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INTRODUCAO



INTRODUCAOQ

A AFINIDADE DA HEMOGLOBINA POR OXIGENIO

No ser humano, o eritrocito & o principal responsavel pelo

transporte de oxigenio a ser fornecido aos tecidos.

Varios fatores determinam a normalidade deste transporte,
incluindo a pressao parcial do oxigénio no ar inspirado, aven
tilagao alveolar, a relagao ventilagao/perfusac nos pulmoes,
o pH arterial, a temperatura, o rendimento cardiaco, o volume
sanguineo, a taxa de hemoglobina e a afinidade da hemoglobina

por oxigenio.

A importancia da afinidade da hemoglobina por oxigénio foi
reconhecida por alguns pesquisadores ha muitos anos (Keys et
alii, 1936), mas o interesse pelo assunto foi somente reavivado
recentemente, gquando novas informagoes vieram a dar um maior

significado a este fendmeno fisioldgico.

A afinidade da hemoglobina por oxigénio pode ser represen
tada pela curva de dissociagao do oxigénio, em que a pressao
parcial de oxigénio (PO,) e a saturagao correspondente da he-
moglobina sao registrados em um sistema grafico de coordena —
das (FIG. 1). A curva & de forma sigmoide e & usualmente defini
da em termos da PO, em que a hemoglobina fica 50% saturada
(Psy). A Py normal, apds 1 ano de idade, & de 27 mmHg a um pH

de 7,4 e uma temperatura de 370 C.
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FIGURA 1 - Curvas de dissociagao do oxigenio.
B: normal (Pgy = 27 mmilg).

A e C:ilustram os efeitos sobre a curva (Pg) de
variaqaes da temperatura (°C), pH, PCO,, 2,3-di-
fosfoglicerato (DPG), adenosina trifosfato (ATP)
¢ das ocasionadas pela presenca de meta—hemoglo-
bina (MetHb) e carboxi-hemoglobina (COHb); mos—
tram tambem as alteragoes encontradas com hemo —
globinas anormais.



Alguns fatores, ja de muito conhecidos, que influenciam a
afinidade da hemoglobina e, portanto, alteram a curva de dis-
sociagao do oxigénio, sao o pH (Bokhr et alii, 1904), a temperatu
ra (Barcroft, 1928), apressao parcial de diéxido de carbono (PCO,)
(Margaria, 1957), o mondoxido de carbono (Douglas et alii, 1912) e a
meta-hemoglobina (Darling e Roughton, 1942) (FIG. 1). A hemoglobina
fetal possui maior afinidade que a hemoglobina adulta (Adnselmi
no e Hoffman, 1930).

Varias hemoglobinas anormais possuem alteracoes da afini —
dade por oxigénio. Assim, as hemoglobinas Chesapeake,Capetown,
Yakima, Kempsey, Rainier e Philly (Adamson e Stamatoyannopoulos,
1967; Weatherall, 1969; Oski e Delivoria-Papadopoulos, 1970), possuem
maior afinidade, enquanto que a hemoglobina Seattle tem afini

dade reduzida (Stamatoyannopoulos, 1969) (FIG. 1).

Eritrocitos novos tém uma afinidade por oxigénio diminui-
da (Edvards e Rigas, 1967; Edwards e Cannon, 1970).

Bellingham et alii (1971), encontraram uma correlagao entre
a afinidade (Psy) e a concentragao da hemoglobina corpuscular
média. Entretanto, esta correlagcao nao foi encontrada por ou-
tros pesquisadores em experiéncias "in vitro" (Wranne et alii,
1972) e "in vivo" (Thomas et alii, 1874).

A influéncia dos fosfatos organicos, 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) !, adenosina trifosfato (ATP)! e outros fosfatos so-
bre a afinidade da hemoglobina constituiu-se em uma das mais
importantes descobertas em fisiologia humana nos ultimos anos,

sendo este assunto discutido mais adiante em nosso trabalho.

Na figura 2, é apresentada uma demonstragao esquematica da
influéncia da posicao da curva de dissociagaoc do oxigénio so-

bre a liberacdao de oxigénio aos tecidos. O papel daposigao da

! Embora nao corretas as abrevisturas se levada em conta a grafia portu —
guesa, o uso destas justifica-se pela sua universalizagao.
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FIGURA 2 - Demonstracao esquematica da influencia daposigao
da curva de dissociagao do oxigenio sobre a libe
ragao de oxigenio aos tecidos:

B: curva normal (Pgp= 2/ mmHg)

A: curva desviada para a esquerda (maior afinida
de da hemoglobina por oxigenio - menor forne-
cimento de oxigenio aos tecidos)

C: curva desviada para a direita (menor afinida-

de da hemoglobina por oxigenio - maior forne-
cimento de oxigenio aos tecidos).



curva € manter uma PO, relativamente elevada durante a passa-
gem do sangue pelos vasos capilares. Segundo a lei de difusao
de Fick, a quantidade de oxigénio que se difundira, por minu-
to, do sangue para a mitocondria celular, varia diretamente
com a diferenga de PO, entre os dois pontos. Uma vez gque a PO,
ao nivel da mitocondria & provavelmente menor que 1 mmHg (Chaice
et aliz, 1962), a PO, no capilar determina a diferenca em PO,
entre o sangue capilar e a mitocOndria. Quanto mais elevada,
pois, a PO, no capilar, maior quantidade de oxigénio passara
as células. Um desvio da curva de dissociagao do oxigénio pa-
ra a direita prové uma PO, mais elevada para uma mesma satura
cao do sangue, mantendo, assim, uma liberaqao maior de oxigé-

nio ao longo do capilar.

De Verdier e Garby, 1972, comentam a propdosito de um tra-
balho de Chance et alii (1969), que a mitocondria funciona bem,
mesmo com baixas tensoes de oxigénio, mas que a oxidagao do
microssoma depende da manutencao de uma tensao normal ao nivel
do capilar, podendo-se supor que células com oxidagao normal
da sua -mitocondria podem ter deficiente oxidagao do microssoma.
Uma diminuigcao da oxidagao do microssoma pode nao ser instan-
taneamente letal para a célula, da mesma forma que a diminui-
cao da oxidagao da mitocdndria, mas pode ser letal em prazo

mais longo.

Do ponto de vista tedrico, pois, modificagoes da afinidade
da hemoglobina por oxigénio podem afetar significativamente o
fornecimento de oxigénio tecidual. O desvio da curva de disso
ciagao do oxigénio para a esguerda, refletindo uma menor afi-
nidade, significara um menor aporte de oxigénio, enquanto que
o desvio da curva para a direita, refletindo uma menor afini-
dade, significard um aumento de fornecimento. Como sera visto
adiante, recentes trabalhos experimentais em animais e em se-

res humanos trouxeram suporte a esta conclusao tedrica.

Se por um lado uma menor afinidade da hemoglobina por oxi

génio significa uma vantagem do ponto de vista de fornecimento
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de oxigénio aos tecidos, pode representar uma desvantagem do
ponto de vista de captagao de oxigénio ao nivel pulmonar. Nes
te aspecto, a forma sigmoide da curva de dissociacao (FIG. 2)
implica numa excepcional vantagem, pois a partir de uma PO, de
60 mmHg a saturagao da hemoglobina é quase 100%, independente
mente de desvios da curva. Sendo a PO, alveolar, no individuo
que inspira ar atmosférico, ao redor de 100 mmHg, ha uma boa
margem de seguranga, ficando a hemoglobina quase totalmente

saturada desde que a PO, alveolar nao caia a niveis criticos.

2,3-DIFOSFOGLICERATO E SUA INFLUENCIA SOBRE A
AFINIDADE DA HEMOGLOBINA POR OXIGENIO

Ja em 1921, Adair et alii mencionavam suas suspeitas dae-
xisténcia de uma terceira substdncia fazendo parte do comple-
xo hemoglobina-oxigénio. Estas suspeitas foram varias vezes
levantadas, subsequentemente, por aqueles que observaram que
~solugoes de hemoglobina livre tinham maior afinidade por oxi-
génio que o sangue total ou solucgoes de eritrbcitos intactos
(Christensen e Dill, 1935; Allen et alii, 1953).

Por outro lado, Greenwald (1925) e Guest e Rapoport (1939) de
monstraram a existéncia de elevadas concentragoes de 2,3—di-
fosfoglicerato em eritrocitos de mamiferos, incluindo seres
humanos. Guest (1942) demonstrou, subseqientemente, que a con-
centracao de 2,3-DPG é equimolar a da hemoglobina no eritroci

to.

Estes achados sO passaram a ter real significado recente-
mente, gquando Benesch e Benesch (1367) e Chanutin e Curnish
(1967), estudando o efeito deste fosfato organico sobre a curva
de dissociagao do oxigénio, descobriram ser ele um poderoso
regulador da afinidade da hemoglobina. Estes autores determi-

naram a curva de dissociagao de solugoOes de hemoglobina livre,
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adicionaram quantidades progressivas de 2,3-DPG, e observaram
um concomitante deslocamento da curva para a direita, indican
do uma diminuigao da afinidade da hemoglobina por oxigénio.As
sim, sabe-se hoje que este fosfato organico funciona como um
co-fator essencial no transporte de oxigénio no sangue, ligan
do-se a desOxi-hemoglobina, reagao esta que inibe a ligacao
mas facilita a liberagao de oxigénio aos tecidos (Benesch et
alit, 1968 e Benesch, 1969).

Segundo Benesch e Benesch (7969), a seguinte reagao pode

ser descrita:

2,3-DPG*Hb + 0, =—= Hb-+0; + 2,3-DPG

Além da ligagao com a desOxi-hemoglobina, outro mecanismo
pelo qual o 2,3-DPG determina a redugao da afinidade da hemo-
globina por oxigénio é através da baixa que produz no pH eri-
trocitario (Battaglia et alii, 1970; Duhm, 1972). A afinidade & di-

minuida através do efeito Bohr.

Benesch et alii (1968) concluiram que somente a desoxi-he-
moglobina reage com o 2,3-DPG. Entretanto, outros estudos su-
gerem que também a Oxi-hemoglobina pode ligar-se a pequenas
quantidades deste fosfato organico (Chanutin e Hermann, 1969 ;Garby
e De Verdier, 1971; Caldvel e Nagel, 1973), mas Brewer (1974) afirma que

esta ligagao nao tem significagao fisiolbgica.

A relagao gquantitativa entre 2,3-DPG e a afinidade da he-
moglobina por oxigénio foi determinada (Duwhm, 1972). Cada au —
mento de 0,4 mM na concentragao de 2,3-DPG eritrocitario cor-

responde a um aumento de 1,0 mmiHg na Psp .

O 2,3-DPG eritrocitario & um produto da glicélise eritro-
citaria (FIG. 3), produzido através do desvio de Rapoport —
Luebering (FIG. 4). Este desvio leva a formagao de 2,3-DPG a
partir de 1l,3-difosfoglicerato, por agao da enzima 2,3-difos-

foglicerato mutase. O 2,3-DPG é entao hidrolizado a 3-fosfo —

12



FRUTOSE FIGURA 3 - Metabolismo do eritrocito
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glicerato e fosfato inorganico, através da enzima 2,3-difosfo
glicerato fosfatase.

