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RESUMO

Os radicais livres séo formados constantemente no
metabolismo celular normal e em varios eventos
patoldgicos. Quando em excesso, eles podem causar
aoxidacdo de moléculas bioldgicas. Como mecanismo
de defesa, 0 organismo possui um complexo sistema
de protecdo antioxidante. O desequilibrio entre o
desafio oxidativo e a capacidade de defesa
antioxidante denomina-se estresse oxidativo. Os
eritrocitos desempenham funces vitais ao organismo
que podem ser comprometidas devido ao estresse
oxidativo. Por sua constituicdo, os eritrocitos tornam-
se vulneraveis a lesdo oxidativa. Os lipidios
insaturados da membrana sao altamente susceptiveis
a oxidacdo e a presenca do oxigénio e do ferro,
propiciando a formacéo de radicais livres. Alémdisso,
sdo ceélulas incapazes de sintetizar novos lipidios e
proteinas para substituir os que foram oxidados. Desta
forma, a manutencéo dos mecanismos antioxidantes
como as vitaminas E e C, enzimas superdxido
dismutase e catalase, sistema glutationa e
metahemoglobina redutase é importante para evitar e
reparar as lesoes. Este trabalho revisa informacdes
sobre 0s mecanismos da lesdo oxidativa e do sistema
de defesa antioxidante eritrocitarios, com o intuito de
auxiliar os profissionais de medicina veterinaria no
diagnostico e tratamento de doencas relacionadas ao
estresse oxidativo eritrocitario.

PALAVRAS CHAVE: eritrdcitos, radicais livres,
lipoperoxidacao, estresse oxidativo, antioxidantes.

SUMMARY

Free radicals are produced continuously in normal cell
metabolism and in various pathological events. When
in excess, they may cause oxidation of biologic
molecules. As a protection mechanism, the body has
a complex system of antioxidant defense. The
imbalance between oxidative challenge and
antioxidant defense capacity is called oxidative stress.
Erythrocytes play vital functions in the body which
can be compromised due to oxidative stress. Red
blood cells become vulnerable to oxidative injury due
to their constitution. Membrane unsaturated lipids are
highly susceptible to oxidation, and the presence of
oxygen and iron enhances free radicals formation.
Furthermore, red blood cells are unable to synthesize
new lipids and proteins to replace those that have been
oxidized. Therefore, the maintenance of antioxidant
mechanisms, such as vitamins E and C, and enzymes
superoxide dismutase, catalase, glutathione system,
and metahemoglobin reductase is important to prevent
and repair damages. This paper reviews information
about the mechanisms of erythrocyte oxidative damage
and antioxidant defense system, aiming to help
veterinary professionals in diagnosis and treatment of
erythrocyte oxidative stress related diseases.
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INTRODUCAO

Os eritrdcitos possuem fungdes vitais de
transporte de oxigénio (O,) e didxido de carbono e
de tamponamento de ions hidrogénio (H*). Néo
requerem energia para desempenho destas funcoes,
porém, produzem energia na forma de adenosina
trifosfato (ATP), nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) para manter
a célula circulando por meses em seu estado funcional
perante exposicoes repetidas a lesdes mecénicas e/
ou metabdlicas (STEINBERG e BENZ JR, 2000).
Destacam-se as lesdes eritrocitarias induzidas por
sobrecarga oxidativa, caracterizadas pela oxidacéao e
desnaturagdo da hemoglobina e as alteragdes
causadas por radicais livres nos lipidios e proteinas
damembrana (HATHERILL et al., 1991). O oxigénio
carreado pela hemoglobina atua como oxidante,
produzindo derivados reativos como o radical livre
superdxido e o perdxido de hidrogénio, o qual pela
reacdo com o ferro forma o radical hidroxila que é
altamente reativo (CALDIN et al., 2005). A
manutencdo dos mecanismos antioxidantes € de
extrema importancia nos eritrocitos, que ao contrario
da maioria das células ndo tém capacidade de
sintetizar novos lipidios e proteinas para substituir 0s
que foramoxidados (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2001). O efeito cumulativo da lesdo oxidativa é
responsavel pelo processo normal de envelhecimento
e destruicdo dos eritrdcitos (HARVEY, 1997).

