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FRAGILIDADE OSMOTICA ERITROCITARIA E RETICULOCITOMETRIA EM
CAES ACOMETIDOS POR DOENCA RENAL CRONICA

RESUMO- A anemia é considerada um dos fatores para avaliar progressao da
doenca renal e diminuicdo da qualidade de vida do paciente. Conforme a
doenca renal progride, ocorre aumento gradativo na producdo de toxinas
urémicas que reduz a meia vida dos eritrocitos circulantes por interferir na
estabilidade da membrana eritrocitaria. Para tanto, utiliza-sea contagem de
reticuldcitos para classificar a anemia como regenerativa ou ndo regenerativa.
Objetivou-se neste estudo avaliar a resisténcia da membrana das hemacias,
utilizando-se do teste de Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE) em cdes com
doenca renal cronica (DRC) e avaliacdo de reticulécitos. Foram avaliados 43
cées provenientes da rotina do Servico de Nefrologia e Urologia do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias - UNESP - campus Jaboticabal. As referidas unidades
experimentais foram distribuidas em trés grupos, quais sejam, GO (n=13),
composto por cdes higidos e G1, DRC estadios 1 e 2 (n=14) e G2, DRC
estadios 3 e 4 (n=16), classificados de acordo com o recomendado pela
International Renal Interest Society. A fim de definir os critérios de inclusao dos
cades foram feitos, além do exame fisico, a avaliacdo de presséo arterial,
hemograma, contagem de reticulécitos, exames bioquimicos, urindlise e
relacdo proteina/creatinina urinéria (UP/C). Para execuc¢édo do teste de FOE as
hemécias foram diluidas em concentragdes decrescentes de cloreto de sédio e
analisadas por citometria de fluxo. As concentracfes de creatinina sérica (sCr),
ureia sérica (sUreia), fosfato sérico (sP) e UP/C foram superiores no grupo G2
quando comparado ao GO (p<0,05). Com relagcdo as variaveis hematolégicas,
foram observadas diferenca estatistica entre o nimero de heméacias (p<0,009),
hematécrito (p<007) e hemoglobina (p<0,007), que decresceu conforme a
doenca renal avancava. A FOE e os reticulocitos apesar de terem variado
individualmente, dependendo do estddio da DRC de cada paciente, nao
apresentaram diferenca estatistica quando comparado aos animais controle e
doentes, e tampouco quando foram confrontados os diferentes estadios de
cdes com DRC (p>0,05).0s resultados obtidos neste estudo demonstram,
portanto que, embora a reticulocitometria seja fiadora da contagem de
reticulécitos, a contabilizagdo manual de reticuldcitos ainda € uma opcéo
segura e somente com a FOE néo é possivel predizer alteracbes na membrana
do eritrocito em caes com DRC.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, Hemacias, Hemodlise, Nefropatia cronica.



ERYTHROCYTE OSMOTIC FRAGILITY AND RETICULOCYTOMETRY IN
DOGS AFFECTED BY CHRONIC KIDNEY DISEASE

ABSTRACT- Anemia is considered one of the factors to assess the kidney
disease progress and the decrease in patient's quality of life. As kidney disease
progresses, there is a gradual increase in urinary toxin production that shortens
the circulating erythrocyte half-life by interfering with erythrocyte membrane
stability. To do this, use a reticulocyte count to classify anemia as regenerative
or non-regenerative. The objectives of this study were to evaluate the
resistance of the red blood cells, using the Erythrocyte Osmotic Fragility test in
dogs with chronic kidney disease (CKD) and to evaluate reticulocytes. Forty-
three dogs were charged, followed by the routine of the Nephrology and
Urology Service of the Governor Laudo Natel Veterinary Hospital of the Faculty
of Agricultural and Veterinary Sciences - UNESP - Campus Jaboticabal. The
experimental units were divided into three groups, namely, GO (n = 13),
consisting of healthy dogs and G1, CKD stages 1 and 2 (n = 14) and G2, CKD
stages 3 and 4 (n = 16), classification proposed by the International Renal
Interest Society. In order to define the inclusion criteria of dogs made, in
addition to physical examination, an assessment of blood pressure, blood
count, reticulocyte count, biochemical tests, wurinalysis, and urinary
protein/creatinine ratio. To perform the erythrocyte osmotic fragility test, red
blood cells were diluted in decreasing sodium chloride filters (0.9 to 0.0%) and
analyzed by flow cytometry. As creatinine serum concentration (sCr), serum
urea (sUL), serum phosphorus (sP) and urinary protein/creatinine ratio. were
higher in group G2 when compared to GO (p <0.05). Regarding hematological
variables, statistical differences were observed between the number of red
blood cells (p <0.009), hematocrit (p <007) and hemoglobin (p <0.007), which
decreased according to the advanced kidney disease. A cross-referenced FOE
despite varying the number of participants, depending on each patient's CKD
stage, shows no statistical difference when it shows control animals and
damage, and shows when it is confronted with different cases of dogs with CKD
(p> 0, 05) The results obtained in this study demonstrate, therefore, that
although reticulocytometry is a guarantor of reticulocyte counting, manual
reticulocyte counting is still a safe option and only with FOE it is not possible to
predict changes in the erythrocyte membrane in dogs with CKD.

