O PAPEL DO 2,3-DPG NO METABOLISMO DAS
HEMACIAS®

Introducéo

A descoberta que o 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) influéncia profundamente a afinidade entre o
oxigénio ¢ a hemoglobina foi notavel de duas maneiras: primeiro, pela sua grande importancia e
segundo, pelo espago de tempo até sua descoberta (Brewer, 1974). Com respeito ao primeiro ponto,
pode-se dizer que a ligacdo entre hemoglobina, 2,3-DPG, e o metabolismo das hemacias (eritrocitos
ou células vermelhas) tém profunda implicacdo para a regulacao do transporte de oxigénio, ¢ na
preservagdo sanguinea e, em muitos casos de intervencdo terapéutica em ampla variedade de
doencas. Em vista da grande importancia do 2,3-DPG, e o fato de uma escala relativamente curta de
tempo desde a sua descoberta até o presente, esse artigo procurara fazer uma revisdo detalhada de

como as hemadcias, hemoglobinas e 2,3-DPG se inter-relacionam.

As hemacias

As hemacias sdo células que retinem certas caracteristicas que as distinguem das outras que
compdem 0 organismo, pois apresentam dois periodos marcadamente distintos em sua evolucao:
um periodo intra-celular 6sseo, em que se apresenta como célula nucleada (pro-eritroblasto e
eritroblasto) cuja maturagdo leva cerca de 14 dias, e o periodo extra-medular, onde se mostra como

célula anucleada (reticuldcito e eritdcito), vivendo cerca de 120 dias na circulagao periférica.
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Figura 1. llustracao simplificada das fases de desenvolvimento das hemacias até seu amadurecimento
pleno (eritrécito).
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Ainda de maneira bem peculiar, as hemécias experimentam profundas alteragdes no decorrer do
seu desenvolvimento, ¢ a mais expressiva se refere ao trabalho celular representado pela extrusio
do nucleo. Este ¢ realmente um momento de revolucdo na historia das hemacias, em que, através de
sua simples expulsdo ou através da passagem forcada pelos polos capilares da medula oOssea, o
nucleo € expelido, sendo esta perda acompanhada da saida de outras organelas.

O jovem eritrocito assim formado ndo possui reticulo endoplasmatico, mas exibem ainda
vestigios do aparelho de Golgi, mitocondrias, ribossomos os quais desaparecem ao cabo de um a
trés dias. Pelo fato de ndo possuirem nucleo e outras organelas sdo impossibilitados de realizar a
sintese de acidos nucléicos ou proteinas. Além disso, essa célula magistralmente suprime a
mitocondria, eliminando a respiragdo celular, a realizagdo do ciclo de Krebs e a fosforilagao
oxidativa fazendo com que as hemacias nao mais consumam oxigénio, passando a desempenhar
eficientemente sua fungdo principal de transporte de hemoglobina, esta, intrinsecamente ligada ao

transporte dos gases oxigénio (O,) e carbonico (CO,) e tamponamento de ions de hidrogénio (H").

Estrutura e funcdo da hemoglobina

A hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina com peso molecular de 64.500 daltons que se constitui no
principal componente do eritrocito, é soluvel na agua e formada pela unido de uma proteina incolor:
a globina, que por sua vez ¢ constituida de 2 pares de cadeias de aminoacidos, o ¢ B e de um
composto prostético corado que possui quatro grupos, os quais contém ferro e sdo chamados de

grupo heme (GARNIER et al., 2002).
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Figura 2. Representacéo da hemoglobina com seus dois pares de cadeia alfa e beta (a) e da cadeia
bioguimica do grupo heme.



Os beneficios de conter hemoglobina dentro das células, ao contrario de livre no plasma,
incluem: uma meia-vida maior (a Hb livre no plasma possui uma meia-vida de apenas algumas
horas), a capacidade metabdlica dos eritrocitos de manter o ferro ligado a Hb em seu estado
funcional e a habilidade de controlar a afinidade do oxigénio pela Hb, alterando as concentragoes de

fosfatos orgénicos (especialmente o 2,3-DPG).