A utilizacéo dos eritrocitos em modelos de
estudos do metabolismo oxidativo sustenta-se na
abundancia destas células, relativamente simples e de
facil obtencéo, sendo alvos constantes de lesdes
metabdlicas por circularem todo o organismo
(STEINBERG e BENZ JR, 2000). Em um estudo
com bovinos, a avaliacdo do estresse oxidativo
eritrocitario foi utilizada para inferir conclusdes sobre
0 estresse oxidativo sisttmico (RANJAN et al., 2006).
Apesar do papel fundamental dos eritrdcitos, o
estresse oxidativo eritrocitario € umassunto que ainda
ndo recebe a devida importéncia na medicina
veterinaria, portanto, este trabalho tem por objetivo

apresentar informacdes sobre 0s mecanismos de lesao
oxidativa e do sistema de defesa antioxidante
eritrocitarios, visando auxiliar o diagndstico e
tratamento das doencas relacionadas direta ou
indiretamente com a leséo oxidativa nos eritrocitos.

DESENVOLVIMENTO

Producéo de radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo produzidos em
processos bioquimicos fisioldgicos durante a redugao
oxidativa e o metabolismo celular e em varias
condicOes patologicas (HATHERIL et al., 1991). Em
pequena quantidade sdo benéficos e algumas vezes
indispensaveis, contudo, em altas concentragdes
podem ser toxicos, sobretudo ao oxidarem moléculas
biologicas alterando suas caracteristicas e provocando
transtornos no metabolismo celular (CHIHUAILAF
etal., 2002). Radical livre é por definicdo uma espécie
quimica que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, o que lhe confere instabilidade e
reatividade bioguimica (THOMAS, 2000). Contudo,
alguns agentes reativos ndo apresentam elétrons
desemparelhados, como o perdxido de hidrogénio
(H,0,), todos estes metabdlitos reativos derivados
do O, sejam radicais livres ou ndo sdo coletivamente
designados como espécies reativas de oxigénio (ERO)
(CHIHUAILAF et al., 2002).

Em condig6es fisioldgicas do metabolismo
celular aerdbio, o O, sofre reducdo tetravalente na
mitocndria, com consequente formacao de agua e
producéo de energia. Durante esse processo, sao
formados intermediarios reativos como o H,O, e 0s
radicais livres superoxido (O,e), hidroperoxila
(HO,e) e hidroxila (OHe) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2001). Vérias substancias exdgenas
com atividade 6xido-redutora participam na formacéo
de radicais livres ou promovem a oxidagéo direta de
componentes eritrocitarios dos animais (Tabela 1). A
anemia na intoxicacdo por cebola esta relacionada
coma presencga de compostos oxidantes, como o n-
propil dissulfito, e pode acometer diversas espécies
animais (FIGHERA et al., 2002; ASLANI et al.,
2005; TANG et al., 2007). Qutras fontes de ERO
sd0 0s exercicios extremos nos equinos (WILLIAMS
etal., 2004) e cdes (HINCHCLIFF, et al., 2000) e a
producdo de O, e pela auto-oxidagdo da hemoglobina
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Tabela 1 - Principais indutores de lesao oxidativa nos eritrécitos dos animais domésticos.

Indutores Animal Principais alterac@es eritrocitarias Referéncia
céo AH, excentrécitos, C. Heinz, , MetHb HARVEY et al., 1986
Acetoaminofeno
gato Heinz, , MetHb WEBB et al., 2003
Benzocaina tépica Céo, gato, ferret MetHb DAVIS et.al., 1993

DL-Metionina gato AH, C. Heinz, , MetHb MAEDE et al., 1987
Fenazopiridina gato AH, C. Heinz, , MetHb HARVEY & KORNICK, 1976
Fenilhidrazina bezerro C. Heinz LYNCH etal., 1978
Hidroxiuréia céo MetHb WRAY, 2008
Nitrito bovino MetHb ISSI et al., 2008
Toxinas da cebola céo A:jﬁ'rh%u?ggzd’aag;nfg?rtﬁagfl i'\éla?j':" TANG etal., 2007
Toxinas da cebola gato AH, C. Heinz, MetHb, excentrdcitos FIGHERA et al., 2002
Toxinas da cebola ovino AH, C. Heinz ASLANI et al., 2005
Senecio sp bovino Aumento de MDA e da fragilidade osmética BONDAN et al., 2005

AH: anemia hemolitica; MetHb: metahemoglobina; C. Heinz: corpusculos de Heinz; MDA: malondialdeido

(THOMAS, 2000).

