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1 — PREAMBULO

As causas do envelhecimento t&ém desde sempre preocu-
pado o homem em geral e os cientistas em particular. E,
embora tenham sido registados nos tltimos decénios progres-
sos espectaculares na redugdo da mortalidade infantil e
aumento da perspectiva de vida humana, esses beneficios
pouco ou nada tém a ver com a modulagido dos mecanismos de
envelhecimento. O aumento da vida média humana tem sido
conseguido quase exclusivamente através da minimizagio de
varios flagelos, tais como as infecgdes, parasitoses e, em data
mais recente, pela redugio de alguns factores de risco cardio-
vascular.

Todavia, as causas de perda de memdria e limitagdo de
outras capacidades psiquicas, da incapacidade em executar
fungdes vitais e outras caracteristicas de envelhecimento que
culminam, em periodo mais ou menos tardio, na marte, conti-
nuam por esclarecer. Os mecanismos subjacentes a esse pro-
cesso natural como que estdo exacerbados em determinadas
situagdes patoldgicas, como na doenga de Alzheimer, em que
se assiste a envelhecimento celular prematuro.

Em contraste, uma das doengas que actualmente mais con-
tribui para a mortalidade da espécie humana — o cancro —
caracteriza-se pela proliferagcdo explosiva e incontroldvel de
células que ndo envelhecem.

Face a este paradoxo, ndo sdo de estranhar multiplas inves-
tidas da ciéncia, em que se destacam estudos bioquimicos,
visando esclarecer o envelhecimento celular e causas da morte
humana.

O globulo vermelho apesar de desprovido do nucleo, mito-
condrias e outros organitos (préprios de todas as células huma-
nas) permanece activo e funcional em circulagio durante cerca
de 120 dias. Nesse intervalo assegura a oxigenacdo a trocas
gasosas teciduais, contribui para o controlo do pH corporal e,
aparentemente, estd envolvido no transporte de diversos
mediadores hormonais para células-alvo. Ao fim daquele
prazo, os glébulos sdo eliminados da circulagdo, dando lugara
glébulos jovens por estimulagdo permanente e controlada da
eritropoiese medular.

O mecanismo que determina a vida média globular é desco-
nhecido. Todavia, ¢ em comum com os restantes tipos de
células corporais, o eritrocito apresenta um revestimento
estruturalmente muito semelhante. Tendo como base hipéte-
ses que atribuem a membrana citopldsmica participacio deter-
minante no envelhecimento, parece legitimo utilizar o glébulo
vermelho — facilmente acessivel e sem outras estruturas inter-
nas — para esclarecimento das causas de envelhecimento celu-
lar, numa primeira fase do estudo daquele problema.

Recebido para publicagdo: 6 de Maio 1986

I — CARACTERf_STICAS DA MEMBRANA
ERITROCITARIA

Desde que o envelhecimento eritrocitdrio comegou a ser
estudado sistematicamente, varias hipdteses tém sido formula-
das para explicar aquele fenomeno. Na generalidade, essas
hipéteses reportam-se a alteragdes morfolégicas e/ ou metabé-
licas que progridem com a idade globular e que acabam por
afectar a capacidade de deformagdo eritrocitaria a acgio cons-
trigente da microcirculagfo.

Por sua vez, as propriedades fisico-quimicas do fluxo san-
guineo, assim como a remogdo e subsequente destruigio de
glébulos anormais ou senescentes da circulagio, dependem de
varios factores, com destaque para a agrega¢do e, sobretudo,
para a deformabilidade eritrocitaria (revisio em 1 e 2).

A deformabilidade eritrocitaria é influenciada pela relagio
area/volume, propriedades viscoeldsticas da membrana e vis-
cosidade interna’. As duas primeiras varidveis sdo afectadas
pela natureza quimica e estrutural da membrana e interacgdes
moleculares implicitas.

Assim, verifica-se que a composi¢do lipidica e relagdo
colesterol/fosfolipidos influenciam a fluidez da membrana (e
por conseguinte a deformabilidade eritrocitaria®, enquanto a
distribuigfo assimétrica dos fosfolipidos na membrana eritro-
citaria contribui para a manuten¢io do potencial da mem-
brana, assegura a inte%ridade celular e influéncia a actividade
de algumas enzimas™ °. A assimetria lipidica é afectada pelo
colesterol’ e proteinas do citoesqueleto®’. Estas proteinas
(extrinsecas) da face interna da membrana eritrocitaria, esta-
belecem interacgGes .com os fosfolipidos8 € com as proteinas
intrinsecas’ e citoplasmicas'®.

