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RESUMO

Cristais intraeritrocitarios sdo descritos como cristais de hemoglobina. Moléculas de hemoglobina
sofrem mutacdo produzindo cadeias polipeptidicas anormais. Em medicina veterinaria essas estruturas
cristaldides sdo reconhecidas, ocasionalmente, em esfregagos sanguineos de gatos, caes e frequentemente, em
lhamas e alpacas. O mecanismo de formagdo ¢ desconhecido, assim como a importancia clinica. Em humanos,
a formagdo dessas estruturas no interior de hemacias esta associada, principalmente, a doenga da hemoglobina
C. Essa hemoglobina ¢ uma variante estrutural da hemoglobina normal A que se torna menos solivel podendo
levar a formacdo de cristais, aumento da viscosidade do sangue, levar a rigidez celular e consequentemente,
encurtar sobrevida dos eritrocitos. O presente relato de caso descreve a presencga de estruturas cristaloides
intraeritrocitarios em um felino doméstico atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia. Animal deu entrada no ambulatério por doenga do trato respiratdrio superior ¢ ndo apresentou
alteragdes hematologicas compativeis com qualquer tipo de anemia. As estruturas dentro dos eritrocitos foram
visualizadas a partir da confec¢do de esfregaco sanguineo para contagem diferencial de leucdcitos no exame
de hemograma. Testes eletroforéticos de hemoglobina ndo detectaram presenca de hemoglobina C e de

nenhuma outra variante que justificasse a formagéo dos cristais.

PALAVRAS CHAVE: Hemoglobinas, estruturas cristaldides, hematologia, hemoglobinopatia.

ABSTRACT

Intra-erythrocyte crystals are described as hemoglobin crystals. Hemoglobin molecules undergo
mutation producing abnormal polypeptide chains. In veterinary medicine these crystalloid structures are
occasionally recognized in blood smears of cats, dogs, and often in llamas and alpacas. The mechanism of
formation is unknown, as is the clinical significance. In humans, the formation of these structures within red
blood cells is mainly associated with hemoglobin C disease. This hemoglobin is a structural variant of normal
hemoglobin A that becomes less soluble and may lead to crystal formation, increased blood viscosity, lead to
cellular rigidity and, consequently, shorten erythrocyte survival. The present case report describes the presence
of intra-erythrocyte crystalloid structures in a domestic feline treated at the Veterinary Hospital of the Federal
University of Uberlandia. Animal was treated with upper respiratory tract disease and did not present
hematological alterations compatible with any type of anemia. The structures within the erythrocytes were
visualized from the blood smear preparation for differential leukocyte counting on the blood count test.
Electrophoretic tests of hemoglobin did not detect the presence of hemoglobin C and of any other variant that

justified the formation of crystals.

Key words: Hemoglobins, crystalloid structures, hematology, hemoglobinopathy.

INTRODUCAO

A presenga de estruturas cristaloides dentro de eritrocitos € descrita como cristais

de hemoglobina (Hb) e estdo associadas a presencga de sub- fracdes de hemoglobinas que
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podem ter comportamento de agregacdo e formacgdo desses cristais. A alteragdo tem origem
em uma mutacao no gene da Hb, produzindo cadeias polipeptidicas anormais (ALMEIDA

etal.,2011).

Em humanos, o numero de hemoglobinas variantes, aquelas que apresentam
estrutura quimica diferente da Hb normal correspondente (A, A2 ou fetal), j4 somam mais
de novecentas descritas na literatura (NAOUM, 1997; CHINELATO FERNANDES et al.,
2006). Em contrapartida, na medicina veterinaria, o polimorfismo da hemoglobina tem sido
estudado em espécie de animais de producao e pouco se conhece nos animais de companhia

(AYRES et al., 2011).

Alteragdes morfologicas dos eritrocitos associados a hemoglobinopatias,
designagdes destinadas as hemoglobinas variantes que causam hemolise, policitemia,
cianose e anemia sdo descritas em humanos (NAOUM, 1997). Incluida nesse grupo estd a
doenca da hemoglobina C (HbC) com a possibilidade de formagao de cristais retangulares

intraeritrocitario (ALTMAN et al., 1972).