O desequilibrio entre a producéo de radicais
livres e a capacidade de defesa do sistema antioxidante
caracteriza a condigdo de estresse oxidativo
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). A producéo
de ERO esta elevada nas lesdes teciduais causadas
por traumas, infeccOes, parasitas, radiagdes, hipoxia,
toxinas e exercicios extremos, devido aum conjunto
de processos como o aumento de enzimas envolvidas
na formacdo de radicais (xantina oxigenase,
lipoxigenase e cicloxigenase), a ativacdo da
fagocitose, liberacdo de ferro e cobre ou uma
interrupgdo da cadeia transportadora de elétrons
(ROCK et al., 1996). A presenca de metais de
transicdo, principalmente ferro e cobre, catalisam a
formagcé&o de radicais livres (HALLIWELL, 1994).
Pela sua constitui¢do, os eritrdcitos sdo altamente
vulneraveis ao risco do envolvimento aerobio, a
presenca do oxigénio e do ferro contribuem para a
formagdo de ERO e os lipidios insaturados da
membrana sdo fortemente susceptiveis a oxidacéo
(HATHERILL etal., 1991; HOKAMAet al., 1997).
Quanto maior a taxa metabdlica do animal, maior o

estresse oxidativo acumulado e menor a vida média
dos eritrécitos (CHRISTIAN, 2000).

Lesdo oxidativa nos eritrocitos

A lesdo oxidativa nos eritrocitos pode causar
a formacdo de metahemoglobina, corplsculos de
Heinz, lesdo da membrana eritrocitaria, excentrocitos
ou até mesmo a destruicdo da célula (HARVEY,
1997). Os radicais sulfidrila (SH), presentes nas
moléculas de hemoglobina e de proteinas estruturais,
sdo vulneraveis a oxidagdo e devem ser mantidos no
estado reduzido para que estas proteinas
desempenhem adequadamente suas fungdes
(HOKAMA et al., 1997). Em gatos, o principal alvo
da leséo oxidativa é a hemoglobina, representada pela
alta frequéncia de corpusculos de Heinz, enquanto
em cées predomina a lesdo da membrana e do
citoesqueleto com formagdo de excentrécitos
(CALDIN et al., 2005). Contudo, um unico
composto oxidante também pode provocar leséo por
diferentes mecanismos. Assim, a anemia hemolitica
na intoxicacao por cebola em cdes é causada pela
formacdo de corplsculos de Heinz e pela
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lipoperoxidagao da membrana, que consequentemente
diminuem a deformabilidade e a vida do eritrocito
(TANG etal., 2007).

Acredita-se que, fatores estressantes aos
animais também podem contribuir para uma
manifestacao clinica mais exacerbada. Aslani et al.
(2005) relataram o quadro de anemia hemolitica pela
ingestdo de cebola em um rebanho de ovinos, com
Obito de duas fémeas prenhes. Apesar dos ovinos
serem mais resistentes a intoxicacgao por cebola, 0s
autores atribuiram a manifestacdo clinica mais
exacerbada nestes animais ao estresse da prenhez e
de intempéries climéticas.

Oxidacéo da hemoglobina

A hemoglobina pode ser oxidada na por¢éo
heme, com oxidacdo do ferro e formacdo de
metahemoglobina, ou na fracéo protéica, por oxidagéo
da porcéo cisteina da globina levando a formag&o de
pontes dissulfeto entre seus grupos SH,
desestruturando a molécula e podendo culminar com
aformac&o de corpusculos de Heinz (BARRAVIERA
e MACHADO, 1987; CLEMENS e WALLER,
1987). Os corpusculos de Heinz representam o
estado final da degradacéo oxidativa da hemoglobina
(BARRAVIERA ¢ MACHADO, 1987). Na
metahemoglobina o ferro ferroso (Fe**) é oxidado a
forma férrica (Fe**), o que a torna incapaz de
transportar oxigénio. Inevitavelmente, 3% do total de
hemoglobina é convertido em metahemoglobina por
oxidagdo esponténea, porém, em condi¢es normais
ocorre o reparo pela agio daenzima metahemoglobina
redutase, mantendo os niveis de metahemoglobina
inferiores a 1% da hemoglobina total (WRAY, 2008).
Ap0s a exposicdo a um oxidante, a formagdo de
metahemoglobina ocorre em minutos, enquanto 0s
corpusculos de Heinz demoram horas para se
formarem. Além disso, se 0 oxidante for rapidamente
metabolizado em 24 horas a metahemoglobina pode
apresentar-se em valores normais (HARVEY, 1997).
A intoxicacédo por cebola em gatos pode provocar
dois quadros distintos, um quadro agudo representado
por metahemoglobinemia em algumas horas apos a
ingestdo e um quadro de anemia hemolitica por
corpusculos de Heinz que ocorre mais cronicamente,
a partir do terceiro dia (FIGHERA et al., 2002).

