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RESUMO

Analisou-se a influência exercida pelo tratamento hormonal substitutivo no metabo
lismo eritrocitário de 16 doentes com hipotiroidismo primário, estudados antes e durante
terapêutica com tiroxina. Além da observação hematológica de rotina, determinaram-se as
concentrações de 2,3-difosfoglicerato e adenosinotrifosfato eritrocitários, lactato do sangue
total, fosfato inorgânico plasmático, valor de P50 ia vivo da curva de dissociação da oxihemo
globina e actividade das seguintes enzimas eritrocicárias: hexoquinase, fosfofructoquinase,
piruvatoquinase, desidrogenase da glicose-ó-fosfato e desidrogenage do 6-fosfogliconato. A
actividade da desidrogenase da glicose 6-fosfato permaneceu, antes e durante a terapêutica,
significativamente abaixo dos valores normais. Pelo contrário, o tratamento foi acompanhado
pelo aumento da concentração de 2,3-difosfoglicerato, lactato e valor da P50. A :oncentração
do fosfato inorgânico excedia o normal, antes e durante a terapêutica. Os resultados obtidos
sugerem que o aumento do consumo de oxigénio induzido pelas hormonas tiroideias é acom
panhado pela estimulação, talvez directa, da síntese do 2,3-difosfoglicerato eritrocitário, con
tudo insuficiente para satisfazer, através da maior dissociação de oxigénio transportado pela
hemoglobina, as exigências metabólicas. Os baixos níveis da actividade da desidrogenase da
glicose-6-fosfato talvez possam constituir um sinal característico da doença.

Embora seja conhecida a possibilidade da fixação das hormonas tiroideias às
membranas eritrocitárias,’ continua por esclarecer o significado fisiológico deste fenó
meno. As hormonas tiroideias, além de influenciarem a concentração de sódio e zinco
intraglobular,2 bem como a actividade de algumas enzimas isoladas, tais como a anidrase
carbónica,34 e a ATPase ouabaina-dependente,5 afectam o consumo de glicose pelos
eritrocitos, tanto in vivo6, c~omo in vitro.8

Sugeriu-se que a acção das hormonas tiroideias no metabolismo eritrocitário fosse
exercida directamente a nível de algumas enzimas da glicólise e via das fosfopentoses.7’8

Nestes estudos, a desidrogenase da glicose-6-fosfato (DG6P) revelou-se a enzima
mais sensível aos efeitos das disfunções da tiroideia, com diminuição de actividade no
hipotiroidismo9 e aumento no hipertiroidismo.2’ o. ii

Outro aspecto consiste na possível influência das hormonas tiroideias no sistema
de transporte do oxigénio aos tecidos, através das modificações induzidas na concentra
ção do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) eritrocitário e alterações consequentes na afini
dade da hemoglobina para o oxigénio. De facto, verificou-se que a incubação de
hormonas tiroideias com eritrocitos humanos aumentava a concentração do 2,3-DPG
eritrocitário, aparentemente por estimulação directa do difosfoglicerato-mutase. 2, K

Estes resultados não foram, contudo, confirmados posteriormente.
Observações em doentes com hipertiroidismo’ ou medicados com hormonas

tiroideias’° revelaram aumento da concentração do 2,3-DPG eritrocitário e do valor da
(‘) Trabalho subsidiado pelo INIC (projecto LMC-10).

Recebido ~ ps~bIic~çio: lO de Dezembeo 1979
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P50. A elevação progressiva do 2,3-DPG verificada em recém-nascidos parecia, tam
bém, depender da participação crescente da função tiroideia, durante as primeiras sema
nas de vida.’9 Por outro lado, a afinidade da hemoglobina para o oxigénio tende a
aumentar em doentes com hipotiroidismo.2° Em contraste, outros resultados infirmam
que o sistema eritrocitário de transporte do oxigénio, seja, no homem2’ ou ratos,22
influenciado pelas hormonas tiroideias.

Atendendo às discrepâncias mencionadas, procedemos a um estudo preliminar
em 16 doentes com hipotiroidismo primário, antes e durante terapêutica hormonal
substitutiva com tiroxina. Pretendemos avaliar a utilidade dos doseamentos dos fosfatos
orgânicos eritrocitários, da variação da afinidade da hemoglobina para o oxigénio e da
actividade de enzimas reguladoras da glicólise e desidrogenases da via das fosfopentoses.

