O METABOLISMO DO ERITROCITO’

O eritrocito

Os eritrdcitos maduros dos mamiferos séo células anucleadas que normalmente circulam por
alguns meses apesar de sua limitada capacidade sintéticas e do fato de se expor repetidas vezes a
insultos mecéanicos e metabdlicos. O fato de ndo possuirem nicleo e outras organelas
impossibilita a sintese de &cidos nucléicos ou proteinas. A perda da mitocondria durante a
maturacdo resulta na perda da capacidade de realizar o Ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa

e previne a sintese de novo de heme ou lipideos nestas celulas (Figura 1).
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Figura 1. SeqUiéncia de maturacdo da série eritrocitica na espécie
canina (Harvey, 2001).

Os eritrocitos sdo células Unicas que executam fungbes vitais no organismo. O objetivo
primério desta célula é o transporte de hemoglobina (Hb), visto que esta proteina esta associada
a outras funcdes como o transporte de oxigénio (O,), transporte de dioxido de carbono (CO,) e
tamponamento dos fons de hidrogénio (H"). Estas funcdes requerem energia sob a forma de
ATP (adenina trifosfato).

Embora as demandas metabdlicas sejam menores do que as de outras células sangtiineas, os
eritrdcitos ainda precisam de energia. O ATP é necessario para a manutencdo da forma,
deformabilidade, fosforilacdo dos fosfolipideos e proteinas de membrana, transporte ativo de
varias moléculas, sintese parcial de nucleotideos de purina e pirimidina e sintese de glutationa
reduzida (GSH) (Figura 2).

“ Seminario apresentado pela aluna Luciana de Almeida Lacerda na disciplina BIOQUIMICA DO
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Gonzalez.
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Figura 2. Importancia do ATP para o eritrécito.

A hemoglobina

A hemoglobina (Hb) é uma proteina composta de grupamentos heme que compde 95% da
proteina total desta célula. Os beneficios de conter hemoglobina dentro das células, ao contrario
de livre no plasma, incluem: uma meia-vida maior (a Hb livre no plasma possui uma meia-vida
de apenas algumas horas), a capacidade metabdlica dos eritrocitos de manter o ferro ligado a Hb
em seu estado funcional e a habilidade de controlar a afinidade do oxigénio pela Hb, alterando
as concentracdes de fosfatos organicos (especialmente o 2,3-DPG).

Além disso, a presenca de hemoglobina livre no plasma na concentracdo normalmente
encontrada no sangue iria exceder a pressdo osmotica muitas vezes mais do que normalmente
ocorre pelas proteinas plasmaticas, afetando significantemente o movimento de fluidos entre o

sistema vascular e os tecidos.
Forma dos eritrocitos - diferencas entre espécies

Os eritrocitos das espécies de mamiferos domésticos (caninos, felinos, equinos, bovinos e
ovinos) possuem forma de disco bicdncavo (discécitos). O grau de biconcavidade é maior na
espécie canina e menor em felinos e eqiinos. Os eritrdcitos dos caprinos geralmente apresentam
uma superficie plana ou com uma leve depressdo. Outras diferencas na forma dos eritrocitos
entre espécies incluem os ovalGcitos da familia Camelidae, células em foice nos cervos,
poiquilécitos em alguns caprinos, células fusiformes na cabra da raga Angora, e células
nucleadas ovais em aves, répteis, anfibios e peixes, sendo que nestas espécies de vertebrados

nao-mamiferos o metabolismo destas células é diferenciado (Figura 3).



Figura 3. Diferencas na forma dos eritrécitos entre espécies. A) Ave - Frango (Wright/
1000x); B) Réptil - Cascavel (May-Grinwald/ 1000x); C) Mamifero - Cao (Wright/ 1000x);
D) Mamifero - Lhama (Wright/ 1000x); E) Mamifero - Cabra (Pandtico/ 1000x); F) Peixe -

Jundia (Wright/ 1000x) (© 2005 Luciana de Almeida Lacerda).

Sobrevida dos eritrocitos na circulacao

Estudos comparativos tém demonstrado que a sobrevida do eritrocito esta associada a uma
série de parametros. Atualmente se sabe que a sobrevida do eritrocito varia com a taxa
metabdlica, que esta intimamente ligada a taxa de estresse oxidativo que a célula sofre, e que é

inversamente proporcional ao tamanho e a longevidade da espécie (Tabela 1).



Tabela 1. Sobrevida do eritrdcito para algumas espécies.

Espécie Sobrevida do eritrdcito (dias)
Cavalo 140 a 145

Vaca 130

Homem 120

Céo 100 a 115

Gato 73

Camundongo 43

(Fonte: Feldman et al., 2000).

As fungdes do eritrécito

O eritrocito possui diversas funcBes. As funcBes de transporte de oxigénio, didxido de
carbono e o tamponamento dos ions de hidrogénio estdo interligadas. Cada tetramero da Hb
pode ligar 4 moléculas de oxigénio quando completamente saturado, por isso o fato da Hb estar
contida dentro destas células aumenta cerca de 70 vezes a capacidade de transporte de O,
guando se compara a quantidade de O, que poderia ser transportada se dissolvido no plasma.