A intensidade da glicdlise no eritrocito esta sob constan
te inibigao através da limitagao de certas enzimas controlado
ras (Yoshikawa e Minakami, 1968; Rapoport, 1970). Segundo Yoshikawa,
o controle é exercido primariamente ao nivel das enzimas hexo

quinase, fosfofrutoquinase e piruvato quinase.

Varios mecanismos podem ser responsaveis pelas alteragoes
nos niveis de 2,3-DPG eritrocitario. Pode haver um aumento glo
bal da intensidade da glicolise, um aumento da conversao de
1,3-difosfoglicerato a 2,3-DPG, uma diminuigao da degradag"éo
de 2,3-DPG em 3-fosfoglicerato, um bloqueio na via metabdlica
posterior a 3-fosfoglicerato, uma modificagao da intensidade
do fluxo através do desvio das pentoses ou combinacoes destes

varios mecanismos (Brewer, 1974).

Os trabalhos de Rose (1968) com 2,3-difosfoglicerato muta-
se, sugerem que O 2,3-DPG & um potente inibidor desta engzima.
Deste modo, o nli =1 de 2,3-DPG livre (nao ligado a hemoglobi-
na) seria um fator importante na regulagao de sua formagao,
determinando a quantidade de 1,3-difosfoglicerato gue seguira
o desvio de Rapoport-Luebering. Ao ligar-se o 2,3-DPG com a
hemoglobina, cessa a inibicao da enzima 2,3-difosfoglicerato
mutase, pois seu produto & deslocado. Isto estimularia nova
formagao de 2,3-DPG. Este mecanismo foi sugerido paraexplicar
a elevagao das concentragoes de 2,3-DPG eritrocitario que ocor
re na hipoxia, pois nesta circunstancia, o 2,3-DPG livre liga
se a desOxi-hemoglobina. Isto tem sido questionado por alguns
pesquisadores (Duhm e Gerlach, 1971; Rorth, 1972) e,segundo Brewer
(1969), o 2,3-DPG inibe outras enzimas glicoliticas, tais como
a hexoquinase. Segundo Brewer (1874), o aumento global da in —
tensidade da glicOlise, controlada pela hexoquinase, fosfofru
toquinase e possivelmente a piruvato quinase, constitui-se no
mais importante fator para o aumento do 2,3-DPG na hipdxia,com

efeitos sobre as enzimas do desvio de Rapoport-Luebering (di-
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fosfoglicerato mutase e difosfoglicerato fosfatase), como fa-
tores moduladores adicionais. Um dos fatores que influenciama
atividade da hexoquinase & sua inibigao por seu produto, agli
cose-6-fosfato (Rose e 0’Connell, 1964). Por outro lado, o fosfato
inorganico & um importante ativador da hexoquinase, limitando

sua inibicao pela glicose-6-fosfato (Rose et alii, 1964).

O pH & o fator mais importante na regulagao dos niveis de
2,3-DPG eritrocitario. O aumento do pH estimula a glicolise,
aumentando a concentragao de 2,3-DPG no eritrbécito, enquanto
que a baixa do pH produz uma diminuigao da concentragao
deste fosfato organico (Chapman et alii, 1962; Minakami e Yoshika
wa, 1966). Os mesmos Minakami e Yoshikawa (1966), sugerem que O
pH atue ao nivel da fosfofrutoquinase, uma vez que os produ —
tos do ciclo glicolitico anteriores a fosfofrutoquinase dimi-
nuem e os produtos subsegientes aumentam com a elevagéo do pH.
O pH atua também ao nivel da difosfoglicerato mutase, alteran
do o equilibrio entre 1,3-difosfoglicerato e 2,3-DPG (Minakamt,

1969 e Rapoport et alit, 1272).

O fosfato inorganico altera as concentragﬁes de 2,3-DPG e
ritrocitario. A diminuigao deste fosfato no sangue, determina
uma queda nas concentragoes de 2,3-DPG (Lichtman et alii, 1971;
Travis et alii, 1971; Eheldon, 1972), com redugao significativa da
afinidade da hemoglobina por oxigZnio. Por outro lado, a ele-
vacao dos niveis de fosfato inorganico estimula a glicdlise ,
elevando o 2,3-DPG eritrocitario (Fose e Warms, 1966). Ha evidén
cias de que o fosfato inorganico age ao nivel das enzimas fos

fofrutoquinase e hexoguinase.

Alguns defeitos hereditarios do metabolismo do eritrocito,
caracterizados por deficiéncias de enzimas intermediarias da
glicdlise, podem alterar os niveis de 2,3-DPG eritrocitario.
Se a deficiéncia enzimatica estd localizada antes da formagao
de 2,3-DPG, as Concentragaes deste tenderao a ser diminuidas.
A deficiéncia de hexoguinase & um exemplo desta condigao (De-
Livoria-Papadopoulos et alii, 1969). Entretanto, se a deficiéncia

16



enzimatica & posterior a formagao de 2,3-DPG, o nivel deste
fosfato organico tende a ser elevado. Na deficiénciade piruva
to Juinase, ha aumento do 2,3-DPG com concomitante aumento da
Pso (Keitt, 1966; Delivoria-Papadopoulos et alii, 1970; Oski e Delivoria—
Papadopoulos, 1970; Oski et alii, 1971).

Varias situagoes tém sido descritas em que ocorrem altera
¢oes da concentragao de 2,3-DPG eritrocitario. Bunn et alii
(1969) e Haidas et alii (1971) observaram uma maior concentra-
¢ao de 2,3-DPG em eritrbcitos novos, provavelmente porque a
atividade de certas enzimas eritrocitarias diminui com o enve
lhecimento dos eritrdcitos. Na policitemia vera, o 2,3-DPG e-
ritrocitario foi encontrado diminuido por alguns pesquisado —
res (Hakim et alii, 1972) e normal por outros (Hjelm, 1972; Valeri
et alit, 1972). Entretanto, na policitemia experimental, Duhm e

Gerlach (1971) encontraram concentragoes baixas.

A hiperoxigenag¢ao hiperbarica do sangue (Astrup et alii, 1968;
Rorth, 1972), é também uma condigao associada a diminuigcao de
2,3-DPG eritrocitario. O exercicio fisico, por outro lado,pro
duz aumento de 2,3-DPG (Eaton et alii, 1969; Faulkner et alii, 1970;
Shappel et alii, 1971; Austin et alii, 1973). Da mesma forma, a gra-
videz acompanha-se de elevagcao do 2,3-DPG eritrocitario (Rorth
e Bille Brahe, 1971). Além disto, Mills et alii (1961) comunica —
ram elevagao de 2,3-DPG em pacientecs com cancer.

Varios horménios influem também na concentragao de 2,3-DPG
eritrocitario. A administracgao de andrdogenos produz aumento de
2,3-DPG (Parker et alii, 1972). Trabalhos experimentais de Snyder
e Reddy (1970) mostraram que a triiodotironina eleva o 2,3-DPG
eritrocitario. Além disto, valores elevados foram encontrados
em pacientes com hipertireoidismo (Miller et alii, 1370). Da mesma
forma, Rorth (1972) encontrou aumento do 2,3-DPG emexperiéncias
"in vitro" com a prostaglandina E,. Por outro lado, pacientes
com pan-hipopituitarismo podem ter baixos niveis deste fosfato
organico (Rodrigues e Shahidi, 1971).
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Os niveis de 2,3-DPG eritrocitario sao mais elevados em
mulheres do que em homens (Arturson e Robert, 1971) , devido a um
maior consumo de glicose no eritrécito feminino (Brewer et aliZ,
1970).

A procura do local de ligagao do 2,3-DPG com a hemoglobi-
na, levou Benesch et alii (1968) a testar isoladamente as ca-
deias alfa e beta da hemoglobina humana em sua reatividade com
este fosfato organico. Observaram entao que o 2,3-DPG reage
com a cadeia beta na proporcao de 1/4 de mol para cada cadeia
beta. A cadeia alfa nao reage com o 2,3-DPG. Concluiram entao
que a ligacao deveria se fazer em algum ponto das cadeias be-
ta da desOxi-hemoglobina, uma vez que somente esta mostrou-se
capaz de reagir significativamente com o 2,3-DPG. Perutz e Leh
mann (1968) sugeriram que o local mais provavel seria a cavida-
de central do eixo de simetria, que se sabe possuir varios ami
no-acidos basicos. Sendo o 2,3-DPG um anion forte, poderia 1i
gar-se eletrostaticamente com estes amino-acidos, carregados
positivamente. O conhecimento de que a entrada da cavidade cen
tral da hemoglobina é maior na forma de desoxi-hemoglobina do
que na forma de ¢xi-hemoglobina (que nao permite a entrada de
uma molécula de 2,3-DPG), parece explicar o porque da diferen
¢a na reag:'éo com as duas formas (Muirhead e Perutz, 1963; Muivhead
et alii, 1967).

De Verdier e Garby (1969) sugeriram que a histidina beta-143
Z o sitio mais provavel para a ligagao da hemoglobina com o
2,3-DPG. Este amino-acido esta localizado na entrada da cavi-
dade central e, sendo seu imidazol carregado positivamente,po
deria ligar-se eletrostaticamente com anions como o 2,3-DPG .
O amino-acido histidina beta-143 nao pode, entretanto, ser o
Unico local de fixagao deste fosfato organico, pois a hemoglo
bina fetal, que possui cadeias gama em vez de beta, tendo um
residuo de serina nao ionizado em lugar da histidina, mostra
alguma reatividade com o 2,3-DPG. Muirhead et alii (1967) e Pe
rutz et alii (1970), através de estudos cristalograficos, con —

cluiram que, além da histidina beta-143, a valina-l e a lisi
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na-82 devem ser outros pontos de fixagao do 2,3-DPG na hemo —
globina.

O mecanismo pelo qual o 2,3-DPG altera a afinidade da he-
moglobina por oxigénio parece ser o seguinte: ligando-se a he
moglobina em sua cavidade central, a molécula de 2,3-DPG for-
¢a a hemoglobina a adotar uma conformagao semelhante a da de-
sOxi-hemoglobina, expulsando o oxigénio. Por outro lado, uma
elevagao da PO, do sangue aumenta a oxigenagao da molécula,
provocando a saida do 2,3-DPG (Brewer, 1974).

A AFINIDADE POR OXIGENIO DA HEMOGLOBINA FETAL

Em 1930, Anselmino e Hoffman observaram que o sangue fetal
apresentava uma -~finidade por oxigénio maior do que a do san-
gue materno. Este caracteristico desvio da curva de dissocia-
gao 4o oxigénio do sangue fetal para a esquerda, emrelacao ao
sangue do adulto, € mostrado na figura 5.

Allen et alii, em 1953, demonstraram que solugoes dialisa
das de hemoglobina fetal e de hemoglobina adulta tinham a mes
ma afinidade por oxigénio e concluiram que a diferenga nas cur
vas de dissociagao dos dois tipos de sangue nao podia ser a —
tribuida a hemoglobina, mas que um outro fator, nointerior do
eritrocito, devia ser o responsével.

