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Erythrocyteosmoticfragility in catswith hepatic diseaseand catswith renal failure

FernandaElias' SilviaReginaRicci Lucas® MitikaKuribayashi Hagiwar a®
MarciaMery Kogika? ReginaMieko SakataMirandola*

RESUMO

A fragilidade osmética eritrocitaria (FOE) avalia
a resisténcia osmética das células vermelhas em concentragoes
decrescentes de solucédo salina. A resisténcia depende da
forma, volume, tamanho, conteldo de hemoglobina e meia
vida dos eritrdcitos, e pode ser alterada por varios fatores
fisioldgicos ou patoldgicos. Existem poucos relatos sobre a
FOE em gatos. O objetivo deste estudo foi avaliar a FOE em
gatos higidos, com enfermidades hepaticas e naqueles com
insuficiéncia renal. Foram estudados 27 animais divididos
em trés grupos. A hemdlise 50% foi notada de forma similar
em todos os grupos. Em 100% de hemdlise, os eritrocitos de
gatos com insuficiéncia renal e doenga hepatica mostraram
maior fragilidade osmética, embora esses animais
apresentassem maiores niveis de colesterol sérico quando
comparados aos gatos sadios do grupo controle. O achado
de maior FOE mesmo com niveis elevados de colesterol pode
estar associado a caracteristicas metabdlicas da espécie.

Palavras-chave: gatos, colesterol, enfermidade hepatica,
insuficiéncia renal, eritrocitos.

ABSTRACT

Erythrocyte osmotic fragility (EOF) evaluates the
resistance of red blood cells to saline solution of decreasing
concentrations. Cells resistance is related to their shape,
volume and size, as well as to the hemoglobin content and
half life and can be altered by physiologic or pathologic
mecanisms. There are few descriptions and litlle is known
about EOF in cats. To clear up this point, EOF of healthy
cats, and those with liver disease and cats with renal failure
were studied. Twenty-seven adult cats were divided in three
groups. Hemolysis 50% occurred similarly in all groups,
although relevant differences in relation to 100% hemolysis

were found. Erythrocyte from cats with renal failure and from
icteric animals with hepatic disease showed higher osmotic
fragility and elevated cholesterol serum levels when compared
to those belonging to the control group. These findings may
be associated to the metabolic characteristics of this specie.

Key words: cats, cholesterol, liver disease, renal failure,
erythrocyte.

INTRODUCAO

A fragilidade osmética eritrocitaria (FOE)
pode ser definida como aresisténcia dos eritrocitos a
hemdlise, avaliada pelo uso de solugdes tamponadas
de NaCl em é&gua destilada em concentracdes
decrescentesde 0,85% a 0% (JAIN, 1986). O controle
do volume celular através da eliminacdo ativa de
solutos é um dos mecanismos pelo qual a lise da
membranaeritrocitaria é evitadain vivo (MAKINDE
& BOBADE, 1994). Ascéulas, quando suspensasem
meio hipoténico, aumentam até atingir um volume
critico de hemdlise antes de serem lisadas (Ponder apud
JAIN, 1973). Assim sendo, afragilidade celular varia
conforme a concentracdo de sal e segue uma
distribuicdo normal em animais sadios (JAIN, 1973),
havendo, entretanto, diferencas entre as espécies
(JAIN, 1986).

Varios fatores intrinsecos e extrinsecos
influenciam a fragilidade osmética dos eritrdcitos,
ocorrendo diminuicédo ou aumento destaem condictes
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diversas (JAIN, 1986). Segundo PERK et al. (1964), a
fragilidade osméticaéinfluenciadapor fatorescomo a
forma, o volume e o tamanho do eritrécito, otipoea
quantidade de hemoglobina, as diferencas na
viscoel asticidade das membranas e ha composi¢ao
guimica e estrutural das mesmas. Aparentemente,
células menores apresentam capacidade limitada de
expansdo e atingem o volume hemolitico critico mais
precocemente. O tempo de vida da célula também é
muito importante jaque os eritricitos senescentes sdo
mais frageis que os jovens e correspondem a
aproximadamente 30% dapopul acdo eritrocitéria. Além
disso, segundo JAIN (1973) eMAKINDE & BOBADE
(1994), podem ocorrer variac@es fisiolégicas (por
exemplo, variacdes pds-prandiais) ou patol6gicas
(presencade hematozoarios, uremia, Cirrose, processos
auto-imunes, etc.).

