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RESUMO

A fungdo respiratdria do sangue é analisada através da participagdo do
metabolismo eritrocitdrio. Neste aspecto, é desenvolvido o sistema metabd-
lico da glicdlise a par da sintese e degradagdo do 2,3-difosfoglicerato, con-
siderado como o principal modulador metabdélico da afinidade da hemoglo-
bina para o oxigénio. Salientam-se os principais mecanismos reguladores
da glicdlise e ciclo de Rapoport-Luebering, por fim integrados em conjunto
com alguns factores mais influentes na actividade de ambas as vias.

SUMMARY
Blood respiratory function. — Influence of erythrocyte metabolismo

The blood respiratory function is related to erythrocyte metabolism Red cell
glycolytic pathway and the synthesis and degradation of 2,3-diphosphoglycerate
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(an essential compound associated with displacements of the oxygen dissocia-
tion curve) are evaluated, regarding their mutual influences and individual con-
trol mechanisms.

I. Introducao

A fungdo primdria dos eritrécitos ¢ a de fornecer oxigénio aos tecidos, tro-
cando-o com o di6xido de carbono a eliminar pelos pulmdes. Esta actividade
representou um passo evolutivo na escala animal, logo que o transporte de
oxigénio passou a ser efectuado por uma «célula» especializada (o eritrocito)
preenchida em grande parte por uma proteina especifica para aquela fungdo, a
hemoglobina. De facto, a evolugio do transporte de oxigénio em solugdo fisica
para fixagdo a um pigmento aumentou a capacidade de oxigénio no sangue de
0,5 ml para 6 ml/100 ml, enquanto a diferenciagdo dos eritrocitos possibilitou
a sua elevacdo paro os 25 ml/100 ml verificados no sangue de mamiferos.
Ainda que algum oxigénio continue a ser transportado em solugdo no plasma,
esta quantidade é minima em comparagdo com a veiculada pelos eritrocitos.

Em contraste, o diéxido de carbono € transportado no plasma essencial-
mente sob a forma de bicarbonato (de sédio) e, em menor propor¢do, como
dcido carbonico. A formagdo de bicarbonato a partir do diéxido de carbono
ao nivel dos capilares periféricos, bem como a conversdao do bicarbonato em
diéxido de carbono nos pulmdes, depende essencialmente de uma enzima
eritrocitaria (a anidrase carbdnica) e trocas i6nicas (cloreto por bicarbonato)
através da membrana globular. Embora a fung¢ao respiratéria seja dependente
de numerosas varidveis (ja explicitadas na 1* parte deste trabalho), tais como
a constituicdo do ar atmosférico, fun¢do pulmonar, interac¢do pul-
moes/sangue, sistema cardiovascular e enzimas respiratdrias teciduais, ha
que considerar a func@o respiratéria dos eritrocitos como um interveniente
destacado na respiracao aerébia dos tecidos periféricos.

Calcula-se que cada eritrocito contenha cerca de 350 milhdes de molécu-
las de hemoglobina, distanciadas entre si aproximadamente de 10 angstroms.
Esta serd, em teoria, a mais elevada concentra¢do de hemoglobina (cerca de
33%) que permite a rotagdo livre das suas moléculas sem impedir a difusdo
gasosa.

Por natureza, a especializacdo implica na prevaléncia de algumas qualida-
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des. O eritrocito ndo estd excluido desta regra, pelo que a sua participaco ac-
tiva no transporte de oxigénio requer a preservagiio das seguintes qualidades:

a) Elevada concentragdo e manuten¢do das caracteristicas funcionais de
hemoglobina;

b) Forma discoide suficientemente flexivel para se adaptar os microva-
sos e facilitar as trocas de nutrientes e gases respiratérios com os te-
cidos e exterior;

c) Capacidade de se deslocar por todos os sectores corporais durante
cerca de 4 meses, sem perda significativa das capacidades funcionais
e conteudo.

O desenvolvimento das caracteristicas referidas ocorreu a custa de outras.
Ao contrario das restantes células do organismo humano, o eritrocito perde
gradualmente. no decurso das sucessivas fases de maturagio eritroide, o ni-
cleo, dcidos nucleicos, ribossomas, mitocondrias e outros organitos celula-
res. Em consequéncia, € sacrificada a possibilidade de o eritrocito adulto po-
der renovar as suas protefnas ou obter os elevados rendimentos energéticos
proprios de c€lulas com cadeias respiratérias intactas.

O eritrocito maduro & constituido por um meio interior relativamente ho-
mogéneo e sem estrutura definida, separado por uma membrana do plasma e
outros meios de suspens@o envolventes. A membrana é actualmente conside-
rada como uma camada dupla de lipidos complexos, atravessada, revestida ou
onde se fixam, de ambos os lados, diversos tipos de proteinas. O interior do
eritrocito € constitufdo por uma solu¢do aquosa de hemoglobina em elevada
concentragao; cerca de 65% desse contetido € representado por 4gua e cerca de
33% pela hemoglobina; a fracgdo restante inclui a metaemoglobina, lipidos,
agucares, electrdlitos e cerca de uma centena de enzimas. Todavia, estes escas-
sos 2% de constituintes globulares sdo essenciais para a fungfo eritrocitdria,
participando na constitui¢do da membrana (que controla as trocas iGnicas e de
pequenas moléculas com o meio exterior), enzimas, cofactores e outras subs-
tancias adequadas ao fornecimento de energia 2s diferentes actividades meta-
bélicas, accionadas por sistemas enzimaticos que, embora mais simples que os
das células nucleadas, exibem funcionamento complexo.

O transporte de oxigénio pelo eritrocito ndo é uma actividade que, por si,
dependa de energia metabdlica.

Todavia, de forma a verificar-se com eficiéncia, é necessdrio que além da
elevada concentragio de hemoglobina em solucio, todos os constituintes do
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eritrocito sejam preservados de lesdes oxidativas e que a hemélise osmética
seja evitada. A manutenc¢do dos constituintes globulares no estado activo, a
conservacao dos gradientes i6nicos através da membrana e a flexibilidade eri-
trocitdria em circulagfo sdo propriedades que requerem energia metabdlica.

As necessidades energéticas do eritrocito, relativamente escassas, sdo pre-
enchidas em condigcGes fisiologicas pela glicose, oxidada em grande parte
através da via de Embden-Meyerhof. Uma frac¢do bastante menor mas varia-
vel de glicose é consumida, em alternativa, pela via das fosfopentoses, assegu-
rando a formagdo de potencial redutor. Em associagdo a via glicolitica, de
que partilha intermedidrios metabdlicos, é formado o 2,3-difosfoglicerato
(2,3 -DPG) que, entre outras fungdes, exerce profunda influéncia no trans-
porte de oxigénio pela hemoglobina.

A sobrevivéncia do eritrocito em circulagdo depende, quase em absoluto,
da sintese dos seus constituintes nos periodos de diferencia¢do e maturagéo
intramedular; na fase extramedular, as necessidades energéticas e os escas-
sos recursos disponiveis sdo delicadamente equilibrados, assegurando uma
actividade duradoura ao eritrocito enquanto os seus componentes mantive-
rem as propriedades iniciais; defeitos moleculares nesses constituintes, ou
lesdes posteriormente adquiridas, podem conduzir a destruicdo precoce dos
eritrocitos, a deficiéncias acentuadas nas fungdes inerentes & hemoglobina ou
a restricdio da deformabilidade globular. Em qualquer dos casos, aquelas
anomalias predispdem a quadros patoldgicos de gravidade varidvel, por ve-
zes letal. Como denominador comum a essas alterag®es subsiste, contudo,
uma interferéncia negativa nas condicdes de fornecimento de oxigénio a
todo o organismo.

Neste contexto, o presente trabalho incidira particularmente na vida
glicolitica, formagio de 2,3-DPG e respectivas interregulagdes.

I1. Metabolismo energético

SUBSTRACTOS E OPGCOES METABOLICAS

O eritrocito pode, em condi¢des especiais e com facilidade, extrair ener-
gia a partir dos diversos tipos de substractos, designadamente a frutose, ma-

232



FUNCAO RESPIRATORIA DO SANGUE - 11
CONTRIBUICAO DO METABOLISMO ERITROCITARIO

nose, inosina e a adenosina; pode ainda utilizar, com menor rendimento, a
galactose e, em condi¢des adequadas, alguns compostos peculiares, como o
formaldeido. Todavia, o principal substracto energético dos eritrocitos em
circula¢do € indubitavelmente a glicose, pelo que serd o tnico a ser analisado
em pormenor.

Ap6s conversdo em glicose 6-fosfato, 85 a 90% deste substracto é meta-
bolisado pela via Embden-Meyerhof (Fig. 1), originando piruvato ou lactato;
a glicose 6-fosfato restante atravessa a via oxidativa das fosfopentoses, per-
dendo um dos seus carbonos (C 1) sob a forma de CO, para se converter em
pentoses e dar origem a dois intermedidrios comuns 2 via glicolitica (frutose
6-fosfato e gliceraldeido 3-fosfato). Uma fracgdo negligencidvel da glicose
pode ainda transformar-se em glicogénio.

Além da obten¢@o de energia, o consumo de glicose pela via glicolitica é
indispensdvel para a modulag@o funcional da hemoglobina, através da for-
magdo do 2,3-DPG no ciclo de Rapoport-Luebering.

No conjunto, o consumo de glicose pela glicélise e vias das fosfopentoses
assegura diversas fungdes eritrocitdrias (Quadro I).
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Frutose 6 - Fosfato

e e -

‘Sequéncia
glicolitica
Fig. 1~ Opgdes metabdlicas para a glicose 6-fosfato, catalisada através da glicélise (depois
de se transformar em frutose 6-fosfato), aproveitada na sintese de glicogénio (ap6s
transformagio em glicose 1-fosfato) ou sendo desviada para a via das fosfopentoses
(por conversido em 6-fosfogliconato).
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QUADRO I
FUNCOES DAS PRINCIPAIS VIAS DE OXIDAGAO DA GLICOSE NO ERITROCITO
Glicélise
(glicose 6-fosfato — — — lactato)
e ADP— ATP (p. ex., «bombas» de Na*, K+)
e NAD"— NADH + H* (p. ex., redugiio da metaemoglobina)
e 3-DPG — 2,3-DPG (p. ex., modulagdo da afinidade de

hemoglobina para o oxigénio)

Via das fosfopentoses

(glicose 6-fosfato  — -5 —  CO; + pentoses. trioses. etc.).
e NADP+— NADPH + H" (p. ex., redugio do glutatido oxidado)
e hexose — pentoses (p. ex., formagao de substractos para

a sintese de nucledticos)

A energia eritrocitdria torna-se fundamental a quatro niveis principais,
para manter:

a) A hemoglobina no estado reduzido (Fe**);

b) As bombas de Na*, K*;

c) Os grupos sulfidrilicos de vérias substancias no estado reduzido;

d) A forma do eritrécito, como disco bicdncavo.

Sem glicose, o eritrocito ndo funciona nem sobrevive; deixa de ser man-
tido o gradiente de sédio e potdssio usualmente existente através da mem-
brana globular e verifica-se a acumulacio de metaemoglobina e glutatifio
oxidado, em particular na presenga de substancias oxidantes (p.ex. peroxido
de hidrogénio e radicais livres de oxigénio).

Mesmo que o eritrocito energeticamente deficiente sobreviva, adquire cor
acastanhada a medida que a hemoglobina é oxidada em metaemoglobina
pelo oxigénio intracorpuscular; nestas condi¢des, quer o transporte de oxigé-
nio quer o de diéxido de carbono pelo eritrocito acabam por se tornar inope-
racionais.

O eritrocito expoliado de energia passa da forma discoide a equinocito,
depois a esferocito e, por fim, hemolisa-se ou € fagocitado e destruido pelo
sistema reticulo-endotelial.

Na glicélise a maior parte da energia obtida da glicose € conservada sob a
forma de um composto fosforilado de alta energia, o adenosinotrifosfato
(ATP). Paralelamente, é gerado potencial redutor, através da transformacao

234



FUNCAO RESPIRATORIA DO SANGUE - 11 )
CONTRIBUICAO DO METABOLISMO ERITROCITARIO

do nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD™) na forma reduzida (NADH),
indispensdvel como coenzima na redugdo da metaemoglobina em hemoglo-
bina e a continuidade da glicdlise.

A principal fun¢do da via das fosfopentoses eritrocitérias consiste na con-
servacdo do nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato (NADP+) na forma
reduzida, NADPH. Esta coenzima assegura a regeneragao do glutatido redu-
zido, utilizado na protec¢do dos componentes eritrocitérios contra a peroxi-
dacdo. Acessoriamente, a pentose obtida por oxidagdo e descarboxilagdo de
hexose incial pode ser usada na sintese de nucledtidos globulares e, em al-
ternativa, transformar-se em gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato. Em
consequéncia, o ATP e o 2,3-DPG, apesar de ndao serem formados na via da
fosfopentoses, podem vir a ser obtidos a custa da glicose desviada para aque-
la via, apGs sucessivos rearranjos moleculares.

Grande parte do metabolismo eritrocitério processa-se em anaerobiose, o
que, atendendo a elevada carga de oxigénio transportado pela hemoglobina,
ndo deixa de ser um facto curioso. Esta particularidade é, contudo, justifica-
da pela auséncia de mitocondrias nos eritrocitos maduros, que exclui a pro-
dugdo de largas quantidades de ATP a partir de concentragcdes minimas de
monossacdridos. Em consequéncia, o eritrocito depende exclusivamente da
glicdlise anaerdbia e da via das fosfopentoses para obter a energia metabdli-
ca que lhe € necessdria, com participacdo minima de oxigénio. Para tal, o eri-
trocito dispde de enzimas, na generalidade idénticas as que intervém na ex-
traccdo de energia por oxidagdo anaerébia da glicose em outros tecidos;
exceptua-se a metaemoglobina-redutase, que parece ser exclusiva do
eritrocito.