A descoberta de que os fosfatos organicos reduziam a afi-
nidade da hemoglobina por oxigénio, levou imediatamente a sus
peita de que o desvio para a esquerda da curva do sangue fetal
poderia ser conseqiiéncia de uma menor concentragcao destes fos
fatos no eritrdocito fetal. Entretanto, logo ficouevidente nao
haver diferengas significativas nas concentragoes destes nos
eritrocitos adultos e fetais. A explicacao para este fendmeno

veio com a demonstracao, por varios investigadores, de que a
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FIGURA 5 - A curva de dissociagao do oxigenio do sangue fe-
tal (F) em relacao a curva do sangue do adulto
(A). O caracteristico desvio da curva para a es-
querda & devido a menor reatividade da hemoglobi
na fetal com o 2,3-difosfoglicerato.
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afinidade do 2,3-DPG pela hemoglobina fetal era menor do que
pela hemoglobina adulta, nao produzindo, pois, o mesmo efeito
sobre a curva de dissociagao do oxigénio quando adicionado ou
retirado das solugoes de hemoglobina fetal (Bauer et alii, 1968;
Tyuma e Shimizu, 1969; DeVerdier e Garby, 1969). Esta diferenga emrea
tividade tem sido atribuida ao fato de que as cadeias gama da
hemoglobina fetal nao possuem residuo de histidina, onde se
cré ocorrer a principal ligagao do 2,3-DPG nas cadeias beta
(Bunn e Briehl, 1370).

A hemoglobina F,, um dos componentes hemoglobinicos:k:sag
gue fetal, correspondente acercade 10% da hemoglobina do feto,
nao mostra nenhuma reacao com o 2,3-DPG, enquanto que a hemo-
globina F;; , o principal compu:..nte da hemoglobina fetal, apre
senta alguma reagao, embora bem inferior & da hemoglobina a-
dulta. A uUnica diferenga entre as hemoglobinas F; e F, reside
nos grupos aminc N-terminais das cadeias gama que sao blogquea
dos por grupos acelbil na hemoglobina F; e que estao livres na
hemoglobina Fy (Schroeder et alit, 1962; Huehns e Shooter, 1966).

A P5y do sangue fetal, refletindo sua curva de dissociagao
do oxigénio, € de cerca de 20 mmHg (Delivoria-Papadopoulos e Oski,
1970). Apds o nascimento, a medida que o tempo passa, a hemo —
globina fetal vai sendo substituida por hemoglobina adulta,
ocorrendo um aumento progressivo da Psy até niveis adultos
(Fiori et alii, 1970) (FIG. 6), o que acontece ao redor de 4 a6 me
ses de idade (Delivoria-Papadopoulos e Oski, 1970; Oski, 1973) (FIG. 7).

A Psy correlaciona-se mais significativamente com o produto
da percentagem da hemoglobina adulta multiplicado pela concen
tragao de 2,3-DPG eritrocitario ({2,3-DPG} x %HbA). Delivoria
Papadopoulos e Oski (1970) chamaram este produto de "fragao a-
tiva de 2,3-DPG", enfatizando a importancia de ambos os fato-

res na determinagao da Psp.

Orzalesi e Hay (1971), entretanto, considerando que a hemo

globina fetal reage parcialmente com o 2,3-DPG e que o efeito
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"in vitro" deste fosfato organico sobre a P, da hemoglobina
fetal & de 40% do efeito sobre a hemoglobina adulta, estabele
ceram o conceito de "fracao efetiva de 2,3-DPG" - {2,3-DPG} x
x (%¥HbA + 0,4 x %HbF) -, aparentemente ainda mais preciso que
o anterior.

Como referido anteriormente e discutido mais adiante, ahi
poxia produz elevagao dos niveis de 2,3-DPG e um conseqiiente
desvio da curva de dissociagao do oxigénio para a direita,per
mitindo assim uma melhor liberacao de oxigénio aos tecidos. No
recém-nascido isto nao ocorre, conforme foi demonstrado "in vi
tro" e "in vivo" por Oski et alii (1970). O sangue fetal pois,
pela sua baixa Pgsy, além de liberar menos oxigénio aos tecidos
gque o sangue do adulto, nao possui este mecanismo de adaptagao
a hipoxia, como ocorre em idades posteriores. Entretanto,esta
maior afinidade do sangue fetal podera constituir-se em uma
vantagem "in utero", facilitando a captagao do oxigénio libe-
rado pelo sangue materno ao nivel da placenta, que como se viu
anteriormente, tem uma afinidade diminuida durante o periodo
de gravidez, provavelmente para facilitar a transferéncia de

oxigenio ao feto.

Estudos feitos em cordeiros submetidos a transfusoes intra
uterinas com sangue de adulto da mesma espécie, parecem de —
monstrar que um certo estado hipdxico € desencadeauo (Battaglia
et alit, 1969). De qualquer forma, o desvio para a esquerda da
curva de dissociagao do oxigénio do feto "in Utero" nao pare-
ce ser crucial, porque transfusocesintra-uterinas, que produzem
um desvio da curva fetal para a posigao da curva do adulto,
parecem nao comprometer fetos humanos (Novy et alii, 1971). Além
disso, tem sido comunicados casos de recém-nascidos normais,
de maes com hemoglobinas anormais, cujo sangue tinha afinida-

de por oxigeénio maior gque o sangue do filho (Parer, 1970).

Se por um lado a hemoglobina fetal, com maior afinidade,a
presentaria vantagens para o feto no utero materno, este tipo

de sangue poderia ser desvantajoso para o recém-nascido, uma
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vez que esta hemoglobina libera menos oxigénio aos tecidos,
enquanto que o problema da captagao desaparece ao ser trocada
a placenta pelo pulmao, como Orgao oxigenador. Estudos experi
mentais em animais (Battaglia et alii, 1969; Delivoria-Papadopoulos et
alii, 1971), mostraram que a substituicao do sangue fetal por
sangue do animal adulto, produz uma elevagao da pressao parcial
de oxigénio do sangue venoso misto.

2,3-DIFOSFOGLICERATO E A AFINIDADE DA HEMOGLOBINA
NA OXIGENAGAO SANGUINEA ANORMAL E NA ACIDOSE

Keys et alii, em 1936, comunicaram alteragaes da curva de
dissociagao do oxigénio ocasionadas pela altitude. Mais de 30
anos depois, Claude Lenfant et alii (1968) realizaram uma classi
ca experiencia, levando 7 pessoas residentes ao nivel do mar,
em Lima, Peru, a uma altitude de 4.530 metros, em um periodo
de menos de 24 horas. Durante a subida, houve progressiva ele
vagao do 2,3-DPG eritrocitario, com paralelo desvio da curva
de dissociagao do oxigénio para a direita. Ao contrario, na
descida, houve uma queda na concentraqio de 2,3-DPG e um re-

torno da curva ao normal.

Em 1970, o mesmo Lenfant, com outro grupo de pesquisado —
res, refez esta experiéncia, levando a uma alta montanha um
grupo de individuos tornados acidoticos pela ingestao de ace-
tazolamida. Os individuos com sangue nao previamente acidifi-
cado apresentaram, ao subir, alcalose respiratoria com eleva-
cao do 2,3-DPG eritrocitario e desvio da curva de dissociagao
do oxigenio para a direita, enguanto que aqueles tornados aci
doticos, nao tiveram aumento significativo do pH nem elevagéo
das concentragoes de 2,3-DPG e alteragoes da curva de disso —
ciagao. A luz destes dados, sugerem Us autores que a diminui-
¢ao da afinidade da hemoglobina por oxigénio na hipoxia da al

titude é mediada pelo 2,3-DPG eritrocitario, mas que a eleva-
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¢ao deste fosfato organico é desencadeada por um aumento do pH.
Mais recentemente, Rorth et alii (1972), sugeriram que uma subs
tancia oxidante desconhecida, liberada pelo organismo durante
o exercicio, possa ser um co-fator para a elevagao da concen-
tragao do 2,3-DPG eritrocitdrio na adaptagao do individuo a al
titude.

Eaton et alii (1969) e Torrance et alii (1970) confirmaramos
achados de Lenfant, mostrando que individuos gque vivem em gran
des altitudes tem um 2,3-DPG eritrocitario mais elevado do que
0s que vivem em baixa altitude, tendo pois uma afinidade da he
moglobina por oxigénio diminuida e, conseqgiientemente, uma li-
beracao de oxigénio aos tecidos facilitada. Em vista de que
este desvio da curva de dissociagao do oxigénio para adireita
reduz sua captagao ao nivel dos pulmoes, diminuindo assim asa
turagao do sangue arterial, os beneficios de uma liberacao fa
cilitada ao nivel dos tecidos ficam prejudicados. Segundo cal
culos feitos por Torrance et alii (1970), individuos que residem
a 4.000 metros de altura tem uma PO; arterial ao redor de 48
mmHg e uma PO; do sangue venoso misto de 34 mmHg (normal: 38
a 40 mmHg). A PO; do sangue venoso misto seria de 27 mmHg (7
mmHg a menos), se nao houvessem mecanismos de adaptagéo-taiscgl
mo hiperventilacao, policitemia e um aumento de 2 mmHg naPsg .
O aumento da Psg produziria um aumento de 2 mmHg na PO, do san-
gue venoso misto, enquanto os outros fatores seriam responsa-

veis pelos outros 5 mmHg.

Ja nas primeiras décadas deste século, alguns eméritos pes
quisadores haviam demonstrado que em situagoes clinicas asso-
ciadas a hipdxia, a curva de dissociagao do oxigénio desviava
se para a direita, refletindo assim uma menor afinidade da he
moglobina por oxigénio e, aparentemente, permitindo um melhor
fornecimento de oxigénio aos tecidos (Hasselbach et alii, 1917 ;
Richard e Strauss, 1927). Mais recentemente, varios pesquisadores
encontraram um 2,3-DPG eritrocitdrio aumentado e uma afinida-
de da hemoglobina diminuida em pacientes com pneumopatias as-
sociadas a hipdxia (Edwards et alit, 1968; Lenfant et alii,1969; Oski
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et alii, 1969; Weiss e Desforges, 1972; Edvards e Canon, 1972). Os olEd
mos autores observaram que alguns pacientes apresentavam pou-
ca ou nenhuma elevagéo do 2,3-DPG. Isto se deve, provavelmen-
te, & acidose gue ocorre freqlientemente nestes pacientes e que

tende a reduzir a concentragao de 2,3-DPG eritrocitario.

Em 1950, Morse et alii observaram um desvio para adireita
da curva de dissociagao do oxigénio em pacientes com cardiopa
tia congénita ciandtica. Posteriormente ao conhecimento da a-
g¢ao do 2,3-DPG sobre a afinidade da hemoglobina, Oski et alii
(1970) repetiram este trabalho, encontrando um aumento do 2,3-
DPG e a mesma diminuigao da afinidade verificada pelos primei

ros autores.