Aproximadamente 10% do CO, sdo transportados dissolvidos no sangue, 30% sdo
transportados ligados a grupamentos amina de proteinas, e 60% sdo transportados na forma de
bicarbonato em individuos normais. O &cido carbénico é formado quando o CO, dissolvido se
combina com a H,0. Esta é uma reacdo ndo-enzimatica, mas é acelerada pela presenca da
enzima anidrase carbbnica (CA, carbonato desidratase) presente nos eritrocitos. O bicarbonato é
formado pela réapida dissociacao do acido carbonico.

A hemoglobina potencializa a formacéo de bicarbonato através da captacdo e consequente
tamponamento de ions hidrogénio, o que desvia o equilibrio da reagdo para a direita. Os
grupamentos carbamino sdo formados pela combinagdo de CO, com 0s grupos terminais das
proteinas. A globina da Hb é a proteina de maior importancia neste processo.

O transporte de CO, dos tecidos para os pulmBes como grupamentos carbamino é
potencializado devido ao fato de que a desoxihemoglobina se liga duas vezes mais ao CO, do
gue a oxihemoglobina.

A hemoglobina é a proteina tampdo de maior importancia no sangue devido a sua alta
concentracdo, possui relativamente baixo peso molecular, e possui um grande nimero de
residuos de histidina com valores de pK, suficientemente proximos a 7,4 para funcionarem com
tampdes efetivos. A Hb tem aproximadamente 6 vezes mais capacidade de tamponamento do

gue as proteinas plasmaticas.
A membrana eritrocitaria

A membrana do eritrécito contém aproximadamente quantidades iguais de lipideos e

proteinas. Os lipideos séo fosfolipideos ou lipideos neutros, em sua maior parte colesterol ndo



esterificado, e eles tém papel importante na manutencdo da flexibilidade e da deformabilidade
celular.

O componente protéico da membrana € representado por diversas proteinas que podem ser
divididas em duas porg¢des: proteinas transmembranosas (que atravessam a bicamada lipidica) e
proteinas interiores (situadas na base da bicamada lipidica).

As principais proteinas transmembranosas sdo a glicoforina A e a proteina banda 3. A
glicoforina A possui carboidratos na porcdo externa da molécula, a presenca destes confere
carga negativa aos eritrdcitos e impede a aglutinagdo dos mesmos. As glicoforinas (GP) estdo
relacionadas com os antigenos eritrocitarios. A proteina banda 3 esta inserida na bicamada
lipidica e funciona como canal transportador de anions e agua para a célula. Esta proteina
mantém uma ligagcdo importante com as proteinas periféricas ankirina e espectrina, que serve
para fixar a membrana ao citoesqueleto.

As proteinas associadas ao citoesqueleto sdo denominadas de periféricas. Dentre elas estdo a
espectrina, a actina (banda 5), a ankirina (proteina 2.1), banda ou proteina 4.1, proteina banda
4.2 e a proteina banda 4.9 (Figura 4).

Alteracbes nos componentes da membrana, lipideos ou proteinas, podem resultar em
mudangas na forma com conseqliente diminuicdo da resisténcia aos insultos metabdlicos e
mecanicos que estas células sofrem constantemente na circulagdo e aumento da destruicdo

destas células (anemia hemolitica).
Transporte de moléculas

A bicamada lipidica do eritrocito é impermedvel a maioria das moléculas,
conseqlientemente, varias sistema de proteinas transportadoras de membrana sdo utilizadas para
a movimentacdo de moléculas para fora e para dentro da célula. A proteina Banda-3 parece
funcionar como um poro ou canal aquoso para o transporte de anions (como o bicarbonato e o

cloreto), gua, certos nao-eletrdlitos, e provavelmente alguns cations.

A bomba de sédio-potéssio

As maiores diferencas inter-espécies, e em alguns casos, intra-espécies, estdo no transporte
de cations e subsequientemente nas concentragdes intracelulares de sodio (Na*) e potassio (K”).
As espécies animais com alta concentracdo (eqiinos, suinos e alguns ruminantes), possuem um
bomba de sédio-potassio ativa que faz a troca do Na' intracelular pelo K* extracelular com
hidrélise de ATP. Algumas espécies possuem altas concentragdes de potassio intracelular (HK")
como alguns ovinos, cabras e budfalos, jA& a maior parte dos bovinos possui baixo potéassio
intracelular (LK"), conseqiientemente, alta concentracdo de sédio intracelular. Estes eritrdcitos

LK" possuem baixa atividade da bomba de sddio-potassio e alta permeabilidade para o potassio.



Os eritrécitos dos felinos e da maioria dos caninos ndo possuem atividade da bomba de
sddio-potassio e apresentam concentracdes de Na" e K* proximas daquelas definidas por Donnan
para o equilibrio com o plasma. Entretanto, muitos cdes japoneses e coreanos clinicamente
normais possuem eritrdcitos HK®, estes cdes possuem atividade significativa da bomba de
sodio-potassio. Alguns também apresentam aumento do transporte de glutamato, o que resulta
em altas concentracbes de GSH. Outras vias de transporte de Na“ e K ocorrem em graus

variados em certas espécies.

A bomba de calcio

O excesso de célcio (Ca?") intracelular é deletério ao eritrocito, portanto este é ativamente
transportado para fora da célula através de uma bomba (ATPase) dependente de magnésio

(Mg?"). A bomba de célcio é ativada por uma proteina ligante de célcio (calmodulina).