Keywords:flow citometry, red blood cell, hemolysis, chronic nephropathy.






Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo dos grupos controle e doentes renais crbnicos de
acordo com a classificacdo estabelecida pela IRIS staging of canine kidney
disease (CKD) — 2019. .....oooiiieiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeanes 8
Tabela 2. Subestadiamento da doenca renal crénica canina segundo a IRIS
staging of canine kidney disease (CKD) — 2019 para a razdo proteina -
creatinina UrNANAa(UP/C). ......uuuiii e e e e e e e eeaanns 8
Tabela 3. Subestadiamento da DRC de acordo com a pressao arterial sistolica
(PAS) (IRIS, 2009). ittt e e e e e e e e e e e e e e e 9
Tabela 4. Variaveis bioguimico-séricas e métodos analiticos utilizados para
suas determinacdes [aboratoriaiS. ...........cvvieeeeiiiiiice e e 9
Tabela 5. Caracteristicas de acordo com raca, género e grupos dos 43 caes
avaliados, distribuidos em quatro grupos — controle e doenca renal crénica nos
quatro estadios (DRC 1, DRC 2, DRC 3 e DRC 4 — IRIS staging of CKD -

Tabela 6.Concentracdes séricas de creatinina (sCr) e de ureia (sUreia) de 43
cédes, distribuidos nos grupos: controle (G0), grupo de doenca renal cronica
(DRC) 1-2 (G1) e grupo DRC 3-4 (G2).de acordo com o teste de kruskal-Wallis

Tabela 7. Concentracfes séricas de fosfato (sP) e da razédo proteina/creatinina
urinaria (UP/C) de 43 caes distribuidos nos grupos controle e doentes renais
cronicos (DRC), estes reagrupados em dois grupos (DRC 1-2, G1; DRC 3-4,
G2 - IRISstaging of CKD -

Tabela 8. Médias e desvios-padrdes obtidos para variaveis hematolégicas de
43 caes, distribuidos nos grupos controle (GO), grupo de doenca renal crbénica
(DRC) 1-2 (G1) € grup0 DRC 3-4 (G2)....uuuuuuuuuiiininiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiininninsennnnnnnnnens 19



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Citograma ilustrando a quantidade de hemacias integras (pontos
laranjas) e debris celulares (pontos azuis) em cada gradiente de concentracao.
Os globulos vermelhos (RBCs) estdo representados no quadrante superior
direito no gréafico de disperséo lateral (side scatter - SSC) versus deteccao de

dispersao frontal (foward scatter - FSC)........cccooiiiiiiiiiiiiiie e 12

Figura 2. Quantificacdo de reticulécitos pela avaliacdo citométrica. Tubo com
marcagdo negativa (2A) e tubo com marcacdo positiva (2B). Dotplot
representativo do Gate para selecdo de eventos Unicos (2A1, 2B1). Dotplot

representativo da populacao eritrocitaria (2A2, 2B2). ......cccoviviieiiiiiiiiiiieeee 14

Figura 3. Representacao grafica dos resultados das analises estatisticas com
distribuicdo dos dados em quartis (mediana, maximo e minimo) das variaveis
hematoldgicas de cades sadios (G0O) e daqueles acometidos por doenca renal
cronica (DRC) 1-2 (G1) € DRC 3-4 (G2). .uuuuiiieeeeeiiiiiiiiiieee e s esiiiieeeeee e e e e e 20

Figura 1. Representacdo grafica dos resultados da andlise estatistica de
Correlacédo de Spearman R. Comparacado de reticulécitos entre os trés grupos
(cé@es controle- GC, DRC 1-2 - G1 e DRC 3-4 — G2)....cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 19

Figura 5. Representacao gréafica das curvas obtidas a partir das médias de
percentual de hemdélise em cada uma das diluicbes as quais os concentrados

de hemaécias dos caes controle, DRC1-2 e DRC 3-4 foram submetidos.......... 20



1 INTRODUCAO

Os eritrocitos podem sofrer alteragdes morfolégicas diante de diversos
estados patoldgicos, tais como doencas renais ou hepéaticas (Elias et al, 2004),
deficiéncias nutricionais e diabetes mellitus (Turchetti et al 1997; Della Porta et
al 2006). Qualquer situacdo que provoque alteragcaode volume, tamanho ou
tempo de vida, quantidade de hemoglobina, elasticidade da membrana
eritrocitaria ou viscosidade sanguinea, influencia diretamente a integridade de
membrana (Makinde e Bodade, 1994; Jain, 2010).As hemacias sao suscetiveis
também as alteracbes de pH sanguineo devido a modificacbes do equilibrio
acido-base, como pode ocorrer em casos de doencas renais (Polzin et al,
2004).Tais condicbes podemcausardiminuicdo da resisténcia celular e,
consequentemente, ao aumento da fragilidade osmética eritrocitaria (Sant’ana
et al 2001).