A anemia & também acompanhada de desvio da curva de disso
ciagao do oxigénio para a direita (Richards e Strauss, 19827 3
Kennedy e Valtis, 1954; Mulhausen et alii, 1967). A associagao deste
desvio com elevac¢ao dos niveis de 2,3-DPG eritrocitario, foi
amplamente demonstrada por Valeri e Fortier (1969), Huehns e
Bellingham (1969) e Torrance et alii (1970). Além disso, Eaton
e Brewer (1968), Hjelm (1969) e Torrance et alii (1970), encon —
traram uma correlagao inversa entre 2,3-DPG e concentracao de
hemoglobina. Estes achados sugerem que o sangue de individuco.
normais €& programado para um fornecimento normal de oxigénio
aos tecidos, fazendo ajustamentos nos niveis de uma variavel
para compensar a outra. Individuos programados para possuirem
uma taxa relativamente baixa ou alta de hemoglobina teriam um
metabolismo eritrocitario programado para altos ou baixos ni-
veis de 2,3-DPG, enquanto que individuos com altas ou baixas
concentragoes de 2,3-DPG, estariam programados para baixos ou
altos niveis de hemoglobina no sangue. A correlagao inversa
entre hemoglobina e 2,3-DPG eritrocitario nao foi encontrada
por outros pesquisadores ao estudarem pacientes com anemia

ferropriva (Slaws™; e Desforges, 1972).

O trabalho experimental de Thomas et alii (1974) em caes,

mostrou que o 2,3-DPG e a Py, se correlacionavam inversamente

27



com a concentragao de hemoglobina e com a saturacao do sangue
venoso misto, sugerindo que nos pacientes com anemia, a dessa
turagao do sangue venoso & a responsavel pelo aumento do 2,3-
DPG eritrocitario e o consequente desvio da curva de dissocia
gao do oxigénio para a direita.

Pacientes com cirrose hepética apresentam, da mesma forma,
aumento do 2,3-DPG e da Pgsy (Keys e Snell, 1938; Hurt e Chanutin,
1965; Caldvell et alit, 1965; Mulhausen et alit, 1967; Astrup e Rorth,
1973). Embora o exato mecanismo deste aumento nao esteja total
mente claro, aparentemente a anemia e a alcalose metabolica
que usualmente acompanham esta hepatopatia sao, pelo menos em

parte, responsaveis pelo fendmeno (Thomas et alii, 1970).

Da mesma maneira que ocorre "in vivo", a hipoxia produz ele
vagao do 2,3-DPG eritrocitario em experiéncias "in vitro" (4sa
kura et alit, 1966; Caldvell et alii, 1973).

O mecanismo pelo qual a hipdxia estimula a formagao de
2,3-DPG nao estéd totalmente compreendido. Além da ligacao com
a deséxi-hemoglobina, ja mencionada anteriormente, outro meca
nismo importante parece ser o aumento do pH eritrocitario
quando a hemoglobina € desoxigenada, o que produziria um esti
mulo a glicdlise (4sakura et alii, 1966; Rorth, 1969; Astrup, 1970;
Duhm e Gerlach, 1971).

Todas estas observagoes levaram a compreensao de que o 2,3-
DPG e outros fosfatos organicos em menor grau, alterando a a-
finidade da hemoglobina por oxigénio, eram responsaveis por um
extraordinario mecanismo de adaptacao a hipdxia, abrindo - se

pois novas perspectivas ao estudo da fisiologia humana.

Ja em 1939, Rapoport e Guest observaram, através de expe-
riéncias "in vitro", que a acidificagao do sangue produzia uma
queda na concentragao de 2,3-DPG eritrocitario. Subseqliente —
mente, mostraram uma diminuigao do 2,3-DPG em um voluntario,

cujo sangue foi acidificado até um pH de 7,06 , através da in-
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gestao de cloreto de amonio (Guest ¢ Rapoport, 1939). Uma queda si
milar foi observada pelos mesmos autores em um paciente com a
cidose diabética e em um lactente com gastroenterite e acido-
se. Asakura et alii (71966), em um estudo mais extenso "in wvi-
tro" e variando o pH de 6,5 a 9,0 , mostrou uma correlagcao li-
near entre pH e 2,3-DPG, obtendo valores maximos deste fosfa-
to organico com um pH de 8,0 a 8,2. Os trabalhos de Rorth(19¢3)

e Bellingham et alii (i971), confirmaram estes achados.

Ha pois dois tipos de acao do pH sobre a afinidade da he-
moglobina: um imediato, conhecido desde 1904 através da obser
vagao classica de Bohr et alii (ver FIG. 1); outro mais lento e
progressivo, em sentido oposto, recentemente demonstrado, atra
vés do efeito sobre as concentragoes de 2,3-DPGeritrocitario.
Esta fungao regulatdria do pH sobre a afinidade do sangue le-
vou Astrup a afirmar em editorial no New England Journal of
Medicine (1970):

"Esta conexao entre o efeito do pH sobre a afinidade
da hemoglobina por oxigenio e sua relacao com um ajustamento
auto-regulado da liberacao de oxigenio para os tecidos, pode
ser a explicagau do porque da manutencao de um pHnoplasma e
no eritrocito dos organismos vivos dentro de limites tao es-
treitos, um fato que até agora tem sido uma interrogacao para
muitos."

A"DOENGA DA MEMBRANA HIALINA™2

Extensas revisoes sobre a Doenga da Membrana Hialina foram
feitas nos Ultimos anos por Gregg e Bernstein, 1961, Rudolph
e Yuan, 1966, Sinclair, 1966, Nelson, 1970, Reynolds, 1970 ,

2 p autor prefere, no momento, esta denominaqéo por ter sido consagrada
pelo uso e ser universalmente entendida. Em 1959, um simpdsio interna-
cional tentou estabelecer um Unico nome para a doenga, tendo vencido no
final da votagao adenominagao "Idiopathic Respiratory Distress Syndrome
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Auld, 1973, Gluck e Kulovich, 1973, Simpson, 1974 e Stahlman,
1975. Trata-se de uma doenga de incidéncia universal, ocorren
do quase que exclusivamente em recém-nascidos prematuros, so-
bretudo na faixa de 28 a 32 semanas de gestacao.E acausa mais
importante de morte neonatal precoce na maioria das maternida

des americanas e européias.

A maior parte dos recém-nascidos mostram sinais de asfixia
ao nascer. Quando a dificuldade respiratdria nao esta presente
nos minutos que se seguem ao nascimento, & quase que invaria-
velmente evidente ao fim da primeira hora de vida. Sao marcan
tes a retragao da caixa toracica na inspiragao, o gemido expi
ratorio, a freqliéncia respiratdoria elevada e a cianose genera
liz~Z7a em ar ambiente. A ausculta pulmonar revela um murmario
vesicular simetricamente diminuido e rude, podendo ser ouvi —
dos estertores umidos finos em ambos os pulmoes. Crises de
apnéia sao freqlientes, sobretudo nos prematuros de mais baixo
peso. E também fregliente a ocorréncia de edema, oliguria e hi
potensao. A PO, arterial é baixa, nao se obtendo eleva96e51nu£
to significativas com o uso de altas concentragoes de oxigé-
nio. Ocorrem graus variados de acidose respiratdria e metabo-

lica.

Radiologicamente, encontra-se um padrao reticulo-granulado

of the Newborn" (Rudolph e Smith, 1960). Entretanto, a meioria dos neo-
natologistas passou ausar uma forma mais abreviada: ""Respiratory Distress
Syndrome" (RDS). Para o portugues, a doenga foi traduzida como "Sindrome
de Angustia Respiratoria Idiopatica'", provavelmente buscando uma sigla
de facil memorizagado e utilizagao (SARI). Outros a traduziram para"Sin-
drome de Desconforto Respiratorio do Recem-nascido” (SDRI). A palavra in-
glesa "distress" tem uma conotagao mais ampla que a palavra portuguesa
angustia, que exprime umasituagao basicamente psicologica (grande afli-
Gao, desgosto, ansiedade com opressao, agonia - Aurélio Buarque de Hol-
landa Ferreira, 1972), certamente nao adequada a uma dificuldade respi-
ratdria mecanica de grande intensidade de um recém-nascido. A tradugao
de "distress” como desconforto (falta de conforto, desconsolo), parece
mais inadeguada. Acrescente-se o fato de que a adjetivagac "idiopatica”
nao tem mais sentido, uma vez que a causa da doenga ¢ hoje perfeitamen-
te conhecida. Gluck et alii, em 1972, propos atroca do nome para "Difi-
culdade Respiratoria do Desenvolvimento'", de acordo com sua teoria de
gue nao se trata de uma doenga propriamente dita, mas um fenomeno do
desenvolvimento.
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difuso, presente em ambos os campos pulmonares, dando o clas-
sico aspecto de "vidro esmerilhado". Ha variagoes do grau de
opacidade pulmonar, sendo que nos casos mais graves pode — se
observar opacificagao completa dos pulmGes. A presenga de bron
cograma aéreo & caracteristica.

O pico da intensidade dos sinais clinicos ocorre no 29 ou
3? dia de vida, havendo nos sobreviventes uma melhora progres
siva a partir de 72 horas, com recuperagao usualmente comple-
ta entre uma e duas semanas. E relativamente pequena a inci —
déncia de seqglielas nos que sobrevivem e que sao adequadamente
tratados.

A causa da doenga & uma atelectasia expiratéria: cada vez
que O recém-nascido expira, o pulmao colapsa, requerendo gran
de pressao para reabrir os alvéolos. Esta atelectasia & oca —
sionada pela falta de substancias redutoras da tensao superfi
cial, que forram os alvéolos dos pulmoes que atingem a maturi
dade. A atelectasia faz com que grande parte do sangue que pas
sa pelos pulmdes nao se oxigene. Ha hipoperfusao pulmonar em
conseqliéncia de vascconstrigao arteriolar pulmonar pela acido
se, hipovolemia e choque. O aumento da resisténcia vascular
pulmonar produz "shunts" da direita para a esquerda através do

foramen oval, ductus arterioso e dos proprios pulmoes

Desde que a Doenc¢a da Membrana Hialina do recém-nascido €&
usualmente acompanhada de acentuada hipdxia e acidose, este
trabalho foi planejado para determinar suas conseqliéncias so-

bre os niveis de 2,3-DPG eritrocitario.
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MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho?®, foram estudados vinte e dois
(22) recém-nascidos prematuros, sendo que onze (11) deles eram
portadores de quadro clinico e radiolégico caracteristicos da
Doenga da Membrana Hialina (Grupo A), enquanto que 0s outros
onze (l1l) nao apresentavam quaisquer manifestacoes clinicas de
doenca (Grupo B).

O Grupo A foi acompanhado desde o primeiro dia de vida ateé
a morte ou até sua recuperagao completa. O critério clinico pa
ra o diagndstico da Doenga da Membrana Hialina foi a presenca
dos seguintes sinais: gemido expiratdorio, taquipnéia (mais do
gque 60 movimentos respiratérios por minuto), retragéo costal
e esternal e cianocose de tipo central em ar ambiental. O crité
rio radioldogico foi a presenga de um padrao reticulo-granula-

do difuso em ambos o0s campos pulmonares e broncograma aéreo.

