo
significativa da concentracdo de GSNO (6,37+£0,66 uM) em relacdo as aliquotas
controlo (7,07+0,00 uM) (p<0,002) e ACh (7,78+0,54 uM) (p<0,001), mostrando que o

efeito da inibi¢do da PKC ndo foi revertido com a adicdo de ACh.

v Os resultados da concentracdo dos peroxinitritos foram muito semelhantes entre
as quatro aliquotas, controlo (5,67+1,13 uM), Che (5,48+0,99 uM), ACh (5,60+1,11
pHM) e Che+ACh (5,44+1,03 puM), o que demonstra que tanto a adi¢cdo da Che, como a

adicdo de ACh néo origina alteracdes significativas na concentracdo dos peroxinitritos.

v Na determinagdo da concentracdo de SNO-Hb, os resultados obtidos foram
semelhantes aos resultados dos peroxinitritos, ndo havendo diferencgas significativas na
concentracdo da SNO-Hb entre as quatro aliquotas, controlo (1,37£0,56 puM), Che
(1,88+0,58 uM), ACh (1,51£0,33 uM) e Che+ACh (1,92+0,6 7uM).

v As concentracOes dos nitratos aumentaram com a adi¢do da Che (5,57+1,39 uM)
(p=0,036) e Che+ACh (5,54+1,17 uM) (p=0,043) em relacdo a aliquota controlo
(4,34+1,12 pM).
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v N&o foram encontradas diferencas significativas nas concentragdes dos nitritos
entre as quatro aliquotas, controlo (5,28+1,78 puM), Che (6,42+1,62 puM), ACh
(6,36+2,16 uM) e Che+ACh (6,60+1,64 uM).

8.2.2 Activacdo enzimética da PKC com PMA

Nas figuras 6 e 7 e no anexo IV sdo apresentados os resultados do ensaio da
activacdo da PKC com PMA. Os parametros determinados foram o NO, GSNO,

peroxinitritos, SNO-HDb, nitratos e nitritos.

mNO

Controlo PMA ACh PMA + ACh

Figura 6. Média e desvio padrdo dos valores de concentragdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adi¢cdo do PMA, na presenca e auséncia de ACh. Amostra n = 10.
*p<0,05 versus Controlo; §p<0,05 versus PMA,; ¥p<0,05 versus ACh.
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Figura 7. Média e desvio padrdo dos valores de concentragdo de SNO-Hg, nitratos e
nitritos com a adicdo do PMA, na presenca e auséncia de ACh. Amostra n = 10.

*p<0,05 versus Controlo.

v A adicdo do PMA provocou um aumento significativo da concentracdo de NO
(1,81£0,10 puM) em relacdo a aliquota controlo (1,56+0,06 uM) (p<0,001). Com a
adicdo de ACh ocorreu um aumento significativo da concentracdo de NO (1,77+0,08
pUM) em relacdo a aliquota controlo (1,81+0,10 uM) (p<0,002), 0 mesmo ocorrendo
com a adi¢do do PMA+ACh (1,84+0,16 uM) (p<0,002). Estes resultados apontam para
um efeito na concentragdo de NO semelhante entre as aliquotas PMA (1,81£0,10 uM) e
ACh (1,77+0,08 pM). A adicdo dos dois efectores (PMA+ACh) em simultdneo néo
resultou numa variacdo significativa das concentracdes de NO (1,88+0,58 uM),

evidenciando que o efeito das moléculas ndo é cumulativo.

v A adicdo do PMA provocou um aumento na concentracdo de GSNO (8,27+0,34
UM) em relacdo as aliquotas controlo (7,07+0,00 uM) (p<0,001) e aliquota ACh
(7,73£0,56 pM) (p<0,005). A adicdo de ACh aumentou a concentragdo do GSNO
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(7,73+£0,56 uM) em relacdo a aliquota controlo (7,07£0,00 uM) (p<0,002). Quando se
adicionou o activador da PKC com ACh (PMA+ACh), também se verificou um
aumento significativo da concentragdo de GSNO (8,16+0,00 uM) em relacdo as
aliquotas controlo (7,07£0,00 uM) (p<0,001) e ACh (7,73+£0,56 pM) (p=0,033),

mostrando que o efeito da activacdo da PKC ndo é alterado com a adi¢do de ACh.

v Os resultados da concentragdo dos peroxinitritos foram muito semelhantes entre
as quatro aliquotas, controlo (6,44+0,46 uM), PMA (6,61+0,81 uM), ACh (6,38+0,56
uM) e PMA+ACh (6,60+0,83 uM), o que demonstra que tanto a adi¢do do PMA, como
a adicdo de ACh ndo originam alteracbes significativas na concentragdo de

peroxinitritos.