ENZIMAS E MODULADORES DA ACTIVIDADE ENZIMATICA

A quantidade de glicose oxidada em piruvato ou lactato, a actividade dos
sistemas de transporte activo, a reducao da metaemoglobina ou do glutatido,
isto €, a importancia de todas as actividades metabdlicas eritrocitarias de-
pende de numerosas varidveis, como o nimero de moléculas enzimdticas
pré-existentes, concentracdo de substractos, cofactores, moduladores, tempe-
ratura e teor hidrogenionico. Estes pardmetros ndo apresentam niveis cons-
tantes nem as enzimas exibem, no geral, valores mdximos de actividade,
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como sucede nos sistemas em condi¢Oes cinéticas 6ptimas. Todavia, € na
resposta de cada uma dessas enzimas a diversos moduladores especificos
que assenta o processo geral da regulacdo do metabolismo eritrocitério.

Muitas das etapas da glicélise ou de outras vias metabdlicas relacionadas
com o consumo de glicose ertrocitdria, sdo catalisadas por enzimas que, em
geral, diminuem de actividade com a idade globular (Quadro II). Por sua
vez, tém sido identificados defeitos em algumas dessas enzimas que, quando
acentuados, sdo causa da doenga hemolitica espontinea, genericamente desi-
gnada por anemia hemolitica congénita nio-esferocitica (Quadro IIT). E de
notar que o defeito enzimético pode afectar a velocidade mdxima (Vmax) da
reac¢do ou alterar-lhe de tal modo a cinética que a enzima deixa de funcionar
nas condig¢des in vivo.

A medida que o eritrocito envelhece, determinadas fungGes enzimaticas
cruciais aproximam-se dos limites em que a preservacdo da integridade glo-
bular deixa de ser possivel. Estes limites sdo alcangados mais rapidamente
na presen¢a de defeitos congénitos especificos a algumas dessas enzimas,
directa ou indirectamente relacionadas com a manuteng@o do estado energé-
tico ou potencial redutor. Em consequéncia, é de prever que o senescéncia
precoce do glébulo afectado se reflicta numa situac¢éo de anemia hemolitica.

QUADRO II
VARIAGAO COM A IDADE DA ACTIVIDADE DE ALGUMAS ENZIMAS DA GLICOLISE E VIA
DAS FOSFOPENTOSES DO ERITROCITO HUMANO

Enzima Actividade enzimdtica nos eritrocitos jovens
Hexoquinase Aumento acentuado
Glicose-fosfato isomerase Normal
Fosfofrutoquinase Normal ou aumentada
Aldolase Aumento acentuado
Triose-fosfato isomerase Aumento ligeiro
Gliceraldeido-fosfato desidrogenase Aumento ligeiro
Fosfoglicerato-quinase Normal
Fosfoglicerato-mutase Aumentada
Enolase Normal ou aumento ligeiro
Piruvato-quinase Aumento acentuado
Desidrogenase lactica Aumento ligeiro
Desidrogenase da glicose-6-fosfato Aumento acentuado
Desidrogenase do 6-fosfogliconato Aumentada
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QUADRO III
LOCALIZACAO DOS PRINCIPAIS DEFEITOS ENZIMATICOS DO METABOLISMO ENERGETICO
ERITROCITARIO, NA ORIGEM DE ANEMIAS HEMOLITICAS CONGENITAS
NAO-ESFEROCITICAS

Enzimas Transmissdo
Hexoquinase autossémica recessiva
Glicose-fosfato isomerase autossémica recessiva
Fosfofrutoquinase autossémica recessiva
Triose-fosfato isomerase autossémica recessiva
Fosfoglicerato-mutase cromossoma X
Difosfoglicerato-mutase autossémica recessiva (?)
Piruvato-quinase autossémica recessiva
Desidrogenase da glicose 6-fosfato cromossoma X

CAPTACAO DA GLICOSE

Antes de ser utilizada pelas enzimas de qualquer daquelas vias, a glicose
(ou outros substractos ji referidos), tem de atravessar a membrana eritrocité-
ria, o que sucede prontamente por difusdo facilitada. com a participagdo de
um transportador local ndo identificado. A entrada da glicose no eritrocito é
termo-dependente e insulina-independente. Ao contrario do que se verifica
em muitos outros tipos celulares, a concentragdo da glicose em solugio in-
traglobular € idéntica a existente no plasma. Por conseguinte, a utilizag@o
eritrocitdria da glicose € independente da quantidade difundida do exterior.

Segue-se a fosforilagdo da glicose em glicose 6-fosfato, por ac¢dio da he-
Xoquinase e com consumo de uma molécula de ATP. A formagio de glicose |
6-fosfato € indispensével para o seu aproveitamento metabélico pela glic6li-
se ¢ via das fosfopentoses. Todos os intermedidrios destas sequéncias meta-
bélicas sdo compostos fosforilados, a excepgdo dos produtos finais da glicé-
lise, o piruvato e lactato, que difundem para o plasma. A fixa¢do do grupo
fosfato naqueles intermedidrios tem trés fungdes principais:

a) Evitar a sua perda para o plasma, devido a fixagdo de um grupo polar

de carga negativo;

b) Criar grupos de unido ou reconhecimento para a formacgio do com-

plexo enzima-substracto em cada etapa;

c¢) Conservar a energia quimica sob a forma de grupo fosfato.
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Uma das caracteristicas mais notdveis do metabolismo eritrocitdrio € a
flexbilidade demonstrada pelas escassas sequéncias operacionais de que dis-
pde. E o que sucede com a alternativa imposta ao 1,3-difosfoglicerato (me-
lhor designado como 3-fosfogliceroil-fosfato), que pode ser convertido em
2,3-DPG por uma mutase ou ser transformado em 3-fosfoglicerato por uma
quinase. No primeiro caso ndo ha formac@o de ATP mas, em contrapartida,
da reacgdo catalisada pela fosfoglicerato-quinase (com conversao directa de
1,3-difosfoglicerato em 3-fosfoglicerato) resulta a fosforilacio do adenosi-
nodifosfato (ADP) em ATP.

Também pode variar a quantidade do NAD™ reduzido em NADH. Ha-
vendo excesso de metaemoglobina, o NADH gerado na etapa da desidroge-
nase do gliceraldeido 3-fosfato pode ser consumido integralmente no decur-
so da reducdio de metaemoglobina. Nestas condi¢des ndo € o lactato mas o
piruvato o termo final do oxidag¢do anaerdbia da glicélise, por caréncia de
NAD". Deixando de haver necessidade de NADH para a redugio de metae-
moglobina, o piruvato ¢ novamente reduzido em lactato pela desidrogenase
lactica, com recuperagao do NAD" para sucessivas reutilizagdes pela desi-
drogenase do gliceraldeido 3-fosfato.

Na via das fosfopentoses observa-se idéntica flexibilidade metabdlica na
regulagdo da quantidade do NADP* reduzido em NADPH; o nivel desta co-
enzima parece ser um importante factor regulador da actividade da desidro-
genase da glicose 6-fosfato. Assim, quanto aumentam as necessidades em
NADPH, p. ex., na presenca de drogas que oxidam o glutatido, a oxidacéo
directa pela via das fosfopentoses é automaticamente interrompida.

II1. Via glicolitica

A glicdlise, que consiste na oxidagdo progressiva em anaerobiose da gli-
cose em lactato, ao longo de onze etapas enzimadticas, desenvolve-se em duas
fases (Fig. 2).

A primeira consiste na preparagdo da glicose (e outros hexoses) para os
etapas oxidativas, culminando na sua clivagem em duas trioses-fosfato: gli-
ceraldeido 3-fosfato e diidroxiacetona-fosfato). Nesta fase sdo consumidas
duas moléculas de ATP para fixar dois grupos fosfato ao nivel do carbono 6
e depois ao carbono 1 da hexose, o que representa como que um investimen-
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Fig. 2 - Sequéncia metabdlica e enzimas da glicdlise: 1=hexoquinase; 2=glicose-fosfato-
-isomerase; 3=fosfofrutoquinase; 4=aldolase; S=triose-fosfato isomerase; 6=gliceraldeido-
-fosfato desidrogenase; 7=fosfoglicerato-quinase; 8=fosfoglicerato--mutase; 9=enolase;
10=piruvato-quinase; 11=desidrogenase l4ctica.

to energético a recuperar com dividendos na 2* fase. Esta, que é uma sequén-
cia comum para todos os hexoses, inclui as etapas de oxidagdo-redugio e os
mecanismos conservadores energéticos, que possibilitam a recuperacgio do
ATP a partir da fosforilagio do ADP. Nesta fase podem ser formadas duas a
quatro moléculas de ATP por cada molécula de glicose oxidada; subtraindo
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as duas moléculas de ATP investidas na 1* fase, verifica-se que o lucro ener-
gético por cada molécula de glicose degradada em lactato oscila entre zero a
duas moléculas de ATP; esta variagdo no total de ATP final depende da
quantidade de glicose desviada para a formagdo do 2,3-DPG, o que inviabili-
za a obten¢do simultanea de um par de moléculas de ATP.

Sendo os eritrocitos maduros desprovidos do sistema de fosforilagdo oxi-
dativa mitocondrial, a glic6lise assume-se como o Unico processo de geracdo
do ATP globular. Paralelamente, a glic6lise possibilita a redugdo de NAD*
em NADH, o que se torna inerente a prépria oxidacdo dos substractos e con-
sequente remogdo dos dtomos de hidrogénio para um aceitador (NAD®). A
formac@o do 2,3-DPG s6 acessoriamente pode ser considerada uma activida-
de glicolitica. Pelas suas particularidades e efeitos na fung@o respiratéria da
hemoglobina, a sintese do 2,3-DPG serd analisada em separado.

No Quadro IV sdo sumarizadas as principais caracteristicas cinéticas e
fungdes das enzimas da glicélise dos eritrocitos humanos.

Grande parte dos valores indicados baseiam-se em estudos decorrentes
em condi¢des muito diferentes das que existem no eritrocito, em que, p. ex.,
as concentra¢oes dos substractos e produtos de cada reac¢@o estdo muito
aquém dos niveis de saturagdo exigidos nas andlises cinéticas e dos efeitos

QUADRO IV
ALGUMAS CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS DA GLICOLISE ERITROCITARIA
Enzimas Substractos Produtos Cofactores Inibidores
Hexoquinase glicose, ATP glicose 6-P e ADP Mg* 2,3-DPG, glicose 6-P,
glicose 1,6-P, H*
Fosfoglicose-isomerase glicose 6-P frutose 6-P
Fosfofrutoquinase frutose 6-P ¢ ATP frutose 1,6-P e ADP Mg* K* 2,3-DPG, ATP, H”
Aldolase frutose 1,6-P gliceraldeido 3-P e 2,3-DPG
diidroxiacetona-P
Triose-fosfato isomerase  diiodroxiacetona-P gliceraldeido 3-P
Gliceraldeido-fosfato gliceraldeido 3-P, Pi, J-fosfogliceroil-P 3-fosfoglicerail -P,
desidrogenase e NAD" ¢ NADH 2,3-DPG e NADH
Fosfoglicerato-quinase 3-fosfogliceroil-P 3-fosfoglicerato Mg*
e ADP e ATP
Fosfoglicerato-mutase 3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 2,3-DPG (7)
Enoluse 2-fosfoglicerato fosfoenolpiruvato Mg
Piruvato-quinase fosfoenolpiruvato pinuvato e ATP Mgt K* 2,3-DPG, ATP
e ADP
Desidrogenase lictica piruvato, NADH lactato, NAD*

240



FUNGAO RESPIRATORIA DO SANGUE - II )
CONTRIBUIGAO DO METABOLISMO ERITROCITARIO

dos moduladores da actividade enzimitica. Todavia, os resultados apresen-
tados oferecem a vantagem de serem apreciados numa base de uniformidade
de meios e condig3es experimentais, impossivel em condigdes fisiolégicas.

Das onze reacgdes envolvidas, oito encontram-se muito perto do equili-
brio metabdlico, pelo que sdo perfeitamente reversiveis; as restantes trés re-
acgoes ocorrem com acentuada diminui¢do da energia livre padriio, estando,
portanto, em franco desequilibrio; estas etapas irreversiveis sdo catalisadas
pelas trés enzimas de glicdlise a que se atribuem fungdes reguladoras: hexo-
quinase, fosfofrutoquinase e piruvato-quinase. O controlo de glicélise parece
depender primariamente da fosfofrutoquinase e, em segundo plano, da hexo-
quinase e piruvato-quinase, todas com caracterfsticas alostéricas. A desidro-
genase do gliceraldeido-fosfato também evidencia propriedades de enzima
alostérica mas a sua eventual ac¢do reguladora na glicélise ainda nio est4
clarificada.

GLICOSE 6-FOSFATO

Na primeira etapa, a glicose € fosforilada em glicose 6-fosfato pela hexo-
quinase. A enzima habitual nos eritrocitos (de que se reconhecem diversas
isoenzimas, com pesos moleculares e propriedades quimicas semelhantes) é
inespecifica para o substracto, podendo utilizar, entre outros, a glicose, fru-
tose ou manose. A glicose € o substracto mais comum, por duas razdes prin-
cipais:

a) A afinidade da enzima (Km) para a glicose é muito superior a0 Km

para os restantes substractos;

b) A glicose, que entra facilmente no meio globular, apresenta-se em
concentragoes que excedem as da saturagiio nas condigdes fisioldgi-
cas.

Em consequéncia, a glicose ndo é um factor limitativo a actividade da he-
xoquinase ou da glicélise em geral; a sua concentragio intraglobular é habi-
tualmente compardvel a do meio exterior. Para actuar a hexoquinase depende
do concurso de dois cofactores, o ATP e o Mg2+, em geral, associados num
complexo, ATP-Mg; pela sua reduzida concentragiio no meio globular, pode-
ria admitir-se que aqueles cofactores ndo limitassem a actividade da hexo-
quinase. Todavia, a ac¢iio reguladora atribuida aquela enzima na actividade
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glicolitica deixa em aberto a hipétese de que ambos os cofactores referidos
possam condicionar significativamente as fungdes da hexoquinase (Fig. 3).