A hemoglobina C ¢ uma variante estrutural da hemoglobina normal HbA causada
por uma substituicdo do aminoacido lisina por acido glutamico na posicao seis da cadeia
beta, tornando- a assim, menos solivel nas células vermelhas, podendo levar a formagao de
cristais, aumento da viscosidade do sangue e rigidez celular, encurtando a sobrevida dos

globulos vermelhos (NAGEL et al., 2003)

Em medicina veterinaria esses cristais sdo reconhecidos, ocasionalmente, em
esfregacos sanguineos de gatos, cdes e, frequentemente, em sangue de lhamas e alpacas
(HARVEY, 2011). Nos felinos, as primeiras observacoes foram descritas por Altman et al.
(1972) em uma ninhada de gatos siameses consanguineos. O mecanismo ou mecanismos de
formacado dos cristais de hemoglobina sdo desconhecidos (HARVEY, 2011). No entanto,
ALTMAN et al. (1972) relataram notavel similaridade aos cristais vistos na doenga de Hb

C em humanos.

A visualizagdo de inclusdes cristaloides eritrocitarios em esfregagos sanguineos ¢
incomum na rotina do Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da UFU e diante de
escassa literatura a respeito do assunto, buscou-se descrever um caso da presenca desses

cristais intraeritrocitarios em um felino doméstico.
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MATERIAL E METODOS

Foi atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, MG
um felino fémea, adulta, sem raga definida, (felino n° 1), castrada com queixa de persistente
doenca de trato respiratdrio superior ha 15 dias. Animal ndo apresentou outras alteragdes no

exame fisico além de espirros e secre¢dao serosa em narinas.

Hemograma foi o exame laboratorial inicialmente solicitado. Na extensdao
sanguinea confeccionada a partir do sangue colhido, e corada pelo método May- Grunwald-
Giemsa para contagem diferencial de leucdcitos, observou-se estruturas cristaloides
retangulares e quadradas no interior de eritrocitos sugerindo serem cristais de hemoglobina

(Fig. 01).

L]

Figura 01: Fotomicrocrafias do esfregago sanguineo de felino doméstico com as estruturas cristaloides
intraeritocitarias (setas). Coloragdo de May-Grunwald- Giemsa. Objetiva de 100x.

Um novo hemograma foi realizado ao retorno do atendimento ambulatorial. Outros
exames laboratoriais complementares foram solicitados: PCR para Mycoplasma sp.,
concentragodes séricas do lactato desidrogenase (LDH), de bilirrubina total e perfil completo

de hemoglobina, além da ultrassonografia abdominal como exame de imagem.

Para o perfil completo de hemoglobina, amostras de sangue em EDTA k; desse
felino e de cinco outros, 3 machos e 2 fémeas (n° 2 ao n° 5) escolhidos aleatoriamente dentre
as amostras recebidas diariamente no Laboratério Clinico do Hospital Veterinario, e sem a
visualiza¢do, nas extensdes sanguineas, de estruturas cristaloides no interior das hemécias,

foram encaminhas ao Laboratério de Hemoglobinopatias e Genética de Doengas
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Hematoldgicas e Centro de Estudo de Queldnios — IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto,
SP.

Foram executados testes de resisténcia globular osmoética em solugdo de cloreto de
sodio a 0,36%, andlise da morfologia eritrocitaria a fresco, perfil eletroforético para
hemoglobinas em pH 8,6 ¢ pH 6,2, HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia),
avaliacdo das cadeias globinicas, contagem de reticuldcitos e o teste de instabilidade quimica

em isopropanol a 37°C.
RESULTADOS

Durante o acompanhamento do animal ndo foram observadas alteragdes
morfologicas significativas nos hemogramas como anemia, microcitose, hemolise,
agregagoes eritrocitarias ou outras inclusdes em globulos vermelhos, além das estruturas
cristaloides antes observadas que persistiam nas duas amostras de sangue coletadas do

referido animal (Tab. 01)

Tabela 01: Resultados dos parametros hematologicos, em dois momentos distintos, de felino

doméstico portador de cristais intraeritrocitarios atendidos no Hospital Veterinario da UFU.