v A adicdo do PMA provocou um aumento significativo da concentracdo de SNO-
Hb (2,12+0,39 uM) em relacdo a aliquota controlo (1,36+0,25 uM) (p<0,001), dos
nitratos (5,05+0,64 uM) em relagdo a aliquota controlo (3,75+0,47 uM) (p<0,001) e dos
nitritos (5,75+0,88 uM) em relacdo a aliquota controlo (3,85+0,42 uM) (p<0,001). Com
a adicdo de ACh ocorreu um aumento significativo da concentracdo de SNO-Hb
(2,09+0,40 uM) em relacédo a aliquota controlo (1,36+0,25 uM) (p<0,001), dos nitratos
(5,45£0,78 uM) em relacdo a aliquota controlo (3,75+0,47 uM) (p<0,001) e dos nitritos
(5,45+0,78 pM) em relacdo a aliquota controlo (3,85+0,42 uM) (p<0,001). Estes
resultados evidenciam que a adicdo do PMA e ACh tém um efeito semelhante na

concentracdo da SNO-Hb, nitratos e nitritos, o qual ndo é cumulativo.
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9. Ensaio Ex Vivo

Como ja foi referido anteriormente, a amostragem desta segunda fase da tese de
mestrado foi condicionada por diversos factores tendo sido apenas recolhidos 5 doentes
com enfarte agudo do miocéardio (AMI).

9.1 Caracterizacdo do Grupo de Estudo

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demogréficas dos doentes com AMI.

AMI
(n=5)
Género (f/m) 2/3
Idade (anos) 63
indice de massa corporal — IMC (kg/m?) 28,2+2,25
Factores de risco e co-morbilidades
Hipertensao, n (%) 4 (80)
Tabagismo, n (%) 1 (20)
Dislipidemia, n (%) 3 (60)
Diabetes, n (%) 1 (20)
Obesidade, n (%) 2 (40)
Historial familiar de doenca coronaria, n (%) 1 (20)
Evento prévio, n (%) 1(20)

As caracteristicas demogréaficas apresentadas na tabela 2 demonstram que dos
cinco doentes dois eram do género feminino e trés do género masculino, a média de

idades deste grupo de doentes ronda os 63 anos e o IMC médio é de 28,2 kg/m2.
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A analise dos factores de risco e co-morbilidades desta amostra identifica como
factor de risco mais comum a hipertensdo atingindo 80% dos doentes. Segue-se a
dislipidémia que afecta 60 % dos doentes e a obesidade em 40% dos doentes.

Tabela 3. Medicacdo pré-evento dos doentes com AMI.

AMI

(n=5)
Aspirina, n (%) 1 (20)
Inibidor da enzima conversora da angiotensina, n (%) 1 (20)
Anti-agregantes plaquetérios, n (%) 1 (20)
B-bloqueantes, n (%) 3 (60)
Estatinas, n (%) 2 (40)

A tabela 3 descreve a medicacdo tomada pelos doentes incluidos no estudo antes
do AMI, sendo a medica¢dao mais comum neste grupo os B-bloqueantes tomados por

60% dos doentes, seguindo-se as estatinas tomadas por 40% dos doentes.

9.2 Caracterizacdo Hematoldgica e Hemorreoldgica do Grupo de

Estudo

Tabela 4. Média e desvio padrdo dos parametros hematoldgicos,
hemorreologicos e bioquimicos dos doentes com AMI. a- valores de referencia obtidos
de Azevedo et al. (2010). - valores de referéncia apenas de homens obtidos de varios
trabalhos da Unidade de Biologia Microvascular e Inflamacdo (UBiMI). > - valores de
referéncia obtidos dos resultados da fase in vitro desta tese. oo- valor de referéncia
obtido de Tripette et al. (2009).
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AMI Valores de referéncia
Mulheres Homens Mulheres Homens
(n=2) (n=3)

Parametros Hematoldgicos
Hemoglobina (g/dl) 10,70£2,96 | 15,37£1,07 |12-16,50a | 135-18a
Eritrdcitos (10°/ul) 3,79+0,28 4,70+0,17 | 4,0-5,6a | 45-6,5a
Hematocrito (%) 32,55+7,28 | 44,40%3,30 35-47a 40 —54 o
Distribuicao eritrécitos (%) 14,54+0,97 11-14% a
Parametros Hemoreoldgicos
Deformabilidade 0,6 (mPa) (%) 8,07+£1,47 4,40+0,31
Deformabilidade 6 (mPa) (%) 41,83+2,46 37,27+0,89 &
Deformabilidade 30 (mPa) (%) 52,55+2,95 48,02+1,84 «t
Agregacéo 5 s (sd) 10,59+0,42 7,95£1,67
Agregacéo 10s (sd) 18,77+0,36 14,044+4,08
Parametros Bioquimicos
NO (M) 1,53+0,002 1,68+0,13 Y
GSNO (UM) 5,99+0,00 7,07+0,30 3
Fibrinogénio Claus (mg/dl) 2,43+1,3 3+0,5

A tabela 4 ilustra a média de varios parametros hematoldgicos, hemorreoldgicos

e bioquimicos obtidos neste estudo, bem como os valores de referéncia para estes

parametros.