Transporte de aminodcidos

O transporte de aminoacidos nos eritrocitos garante a sintese de GSH nestas células, além
disso, este transporte pode ser responsavel pelo efluxo de aminoacidos durante a maturacdo do

reticulocito.

Transporte de glicose

Os eritrocitos das diferentes espécies variam na permeabilidade a glicose, sendo que o
humano é o mais permeavel e o suino o menos permedvel. As outras espécies parecem ser
intermedidrias entre estes dois extremos. O transporte da glicose para dentro do eritrdcito ocorre
de forma passiva (transportador de glicose tipo 1 — GLUT-1) e ndo € regulado pela insulina. Os
eritrocitos de suinos adultos ndo possuem um transportador de glicose funcional e por isso

possuem habilidade limitada para utilizar a glicose para producgéo de energia.

Transporte de nucleosideos

As membranas eritrocitarias da maior parte das espécies possuem um transportador de
nucleosideo. O coelho, 0 suino e o humano apresentam significativamente mais captacdo de
adenosina do que outras espécies estudadas. Os eritrocitos caninos apresentam maior captacao
de adenosina do que os felinos, caprinos, ou bovinos. Ja os de equinos e da maior parte dos
ovinos parecem ser impermedaveis a adenosina. Os eritrocitos dos cdes parecem ser
impermeaveis a inosina. Os eritrocitos felinos e caninos exibem captacdo de adenina e
incorporacdo aos nucleotideos, mas os valores sdao muito mais baixos do que os de humanos,

coelhos e roedores.
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Figura 4. Estrutura simplificada da membrana eritrocitaria (Lorenzi, 1999).

Os grupos sanguineos

Os grupos sanguineos sao definidos por antigenos espécie-especificos presentes na superficie
dos eritrocitos. A maior parte dos antigenos € um componente integral de membrana composto
por carboidratos complexos associados a proteinas ou lipideos inseridos na membrana
eritrocitaria, sendo denominados de glicoproteinas ou glicolipideos. Entretanto, estes antigenos
também podem estar presentes nas plaquetas, nos leucdcitos, nos tecidos e em fluidos (soro,
saliva) do organismo. Contudo, a especificidade sorol6gica nestes casos € determinada pela
estrutura do carboidrato.

Os antigenos eritrocitarios podem variar em imunogenicidade e significado clinico e a
deteccgdo e a descri¢do destes ainda é feita através de testes soroldgicos (anticorpos policlonais
ou monoclonais). Na medicina veterinaria, o significado clinico dos grupos sangliineos esta
associado as reacdes transfusionais e & isoeritrolise neonatal. Os antigenos determinantes dos
grupos sangliineos, por serem marcadores genéticos, podem também ser utilizados para resolver
casos de disputa de paternidade, além disso, mesmo que ainda ndo comprovado, podem estar
envolvidos na anemia hemolitica imunomediada e podem servir como marcadores de doencas.

Em humanos existe o sistema de grupos sangiineos ABO, enquanto que 0s animais
apresentam uma variedade de diferentes sistemas. O conhecimento sobre o0s tipos sangiiineos de
diferentes espécies é de grande importancia na medicina veterinaria, visto que uma transfusdo
sangiiinea incompativel pode resultar em uma reagéo transfusional hemolitica severa e até levar

0 animal & morte, em alguns casos.
Caninos

Os tipos sangliineos da espécie canina sdo estudados por diversos grupos de pesquisadores

de diferentes paises. Nos Estados Unidos os tipos sanguineos desta espécie ddo designados pela
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sigla DEA (dog erythrocyte antigen — antigeno eritrocitario canino). Atualmente o céo apresenta
cinco sistemas de grupos sangiiineos compostos por sete determinantes antigénicos, ou seja,
DEAs 1 (subgrupos 1.1, 1.2 e 1.3), 3, 4, 5, 7. Os grupos DEA 6 e DEA 8 foram reconhecidos na
Segunda Oficina Internacional em Imunogenética Canina, mas devido a inexisténcia de anti-
soros para estes antigenos e a dificuldade na obtencdo destes, tais anti-soros ndo tém sido

estudados.
Felinos

Os tipos sanguineos dos felinos e as incompatibilidades entre eles, incluindo modo de
heranga genética, severidade das reacGes transfusionais, e a incidéncia de isoeritrolise tém sido
estudados durante as Gltimas duas décadas. O sistema AB de grupos sangliineos em felinos
possui trés tipos: A, B e AB, sendo que este Gltimo é muito raro. Entretanto, os antigenos de

superficie eritrocitéria deste sistema sdo diferentes daqueles do sistema ABO humano.

Qutras espécies

Nos eqliinos, 7 sistemas de grupos sangiineos sdo reconhecidos internacionalmente (A, B,
C, D, K, P, Q, U) que incluem 32 antigenos, devido as varias combinacBes antigénicas,
aproximadamente 400.000 tipos sanglineos sdo possiveis, e ndo existe um doador universal. Os
aloantigenos Aa e Qa sdo extremamente imunogénicos, e a maior parte dos casos de isoeritrdlise
neonatal sdo associados aos anticorpos anti-Aa e anti-Qa. Um antigeno encontrado na espécie
Equus asinus (burro) ndo foi encontrado em cavalos e é apresentado apenas por burros e mulas.