Parametros Hematolégicos 1* amostra 2% amostra Valores de Referéncia *
Hemédcias (x 10/ pL) 6.76 7.85 5,0-10,0
Hemoglobinas (g/dL) 8.7 11.4 8,0-15,0
Hematocrito (%) 28.7 36.9 24,0 —45,0
VCM (fL) 42.5 47.0 39,0 - 55,0
HCM (pg) 12.9 14.6 12,5-17,5
CHCM (g/dL) 30.3 31.0 31,0-35,0
Leucocitos (x10%/uL) 14.700 20.700 5.500 - 19.500
Bastonetes 0 0 0-300
Neutrofilos segmentados 7.056 13.455 2.500 — 12.500
Eosinofilos 882 1.242 0-1.500
Basofilos 0 0 Raros
Mondcitos 0 0 0 -850
Linfocitos 6.762 5.796 1.500-7.000
Plaquetas 304.000 336.000 300.000 — 800.000

*Rizzi et al (2010).

No exame de imagem, apenas esplenomegalia foi constatada. Os resultados de LDH

e Bilirrubina Direta se mostram dentro dos valores de referéncia para a espécie (Tab. 02).
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Tabela 02: Resultados de bilirrubina total e LDH séricas de felino doméstico portador de

cristais intraeritrocitarios.

Parametros Resultado do animal Valor de Referéncia*
Bilirrubina Total (mg/ dL) 0,25 0,1-0,5
Lactato Desidrogenase U/ L 220 63 -273
*Kaneko et al (1997).

Nos testes para diagnostico de hemoglobinopatias, a resisténcia globular osmotica
foi negativo, com a presen¢a de hemolise para todas as seis amostras encaminhadas. O perfil
eletroforético para hemoglobinas em pH 8,6 foi idéntico para todas as amostras, sendo
visualizadas duas fragdes majoritarias, uma na posicdo da HbA humana e outra na posi¢ao
da HbF humana. Assim como, o comportamento de migragdo de todas as fragdes foi idéntico
em gel de dgar com tampao fosfato pH 6,2, com uma tnica fracdo migrando na posi¢ao de
HbF humana. Resultado de HLPC de troca i6nica ndo evidenciou diferencas nas fracoes
entre machos e fémeas. Na avalia¢do das cadeias globinicas, por meio da eletroforese em pH

8,6, evidenciou-se a presenga de globinas a e § (Tab. 03).

Tabela 03: Avaliacdo do perfil de hemoglobinas de felinos domésticos. Resultados dos
testes de eletroforese alcalina, eletroforese acida, HPLC, eletroforese de cadeias globinicas,

resisténcias osmoticas NaCl 0,36%.

Animal
Testes Realizados Felino 1 Felino 2 Felino 3 Felino 4 Felino 5 Felino 6
Eletroforese alcalina
(PH 8,6) HbA/ HbF HbA/ HbF HbA/HbF HbA/HbF HbA/ HbF HbA/ HbF
Eletroforese dcida HbF HbF HbF HbF HbF HbF

(PH 6,2)
FI=67,3%  FI=89,3%, FI=57,6%, FI=762%, FI=57,3%, FI=72,8%,
HPLC FII=24%  FII=8,6%  FII=382% FII=19,7% FII=39,2%  FII=22,8%
FIII=3,4%  FII=12% FII=2,6% FII=1,6% FII=2,2%  FII=2,7%

Eletroforese de

Cadeias Globinicas acp acp aep aef aep aef
Resisténcias
Osm(())t13c2§/NaC1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
, ()