Os resultados dos parametros hematoldgicos mostram que para as mulheres 0s

valores de hemoglobina, eritrocitos e hematocrito foram inferiores em relagcdo aos

valores de referéncia, para os homens os resultados obtidos encontram-se dentro dos

valores de referéncia.

Os resultados dos parametros hemorreoldgicos, mostram que os valores da

agregacao eritrocitaria foram superiores em relacdo aos valores de referéncia, enquanto

os valores da deformabilidade eritrocitaria ndo sofreram alteracdes comparando com 0s

valores de referéncia.
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Os resultados dos parametros bioquimicos demonstraram que 0s doentes com
AMI analisados neste trabalho apresentaram um menor efluxo de NO eritrocitario e uma
menor concentracdo eritrocitaria de GSNO comparando com os valores de referéncia,
enguanto para as concentragdes de fibrinogénio nédo se evidenciaram diferencas entre 0s

cinco doentes com AMI e os valores de referéncia.

9.3 Comparacado entre géneros

Tabela 5. Valores dos parametros hematoldgicos, hemorreoldgicos e

bioquimicos dos doentes com AMI distribuidos por género.

AMI
Mulheres Homens
(n=2) (n=3)
Hemoglobina (g/dl) 10,70+2,96 15,37+1,07
Eritrocitos (10%ul) 3,79+0,28 4,70+0,17
Hematocrito (%) 32,55+7,28 44,40+3,30
Distribuicao eritrocitos (%) 16,00+3,40 13,57+0,25
Deformabilidade 0,6 (mPa) (%) 7,82+3,27 8,24+4,02
Deformabilidade 6 (mPa) (%) 43,75+2,34 40,56+7,17
Deformabilidade 30 (mPa) (%) 58,16+6,49 48,81+3,70
Agregacéo 5 s (sd) 10,52+0,21 10,64+1,30
Agregacéo 10s (sd) 19,38+0,12 18,36+0,79
NO (uM) 1,52+0,006 1,53+0,006
GSNO (uM) 5,99+0,00 5,99+0,00

Quando se analisa as médias dos parametros estudados separadas por género

(tabela 5), apenas se encontram diferencas significativas entre ambos 0s géneros para a
contagem de eritrocitos (p=0,020). Tais resultados evidenciam que nesta amostra a

diferenca de género ndo é um factor significativo.
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9.4 Comparacao entre Classes de Factores de Risco

Tabela 6. Valores dos pardmetros hematoldgicos,

hemorreoldgicos e

bioquimicos dos doentes com AMI distribuidos pelas trés classes de factores de risco.

Classes de Factores de Risco dos Doentes com AMI

Sem factores de

Com um ou dois

Com trés ou mais

risco factores de risco factores de risco

(n=1) (n=1) (n=3)
Hemoglobina (g/dl) 14,20 15,60 12,57+3,86
Eritrécitos (10°/ul) 4,79 4,80 4,03+0,47
Hematocrito (%) 40,80 45,10 37,47£9,95
Distribuicao eritrocitos (%) 13,30 13,60 15,27+2,72
Deformabilidade 0,6 (mPa) (%) 4,30 8,10 9,32£3,49
Deformabilidade 6 (mPa) (%) 34,12 39,27 45,26+3,10
Deformabilidade 30 (mPa) (%) 48,66 45,19 56,30+5,60
Agregacao 5 s (sd) 10,37 9,50 11,03+0,90
Agregacéo 10s (sd) 17,50 18,50 19,28+0,20
NO (uM) 1,52 1,53 1,53+0,006
GSNO (uM) 5,99 5,99 5,99+0,00

Quando se analisa as médias dos parametros estudados separadas pelas trés

classes de factores de risco (tabela 6), encontram-se diferengas significativas apenas

para a agregacdo 10s (p=0,032), havendo um aumento da agregacao consistente com o

aumento de factores de risco.