Quer o substracto quer o produto de hexoquinase existem em concentra-
¢oes de equilibrio metabdlico, o que vem apoiar a ac¢io reguladora da enzima,
inibida pelo seu produto final e outros metabolitos, com destaque para 0 ADP
e 2,3-difosfoglicerato; este metabolito compete com o ATP-Mg para a enzima,
cuja actividade eritrocitdria é predominantemente regulada pela relacio ATP-
-Mg/glicose 6-fosfato. A inibigio pela glicose 6-fosfato, muito importante em
condigdes fisiologicas, é antagonizada pelo fosfato inorganico (Pi) ¢ ATP,
sendo a actividade da enzima também dependente de grupos sulfidrilicos.

Além da glicose 6-fosfato, também a glicose 1,6-difosfato inibe a hexo-
quinase; esta inibi¢do, parcialmente revertida pelo Pi em competi¢do com 0
complexo ATP-Mg, assume particular importincia em condigdes fisiolgi-
cas, pois que a glicose 1,6-difosfato, assim como a glicose 6-fosfato, inibem
a hexoquinase em concentragdes sobreponiveis as intraglobulares.

De todas as enzimas da glicélise, a hexoquinase é a que revela menor ca-
pacidade de utilizagdo de substractos nas condi¢bes de saturacdo (Vmax),
sendo levemente excedentdria ao consumo de glicose nos eritrocitos de hu-
manos normais (Tabela I). Em condigdes patolégicas (p. ex., anemias) ou
especiais (p. ex., individuos em hipéxia de altitude, aguda ou crénica), a he-
Xoquinase parece assumir acgio importante na estimulagio da glicdlise, sub-
jacente ao aumento das exigéncias em 2,3-difosfoglicerato.

PI(7)
]
1
|
k
(+) :
GLICOSE |+ ATP Z) —-—-)I GLICOSE 6.P|+ ADP
(—)"‘"h
,’,Jr ¢ -, :--..._ _________ 4
[H*j ' " Glicose 1,6-P
23-DPG

Fig. 3 — Principais reguladores fisiolégicos da actividade da hexoquinase eritrocitdria. O pH
optimo da enzima ¢ de 8,1 a 8,3. A inibigio pela glicose 6-fosfato, glicose 1,6-
-difosfato e 2,-difosfoglicerato é antagonisada pelo complexo ATP-Mg (verdadeiro
substracto da reacgdo). O eventual efeito activador do fosfalo inorganico baseia-se
na oposicao a inibigdo pela glicose 6-fosfato, sobretudo a pH baixo (cerca de 7,0).
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TABELA 1
ACTIVIDADE RELATIVA DAS ENZIMAS DA GLICOLISE ERITROCITARIA(*)
Enzimas Actividade relativa

(1 moles/substracto/lvml

de eritrocitos, a 25°C)
Hexoquinase 5
Fosfoglicose-isomerase 151
Fosfofrutoquinase 82
Aldolase 31
Triose-fosfato isomerase 5100
Gliceraldeido-fosfato desidrogenase I Eé?%
Fosfoglicerato-quinase 228
Fosfogliceratc-mutase 95
Enolase 158
Piruvato-quinase 1257
Desidrogenase lactica 3
Consumo de glicose

(*) Adaptado de Chapman et al, J Clin Invest 41: 1249, 1962.

FRUTOSE 6-FOSFATO

Na 2% etapa da glicélise ocorre a transformagdo da glicose 6-fosfato em
frutose 6-fosfato, por ac¢do de uma isomerase especifica e com concentra-
¢Oes de substracto e produto da reac¢io quase de equilibrio.

A glicose 6-fosfato também se encontra em equilibrio com a glicose 1-
-fosfato, através da glicose 1,6-difosfato e por ac¢do da fosfoglicomutase
(Fig. 1). A glicose 1-fosfato € utilizada na sintese das escassas reservas de
glicogénio eritrocitdrio e, em alternativa, o produto da sua degradagio que,
apos ser convertido em glicose 6-fosfato, é reaproveitado através da sequén-
cia glicolitica. A intertransformag@o com a frutose 6-fosfato é a opgiio com
maior importdncia metabdlica, ao possibilitar a reciclagem da glicose 6-
-fosfato pela via das fosfopentoses e, sobretudo, o aproveitamento energético
da glicose através da glicdlise.

FRUTOSE 1,6-DIFOSFATO

Segue-se a 2* fosforilagdo de substracto, neste caso a frutose 6-fosfato pela
fosfofrutoquinase; o produto da reacgdo € a frutose 1,6-difosfato, sendo para o
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efeito indispensdvel a participagdo do complexo ATP-Mg como cofactor en-
zimatico (Fig. 4). Os niveis do substracto e produto estdo em franco desequili-
brio, pelo que a reac¢do em causa é uma das etapas reguladoras da glicélise. A
fosfofrutoquinase € uma enzima alostérica, aparentemente constituida por 4
cadeias polipeptidicas, semelhantes mas ndo idénticas; a forma activa da en-
zima € um tetrdmetro com peso molecular de 420 000 ou superior, sendo as
cadeias isoladas inactivas; uma ou duas dessas cadeias podem conter o centro
activo, recebendo as restantes os diversos moduladores de actividade.

Glicose 6-P,
! \ Pi ftMP
Glicose 1,8-p ===~ \ : K .
Mg?"“*_.__--_‘.. \\:\ i ‘f"_-.__t_.n_..pl.‘..?.ll..csll-r-‘-?-‘o---——-.1
) L R, .
ke iiaind Y i !
Frutose 6-P| + ATP @ ﬁ Frutose 1,6-P| 4+ ADP
L ---------- --'{;,"\\
i Rl
s 2,3-DPG
(u+]

Fig. 4 - Principais reguladores fisiolgicos da actividade da fosfofrutoquinase. O ATP é si-
multaneamente um substracto (sob a forma de ATP-Mg) e inibidor (na forma livre)
da reac¢@io sendo, nesta capacidade, antagonisado pelo fosfato inorganico. O pH 6p-
timo da enzima é aproximadamente de 8,0 a 8,4, sendo inibida a valores inferiores
de pH. A medida que o pH se aproxima do limiar fisiolégico, aumenta a afinidade
da enzima para a frutose 6-fosfato e diminui o efeito inibidor exercido pelo ATP
(em competi¢dio com aquele outro substracto da reacgio). A afinidade da enzima
para o ATP-Mg € também levemente diminuida pelo aumento de concentragio da
frutose 6-fosfato. A concentragdes fisioldgicas de ATP, a fosfofrutoquinase encon-
tra-se numa forma quase inactiva, pelo que a sua actuagio depende, quase integral-
mente, dos efeitos de moduladores positivos, que se opdem a inibigdo pelo ATP.
Além do fosfato inorgénico, a enzima é activada pelo AMP, ADP, glicose 1,6-
-difosfato, glicose 6-fosfato e frutose 1,6-difosfato.

A fungdo dos substractos da fosfofrutoquinase, que sio simultaneamente
efectores que se interrelacionam de modo reciproco, representa uma caracte-
ristica, essencial da regulagdo enzimdtica. De facto, poder-se-4 considerar
que aquela enzima tem dois substractos, sendo um o complexo ATP-Mg e o
outro a frutose 6-fosfato. A afinidade da fosfofrutoquinase para o ATP-Mg é
muito superior & da hexoquinase, sendo ligeiramente deprimida pelo aumen-
to de concentragdo da frutose 6-fosfato. O ATP € simultaneamente um forte
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inibidor da enzima; reprimindo a fixac@o da frutose 6-fosfato; esta, por sua
vez, alivia a inibi¢dao pelo ATP, actuando como modulador positivo. O efeito
de qualquer daqueles efectores enziméticos depende do pH; aparentemente,
a reconhecida influéncia exercida pelo pH na glicélise eritrocitiria €, em
grande parte, centrada na etapa catalisada pela fosfofrutoquinose, que actua a
um pH Jéptimo de 8,0-8,4. Quando o pH aumenta, a glicélise também au-
menta; nestas condi¢des, os niveis da glicose 6-fosfato e frutose 6-fosfato
diminuem, a par de acumulacdes da frutose 1,6-difosfato. Verifica-se o
mesmo para o hexoquinase activada pelo aumento de pH, embora em menor
grau.

A afinidade da frutose 6-fosfato para o fosfofrutoquinase é acentuada
pelo aumento do pH, nos limites fisiol6gicos; em contrapartida, a inibigdo
pelo ATP, que compete com a frutose 6-fosfato para a enzima, diminui rapi-
damente com idéntica variacdo do pH. No seu todo, ambos os efeitos con-
vergem para um refor¢o da actividade da fosfofrutoquinase quando o pH
aumenta.

Nas concentragoes fisioldgicas de ATP intraglobular (cerca de 1,5 mM) a
fosfofrutoquinase encontra-se virtualmente inibida, pois actua apenas a 0,1%
da sua capacidade. Isto significa que a accio fisioldgica da fosfrutoquinase é
quase integralmente determinada pela ac¢do de moduladores positivos, que
libertam a inibi¢do pelo ATP. Entre outros activadores daquela enzima eri-
trocitdria, destacam-se o AMP, ADP, frutose 1,6-difosfato, glicose 6-fosfato,
Pi e glicose 1,6-difosfato.

A glicose 1,6-difosfato e o AMP sdo, neste aspecto, poderosos activado-
res da fosfofrutoquinase, revelando ja os seus efeitos a niveis bastantes infe-
riores aos fisiolégicos. A ac¢ao do AMP € tanto mais nitida quanto mais a
enzima se encontra inibida pelo ATP. Em contraste, o ADP é um activador
mais directo, actuando exclusivamente a pH alcalino. Ndo obstante, admite-
se que a relacao ADP/ATP seja um importante factor na regulagdo da activi-
dade da fosfofrutoquinase.

O Pi € um antagonista da inibi¢do pelo ATP, com o qual compete para o
centro inibidor, em concentragGes fisiolégicas; a glicose 6-fosfato, de forma
mais atenuada, exibe 0 mesmo comportamento. Acessoriamente, alguns ca-
tides, como o Mg** e o K*, afectam a actividade da fosfofrutoquinase. A ac-
¢do do Mg** expressa-se indirectamente através da concentragio do comple-
xo ATP-Mg, mas a importincia da sua ac¢do in vivo é por enquanto

245



BIOPATOLOGIA SANGUINEA E VASCULAR

desconhecida. De facto, a ATP-Mg €, mais que o ATP, um substracto da fosfo-
frutoquinase e outras quinases, sendo o ATP, em contrapartida, um inibidor
mais potente daquela enzima do que o complexo ATP-Mg. Todavia. o 2,3-
difosfoglicerato acentua o efeito inibidor daquele complexo, assumindo-se como
o principal catido multivalente com acgdo inibidora sobre a fosfofrutoquinase.

TRIOSES-FOSFATO

Seguidamente, a frutose 1,6-difosfato é clivada em duas trioses (gliceraeido
3-fosfato e diidroxiacetona-fosfato) por accio da enzima aldolase: ambas as
trioses-fosfato sdo interconversiveis por uma isomerase; a reacgdo decorre fi-
siologicamente na direcgdo do gliceraldeido 3-fosfato, que & o dnico substracto
da desidrogenase que dd continuidade 2 glicélise a partir deste ponto; em con-
sequéncia ndo hd, normalmente, acumulagdo da diidroxiacetona-fosfato.

3 - FOSFOGLICEROIL-FOSFATO

O gliceraldeido 3-fosfato estd continuamente a ser transformado num in-
termedidrio metabdlico bastante instivel, o 3-fosfogliceroil-fosfato ou 1,3-
-difosfoglicerato. Esta reaccio, reversivel e catalisada pela desidrogenase do
gliceraldeido-fosfato, requer fosfato inorgénico, sendo a tnica etapa metabo-
lica eritrocitdria em que o Pi ¢ incorporado directamente num derivado dos
agticares. Em termos energéticos, esta etapa ¢ uma dos mais importantes da
sequéncia glicolitica, ao conservar a energia de oxidagio do grupo aldeido
(do gliceraldeido 3-fosfato) num produto com uma ligacio fosfato de alta
energia. Para o efeito, torna-se critica a presenca de um oxidante (NAD")
que, ao aceitar os electrdes do grupo aldeido oxidado, passa ao estado redu-
zido (NADH). No conjunto, poder-se-a dizer que a desidrogenase da glice-
raldeido-fosfato actua com dois substractos (gliceraldeido 3-fosfato e P) e
uma coenzima (NAD"), revelando comportamento alostérico numa reac¢ao
quase em equilibrio metabdlico:

Gliceraldeido 3-fosfato + Pi + NAD* =
= 3-fosfogliceroil-fosfato + NADH + H*
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A enzima especifica € constituida por 4 subunidades idénticas, em cada
uma das quais existe um centro de fixagdo para o NAD"; a unido de uma mo-
lécula de NAD" diminui a afinidade da desidrogenase para as restantes, em-
bora eleve a sua actividade intrinseca.