MATERIAL E MÉTODOS

MATERIAL

Doentes com hipotiroidismo primário

Estudaram-se 16 doentes com hipotiroidismo primário, 15 do sexo feminino e um
do sexo masculino com idades compreendidas entre 6 e 62 anos (Média33,8 anos), O
hipotiroidismo foi confirmado, em todos os casos, por níveis baixos de T~ e T,e níveis
elevados de TSH do soro, medidos por radioimunoensaio. Uma das doentes sofria de
diabetes meilitus, não existindo nos outros indivíduos patologia associada.

Estudaram-se todos os 16 doentes antes da terapêutica com tiroxina, em uma ou
duas ocasiões (28 determinações) — Grupo 1, e avaliaram-se 11 doentes uma a quatro
vezes durante a terapêutica com tiroxina, abrangendo períodos de 8 a 30 dias de
tratamento (24 determinações) — Grupo II.

Em todos os casos utilizou-se L-tiroxina na dose de 25 a 100 ~g diários.

Normais

Os resultados encontrados no grupo de doentes com hipotiroidismo foram com
parados com os determinados, nas mesmas condições experimentais, em 42 adultos
saudáveis, de ambos os sexos (estudantes de medicina, médicos e pessoal de laborató
rio), com idade média sensivelmente equivalente à dos doentes estudados.

Análise estatística

Utilizou-se o teste t de Student, para a comparação das diferenças entre normais e
doentes, com intervalos de confiança a 597’~ Exprimiram-se todos os resultados como
média ± erro padrão da média.

MÉTODOS

Colheu-se de cada doente lOmI de sangue venoso periférico, sem estase, com
seringa heparinizada. Cerca de 2 ml da amostra de sangue, em anaerobiose, reservaram-
-se para a determinação da afinidade da hemoglobina para o oxigénio, calculada do valor
da P50 in vivo.2 O valor da P50 in vivo indica a pressão parcial do oxigénio (P02) que
corresponde à saturação de 50% da hemoglobina com o oxigénio, nas condições in vivo.
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Nestas condições, o valor da P50 (expresso em mmHg) evidencia a influência exercida
pela estrutura da hemoglobina, concentração de 2,3-difosfoglicerato, pH, temperatura e
dióxido de carbono (efeito independente do pH) na posição da curva de dissociação da
ox iemoglobina.

Utilizaram-se cerca de 4 ml de sangue total para a determinação da concentração
de hemoglobina (como cianometaemoglobina), obtenção do plasma para doseamento
do fosfato inorgânico (pelo método de Fiske e Subbarow~) e preparação do hemolisado
para determinação da actividade das enzimas eritrocitárias.

Para separar o plasma e preparar o hemolisado, centrifugou-se parte do sangue a
4000 r.p.m durante 30 minutos, a 4”C. O sobrenadante obtido foi recentrifugado, sendo
o plasma conservado a — 15°C por tempo inferior a 30 dias, até se proceder ao dosea
mento do fosfato inorgânico (expresso em j.~rnoles/rnl de plasma). A camada globular
foi, em seguida, lavada duas vezes com cerca de 5 volumes de cloreto de sódio a 0,9% e a
4°C, desprezando-se de cada vez o sobrenadante. Preparou-se o hemolisado a ‘/2,

diluindo 0,2 ml de eritrocitos lavados com 3,8 ml da solução indicada por Beutler.21’
Utilizou-se esta mistura, mantida a 4°C em agitação durante 10 minutos, para a deter
minação, a 37°C, da actividade da hexoquinase, fosfofructoquinase, piruvatoquinase,26
desidrogenase da glicose-6-fosfato e desidrogenase do 6-fosfogliconato. Calculou-se a
actividade das enzimas eritrocitárias em relação à concentração de hemoglobina
(medida como cianometaemoglobina) do hemolisado, em Ul g Hb.

O restante sangue total foi, após colheita, imediatamente pipetado (em menos de
30 segundos) para tubos de gelo contendo as soluções desproteinizantes adequadas aos
ensaios, nas proporções indicadas (sangue solução desproteinizante): 1 vol/4 vol de
ácido perclórko a 6% (p/p) para o adenosinotrifosfato, 1 vol 3 vol de ácido tricloroacé
tico a 8~ (p p) para o 2,3-difosfoglicerato e 1 vol/ 1 vol de ácido perclórico a 7% (p/v)
para o lactato. Os tubos com as soluções correspondentes, depois de agitados, foram
centrifugados a 4°C durante 10 minutos a 4000 r.p.m.; utilizaram-se os sobrenadantes
desproteinizados, para a determinação do 2,3_difosfoglicerato2H adenosinotrifosfato29 e
lactato (método de Hohorst, modificado por Drewer°).