De realgar no entanto que o reduzido nimero de amostras ndo permite uma

analise extensa, o que ainda € mais evidente na divisdo por género ou classes de factores

de risco.
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Discussao

As vias de sinalizacdo do metabolismo do NO eritrocitario, tém sido alvo de
extensa investigacdo e pesquisa nos ultimos anos, tendo havido avangos muito
significativos na compreensdo de alguns mecanismos envolvidos nos processos de
regulacdo do tonus vascular e das propriedades vasodilatadoras do NO. No entanto,
devido a complexidade desses mecanismos ainda existem muitas questdes por
esclarecer.

O NO como é uma molécula instavel, que se converte rapidamente em derivados
metabolicos mais estaveis para assegurar a sua biodisponibilidade (Archer, 1993), e
para tal pode reagir com a hemoglobina ou com o GSH, que sdo moléculas presentes em
grandes concentragdes nos eritrocitos (Seeley et al., 2005). O NO nos eritrécitos pode:
(1) ligar-se a hemoglobina através da cadeia beta da cisteina levando a formacédo de
SNO-Hb (Gross e Lane, 1999); (2) ligar-se ao anido superoxido resultante da auto-
oxidacdo da hemoglobina, dando origem aos peroxinitritos, que em elevadas
concentracdes sdo citotoxicos e por isso sdo convertidos em nitratos (Pryor e Squadrito.
1995); (3) ligar-se a oxihemoglobina dando origem aos nitratos que podem depois ser
convertidos em nitritos pela accdo da metahemoglobina redutase (Gibson e Roughton,
1957); (4) ligar-se ao GSH formando o GSNO (Spencer et al.,2000).

Os resultados obtidos demonstraram que a adicdo de ACh nos eritrocitos
provoca um aumento do efluxo de NO e das concentracBes intra-eritrocitarias de
GSNO, SNO-Hb, nitratos e nitritos, estes resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos em estudos anteriores da UbiMI/IMM/FMUL. Carvalho et al. (2004) e Almeida
et al. (2009) evidenciaram um aumento na concentracdo eritrocitaria dos nitratos e
nitritos e 0 aumento do efluxo de NO eritrocitario com a adicdo de ACh. A via
metabolica sugerida por Carvalho et al. (2009) apresenta uma explicacdo para 0S
resultados obtidos. Segundo esses autores, a formagcdo do complexo AChE-substrato
através da adicdo da ACh provoca alteracfes conformacionais na associacdo da proteina
banda 3 com a proteina G (Subunidades Gail/ Gai2 ¢ GPB). A par destas alteragdes
conformacionais ocorre também um aumento da actividade das PTKs na membrana dos
eritrocitos, tendo como consequéncia a fosforilagdo da proteina banda 3, o que induz um
maior efluxo de NO eritrocitario e uma maior concentragdo intra-eritrocitaria dos seus
metabolitos derivados (GSNO, SNO-Hb, nitratos e nitritos).
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A alteracdo conformacional da AChE, resultante da adi¢ao dos anticorpos N-19
ou C-16, provocou a reducdo do efluxo de NO e uma menor concentracdo de GSNO
intra-eritrocitario. Estes efeitos mantiveram-se na presenca de ACh. Assim, 0s
resultados parecem sugerir que a alteragdo conformacional da AChE (provocada pelos
anticorpos) altera sua ligagdo funcional a ACh, modificando o complexo ACh-AChE.

A inibicdo enzimatica da PKC (atraves da cheleretrina) diminuiu o efluxo de NO
e reduziu a concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO, enquanto a activacdo da PKC
(pelo PMA) teve o efeito inverso.

A PKC nos eritrocitos apresenta um duplo papel. Por um lado fosforila a
proteina 4.1 R levando ao decréscimo das interaccOes entre a espectrina e actina
(Nunomura et al., 2000). Por outro, conduz a fosforilagdo da PTP nos residuos de
serina/treonina (Mohamed e Steck, 1986) promovendo a inactivacdo da PTP e a
consequente activacdo da PTK (Yannoukakos et al., 1981), induzindo uma fosforilacéo
indirecta da proteina banda 3 (Zhaowei e Cohen, 1993).

A cheleretrina ao inibir enzimaticamente a PKC torna a fosforilagdo do
complexo 4.1 R menos eficiente, aumentando o numero de ligacdes entre a espectrina e
a actina, promovendo assim uma maior ligacdo entre as proteinas da membrana dos
eritrocitos e as proteinas do citoesqueleto. Para além disso, provoca também uma
desfosforilacdo indirecta da proteina banda 3, dificultando o efluxo de NO eritrocitario
(Carvalho et al., 2009). Assim, se compreende que a adicdo da cheleretrina em
simultaneo com a ACh nao tenha provocado diferencas significativas no efluxo de NO e
na concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO, ja que a adicdo simultanea dos dois
efectores anulou o seu efeito, permanecendo inalterado o nivel de fosforilagdo da
proteina banda 3.