A integridade quimica e estrutural do citoesqueleto
afigura-se fundamental para a manuten¢fio da deformabili-
dade eritrocitaria. Na constitui¢do do citoesqueleto participam
a espectrina, actina ¢ protefna 4.1. A espectrina é formada por
2 cadeias (a e B), referenciadas como as bandas 1 ¢ 2 da
nomenclatura de Fairbanks''; ao associarem-se entre si,topoa
topo, formam dimeros e tetrameros em equilibrio relativo; in
vitro predominam os heterotetrameros'.

A espectrina, ao ligar-se 3 actina (banda 5) e proteina 4.1
constitui um monémero que, por repeticdo, forma a malha ou
rede que reveste a face interna da membrana eritrocita-
ria‘99 13, 14

A proteina 2.1 (designada por anquirina) estabelece a liga-
¢do entre a espectrina e a proteina intrinseca banda 3 (canal
aniénico)’. A esta glicoproteina ligam-se as seguintes protej-
nas: hemoglobina, aldolase, fosfogliceratocinase,
gliceraldeido-fosfato-desidrogenase e fosfofrutocinase'’. Tam-
bém associadas & banda 3 parecem estar as enzimas Na’,
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Figura 1: A membrana eritrocitdria apresenta assimetria lipidica com predominio de fosfatidilcolina (PC) e esfingomiclina (SM) na subcamada externa. A
fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE) existem em maior quantidades na subcamada interna. A fluidez lipidica ¢ influenciada pelo comprimento, grau de
insaturagdo dos 4cidos gordos ¢ razdo de concentragdes colesterol/ fosfolipidos ([C)/[P].

A glicoproteina banda 3 ligam-se: (i) proteinas citosélicas, tais como hemoglobina (Hb), aldolase (a), fosfofrutocinase (PFK), fosfoglicerato cinase (PGK) ¢

gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase (G3PD); (ii) proteina extrinseca anquirina (A),

espectrina (cadeias « e ), acima (acT) ¢ proteina 4.1.

K*-ATPase ¢ a acetilcolinesterase.'® 7 Enquanto para a pri-

meira, a fungdo estd perfeitamente esclarecida, (hidrélise do
ATP associada, ao transporte activo de sédio e potéssio), a da
segunda. continua desconhecida. A actividade de ambas as
enzimas ¢ fortemente influenciada pelos lipidos.'® *°

As interacgGes lipoproteicas podem ser agrupadas em
hidroidbicas ou electrostaticas, e o seu conhecimento ser abor-
dado pelo estudo do comportamento alostérico da acetilcoli-
nesterase.'

A fluidez lipidica é um regulador ﬁsioléugico do caracter
alostérico das enximas ligadas a membrana.’ Assim, o estudo
da.influéncia das alteragdes da membrana no comportamento
cooperativo das enzimas integrais é um processo que conduz a
confirmagéo das interacgGes lipoproteicas.

A composi¢do quimica, estrutura, metabolismo, proprie-
dades e fungdes do eritrdcito estdo perfeitamente interligadas,
interdependentes e reguladas. Sera de esperar que em situagdes
patoldgicas e/ ou pelo envelhecimento ocorram disfungdes em
qualquer ou todos os pardmetros.

I — ENVELHECIMENTO DO ERITROCITO

O envelhecimento eritrocitario comegou a ser estudado em
1938, por Stephens®' e desde ent&o vérias hipéteses tém sido
apresentadas para o explicar.
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que estabelece a ponte com o citoesqueleto. Este polimero ¢ constituido por

O estudo de Rouss® demonstrou que dos eritrocitos nor-
mais in vivo sdo removidas por¢des da membrana, por frag-
menta¢io mecénica, sem perda de hemoglobina. Este processo
induz, com o tempo, aumento da rigidez celular que compro-
mete a sobrevivéncia a nivel da microcirculagio.

Um segundo mecanismo também baseado no decréscimo
da deformabilidade ao longo do tempo baseia-se nas interac-
¢Bes entre o cdlcio e a membrana moduladas pelo ATP.2 A
concentragdo do ATP diminui com a idade celular,”* com
consequente aumento da interacgfo entre o calcio e as protei-
nas da membrana. Concomitantemente resulta menor flexibi-
lidade e deformabilidade das células senescentes.