Pelos seus reconhecidos efeitos estimuladores na glicélise eritrocitdria e ao
participar na formagio do 3-fosfogliceroil-fosfato, poderia supor-se que a Pi
actuasse preferencialmente nesta etapa. Todavia, o aumento dos niveis de Pi
parece ser mais influente como antagonista da inibi¢do da fosfofrutoquinase
pelo ATP, ou a hexoquinase pela glicose 6-fosfato, do que pela sua ac¢iio na
desidrogenase do gliceraldeido 3-fosfato; de facto, a deficiéncia acentuada em
Pi néo parece limitar a formacao do 3-fosfogliceroil-fosfato, ao contrario do
que sucede na insuficiéncia relativa em NAD" ou inibi¢do pelo NADH. A re-
lagdio NAD/NADH deverd exercer uma importante ac¢io reguladora na 2°
fase, de glicdlise, particularmente nas situagdes em que possa aumentar, de
forma substancial, o aporte de trioses-fosfato provenientes da 1° fase da glicé-
lise ou da via das fosfopentoses. Nestas circunsténcias, o NAD* poder4 ser in-
suficiente para a quantidade de gliceraldeido 3-fosfato a oxidar. Uma outra al-
ternativa pouco provdvel em condigdes fisiolégicas, mas verificada em
situagOes especiais (p. ex,. conservagdio do sangue para transfusdes com su-
plementos de Pi e inosina), reside na menor conversio do piruvato em lactato,
com abaixamento dos niveis de NAD" regenerado na reac¢iio. Nestas condi-
¢Oes, os niveis de NAD™ eritrocitério tornam-se insuficientes para impulsionar
a etapa catalisada pela desidrogenase do gliceraldeido-fosfato, a menos que se
adicione também um suplemento de piruvato.

3 - FOSFOGLICERATO

Na etapa seguinte ocorre a transformac@o do 3-fosfogliceroil-fosfato em
3-fosfoglicerato, que constitui a 1* etapa geradora do ATP na sequéncia gli-
colitica. A enzima interveniente, a fosfoglicerato-quinase, requer Mg** e uti-
liza 0 ADP e o 3-fosfogliceroil-fosfato como substractos da reac¢io, acentu-
adamente exergonica:

3-fosfogliceroil-fosfato + ADP = 3-fosfoglicerato + ATP

Através desta reacgiio e da imediatamente anterior, a energia de oxidagio
de um grupo aldefdo em carboxilato € conservada sob a forma de uma molécu-
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la de ATP. Na realidade, sdo obtidas duas moléculas de ATP, atendendo a que
cada molécula de glicose € clivada na primeira metade da glicélise em duas
moléculas de gliceraldeido 3-fosfato, subsequentemente oxidadas.

A grandeza da reaccdo € determinada pelas concentragdes de 3-
-fosfogliceroil-fosfato ¢ ADP-Mg; o Mg** apenas em concentra¢des eleva-
das, ndo-fisioldgicas, activa a enzima, por sua vez inibida pelo complexo
ATP-Mg. Entretanto, a fosfoglicerato-quinase compete com a difosfoglicera-
to-mutase para o mesmo substracto, o 3-fosfogliceroil-fosfato. Estdo ainda
pouco clarificados os factores que influenciam a distribui¢do do substracto
comum a glicélise (i) e ciclo de Rapoport-Luebering (ii):

(i) 3-fosfogliceroil-fosfato — 3-fosfoglicerato
ou

(ii) 3-fosfogliceroil-fosfato — 2,3-difosfoglicerato — 3-fosfoglicerato

Quaisquer que sejam esses factores revelam-se de extrema importancia na
determinagdo das concentracgdes relativas intraglobulares do 2,3-DPG e ATP
(normalmente de 4/1) e, consequentemente nas fungdes especificas que estes
metabolitos exercem nos eritrocitos. Entre outros mecanismos, poder-se-d
adiantar que o ADP em excesso favorece a conversao do 3-fosfogliceroil-
fosfato em 3-fosfoglicerato; por sua vez, a concentracido do 2,3-DPG pré-
-existente inibe a propria mutase formadora, também inibida a pH acido.

2 - FOSFOGLICERATO

A glicélise prossegue com a transformacdo do 3-fosfoglicerato em 2-
fosfoglicerato por uma mutase Mg2- dependente, que utilizaria o 2,3-DPG
como intermedidrio da reacgdo:

3 - fosfoglicerato + 2,3-difosfoglicerato =
= 2-fosfoglicerato + 2,3-difosfoglicerato

Aparentemente, a mutase transferiria o grupo 3-fosfato do 2,3-DPG para
a posicdo 2 do 3-fosfoglicerato, dando origem ao 2-fosfoglicerato e permi-
tindo a recuperagdo da molécula intermedidria (2,3-DPG). Todavia, observa-
¢oes recentes utilizando 3-fosfoglicerato e enzima em elevado grau de puri-
ficagdo, sugerem que a isomerizacdo reversivel do 3-fosfoglicerato em 2-
fosfoglicerato pode ser catalisada pela fosfoglicerato-mutase na auséncia do
2,3-DPG.
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Dessas observagdes foi possivel concluir que o 2,3-DPG ndo é um cofac-
tor mas apenas um activador secunddrio da mutase que actua na reacgdo por
mecanismo ainda obscuro. Todavia, serd admissivel que aquela enzima se
encontre completamente fosforilada nos eritrocitos circulantes e, consequen-
temente, participe na reacgao por transferéncia de um grupo fosforilo.

Em condigbes normais, a reacgdo encontra-se em equilibrio pelo que néo
deveria intervir na regulagdo dos niveis do 2,3-DPG nem no fluxo dos sub-
stractos pela porgéo terminal da glicélise. A fosfoglicerato-mutase, que exibe
grande afinidade para o 2,3-DPG, apresenta também actividade prépria da fos-
fatase daquele metabolito, todavia, sem ac¢éo fisiolégica aparente. O proble-
ma &, contudo, muito mais complexo e ser4 analisado em conjunto com a sin-
tese e degradagado do 2,3-DPG.

FOSFOENOLPIRUVATO E PIRUVATO

Segue-se a desidratacdo do 3-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato por ac-
¢do de uma enolase; esta reacgio, consiste numa oxi-redugo intramolecular
do 3-fosfoglicerato (a molécula da dgua é removida a partir dos seus carbo-
nos 2 e 3) € a 2° etapa glicolitica em que se forma um composto fosfato de
alta energia (o fosfoenolpiruvato):

2-fosfoglicerato « fosfoenolpiruvato + H,O

Antes de se fixar ao substracto, a enolase tem de formar um complexo
o~ : 2+ 2+ =
com um catido divalente (Mg™ ou Mn™). Aparentemente, a reac¢iio encon-
tra-se em equilibrio, mas a transformagdo do substracto em produto reflecte-
-se numa redistribui¢@io de energia que confere ao produto elevada capacida-
de exergénica na etapa seguinte, irreversivel em condigdes fisiolgicas:

fosfoenolpiruvato + ADP — piruvato + ATP

Esta etapa, catalisada pelo piruvato-quinase, é 6 2° ponto da glicolise
onde ocorre a formagdo de ATP. Até aqui, a glicose e respectivos produtos
de transformagdo metabdlica que fluem através da sequéncia glicolitica ha-
viam utilizado duas moléculas de ATP, regenerando outras duas; na etapa
catalisada pela piruvato-quinase ¢ finalmente obtido o lucro energético, re-
presentado por duas moléculas de ATP por cada hexose convertida em dois
fragmentos de 3 carbonos.
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Obviamente a reac¢do encontra-se em desequlibrio, favorecendo a sintese
do produto e participando activamente na regulagio da glicélise, sobretudo
ao nivel da sua parte terminal. A piruvato-quinase exibe comportamento ci-
nético semelhante ao da fosfofrutoquinase e apresenta caracteristicas idénti-
cas as da isoenzima predominante no figado. E portanto uma enzima alosté-
rica que, além de um catido divalente (Mn** ou Mg*") requer o K* como
actlvadores fisiolégicos (Fig. 5). Tal como a fosfofrutoquinase, é inibida
pelo ATP nas concentrag¢@es eritrocitdrias usuais, em competicdo com o fos-
foenolpiruvato. A frutose 1,6-difosfato actua como activador da reaccio,
bem como a glicose 1,6-difosfato, o que se reveste de grande importancia
atendendo a que as concentragdes deste metabolito nos eritrocitos humanos
sdo consideravelmente superiores as da frutose 1,6-difosfato. Para actuar
convenientemente, a piruvato-quinase deve estar insaturada pelos seus sub-
stractos (fosfoenolpiruvato e ADP). O fosfoenolpiruvato converte a enzima
numa forma mais activa, enquanto o ATP permite a estabiliza¢do da piruva-
to-quinase na forma menos activa; esta interconversdo na conformagio da
piruvato-quinase € contudo mais lenta do que se poderia prever em face das
variagdes bruscas dos ligandos que se fixam a enzima: A frutose 1,6-
-difosfato parece intervir naquela isomerizagao lenta, aumentando a afinida-
de da enzima para o fosfoenolpiruvato. A activagdo pela frutose 1,6-
-difosfato, assim como a inibigdo pelo ATP, sdao pH-dependentes, acentuan-
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Fig. 5~ Principais reguladores fisioldgicos da piruvato-quinase. A enzima é inibida pelo
ATP, em competi¢do com o fosfoenolpiruvato, sendo aquele cfeito refor¢ado pelo
aumento de pH. A piruvato-quinase actua a pH éptimo préximo de 7, sendo activa-
da pelo aumento da concentragdo hidrogeniénica. A enzima é também estimulada
pelo fosfato e ido potdssio. Tal como a inibigdo pelo ATP, a activagio pela frutose
1,6-difosfato é pH-dependente acentuando-se a pH alcalino: o fosfato inorginico
opde-se & inibigdo pelo ATP, sendo a enzima inibida pelo 2,3-difosfoglicerato.
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do-se com o aumento do pH. A inibi¢do pelo ATP ¢ desbloqueada pelo Pi,
tal como sucede para a fosfofrutoquinase. Em consequéncia hd que admitir
que parte da estimulag@o da glicélise pelo Pi seja também efectuada pela ac-
tivagdo da piruvato-quinase.

Possivelmente, o 2,3-DPG € outro modulador da piruvato-quinase, inibindo-
a; por vezes, a actividade desta enzima parece influenciar a relacdo 2,3-
DPG/ATP intraglobular, acentuando-se quando se encontra inibida e vice-versa.

LACTATO

Por fim, o piruvato gerado na reacg¢@o anterior pode difundir do eritrocito
para o plasma ou ser reduzido em lactato pela desidrogenase l4ctica intraglo-
bular. O destino do piruvato depende da relagdo NAD'/NADH e pH intra-
globular; quando existe NADH suficiente e o pH é baixo o piruvato é con-
vertido em lactato, por sua vez em equilibrio com a fracgio plasmética. Por
conseguinte, a distribui¢do do lactato entre ambos os compartimentos é a
prevista pelo equilibrio de Donnan, ao contrdrio do piruvato que, ao ser
constantemente reduzido em lactato, se apresenta em concentragdes intra-
globulares cerca de 50% inferiores aos valores teéricos. In vivo, sobrevém
variagdes na concentra¢do de piruvato, influenciadas por eventuais inibido-
res ou activadores intraglobulares da actividade da desidrogenase lactica.

A desidrogenase lactica pode funcionar em ambas as direc¢des, muito
mais que as restantes enzimas da glicélise:

piruvato + NADH = lactato + NAD"

A distribuicdo das isoenzimas da desidrogenase lictica dos eritrocitos
humanos €, em tudo, idéntica do misculo cardiaco; constituida por 4 cadeias
polipeptidicas, pode utilizar o NAD" ao pH 6ptimo de 8,5 e, em alternativa,
o NADH" embora a pH &ptimo de 6,0 e com apenas 1/6 da actividade mole-
cular, o que parece ndo ter interesse biolégico relevante.

Como o piruvato e o lactato sido passiveis de difusdo fécil para o plasma,
verifica-se que o metabolismo corporal pode, em determinadas circunstanci-
as, influenciar o metabolismo eritrocitario através do efeito exercido por va-
riacOes da relagdo lactato/piruvato na relagio NAD*/NADH. Na falta de
NAD", a etapa catalisada pela desidrogenase do gliceraldeido-fosfato torna-
-se limitativa, provocando a acumulag@o do gliceraldeido 3-fosfato.
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IV. Ciclo de Rapoport-Luebering

Existem dois desvios metabdlicos relevantes na glicélise eritrocitdria, um
localizado ao nivel da glicose 6-fosfato (donde parte a via das fosfopentoses),
situando-se o outro no 3-fosfogliceroil-fosfato, onde se inicia o ciclo de Rapo-
port-Luebering. Ambos os desvios reinserem-se, através dos seus produtos
(gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato ou 3-fosfoglcerato, respectivamen-
te) na via principal glicolitica.

Admitia-se ainda recentemente que o ciclo de Rapoport-Luebering inclui-
ria duas enzimas, a difosfoglicerato-mutase e a difosfoglicerato-fosfatase,
ambas catalisando reacgdes irreversiveis. Para ambas as enzimas foram iden-
tificadas deficiéncias congénitas, relacionadas com o desenvolvimento de
anemias hemoliticas ndo-esferociticas por mecanismos ainda obscuros. A via
em causa teria como fungdes primdrias a sintese e hidrélise do 2,3-DPG,
formado por rearranjo molecular do 3-fosfogliceroil-fosfato pela mutase e
transformado em 3-fosfoglicerato e fosfato inorganico pela fosfatase (Fig. 6).
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Fig. 6 - Ciclo de Rapoport-Luebering, evidenciando a formagio e degradacgio do 2,3-
-difosfoglicerato, em relagiio com a via glicolitica. O 2,3-difosfoglicerato é o principal
inibidor da sua formagao, ao actuar na «mutase» especifica, enquanto a actividade da
«fosfatase» € inibida pelo fosfoglicerato, por sua vez activador daquela «mutase». O
fosfato inorganico comporta-se como activador da «fosfatase» e inibidor da «mutase»,
sendo a acumulagdo do 2,3-difosfoglicerato favorecida a pH elevado.
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Actualmente, considera-se que a via de Rapoport-Luebering estd sob o
controlo de uma unica enzima, a difosfoglicerato-sintase, que participa na
sintese e degradacao do 2,3-DPG segundo mecanismos a discutir mais adian-
te (Fig. 7).