O PMA ao activar enzimaticamente a PKC induz uma maior fosforilacdo das
proteinas do complexo 4.1R e das PTP nos residuos de serina/treonina, e promove a
inactivacdo da PTP e a activacdo da PTK. Desta forma, ocorre a fosforilacdo indirecta
da proteina banda 3, aumentando o efluxo de NO eritrocitario (Carvalho et al., 2009).
No presente estudo, a adicdo do PMA e de ACh em simultaneo aumentou o efluxo de
NO e aumentou as concentragdes intra-eritrocitarias de GSNO, peroxinitritos, SNO-Hb,
nitratos e nitritos, resultados que sdo semelhantes aos efeitos da adicdo dos dois
efectores em separado. Tais resultados sugerem que a adi¢do dos dois efectores ndo

apresenta um efeito cumulativo nos marcadores do metabolismo de NO estudados.
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Relativamente as concentracBes dos peroxinitritos, estas ndo variaram nem com
a alteragdo conformacional da AChE nem com a alteracdo enzimatica da PKC, a
semelhanca do que aconteceu com a adi¢do de ACh. Tais resultados parecem reforgar a
ideia da rapida transformacdo dos peroxinitritos em nitratos, uma vez que estes em
concentracdes elevadas sdo citotoxicos para as células. Para além disso, com tal
transformacéo a biodisponibilidade do NO continua assegurada.

De forma geral, a alteragdo enzimatica da PKC induziu o aumento da
concentracdo intra-eritrocitaria de SNO-Hb, nitratos e nitritos em relagédo aos controlos.
No entanto essas diferencas s6 foram significativas no caso da experiéncia de adicdo de
PMA (activacdo da PKC). O facto do aumento das concentracdes de SNO-Hb e dos
nitritos com a adicdo da cheleretrina ndo ser significativo necessita de posteriores
estudos.

Variagdes nas concentracbes de nitritos e nitratos com a fosforilacdo e
desfosforilacdo da proteina banda 3 foram descritas também por Almeida et al. (2011).
Estes autores demonstraram que quando a proteina banda 3 é fosforilada ocorre um
aumento do efluxo de NO e um aumento das concentracfes intra-eritrocitarias de
GSNO, nitratos e nitritos. No entanto, quando a proteina banda 3 esta desfosforilada
(através da adicdo de AMGT) ocorre uma diminuicdo do efluxo do NO e da
concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO, e um aumento das concentra¢fes de nitratos e
nitritos. Os resultados sugerem que as alteracdes de fosforilacdo/desfosforilacdo na
proteina banda 3 e no complexo 4.1 R favorecem uma maior concentracdo intra-
eritrocitaria de SNO-Hb, nitratos e nitritos independentemente do efluxo de NO
eritrocitario. No entanto, sdo necessarios mais estudos a fim de perceber os mecanismos
através dos quais tais alteragdes aumentam a concentracdo destes metabdlitos derivados

do NO eritrocitario.

O estudo da avaliacdo do metabolismo do NO eritrocitario no enfarte agudo do
miocérdio incidiu somente sobre cinco doentes. Os critérios de inclusdo, nomeadamente
a inscricdo no estudo nas primeiras 24h apo6s o inicio da dor toracica ou outra
manifestacdo clinica, condicionaram em parte o reduzido nimero de doentes incluidos
no estudo. Tal ndmero pode ser explicado também pela época do ano em que foi
realizada a amostragem, a qual ocorreu essencialmente nos meses de primavera com

clima mais ameno.
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Segundo Wilson et al. (2010), a exposicdo ao frio, provoca uma maior
contrac¢do dos vasos sanguineos, perda de capacidade motora, diminui¢do da pulsacdo
e do ritmo respiratério e uma maior necessidade de oxigenacdo do miocardio, no
entanto, o ritmo cardiaco aumenta, aumentando assim o esforco cardiaco. Estes eventos
desencadeados pela exposicdo ao frio obrigam o coracdo a um esforco suplementar,
aumentando a probabilidade de ocorréncia de enfarte agudo do miocardio em periodos
do ano em que as temperaturas sejam mais baixas. De facto, o trabalho de Almendra et
al. (2010) que teve como base a populacdo portuguesa, mostra o efeito da sazonalidade
na taxa de incidéncia de enfartes agudos do miocardio, tendo sido observado um maior
namero de internamentos durante o Inverno.

Segundo Burch e Pasquale (1962), as CVDs provocam alteracfes ao nivel dos
parametros reoldgicos do sangue.