Por fim, ainda no perfil de hemoglobina, na analise morfoldgica, somente o felino

n® 2, do grupo comparativo, mostrou anisocitose e leve hipocromia; os restantes

6
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apresentaram morfologia eritrocitaria com normocitose. Os corpos de Heinz ndo foram
observados no felino n° 02. O teste de instabilidade quimica (isopropanol a 37°C) mostrou

precipitacdo e floculacao, teste positivo para Hbs instaveis (Tab. 04)

Tabela 04: Avaliacao do perfil de hemoglobinas de felinos domésticos. Resultados dos

testes de morfologia eritrocitaria, corpos de Heinz, reticuldcitos e instabilidade 37°C

isopropanol.
Testes Animal
Realizados Felino 01 Felino 02 Felino 03 Felino 04 Felino 05 Felino 06

Morfologia Normocitose  Anisocitose ~ Normocitose Normocitose Normocitose Normocitose

Eritrocitaria ¢ hipocromia
Heinz Heinz e Heinz Ghost cell
Corpos de Ghost cell Negativo (30min) Ghost cell (30 min) (30min)
Heinz (60 min) Heinz e (30min) Heinz Heinz
Ghost cell Heinz (60 min) (60 min)
(60 min) (60 min)
Reticuldcitos 2,5% 2,4% 2,1% 2,8% 2,3% 1,7%

Instabilidade  Precipitacdo  Precipitagdo  Precipitacdo  Precipitacdo  Precipitagdo  Precipitacdo

37°C (10min) (20min) (10min) (10min) (10min) (20min)
Isopropanol  Floculagdo Floculagao Floculagao Floculagao Floculagao Floculagao
(40min) (50min) (40min) (50min) (50min) (50min)
DISCUSSOES

Assim como os resultados encontrados por Altman et al. (1972), nao foi detectado
a presenca de HbC nos testes eletroforéticos para justificar a formacdo dos cristais
intraeritrocitarios no caso relatado. O fato desses testes ndo conseguirem demonstrar
alteragdes na hemoglobina que pudessem esclarecer a formagdo dessas estruturas, como
ocorrem em algumas hemoglobinopatias de humanos, elas foram relatadas por alguns
autores como Stockham e Scott (2011) e Harvey (2011) que as consideram de significado

clinico desconhecido nos gatos domésticos.

A morfologia das células vermelhas da doenga da HbC ¢é predominantemente
microcitica e hipercromica, com células-alvo, microesferdcitos e células com inclusdes
cristalinas (NAGEL et al., 2003). Porém, portadores de tracos de HbC, aqueles
homozigoéticos, podem nao apresentar anemia, serem assintomaticos ¢ levarem uma vida
normal (NETO et al., 2012). O mesmo ocorre no aumento de visceras, a esplenomegalia ¢

relatada sem alteragdo da funcdo esplénica e a doenga cursa clinicamente silenciosa, sem

7
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alterar expectativa de vida (NAGEL et al., 2003). Ainda, nos portadores de HbC, as
concentragdes de hemoglobina estdo geralmente dentro da faixa normal, mas ha uma
diminui¢do da massa e do tempo de sobrevida das hemdicias, porém a contagem de
reticuldcitos pode ser normal ou ligeiramente aumentada mesmo na presenga de uma anemia
hemolitica cronica leve, fato explicado pela menor afinidade do oxigénio a Hb C (NAGEL

et al.,2003).

Os valores, dentro do intervalo de referéncia para a espécie felina de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), que pode aumentar com a desidratacdo de eritrocitos induzida
pela HbC, e dos marcadores de hemodlise (LDH), Bilirrubina Total e Contagem de

Reticuldcitos, atestam auséncia de anemia hemolitica do caso.

A resisténcia globular osmética ¢ um teste de triagem inicial para hemoglobinas
alteradas utilizado para detectar talassemia beta heterozigota e outras hemoglobinopatias.
Resultado quando positivo requer comprovagao através de testes adicionais: eritrograma,
dosagem de HbA; e analise da morfologia eritrocitaria (CHINELATO FERNANDES et al.,
2006 ; NAOUM, 1997).