Estes dois mecanismos foram simulados e confirmados in
vitro.”

Durante o envelhecimento do eritrécito, as dimensdes® a
fragilidade osmética™ e a flexibilidade mecanica® decrescem
em conjunto com o declinio das actividades de algumas enzi-
mas.” A piruvato-cinase do eritrcito apresenta duas formas
moleculares (RI e RZZ cuja acgdo R?*/R' aumenta com o enve-
lhecimento globular.?® A transformagdo de R' em R? ¢ acom-
panhada por acréscimo da capacidade de fosforilagio e dimi-
nuicdo da afinidade para o fosfoenolpiruvato.® A actividade
enzimdtica da acetilcolinesterase da membrana eritrocitaria
diminui com a idade globular.’' Estudos cinéticos revelaram
que o valor da constante de afinidade da enzima para o subs-
trato (km) ndo ¢ afectado pela idade, embora a velocidade
maxima diminua com a senescéncia.
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INTERACCOES LIPO-PROTEICAS DA MEMBRANA GLOBULAR

O reconhecimento imunoldgico € alterado no envelheci-
mento por exposi¢do de receptores antlgémcos na superficie
globular e aumento de ligagdo da I1* G

Os globulos envelhecidos sdo mais receptiveis 4 ac¢do do
peroxido de hidrogénio, in vitro, com consequente agregagao
das protefnas de alto peso molecular.*® A ocorréncia destes
agregados proteicos pode também resultar de uma simulagio
de envelhecimento eritrocitirio por deplec¢do metabélica
(diminuigdo da concentragdo de precursores de ATP e GSH).*

Os complexos proteicos sdo de dois tipos, de acordo com o
peso molecular.® A concentragdo dos agregados de elevado
peso molecular aumenta com o tempo de incubagéo, ao con-
trarlo do observado com os complcxos de baixo peso molecu-
lar.”” In vivo, este comportamento € confirmado pelo estudo de
Synder e colaboradores, onde se evidencia que as frac¢des mais
densas de eritrdcitos (glébulos mais envelhecidos) contém
agregados de espectrina e hemoglobina (cadeias a).

O contetdo em acido sldlico dos eritrécitos diminui com a
idade globular.* Experiéncias em ratos demonstraram que a
reducdo de carga superficial induzida pela ac¢do de neuramini-
dase € acompanhada de rapida remogdo dos glébulos em
cnrculacao No entanto, muitas propriedades b10qu1mlcas e
biofisicas mantem -se inalteradas: deformabllldade fragnll-
dade osmética,’ concentrac;ao de ATP nivel de lactato,*
actividade enzxmatlcas (piruvato-cinase,” glicose 6-fosfato —
desidrogenase)*’ e indices celulares.

A acgdo das proteases de membrana, o processo de vesicu-
lagdo ou diminui¢do do pH podem conduzir ao mesmo estado
deficitario de carga.*’ ** * Incubagdes de eritrécitos em meio
contendo célcio e magnésio mas desprovido de glicose condu-
zem ao envelhecimento eritrocitario, demonstrado por deple-
¢do em ATP, transformacao de discocitos em equindcitos ¢
libertagdo de vesiculas.®

Estas transformagfes originam diminuigdo do conteudo
em acndo sialico na forma ligada a glicopéptidos e/ ou vesicu-
las.® O calcio reforga a saida de 51alog11copept1dos induzida
por d1mmu1<;ao de pH ou deplegdo metabdlica.

O Mg”’ e o ATP regulam a forma do eritrécito, por estimu-
lagdo de uma cinase mdependente do AMPc, que fosforila a
espectrina (cadeia B8).** O Ca® inibe a cinase e por conseguinte
diminui a fosforilagio da espectrina.’

Além destas, sdo conhecidas vérias alteragSes bioquimicas
e biofisicas do eritrocito, induzidas pela dcplecao em ATP ou
aumento da concentragfo intracelular em Ca.”

Todavia, em conjunto, ndo hd uma resposta conclusiva
sobre as causas de envelhecimento globular e, muito menos, se
este fendmeno afecta a evolugdo clinica de algumas situagdes
patoldgicas banais, quer directamente quer por reflectir uma
situagdo comum a outras células corporais.
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