Nos bovinos, 11 sistemas de grupos sangiiineos séo reconhecidos internacionalmente (A, F,
J LM, Z R, B,C, S, T’), mas os grupos B e J sdo 0s que apresentam maior importancia
clinica. O grupo B é extremamente complexo, tornando a compatibilidade entre transfusdo
muito dificil. O antigeno J é um lipideo que é encontrado nos liquidos corporais e é adsorvido
pelo eritrocito, ou seja, ndo é realmente um antigeno eritrocitario. Os bezerros recém-nascidos
ndo apresentam o antigeno J, mas geralmente o adquirem durante os primeiros 6 meses de vida.
Existem variagBes quanto a quantidade de antigeno J que esta presente, alguns bovinos podem
ter anticorpos anti-J e, portanto, desenvolvem reacgdes transfusionais quando recebem sangue J-
positivo. Vacinas de “origem sangiinea” (algumas vacinas para anaplasmose e babesiose)
podem sensibilizar as vacas aos antigenos eritrocitarios, o que pode resultar em uma isoeritrdlise
neonatal nos bezerros subseqiientes.

Nos ovinos, 7 sistemas de grupos sanglliineos sao reconhecidos internacionalmente (A, B, C,
D, M, R, X). O sistema B nestes animais é analogo ao sistema B dos bovinos, e o sistema R é
similar ao sistema J dos bovinos (os antigenos sdo sollveis e possivelmente adsorvidos ao

eritrocito). Os grupos sangiiineos dos caprinos (A, B, C, M, J) sdo muito similares aos dos



ovinos. Muitos reagentes utilizados para a tipagem de ovinos tém sido utilizados para a tipagem
de caprinos.

Nos suinos, 16 sistemas de grupos sangliineos sao reconhecidos internacionalmente (A, B, C,
D,E,F G HIJ KL M,N,O,P). O sistema A esta relacionado com J bovino, A humano e
E ovino. Os fatores A e O ndo sdo componentes intrinsecos da membrana eritrocitaria (assim
como o J dos bovinos, sdo antigenos sollveis adsorvidos ao eritrocito ap6s algumas semanas de
vida).

Em duas espécies de camelideos da América do Sul (lhamas e alpacas), 6 fatores e 5
sistemas de grupos sanglineos foram identificados (A, B, C, D, E, F). Sendo que A e B fazem

parte do mesmo sistema denominado A.

O metabolismo dos carboidratos nas hemacias

A glicose é o substrato primario para o requerimento energético dos eritrécitos de todas as
espécies, com excecdo dos suinos, como ja visto anteriormente. Substratos como ribose, frutose,
manose, galactose, dihidroxiacetona, gliceraldeido, adenosina, e inosina podem ser
metabolizadas até certo ponto, dependendo da espécie.

Uma vez que a glicose entra na célula, ela é fosforilada a glicose 6-fosfato (G6P) pela
enzima hexoquinase (HK). A G6P é entdo metabolizada pela via de Embden-Meyerhof (EMP)
ou pela via das pentoses (PPP) (Figura 6).

Via de Embden-Meyerhof (glicolise) e a producédo de ATP

Através da via de Embden-Meyerhof, cada molécula de glicose é metabolizada em duas
moléculas de lactato e neste processo sdo geradas duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato).
Devido ao fato de que o eritrocito ndo possui mitocdndria, esta via € a Unica fonte para a
producdo de ATP nestas células. As reacdes catalisadas pela HK, pela fosfofrutoquinase (PFK)
e pela piruvato quinase (PK) parecem ser passos taxa-limitantes na glicélise, sendo que a reacao

da PFK é a mais importante em condic¢des fisioldgicas controladas.

A influéncia do fosfato inorganico

Com valores de pH fisiolégicos, altas concentracdes de fosfato inorganico (P;) estimulam a
glicolise por esta via pela reducdo da inibicdo da PFK pelo ATP. Ao contrério deste fato, a
glicolise ¢ inibida por deficiéncia de fosfato de curta duracdo, principalmente pela reducédo do P;
intracelular para a gliceraldeido fosfatase desidrogenase (GAPD).

Em um experimento com cées com hipofosfatemia severa por hiperalimentacao, observou-se
gue uma reducdo da taxa de glicolise resulta em uma reducdo da concentracdo de ATP e anemia

hemolitica. Anemia hemolitica associada com hipofosfatemia também foi relatada em cées e



gatos diabéticos apds tratamento com insulina, em gatos com lipidose hepatica e em vacas

posparturientes nas quais baixas concentragdes de ATP dos eritrocitos foram constatadas.

Coenzima NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo)

Na via de Embden-Meyerhof, a NAD é uma coenzima essencial para a producdo de energia

no eritrdcito e para a formacao do lactato na glicélise anaerdbica (Figuras 5 e 6).

NADH 0. .0
+ H*  NAD* i

i |
U HO—C—H

Lactate ‘
dehydrogenase

CHs CH3
Pyruvate Lactate

Figura 5. Formacao de lactato a partir do piruvato (Karplus, 2005).