Aremocéo dos eritrocitos com Heinz ocorre

por fagocitose no bago ou por hemdlise intravascular
nos sinusdides esplénicos, estando relacionada com
a menor deformabilidade destas células. A
caracteristica de deformabilidade permite que os
eritrocitos normais circulem por capilares de diametro
menores que o seu, tendo relacdo direta com a sua
vida média (JAIN, 1993). A hemoglobina dos gatos
€ mais susceptivel a lesdo oxidativa, por possuir mais
de oito grupos SH, enquanto as outras espécies
possuem no maximo quatro. Adicionalmente, o bago
dos felinos € ineficaz na remog&o dos corpusculos de
Heinz do sangue, servindo como marcadores
persistentes dos danos oxidativos (JAIN, 1993;
WEBB et al., 2003).

Les&o oxidativa da membrana eritrocitaria

Os lipideos e as proteinas que constituem a
membrana eritrocitaria podem sofrer degradacédo
oxidativa por lipoperoxidagéo, oxidacdo de grupos
SH das proteinas de membrana, formagao de ligagdes
ou aglomerados entre proteinas oxidadas, além de
inibicdo de enzimas e sistemas de transporte de
membrana (HARVEY, 1997). A lesdo oxidativa
severa da membrana e do citoesqueleto dos eritrocitos
pode causar a formag&o de excentrdcitos, eritrocitos
que se apresentam na microscopia Optica com a
hemoglobina deslocada para uma porc¢éo da celula
enquanto a outra metade apresenta-se palida, sem
hemoglobina (CALDIN et al., 2005). Todas estas
alteracbes podem resultar em reducédo da
deformabilidade e fluidez e estdo relacionadas a maior
destruicao destes eritrdcitos (TANG et al., 2007).

O processo de lipoperoxidagao € uma reacdo
em cadeia devido a formagao dos peroxidos lipidicos
que podem atuar oxidando outros lipidios e desta
forma propagam a reagcdo (HALLIWELL, 1994).
Pode causar hemolise por reducéo da fluidez e do
potencial de membrana e aumento da permeabilidade
para o H* e outros ions (GUTTERIDGE, 1995). O
malondialdeido (MDA) é um dos produtos finais da
lipoperoxidacédo sendo utilizado como indicador de
intensidade da mesma (TODOVORA et al., 2005).
Como os eritrdcitos circulam por todo o organismo a
avaliacdo do estresse oxidativo eritrocitario, por meio
da mensuracdo do MDA eritrocitério, pode ser
utilizada como um indice de estresse oxidativo
(MACHADO et al., 2007). Bildik et al. (2004),
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verificaram que a anemia da leishmaniose visceral
canina esté relacionada com estresse oxidativo devido
a reducdo de antioxidantes e elevacdo da
concentragdo de MDA nos cdes estudados. Cées
infectados com Babesia gibsoni também apresentam
aumento de MDA e metahemoglobinemia
(MURASE, 1996). Em bovinos, a intoxicagao por
Senecio sp provoca estresse oxidativo eritrocitario,
com aumento da lipoperoxidacdo, que torna os
eritrocitos mais sensiveis a lise osmotica e pode
contribuir paraa hemdlise (BONDAN et al., 2005).