A doenga era classificada como leve, se a acidose fosse le
ve (pH acima de 7,25) ou inexistente apds as primeiras horas
de vida e o paciente nao requeresse concentracoes de oxigénio
ambiental maiores do que 40%. A doenga era considerada de mo-
derada gravidade, se ocorresse acidose importante (pH abaixo
de 7,25) apos as primeiras horas, e/ou se fosse necessaria a
administragao de concentragoes de oxigénio acima de 40%, nao

requerendo porém a instalagao de um respirador. Os pacientes

3 Este trabalho foi realizado no "Neonatal Research Laboratory”, Boston
Lying-in Hospital, Harvard Medical School, em Boston, Massachusetts.
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eram catalogados como portadores de doenga muito grave, quando
necessitassem de assisténcia ventilatdria. Alguns dados clini
cos referentes a estes prematuros, tais como idade gestacio-
nal, peso ao nascer, contagem de Apgar e resultado final en-
contram-se no Quadro I “.

Todos os prematuros tiveram sua artéria umbilical catete-
rizada segundo a técnica descrita por Cochran et alii (7968).
Através deste cateter, sangue arterial era retirado com a fre
gliéncia requerida pela condigao clinica do paciente, para de-
terminagoes do pH, PO,, PCO,, hematécrito e 2,3-difosfoglice-

rato eritrocitario.

Para a gasometria arterial e hematdcrito, um centimetro
cuibico de sangue era colhido® em seringa cujo espago morto ha
via sido preenchido por heparina. A extremidade era obturada
e a seringa colocada em um recipiente contendo gelo picado. As
determinagOes eram realizadas dentro de 10 minutos da coleta
do sangue, sendo utilizado um sistema padrao de eletrodos (IL,
modelo n? 113)°®. O hematdcrito era também determinado com es-

te mesmo sangue numa centrifuga microcapilar’.

Simultaneamente, em outra seringa heparinizada, era colhi
do um centimetro cibico de sangue paradeterminagao do 2,3-DPG
eritrocitario. Esta amostra de sangue era imediatamente colo-
cada em um mililitro de acido tricloroacético, homogeneizada,

centrifugada e, a porgao sobrenadante, diluida a 1% com agua

Sendo a Doenga da Membrana Hialina uma doenga da prematuridade de qual-
quer etiologia, desencadeada ou agravada frequentemente pela hipoxia,
independente da causa, e que apresenta manifestagoes clinicas superpo-
niveis, foi julgada desnecessaria, para os fins deste trabalho, a des-
crigado da historie obstétrica e dos sineis clinicos de cada paciente se-
paradamente.

Todas as coletas de material e todas as determinagoes laboratoriais obe
deceram sempre as mesmas técnicas e foram realizadas pelo proprioc autor
deste trabalho.

Instrumentation Laboratories, Lexington, Massachusetts, U.S.A.

International Equipment Company, Needham, Massachusetts, U.S.A.
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QUADRO

IDADE GESTACIONAL, PESO AO NASCER, CONTAGEM DE APGARE RESULTADO FINAL
DOS PACIENTES COM DOENCA DA MEMBRANA HIALINA (GRUPO A)

[ PACIENTE I IG I PN I Apgar I RESUL TADOD )
QUADRO CLINICO LEVE

L 31 1276 7-8-8 Sobreviveu

2 32 1361 7-8-9 Sobreviveu

3 ‘ 37 2863 baixo Sobreviveu

QUADRO CLINICO MODERADAMENTE GRAVE

4 34 2438 2=-2-6 Sobreviveu

5 34 2041 5-5-8 Sobreviveu

6 37 2325 7-8-9 Sobreviveu

7 37 2114 9-9-9 Sobreviveu

QUADRO CLINICO MUITO GRAVE

8 27 1190 NR Faleceu *

9 32 1531 1-4-9 Faleceu *
10 34 1583 5-6-7 Faleceu *
11 32 1247 baixo Sobreviveu *

X+8 33,4 +3,04 1815 + 568

IG
PN

Apgar: contagem de Apgar a 1, 3 e 5 minutos

NR
%

: tdade gestacional (semanas)

: peso ao nascer (gramas)

: nqo registrado

necessitou ventilagao assistida
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destilada. O 2,3-DPG era determinado nesta amostra pelo método

de Krimsky (1963), modificado por Schroter e Hayden (1965).

O principio do método é o seguinte: o 2,3-difosfoglicera-

to € necessario como co-fator para a reagao:

3-fosfoglicerato — 2-fosfoglicerato (1

A fosfoglicerato mutase catalisa esta reagao. O conteqdo
de 2,3-DPG de uma amostra de sangue € determinado comparando
seu efeito ativador com o de uma preparagao padrao. A reagao
(1) é associada com a reagao catalisada pela enolase:

—

Fosfoenolpiruvato 2-fosfoglicerato (2)

Consequentemente, a intensidade da reagao (1) é medida pe
la diminuigao na densidade Optica a 240 nm, devido a remogao
do fosfoenolpiruvato na reacao (2).

Em cubetas de guartzo com capacidade para 1,5 mililitros,
eram misturados os seguintes reagentes: tampao Tris (pH 9,0):
0,02 ml; cloreto de magnésio, 0,5 M: 0,01 ml; fosfoenolpiruva
to®:0,03 ml de uma soluqéo contendo 11,62 mg/ml, previamente
preparada e estocada a 4°C; enolase’: 0,125 mg; fosfoglicera-
to mutase®: 0,025 mg: 0,03 ml da solugao contendo 2,3-DPG, cu
jo preparo foi acima descrito. Agua destilada era utilizada

para perfazer um volume total de 1,5 mililitros.

A curva padrao era obtida utilizando-se 2,3-DPG produzido
por Calbiochem Laboratories®, preparando-se uma solugao cuja
concentragao era 0,76 mg%. Havia linearidade quando utiliza —

dos volumes entre 0,005 e 0,06 mililitros desta solugao.

A analise espectrofotométrica foi feita num aparelho Beck

man, modelo 2.400 ®, a um comprimento de onda de 240 nm.

8 calbiochem Laboratories, Los Angeles, California, U.S.A.
® sigma Chemical Company, St.lLouis, Missouri, U.S.A.
10 geckman Instrumentation, Inc., Fullerton, California, U.S.A.

36



Todas as determinagoes foram feitas em duplicata,sendo re
petidas no caso de uma discrepancia maior do que 3% entre elas.

O Grupo B, considerado grupo de controle, foi acompanhado
do 19 ao 209 dia de vida. A idade gestacional, o peso ac nas-
cer e a contagem de Apgar destes recém-nascidos sao mostrados
no Quadro II. O sangue destes prematuros era obtido através de
pungao de veia periférica, para determinagao do 2,3-DPG eri —
trocitario e do hematdocrito. Dosagens simultaneas de sangue
arterial e venoso, feitas previamente pelo proprio autor, nao
mostraram discrepancia maior do que 3% entre estes dois tipos

de sangue.
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QUADRO i
ALGUNS DADOS DA HISTORIA OBSTETRICA DOS PACIENTES DO GRUPO B
(PREMATUROS SEM MAN|FESTAGOES CLINICAS)

[ PACIENTE I IG I PN 1 Apgar ]

1 29 964 NR
2 36 2098 7-9-9
2 34 2098 Lt e
4 36 2722 7-8-8
5 33 1644 8-9-9
6 32 2013 5-6-8
7 36 2778 8-9-9
8 33 2013 7=8=9
9 36 2211 NR
10 33 1644 9-9-9
11 31 NR NR
X+ts 33,5 + 2,34 2019 + 529
IG : idade gestacional (semanas)
PN : peso ao nascer (gramas)

Apgar : contagem de Apgar a 1, 3 e 5 minutos

NR  :nao registrado
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RESULTADOS

A idade gestacional das criancas do Grupo A foi de 33,4 *

+3,04 semanas e seu peso ao nascer 1815+568 gramas (Quadro I).

No Grupo B (controle), a idade gestacional foi de 33,5 #
+2,34 semanas e o peso 2019+529 gramas (Quadro II), nao havén
do diferenga significativa do Grupo A (idade gestacional: tc¢=
= 0,086; toes= 2,086; p > 0,05 - peso: tc = 0,849;t4,05=2,093;
p > 0,05).

Os resultados das determinagées de 2,3-DPG eritrocitario
e hematdocrito dos pacientes do Grupo B sao mostrados no Qua —
dro III. Utilizando dois desvios padroes, o 2,3-DPG eritroci-
tario, no 19 dia de vida, variou de 4,070a 4,906 milimdis por
litro (mM/£) de eritrdcitos; entre o 22 e o 49 dia, de 5,026
a 7,478 mM/L; entre o 59 e o 129 dia, de 6,276 a 7,648mM/L e,
na terceira semana, de 5,762 a 7,466 mM/ZL.

Como se pode ver através do Quadro III e da figura 8, ha
uma elevagao das concentragoes de 2,3-DPG durante a primeira
semana de vida (a diferenga entre os valores do 1?9 dia e os
do 59 ao 129 dia & estatisticamente significativa: t.=16,046;
to.o1= 4,437; p < 0,001) .0 2,3-DPG eritrocitario permanece ele
vado nas restantes semanas do periodo neonatal, sendo tambem
significativa a diferenca dos valores encontrados entre o 29
e 0 209 dia e os valores obtidos pelo autor em 10 adultos nor
mais, utilizando o mesmo método (4,750 * 0,200 mM/£ de eritrdo
citos) (t¢= 10,611; toom = 3,690; p < 0,001).
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QUADRO 1l

DETERMINAGOES DE 2,3-DPG ERITROCITARIO E HEMATOGCRITO EM PREMATUROS
SEM QUAISQUER MANIFESTAGCOES CLINICAS (GRUPO B)

DPG Ht DPG Ht
4,496 58,0 5,170 48,8
4,328 48,0 E 6,210 47,5
- _
H 4,155 60,0 o 6,986 51,8
o 4,425 46,6 Q 6,616 50,5
4,556 44,6 o 6,127 49,3
4,810 49,7 6,402 49,2
4,588 55,0
X +S 4480 * 0,209 X+S 6252 + 0,613
PG Ht DPG Ht
6,322 43,7 6,551 47,2
= 7,263 41,3 . 6,314 50,1
o 6,899 49,6 or 7,074 39,2
= Q
. 6,961 47,0 o 5,880 39,3
o 7,188 44,0 N 6,560 34,0
7,139 44,3 ~ 7,005 45,0
6,914 46,3
X +S 6962 * 0,343 X+ S 6614 + 0,426

DPG: 2, 3-difosfoglicerato (mM/E de eritrocitos)

Ht : hematoerito
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FIGURA B8 - Determinagoes seriadas de 2,3-DPG eritrocitario em
recem-nascidos prematuros com Doenga da Membrana
Hialina. A zona sombreada representa a media com 2

(mMm// de eritrécitos)

12f= r desvios padroes encontrada em 11 prematuros utili-
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No Quadro IV estao registrados os resultados de todas as
determinagoes seriadas realizadas nos pacientes do Grupo A:
2,3-DPG eritrocitario, hematécrito, P,0,, PCO, e pH, além do
estado clinico do paciente por ocasiao da coleta de sangue.Na
figura 8 sao monstradas graficamente as determinagoes de 2,3-
DPG destes recém-nascidos, juntamente com uma faixa correspon

dente aos valores normais.

