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RESUMO

Cristais de oxalato de calcio monohidratado raramente sdo observados nos
sedimentos urinarios em paises tropicais. Anemia hemolitica por agente oxidante é
raramente relatada. Os achados de patologia clinica e os sinais clinicos de um cao
causados pela ingestdo de agua contendo fluidos de carros com etilenoglicol e
propilenoglicol sdo relatados e discutidos neste documento. Como conclusao, a
anamnese e exames laboratoriais sd0 essenciais para a detec¢ao das causas e para
garantir o manejo clinico adequado neste tipo de intoxicacéo.

PALAVRAS-CHAVE: anemia hemolitica, cristaluria, etilenoglicol

CRYSTALLURIA AND HEMOLYTIC ANEMIA DUE TO POSSIBLE E THYLENE
AND PROPYLENE GLYCOL TOXICOSIS IN A DOG: CASE REPOR T

ABSTRACT

Calcium oxalate monohydrate crystals are rarely observed in urine sediment in
tropical countries. Hemolytic anemia due to oxidant agent is seldom reported. The
clinical pathology findings and the clinical signs of a dog with these findings caused
by ingestion of water containing car fluids with ethylene glycol and propylene glycol
are reported and discussed in this document. In conclusion, anamnesis and
laboratory exams are essential for the detection of the causes and also to assure
adequate clinical management of this kind of intoxication.
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INTRODUCAO
Os eritrécitos maduros de mamiferos ndo apresentam organelas, portanto
geram energia para seu metabolismo basicamente através de glicolise anaerdbica e
do Desvio das Pentoses. Reticulécitos sdo metabolicamente mais ativos do que
eritrocitos maduros devido a sua alta atividade enzimatica glicolitica, por terem mais
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organelas, como a mitocondria, para produzir energia através de glicolise aerdbica.
O Ciclo do acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) e a fosforilagdo oxidativa ndo
ocorrem em eritrocitos maduros porque estes nao apresentam mitocondria. Células
vermelhas senescentes tém atividade diminuida de varias enzimas necessarias para
sobrevivéncia — hexoquinase, glicose -6-fosfato desidrogenase, fosfofrutoquinase, e
piruvato quinase, que atuam em diversas etapas da glicOlise. As atividades
metabdlicas de células vermelhas variam de acordo com o individuo, a espécie, a
criacao e a idade (JAIN,1993).

A glicose utilizada para gerar energia para 0s eritrocitos é transportada
através da membrana, por difusdo facilitada, sem acdo da insulina. Atividades
metabdlicas de células vermelhas estdo diretamente ligadas a sobrevivéncia e ao
desempenho funcional destas. Energia sob forma de ATP, gerada pela glicolise
anaerobica, é usada para manutencéo da forma celular, da composicéo do fluido de
membrana e da deformabilidade celular adequada para a passagem destas células
por microcapilares sanguineos. Diferencas entre as espécies existem no gradiente
ibnico de sddio e potassio nas células vermelhas e plasma; por exemplo, comparado
ao plasma, células vermelhas de caes e gatos tém concentracdo de sodio alta e de
potéssio baixa, e o contrario ocorre em humanos (JAIN,1993).

A energia da adenina nicotinamida dinucleotideo (NADH) gerada na glicolise
anaerébica € usada para a reducdo enziméatica de metahemoglobina para
hemoglobina funcional para o transporte de oxigénio. A enzima envolvida no
processo € NADH-metahemoglobina redutase. Eritrocitos contém outra enzima,
NADPH-metahemoglobina redutase que pode reduzir metahemoglobina. Esta
enzima contribui pouco fisiologicamente para esse processo, mas isto pode ser
ativado por varias substancias, como azul de metileno usado para tratar
metahemoglobinemia (JAIN,1993).

A energia da adenina nicotinamida dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH)
gerada no desvio das pentoses, € usada para conversao de glutation oxidado em
glutation reduzido, que € a forma ativa desta molécula, importante pra manter a
estrutura e integridade da hemoglobina. Glutation redutase e glutation peroxidase
sdo enzimas envolvidas no metabolismo do glutation. O glutation reduzido previne a
desnaturacao oxidativa da hemoglobina por drogas oxidantes através da conversao
do H202 (perdxido de hidrogénio) em agua. Outra enzima que atua no sistema anti-
oxidante dos eritrocitos é a catalase, que também precisa do NADPH para
transformar H202 em H20 (JAIN,1993).