A analise dos parametros hematologicos (hemoglobina, contagem eritrocitaria,
hematdcrito e distribuicdo eritrocitaria) obtidos no presente estudo ndo demonstrou
alteragOes significativas entre os valores apresentados pelos doentes e os valores de
referéncia de individuos saudaveis, exceptuando uma ligeira diminuicdo dos valores de
hemoglobina, hematdcrito e contagem de eritrocitos por parte das mulheres. Estes
resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Ernst et al. (1990), que
demonstrou que o AMI ndo provoca diferencas significativas nos valores da viscosidade
plasmatica, hematdcrito e contagem de leucocitos.

Os resultados de Cecchi et al. (2008), demonstraram que em doentes com AMI
com supradesnivelamento do segmento ST os valores de hematdcrito sdo elevados. Os
autores consideraram assim o valor do hematdcrito como um factor de risco para o
AMI, baseando-se no facto de um valor superior de hematdcrito provocar o aumento da
resisténcia microvascular e a diminuicdo do fluxo sanguineo favorecendo a ocluséo total
da artéria. No entanto, os valores de hematdcrito dos cinco doentes do presente estudo
apresentaram valores inferiores aos valores de referéncia, o que pode estar condicionado
pelo reduzido nimero de amostras.

A analise dos parametros hemorreoldgicos, demonstrou um aumento da
agregacdo eritrocitaria nos doentes com AMI em relacdo aos valores de referéncia de
individuos saudaveis. Nao se evidenciaram diferencas na deformabilidade eritrocitaria.
Tais resultados estdo de acordo com estudos anteriores da UBIMI/IMM/FMUL
(Saldanha et al., 1999, Sargento et al., 2003) e com a restante literatura (Dodds et al.,
1980, Pfafferott et al., 1999).
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De acordo com Lowe (1986) a oclusdo das artérias corondrias resultante da placa
aterosclerdtica, com a consequente reducao do fluxo sanguineo no miocardio, pode ser
agravada pelo aumento da viscosidade sanguinea. A hiperviscosidade sanguinea pode
resultar do aumento da agregacdo eritrocitaria, do aumento da concentracdo de
fibrinogénio, do aumento do hematdcrito e da menor deformabilidade eritrocitaria
(Sargento et al., 2002). O aumento da agregacdo eritrocitaria tem sido associado com a
reducdo do fluxo sanguineo capilar (Soutani et al., 1995), hipdxia tecidular (Tateishi et
al., 2002) e disfuncéo endotelial (Baskurt et al., 2004), condi¢Bes que podem ocorrer no
AMI.

De acordo com o trabalho de Sargento et al. (1996) a deformabilidade
eritrocitaria em doentes com AMI estd dependente das forcas de cisalhamento
utilizadas. Segundo estes autores a capacidade de deformabilidade dos eritrécitos nédo se
altera com forcas de cisalhamento superiores a 1,20 mPa.s, no entanto, para forcas
iguais ou inferiores a 1,20 mPa.s verificou-se menor deformabilidade eritrocitaria
comparando com os valores de referéncia. Esta dependéncia da deformabilidade
eritrocitaria com as forcas de cisalhamento, ndo foi evidenciada no presente estudo.
Com forcas de cisalhamento superiores a 1,20 mPa.s (6 e 30 mPa.s) os valores de
deformabilidade dos doentes ndo sofreram alteracbes. No entanto, com forca de
cisalhamento inferior a 1,20 mPa.s (0,6 mPa.s) ndo se evidenciou uma menor
deformabilidade em relacéo aos valores de referéncia como seria de esperar.

De acordo com Saldanha et al. (1999) apds o AMI a membrana eritrocitaria dos
doentes tende a ficar mais rigida, o que pode explicar o aumento da agregacdo
eritrocitaria e a diminuicdo da deformabilidade evidenciadas. Estes resultados foram
também descritos por outros autores que demonstraram que doentes com AMI
apresentavam uma maior agregacdo eritrocitaria (Pfafferott et al., 1999), e uma menor
deformabilidade eritrocitaria (Dodds et al., 1980) comparando com individuos
saudaveis.

Os resultados dos parametros bioquimicos demonstraram que para 0s doentes
com AMI analisados neste trabalho o efluxo de NO e as concentragbes GSNO
eritrocitario foram inferiores aos valores de referéncia. Relativamente as concentragdes
de fibrinogénio ndo se evidenciaram diferencas entre os cinco doentes com AMI e os
valores de referéncia.