Nos casos leves e de moderada gravidade, o 2,3-DPG, no 19
dia, foi de 4,260 + 1,090 mM/£ de eritrbcitos, nao significa-
tivamente diferente dos valores do grupo controle, embora hou
vesse uma ampla variagao (tc =0,533; tge = 2,179; p >0,05).Um
destes prematuros tinha um 2,3-DPG baixo (2,310 mM/£) com 15
horas de vida. Na maioria destes prematuros houve um aumento
de 2,3-DPG eritrocitario durante a primeira semana de vida,em
bora os valores durante este periodo tendessem a ser mais bai
X0s que os do grupo controle. Durante a terceira semana, en-
tretanto, nao houve diferenca significativa do grupo controle
(t¢ =0,333; toes= 2,201; p > 0,05). Um prematuro gque teve um
guadro respiratdrio leve e cuja historia obstétrica indicava
ser filho de mae diabética,mostrou uma elevagao de 2,3-DPG a
niveis muito altos aos 5 dias de vida. Infelizmente, este pa-

ciente foi perdido para posteriores determinacoes.

Quatro recém-nascidos prematuros com Doenga da Membrana
Hialina muito grave, apresentaram niveis muito baixos de 2,3-
DPG eritrocitario. Houve uma rapida queda nos valores deste
fosfato organico durante a fase mais aguda da doenga. Quando
agonizantes, seus niveis de 2,3-DPG eram extremamente baixos.
Um destes prematuros, tinha um 2,3-DPG de zero e outro de ape
nas 0,500 mM/£ de eritrdcitos. No terceiro prematuro gravemen
te afetado, os valores de 2,3-DPG eritrocitario cairamal,660
mM/£ no momento mais critico da doenga, tendo-se elevado a
3,730 mM/£ com a melhora clinica do paciente. Este, finalmen-
te, teve seu estado novamente agravado, indo a éxito letal.No
gquarto paciente gravemente doente (o unico destes gquatro que

sobreviveu), os niveis de 2,3-DPG aumentaram muito durante a
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QuADRO v

DETERMINAGOES DE 2,3-DPG ERITROCITARIO,HEMATOCRITO,GASES SANGUINEOS E ESTADO
CLINICO DOS PACIENTES COM DOENCA DA MEMBRANA HIALINA DURANTE A EVOLUGAO

Y " ~N Ba 3
[QL‘ P r IDADE 2,3-0PG | Ht | Paos | PCO, pH T ERJAH0
B kA 0 A J_ CLINICO |
1| 15h 2,310 | 46,2 | 120 52 | 7,28 DR
2 dias 15 h | 3,320 | 45,8 - - - DR
4 dias 3,880 | 37,8 - -1 - N
10 dias 5,100 | 38,0 - -1 - N
e 17 dias 6,340 33,0 - - - N
-
= 2 | 24 n 4,900 | 48,0 62 55 | 7,45 DR
18 dias 6,600 | 34,5 - -1 - N
3| 24 nh 4,650 | 47,8 75 50 | 7,30 DR
3 dias 7,690 | 45,8 65 71| 7,38 DR
5 dias 12,190 | 41,2 - -1 - N
4| 4n 4,980 | 56,1 109 63 | 7,14 DR
3 dias 5,140 | 54,5 55 82 | 7,32 DR
5 dias 5,900 | 46,2 87 83 | 7,38 DR
" 9 dias 6,400 | 48,6 - -1 - N
Z 14 dias 7,390 41,8 - - - N
(-~ ]
o 5|1 2h 5,540 | 53,7 | 420 63 | 7,16 DR
- 2 dias 14 h | 4,840 | 38,8 | 142 76 | 7,35 DR
Z 5 dias 4,170 43,6 102 63 7,34 DR
= 9 dias 5,220 41,2 - - - N
5 14 dias 5,950 | 37,4 - - | = N
=| 6| 7n 3,790 | 47,0 43 50 | 7,19 DR
a 17 dias 6,600 41,5 - -1 - N
S
p= 7| 2n 3,620 | 58,1 44 40 | 7,22 DR
20 h 4,540 | 57,1 54 50 | 7,34 DR
7 dias 6,500 57,8 B - = N
20 dias 6,300 45,3 - = = N
8| 4n 4,000 | 52,3 86 59 | 7,16 DR
13 h 2,650 | 50,1 88 77 | 7,23 DR
21 h 1,660 | 48,0 45 95 | 7,05 DR
35 h zero 44,2 = - - DR
9| 8h 6,000 | 46,5 | 110 40 | 7,35 DR
S 3 dias 6,510 | 41,8 43 45 | 7,40 DR
= 5 dias 3,500 | 44,2 11 84 | 7,11 DR
& 6 dias 0,500 | 35,5 8 - | 6,80 DR
Sl10| 8n 3,060 | 50,0 85 40 | 7,20 DR
= 17 h 3,090 | 49,0 81 58 | 7,26 DR
= 26 h 1,670 | 46,3 20 | 112 | 7,02 DR
2 dias 4 h 2,710 | 42,4 61 47 | 7,29 DR
4 dias 3,730 | 40,8 62 37 | 7,34 DR
11 | 1dia 4 h 1,710 | 53,0 49 70 | 7,20 DR
7 dias 2,030 | 43,6 40 | 110 | 7,19 DR
| 20 dias 9,370 42,7 = - - N
2,3-DPG: mM/L de eritrocitos Ht: hematéerito
DR: dificuldade respiratér’a N : normal aa

QC: quadro clinico P: paciente



terceira semana, quando a crianga estava clinicamente recupe-
rada.

A figura 9 mostra uma forte correlagao positiva entre pH
arterial e 2,3-DPG eritrocitario (r = 0,70; t¢ =5,093; tgom =
= 3,725), que & altamente significativa (p < 0,001). Pode-se
observar também, através desta figura, que qguando o pH estava
abaixo de 7,30 havia apenas dois valores de 2,3-DPG acima dos
limites minimos normais. Além disto, quando o pH eramaior que
7,30 , havia apenas uma determinagao abaixo de 4 mM/{ de eri-
trocitos. Este Gnico valor abaixo de 4 mM/¢ foi observado em
um prematuro, previamente aciddético, cujo 2,3-DPG estava em
elevagao. Esta estreita correlagao entre pH e concentracao de
2,3-DPG eritrocitario é ilustrada na figura 10. A gueda dos
niveis de 2,3-DPG mantém-se paralela a do pH e, apd6s a corre-
cao deste, através de ventilagao assistida, ccorreu uma gra —

dual elevagao.

E interessante observar que guando 0s prematuros gravemen
te doentes entravam em periodo terminal e tornavam-se extrema
mente acidoticos, a velocidade de queda do 2,3-DPG eritrocité
rio era bastante similar, sendo aproximadamente da ordem de

0,150 mM/£ de eritrécitos por hora.

Nao houve correlagao significativa entre a concentragaode
2,3-DPG e a pressao parcial de oxigénio arterial (r = 0,334;
te =1,772; tooes= 2,060; p>0,05). Da mesma forma, nac foi ob-
servada correlagao entre a concentragao de 2,3-DPGe a pressao
parcial de dioxido de carbono (r=-0,311l; te =1,603; tops =
= 2,064; p>0,05). Entretanto, foi encontrada uma correlagao
inversa significativa entre a concentragac de 2,3-DPG eritro-
citario e hematécrito, nos recém-nascidos prematuros do Grupo
B (controle) (r=-0,5; tc =2,828; tyn»=2,797; p<0,01).
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FIGURA 9 - Relagao entre as concentragoes de 2,3-DPG eritrocitario e pH arterial na
Doenga da Membrana Hialina.
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FIGURA 10 - 2,3-DPG eritrocitario e pH arterial em um recem-
nascido com Doenga da Membrana Hialina submetido
a ventilagao controlada.
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DISCUSSAQO

As determinagaes iniciais de 2,3-difosfoglicerato eritro-
citario emrecém-nascidos, foram feitas com métodos fisico-qui
micos nao especificos (Greenwalt e Ayers, 1956) e mostraram valo-
res menores que os encontrados em adultos. Investigagoes mais
recentes, entretanto, utilizando métodos enzimaticos especifi
cos (Schroter e Winter, 1967), estabeleceram corretamente os ni-
veis de 2,3-DPG no sangue do cordao umbilical e durante os pri
meiros dias de vida, os quais sao sensivelmente semelhantes
aos aqui apresentados, emrecém-nascidos prematuros. Outro gru
po de investigadores refere niveis de 2,3-DPG no sangue do cor
dao umbilical mais elevados que no sangue de adultos (Bauer et
alii, 1968).

A elevagao das concentragoes de 2,3-DPG eritrocitario que
nds observamos em prematuros "normais; durante os primeiros dias
de vida, foi também encontrada em recém-nascidos a termo(Sterns
e Warweg, 1932; Hjelm, 1969) e prematuros (Delivoria-Papadopoulos et
alii, 1971). NOs nao verificamos, entretanto, uma gqueda dos va-
lores de 2,3-DPG durante as primeiras quarenta horas de vida,
precedendo a elevagao, conforme comunicado por Hjelm (7969).
Talvez esta discrepancia seja devida a diferengas no interva-

lo das determinagoes.

Enquanto que em adultos foi demonstrada uma relagao nega-
tiva entre pressao parcial de oxigénio e concentragao de 2,3-
DPG eritrocitario, nds nao observamos, neste trabalho, tal cor

relagao nos recém-nascidos prematuros. Isto confirma as expe-
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riéncias "in vitro" de Rorth (1969) e Oski et alii (1970), que in
cubaram sangue de recém-nascidos em nitrogénio, nao encontran
do elevagao de 2,3-DPG, e as observagoes "in vivo" de Oski et
alii (1970), mostrando que recém-nascidos portadores de cardio
patia congénita ciandtica também nao apresentam 2,3-DPG eleva
do, ao contrario do que ocorre em criangas acima de 1 més de
idade. Esta resposta diferente a hipdxia deve-se,possivelmen-
te,a interagao diminuida entre a hemoglobina fetal desoxigena
da e o 2,3-DPG, de tal modo que a persisténcia de niveis al-
tos deste fosfato organico livre no eritrocito impediria ali-
beragao da enzima 2,3-difosfoglicerato mutase e, possivelmen-

te, de outras enzimas do ciclo glicolitico durante a hipodxia.