CONCENTRAGAO E FUNGCOES POTENCIAIS DO 2,3-DIFOSFOGLICERATO

Embora observada em outros tecidos, a conversdo do 3-fosfogliceroil-
-fosfato em 2,3-DPG assume particular relevo nos eritrocitos de algumas es-
pécies de mamiferos, entre as quais a humana. Ao longo de indmeras obser-
vagbes em sistemas experimentais diferentes, ainda ndo foi possivel justifi-
car integralmente os elevados niveis atingidos pelo 2,3-DPG eritrocitério.
Entre outras hipéteses, t€m sido sugeridas as seguintes fungdes para aquele
metabolito:

a) Reserva de grupos fosfato, reflectindo o contetddo e fornecimento do

fosfato corporal;

b) Participacio no equilibrio Donnan entre o glébulo vermelho e o
plasma, contribuindo para a estabilidade i6nica e evitando a0 maximo
as variagoes de pH e volume eritrocitdrios;

¢) Influéncia no transporte do K", talvez mediado pela «difosfoglicera-
to-fosfatase» ou por fixagdo a desoxiemoglobina;

d) Modulador da actividade glicolitica, actuando ao nivel das quinases ¢
fosfoglicerato-mutase;

e) Modulador da fun¢do respiratéria da hemoglobina.

Esta tltima ac¢do parece ser a de maior importancia, ao privilegiar o tini-
co meio em que a hemoglobina exerce acgao fisiolégica. A confirmar-se nos
eritrocitos humanos o que foi recentemente verificado em lisados reticuloci-
térios de coelhos, o 2,3-DPG poderia também participar na sintese da hemo-
globina no decurso da maturagao eritroide; nestas preparagdes, o 2,3-DPG
parece estimular a sintese proteica e, paralelamente, a da hemoglobina a bai-
xas concentragdes, inibindo-a a niveis fisioldgicos (mais elevados). Em con-
formidade, torna-se admissivel que a hemoglobina e 0 2,3-DPG cooperem na
regulacdo das préprias sinteses.

A acumulagido de hemoglobina, ao fixar o 2,3-DPG, estimularia a sintese
do 2,3-DPG (liberta da inibi¢do pelo seu produto, o 2,3-DPG) e, a0 mesmo
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tempo, inibiria a actividade da «fosfatase», por restri¢io do substracto (o
2,3-DPG). Por sua vez, o 2,3-DPG estimularia a sintese da hemoglobina en-
quanto ambos ndo atingissem os niveis habituais nos reticulocitos, como su-
cede in vivo; neste ponto, o efeito estimulador seria substituido pela inibi¢do
da sintese de hemoglobina pelo 2,3-DPG, de forma a limitar os niveis maxi-
mos de hemoglobina nos eritrocitos maduros.

A concentragao do 2,3-DPG intraglobular reflecte o equilibrio entre as
reacgOes que o sintetizam e degradam, por sua vez influenciadas, isolada-
mente ou em conjunto, por diversos factores com envolvimento fisiolégico.
Isto significa que as alteragdes dos niveis do 2,3-DPG patenteiam a activida-
de geral da sequéncia glicolitica e, em particular, a do ciclo de Rapoport-
-Luebering, ambos submetidos a controlo metabdlico.

Embora todos os cdlculos conhecidos estejam cheios de incertezas, admi-
te-se que apenas 20 a 25% do fluxo glicolitico seja desviado para a formagéo
do 2,3-DPG, sendo a fracgdo maioritdria utilizada na obtengéio do ATP, por
conversdo directa do 3-fosfogliceroil-fosfato em 3-fosfoglicerato. H4, no en-
tanto, observagdes que referem valores substancialmente mais baixos, em
que apenas 1/8 a 1/10 do fluxo glicolitico total seria partilhado pela sintese
do 2,3-DPG.

SINTESE DO 2,3-DIFOSFOGLICERATO POR UMA MUTASE ESPECIFICA

A quantidade do 2,3-DPG sintetisado dependeria primariamente da con-
centragdo do 3-fosfogliceroil-fosfato e, em segundo lugar, da concentragéo
em que existe no estado livre intraglobular, dos niveis de 3-fosfoglicerato e
de Pi. Ainda que o 3-fosfoglicerato seja um cofactor da reac¢do, comportar-
se-ia também como um substracto da «mutase», recebendo um grupo fosfori-
lo por transferéncia intramolecular irreversivel:

3-fosfogliceroil-fosfato + 3-fosfoglicerato —
— 3-fosfoglicerato + 2.3-difosfoglicerato

De acordo com os estudos cinéticos originais, a «difosfoglicerato--mutase»
exibiria grande afinidade para os seus substractos e para alguns inibidores ou
activadores; entre os inibidores destaca-se o 2,3-DPG, cujo ac¢éo seria ja evi-
dente a baixas concentragdes, comportando-se como inibidor competitivo para
o 3-fosfoglicerol-fosfato e nao-competitivo com o 3-fosfoglicerato; o fosfato
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inorganico também competiria com o 3-fosfoglicerato, inibindo a «mutase».
Contudo, comparada com a importancia da ac¢do reguladora exercida pela
concentragdo do 3-fosfogliceroil-fosfato e, talvez também, a do 2,3-DPG na
sintese deste metabolito, a dependéncia do 3-fosfoglicerato e Pi seria pouco
relevante. A formacgao do 2,3-DPG seria afectada pelo pH; a valores inferiores
o pH 6,9, a «difosfoglicerato-mutase» era completamente inibida, sendo acti-
vada a valores superiores. O efeito do pH na formagio do 2,3-DPG justificaria
que, no estado de equilibrio metabdlico, a partilha do fluxo metabélico pelo
sistema formador daquele metabolito diminuisse de 24% a pH 7,4 para 12% a
pH 7,04. No entanto, estas conclusdes, referentes a estudos com incubagdes
eritrocitérias, contradizem os resultados com a enzima purificada, que se reve-
la insensivel aos efeitos do pH.

Em condi¢bes normais, a reaccdo em causa estaria fortemente desviada
na direc¢éio do produto, o 2,3-DPG, apesar do efeito inibidor deste composto
na actividade da «mutase» e o facto de existir em concentragdes intraglobu-
lares muito superiores as do 3-fosfogliceroil-fosfato. Justificar-se-ia daqui
que a actividade da «difosfoglicerato-mutase» fosse calculada em apenas 1%
da sua capacidade potencial.

Todavia, a sintese do 2,3-DPG pode ser estimulada em condi¢des expe-
rimentais pelo aumento da concentragio do 3-fosfogliceroil-fosfato. Este
efeito parece ser habitualmente observado, em situagoes fisiolégicas quando
aumenta a percentagem de desoxiemoglobina, para a qual o 2,3-DPG revela
grande afinidade; ao diminuir a sua concentragdo no estado livre e, por con-
sequéncia, a inibi¢do exercida na «mutase», sobrevém um aumento da sinte-
se do 2,3-DPG. Explica-se assim que a concentracdo daquele metabolito
possa ser em anaerobiose cerca de 40% superior aos niveis verificados em
aerobiose, o que. de certo modo, se assemelha ao efeito Pasteur.

Ao depender da concentra¢ao de 3-fosfogliceroil-fosfato, a sintese do 2,3-
-DPG acaba por ser influenciada, indirectamente, pela actividade conjunta de
algumas enzimas da glicélise, tais como a fosfofrutoquinase, desidrogenase
do gliceraldeido-fosfato, fosfoglicerato-quinase e piruvato-quinase. De uma
forma geral, poder-se-d dizer que activagdo das duas primeiras e/ou a inibi-
¢do das duas tltimas favorece a acumulagido do 3-fosfogliceroil-fosfato e,
por consequéncia, a sua transformagio em 2,3-DPG. A diminui¢do dos ni-
veis do 2,3-DPG observada em individuos com deficiéncia congénita da he-
xoquinase ou fosfofrutoquinase ou, pelo contrario, o aumento verificado nos
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deficientes em piruvato-quinase eritrocitdria, poderiam ser explicados por
aqueles mecanismos.

HIDROLISE DO 2,3-DIFOSFOGLICERATO POR UMA FOSFATASE ESPECIFICA

A degradag@o do 2,3-DPG era atribuida a uma entidade enzimética, a «di-
fosfoglicerato-fosfatase», considerada como uma das enzimas (entre as relaci-
onadas com glicélise eritrocitdria) com menor capacidade catalitica. Ao remo-
ver um grupo fosfato do substracto, a «fosfatase» originaria o 3-fosfoglicerato,
numa reacg¢ao irreversivel:

2,3-difosfoglicerato — 3-fosfoglicerato + Pi

Ao contrario do verificado para a «difosfoglicerato-mutase», a actividade
da «fosfatase» ndo dependeria da concentragio do substracto. Em conse-
quéncia, as variagbes na actividade degradativa do 2,3-DPG resultariam,
quase em absoluto, de alteragdes na actividade da «fosfatase», por sua vez
afectada pela presenca de determinados anides. Assim, a reaccio catalisada
pela «fosfatase» seria estimulada pela adigdo de cloreto ou fosfato; na ausén-
cia de cloreto, o fosfato revela-se pouco eficaz. A adi¢do de ambos os ides
em concentragdes fisioldgicas estimularia em cerca de 15 vezes a actividade
da «fosfatase», pelo contrdrio inibida por concentragdes elevadas de qual-
quer daqueles ides. Desta forma, e a somar a sua acgfo na actividade glicoli-
tica geral,o Pi seria um importante modulador da degradacio do 2,3-DPG. O
fosfoglicolato, que também pode ocorrer no eritrocito, estimularia a «fosfa-
tase» cerca de 1 500 vezes.

Como os niveis de 2,3-DPG diminuem a pH dcido pensava-se que a «fos-
fatase» também tivesse um pH 6ptimo fixado em 6,5. Em consequéncia,
quando o pH intraglobular diminuisse dos valores normais (7,2) para aqueles
niveis, sobreviria uma maior decomposi¢io do 2,3-DPG (por activagio da
«fosfatase») sucedendo o inverso a pH alcalino. Observagdes subsequentes,
ao revelarem que o pH éptimo da «fosfatase» se situava a 7,2 langaram a dd-
vida sobre aquela hipétese; como alternativa foi proposto que a diminuicdo
dos niveis do 2,3-DPG resultaria da redugéio da sua sintese, em consequéncia
da actividade glicolitica geral ser mais lenta a pH 4cido.

Em incubagdes eritrocitdrias a actividade da «fosfatase» do 2,3-DPG se-
ria afectada pelo pH apenas a baixas concentragdes daquele metabolito, sen-
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do independente do pH em condi¢des de saturaciio; a pH 4cido, aumentaria a
afinidade da «fosfatase» para o 2,3-DPG, acelerando a sua degradaciio. Resta
esclarecer qual destes efeitos predomina in vivo, pois nio sé os resultados
obtidos in vitro ou em preparacgdes diferentes ndo coincidem entre si, como
também a sua extrapolagdo para as condigdes fisiol6gicas ndo oferece garan-
tias suficientes.

Igualmente controversos sdo os efeitos exercidos pelo 3-fosfoglicerato;
aplicando os valores da enzima isolada as condigdes intraglobulares, haveria
que concluir (pela elevada relagdo 2,3-difosfoglicerato/3-fosfoglicerato), que
a «fosfatase» actua sempre no maximo da sua capacidade, ndo sendo inibida
pelo 3-fosfoglicerato, como parecia suceder.

Atendendo as diferengas entre as actividades atribuidas a ambas as enzi-
mas consideradas para o ciclo de Rapoport-Luebering, nitidamente favora-
veis & «mutase», poderia dizer-se que a concentra¢do do 2,3-DPG era, nos
eritrocitos, e pelo menos in vitro, particularmente influenciada pela sua sin-
tese. Todavia, a degradagdo pela «fosfatase» assumiria particular relevancia
quando a enzima estivesse fortemente activada ou quando diminuisse a sin-
tese do 2,3-DPG.

Todas as incertezas sugeridas para a sintese e degradacio do 2,3-DPG, em
conjunto com a diversidade das fung¢es atribuidas aquele metabolito, presente
nos eritrocitos em concentragdes muito superiores as existentes, p. ex., no
musculo esquelético, justificaram numerosas e exaustivas anélises dedicadas
ao assunto nos Ultimos anos.

HIPOTESE DA ENZIMA UNICA. A DIFOSFOGLICERATO-SINTASE

Originalmente, o 2,3-DPG estaria directamente envolvido em trés reac-
¢Oes enzimaticas, atribuidas a trés enzimas diferentes: a transformacdo do 3-
-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato seria catalisada pela fosfoglicerato-
-quinase, enquanto a sintese e degradaco do 2,3-DPG estaria a cargo da «di-
fosfoglicerato-mutase» e da «difosfoglicerato-fosfatase», respectivamente.
Todavia, estudos subsequentes com a «fosfoglicerato-mutase» de levedura
sugeriram que a enzima, constituida por um dimero, catalisaria também a
sintese e degradacdo do 2,3-DPG, através de partilha de um centro activo
comum para as trés actividades enziméticas. Seguidamente, foi proposto que

257



BIOPATOLOGIA SANGUINEA E VASCULAR

o metabolismo de 2,3-DPG estaria sob o controlo de uma proteina catalitica
multifactorial, também com actividade prépria de «fosfoglicerato-mutase».
Tal como fora verificado na levedura, as trés actividades enzimdticas estariam,
nos eritrocitos, confinadas a um centro activo comum: cada molécula enzima-
tica teria dois centros separados, um exclusivo para o fixagdo de monofosfo-
gliceratos e outro para difosfo-gliceratos. A actividade prépria da «mutase»
do 2,3-DPG seria desenvolvida quando um dos centros estivesse ocupado
pelo 3-fosfoglicerato e o outro pelo 3-fosfogliceroil-fosfato; se ambos os
centros estivessem ocupados pelo 2- ou 3-fosfoglicerato e 2,3-DPG, a enzi-
ma comportar-se-ia como a fosfoglicerato-mutase; se o centro para o 2,3-
DPG estivesse ocupado por este metabolito ¢ o outro fixasse um activador
(Pi ou fosfoglicolato) a enzima actuaria como o difosfoglicerato-fosfatase. A
inibicdo desta actividade enzimadtica pelos monofosfogliceratos resultaria da
sua conversdo em fosfoglicerato-mutase.