Calcularam-se as concentrações de 2,3-DPG e ATP em ~.tmoles/gHb, sendo o
lactato expresso em ~Lmo1es ml de sangue. Determinou-se cada um dos parâmetros em
duplicado.

RESUL.TADOS

Os valores inédios dos fosfatos orgânicos eritrocitários (2,3-difosfoglicerato e
adenosinotrifosfato), fosfato inorgânico do plasma, P50 in vivo e lactato do sangue total
estão representados no Quadro 1. As médias dos valores de ATP nos grupos com
hipotiroidismo e no grupo normal não apresentam diferenças significativas entre si.
Pelo contrário, a concentração média do 2,3-DPG, quase idêntica entre os normais e
doentes do Grupo 1, aumentou significativamente com a terapêutica com tiroxina
(p<O,Ol). Observou-se idêntica evolução para a P50 (p<O,O5) e lactato (p<O,Ol). A
concentração do fosfato inorgânico no plasma era, em qualquer dos grupos de doentes,
significativamente superior ao normal, sobretudo nos indivíduos sujeitos a terapêutica
(Quadro 1).

De todas as enzimas estudadas (Quadro 2), apenas a desidrogenase da glicose-6-
-fosfato apresentou diferenças muito significativas, relativamente ao normal (p<0,OOl).
A actividade da DG6P, subnormal em quase todas as observações efectuadas, elevou-se
ligeiramente, mas sem significado estatístico, com a terapêutica específica (Fig. 1). O
comportamento das restantes enzimas foi mais heterogéneo, embora, em geral, hou
vesse um ligeiro aumento de actividade após o tratamento. Exceptua-se a diminuição
significativa (p<a,02) induzida pela terapêutica na actividade da fosfofructoquinase,
relativamente aos valores observados nos hipotiroideus não tratados.
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Quadro 1

Concentrações (média ± erro padrdo da média) do 2,3-dsfosfoglicerato e adenosinotrifosfato eritrocitários,
lactato do sangue total, fosfato inorgânico plasmdtico e valor da P50 in vivo, nos doentes com hipotiroidismo,

antes (Grupo 1) e durante (Grupo II) o tratamento com L-tiroxina e no grupo normal

GRUPOS 2,3-DPG ATP LACTATO Pi P50 ia vivo(j~moles/gHb) (~moles/gHb) (~mo1es/ml) (~mo1es/ml) (mmHg)

Normal
X±EPM 12,07±1,23 3-51±0,61 0,96±1,13 1,06±0,03 27,02±0,66

(n) (21) (21) (27) (42) (19)
Hipotiroidismo
Grupol

X±EPM 12,84±0,92 3,71±0,20 1,10±0,20 1,18±0,05 27,60±1,41
(n) (25) (12) (21) (27) (14)

Grupo II
X±EPM 13,44±0,99+ 3,79±0,22 1,19±0,29+ 1,24±0,03# 28,74±1,48

(n) (21) (12) (10) (24) (10)

O total de observações para cada parâmetro é indicado entre parêntesis (n)
Diferenças significativas entre normais e doentes: • p<0,O5; p<O,O25; + p<O,Ol; # p<O,OO1

Quadro 2

Actividade das enzimas eritrocitárias da glicólise — hexoquinase (HK), fosfofructoquinase (PKF), piravato
quinase (PK) — e da via das fosfopentoses — desidrogenase da glicose-6 -fosfato (DG6P) e desidrogenasedo
6-fosfogliconato (D6PG) — em indivíduos hipotiroideus sem terapêutica (Grupo 1), hipotiroideus em trata

mento com L-tiroxina (Grupo 11) e normais.