Os aglomerados de proteinas de membrana
oxidada induzem aumento da rigidez de membrana, 0
que implicaem menor deformabilidade celular, e maior
reconhecimento por macr6fagos com consequente
aumento da fagocitose destes eritrécitos
(CHRISTIAN, 2000). Todos estes mecanismos de
leséo de membrana estdo envolvidos na patogénese
da anemia de vérias doengas, como na intoxicacao
por cobre em ruminantes (JAIN, 1993). Além da
hemoglobina e dos constituintes da membrana, as
enzimas glicoliticas eritrocitarias também s&o alvos da
leséo oxidativa podendo ter suas fungdes alteradas
(TAVAZZI, 2000). Harvey e Kaneko (1977), relatam
maior utilizacdo da glicose pela via glicolitica das
pentoses em eritrdcitos de equinos, gatos e cées
incubados com azul de metileno. Portanto, a
sobrevivéncia destas celulas depende da manutencédo
da integridade da membrana e dos constituintes
citoplasmaticos (HOKAMA et al., 1997).

A diabetes mellitus esta relacionada a maior
estresse oxidativo, umavez que a glicose e as cetonas
sdo moléculas reativas que induzem a formacéo de
radicais livres. Em cées a diabetes, principalmente
cetoacidotica e o linfoma séo relacionados a formacéo
de excentrocitos (CALDIN et al., 2005). Christopher
(1989) encontrou forte correlacdo entre diabete
mellitus, hipertireoidismo, linfoma e corpusculos de
Heinz em gatos.

Sistemas de defesa antioxidante

Para compensar a alta susceptibilidade dos
eritrocitos a oxidacéo, o processo evolutivo o dotou
de potentes mecanismos antioxidantes (CLEMENS
e WALLER, 1987), que sdo elementos ou 0 conjunto
de processos que atenuam ou cessam a oxidagédo
pelas ERO (THOMAS, 2000). Os antioxidantes

podem atuar transformando um radical livre em uma
espécie menos reativa, removendo assim as formas
mais nocivas antes que se propagem e causem leséo
(HALLIWELL, 1994). Evitama formag&o de radicais
livres sequestrando metais de transicdo como ferro e
cobre (HALLIWELL, 1994; THOMAS, 2000),
funcéo desempenhada por proteinas como a ferritina,
transferrina e ceruloplasmina (CHIHUAILAF et al.,
2002). Apesar dos mecanismos para remover as ERO,
algumas persisteme causam lesdes, sobre estas lesdes
inevitaveis o organismo atua com mecanismos
especializados no reparo das estruturas lesionadas
(HEBBEL, 1986; HALLIWELL, 1994;
GUTTERIDGE, 1995).

O metabolismo antioxidante demanda gasto
de energia e tem uma relacdo intrinseca com o sistema
glicolitico. Assim, os animais com deficiéncia de
enzimas glicoliticas sdo mais propensos as lesdes
oxidativas, como nadeficiéncia da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PD) em cédes (JOHNSON,
1980) e equinos (STOCKHAM et al., 1994;
ALMOSNY etal., 2000) e na deficiéncia de piruvato
quinase citada em cées das racas Basenji (GIGER e
NOBLE, 1991) e Beagle (HARVEY et al., 1977).
Nos eritrdcitos, 0s mecanismos antioxidantes podem
ser divididos didaticamente em sistemas que atuam
na remocdao dos radicais livres, como a vitamina E,
superdxido dismutase (SOD), catalase, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e
mecanismos de reparacéo das lesdes, como a vitamina
C, easenzimas glutationa redutase (GSH-Rd), GSH-
Px e ametahemoglobina redutase (HEBBEL, 1986).

VitaminasEe C

A principal responsavel pela remoc¢éo de
radicais livres na membrana dos eritrdcitos é a vitamina
E (HEBBEL, 1986; CLEMENS e WALLER, 1987;
HARVEY, 1997). Dutta-Roy et al. (1994),
identificaram uma proteina na membrana que se liga
ao o-tocoferol para incorpora-lo na bicamada lipidica
da membrana eritrocitaria. Esta vitamina possui um
importante papel de interromper a propagacéao da
reacdo de lipoperoxidacao, 0 que ocorre por ser mais
susceptivel a oxidagdo que os lipidios de membrana
e pela transformacdo dos peroxidos lipidicos em
formas menos reativas (HALLIWELL, 1994). Assim,
a vitamina E atua na prevencdo da hemolise por
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manter a estabilidade das membranas (HATHERILL
etal., 1991). Quando oxidada, a vitamina E pode ser
reciclada para a sua forma reduzida pela vitamina C
(HALLIWELL, 1994) e pela GSH (SEN, 1997).