Conforme visto na primeira parte deste trabalho, a corre-
lagao negativa entre 2,3-DPG eritrocitario e hemoglobina foi
bem documentada por varios autores, fora do periodo neonatal.
Entretanto, SchrSter e Winter (1967) nao observaram tal corre-
lagao em recém-nascidos. Mais recentemente, Orzalesi e Hay
(1975), estudando o sangue do cordao umbilical de recém —nasci-
dos com anemia intra-uterina, encontraram a mesma correlaqﬁo
negativa entre as concentragaes de hemoglobina e de 2,3-DPG ,
gque se verifica em adultos. Os dados apresentados agora emre-
cém-nascidos prematuros, sem quaisquer manifestagoes clinicas
de doenca e nao anémicos, mostram também uma correlagao nega-
tiva entre a concentracao de 2,3-DPG e hematocrito. Estas va-
riagoes dos niveis de 2,3-DPG eritrocitario nao parecem ser de
vidas a alteragoes da oxigenagao do sangue venoso, pois no re
cém~nascido, como foi visto anteriormente, a desoxigenagéo

nao altera a quantidade de 2,3-DPG livre no eritrocito.

Conforme ja relatado neste trabalho, Rapoport e Guest mos-
traram, ha quase 40 anos, uma queda nos valores de 2,3-DPG e-
ritrocitario em alguns pacientes com acidose, e, mais recente
mente, foi demonstrado "in vitro", em sangue de adultos, uma
correlagao linear positiva entre pH e 2,3-DPC (dsakura et aliti,
1966; FRorth, 1969). Esta mesma correlacao foi encontrada em expe

riéncias "in vivo" realizadas por Astrup et alii (1970) e
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Bellingham et alii (1971), e em pacientes com acidose diabeética,
por Munk et alii (1974). Além disto, Duc e Engel (1970) e Delivo
ria-Papadopoulos et alii (1971) comunicaram niveis baixos de
2,3-DPG em recém-nascidos com Doenga da Membrana Hialina. 0]
presente trabalho confirma estes achados e demonstra a exis —
téncia, nestes prematuros, da mesma correlagao positiva entre
as concentracoes de 2,3-DPG eritrocitario e pH, encontrada em

outras faixas etarias e em outras situagoes clinicas.

A despeito do fato evidente de que a acidose persistente
& associada a baixas concentraqﬁes de 2,3-DPG eritrocitario ,
nds encontramos alguns recém-nascidos, nas primeiras quatro
horas de vida, gque tiveram acidose grave, mas valores normais
de 2,3-DPG (Quadroc IV, casos 4 e 5). Nossa explicagcao para este
fato € de que a acidose deve persistir por algumas horas para
que haja uma queda consideravel nos niveis de 2,3-DPG eritro-

citario.

Embora a variabilidade do pH em situagoes clinicas nao per
mita uma avaliagao exata, como se pode fazer em experiéncias
"in vitro", nossos resultados indicam que a um pH abaixo de
7,30 os niveis de 2,3-DPG eritrocitario comegam a cair signi-
ficativamente. Este limiar & bastante comparavel ao encontrado

por Rapoport e Guest em suas experiéncias "in vitro".

A velocidade da queda das concentragGes de 2,3-DPG eritro
citario na fase terminal da doenga, embora bastante constante
em nossos poucos casos, €& muito menor que a velocidade da que
da encontrada em experiéncias "in vitro". A diferenca deve-se,
possivelmente, ao pH muito baixo usado nestas experiéncias.Al
ternativamente, a discrepancia pode indicar que, "in vivo", e
xistam outros fatores, inexistentes "in vitro", gue atuem im-

pedindo sua rapida queda.

A inspecgao da Fig. 8, revela que varios dos recém-nas-
cidos com Doenga da Membrana Hialina tinham niveis de 2,3-DPG

normais imediatamente apds o nascimento. O fato de que a aci-
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dose prolongada levaria a uma profunda queda nas taxasde 2,3-
DPG eritrocitario (como ocorreu posteriormente em alguns re-
cém-nascidos gravemente doentes), sugere que estes recém-nas-
cidos nao tiveram um episddio prolongado de asfixia intra —
Utero ,antecedendo o parto. Assim, a asfixia prolongada nao pa
rece ser um pré-requisito necessario ao desenvolvimento da do
enga, embora muitos pacientes que desenvolvem o quadro,nascam
asfixiados. As mesmas conclusoes chegaram estudos feitos na
Doengca da Membrana Hialina experimental em animais (Normand,
1968).

Quais as evidéncias de que alteragoes da afinidade da he
moglobina por oxigénio tém um real significado clinico? Al-
guns dados acumulados ultimamente, sugerem que estas altera-

¢oes podem ter grande importancia.

Individuos com hemoglobinas andmalas,que intrinsecamente
possuem afinidade por oxigénio elevada, sao policitémicos
(Weatherall, 1969), enquanto que outros, com baixa afinidade,
toleram sem dificuldade graus de anemia considerados importan
tes (Adamson e Stamatoyannopoulos, 1967).

Um recente trabalho experimental de Oski et alii (1971)
trouxe evidéncias adicionais a importancia deste mecanismo fi
sioldgico. Dois pacientes com graus similares de anemia, por
defeitos intrinsecos hereditarios do eritrocito, um com uma
curva de dissociagao do oxigénio desviada para a esquerda e ou
tro com uma curva desviada para a direita, foram submetidos a
exercicios fisicos em uma bicicleta ergométrica. O paciente
com desvio da curva para a esquerda, ao minimo exercicio,mos-
trou uma queda da PO; do sangue venoso misto, acompanhada de
um aumento do rendimento cardiaco. O segundo paciente, com
curva desviada para a direita, apresentou apenas umaqueda dra
dual da PO, do sangue venoso misto e, por poder oxigenar me-
lhor seus tecidos, nao teve o mesmo grau de compensagao car —
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Além disso, Sugerman et alii (1970) comunicaram que transfu
soes macicas de sangue com baixas taxas de 2,3-DPG eritrocité
rio produziram uma queda nas concentragoes deste fosfato orga
nico no receptor, um desvio da sua curva de dissociagao para
a esquerda e uma queda na pressao parcial de oxigénio do san-

gue venoso misto.

Versmold et alii (1975)' , em trabalho experimental, demons
traram que a oxigenagao da mitocdndria celular é dificultada

pelo aumento da afinidade da hemoglobina por oxigénio.

O papel do 2,3-DPG na determinagao da afinidade da hemo-
globina esta hoje bem esclarecido, sendo, no recém-nascido,
juntamente com a percentagem de hemoglobina adulta, o fator
determinante da posigao da curva de dissociagao do oxigénio,
segundo a equagao de Orzalesi e Hay (1971).

A queda dos niveis de 2,3-DPG eritrocitario nos prematuros
acidoticos, levaria a um aumento da afinidade da hemoglobina
por oxigénio, contrapondo-se ao efeito Bohr, que, neste caso,
tenderia a diminuir a afinidade e melhorar a oxigenagao teci-
dual. Este efeito deletério da acidose prolongada sobre a oxi-
genagao, agravando a hipdxia pré-existente devido ao comprome
timento pulmonar, parece ser mais um na lista dos efeitos in-

desejaveis da acidose.

Nossos dados sugerem que se a acidose, nestes recém-nasci
dos, for vigorosamente tratada desde as primeiras horas de vi
da, a redugao dos niveis de 2,3-DPG eritrocitario nao ocorre-
ra, possivelmente melhorando as chances de sobrevivéncia. Em
verdade, ja alguns estudos feitos por Usher (1563) e Hobel et
alii (1970 e 1971) mostraram uma redugao da mortalidade de pre-
maturos com Doenga da Membrana Hialina, quando alcalis eram

usados precocemente no curso da doenga.

11 VERSMOLD, H.; BRAUSER, B. e RIEGEL, K.P. - Influence os hemoglobin
oxygen on oxydation reduction state of cytochrome a3 in perfused Liver.
Comunicagao pesscal. Dados ainda nao publicados.
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Na tentativa de melhorar a oxigenagao tecidual,Delivoria-
Papadopoulos et alii (197?) passaram a fazer exsanguineo-trans-
fusoes com sangue fresco de adulto em recém-nascidos prematu-
ros com Doenga da Membrana Hialina. A finalidade das transfu-
soes era prover o recém-nascido com o par 2,3-DPG - hemoglobi
na adulta, que liberasse mais oxigénio. Este grupo comunicou
uma redugao da mortalidade nos prematuros tratados. Mais re —
centemente, CGottuso et alii (1975), referem significativa redu-
cao da mortalidade no grupo de pacientes com Doenga da Membra
na Hialina gque recebeu exsanguineo-transfusao. Além disso,
Rubenstain et alii (1975) observaram que prematuros submetidos a
exsanguineo-transfusoes apresentavam aumento da Pg e da PO,
do sangue venoso misto, mas, concomitantemente, diminuigéo do
conteuido de oxigénio, devido a diminuigao da taxa de hemoglo-
bina pos-transfusional. Utilizando sangue de hematdcrito ele-
vado (60-65%), obtiveram, além de um aumento da Pg e da PO,
do sangue venoso misto, uma elevagao ou manutencao do contein-
do de oxigénio do sangue. Estes pesquisadores comunicaram tam
bém bons resultados com este método terapéutico.

Por outro lado, Bustamante e Scott (1975), nao encontraram
diferenga na mortalidade ou na evolugao de 40 prematuros de me
nos‘de 1250 gramas com Doenga da Membrana Hialina, submetidos
a exsanguineo-transfusoes, apesar de ter sido observado aumen
to transitdorio do pH e da pressao arterial. Além disso, Ale-
xander et alii (1976), encontraram um aumento da mortalidade

dos prematuros submetidos a este tratamento.

Recentes comunicagoes de Aranda et alii (1975) e Bard et
alii (1975), sugerem que grandes transfusoes com sangue de a —
dultos, feitas em prematuros, podem potencializar o efeitc do
oxigénio sobre a retina imatura, provavelmente por uma maior

liberagao de oxigénic por parte do sangue transfundido.

Em vista deste possivel efeito danoso das transfusoes so-
bre a retina do prematuro, da variabilidade do indice de com-

plicagoes da exsanguineo-transfusao de centro para centro e
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dos resultados contraditorios obtidos com este tipo de trata-
mento, o autor deste trabalho sugere que as exsanguineo-trans
fusoes nao devam, no momento, entrar na rotina terapéutica de

recém-nascidos com Doen¢a da Membrana Hialina.

Por outro lado, a corregéo precoce e cuidadosa do pH, pre-
venindo a queda das concentragoes de 2,3-DPG eritrocitario e
outros efeitos deletérios da acidose sobre o organismo, pare-
ce ser uma medida terapéutica comprovadamente benéfica e sim-

ples gue merece ser enfatizada.

Em 1954, Valtis e Kennedy comunicaram que ¢ sangue acidi-
ficado para estocagem (acido citrato dextrose - ACD), aumenta
va sua afinidade por oxigenio com o passar dos dias e que a
transfusao de tal sangue produzia um desvio da curva de disso
ciacao do oxigénio para a esquerda, no receptor. Hoje se sabe
que este aumento da afinidade deve-se a uma gqueda nas concen-
tragoes de 2,3-DPG do sangue estocado, devido a um baixo pH
(Akerblom et aliz, 1968; Bwwin et alii, 1969). McConn e Derrick (1972)
mostraram que pacientes que receberam grandes transfusoes de
sangue ACD tiveram uma grande redugao de suas concentragoes
de 2,3-DPG eritrocitario, com desvio para a esquerda de sua
curva de dissociagao, e, como foi visto anteriormente, Suger-
man et alii (1970), mostraram que tal desvio da curva, produzi-
do no receptor,poderia levar a uma queda na pressao parcial de
oxigénio do sangue venoso misto. Isto poderia ser a explica —
cao para mortes aparentemente inexplicdveis, ou agravamento
subito do estado clinico de pacientes que receberam grandes
transfusoes ou exsanguineo-transfusoes com sangue acidificado,

estocado por longo tempo.