GRUPOS HK PFK PK DG6P D6PG

(Ul/gHb)

Normal -

X±EPM 0,44±0,08 8,72±2,01 9,78±1,37 10,72±1,01 8,86±0,80
(n) (13) (13) (13) (25) (25)

Hipotiroidismo
Grupo 1

X±EPM 0,42±0,07 9,42±1,35 10,58±1,62 7,98±1,09 8,36±0,98
(n) (16) (16) (14) (21) (21)

Grupo II
X±EPM 0,48±0,08 7,16±0,94+ 11,56±3,27 8,37±0,99 8,99±1,02

(n) (12) (12) (12) (21) (21)

O total de observações efectuadas para cada parâmetro é indicado entre parêntesis (n).
Diferenças significativas entre normais e doente~ () p<O,OOl e entre doentes com e sem terapêutica
(+) p<0,02.
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Gahlenbeck e Bartels,1 ao verificarem que a administração de triiodotironina a
homens e ratos eutiroideus provocava diminuição da afinidade da hemoglobina para o
oxigénio, atribuiram este aumento da P50 à estimulação do consumo de oxigénio pró
prio do hipertiroidismo induzido. Desde então, têm surgido várias tentativas para
relacionar a produção do 2,3-DPG e valores da P50 com as exigências tecidulares em
oxigénio,~’ 20 reduzidas no hipotiroidismo e aumentadas no hipertiroidismo.12 Esta
interrelação não está confirmada, pois que a generalidade dos trabalhos não inclui, entre
os parâmetros estudados, a determinação do consumo de oxigénio tecidular.

Entretanto, observações efectuadas em doentes cujas disfunções da tiroideia deve
riam coexistir com variações marcadas do consumo de oxigénio, não demonstraram
alterações evidentes da concentração do 2,3-DPG eritrocitário e P50,2’21’~ ao contrário
de outros estudos,7’ 20 entre os quais se inclui o presente trabalho.

Ainda que não existam variações da concentração do 2,3-DPG ou P50 diferentes
do normal nos hipotiroideus não tratados, observaram-se aumentos significativos dos
valores daqueles parâmetros durante o tratamento substitutivo, de curta duração (Qua
dro 1).
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Fig. 1 — Comparação dos valores médios (média ±erro padrão da média) do lactato no sangue total, fosfato
inorgânico plasmático (Pi), concentração eritrocitária do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) e adenosinornfosfato
(ATP), valor da P50 in vivo e desidrogenase da glicose 6-fosfato eritrocitdria (DG6P) em n,~r,nais (Grupo 1) e
hipotiroideus com terapêutica substitutiva (Grupo 11). N indica o número de observaç6es efectuadas em cada
grupo.
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O ATP não apresentou variações significativas, embora, tal como os valores de
2,3-DPG, P50, lactato e fosfato inorgânico, tendesse a elevar-se mais nos hopotiroideus
tratados que nos não tratados (Fig. 1).

E um facto assente que a posição da curva de dissociação da oxiemoglobina do
sangue humano é afectada, entre outros factores, pelas concentrações do 2,3-DPG e
ATP intraglobular.U A fixação reversível daqueles fosfatos orgânicos à hemoglobina
induz um desvio da curva de dissociação para a direita, o que, traduzindo a diminuição da
afinidade da hemoglobina para o oxigénio, deverá facilitar a oxigenação tecidular. Toda
via, o efeito alostérico mediado pelo 2,3- DPG no valor da P50 tem importância
fisiológica mais marcada que o efeito da ATP. Na realidade, de todos os fosfatos
orgânicos eritrocitários, o 2,3-DPG representa cerca de ‘~/i do total, sendo ajracção
restante constituida quase exclusivamente pelo ATP. A inexistência de variações do
ATP, ao contrário do verificado para o 2,3-DPG no presente trabalho, sugere o envolvi
mento deste metabolito na modificação da P50, embora não fossem observadas correia
ções entre ambos os parâmetros. Esta discrepância poderá ser devida às condições de
determinação da P50 in vivo, que, ao contrário da P50 standard é condicionada pelos
valores reais de pH, PCO, e temperatura corporal.

Supondo que o aumento da P50, verificado com a terapêutica substitutiva, favo
rece a oxigenação tecidular, não deixa de ser estranho que os níveis mais elevados de
lactato em circulação tenham sido observados naquele grupo de doentes. Considerando,
todavia, a reconhecida estimulação do consumo de oxigénio induzido pelas hormonas
tiroideias, a par do discreto, embora significativo, aumento da P50 in vivo, é de admitir
que as exigências metabólicas nos doentes tratados não sejam integralmente satisfeitas,
pelo menos no período de observação.