Os eritrécitos da maioria das espécies de mamiferos contém 2,3
difosfoglicerato (2,3 DPG) em alta concentracdo. Este é gerado no desvio de
Rappaport-Lubering, a partir da metabolizacdo da glicose. Este composto age como
um potencial regulador de energia, mas isto s6 € importante na regulacdo de liberar
oxigénio da hemoglobina. A afinidade do oxigénio pela hemoglobina é primeiramente
influenciada pela temperatura, pH, e concentracéo de 2,3 DPG na célula vermelha.O
aumento do 2,3 DPG diminui a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, para que
este seja facilmente liberado para os tecidos (JAIN,1993).

Compostos oxidantes inibem enzimas das vias da glicOlise anaerobica (Via de
Embden Meyerhof) e do Desvio das Pentoses (Via da Hexose monofosfato). A
inibicdo destas vias causa deplecdo de NADH e NADPH, gerando a quebra do
mecanismo antioxidativo e consequente formacdo de corpusculos de Heinz,
excentrocitos e metahemoglobinemia (KANEKO et al.,1997). Portanto, o0s
corpusculos de Heinz sédo formados pela oxidacao na por¢cdo heme da hemoglobina,
por meio da oxidacdo do ferro e formacdo de metahemoglobina, ou na fracao
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protéica, por oxidacdo da porcao cisteina da globina levando a formacéo de pontes
dissulfeto entre seus grupos SH, desestruturando a molécula e podendo culminar
com a formacao de corpusculos de Heinz. Os corpusculos de Heinz representam o
estado final da degradacéo oxidativa da hemoglobina. Fung¢des vitais ao organismo
sdo desempenhadas pelos eritrocitos e podem ser comprometidas devido ao
estresse oxidativo (MACHADO et al., 2009). Este produto, dentre outros como
paracetamol e azul de metileno, esta associado com a formacdo de Corpusculos de
Heinz e excentrocitos. A cebola (Allium cepa) e o alho também formam compostos
capazes de causar estas estruturas que acarretam a hemolise intra e extravascular
(SOLATO et al, 2008). A anemia toxica é causada por certos produtos ou drogas
oxidantes, que causam formacdo dos corpusculos de Heinz, excentrdcitos ou
metahemoglobinemia (TVEDTEN & WEISS, 2000). A intoxicacdo por etilenoglicol é
uma emergéncia medica grave, tanto na medicina veterinaria quanto na humana, e
esta associada a altas taxas de mortalidade (TART & POWELL, 2011). O
etilenoglicol € comumente encontrado em anticongelantes de automoveis e tambéem
é usado como precursor de polimeros industriais. E um liquido incolor, inodoro e de
sabor doce (SCHERK et al. 2013). O Propilenoglicol € o menos toxico dos glicois, é
incolor e inodoro e é encontrado em uma grande variedade de produtos como
anticongelantes e liquidos refrigerantes, cosméticos, produtos farmacéuticos e até
mesmo alimentos (CLAUS et al. 2011).

RELATO DE CASO

Um canino, fémea, sem racga definida, com 14 anos de idade, foi atendida na
Clinica Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Castelo
Branco (RJ), apresentando anorexia, hipodipsia, incoordenagdo motora em
membros posteriores, mucosas hipocoradas, tempo de preenchimento capilar (TPC)
diminuido e, segundo o proprietario, urina de coloracdo escura. O hemograma
revelou anemia normocitica normocrémica regenerativa (reticuldcitos: 8,2% e indice
de producédo de reticuldcitos ou IPR:1,03), niumero moderado de excentrocitos
(Figura 01) e heméacias com corpusculo de Heinz (Figura 02), anisocitose e
policromasia (2+), macroplaquetas, desvio a esquerda regenerativo discreto,
linfopenia e intensa monocitose com mondcitos ativados (Quadro 2). Na urindlise foi
constatada densidade urinaria normal (1,038), pH acido (5,0), proteinuria,
bilirrubindria, presenca de sangue oculto e nitrito. Na sedimentoscopia foram
observadas heméacias (4 a 5 /campo), leucocitos (4 a 5 /campo), células de trato
urindrio baixo (TUB) e de transicdo frequentes, cilindros granulosos, cristais de
bilirrubina, raros cristais de oxalato de calcio dihidratado, inUmeros cristais de
oxalato de calcio monohidratado (Figura 03). Os exames bioquimicos revelaram
aumento sérico no valor de uréia (89mg/dL — V.R. = 15-50mg/dL) e valores normais
de creatinina (1,1mg/dL — V.R. = 0,6 — 1,4mg/dL) e fosforo (4,6mg/dL — V.R. = 2,5-
6,2mg/dL).
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FIGURA 1: Excentrocitos em esfregaco FIGURA 2: Corpusculo de Heinz em esfregaco
sanguineo de cao (setas). Coloracéo instantanea sanguineo de cadseta). Coloracao instantanea
(Panotico rapido). Aumento: 1000x. Fonte: (Panético rapido). Aumento: 1000x. Fonte:
Arquivo pessoal Arquivo Pessoal.