O 2,3-DPG e seus mecanismos de ac¢ao

A pressao de oxigénio (Po;) ¢ necessaria para liberar o oxigénio nos tecidos. A transferéncia se
torna mais lenta 4 medida que a pressdo atmosférica diminui, mas o organismo responde
comegando a produzir quantidades maiores de difosfoglicerato (2,3-DPG). A enzima tem a
capacidade de enfraquecer a ligacdo oxigénio-hemoglobina e permite que o oxigé€nio saia com
menor pressdo. Quanto mais elevada for a situagdo de hipoxia (menor Pp,), mais 2,3-DPG sera
produzido, mantendo o processo de transferéncia de oxigénio para os tecidos. Portanto, esta enzima
tem o potencial de deslocar o equilibrio da curva de dissociagdo da hemoglobina para a esquerda,
facilitando a liberagdo de O, em tecidos onde ha baixa pressdo do mesmo, enquanto nos tecidos
com alta pressdao de O, (pulmio), a molécula de 2,3-DPG ¢é deslocada do centro da hemoglobina

desoxigenada, facilitando a captagdo de O,.
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Figura 3. Afinidade do oxigénio pela hemoglobina: influéncia do pH e do CO2
(Adaptado da Université de Sherbrooke, 2005).

Dois sdo os fatores que explicam esse efeito: 1) agdo direta do 2,3-DPG nas propriedades
alostéricas da hemoglobina e 2) uma queda no pH intra-eritrocitario, causada pela elevacdo da
concentracdo do 2,3-DPG, que desvia a curva para a direita devido ao efeito Bohr.

Na acao direta, o 2,3-DPG liga-se preferencialmente a hemoglobina desoxigenada a oxigenada.

A ligacdo do 2,3-DPG com a hemoglobina provoca uma mudanga conformacional na hemoglobina.



O desvio da curva também se da por via indireta, pela alteragdo do pH. A lei da neutralidade
elétrica (Equilibrio de Donnan) das solugdes se aplica ao conteudo dos eritrocitos. O mesmo
numero de cargas i0nicas positivas deve ser igual ao de cargas ionicas negativas. O 2,3-DPG ¢ um
anion impermeavel em relacdo a membrana eritrocitaria; portanto, o aumento desse anion intra-
eritrocitario desvia o equilibrio de Donnan, fazendo com que ocorra um influxo de ions hidrogénio.
Isto leva a uma queda do pH intraeritrocitario. Desta forma, o aumento do 2,3-DPG diminui a
afinidade do oxigénio pela hemoglobina devido ao efeito Bohr.

Os eritrocitos de varias espécies mamiferas também contém 2,3-DPG, contudo algumas delas,
como ovinos ¢ caprinos, tem hemoglobinas com apropriada afinidade pelo oxigénio e ndo utilizam
fatores alostérico intracelulares da hemoglobina como o 2,3-DPG. Passaros utilizam um fosfato
organico diferente, inositol fosfato, para modulagdo intracelular do oxigénio afinidade pela

hemoglobina.

O papel do 2,3-DPG e outros fatores na curva de dissociacao e saturacéo por O, da

hemoglobina

O organismo humano possui mecanismos de adaptagdo para compensar a menor Pp, em
situagdes de hipoxia (diminui¢do da quantidade de oxigénio distribuido aos tecidos pelo sangue).
Nesses casos, ocorrem alteragdes em todos os niveis de transporte de oxigénio, desde a inspiragdo
até o nivel das mitocondrias, ou seja, ventilagao, difusdo, circulagdo nas propriedades de transporte
de oxigénio do sangue, microcirculacao e na célula.