Em pacientes humanos, o formato dacéula
€ afetado por alteragBes nacomposi¢do damembrana
celular (WEED & REED, 1966; TELEN & KAUFMAN,
1999). Doengas associadas a alteracbes metabdlicas
como ainsuficiénciarenal e adoencahepética, podem
maodificar aproporcéo de fosfolipides e de colesterol
namembranaeritrocitariae conseqiientemente afetar
a FOE. Os eritrécitos maduros ndo séo capazes de
sintetizar lipidios pelaausénciadaenzimaacetil CoA
carboxilase (PITTMAN & MARTIN, 1966; TELEN &
KAUFMAN, 1999), com isso, a membrana celular
sofre alteragBes em sua composicdo lipidica de
acordo com as alteracfes dos lipidios circulantes
(DIMOPOULLOS & BEDELL, 1962; TELEN &
KAUFMAN, 1999).

Em felinos, a FOE € uma técnica pouco
empregada, com poucas referéncias quanto aos seus
valoresem condi¢des normais e nas diferentes afeccoes.
Nessaespécie, aFOE parece ndo estar rel acionadacom
ovolumeglobular, nem com apercentagem deeritrdcitos
com corpusculos de Heinz, mas sabe-se que ela esta
aumentada nas anemias hemoliticas auto-imunes e na
hemobartondlose (CHRISTOPHER, 1989; JAIN, 1986).
MAEDE (1980) observou um aumento na fragilidade
osmética eritrocitaria de gatos com hemobartonel ose.
KOHN et a. (2000) observaram aumento dafragilidade
osmética em gatos apresentando anemias
imunomediadas e acreditam que apossibilidade deuma
predisposi ¢do genética a destrui¢céo dos eritrécitos ndo
pode ser excluida. As mudangas na concentracéo de
colesterol e fosfolipides plasméticos ndo foram
correlacionados a FOE durante o periodo experimental,
porém, durante a fase anémica da doenca, quando os
eritrécitos mostraram-se mais frégeis, a concentracéo
de lipidios na membrana celular caiu rapidamente
(KOHN et d., 2000).

A observacdo de ateracles presentes em
determinadas afec¢cdes em pacientes humanos e cées
motivou a realizacdo deste estudo com o objetivo de
comparar afragilidade osméticaeritrocitériaentre os
felinos higidos e aquel es acometidos por insuficiéncia
renal ou por doenca hepética.

MATERIAL EMETODOS

Foram utilizadas amostras de sangue de 27
gatos, sem evidéncias de anemiainfecciosafelinaou
anemiaimunomediada, distribuidos em trés grupos:

Grupo| - Constituido por 10 felinos adultos,
machos e fémeas, clinicamente higidos, mantidos no
Centro de Estudos de Doencas de Cées e Gatos do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
MedicinaVeterinariae Zootecniada Universidade de
Séo Paulo.

Grupo Il - Constituido por oito gatos,
machos e fémeas, com insuficiéncia renal cronica,
provenientes do atendimento do Hospital Veterindrio
daFMVZ-USP.

Grupo |1l - Constituido por nove gatos,
machos e fémeas, ictéricos, sem doenca hemolitica,
acometidos por afeccBes hepéticas, provenientes do
atendimento do Hospital VeterindriodaFMVZ - USP.

De cada animal foram colhidos 5,0ml de
sangue através de puncdo daveiajugular, sendo 2,0ml
com EDTA sbdico a10% pararedlizacdo do hemograma
eavdiacdo da fragilidade osméticaeritrocité&riae 3,0ml
sem anticoagulante para obtencdo de soro que foi
utilizado nas provas bioguimicas.

Exameslaboratoriais

As amostras de sangue e soro sangiiineo
obtidas dos animais dostrés grupos, foram submetidas
aos seguintes exames:

Hemograma: contagem de célulassangliineas
em contador automético Serono Baker 9010.