A reducéo da biodisponibilidade de NO em doentes com AMI evidenciada neste
trabalho, provocada pela diminuicdo do efluxo de NO e pela diminuigdo da
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concentracdo de GSNO eritrocitario vai de encontro com a bibliografia existente, visto
que a reducdo da biodisponibilidade de NO conduz a uma situacdo de disfungéo
endotelial, que desencadeia alteragfes importantes na parede dos vasos as quais s&o
precursoras da formacdo da placa aterosclerética (Madamanchi et al., 2005) dando
origem ao AMI.

O trabalho de Yang et al. (2006) também demonstrou uma diminuicdo da
biodisponibilidade de NO em doentes com AMI, tendo evidenciado uma menor
concentracdo de nitratos e nitritos 3 horas apés o AMI.

Se essas alteracdes sdo causa (directa ou indirecta) ou consequéncia da ruptura
da placa esté ainda por apurar.

De acordo com Reinhart (2003), o fibrinogénio é o principal determinante da
viscosidade plasmatica e da agregacao nos eritrocitos afectando a viscosidade do sangue
tanto em altas tensbes (principalmente na circulacdo nas artérias, arteriolas, e capilares)
como em baixas tensdes (principalmente na circulacdo em veias e sob estase), tendo
sido sugerido que o fibrinogénio interage com a membrana do eritrécito de forma a
possibilitar a sua agregacdo. Para além disso, o aumento da concentracdo de
fibrinogénio é um factor de risco para as doencas coronarias (Woodward et al., 1998).
Estudos recentes, mostraram que nas primeiras 6 horas apés o enfarte as concentracdes
de fibrinogénio permanecem semelhantes aos valores de referéncia, comecando a
aumentar apds 32 horas (Steinvil et al., 2010). Desta forma, e tendo em conta que 0s
doentes foram incluidos no presente estudo na fase aguda do evento até 24 horas ap6s o
inicio da sintomatologia, os resultados obtidos neste estudo para as concentragdes de
fibrinogénio estdo de acordo com os resultados de Steinvil et al. (2010).
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Consideracgoes Finais

O metabolismo do NO eritrocitario tem sido alvo de extensa pesquisa nos
ultimos anos. Inimeros progressos foram alcancados até a data, no entanto, ainda
existem muitas questdes por esclarecer.

Os resultados obtidos com a realizagdo do estudo in vitro estdo representados de

forma resumida na tabela 7.

Tabela 7. Variacéo do efluxo de NO e das concentracdes intra-eritrocitarias de
GSNO, peroxinitritos, SNO-Hb, nitratos e nitritos com a adi¢do de ACh, AChE N-19,
AChE C-16, Che, PMA, em relagdo aos valores controlo. T-aumento da concentracéo
em relacdo ao controlo, |- diminui¢do da concentracdo em relacdo ao controlo, =-

concentracdo permanece igual ao controlo, 0- ensaio nao realizado.

NO | GSNO | Peroxinitritos | SNO-Hb | Nitratos | Nitritos

In Vitro

ACh T T = T T T

Alteracdo conformacional da AChE

AChEN-19 | | l = 0 0 0

AChE C-16 | | l = 0 0 0

Inibicdo/Activacio da PKC

Che l ! = = 1 =

PMA T = 1 1 1
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A andlise dos resultados obtidos com a realizacdo deste trabalho demonstrou
que:
v A adicdo de ACh estimula o efluxo de NO eritrocitério e aumenta as concentragdes

intra-eritrocitarias de SNO-HDb, nitratos e nitritos.

v' A adicdo de anticorpos especificos da AChE dos dominios N- e C-terminal
demonstra 0 mesmo grau de eficiéncia na alteragcdo conformacional da AChE,
evidenciada pelas alteracbes provocadas no efluxo de NO, indicando que ambos

podem ser utilizados com o fim de bloquear a formacdo do complexo AChE-ACh.

v O grau de fosforilagdo do complexo 4.1 R e da proteina banda 3 influencia o efluxo
de NO e a concentracdo intra-eritrocitaria de GSNO, provocado pela inibicdo ou

activacdo da PKC.

v As alteragdes do grau de fosforilacdo da proteina banda 3 e do complexo 4.1 R
favorecem maiores concentragdes intra-eritrocitarias de SNO-Hb, nitratos e nitritos

independentemente do efluxo de NO eritrocitario.

v" A concentracdo intra-eritrocitaria dos peroxinitritos ndo é afectada pela adicdo da
ACh, pela alteragdo conformacional da AChE ou pelas alteracdes do grau de
fosforilacdo da proteina banda 3 e do complexo 4.1 R.

v' O estudo ex vivo, apesar de incluir um ndmero reduzido de doentes permitiu
verificar um menor efluxo de NO eritrocitario e uma menor concentracdo intra-
eritrocitaria de  GSNO comparando com os valores de referéncia. Estudos
longitudinais alargados serdo necessarios para determinar se tais variagcdes persistem
ao longo do tempo e se sdo causa ou consequéncia da ruptura da placa na fase aguda
do enfarte do miocardio. Os resultados de tais estudos futuros poderdo indicar a
determinacdo destas moleculas como medidas de diagnostico ou prognostico do
AMI.