Os resultados no perfil eletroforético em pH alcalino sdo compativeis com os
encontrados por Taketa (1974); Abbasi e Braunitzer (1985); Kasten — Jolly e Abraham
(1988); Ayres et al. (2011); Araghi et al. (2014) e Balasubramanian et al. (2014). Duas
fragdes majoritarias ocorrem em posicdo de HbA e outra em HbF no padrao humano, e
representam os dois tipos de hemoglobinas que ocorrem em felinos, HbB e HDbA,
respectivamente. Da mesma forma, a determinagdao de HbF humana, em fragdo tnica, em
gel de agar fosfato, pH 6,2, pode significar tanto a HbA como a HbB, felinas. Nao ha relatos
desse tipo de eletroforese na literatura, sendo apenas observacdes baseadas em dados

publicados*.

A HPLC de troca idnica, teste de maior acuracia quando comparado a
procedimentos eletroforéticos, nao identificou sub fragdes de Hb que pudessem ter

comportamento de agregagdo para producao de cristais.

O tipo de hemoglobina sintetizada em um individuo pode variar segundo a idade e
satde do animal. Em seres humanos, ha trés tipos principais: embriondrio, fetal e adulto. A

Hb embrionaria € substituida pela Hb do adulto durante o desenvolvimento fetal de caes,

*Comunicagao pessoal de Fernando Henrique Cornacini, em 12 de Margo de 2019, recebida por correio
eletronico
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gatos e equinos assim, cdes e gatos ndo possuem hemoglobina fetal (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). No presente relato ndo foi dosada a quantidade de Hb fetal, para comprovar

tal fato, por ndo se tratar de um estudo do polimorfismo da hemoglobina felina.

Os aspectos clinicos das hemoglobinas instaveis acompanham o grau de
instabilidade da molécula, ou seja, as Hbs levemente instaveis sdo assintomadticas e as
bastante instaveis causam um quadro de anemia hemolitica grave; cerca de 35% delas

apresentam alteracdes na afinidade ao oxigénio (NAOUM, 1997).

A evidéncia de um componente instavel nas moléculas das seis amostras pode ser
justificado pela presenca dos corpusculos de Heinz que podem ocorrer de forma natural,
sendo encontrados nos eritrocitos de gatos sem anemia clinica ou hemolise (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Auséncia de agdao endogena através de uso medicamentoso topico ou oral e
alimenta¢do inadequada para espécie, em todos os felinos analisados no perfil de

hemoglobinas, corroboram com a afirmagdo acima.

A auséncia de anemia, a nao visualizacdo de inclusdes intraeritrocitarias na
microscopia e o resultado negativo de PCR para Mycoplasma sp. descartaram uma outra
hipétese sugerida por Simpson et al. (1978) para justificar a formacdo dos cristais de

hemoglobina em gatos que seria a presenga de parasita eritrocitario.

Simpson et al. (1978) observaram inclusdes cristaloides intraeritrocitarios em
quantidades diretamente proporcionais a estimativa de parasitemia dos animais do seu
estudo. Porém, todos os eritrocitos que continham inclusdes estavam parasitados, mas nem
todas as células vermelhas parasitadas continham inclusdes. Assim, concluiu-se ser possivel
que a infeccao por Mycoplasma sp poderia aumentar a propensao da hemoglobina de gato
para formar cristais no interior de células vermelhas e presumivelmente diminuiria a
deformabilidade dos eritrécitos aumentando assim a probabilidade de sua fagocitose

explicando, dessa forma, a patogénese da anemia associada a infecgao.
CONCLUSAO

A HbC ndo foi confirmada como causa da formagdo de cristais no interior de
eritrocitos em felinos domésticos, assim como nenhuma outra hemoglobina variante foi
detectada nos testes eletroforéticos para justificar a formagao desses cristais. Porém, mais

estudos sdo necessarios para encontrar a causa da formagao desses cristais.
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