O volume celular da heméacia mantém-se em equilibrio gracas a
estabilidade da membrana, que €é composta por proteinas, lipideos e
carboidratos (Makinde e Bodade, 1994).Quarenta por cento da membrana do
eritrécito é composta por lipideos, sendo que o colesterol perfaz dezesseis por
cento e os fosfolipidios, vinte por centode sua composicdo (Bratosin et al,
1998). Como os lipideos transitam facilmente entre as lipoproteinas
plasmaticas e aquelas da membrana eritrocitaria, a composicdo lipidica da
membrana eritrocitaria pode se alterar em resposta a mudancas das
concentracbes séricas de colesterol, afetando, assim, a sobrevivéncia dos
eritrécitos na circulagdo (Meurs et al, 2005). A estabilidade da membrana pode
ser afetada também por fatores como sais, etanol, ureia, oxidacdo celular e
idade (Telen e Kaufman, 1999).

Na analise imediata de esfregaco sanguineo corado, é possivel observar
alteracbes de forma dos eritrocitos, morfologicamente conhecidas como
esquizécitos, que resultam do cisalhamento eritrocitario devido a traumas
intravasculares. Os acantdcitos, que estao associados a deficiéncia na sintese
de colesterol e fosfolipideos da membrana eritrocitaria; os esferécitos, que séo
encontradas no sangue de cdes com anemia hemolitica e os leptdcitos, que
séo eritrocitos que sofreram alteragcfes na razdo superficie/volume (Trhall et al,

2015). Tais alteracdes podem estar associadas com a fragilidade osmotica



eritrocitaria (FOE) e, consequentemente, contribui para o desenvolvimento de
anemias (Makinde e Bodade, 1994, Jain, 2010).

A FOE pode ser testada in vitrocomo escopo deavaliar a resisténcia
osmatica dos eritrocitos, quando submetidos a concentracdes decrescentes
(0,9 a 0,0%) de solucdo tamponada de cloreto de sédio (Selimet al, 2009; Jain,
2010).

Além disso, os cdes com doenca renal crénica (DRC) geralmente
apresentam baixa contagem de reticuldcitos. A concentracdo de reticuldcitos é
muito Gtil na avaliacdo de anemias. A taxa de liberacdo de reticulocitos da
medula d6ssea é o melhor meio de avaliar a funcdo dos componentes
eritrocitarios da medula 6ssea (Trhall et al, 2015).

O teste de FOE nao deve ser interpretado isoladamente, mas sim em
conjunto com os dados hematolégicos e avaliagdo morfolégica do esfregaco
sanguineo (Trhallet al, 2015).

Embora o doente renal crénico apresente anemia nhormocitica
normocrémica, mais frequentemente nos estadios 3 e 4 (Polzinet al, 2009),
existem poucos estudos sobre a dindmica dos eritrocitos na circulagdo durante
0 curso da doenca, 0 que enseja a necessidade da conducdo de experimentos
visando melhor compreensdo desses eventos. Outro fato importante que
justifica esta pesquisa sédo as dificuldades ja conhecidas de se diagnosticar a
doenca renal cronica em pacientes que ainda nao apresentam alteracées nas
hemacias evidenciadas no quadro eritrocitario (Macdougall, 2001) nos estadios
1e 2 (IRIS, 2019).

Sdo escassos os relatos envolvendo fragilidade osmoética eritrocitaria
aplicada as alteracbes hematoldégicas em cades com DRC, bem como, a
descricdo diagndstica e evolucao patoldgica da populacéo eritrocitaria avaliada
pela citometria de fluxo.

Com base nas informacdes precedentes, tendo em vista a alta casuistica
de DRC em caes e, ademais, sabendo das alteracdes que esta doenca pode
provocar no quadro hematolégico,este estudo teve como escopo avaliar a
resisténcia da membrana eritrocitaria a partir de diferentes concentracbes de
NaCl, em cdes com doenca renal cronica correlacionando as alteracdes

clinicas e laboratoriais de tais pacientes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, embora a
reticulocitometria seja fiadora da contagem de reticulécitos, a contabilizacdo
manual de reticulécitos ainda € uma opgdo segura, de execucdo fécil, rapida,
de baixo custo. Mesmo sendo frequente a incidéncia de anemia em pacientes
com doenca renal crdnica, principalmente nos estadios mais avancados da
referida enfermidade, a realizacdo da FOE por citometria de fluxo contribui para
a avaliacdo dos eritrécitos.Porém, somente com essa mensuragdo, ndo €
possivel predizer o status de resisténcia da membrana eritrocitaria em céaes
com DRC, sendo necessario mais estudos com outros marcadores para um

melhor entendimento da dindmicamembranaria das hemacias.
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