Deficiéncia enzimatica

Devido ao fato de que o eritrécito depende unicamente da glicolise anaer6bica para a
producdo de ATP, deficiéncias das enzimas envolvidas neste processo podem ter efeitos
significantes sobre a sobrevida do eritrécito. Uma deficiéncia de PK em cées e gatos resulta em
uma moderada a severa anemia hemolitica, a deficiéncia de PFK em cédes leva a uma anemia
hemolitica compensada com episddios esporadicos de hemélise intravascular e hemoglobindria.
Caes PFK-deficientes apresentam eritrdcitos frageis a alcalinidade, pois o 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) estd diminuido nestas células. Os episodios de hemdlise intravascular ocorrem
guando estes cdes aumentam sua taxa respiratoria (hiperventilacdo), o que leva ao aumento do

pH sanguineo.
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Figura 6. Representacao simplificada da Via de Embden-Meyerhof (glicdlise) e sua relacao
com as outras vias metabdlicas no eritrdcito.

O ciclo de Cori

Ciclo de Cori é 0 nome dado a reciclagem do lactato produzido na glicolise anaerébica, o
lactato produzido ndo é utilizado pela célula e através do sangue é transportado até o figado,
Unico 6rgdo capaz de utiliza-lo para producdo de energia (oxidagdo a CO2 e H20) ou como
precursor da glicose no processo de gliconeogénese. Sendo assim, a glicose nova produzida no
figado pode ser utilizada pelas células do organismo novamente (Figura 7).

FIGADO GLICOSE ERITROCITO

GLICOSE

GLICOSE

2 LACTATO GLICOLISE

2 LACTATO
2 LACTATO

Figura 7. Representacgdo simplificada do ciclo de Cori — destino
do lactato produzido pelo eritrocito.
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Via do DPG (difosfoglicerato) e a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio

As moléculas de 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG), produzidas pela reagdo da GAPD, podem
ser utilizadas através da reacao catalisada pela fosfoglicerato quinase (PGK) na via de Embden-
Meyerhof ou podem ser convertidas em 2,3-DPG pela reacdo catalisada pela difosfoglicerato
mutase (DPGM). A degradacdo do 2,3-DPG a 3-fosfoglicerato (3-PG) é catalisada pela
atividade da disfosfoglicerato fosfatase (DPGP). A via do DPG (ciclo ou via de Rapoport-
Luebering) desvia a glicdlise do passo de geracdo de ATP, consequentemente, nenhum ATP é
gerado quando a glicose é metabolizada por esta via (Figura 8).

Os eritrdcitos caninos, eqlinos, suinos e humanos normalmente contém altas concentragGes
de 2,3-DPG, no entanto, felinos e ruminantes domésticos possuem baixas concentracdes. Nos
eritrocitos da maior parte das espécies de mamiferos, o 2-3-DPG reduz a afinidade do oxigénio
pela hemoglobina. Estudos revelam que devido ao fato de que hemoglobina das espécies com
alta concentracdo de 2-3-DPG possui alta afinidade do oxigénio, o 2,3-DPG é necessario no

interior dos eritrocitos destas espécies para a manutengdo da afinidade dentro de um intervalo

fisiologico.
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Figura 8. Representacao simplificada da via do difosfoglicerato.
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{ COz+Hp0 -> H* + HCO3~

INFLUENCIA
DO pH E DO CO,
SOBRE A
AFINIDADE DA
DO OXIGENIOPELA
HEMOGLOBINA

Figura 9. Afinidade do oxigénio pela hemoglobina — influéncia do pH e do CO,. (Adaptado
de Université de Sherbrooke, 2005).

MECANISMO DE LIGAGAQ E LIBERACAO DO OXIGENIO

OXIHEMOOGLOBINA DESOXIHEMOOGLOBINA

AUMENTO DE H* (PCO,)
AUMENTO DE 2,3 - DPG
DIMINUIGAO DA PO,

AUMENTO DA PO,

ESTRUTURA DE LIGAGAO ESTRUTURA DE LIGACAO
RELAXADA TENSA

Figura 10. Oxihemoglobina e desoxihemoglobina - ligacéo e liberacdo do oxigénio.
(Adaptado de Paulev, 2005).

A influéncia do ATP e do 2,3-DPG na preservacdo do sangue

O desenvolvimento de meios e solugBes de preservacdo sangliinea possibilitou o
armazenamento dos eritrocitos e, conseqlientemente, o trabalho dos bancos de sangue. As
maiores preocupacdes ao desenvolver tais solu¢Bes eram a manutencdo dos niveis de glicose,
adenosina trifosfato (ATP) e 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), ou seja, a manutencdo do
metabolismo energético eritrocitario através da glicdlise. Os eritrocitos possuem funges vitais
no organismo como o tamponamento dos ions hidrogénio e o transporte de oxigénio e de
dioxido de carbono, mas para a manutencdo destas atividades é necessario energia sob a forma
de ATP (adenosina trifosfato). A funcdo do 2,3-DPG eritrocitario é se ligar a

desoxihemoglobina e facilitar o transporte de oxigénio. Quando ocorre esta ligagdo, a molécula
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de desoxihemoglobina é estabilizada e esta interagdo a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio
e permite sua liberagdo para os tecidos. Portanto, uma diminuicdo de 2,3-DPG, que ocorre
durante o armazenamento do sangue, interfere neste mecanismo, reduzindo a liberacdo de
oxigénio (Figuras 9, 10, 11 e 12).