Este esquema, ainda que aliciante, comegou a ser contestado quando se ve-
rificou que a «fosfoglicerato-mutase» poderia actuar independentemente do
2,3-DPG. No entanto, para o metabolismo do 2,3-DPG, revestir-se-ia de gran-
de importancia fisiolégica a centralizagdo de duas actividades enziméticas no
centro activo comum da mesma molécula proteica. Nestas condig¢Ges, a reac-
¢do prevalente resultaria da afinidade relativa dos substractos para a enzima e
da concentragdo intraglobular dos substractos; 0 mesmo ligando, ao fixar-se &
molécula enzimética, poderia activar uma das suas actividades cataliticas e,
simultaneamente, inibir a outra, amplificando-lhe os efeitos metabélicos. E de
notar que o esquema proposto difere do controlo usual para as enzimas alosté-
ricas, que catalisam reacgdes irreversiveis; ao contrério deste sistema, em que
participam dois tipos diferentes de enzimas, o metabolismo do 2,3-DPG, re-
presentado por duas reacgdes irreversiveis, seria intervencionado por uma tni-
ca enzima multifuncional, contudo, sensivel a modulagcdes opostas em duas
reacgoes irreversiveis (Fig. 7).

Por fim, tornou-se evidente que a transformac@o do 3-fosfoglicerato em
2-fosfoglicerato € catalisada por uma enzima (fosfoglicerato-mutase) estrutu-
ralmente distinta da que catalisa a sintese e degradacdo do 2,3-DPG «difos-
foglicerato-mutase/fosfatase» ou, simplesmente, sintase do 2,3-DPG). Cada
entidade enzimética parece ser constituida por um par de subunidades, idén-
ticas entre si e especificas para cada dimero, por sua vez codificadas num lo-
cus genético proprio. Todavia, além das fun¢Ges principais atrds referidas,
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Fig. 7 - Representagio esquemidtica das trés actividades cataliticas propostas para a difosfo-
glicerato-sintase. A enzima, multifuncional, teria como actividades primdrias a sin-
tese (a) e degradagdo (b) do 2,3-DPG e, acessoriamente, revelaria actividades enzi-
madticas préprias da fosfoglicerato-mutase. Todas as actividades enzimaticas seriam
catalisadas num centro activo comum, sensivel as concentragdes relativas de diver-
sos metabolitos eritrocitdrios, sobretudo monofosfogliceratos e difosfogliceratos. B
-A sintese e degradagio do 2,3-DPG representaria, segundo este esquema, uma situ-
agdo particular, em que a mesma enzima alostérica participaria em duas reacgdes
metabolicas irreversiveis, de efeito opostos. A regulagio de ambas as reac¢des nio
perderia eficdcia. jd que os activadores de uma das reacgdes, ao inibirem a outra ac-
tividade catalitica de enzima, reforgaria os efeitos metabélicos pretendidos.

cada uma das enzimas exerce uma actividade secundaria. Assim, enquanto a
fosfoglicerato-mutase também catalisa a hidrélise do 2,3-DPG, a 2,3-
-difosfoglicerato-sintase pode intervir na transformagiio do 3-fosfoglicerato
em 2-fosfoglicerato. Ndo ha provas de que a fosfoglicerato-mutase eritrocité-
ria purificada catalise a sintese do 2,3-DPG, ao contrdrio do que sucede no
musculo e ainda em preparagdes relativamente impuras da enzima eritrocita-
ria. Dos estudos efectuados, torna-se evidente que ambas as enzimas tém um
grupo aminado por unidade activa, com fungdes cataliticas distintas; o grupo
da sintase do 2,3-DPG seria essencial para a fixagdo dos fosfogliceratos, en-
quanto o da fosfoglicerato-mutase teria especificidade para os monofosfogli-
ceratos. Apesar dos avancos recentemente registados, o metabolismo do 2,3-
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-DPG e vias metabdlicas relacionadas deverda ser ainda, por mais alguns
anos, um factor de grande polémica.

V. Regulaciio metabdlica

ENZIMAS REGULADORAS DA GLICOLISE

A glicdlise eritrocitaria € regulada por um mecanismo repartido por vri-
as etapas, em que se destacam trés sectores essenciais, respeitantes as etapas
irreversiveis catalisadas pela hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato-
quinase. Por si, as trés enzimas reguladoras constituem uma espécie de uni-
dade de controlo sensivel a determinados sinais metabdlicos comuns, como o
pH, Pi, relagio ATP/ADP ou NAD'/NADH, entre outros. Daquelas enzimas,
a fosfofrutoquinase parece assumir a fung@o de principal sensor e coordena-
dor da actividade glicolitica.

As etapas catalisadas pelas trés quinases da glicélise caracterizam-se por
grande desnivel termodindmico, sendo particularmente sensiveis a influéncia
de efectores (Fig. 8). Duas dessas enzimas, a piruvato-quinase e a fosfofru-
toquinase, exibem acentuado comportamento alostérico com cooperatividade
positiva, ou seja a sua acgao € progressivamente reforcada por nimero cres-
cente de moléculas de substracto, o que parece revestir-se de grande impor-
tancia funcional.

Entretanto, cada uma das restantes etapas glicoliticas em relativo equili-
brio metabdlico também partilha algumas responsabilidades na regulagio
daquela sequéncia; quer pelas caracteristicas das respectivas enzimas quer
pela modulagdo das suas actividades pelas concentragdes de substractos.
produtos ou efectores especificos, cada uma das etapas opera em condi¢oes
que tendem a influenciar significativamente toda a sequéncia glicolitica. A
par da grande diferenca existente entre a actividade mdxima de cada uma das
enzimas da glicdlise, verifica-se que a sua actividade real é determinada pela
concentra¢do de um ou mais substractos, o que corresponde a uma actuacao
em condi¢des de sub-saturacio.

Em consequéncia do exposto, a concentra¢do de cada um dos intermedia-
rios metabdlicos e produtos finais da glicélise depende da actividade das di-
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Fig. 8 = Variagdo energética aproximada da glicélise eritrocitaria, segundo Minakami e Yo-
ghikawa (J. Biochem, 59: 139, 1966). E de notar que, A excepgio de 3 etapas (catali-
sadas pelas enzimas reguladoras), todas as restantes se encontram em virtual equili-
brio. A irreversibilidade (e caracteristicas reguladoras) das etapas baseia-se na
acentuada diminuigdo da energia livre que caracteriza cada uma dessas tranformagdes.
(G=glicose; G6-P=glicose 6-fosfato; F6-P=frutose 6-fosfato; G13-P=gliceraldeido 3-
-fosfato; 3-PG =3-fosfoglicerato; 2-PG =2-fosfoglicerato; PEP =fosfoenol-piruvato).

versas enzimas intervenientes na oxidacdo da glicélise, particularmente das
quinases reguladoras. Exceptuando os reagentes das reacg¢Oes catalisadas por
estas enzimas, que revelam concentragdes muito varidveis, todos os outros
oscilam por niveis sensivelmente idénticos, préprios de reac¢des em relativo
equilibrio metabdlico. Por sua vez, determinados metabolitos variam entre si
de forma reciproca (Quadro V).

QUADRO V
VARIACAO RECIPROCA DE ALGUNS METABOLITOS DA GLICOLISE

(a) Glicose 6-fosfato, frutose 6-fosfato/frutose 1,6-difosfato,
diidroxiacetona-fosfato, gliceradeido 3-fosfato

(b) ATP
ADP/AMP

(c) Piruvato, NAD"
Lactato, NADH
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Eventualmente, grande parte dessas interrrelagdes estd sob controlo gené-
tico. Estudos recentes revelam que as concentragdes de ATP, glicose 6-
-fosfato e frutose 6-fosfato variam de forma consentinea a uma regulagio
genética. A concentragdo de ambas as hexoses-6-fosfato seria atribuivel a
modulag¢do genética da actividade da hexoquinase e/ou da fosfofrutoquinase.
Do mesmo modo, a concentragio de ATP seria, em parte, dependente do
controlo sobre a actividade glicolitica, pré-determinada pela actividade da-
quelas quinases, in vivo.

A regulagdo da glicdlise poderd ser analisada através de dois subsistemas
interrelacionados (Fig. 9), um constituido pela hexoquinase e fosfofrutoqui-
nase e o outro pela piruvato-quinase, em associa¢do com a desidrogenase do
gliceraldeido-fosfato; enquanto o primeiro daqueles subsistemas determina a
actividade glicolitica global, o segundo intervém como coordenador entre
ambas as fases da glicélise, isto €, entre as etapas iniciais de preparag@o €
fosforilagdo das hexoses, e a parte final, constituida pelas reac¢des da oxida-
cao-reducdo e formagdo de ATP.

s P a+"'~.
AaCEa A *..*_..____
Glicose % % % Lactato
HK PFK \SDG3P "

ﬁ_-‘

Fig. 9 - A hexoquinase (HK) e a fosfofrutoquinase (PFK) constituem um subsistema deter-
minante da actividade glicolitica global, coordenado pelo subsistema que engloba a
piruvato-quinase (PK) e, talvez também, pela desidrogenase do gliceraldeido 3-
-fosfato (DG3P).

HEXOQUINASE-FOSFOFRUTOQUINASE.
FACTORES INFLUENTES NO SUBSISTEMA

A glicdlise € estimulada quando a inibi¢do do sub-sistema hexoquinase-
-fosfofrutoquinase € desbloqueado por activadores metabdlicos. O par glico-
se 6-fosfato/frutose 6-fosfato e o ATP s@o os principais determinantes funci-
onais daquelas enzimas. Quando a concentra¢io de glicose 6-fosfato excede
determinados limites, compete com o ATP para as hexoquinase, inibindo-a;
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por seu lado, a inibi¢do da fosfofrutoquinase pelo ATP é antagonisada pela
frutose 6-fosfato, cuja concentragdo relativamente 4 da glicose 6-fosfato, é
fixada pela fosfoglico-isomerase. Em consequéncia, a estimula¢io da hexo-
quinase pelo ATP (como ATP-Mg) pode ser acompanhada pela inibi¢io si-
multanea da fosfofruto-quinase, ocasionando a acumulagio da glicose-6-fos-
fato e, dai, a inibi¢ao de hexoquinase (Fig. 10).

(A) ;
Glicose Frutose 1,6 -Fosfato
1 A
HK PFK
(-)@H)Q———-——-—-— ADP -——---—b(-}@(ﬂ
v i
Glicose 6 - fosfato Frutose 6-fosfato
(B)
Gﬁcose{
| G6-P
|
; IF 6-P
: : IF1,6-P Glicolise

Fig. 10 - Regulagio do subsistema hexoquinase-fosfofrutoquinase. (A) A inibigo da fosfofru-
toquinase (PFK) pelo ATP ocasiona a acumulag@o da frutose 6-fosfato e, consequen-
temente, a da glicose 6-fosfato. Nesta condigdo € inibida a hexoquinase (HK), por
competigdo do excesso de glicose 6-fosfato com o ATP. Em (B) sdo representadas ar-
bitrariamente as concentragdes dos substratos e metabolitos nas fases refenciadas.

Todavia, sabe-se que o envelhecimento eritrocitirio evolui com diminui-
¢do progressiva da actividade de diversas enzimas eritrocitdrias, em que se
incluem as da glicdlise. A depressdo da actividade glicolitica parece ser par-
ticularmente sensivel a diminui¢do da actividade da fosfofrutoquinase, muito
acentuada, e que decorre a par do abaixamento dos niveis globulares de
ATP. Esta situagdo pode ser evitada com suplementos de adenina e inosina,
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que aumentam a formagao de ATP; caso contrério, a diminui¢do da activida-
de da fosfofrutoquinase induziria novo decréscimo dos niveis de ATP, com
reflexos na actividade enzimética, agora ainda mais reprimida.

Em conformidade com aquelas observagoes, o ATP actuaria como um ac-
tivador indispensavel a fosfofrutoquinase, o que, quer nas enzimas isoladas
quer na sequéncia glicolitica nem sempre se verifica. A principal razdo para
aquelas diferencas devera ser procurada na temperatura a que se encontra-
vam os eritrocitos que, entre outras alteracdes, favorece a fixagdo dos com-
postos organicos de fosfato a hemoglobina e afecta o comportamento coope-
rativo da fosfofrutoquinase, agora muito menos sensivel a inibi¢do pelo ATP
e com afinidade diminuida para a frutose-6-fosfato. Em consequéncia, a ac-
tivacdo da fosfofrutoquinase pelo ATP nas condi¢des indicadas dificilmente
podera ser avaliada no contexto do metabolismo eritrocitdro, a 37° C, tendo
reduzido ou nulo interesse fisiolégico.

FACTORES INFLUENTES NA PIRUVATO-QUINASE

As interrelaces nesta fase da gliclise sao particularmente evidenciadas
a pH alcalino, em que se destaca a acgdo reguladora da fosfofrutoquinase,
agora menos sensivel ao efeito inibidor do ATP; a par da diminui¢do dos ni-
veis da glicose 6-fosfato e frutose 6-fosfato, assiste-se ao aumento da con-
centracao da frutose 1,6-difosfato e consequente estimulagdo da glicélise,
ainda que os niveis de ATP globular acabem por diminuir ¢ os de AMP se
elevem.

A piruvato-quinase, pela sua vez, ndo limita o fluxo glicolitico, como
pode ser verificado em heterozigotos deficientes naquela enzima, ou em in-
cubagdes de hemolisados de eritrocitos normais a que se adiciona um suple-
mento enzimético; em qualquer destes casos ndo sido observadas alteracoes
no fluxo metabdlico, concluindo-se que a quantidade do piruvato-quinase
usualmente existente parece ser mais do que suficiente para as suas activida-
des, catalitica e reguladora.