A nivel celular quatro fatores sdo conhecidos por influenciar a afinidade entre o oxigénio e as
hemaécias (hemoglobina). Estes sdo pH, dioxido de carbono (CO,), temperatura, ¢ certos fosfatos
organicos (Brewer, 1974), representados na Figura 4.

Um decréscimo em pH diminui a afinidade do oxigénio através do efeito de Bohr. Um aumento
no CO, diminui oxigénio afinidade via efeito de Bohr, mas também em fun¢do de uma combinagao
direta do CO, na forma de carbonato com hemoglobina. Um aumento na temperatura também
diminui oxigénio afinidade. Finalmente, fosfatos organicos das hemacias, sendo o DPG

quantitativamente mais importante, diminuem a oxigénio afinidade.
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Figura 4. Curva de saturacdo e dissociagdo do oxigénio (O2) em relacdo aos fatores temperatura, pH,
CO2e 2,3-DPG.

A alteragdo da afinidade do oxigénio pela Hb ocasionada por esses efeitos € representada pelo
deslocamento da curva de dissociagdo da hemoglobina para a esquerda (maior afinidade) ou para a
direita (menor afinidade). O deslocamento da curva pode ser mensurado pela medida da pressdo
parcial de oxigénio que satura 50% da hemoglobina, chamada de P50. A P50 padrdo (P50st) pode
ser estimada por uma equagdo desenvolvida por Severinghaus a partir de uma gasometria venosa
(SEVERINGHAUS, 1976), corrigindo para a condi¢do padrio (temperatura de 37°C, pH de 7,4 ¢
PaCO2 de 40mmHg). A P50st da curva normal ¢ de 26,8 mmHg (HSIA, 1998). Aumentos da P50
indicam um deslocamento da curva para a direita e p50 inferiores a 26,8 mmHg indicam um
deslocamento para a esquerda (Figura 2). O resultado da P50st ¢ usado para detectar alteragdes na
afinidade do O, pela hemoglobina devido a existéncia de hemoglobinas variantes ou modificagcdes
na concentragdo do 2,3-DPG. No entanto, o importante efeito fisioldgico é determinado pela P50 in

Vvivo, que rapidamente se modifica para a temperatura corporal, Pco, € pH no sangue.

Metabolismo das hemacias e origem do 2,3-DPG

O transporte de oxigénio pelas hemacias ndo ¢ uma atividade que, por si, dependa de energia

metabodlica. Todavia, é necessario que além da elevada concentragdo de hemoglobina em solucao,



todos os constituintes das hemaécias sejam preservadas de lesdes oxidativas e que a hemdlise
osmotica seja evitada. Assim, a manutencdo dos constituintes globulares no estado ativo, a
conservagdo de ingredientes idnicos através da membrana e¢ a flexibilidade das hemacias em
circulagdo s@o propriedades que requerem energia metabolica.

Como o eritrocito maduro ndo possui mitocondrias, sua energia € obtida por duas vias principais:
a via glicolitica anaerébia (Embden-Meyerhof) e a via das pentoses fosfato ou derivagdo da hexose
monofosfato, ou ainda via do fosfogliconato, cujas vias estdo ilustradas na Figura 5. Sob
circunstancias normais, cerca de 90% da glicose da hemécia ¢ metabolizada pela via anaerobia e
10% pela via ndo produtora de ATP (Luebering-Rapaport). Ja em condigdes de estresse oxidativo, a
via de oxidacdo das pentoses pode ser responsavel por até 90% do consumo de glicose (LEE et al.,
1999). A via glicolitica de Embden-Meyerhof forma trés importantes produtos: NADH, um co-fator
na rea¢do da metahemoglobina redutase; ATP, o principal nucleotideo fosfato de alta energia; e 2,3-
DPG, um regulador da funcdo da hemoglobina. Atualmente, considera-se que a sintese e
degradacao do 2,3-DPG estdo sob o controle de duas enzimas, a difosfoglicerato-mutase (BGPM) e

a difosfoglicerato-fosfatase (BPGP), respectivamente.