Andlisesbioquimicas: asdeterminagdes de
uréia, creatinina, proteinas séricas totais, albumina,
triglicérides, colesterol total, HDL-colesterol, aanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil
transferase (GGT) foram realizadas em analisador
automatico RA-100—Bayer.

Fragilidade OsmoéticaEritrocitaria: aandlise
da fragilidade osmética eritrocitéria foi realizada no
periodo maximo de 24 horas ap6s acol heitado sangue,
deacordo com o método de Parpart apud JAIN (1986),
gue mensura a estabilidade dos eritrdcitos em solucéo
de cloreto de sédio em concentrages variando de
0,85a0% eque permitedefinir trés parametros:
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a) aresisténcia eritrocitédria minima, que
representaaconcentracdo em que seiniciaahemdlise;
b) aresisténcia méxima, ou seja, a concentracdo de
NaCl correspondente ahemdlisetotal (hemdlise 100%);
¢) afragilidade corpuscular média, correspondente a
concentracdo de NaCl em que se observa 50% de
hemodlise.

Calculo das curvas de fragilidade osmotica
eritrocitaria

A andlisedo probito (MEAD & CURNOW,
1987) foi utilizada para calcular a FOE nas
concentracdes em que ocorreram as diferentes
porcentagens de hemdlise (H50 e H100), e foram
representadas pelas curvas cumulativas. As curvas
derivativas foram obtidas pela aplicagéo do principio
do “incremento hemolitico”, no qual a quantidade
adicional de hemdlise que ocorre em cada tubo,
seguindo o decréscimo da concentracéo de solucéo
saling, foi colocada contra a respectiva concentracéo
dessa solugéo.

AndliseEstatistica

Foram utilizados ostestes ndo paramétricos
de Kruskal-Wallis e de Dunn, sendo os célculos
processados no programa “ Graphpad Instat”.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos exames
laboratoriais paraavaliacéo do eritrogramaetestesde
funcdo hepética e renal estdo natabela 1.

O resultado da andlise estatistica, em
relac@o aos niveis séricos de triglicérides, mostrou
diferenca significante apenas entre os animais do
grupo | (controle) e os animais ictéricos, que
apresentaram niveis de triglicérides mais elevados
(p<0,01), ndo havendo diferenca entre os grupos de
animais cominsuficiénciarenal e aquelescom doenca
hepética. Quanto aos niveis de colesterol, observou-
sediferencasignificante entreosgruposl| ell (p<0,05),
mas ndo houve diferenca entre os animaisictéricos e
aquelescominsuficiénciarenal. Emrelagdo ao HDL -
colesterol, detectou-se diferenca estatistica
significante entre os animais do grupo controle
comparativamente aos animais dos grupos 11 e 11l
(p<0,05).

Os valores médios das concentracBes de
solugdo salinatamponada que correspondem a50% e
100% de hemdlise, verificados nos animais dos trés
grupos estdo demonstrados na tabela 2. O resultado
daandlise estatisticando revel ou diferencasignificante
nas concentracfes de solugdo salina em que se

Tabelal - Valores da média e desvio padréo dos pardmetros do eritrograma e biogquimica sérica dos animais do grupo | (controle), grupo |1

(insuficiénciarenal) e grupo |11 (doenca hepética).