Entretanto, a importancia da piruvato-quinase na coordena¢ao dos 2/3 fi-
nais da sequéncia glicolitica e na distribuicdio de metabolitos entre a via
principal e o ciclo de Rapoport-Luebering, € acentuada por variacées de pH.
De facto, a piruvato-quinase, assim como a fosfofrutoquinase, sdao enzimas
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cruciais para a actividade glicolitica, sendo sensibilizadas de forma diferente
ao mesmo pH (Fig. 11). Em concentrag¢des de substracto préximas das fisio-
légicas, a piruvato-quinase apresenta actividade maxima abaixo de pH 7 e
escassa actividade acima de pH 8,0; pelo contrério, a fosfofrutoquinase, as-
sim como a hexoquinase, exibem actividade méxima acima de pH 8,0 e es-
cassa actividade a pH 7.

pH=80-85
’
r's
ccrivagorcs
Z etabdlicos

Fig. 11 - Actividade glicolitica relativa, dependente do pH éptimo da hexoquinase (HK), fos-
fofrutoquinase (PFK) e piruvato-quinase (PK). A glicélise ndo é inibida a pH alcali-
no ao nivel da piruvato-quinase devido a activag@o por diversos metabolitos intra-
globulares.

Atendendo a que as trés quinases referidas participam na regulacio da
glicdlise seria previsivel que o pH éptimo para aquela sequéncia oscilasse
por pH 7,5, o que ndo parece suceder; experiéncias com eritrocitos intactos
demonstraram que a produgdo de lactato a partir da glicose decorre a pH 6p-
timo de 8.1, o que se aproxima bastante do pH 6ptimo para a fosfofrutoqui-
nase ¢ hexoquinase e difere do requerido pela piruvato-quinase. Explica-se
daqui a acumulagao da frutose 1,6-difosfato e de ambas as trioses-fosfato ve-
rificada a pH alcalino, por um lado, devido a reduzida ac¢@o reguladora da
fosfofrutaquinase a pH superior a 7,6 e, por outro lado, devido a limitagao
imposta pelo piruvato-quinase, pouco activa naquelas concentragdes hidro-
genidnicas, Nestas condi¢Oes, acentua-se a restri¢do do piruvato, com refle-
xos imediatos na regulagio NAD'/NADH, que diminui cerca de duas vezes
quando o pH passa de 7,2 para 8,2, ocasionando ainda a diminui¢do do ATP
e elevacdo do ADP e AMP.

Parecem existir moduladores intraglobulares que activam a piruvato-
quinase a pH alcalino; a frutose 1,6-difosfato serd um desses moduladores, a
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par de outros intermedidrios fosforilados da glic6lise embora ndo esteja ain-
da claro se as concentragdes requeridas sido as necessdrias em condigdes fisi-
ologicas. Dos estudos com enzimas purificadas verifica-se que a piruvato-
quinase é activada, por ordem decrescente de eficacia, pela frutose 1,6-
difosfato >fosfoenolpiruvato> glicose 6-fosfato; esta relagio poderia ser di-
ferente nas condi¢des globulares, considerando as reduzidas concentragdes
eritrocitdrias do fosfoenolpiruvato. Todavia, os restantes metabolitos (glicose
6-fosfato e frutose 1,6-difosfato) sdo produtos das outras quinases regulado-
ras da glicélise, pelo que a organizagdo metabdlica existente parece ser a
ideal para fornecer e activar a etapa catalisada pela piruvato-quinase (Fig.
11), justificando ainda os efeitos aparentemente anémalos do pH na glicéli-
se. A pH écido, como sucede em sangue colhido e conservado em ACD
(dcido citrico-dextrose), a hexoquinase e a fosfofrutoquinase sdo inibidas
enquanto a piruvato-quinase € activada, relativamente aos valores determi-
nados a pH 7,4. A activagio da piruvato-quinase possibilita a formacio de
ATP, contudo, a custa do consumo de 2,3 difosfoglicerato e fosfoenol-
piruvato.

Ao diminuir a relagdo NAD™ /NADH a pH alcalino, sobrevém alteragoes
na reacgdo da desdrogenase do gliceraldeido-fosfato; a acumulagdo do sub-
stracto da reacgdo, o gliceraldeido 3-fosfato, refor¢ada pelo decréscimo
eventual do Pi, acompanha-se do aumento dos subs-tractos da reac¢do ante-
cedente. Estas alteragdes ndo dependem do efeito do pH na desidrogenase do
gliceraldeido-fosfato a pH 7,2 e, mesmo, a valor superior. A actividade da-
quela enzima revela-se dependente da fosfofrutoquinase a pH mais baixo e
da piruvato-quinase a valores superiores de pH, exercendo, por seu lado, re-
duzida acgdo reguladora na glicdlise, neste caso indirectamente influenciada
pela relagdo NAD" /NADH. A demonstrar a importancia desta relagdo esto
os resultados obtidos com oxidantes (p. ex.. azul do metileno) que, ao eleva-
rem a relacio NAD*/NADH, ocasionam a deplec¢ao da frutose 1,6-difosfato
e trioses-fosfato; os redutores exercem efeitos opostos.

Entretanto, pH superior a 8,5, quer a frutose 1,6-difosfato quer as trioses-
fosfato voltam a diminuir, neste caso, devido ao acentuado decréscimo em
ATP, manifestamente insuficiente para a fosforilagio da glicose pela hexo-
quinase; em consequéncia, diminui o fluxo glicolitico. A pH alcalino, o ex-
cesso relativo na fosforilagdo da glicélise pela hexoquinase e fosfofruto-
quinase e subsequente acumulagdo de metabolitos, deixam de ser equilibra-
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dos pela formagdo de ATP, elevando-se a relagio ADP/ATP. A piruvato-
quinase exerce, nestas condi¢des, uma poderosa ac¢do reguladora na forma-
¢do de ATP e, indirectamente, na sintese do 2,3-difosfoglicerato. Enquanto a
utilizagdo do fluxo metabdlico pela fosfoglicerato-quinase é determinada
pela concentragdo de 3-fosfogliceroil-fosfato e relagio ADP-Mg/ATP-Mg, a
formagdo do 2,3-difosfoglicerato depende da relagdo 3-fosfogliceroil-
fosfafato/2,3-difosfoglicerato, sendo favorecida a pH alcalino. Os niveis de
Mg* intraglobular influenciam ainda o efeito exercido pela 2,3-
difosfoglicerato na actividade da piruvato-quinase; a baixas concentragdes
de Mg*, o 2,3-difosfoglicerato inibe a piruvato-quinase, verificando-se o
oposto em concentragdes elevadas daquele ido. Resta esclarecer se o efeito
do 2,3-difosfoglicerato € exercido por interac¢do directa com a enzima ou
por quelatar o Mg®, indispensével  sua actividade catalitica. Ao determinar
a formagdo do 2,3-DPG e ATP eritrocitdrios, a piruvato-quinase influencia
marcadamente a regulacdo metabélica globular e fungdes da hemoglobina.
Neste aspecto, ambos os metabolitos sdo potencialmente capazes de contro-
lar a cedéncia de oxigénio para os tecidos, ao fixarem-se de preferéncia a de-
soxiemoglobina, em vez da oxiemoglobina:

Hb.O, + 2,3-DPG = Hb.2,3-DPG + O,

O 2,3-DPG ¢ o mais importante de ambos, ndo s6 por se fixar mais for-
temente a desoxiemoglobina como ainda por existir em concentra¢es mais
elevadas que o ATP, nos eritrocitos. Teoricamente um aumento de 25% na
concentragdo de 2,3-DPG eleva em cerca de 22% a cedéncia de oxigénio da
hemoglobina, em repouso.

No decurso do ciclo normal de oxigenag@o-desoxigenagdo eritrocitaria
sdo de prever oscilagbes na actividade glicolitica, em parte determinadas
pelo pH intraglobular. Essas alteragdes, com reflexo na formagdo do 2,3-
-DPG, talvez estejam relacionadas com o comportamento da piruvato-
-quinase. Assim, a medida que os eritrocitos circulam dos pulmdes para os
tecidos periféricos, aumenta a percentagem de desoxiemoglobina e, simulta-
neamente, a actividade glicolitica; sendo os niveis de nucleétidos adenilicos
globulares substancialmente superiores aos do fosfoenolpiruvato, prevalece a
conformag@o menos activa da piruvato-quinase, que reage mais lentamente
ao aumento progressivo da fosfoenolpiruvato quando a glicélise é induzida.
O atraso na utilizagdo da fosfoenolpiruvato possibilita a formagdo de 2,3-
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DPG e de todos os metabolitos relacionados, facilitando a libertagdo de oxi-
génio para os tecidos durante a perfusdo capilar. Niveis transitoriamente ele-
vados do fosfoenolpiruvato aceleram a conversdo da piruvato-quinase na sua
forma mais activa, possibilitando a utilizagdo de intermedidrios glicoliticos
(que se haviam acumulado a montante) e a deplec¢io do 2,3-DPG; apés se-
rem restaurados os niveis iniciais daqueles metabolitos, o processo repetir-
se-ia sucessivamente no decurso da desoxigenagdo-oxigenacdo in vivo dos
eritrocitos.

Outro mecanismo regulador da piruvato-quinase consiste na variagao para
um estado alostérico menos activo, por ac¢io de proteina-quinases dependen-
tes do AMP ciclico; essa conformagdo, subsequente a incorporagdo de 4 gru-
pos fosfato por tetrdmero, caracteriza-se por uma afinidade reduzida para o
fosfoenolpiruvato e aumento da inibicdo pelo ATP, em tudo comparavel a en-
zima hepatica; as propriedades cinéticas para a frutose 1,6-difosfato nao sao
afectadas pela fosforilagio.

Na auséncia de metabolitos ciclicos, a piruvato-quinase eritrocitdria pode
ser fosforilada, in vitro na presenga de elevadas concentracdes de ATP.

A importancia fisioldgica daquela alterac@o ¢ evidente para a enzima he-
pética que, ao ser fosforilada in vivo por ac¢@o da glicagina, reprime a glicé-
lise a favor da activagdo da neoglicogénese. A inexisténcia de neoglicogéne-
se eritrocitaria nao permite explicar do mesmo modo o efeito da fosforilagao
da proteina quinase. Todavia, a fosforilagdo enddgena daquela enzima eri-
trocitdria nao se acompanha de alteragdes no consumo da glicose ou forma-
¢do de lactato e outros intermedidrios glicoliticos; particularmente, as rela-
coes fosfoenolpiruvato/piruvato e 2,3-DPG/ATP, modificadas em situagoes
de deficiéncia congénita ou inibi¢do da piruvato-quinase, ndo sdo afectadas
pela fosforilagdo da enzima. Poder-se-ia admitir que as concentragOes da fru-
tose 1,6-difosfato e glicose 1,6-difosfato s@ao sempre suficientemente eleva-
das para estabilizar a enzima na forma activa, esteja ou nao fosforilada.

Mesmo que a fosforilagdo da piruvato-quinase fosse limitativa da glic6li-
se, ficava por explicar o mecanismo subjacente que a regula. Na realidade, a
adenilato-ciclase nos eritrocitos humanos maduros ndo sé apresenta activi-
dade muito baixa como ainda € insensivel aos efeitos hormonais, ao contra-
rio do que sucede nos eritroblastos e reticulocitos, que contém adenilato-
ciclase bastante activa. Resta ainda esclarecer se a fosforilagido da piruvato-
quinase ocorre in vivo e se, de facto, exerce qualquer acgao fisiologica.
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REGULAGAO DA SINTESE E DEGRADACAO DO 2,3-DIFOSFOGLICERATO

Os niveis intraglobulares de 2,3-dfosfoglicerato resultam de um equilibrio
entre a sua sintese e degradagdo, na dependéncia da concentragdo do 3-
fosfoglicerato e outros factores pouco esclarecidos. Em termos gerais, poder-
se-4 considerar que a concentragio do 2,3-DPG aumenta quando a actividade
da fosfofrutoquinase €, relativamente a da piruvato-quinase, superior, quer
por diminuir a inibi¢do da fosfofrutoquinase quer por menor actividade da
piruvato-quinase.

De facto, tem sido referida uma relagéio inversa entre a actividade da pi-
ruvato-quinase e os niveis do 2,3-DPG, Esta interrelagdo resultaria de duas
condic¢Oes intraglobulares: na primeira, todas as reac¢des entre a frutose 1,6-
difosfato e o fosfoenolpiruvato estdo em virtual equilibrio metabélico; a se-
gunda, resulta da concentracdo do fosfoenolpiruvato ser habitualmente muito
superior & do valor do seu Km para a piruvato-quinase. Em consequéncia,
- quando a concentragdo do fosfoenolpiruvato (e dos metabolitos que o origi-
nam) aumenta, eleva-se também o nivel do 3-fosfogliceroil-fosfato, agora
desviado para a sintese do 2,3-DPG.

Esta situagdo € comprovada em eritrocitos deficientes em piruvato-
quinase, em que todos os intermedidrios metabdlicos a montante se encon-
tram elevados; em consequéncia, assiste-se & activagdo da «difosfoglicerato-
mutase», eventualmente associada a menor actividade da «difosfoglicerato-
fosfatase».