Efeito metabdlico do 2,3-DPG

Outra das fungdes do 2,3-DPG, nao relacionadas diretamente com as propriedades respiratorias
da hemoglobina, consistem na inibi¢do de algumas enzimas da glicélise, da via das fosfopentoses e
do metabolismo dos nucleotideos, regulando a producdo de ATP. Estes efeitos inibidores resultam
da interagdo do 2,3-DPG com as proteinas cataliticas e/ou formagao de quelatos com um cofator
indispensavel, o Mg”". Conforme referido anteriormente, a atividade glicolitica diminui nos
eritrocitos que contem elevada concentragdo de 2,3-DPG. Em principio esse efeito inibidor ¢
influenciado por determinadas condi¢des intraglobulares, tais como a porcentagem de
deoxihemoglobina presente.

De todas as enzimas da glicolise, a hexoquinase (HK) ¢ a que se revela mais sensivel a inibi¢ao
pelo 2,3-DPG, deste modo influenciando toda a seqiiéncia metabolica; em contrapartida, se
desconhece a relevancia fisiologica do efeito inibidor produzido pelo 2,3-DPG nas restantes
enzimas glicoliticas (fosfofructoquinase, aldolase, desidrogenase do gliceraldeido-fosfato,
fosfogliceratoquinase) que ndo parecem ser afetadas significativamente por concentragdes elevadas
de 2,3-DPG. Quanto a piruvato-quinase, embora seja inibida por concentracdes elevadas de 2,3-
DPG, ndo devera exercer grande influéncia no consumo da glicose em eritrocitos com 2,3-DPG em

excesso, atendendo a localizagdo em que se encontra na seqiiéncia glicolitica.



Observagdes permitiram concluir que cerca de 50% da inibigdo da glicolise em eritrocitos com

2,3-DPG elevado seria devido & diminui¢do do pH intraglobular, induzida pelo 2,3-DPG; nestas

condi¢des, a atividade glicolitica torna-se dependente da inibicdo da fosfofructoquinase, por

diminui¢do do pH. O resto do efeito inibidor seria causado pela inibigdo da hexoquinase pela 2,3-

DPG, independentemente da variagdo do pH.
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Fatores que regulam a sintese e degradacéo do 2,3-DPG

Os principais fatores que regulam a concentragao do 2,3-DPG dentro dos eritrocitos sdo dois: a

altera¢do do pH intra-eritrocitario e a hipoxia (Figura 7).

pH

Pequenas alteragoes do pH intracelular podem interferir na glicolise e no metabolismo do 2,3-
DPG. A elevacdo do pH intracelular estimula a glicolise, aumenta a atividade da DPG-mutase
(enzima que converte 1,3-DPG em 2,3-DPG) ¢ inibe a atividade da DPG-fosfatase (enzima que
decompde o 2,3-DPG em 3-fosfoglicerato), resultando numa maior sintese ¢ menor degradacdo de
2,3-DPG. Por outro lado, a queda do pH intracelular provoca um efeito contrario, diminuindo a
concentracdo de 2,3-DPG e contribuindo para a sintese de lactato (DUHN e GERLACH, 1971).

Esse mecanismo de sintese e degradacdo do 2,3-DPG assume grande importancia clinica na
preservagdo de estoques de sangue, uma vez que a degradacdo do 2,3-DPG diminui a afinidade da
hemoglobina para o oxigénio, dificultando a oxigenacdo dos tecidos periféricos. Entre outros
processos utilizados para maior preservacao do sangue coletado, salienta-se a elevagdo do pH no
meio da colheita e preservagdo, além da adicdo de diversos compostos (Ex: fosfato inorganico,

piruvato azul de metileno, acido ascorbico) ou a conservagdo das amostras congeladas.
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Figura 6. Manutencéo da bolsa de sangue versus a concentracéo de 2,3-DPG
(Adaptado de Lacerda, 2005)