Em casos criticos, nos quais a liberacdo de oxigénio aos tecidos seja necessaria, pode-se
utilizar concentrado de eritrocitos ou sangue total desde que armazenados por um periodo
menor do que duas e quatro semanas, respectivamente (assumindo que a estocagem seja
realizada com as seguintes solu¢des: CPD, CPDA1, Adsol, Nutricel ou Optisol). Este fato nao é
tdo importante em gatos, visto que esta espécie possui normalmente baixos niveis de 2,3-DPG.
As solucdes mais frequentemente utilizadas atualmente para o armazenamento de sangue canino
e felino sdo o CPD, CPD2 e 0 CPDAL.

MANUTENGAO DA

BOLSA DE SANGUE

ENZIMA QUE O
DEGRADA O 2,3-DPG
E ATIVADA
EM BAIXO pH
(FORMAGAO DE
LACTATO)

Figura 11. A manutencéo da bolsa de sangue versus a concentracédo de 2,3-DPG.
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Concentragéo

Deformabilidade
da membrana
eritrocitaria

Regula afinidade
da hemoglobina
pelo oxigénio

ATP e23DPG

Tempo de armazenamento

Figura 12. Representacéo do que ocorre, geralmente, com as concentracgdes de 2,3-DPG e
ATP durante o armazenamento de sangue.

Via das pentoses-fosfato (PPP) e a protecdo contra oxidantes

Normalmente apenas uma porcdo (5 a 13%) da glicose metabolizada pelos eritrocitos é
destinada para a via das pentoses (Figura 13), mas isto pode ser acelerado significantemente por
oxidantes.

Os eritrécitos circulantes sdo expostos a oxidantes enddgenos, incluindo o superoxido (O,) e
0 peroxido de hidrogénio (H,O,). Como resultado, o dano causado por estes oxidantes podem

desempenhar um papel importante no envelhecimento natural e na remocdo de células da
circulacéo pelos fagdcitos mononucleares.

GLUCOSE
ATP

ADP HK
Glucose-G-P

l H,0, H,0
GPI
Fructose-G-P \ﬁ

Lud
- ; l PFK _ GP
Fructose-1,6-diP 2
1,, GSH GSSG
Glyceraldehyde ”‘MP ‘ ﬁ
NAD 4
enan ; lG“FD GR
1,3-diP-Glycerate &
RDP ; lPGK
BT o P-Glycerate GLUCOSE NADP+ NADPH

2.P-Glycerate Glucose C————_> SPGLUCONATO

Jeon or & ;P
lGPI

'lvE G6PD “aco,
P-Enolpyruvate 6PDG
aoP 2 1FK Fructose-6-P <:I PENTOSE - P
ATP ATP
Pyruvate 2 PEK
RDP

| B Fructose-1,6-diP
Lactate

Figura 13. Representacéo simplificada da via das pentoses-fosfato.
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Superoxido desmutase

A superoxido desmutase (SOD) é uma enzima que tem como cofatores o zinco (Zn) e o
cobre (Cu) e que catalisa a desmutagdo de duas moléculas de O,” em H,0, e O, (Figura 14). A
importancia da SOD como uma defesa contra oxidantes ndo esta muito esclarecida. Embora
geralmente se considere protetora, a SOD pode aumentar significativamente o dano oxidativo
em condicBes em que o catabolismo do H,O, estd comprometido.

Presume-se que individuos portadores de Sindrome de Down (doenca cromossdmica que
consiste na presenca e expressdo de trés cdpias de genes localizados no cromossomo 21)
apresentam duplicacdo da regido onde se localiza o gene que codifica a superoxido dismutase-1
(SOD-1). Estudos revelaram que estes individuos apresentam atividade desta enzima aumentada
em 50% em diferentes tipos de células — eritrdcitos, leucécitos, plaquetas e fibroblastos. O
aumento da atividade enzimatica resulta em um quadro de agressao endégena constante, devido
a aceleracdo da reacdo de formacédo de perdxido de hidrogénio (H,O,) e ao desequilibrio entre a
atividade da SOD-1 e da glutationa peroxidase (GSH-Px), com a consequente oxidacdo dos
grupos sulfidricos e a peroxidacdo dos lipidios insaturados causando dano celular. Estes
pacientes trissdbmicos geralmente possuem algumas caracteristicas como envelhecimento
precoce, dano cerebral e modificacBes bioquimicas que sdo secundarias ao dano oxidativo

dentro da célula.

PHS
P50
PO IG ‘ abblill, - ——
P | e
— w4 Froe Radical /'_\\ ——
Kenobiotca e @intenmediata
NaD* MADPH

G5H Reductase

GSH G556

Quinene @
L]
NADPH G5H Peroxidase
Reductase)
A Jp
Semiquinone
e &, @

Oxidative Damage
DMA

Proteins
Lipids

Figura 14. Interligagéo das fung¢des das enzimas superoxido desmutase, catalase e
glutationa peroxidase (© 2005 Sigma-Aldrich Co.).
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A coenzima reduzida NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato)

A NADPH ¢é gerada na via das pentoses € essencial na protecdo contra oxidantes. Ela é
necessaria na manutencdo da glutationa em seu estado reduzido e da catalase em sua forma
funcional. Defeitos nesta via podem tornar os eritrocitos suscetiveis a danos oxidativos

endogenos ou exogenos.