FIGURA 3: Cristais de Oxalato de Calcio
monohidratado em sedimento urinario de cdo. Aumento
400x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Devido aos achados laboratoriais, uma anamnese mais direcionada foi
realizada, visando identificar os possiveis agentes da intoxicacdo. O proprietario
relatou que o animal era alimentado com ra¢gdo e comida caseira e a Unica diferenca
no cotidiano deste, era que no local onde ela passeava na rua tinha sido construido
um lava-rapido para carros ha quatro meses aproximadamente e sempre que 0
animal passava pela calcada, molhava as patas e ao chegar a casa lambia as patas.

O animal foi submetido a tratamento com n-acetilcisteina e soroterapia oral
com hidroxido de aluminio devido a suspeita de anemia hemolitica, confirmada pelo
hemograma, e impedido de passear pelo referido local. Apés uma semana, o animal
retornou a clinica apresentando melhora no quadro geral, porém, ainda apresentava
anorexia, hipodipsia, mucosas hipocoradas e a urina permanecia escura. Foi
mantido o tratamento com n-acetilcisteina e realizada outra avaliacdo laboratorial
onde o hemograma revelou anemia macrocitica normocréomica regenerativa, raros
corpusculos de Heinz, anisocitose e policromasia (1+) e linfopenia (Quadro 2). Na
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urinalise constatou-se densidade urinaria normal (1,032), pH acido (5,0), proteinuria,
bilirrubiniria e sangue oculto. Na sedimentoscopia foram observadas raras
hemacias e leucdcitos, poucas células de TUB e de transicéo, cilindros hialinos e
granulosos freqlentes assim como cristais de oxalato de céalcio monohidratado e
dihidratado. Os valores séricos de uréia (46mg/dL), creatinina (1,1mg/dL), fésforo
(4,5mg/dL) estavam normais. Foi realizada transfusdo sanguinea e aplicado
corticosterdide. Apds cinco dias, o animal retornou a clinica com quadro clinico de
normoquesia, normodipsia e urina com coloracdo mais clara. Foi realizado novo
hemograma que revelou anemia normocitica e normocrémica e anisocitose (1+).
Corpusculos de Heinz e excentrdcitos ndo foram mais visualizados (Quadro 2). A
urinalise revelou densidade urinaria normal (1,036) e pH (6,0). Na sedimentoscopia
foram observadas raras hemécias e leucdcitos, células de TUB e de transicdo
frequentes, assim como cristais de oxalato de calcio dihidratado e raros cilindros
granulosos e hialinos. Cristais de oxalato de calcio monohidratados ndo foram mais
visualizados. ApoOs este dia, o animal foi melhorando progressivamente e nao
apresentou mais alteracoes.

QUADRO 1 - Produtos contendo Propilenoglicol e/ou etilenoglicol usados na Clinica