A vitamina C é um potente agente redutor
(ROCK etal., 1996), reduzindo avitamina E oxidada
e tornando-a novamente ativa (HALLIWELL, 1994),
além de manter a GSH no estado reduzido (SHANG
et al., 2003). Apesar do seu conhecido efeito
antioxidante na presenca de metais de transi¢éo, como
ferro e cobre, pode atuar como um agente oxidante
(HALLIWELL, 1994; CHIHUAILAF et al., 2002).
Quando oxidada, esta vitamina é captada e reduzida
pelos eritrdcitos e essa redugdo é importante na
manutenc¢do da vitamina C plasmatica na forma ativa
(BILDIK etal., 2004).

Superdxido dismutase (SOD)

A remocdo do O,eé importante para o
eritrécito, devido a sua producdo durante a auto-
oxidagdo da hemoglobina (THOMAS, 2000) e a
participacdo do O, na formacdo de OHe, que
possui maior potencial lesivo (CHRISTIAN, 2000).
A SOD é uma metaloenzima essencial para a
sobrevivéncia dos eritrécitos por catalisar a
dismutacéo do O,e para O,e H,O, (HATHERILL
etal.,, 1991; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).
Nos eritrdcitos, esta enzima apresenta-se ligadaa um
atomo de cobre e um de zinco (CuzZnSOD), que
constituem a porcdo ativa da enzima, ocorrendo
transferéncia de um elétron do O,’e para o metal
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). Aatividade
enzimética da SOD pode estar diminuida em animais
que ingerem uma dieta deficiente em cobre ou zinco
(HARVEY, 1997).

Catalase

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a
reducdo do peroxido de hidrogénioaH,0eO,,e a
sua atividade enzimética € dependente do ferro
presente na por¢éo heme de suaestrutura (HARVEY,
1997). A presenca desta enzima nos eritrocitos
também reduz a degradacdo oxidativa em outros
tecidos do organismo, devido a remocéo do peroxido
de hidrogénio que se difunde do meio extracelular para
os eritrocitos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2001). Com excegdo dos caes, 0s eritrocitos dos

mamiferos apresentam alta atividade desta enzima
(HARVEY, 1997). Todorova et al. (2005),
estabeleceram valores de referéncia de catalase e
SOD eritrocitarias para caes e gatos. Nesse trabalho
observaram-se valores médios de catalase
aproximadamente seis vezes maiores nos gatos em
comparacao aos caes.

Sistema glutationa

A glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo
de &cido glutamico, cisteina e glicina (SEN, 1997;
KURATAZ et al., 2000), € sintetizada nos eritrocitos
pelas enzimas y-glutamilcisteina-sintetase e glutationa
sintetase com consumo de ATP (SEN, 1997). O
radical SH da cisteina € a sua porc¢éo ativa e atua
como aceptor de elétrons, tendo como principal
funcéo a manutencao dos grupos SH da célula na forma
reduzida (HARVEY, 1997; HOKAMA, 1997).
Diante da exposicéo a agentes oxidantes, a GSH é
oxidada mais rapidamente do que a hemoglobina e
outros constituintes eritrocitarios, protegendo-os da
degradacéo oxidativa (JACOB e JANDL, 1966). O
eritrécito também pode intensificar a sintese de GSH
em situacOes de estresse oxidativo, o que foi
observado por Yonezawa et al. (2005) na intoxicacao
experimental por tetracloreto de carbono em bovinos.

O sistema glutationa e a catalase sdo o0s
principais mecanismos de defesa contra o H,0,,
dependendo da quantidade de perdxidos. O sistema
glutationa atua em niveis baixos de peroxido devido a
maior afinidade da GSH-Px pelo per6xido de
hidrogénio, enquanto que a catalase age
principalmente em concentragfes elevadas de
peréxidos (CLEMENS e WALLER, 1987;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).
Quantidades pequenas de H,O, sdo produzidas
durante os eventos celulares normais, sendo altos
niveis observados apds a administracdo exdgena de
compostos com atividade dxido-redutora ou em locais
de inflamac&o ativa (HARVEY, 1997). AGSH é
substrato para a enzima GSH-Px durante a
transformacédo do H,0, em agua. Nesta reacéo, a
GSH sofre oxidagdo dando origem a glutationa
oxidada (GSSG), removendo outros peroxidos
organicos na membrana e no interior da célula
(HALLIWELL, 1994; SEN, 1997). A GSH-Px
possui umresiduo de selenocisteina, sendo a presenca
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do selénio essencial para a sua atividade enzimatica
(SEN, 1997). Aalta correlagéo entre a concentragéo
plasmatica de selénio e a atividade da GSH-Px permite
utiliza-la para avaliar o equilibrio metabdlico da
utilizagdo desse mineral em diferentes espécies,
principalmente bovinos e ovinos (CHIHUAILAF et
al., 2002). Aanemia hemolitica é raraem animais com
deficiéncia de selénio, sendo observada apenas na
presenca de outros fatores estressantes (HARVEY,
1997).