Deficiéncia de G6PD (glicose 6-fosfato desidrogenase)

A G6P desidrogenase é a enzima de controle desta via. Uma anemia hemolitica persistente
foi descrita em cavalos da raca Saddlebred colt americano com menos de 1% da atividade
normal da G6P.

A importancia da GSH (glutationa reduzida)

A glutationa (ou glutation) é um tripeptideo composto de &cido glutdmico (glutamato),
cisteina e glicina que é sintetizado nos eritrécitos dos animais por rea¢fes que requerem duas
moléculas de ATP. A GSH possui um grupo sulfidrila altamente reativo (facilmente oxidavel)
gue, como outros tidis, pode agir como um receptor ndo-enzimatico de radical livre para
neutralizar o dano oxidativo.

A deficiéncia de GSH pode ocorrer em alguns ovinos devido a deficiéncia de gama-
glutamilcisteina sintetase (a primeira enzima envolvida na sintese de GSH) ou devido a
deficiéncia do transportador de aminoécidos responsavel pelo transporte da cisteina para dentro
dos eritrdcitos, consequentemente, limitando a entrada de cisteina e restringindo a sintese de
GSH.

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a conversdo de H,O, em H,O e participa na
destruicdo de peroxidos organicos (Figuras 12 e 13). Em resposta a glutationa reduzida (GSSG)
produzida por estas reagdes, o eritrocito aumenta 0 metabolismo da via das pentoses para gerar
mais NADPH necessario para a regeneracdo da GSH através da reacdo catalisada pela
glutationa redutase dependente de FAD (flavina adenina dinucleotideo). A oxidacdo seletiva de
um tiol renovavel limita irreversivelmente o dano a proteinas e lipideos eritrocitarios, que
poderiam ocorrer se ndo houvesse esse sistema antioxidante. O selénio (Se) é um cofator
essencial para a GPX, sendo incorporado na enzima assim que ela é formada, consequentemente,
a deficiéncia de Se pode resultar na deficiéncia de GPx, 0 que pode levar a um aumento da
sensibilidade do eritrocito a danos causados por certos oxidantes, como ja foi relatado em

bovinos.
Catalase

A catalase é uma enzima que contém heme em sua estrutura e também destr6i o H,O, por
conversdo a H,O e O, (Figura 14). Estudos in vitro demonstraram que a catalase é de maior

importancia que a GPx na defesa dos eritrocitos humanos contra rea¢des geradoras de H,0,.
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Com excecdo dos cées, os eritrocitos de mamiferos geralmente apresentam alta atividade da
catalase. A catalase estd associada metabolicamente a via das pentoses, pois 0 NADPH esta
fortemente ligado a catalase. A ligagdo do NADPH previne e reverte a acumulacdo da forma

inativa da catalase que é gerada quando esta é exposta ao H,0O,.
Vitamina E

A vitamina E (alfa-tocoferol) é um vitamina lipossoltvel que age como um “cagador” de
radicais livres dentro da membrana. A deficiéncia de vitamina E aumenta a suscetibilidade do
eritrocito a hemolise peroxidativa. Estudos indicam que a GSH e o &cido ascorbico estdo

envolvidos na regeneracdo da vitamina E oxidada.

Formacao de corpusculos de Heinz

A membrana do eritrocito contém grande numero de grupos sulfidrilas e os agentes
oxidantes, quando ultrapassar a capacidade metabdlica do eritrécito, podem converter estes
grupos tidis (R-SH) em componentes dissulfeto (R-SSG), levando a deshaturacéo das proteinas
da membrana. Neste processo, pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidacdo da hemoglobina
(Hb) a Meta-Hb, a formacdo de metahemoglobina (a via da metahemoglobina redutase é
descrita a seguir) dentro do eritrocito causa agregacao protéica e a desnatura¢do com a formagao
do corpusculo de Heinz. A formacéo destes corpusculos reduz a deformabilidade do eritrdcito e
ainda faz com que sejam reconhecidos pelo sistema fagocitico mononuclear, sendo assim 0s
eritrdcitos passam a ser retirados da circulacdo principalmente pelo baco e pelo figado
(hemolise extravascular). A hemoglobina da familia Felidae é ainda mais instavel e suscetivel a
oxidacdo pelo fato de apresentar oito grupos sulfidrilas, as outras espécies apresentam
geralmente dois.

Vérios sdo os oxidantes que podem levar a formacdo de corplsculos de Heinz. Em gatos:
acetaminofen (paracetamol), azul de metileno, propileno glicol, fenazopiridina, cebola,
propofol, diabetes melitus, hipertireoidismo e linfoma maligno. Em cées: cebola, acetaminofen
(paracetamol), zinco, benzocaina, naftaleno, vitamina K. Em bovinos e ovinos: plantas da
espécie Brassica sp., cebola. Em equinos: folhas secas da espécie Acer rubrum, cebolas,

fenotiazina e linfoma.