O sistema de transporte de oxigénio aos tecidos é influenciado não só pela afini
dade da hemoglobina para o oxigénio, mas também por mecanismos mais gerais, como
a função pulmonar, fluxo sanguíneo e concentração de hemogiobina.’6 A função tiroi
deia, além de condicionar, em conjunto com a temperatura, o consumo tecidular de
oxigénio também afecta directamente a contractibilidade ventricular. ~Assim, talvez,
iiuma primeira fase de terapêutica com tiroxina, ou em alguns doentes com reserva
cardíaca limitada, sobrevenham elevações de 2,3-DPG e P-50, no entanto insuficientes
para reequilibrar o fornecimento de oxigénio com o acréscimo das exigências tecidula
res. O predomínio transitório do metabolismo anaeróbico e/ou variação do estado redox
celular nestas condições, poderiam explicar o aumento de concentração do lactato em
circulação, conforme foi observado.

A elevação do 2,3-DPG nos hipotiroideus tratados talvez seja resultante da acção
directa da tiroxina no metabolismo eritrocitário, de acordo com os trabalhos anterio
res. A inexistência de variações estudadas (Quadro 2) sugere que o efeito da tiro
xina incide essencialmente na via de Rapoport-Luebering, com repercussões imediatas
na afinidade da hemoglobina para o oxigénio.

A existência de níveis significativamente subnormais na actividade da DGÓP
confirma a acção exercida pela tiroxina na via das fosfopentoses por mecanismos ainda
desconhecidos.~ De facto, a actividade da DGÓP não parece relacionada com a concen
tração de hormonas tiroideias em circulação.2 Por outro lado, parece ser de excluir a
acção directa daquelas hormonas nas moléculas iái9

Admitimos, através dos resultados obtidos, que a determinação da actividade da
DG6P possa constituir um índice da função tiroideia, nomeadamente quando se obser
vam valores subnormais característicos do hipotiroidismo. Nestes casos, o aumento da
actividade da DG6P e, em fases mais precoces, a elevação da concentração do 2,3-DPG e
nível de P50, permitiram avaliar o grau de melhoria clínica registada, sobretudo se se
tomar em conta a curta duração do tratamento (8 a 30 dias) e a baixa dose de tiroxina
administrada.
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ABREVIATURAS

Hb: Hemoglobina
Ht: Hematóciro
CMHG: Concentração média de hemogiobina globular
Pi: Fosfato inorgânico piasmático
2,3-DPG: 2,3-difosfoglicerato
ATP: Adenosinotrifosfato
P50 in vivo: Pressão parcial do oxigénio em que, nas condições in vivo, 50% da hemoglobina se encontra
saturada.
HK: Hexoquinase
PFK: Fosfofrucroquinase
PK: piruvatoquinase
DG6P: Desidrogenase da giicose-6-fosfato
DÓPG: Desidrogenase do 6-fosfogliconato

SUMMARY

RED BLOOD CELL META BOLISM IN HUMAN HYPOTHYROIDISM BEFORE AND DUR!NG THE
COURSE OF SHORT-DURATION REPL4CEMENT HORMONAL THERAPY

The effect of replacement hormona! therapy in the erythrocyte metabolism was
evaluated in 16 patients with primary hypothyroidism, both before and during the
course of thyroid therapy. Besides the routine haematologica! determinations, eryth
rocyte concentration of 2,3-diphosphoglycerate and adenosine triphosphate, who!e
blood !actate, serum inorganic phosphate and adenosine triphosphate, and in vivo va!ue
of P50 of oxyhaemoglobin dissociation curve were evaluated as we!! as the activity of
the following erythrocyte enzymes: hexokinase, phosphofructokinase, pyruvate-kinase,
glucose-6-phosphate dehydrogenase, and 6-phosphoglyconate dehydrogenase. The acti
vity of glucose-6-phosphate dehydrogenase remained, before and during the therapy,
significant!y below norma! range. Contrariwise, therapy was para!!e!ed by an increase in
the concentration of 2,3-diphosphoglycerate, !actate and va!ues of P50. The concentra
tion of inorganic phosphate exceeded norma! values both before and during therapy.
The resu!ts obtained suggest that the increased oxygen consumption induced by thyroid
hormones may be ascribed to direct stimu!ation of erythrocyte 2,3-diphosphoglycerate,
a!though not enough to meet, through an increased dissociation of haemoglobin-bound
oxygen, the metabolic needs. The low leve!s of g!ucose-6-phosphate dehydrogenase
activity may perhaps be regarded as a characteristic sign of the disease.
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