A GSH sofre oxidacdo formando a glutationa
oxidada (GSSG) constantemente. Sendo assim, 0S
eritrécitos possuem a enzima GSH-Rd que faz a
reducéo do GSSG para GSH, para manter a GSH
em concentragdo adequada. Esta reagdo utiliza como
co-fatores 0 NADPH, produto da via glicolitica das
pentoses, e a flavina adenina dinucleotideo (FAD),
derivado fosforilado da riboflavina (JACOB e
JANDL, 1966; SEN, 1997; KURATA et al., 2000).
A deficiéncia de FAD é relatada em equinos por
defeito no metabolismo eritrocitario da riboflavina e
esta relacionada & metahemoglobinemia e presenca
de excentrdcitos (HARVEY et al., 2003).
Metahemoglobinemia familiar também pode ser
observada em eqiinos associada a diminuicéo de
GSH-Rd e GSH (DIXON et al., 1977). O sistema
glutationa influencia o metabolismo glicolitico
eritrocitério e ataxa de glicélise pela via das pentoses
é inversamente proporcional  concentracéo de GSH
(JACOB e JANDL, 1966). Além disso, enzimas
glicoliticas como a hexoquinase e a G-6-PD séo
importantes na reciclagem da glutationa. Durante o
processo de envelhecimento do eritrocito ocorre
diminuigdo da reciclagem da GSH, aumento das
lesBes oxidativas, acimulo de célcio intraeritrocitario
e reducdo da deformabilidade (KURATA et al.,
2000).

Metahemoglobina redutase

Como mecanismo de reparo e prevengéo da
metahemoglobinemia, os eritrocitos possuem a enzima
metahemoglobina redutase, que esta presente emduas
formas, a enzima que utiliza o NADH produzido pela
via glicolitica anaerdbica como cofator (NADH-
metahemoglobina redutase), mais ativa e importante
em condigdes normais, e a enzima que utiliza como
cofator o NADPH produzido pela via glicolitica das

pentoses (NADPH-metahemoglobina redutase)
(JAIN, 1993). Na intoxicacao por cebola em gatos
ocorre quadro agudo de metahemoglobinemia,
possivelmente pela acdo do n-propil dissulfito,
presente na cebola, inibindo a atividade das duas
formas da enzima (FIGUERA et al., 2002.). Em
condi¢Bes normais, apesar da sua constante formacéo,
a metahemoglobina ndo excede 1% do total de
hemoglobina, devido principalmente & atuacéo da
NADH-metahemoglobina redutase. Porém, na
presenca de substancias doadoras de elétrons como
0 azul de metileno, que possuem forte atividade 6xido-
redutora, a NADPH-metahemoglobina redutase
intensifica a sua atividade (WRAY, 2008).
Metahemoglobinemia devido a deficiéncia de
metahemoglobina redutase é relatada em cées
(HARVEY et al., 1991) e gatos (HARVEY et al.,
1994).

Suplementacéo e terapia antioxidante

Em medicina humana a suplementacéo com
antioxidantes é recomendada de forma preventiva ou
terapéutica, principalmente de vitaminas C e E
(SHANG, 2003). Pesillo et al. (2004) observaram
maior concentracdo de MDA e menores
concentragdes de vitamina E em cdes com anemia
hemolitica imunomediada, apontando a necessidade
de mais estudos a respeito dos beneficios potenciais
do tratamento antioxidante em cées com esta doenca.
Como intuito de diminuir o estresse oxidativo causado
pelo exercicio, varias pesquisas vem sendo
desenvolvidas em equinos atletas envolvendo a
suplementac&o com vitamina E e selénio (AVELLINI,
etal., 1995; MOFFARTS et al., 2005) e vitaminas E
e C (WILLIAMS et al., 2004). Kamiloglu et al.
(2006), verificaram que a suplementagdo com vitamina
A 3-caroteno emovinos atenuou o estresse oxidativo
induzido pelo parto, demonstrado pela maior
concentracdo de GSH eritrocitaria e menores
concentracdes de MDA plasmaético.