Além do efeito do pH e da relagdo de actividades fosfofrutoquina-
se/piruvato-quinase, a distribui¢do do 3-fosfogliceroil-fosfato para o ciclo de
Rapoport-Luebering é também favorecida pelo aumento do Pi; a proporgio
eleva-se ainda mais em anaerobiose, talvez devido a diminui¢do do efeito
inibidor exercido pelo 2,3-difosfoglicerato sobre a prépria «mutase», na se-
quéncia da fixag¢do preferencial daquele metabolito & desoxiemoglobina em
excesso. Todavia, nos eritrocitos humanos que contém 2,3-difosfoglicerato e
hemoglobina em abundancia, parece actuar outro mecanismo, que tende a
elevar o teor globular do 2,3-difosfoglicerato em anaerobiose. Esse meca-
nismo baseia-se em que a desoxiemoglobina, sendo um écido mais fraco que
a forma oxigenada, fixa ides de hidrogénio, o que se reflecte no aumento do
pH intraglobular. Embora pequena, esta alteragio do pH em anaerobiose de-
verd influenciar fortemente o metabolismo do 2,3-difosfoglicerato, aumen-
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tando a sua concentragdo eritrocitéria. Ja foi referida a rdpida degradaciio do
2,3-difosfoglicerato no sangue preservado em ACD, por diminuigio do pH
para niveis 4cidos. Esta modificagdo assume grande interesse clinico, j4 que
0 sangue conservado em ACD nio cede oxigénio aos tecidos nas condigoes
desejdveis. De facto, sendo o 2,3-difosfoglicerato um modulador essencial
da afinidade da hemoglobina para o oxigénio, a sua presenca em baixas con-
centragdes reflecte-se numa maior dificuldade de dissociagéio do oxigénio
para os tecidos periféricos; a situagdo sé é normalizada mais de 24h depois
da transfusdio, quando a concentragio do 2,3-difosfoglicerato recuperar os
niveis normais. Para obviar a este inconveniente, propde-se que seja trans-
fundido apenas sangue com teor normal em 2,3-difosfoglicerato; em alterna-
tiva, procura-se diminuir a degradacdo do 2,3-difosfoglicerato ou restaurar
os niveis daquele metabolito nos eritrocitos em depésito, antes da transfusio.

Entre outros processos utilizados, salienta-se a elevagio do pH no meio
da colheita e preservagao, adi¢do de diversos compostos (p. ex., nucleésidos,
fosfato inorgénico, piruvato, azul de metileno, dipiridamol, diidroxiacetona,
acido ascorbico) ou a conservagio das amostras congeladas. Evidenciam-se
muito eficazes na regeneragio do 2,3-difosfoglicerato no sangue em depésito
as incubagdes com misturas de inosina, piruvato e fosfato(ou diidroxiacetona
e gliceraldeido).

A elevacdo do 2,3-DPG ¢é uma das consequéncias do aumento do pH, que
também acelera a glicélise. Na sua origem estaria a activagio da fosfofruto-
quinase a pH alcalino e subsequente acumulagiio do 3-fosfogliceroil-fosfato,
disponivel para a sintese no 2,3-DPG; a eventual activagio da «difosfoglice-
rato-mutase» a pH elevado reforgaria o teor intraglobular em 2,3-DPG, tal-
vez sem interferéncia significativa do 3-fosfoglicerato, também elevado na-
quelas condigdes. A valores inferiores de pH verificar-se-ia o oposto, isto é,
a inibi¢do da glicdlise e redugdo dos niveis de 2,3-DPG: prolongando as ob-
servag0es in vitro, a depressdo inicial da glic6lise a pH baixo acaba por ser
anulada. talvez devido a interrupgio do efeito inibidor do 2,3-DPG nas di-
versas enzimas globulares que afecta (Quadro IV).

Todavia, mesmo que o pH permanega elevado, a concentragio de 2,3-
DPG nédo aumenta indefinidamente, o que poderd ser explicado através de
dois mecanismos:

a) A pH superior ao fisiolégico diminui a fixacdao do 2,3-DPG a hemo-

globina, o que eleva a fracgdo livre intraglobular daquele metabolito
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e, por conseguinte, refor¢a a inibi¢do prolongada sobre a «difosfogli-
cerato-mutase»;

b) O 2,3-DPG € um anido e, como tal, afecta o equilibrio Donnan e o pH

intraglobular.

De facto, os 4 grupos de carga negativa existentes na molécula de 2,3-
DPG (Fig. 12). impedem-na de atravessar a membrana para o plasma. Daqui
resulta que o aumento da concentracdo do 2,3-DPG (anido ndo-penetrante)
altere a distribui¢do dos anides penetrantes (cloreto e bicarbonato) e hidro-
genides, entre o eritrocito e o plasma; o aumento da saida dos anides pene-
trantes € compensada pela entrada de hidrogenides em quantidades crescen-
tes, ocasionando a diminui¢do do pH intraglobular influente na degradacio
do 2,3-DPG (activada) e actividade glicolitica (inibida).
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Fig. 12 - Estrutura do 2,3-difosfoglicerato, com destaque para as caracteristicas polares da

molécula.

EFEITO METABOLICO DO 2,3-DIFOSFOGLICERATO

Outra das funcgdes do 2,3-DPG, ndo relacionadas directamente com as
propriedades respiratérias da hemoglobina, consiste na inibicio de algumas
das enzimas da glicélise, da via das fosfopentoses e do metabolismo dos nu-
cledtidos. Estes efeitos inibidores resultam da interac¢do do 2,3-DPG com as
proteinas cataliticas e/ou formac@o de quelatos com um cofactor indispensa-
vel, o Mg**. Conforme foi referido, a actividade glicolitica diminui nos eri-
trocitos que contém elevada concentragdo do 2,3-DPG. Em principio, esse
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efeito inibidor € influenciado por determinadas condig¢des intraglobulares,
tais como a percentagem de desoxiemoglobina presente.

De todas as enzimas da glicélise, a hexoquinase € a que se revela mais sen-
sivel a inibi¢do pelo 2,3-DPG, deste modo influenciando toda a sequéncia me-
tabdlica; em contrapartida, desconhece-se a relevancia fisiolégica do efeito
inibidor produzido pela 2,3-DPG nas restantes enzimas glicoliticas (fosfofru-
toquinase, aldolase, desidrogenase do gliceraldeido-fosfato, fosfoglicerato-
quinase), que ndo parecem ser afectadas significativamente por concentragdes
elevadas daquele metabolito. Quanto a piruvato-quinase, embora seja inibida
por concentragdes elevadas de 2,3-DPG, ndo deveré exercer grande influéncia
" na consumo da glicose em eritrocitos com 2,3-DPG em excesso, atendendo 2
localizag@o em que se encontra na sequéncia glicolitica.

Observacdes exaustivas permitiram concluir que cerca de 50% da inibi-
¢do da glicélise em eritrocitos com 2,3-DPG elevado seria devida a diminui-
¢do do pH intraglobular, induzida pelo 2,3-DPG; nestas condi¢des, a activi-
dade glicolitica torna-se dependente da inibicdo da fosfofrutoquinase, por
diminui¢do do pH. O resto do efeito inibidor seria causado pela inibi¢do da
hexoquinase pela 2,3-DPG, independentemente da variag¢@o do pH.

EFEITOS METABOLICOS DO FOSFATO INORGANICO E IAO MAGNESIO

O Pi é, como se sabe, um modulador potencial da glicélise eritrocitaria.
Quando em concentragdes elevadas e a pH alcalino estimula a fosfofrutoqui-
nase, libertando-a da inibicdo pelo ATP. Todavia, aquelas condigdes de pH
impdem uma restri¢do ao fluxo metabdlico através do piruvato-quinase, oca-
sionando a acumulagdo de metabolitos precedentes e a diminui¢ao da relagao
NAD'/NADH; em consequéncia, a desidrogenase do gliceraldeido fosfato
acaba por ser inibida, quer pela insuficiéncia em NAD" quer pelo excesso de
produto (3-fosfogliceroil-fosfato).

Além do efeito induzido na fosfofrutoquinase, o Pi é um activador impor-
tante da hexoquinase e da piruvato-quinase, ao diminuir a inibi¢do imposta,
respectivamente, pela glicose 6-fosfato e ATP; € ainda um substracto essen-
cial a gliceraldeido-fosfato desidrogenase e, pelo menos in vitro, opoe-se a
acumulagido do 2,3-DPG. In vivo, a deficiéncia em fosfato circulante, quando
acentuada, pode inibir a glicélise eritrocitdria, devido essencialmente & limi-
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tacao da desidrogenase do gliceraldeido-fosfato. Este efeito, evidenciado ao
fim de algumas semanas, traduz-se na diminuigdio dos niveis eritrocitdrios de
ATP e 2,3-DPG; a restri¢io em ATP acaba por limitar a fosforilagio da gli-
cose pela hexoquinase, refor¢ando a diminuigdo da actividade glicolitica.

Tal como sucede para o Pi, também deficiéncias dietéticas em Mgz" indu-
zem experimentalmente, em ratos e cdes, a diminuigdo da glicélise eritrocita-
ria. Em parte, este efeito resultard do envolvimento do Mg**, sob a forma de
complexos com nucledtidos adenilicos (ATP-Mg, ADP-Mg) nas reacgdes
catalisadas pelas 4 quinases glicoliticas. Aparentemente, a hexoquinase ¢ a
enzima mais sensivel a falta de ATP-Mg, seguindo-se, por ordem de impor-
tancia, a piruvato-quinase; a diminui¢do dos niveis de ADP-Mg parece ser a
causa da acumulag@o acentuada de metabolitos que precedem a reac¢io cata-
lisada por aquela enzima.

EFEITOS REGULADORES DA VIA DAS FOSFOPENTOSES

A glicélise € potencialmente afectada pela actividade da via das fosfopen-
toses. Embora o assunto ainda néo tenha sido devidamente estudado, é admis-
sivel que em situagdes de maior consumo de glicose pela via das fosfopentoses
aumente a concentragdo de gliceraldeido-3-fosfato e frutose 6-fosfato na via
glicolitica, contribuindo para a elevag@o dos niveis de ATP e 2,3-DPG. Este
mecanismo € evidenciado pela eficdcia da inosina e azul de metileno no au-
mento da concentragio do 2,3-DPG. O efeito da inosina resulta da sua trans-
formagdo em ribose-fosfato e subsequente utilizagdo pela via das fosfopento-
ses; 0 azul do metileno, ao reoxidar o NADPH, eleva o consumo de glicose
por aquela via, conduzindo a idénticos resultados in vitro. Eventualmente, a
piruvato-quinase poderd ser protegida da oxidag#o intraglobular por aumento
do formagao de NAPDH. Aquela enzima revela-se muito sensivel a oxidagio
dos seus grupos sulfidrilicos que, por ser muito répida, altera de imediato as
respectivas propriedades cinéticas. Embora a frutose 1,6-difosfato, como mo-
dificador alostérico, possa ultrapassar os efeitos de oxidagiio da piruvato-
-quinase, restaurando-lhe a actividade maxima, admite-se a existéncia de um
mecanismo intraglobular com igual eficdcia in vivo.
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DEPENDENCIA DA ANAEROBIOSE

O efeito estimulador da anaerobiose no aumento do 2,3-DPG globular ja
foi referido. Entretanto, a actividade glicolitica €, em glébulos vermelhos in-
cubados sob azoto, também acelerada, assemelhando-se este comportamento
ao efeito Pasteur nas células com mitocondrias. Na presenca de oxigénio, ve-
rificou-se o oposto isto €, diminuicdo da glicélise e da formacdo do 2,3-
-DPG. Isto ndo significa que o oxigénio participe directamente nas oxidagdes
metabdlicas eritrocitdrias, pois que incubac¢des com mondéxido de carbono
conduzem a idénticos resultados. Na base deste mecanismo encontra-se a
hemoglobina que, ao fixar o oxigénio ou, mais avidamente ainda, 0 mondxi-
do de carbono, induz efeitos relevantes na glicélise e ciclo de Rapoport-
-Luebering. A situagdo reveste-se de importéncia pratica, confirmada pela
elevacao dos niveis de 2,3-DPG em individuos com hipéxia de altitude, insu-
ficiéncia respiratdria crénica ou anemia de diversos tipos.

Inicialmente, pensava-se que a diminuicdo da glicélise e do 2,3-DPG resul-
tasse da acidificac¢do intraglobular, subsequente a libertagao de hidrogenides
fixados a desoxiemoglobina no decurso da sua reoxigenag¢ao ou fixac¢ao de
monoxido de carbono.

Ao verificar-se que as concentracdes do 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato e
fosfoenolpiruvato aumentavam em glébulos oxigenados ou incubados com
mondxido de carbono (ao contrario do que se poderia prever unicamente pela
diminui¢cdo do pH), foi proposto em alternativa um outro mecanismo, cen-
trado no 2,3-DPG; assim, este metabolito, ao dissociar-se da desoxiemo-
globina no decurso da oxigenacao ou fixacao de monéxido de carbono, seria
o responsdvel directo pela diminui¢io da sua prépria sintese (ao inibir a «di-
fosfoglicerato-mutase») e pela depressdo de actividade glicolitica em geral
(ao inibir as quinases). E admissivel que, além do 2,3-DPG, também os ou-
tros fosfocompostos (sobretudo o ATP) eritrocitarios com afinidade para a
desoxiemoglobina participem na regulacdo da glicélise, ao influenciarem a
hexoquinase e fosfofrutoquinase. Todavia, in vitro, a estimulacdo da glicdli-
se pela desoxiemoglobina podera verificar-se sem que haja altera¢ao da con-
centrac@o intraglobular de 2,3-DPG e ATP; a baixa dos niveis daqueles me-
tabolitos no estado livre devido a sua fixac¢do a desoxiemoglobina, justifica a
diminuicao do efeito inibidor exercido sobre a hexoquinase, fosfofrutoquina-
se e, talvez também, sobre a piruvato-quinase, com reflexos na activagao da
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gliclise. A inalteracdo dos niveis de 2,3-DPG nas condic¢oes referidas sera
atribuida a lentiddo que caracteriza a resposta do seu sistema formador a
anaerobiose; isto ndo invalida que o 2,3-DPG aumente gradualmente durante
dias, em situagdes de hipoxemia in vivo, embora torne improvével a adapta-
¢do dos niveis daquele metabolito no decurso do ciclo de oxigena-
cdo/desoxigenacdo da hemoglobina. Em consequéncia, poder-se-ia concluir
que o estado de oxigenacdo da hemoglobina influencia, por si, a actividade
glicolitica eritrocitaria em condigOes fisiologicas. '
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