Parametros Grupo | Grupo |1 Grupo Il Valores normais
Hemécias (x10%uL) 9,39+ 1,62 538+1,18 6,93+ 1,54 5,0-10,0
Hematécrito (%) 43,2+ 7,02 25,75+6,11 32,22+ 10,20 25-45
Hemoglobina (g/dL) 13,55+ 2,10 85+25 10,51 + 2,95 8,0-17,0
VCM (fl) 46,22 + 3,89 47,81 + 3,50 46,09 + 8,46 39,00 - 55,00
CHCM (%) 31,45+1,71 32,74 £ 3,49 33,11+ 4,06 31-36
Uréia(mg/dL) 54,40+ 7,38 435,00 + 108,89 80,00 + 49,61 Até 40
Creatinina (mg/dL) 144 +0,40 10,33+ 4,91 1,55+ 0,47 15-20
Proteinas Totais (g/dl) 7,91+0,79 8,36+ 0,65 7,69+1,18 55-85
Albumina (g/dl) 3,03+ 0,52 3,29+ 0,52 2,78+ 0,89 2,7-4,0
ALT (U/L) 41,50 + 18,15 35,00 + 25,79 105,89 + 103,68 Até50
AST (U/L) 20,40 + 8,60 33,13+ 32,76 97,00 + 159,80 Até 40
FA (U/L) 48,20 £ 20,12 27,13+ 14,37 256,56 + 133,20 Até70
GGT (UIL) 1,10+ 0,31 1,13+0,35 311+3,02 Até5
Bilirrubina Total (mg/dL) - _ 6,66 + 4,20 0,15a0,20
B. Direta (mg/dL) _ _ 3,89+ 2,60 Até0,20
B. Indireta (mg/dL) _ _ 2,77+2,49 Até0,20
Triglicérides (mg/dL) 63,44 + 22,24 109,63 + 63,30 146,67 + 76,55 50-100
Colesterol total (mg/dL) 92,63+ 21,34 236,38 £ 123,64 203,00 £ 121,22 75-250
HDL-colesterol (mg/dL) 63,2+ 14,21 136,00 + 39,31 100,86 + 51,32 >35

VCM —volume corpuscular médio CHCM — concentrag&o de hemoglobina corpuscular média
ALT —aaninaaminotransferase AST — aspartato aminotransferase FA —fosfatase alcalina GGT — gama glutamiltransferase.
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Tabela2 - Valores damédia e desvio padréo das concentragtes de
solucdo salina tamponada (% NaCl) correspondentes a
50% e 100% de hemdlise, do grupo | (controle), grupo
Il (insuficiénciarena) e grupo |11 (doenca hepética).

Parametros Grupo | Grupo Il Grupo I

Hemdlise 50% 059+0,06° 060+006° 061+0,07°
Hemdlise100% 0,30+£0,04° 047+006° 0,39+0,09°

observou 50% de hemdlise entre ostrésgrupos (p>0,05),
entretanto, a diferenca foi relevante em relagéo as
concentrages de solugdo salina em que se observou
100% de hemdlise. Constatou-se que tanto oseritrocitos
deanimaisictéricos(p<0,05) quanto aquelesdosanimais
cominsuficiénciarenal (p<0,001) apresentaram maior
fragilidade osmética frente a concentracdes
decrescentes de solugdo salina em relagdo ao grupo
controle. N&o houve diferenca significante entre a
fragilidade osmética dos eritrocitos de animais com
insuficiénciarena e agueles com doenca hepatica.

As curvas cumulativas e derivativas
médias dos animais dos trés grupos estdo
representadas nas figuras 1 e 2, respectivamente.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados observados nos trés grupos,
em relacdo as concentragdes de solugdo salinaem que
se observou 50% de hemdlise, estéo de acordo com
os valores obtidos por outros autores, que obtiveram
valor médio de 0,54% paragatos sadios (JAIN, 1973;
KOHN et a., 2000). Em relacdo a 100% de hemdlise,
observou-se que, quando comparados ao grupo
controle, os eritrécitos dos animais acometidos por
insuficiéncia renal crbnica apresentaram maior
fragilidade osmética, seguidos dos eritrocitos dos
gatos portadores de af eccéo hepética. Nao existem na
literaturarelatosde valores paraahemdlisetotal frente
a diferentes concentracdes de solugdo salina na
espéciefeling, impossibilitando qual quer cotejamento.

Acredita-se que afragilidade osméticados
eritrdcitos felinos, a semelhanca do que ocorre em
outras espécies, possa também ser influenciada por
alteracdes metabdlicas decorrentes de processos
morbidos.