Além dos antioxidantes vitaminicos,
destacam-se também os antioxidantes sintéticos como
a N-acetilcisteina que possui atividade antioxidante
por conter um grupamento SH em sua composigéo,
sendo um de seus efeitos aumentar a concentracéo
de GSH (HILL et al., 2001). Gatos intoxicados
experimentalmente por acetaminofeno e tratados com
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N-acetilcisteina apresentaram menor concentracdo de
metahemoglobina e corpusculos de Heinz que os
animais néo tratados (GAUNT et al., 1981). No
estudo de Webb et al., (2003), a S-adenosilmetionina
(SAMe) foi utilizada no tratamento da intoxicagéo
experimental por acetoaminofeno e protegeu o0s
eritrocitos da lesdo oxidativa, limitando a formacéo
de corpusculos de Heinz e a destruicdo dos eritrocitos.
Outros antioxidantes como os bioflavondides
(ALLISON et al., 2000) e uma associacao de cisteina
e vitamina E também apresentaram efeito protetor na
intoxicag&o por acetaminofeno em gatos (HILL et al.,
2005). A suplementacdo com cisteina também
aumenta a sintese e a concentracdo de GSH
(FETTMAN et al., 1999).

Apesar do conhecido efeito oxidante, o azul
de metileno, em doses especificas, é utilizado com
eficiéncia no tratamento da metahemoglobinemia. A
enzima NADPH-metahemoglobina redutase tem forte
afinidade pelo azul de metileno e o reduz a
leucometileno, o qualem contrapartida atua reduzindo
a metahemoglobina (JAIN, 1993). Wray (2008) relata
0 caso de um céo da raga Greyhound intoxicado com
hidroxiuréia que apresentou cianose e 72,9 % de
metahemoglobina, sem formacéo de corpusculos de
Heinz. Aconduta terapéutica incluiu azul de metileno
e acetilcisteina endovenoso, transfusdo de papa de
hemécias e oxigénioterapia. O animal apresentou
melhora completa e 16 horas apos a instituigdo do
tratamento pode-se observar menos de 1% de
metahemoglobina. Em bovinos, o azul de metileno
também é usado com sucesso no tratamento da
metahemoglobinemia devido a intoxica¢éo por nitrito
(ISSl etal., 2008). Outra possibilidade que necessita
ser mais estudada na medicina veterinaria é a utilizacéo
de quelantes de ferro. Devido a participacao do ferro
na formacao de radicais livres, a administracdo de
quelantes de ferro, como a desferroxamina, tem efeito
antioxidante em processos que envolvem aumento de
ferro livre (BALOGH et al., 2002).

CONCLUSOES

Os antioxidantes eritrocitarios formam um
complexo e eficiente sistema de manutencdo da
integridade e, consequentemente, funcionalidade dos
eritrocitos durante o seu curto periodo de vida na

circulacéo perante a producdo normal de radicais livres
do organismo. Porém, a suplementac&o ou terapia
antioxidante pode ser necessaria em situagoes de
estresse oxidativo, seja por uma ineficiéncia dos
sistemas antioxidantes ou por aumento dos eventos
oxidantes enddgenos ou exdgenos.

O estudo e a utilizacdo de terapias
antioxidantes ainda é escasso em medicina veterinaria,
apesar da medicina humana utilizar animais como
modelos experimentais para avaliagdo do efeito
antioxidante de diversas substancias. As lesdes
oxidativas eritrocitarias estdo presentes em inimeras
enfermidades dos animais. Deste modo, deve-se
sempre realizar uma investigacdo cautelosa de
alteraces morfoldgicas e funcionais dos eritrocitos.
O efeito antioxidante de varias substancias foi
comprovado em estudos experimentais, sendo
necessario um direcionamento mais aplicado das
pesquisas futuras, a fim de estabelecer a conduta
terapéutica mais adequada para cada espécie.
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