Veterinaria.
NOME QUIMICO EXCIPIENTE INDICACAO
Mupirocina Polietilenoglicol Infecc@o dermatoldgica.
Sulfametoxazol+Trimetoprim Propilenoglicol Agente bactericida.
Diclofenaco dietilaménio Propilenoglicol Inflamacdes.
Cetoconazol Propilenoglicol Micoses superficiais.
Fosfato de Clindamicina Topico Polle_tlleno © Infec¢des cutaneas.
propilenoglicol
Oxitetraciclina/ Lidocaina sol.IM Propilenoglicol Infecgbes
Paracetamol Propilenoglicol Analgésico e antipirético.
Diclofenaco Sédico Propilenoglicol Inflamacgdes.
Lidocaina, Neomicina, Hialuronidase Polietilenoglicol IrritacOes de pele.
Acetato de Medroxiprogesterona Polietilenoglicol Inibicao de estro em
cadelas.
Solucéo para higiene de orelha de . : Higiene de orelha (cées/
~ Propilenoglicol
caes gatos).
Suplemento vitaminico Propilenoglicol Suplemento vitaminico.
- - - . : Inseticida, larvicida,
Inseticida, larvicida e fungicida Hexilenoglicol funaici
ungicida.
Shampoos para cées ( diversos ) Etileno e propilenoglicol ---
Lauril Dietileno Glicol Eter Sulfato de o . Diminuir viscosidade das
- Lauril Dietilenoglicol secrecoes
Saodio
mucopurulentas.
Sulfametoxazol+Trim Propilenoglicol Infecgdes.
Oxitetraciclina+ Cloranfenicol Propilenoglicol Infecgbes.
Colbnias para caes ( diversos ) Dipropilenoglicol
Polivitaminico e Poliminerais Polietilenoglicol Deficiéncia vitaminica.
o . , Antiinflamatorio e
Piroxicam Propilenoglicol L
analgésico.
Cloridrato de Benazepril Polietilenoglicol Hipertenséo arterial /ICC.
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QUADRO 2 - Resultados dos hemogramas sequenciais do animal do presente
relato de caso.

HEMOGRAMA 1° 20 3° Valores de
Referéncia
Hematimetria (x10%/pL) 1,85 2,97 3,88 55-85
Hematdcrito (%) 14,1 23,3 29,1 37 -55
Hemoglobinometria 5 8 10,4 12 -18
(9/dL)
VGM (fL) 76 78 75 60 — 77
CHGM (%) 35,2 34,2 35,9 32-36,5
Reticuldcitos (%) 8,2 4,5 0-15
IPR (indice de Produc&o 1,03 1,125 <1 arregenerativa;
de Reticulécitos) >1 regenerativa
Leucometria Global (/uL) 7802 9100 5700 6—17
Basofilos (% / uL) 0/0 0/0 0/0 0/0
Eosindfilos (% / uL) 1/ 78 2/ 182 2/ 114 2-10/100-1250
Mieldcitos (% / pL ) 0/0 0/0 0/0 0/0
Metamielocitos (% / L) 0/0 0/0 0/0 0/0
Bastbes (% / pL) 7/ 546 1/ 91 1/ 57 0-3/0-300
Segmentados (% / uL) 47/ 3667 79/ 7189 73/ 4161 60-77/3000-11500
Linfécitos (% / pL) 2/ 156 6/ 546 8/ 456 12-30/1000-4800
Mondcitos (% / uL) 43/ 3355 12/ 1092 16/ 912 3-10/150-1350
Plaquetometria (/uL) 208000 374000 330000 200000- 500000
DISCUSSAO

Cristais de oxalato de calcio monohidratado séo caracteristicos de intoxicacao
com etilenoglicol e, quando identificados, pode ajudar no diagndstico
(MONTAGNAC, 2014). Esses cristais sdo encontrados no sedimento urinario de
cées intoxicados por etilenoglicol, problema frequente no inverno em paises de clima
frio, uma vez que as fontes de agua congelam e ha maior probabilidade dos animais
ingerirem diretamente etilenoglicol e/ou propilenoglicol, usados para evitar 0
congelamento da agua dos radiadores de veiculos. Por serem substancias doces e
inodoras nao sdo percebidos pelos caes, que se intoxicam (GRAUER, 2007).
Entretanto, nos paises de clima quente ndo é comum a observagéo destes cristais
na urina. Nao foi encontrado nenhum trabalho relatando o aparecimento destes
cristais em cdes no Brasil ou em outro pais tropical. O etilenoglicol é absorvido
rapidamente pelo trato gastrointestinal, chegando ao figado e rins onde é
metabolizado. O metabdlito final gerado é o oxalato ou acido oxalico, que se
combina com o calcio e precipita no lamen tubular como cristais de oxalato de calcio
monohidratado, gerando necrose de células tubulares (GRAUER, 2007).