Delivoria-Papadopoulos et alii (1971) observou diferencgas
significativas na afinidade do sangue preservado em acido-ci-
trato-dextrose apds 24 horas de estocagem. Sugere-se, pois ,
que apenas sangue fresco (de menos de 24 horas), seja emprega
do para transfusoes macigas ou exsanguineo-transfusces. Méto-

dos para preservar ou mesmo elevar os niveis de 2,3-DPG do
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sangue estocado, tém sido testados nos ultimos anos (0Oski et
aliz, 1871), sendo que o sangue adicionado de fosfato (citrato -
fosfato - dextrose), recomendado por Shafer et alii (1971) pas

sou ja a ser usado por muitos bancos de sangue.
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CONCLUSOES

A analise dos resultados deste trabalho permite concluir

que:

Recém-nascidos prematuros "normais" apresentam, no 19
dia de vida, niveis de 2,3-DPG eritrocitario bastante

proximos aos do adulto.

Ocorre, nestes prematuros, uma elevagao significativa
das concentragﬁes deste fosfato organico durante a pri
meira semana de vida, havendo persisténcia de niveis
elevados em relagao aos do primeiro dia e em relagao
aos do adulto, pelo menos até a terceira semana de vi-
da.

Recém-nascidos prematuros com Doenga da Membrana Hiali
na, que apresentam quadro clinico leve ou de moderada
gravidade, sem acidose profunda e persistente, tem con
centragoes de 2,3-DPG eritrocitario normais ou pouco

reduzidas.

Recém-nascidos, com quadro clinico muito grave, acompa-
nhado de intensa acidose, apresentam niveis de 2,3-DPG

muito baixos.

No recém-nascido,as concentracoes de 2,3-DPG eritroci-
tario parecem ser dependentes do pH, da mesma forma

que em outras faixas etarias e em outras situagoes cli
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nicas, havendo uma forte correlacao positiva entre pH
arterial e este fosfato organico em recém-nascidos com

Doenga da Membrana Hialina.

Na acidose grave, "in vivo", a queda das concentragoes
de 2,3-DPG parece ser bastante constante, tendo sido,
em nossos casos, da ordem de 0,150 mM/{ de eritrocitos

por hora.

A determinagao dos niveis de 2,3-DPG, ao nascer, pode-
ra ser util como um indice indireto da presenga ou au-
séncia de acidose prolongada "in utero", nas horas que
antecedem o parto. A verificagao de que varios prematu
ros com Doenga da Membrana Hialina tinham concentra —
¢oes normais de 2,3-DPG eritrocitario nas primeiras ho
ras de vida, sugere que, provavelmente, nao tiveram a-
cidose (e portanto asfixia) prolongada antecedendo o}

nascimento.

Nao poude ser demonstrada uma correlaqao entre 2,3-DPG

eritrocitario e PO, ou PCO, do sangue arterial.
Ha uma correlagao negativa entre hematdcrito e 2,3-DPG

em recém-nascidos prematuros sem sinais clinicos de do

enga.
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RESUMO

Foi demonstrado, nos ultimos anos, que o 2,3-difosfoglice
rato (2,3-DPG), um produto da glicdlise eritrocitaria, € um po
tente regulador da afinidade da hemoglobina por oxigénio, in-
fluindo assim no seu transporte aos tecidos. Um aumento das
concentragﬁes de 2,3-DPG no eritrdcito diminui a afinidade da
hemoglobina, facilitando a liberacao de oxigénio ao nivel te-
cidual. Por outro lado, uma diminuiqéo das taxas de 2,3 -DPG
aumenta a afinidade, dificultando esta liberag¢ao. Em vista de
que os niveis deste fosfato organico no eritrécito sao altera
dos pelo pH e por variacoes da oxigenacao do sangue,este tra-
balho foi planejado para verificar seu comportamento na "Doen
¢a da Membrana Hialina" do recém-nascido, que & usualmente a-

companhada de acentuada hipoxia e acidose.

Onze recém-nascidos prematuros com a doeng¢a (Grupo A), fo
ram acompanhados desde o nascimento até sua morte ou recupera
950 completa, sendo obtidas amostras de sangue arterial para
determinagoes do pH, PO,, PCO,, hematdcrito e 2,3-DPG eritro-
citdrio, com a freqiiéncia requerida pela condicao clinica do
paciente. Onze prematuros, de idade gestacional e peso compa-
raveis, sem manifestagoes clinicas de doenca (Grupo B), foram
utilizados como controles, sendo as concentragaes de 2,3-DPG
e 0 hematdocrito, nestes prematuros, determinados seqglencial —

mente até o 209 dia de vida.

Comparados com O grupo controle, os recém-nascidos do Gru

po A, que apresentavam um quadro clinico leve ou de moderada
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gravidade, mostraram niveis de 2,3-DPG eritrocitario normais
ou levemente diminuidos. Entretanto, nos casos muito graves ,
acompanhados de intensa acidose, as concentracoes de 2,3-DPG
cairam profundamente, a uma velocidade aproximada de 0,150

mM/£ de eritrdcitos por hora. Houve uma forte correlagao posi
tiva entre pH arterial e 2,3-DPG eritrocitario (p < 0,001). O
autor sugere que o efeito marcado da acidose sobre este fosfa
to organico, com provavel agravamento da hipdxia pré-existen-
te, deva se constituir em um motivo adicional para enfatizar
a necessidade de um combate vigoroso a acidose, desde as pri-

meiras horas de vida.

Baseado nos dados apresentados até agora por varios pes —
quisadores, o autor deste trabalho julga desaconselhavel, no
presente, a indicacao de exsanguineo-transfusao para prover
o recém-nascido prematuro,portador de Doenca da Membrana Hia-
lina,com o par 2,3-DPG - hemoglobina adulta, na tentativa de
melhorar a oxidagéo tecidual. Ressalta, entretanto, a impor -—
tdncia do uso de sangue fresco (de menos de 24 horas), para
transfusdes macicas ou exsanguineo-transfusoes em recém-nasci
dos hipbxicos, a menos que sejam usados métodos que evitem a
queda das concentragoes de 2,3-DPG, devido a acidificagao do

sangue estocado.

A queda dos niveis de 2,3-DPG eritrocitario por efeito da
acidose nao é abrupta, levando algumas horas para que ocorra
uma redugao significativa. A observagao de que varios recém-
nascidos com Doenga da Membrana Hialina tinham concentracoes
normais de 2,3-DPG apdOs o nascimento, apesar de um baixo pH,
nos leva a crer que estes recém-nascidos nao tiveram um epi-
sodio prolohgado de asfixia intra-uterina, antecedendo o par-
to. O autor sugere que a determinagao das concentracgoes - de
2,3-DPG ao nascer, possa ser utilizada como um método indire-
to de avaliacao da presenga ou auséncia de acidose intra-ute-

rina,nas horas que precedem ao parto.

Nao foi observada,nos recém-nascidos do Grupo A, correla-

&2

63



cao significativa entre a PO, ou a PCO, arterial e as concen-
tragaes de 2,3-DPG. Entretanto, no Grupo B, verificou-se uma
correlagao negativa entre hematocrito e 2,3-DPG.

Os niveis de 2,3-DPG eritrocitédrio, nc 19 dia de vida, no
Grupo B, foram bastante proximos aos do adulto, ocorrendo um
aumento significativo durante a primeira semana de vida, ha-
vendo persisténcia de niveis elevados até a 32 semana do pe-
riodo neonatal, quando foram feitas as Ultimas determinacoes.
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SUMMARY

It has been demonstrated, over the last years, that red
cell 2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG), a product of erythro —
cytic glycolysis, is a powerful regulator of hemoglobin affi-
nity for oxygen, affecting its transport to the tissues. An
increase in red cell 2,3-DPG levels decreases the hemoglobih
affinity, improving the release of oxygen to the tissues. A
decrease in red cell 2,3-DPG levels increases the affinity,
decreasing the unloading of oxygen. As red cell 2,3-DPG levels
are affected by pH and blood oxygenation, this research was
conducted to study its behavior in the "Hialine Membrane Disease"
of the newborn, which is usually associated with severe hypoxia
and acidosis.

A group of eleven (1l1l) premature infants with the disease
(Group A), were studied serially from birth to death or com —
plete recovery. PO,, PCO;, pH, hematocrit and red cell 2 3~
diphosphoglycerate were determined according the clinical con
dition of the infant. Eleven (1ll1) "normal" premature babies,
of comparable gestational age and birth weight, were studied
as controls. The 2,3-DPG levels and hematocrit in these 1in —

fants were followed up to the age of 20 days.

If compared with the control group, the mild and moderately
affected infants of Group A had normal or slight decreased red
cell 2,3-DPG levels. However, in the very sick infants, with
very low pH, red cell 2,3-DPG fell to remarkably low levels,
being the rate of fall aproximately 0,150 mM/f of red blood
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cells/hour. There was a close correlation between arterial pH
and red cell 2,3-DPG (p < 0,001). We suggest that the marked
effect of acidosis on this organic phosphate, probably aggra-
vating the pre-existing hypoxia, is an additional reason to
emphasize the need to treat vigorously adidosis since the first
hours of 1life.

Based on the data presented up to this moment by many re-
searchers, the author believes not justifiable, at the present
time, to indicate exchange transfusion to provide the prematu
re infant with the pair 2,3-DPG - hemoglobin A, trying to im-
prove oxygen release to the tissues. However, the advantages
of employing only fresh blood (less than 24 hours) for massive
transfusions or exchange transfusions in hypoxic newborns must
be emphasized, unless the fall of 2,3-DPG due to acidification
of stored blood be prevented.

The fall in red cell 2,3-DPG due to acidosis is not ins —
tantaneous. It takes some hours for a significant decrease.
The fact that many infants with Hyaline Membrane Disease had
normal 2,3-DPG levels after birth, in spite of low pH, suggests
that these newborn infants did not have sustained a prolonged
episode of fetal or intrapartum asphyxia. The author suggests
that the red cell 2,3-DPG determination may be used as an in-
direct method to evaluate the presence or absence of intraute
rine acidosis.

There was no significant correlation between redcell 2,3-
DPG levels and arterial PO, or PCO, in the Group A. However,
in the Group B, we found out an inverse correlation between
hematocrit and 2,3-DPG levels.

The levels of red cell 2,3-DPG, in the first day of life,
in the Group B, were very close to the adult levels,occurring
a significant increase during the first week of life. These
higher values persisted at least up to the third week, when

the last measurements were done.
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