Hipodxia

O stress hipdxico produz um aumento nos niveis de DPG. Isso inclui exposigdo a altitude,
anemia, insuficiéncia cardiaca, ¢ alguns casos de doencas pulmonares. Trés hipoteses buscam
explicar esse mecanismo. A primeira atribui ao eritrocito desoxigenado o desvio do pH plasmatico
para o lado alcalino, visto que a hemoglobina desoxigenada é um acido mais fraco do que a forma
oxigenada. Como dito acima, o pH intra-eritrocitario alcalino aumenta a sintese do 2,3-DPG
(DUHN e GERLACH, 1971).

A segunda hipotese baseia-se no fato de o 2,3-DPG possuir maior afinidade pela hemoglobina
desoxigenada do que pela oxigenada. Em situacdo de hipoxia, ha um aumento da hemoglobina
desoxigenada, fazendo com que o 2,3-DPG ligue-se mais facilmente a hemoglobina. Desta forma,
ocorre uma diminui¢do do 2,3-DPG livre. Essa queda do 2,3-DPG livre reduz sua agdo como
inibidor da DPG mutase, resultando assim num aumento da sintese do 2,3-DPG (DUHN e
GERLACH, 1971).

A terceira teoria atribui a hipoxia um estimulo a eritropoeiese, aumentando o numero de
eritrocitos relativamente jovens. Tem sido demonstrado que os eritrocitos jovens possuem maior

concentracdo de 2,3-DPG que os mais velhos (SAMAJA et al, 1991).
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Figura 7: Representacéo simplificada do efeito do pH e da hipdxia sobre a regulacdo da formacéo de
2,3-DPG no eritracito.



As adaptacdes resultantes da hipdxia, principalmente hematologicas, sdo freqiientemente
buscadas por atletas, que procuram na melhoria das condi¢des de transporte do oxigénio um melhor
desempenho em atividades de alta exigéncia fisica ao nivel do mar ou em altitudes proximas. Para
alcancar esses efeitos, desenvolveu-se o Treinamento de Altitude (TA), muito difundido entre os
atletas de alto nivel, que inclui, durante a temporada, um periodo de permanéncia em locais acima
de 2.000 metros (Geller, 2005).

Dentre as mudangas fisioldgicas e bioquimicas que ocorrem, pode se ressaltar o 2,3-DPG como
fator fundamental no incremento da eficiéncia de transporte de oxigénio e sua essencialidade na
liberagdo do oxigénio aos tecidos periféricos sob baixas pressdes de O,. A representacdo
esquematica dessas modificacdes é apresentada na Figura 8, que ilustra também o treinamento de

atletas sob condigdes de hipdxia através de aparelhos simuladores de altitude.
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Figura 8: Representacéo simplificada dos efeitos da altitude sobre a fisiologia e bioquimica da
respiracdo para aclimatizacdo humana nesses ambientes (llustracédo adaptada de Geller, 2005 em
condicBes de hipoxia em aparelho simulador de altitude (GO2) para avaliacdo do desempenho fisico).
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Outros fatores de regulagdo do 2,3-DPG

A regulag@o na concentragdo do 2,3-DPG também ¢ feita por mecanismo de feedback negativo,
ou seja, um aumento na concentragdo do 2,3-DPG, por aumento do pH ou por hipoxia, levara: 1) a
redugdo do pH intra-eritrocitario, por desvio no equilibrio de Donnan, como explicado
anteriormente ¢ 2) a um aumento o 2,3-DPG livre (DUHN e GERLACH, 1971). Ambos os efeitos
levardo a uma reducdo na concentragao do 2,3-DPG.

Além desse fator, recentemente tém sido demonstrados que a concentragdao de hemoglobina e
Mg**, também podem estar regulando a sintese e degradacio do 2,3-DPG, contudo os mecanismos

de agdo desses fatores permanecem desconhecidos (Mulquiney & Kuchel, 1999).
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