Os antioxidantes eritrocitarios formam um sistema de manutencéo eficiente
para manter a integridade e funcionalidade dos eritrocitos durante o seu curto
periodo de vida na circulacdo perante a producdo normal de radicais livres do
organismo. Porém, a suplementacdo ou terapia antioxidante pode ser necessaria e
situacOes de estresse oxidativo, seja por uma ineficiéncia dos sistemas antioxidantes
ou por aumento dos eventos oxidantes enddégenos ou exdégenos (MACHADO et al.,
2009).

A ingestdo de alho e cebola pode resultar na formacdo de corpusculo de
Heinz e excentrocitos na maioria das espécies de animais domésticos. Na cebola e
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no alho, os compostos oxidantes sao sulfetos alifaticos, especialmente alil e propildi,
tri e tetrasulfetos, sendo os compostos alil mais potentes que os propil. Essas
substancias diminuem a atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase das hemacias
que, por sua vez, restringe a regeneracdo da glutationa reduzida necessaria para a
prevencao da desnaturacao oxidativa da hemoglobina (THRALL, 2012).

A presenca dos corpusculos de Heinz e de excentrdcitos reduz a deformabilidade
das hemacias impedindo a passagem destas pela microcirculagéo do baco, levando
a anemia hemolitica regenerativa, com ou sem hiperbilirrubinemia (TVEDTEN &
WEISS, 2000).

O animal deste relato apresentou cristais de oxalato de calcio monohidratado
na urina e corpusculos de Heinz e excentrécitos no hemograma. Este animal teve
contato com a agua e residuos de um lava-jato para carros, por quatro meses
seguidos, ingerindo estes produtos cada vez que ia passear, duas a trés vezes ao
dia, todos os dias da semana. Etilenoglicol e propilenoglicol s&o constituintes de uma
série de substancias usadas em carros, incluindo produtos para limpeza e fluidos do
radiador e freio (GRAUER, 2007). Essa € a mais provavel causa do aparecimento
dos cristais na urina. Entretanto, a anemia hemolitica pode ter sido decorrente do
propilenoglicol destes residuos do lava-jato, ou devido ao consumo de cebola no
tempero da comida caseira que o0 animal ingeria, ou as duas causas associadas.
Relatos de intoxicag&o por cebola causando hemdlise séo relativamente comuns em
cdes (NOTOMI et al.,, 2004). Entretanto, propilenoglicol é geralmente citado na
literatura causando este efeito em gatos, embora alguns autores tenham relatado
gue o mesmo ocorre em caes (TVEDTEN & WEISS, 2000).

Os achados do primeiro hemograma estdo condizentes com o descrito na
literatura em casos de anemia hemolitica por agentes oxidantes (TVEDTEN &
WEISS, 2000). Os achados da urindlise e da bioquimica revelaram lesédo renal, sem
perda de funcdo, que pode ter sido causada pela hemoglobiniria em funcdo da
hemolise elou pela formacdo dos cristais de oxalato de calcio monohidratados
(NOTOMI et al., 2004).

O prognostico para a recuperacao da intoxicacao por etilenoglicol parece ser

inversamente proporcional ao tempo decorrido entre a ingestdo e o0 inicio do
tratamento; portanto, diagndstico rapido é fundamental. E o diagndstico € um desafio
a menos que se observe a ingestao da substancia (TART & POWELL, 2011).
No segundo exame, foi observado significativo aumento do hematdécrito e menor
quantidade de cristais na urina. No terceiro exame, jA& ndo apareciam mais
excentrocitos ou corpusculos de Heinz e nem os cristais de oxalato de calcio
monohidratado na urina. O tratamento foi apropriado, mas precisou ser reforcado
com a transfusdo sanguinea, além da mudanca do habito do animal, para evitar re-
intoxicacao.

CONCLUSAO
A deteccdo das alteracbes laboratoriais em associacdo a anamnese
direcionada foi essencial para a deteccdo das provaveis causas da intoxicacao e
para o sucesso do tratamento. Devido a grande quantidade de produtos comumente
usados com etilenoglicol e propilenoglicol em sua base, é provavel que este tipo de
intoxicacdo esteja ocorrendo em maior escala na populacdo de caes e gatos do
Brasil, sem um diagnéstico efetivo.
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