A realizacdo deste trabalho foi mais um passo com vista ao conhecimento
integral dos mecanismos do metabolismo do NO eritrocitario e das suas vias de
sinalizagdo. No entanto ainda ha um longo caminho a percorrer de modo a poder utilizar

todo potencial do NO tanto ao nivel do diagndstico como terapéutico, no AMI.
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Anexos

Anexo |. Média e desvio padrdo dos valores de concentracdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adicdo do anticorpo da porcdo N terminal da AChE, na presenca e
auséncia de ACh. Amostra n = 27 para o NO e GSNO, para 0s peroxinitritos n = 23.
*p<0,05 versus Controlo; §p<0,05 versus AChE N-19; ¥p<0,05 versus ACh.

Modelo Experimental

Controlo AChE N-19 ACh AChE N-19+ACh
NO (uM) 1,84+0,25 | 1,49+0,15% | 2,06:0,33*§ 1,60+0,19%¥
GSNO (UM) 7.68+2,11 | 6,07+1,08* | 8,44+3,108 6,35+1,67¥
Peroxinitritos (uM) | 10,39+2,89 | 11,27+345 | 10,54+2,84 10,79+3,02
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Anexo Il. Média e desvio padréo dos valores de concentracdo de NO, GSNO e
peroxinitritos com a adi¢do do anticorpo da por¢do C terminal da AChE, na presenca e

auséncia de ACh. Amostra n = 21. *p<0,05 versus Controlo; §p<0,05 versus AChE N-
19; ¥p<0,05 versus ACh.

Modelo Experimental

Controlo AChE C-16 ACh AChE C-16+ACh
NO (UM) 1,75+0,21 1,52+0,24* | 1,99+0,25*§ 1,65+0,21¥
GSNO (M) 7,07+0,00 5,99+0,00* | 8,00+0,86*8 6,35+0,63*¥
Peroxinitritos (LM) 8,89+1,21 9,20+1,31 9,53%1,44 9,39+1,49
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Anexo I11. Média e desvio padrdo dos valores de concentracdo de NO, GSNO,
peroxinitritos, SNO-HDb, nitratos e nitritos com a adigéo da cheleretrina, na presenca e
auséncia de ACh. Amostra n = 17 excepto para SNO-Hb n=10. *p<0,05 versus

Controlo; §8p<0,05 versus Che; ¥p<0,05 versus ACh.

Modelo Experimental

Controlo Che ACh Che+ACh

1,60+0,09 1,48+0,14* 1,79+0,11*§ 1,5540,11¥
NO (UM)

7,07+0,00 6,12+0,53* 7,78+0,54*§ 6,37+0,66*¥
GSNO (M)

5,67+1,13 5,48+0,99 5,60+1,11 5,44+1,03
Peroxinitritos (UM)
SNO-Hb (UM) 1,37+0,56 1,88+0,58 1,51+0,33 1,92+0,67
Nitratos (LM) 4,34+1,12 5,57+1,39* 5,48+1,36 5,54+1,17*
Nitratos (LM) 5,28+1,78 6,42+1,62 6,36+2,16 6,60+1,64
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Anexo V. Média e desvio padrdo dos valores de concentracdo de NO, GSNO,
peroxinitritos, SNO-HDb, nitratos e nitritos com a adicdo do PMA, na presenca e
auséncia de ACh. Amostra n = 10. *p<0,05 versus Controlo; §p<0,05 versus PMA,;

¥p<0,05 versus ACh.
Modelo Experimental

Controlo PMA ACh PMA+ACh

1,56%0,06 1,81+0,10* 1,77+0,08* 1,84+0,16*
NO (uM)

7,07+0,00 8,27+0,34* 7,73+£0,568 8,16+0,00*¥
GSNO (UM)

6,44+0,46 6,61+0,81 6,38+0,56 6,60+0,83
Peroxinitritos (LM)
SNO-Hb (UM) 1,36%0,25 2,12+0,39* 2,09+0,40* 2,19+0,40*
Nitratos (LM) 3,75+0,47 5,05+0,64* 4,95+0,63* 5,05+0,64*
Nitratos (LM) 3,85+0,42 5,75+0,88* 5,45+0,78* 5,75+0,88*
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