SASAKI (1977) relatou aumento da
fragilidade osmotica, decréscimo na quantidade de
lipidios e decréscimo da taxa col esterol/fosfolipides
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Figura 1 - Curvas cumulativas (médias) da fragilidade osmética eritrocitaria dos gatos do grupo | (controle), grupo Il (insuficiénciarenal) e

grupo 11 (doenga hepética).
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Figura 2 - Curvas derivativas (médias) da fragilidade osmética eritrocitéria dos gatos do grupo | (controle), grupo Il (insuficiéncia renal) e

grupo 11 (doenga hepética).

da membrana eritrocitéria em pacientes humanos
urémicos submetidos a hemodiélise, & medida que
ocorriadiminuicdo do colesterol livre nacirculagdo. O
autor observou umacorrel acdo negativaentreaFOE e
ataxade colesterol livre nos eritrgcitos. O oposto foi
observado em casos de cirrose hepética, nos quais 0s
eritrécitos apresentaram uma taxa de colesterol
elevada, possivelmente decorrente da auséncia da
lecitinacolesterol acil-transferase (LCTA) (OYABU et
a., 1982).

Em pacientes humanos a fragilidade
osmotica eritrocitaria € influenciada pela quantidade
de colesterol presente na membrana citoplasmética,
tornando-se os eritrdcitos mais resistentes & medida
gueaumentao nivel de colesterol sangtiineo (MAEDE,
1980). COOPER et d. (1975) relataram diminuicdo da
FOE durante hepatopatias obstrutivas em pacientes
humanos, devido ao aumento na relagcdo superficie/
volume do eritrdcito conseqliente a presenca de
colesterol intercalado na membrana eritrocitéria e
também a diminuicdo de atividade sérica de LCTA.
SANTORO et a. (1994) verificaram um decréscimo na

FOE durante aleptospirose canina, sem apresencade
anemia hemolitica, provavelmente relacionado aos
distarbios hepato-renais que ocorrem nessa af eccéo.
No caso decées, ZANUTTO et a. (1996) observaram
alteracBes no metabolismo lipidico dos animais
ictéricos, com aumento de colesterol, 0 que poderia
estar relacionado ao decréscimo da FOE nesses
animais.

Neste estudo, os niveis séricos de
colesterol, triglicérides e HDL-colesterol foram
significantemente mais elevados nosgruposdeanimais
doentes, ndo havendo diferenca significante entre os
animaisictéricoseaquelescominsuficiénciarenal.

Quanto aos niveis séricos mais elevados
de triglicérides e de colesterol nos animais ictéricos,
estes podem ser indicativos da diminuicdo da
esterificacdo dostriglicérides de origem exdgenafeita
pel os hepatécitos e também peladiminuicdo daenzima
LCTA, o que elevaria os niveis de colesterol. A
hipercol esterolemia é um achado freqliente em gatos
portadores de doenca renal crdnica,
independentemente do tipo de doencarenal priméria
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(DIBARTOLA etd., 1987), ao contrério do que ocorre
em outras espécies, inclusive no homem, em que o0
aumento de colesterol ocorre apenas em algumas
condi¢Bes especificas, como as glomerul opatias. Esses
achados podem estar associados as particularidades
do gato, de habitos exclusivamente carnivoros e com
seu metabolismo adaptado a um alto consumo de
gordura.

Pel os resultados observados, néo se pode
inferir que, como em outras espécies, 0 aumento dos
niveis de colesterol conduz & maior resisténcia dos
eritrécitos, jaque osanimaiscominsuficiénciarena e
ictéricos apresentaram células mais frageis do que os
animais do grupo controle. Em relagdo aos animais
com insuficiéncia renal, a acidemia observada
freqUentemente nesses pacientes, pode justificar a
menor resisténcia dos eritrocitos, ndo havendo
nenhumarelagéo com os niveis séricos de colesterol.
Entretanto, 0 mesmo nao se pode afirmar em relagéo
aosanimaisictéricos. Nestes, amenor resisténciados
eritrocitos pode estar relacionada a outras causas
que ndo foram pesquisadas, bem como, em se
tratando do gato, as diferencas no metabolismo
lipidico, mais especificamente a hipercol esterolemia,
atuando deformaunica e peculiar sobre amembrana
eritrocitaria
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