Via da metahemoglobina (Meta-Hb) redutase

A metahemoglobina (MetaHb) se difere da hemoglobina (Hb) pelo fato de que a metade do
ferro dos grupos heme esta oxidada ao estado férrico (+3), o qual ndo pode se ligar ao oxigénio,
ou seja, a MetaHb é a forma ndo funcional da Hb. Diariamente, em animais normais, uma
pequena parte (aproximadamente 3%) da hemoglobina contida nos eritrécitos sofre oxidagao e é

transformada em metahemoglobina (Figura 15), entretanto, geralmente individuos normais
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possuem no maximo 1% de meta-Hb no eritrdcito, pois esta esta constantemente sendo reduzida
a hemoglobina pela reacdo catalisada pela enzima metahemoglobina redutase dependente de
NADH (ou citocromo-b5-redutase), que esta presente nos eritrocitos e que requer FAD (flavina
adenina dinucleotideo) como cofator. Os niveis de metahemoglobina estdo significativamente
aumentados na presenca de compostos oxidativos. Uma deficiéncia da enzima Meta-Hb
redutase resulta em metahemoglobinemia persistente em cées e gatos com sinais clinicos

minimos ou auséncia destes.

O uso terapéutico do azul de metileno

O azul de metileno (MB) é utilizado no tratamento de metahemoglobinemia toxica, pois ele
causa uma reducdo da Meta-Hb mais rapida do que a que ocorre através da lenta reacdo da
Meta-Hb redutase dependente de NADH. O MB é reduzido a leucometileno (LMB), pela
atividade da diaforase dependente de NADPH, e este reage espontaneamente com a Meta-Hb,

reduzindo esta @ hemoglobina e regenerando o MB.
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Figura 15. Representacdo simplificada da via da metahemoglobina redutase.

Causas de metahemoglobinemia

Existem diversas causas para o aumento da formacdo de metahemoglobina, e a
metahemoglobinemia ocorre quando a formacao excede a capacidade do eritrocito de realizar o
processo de reducéo.

Quando os animais consomem &gua contaminada ou plantas com altas concentracBes de

nitratos, as bactérias do rdmen reduzem estes compostos em nitritos. Os nitritos quando
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absorvidos oxidam o ion ferro da hemoglobina transformando-a em metahemoglobina, visto que
a MetaHb ndo se liga ao oxigénio, ocorre anoxia celular. A formagdo de MetaHb também ja foi
descrita em gatos por ingestdo de cebola (Allium cepa)

A coenzima FAD (flavina adenina dinucleotideo) estd envolvida com duas principais
enzimas do metabolismo eritrocitario (Figura 16): a enzima citocromo-b5 redutase (Cb5R),
também conhecida como metahemoglobina redutase dependente de nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH), que requer a flavina adenina dinucleotideo (FAD) como um
cofator e a enzima glutationa redutase depende de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NAPH) e FAD. Um grupo de pesquisadores relatou a deficiéncia de FAD devido, a um defeito
no metabolismo da riboflavina em um equino. Tal deficiéncia resulta em diminuicdo da
atividade das duas enzimas (Ch5R e GR) e consequente metahemoglobinemia, e presenca de

excentrécitos no sangue periférico (Harvey et al., 2003).

glucose
l G6PD 6PGD
RSP
G6P ———= 6PC ——=— 5 —s
I NADP*  NADPH NADP*  NADPH
F6P FAD
GR
l GSH GSSG
F1 sP
P
HiGy OPX
Gap NAD* Fe2'Cbs ~ ,MetHb-, - LMB <~ NADP*
‘ NADPH
( .\ )[ } dehydrogenase
NADH 7 \ Fe3*Cbg Hb < 's MB - - NADPH
Iactate

Figura 16. O papel da coenzima FAD no metabolismo do eritrécito (Harvey et al., 2003).

Outras patologias associadas ao metabolismo do eritrocito

O cianeto e 0 mondxido de carbono sdo inibidores da fosforilagdo oxidativa nos tecidos. O
cianeto se liga a forma férrica do citocromo oxidase nos tecidos (andxia citotoxica), enquanto o
monoxido de carbono liga-se & forma ferrosa na hemoglobina (hipoxia tissular). A acéo
inibidora do cianeto é muito potente, enquanto a principal toxicidade do monoéxido de carbono
reside na sua afinidade pelo ferro da hemoglobina.

Sabendo que os animais (incluindo humanos) possuem muitas moléculas de hemoglobina, é
necessario inalar uma quantidade muito grande de monoxido de carbono para morrer. Estes
mesmos organismos, contudo, possuem comparativamente poucas moléculas de citocromo

oxidase nos tecidos. Consequentemente, uma exposicao limitada ao cianeto pode ser letal.
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Os cianetos sdo encontrados em plantas, fertilizantes, rodenticidas e outros produtos. O
sorgo, o milho e o trevo branco sdo exemplos de plantas cianogénicas. Os glicosideos
cianogénicos presentes nestas plantas, sob a acdo de acidos ou enzimas liberadas pela ruptura da
estrutura celular, sofrem hidrélise e liberam acetona, aglcar e acido cianidrico (HCN), e este

inibe a atividade das enzimas da cadeia respiratoria dos seres vivos.
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