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ALTERACOES LABORATORIAIS EM CAES COM ANEMIA HEMOLITICA
IMUNOMEDIADA (AHIM) RESPONSIVA E NAO RESPONSIVA

RESUMO. - A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € um dos tipos de
anemia mais comumente diagnosticada em pequenos animais. A de origem
secundaria é mais prevalente em cées, a qual pode ser desencadeada por
processos que culminam em resposta imunoldgica contra antigenos nao-
préprios opsonisados a membrana eritrocitaria. Logo, a destruicdo dessas
células ocorre devido uma reacao de hipersensibilidade do tipo Il, em que o0s
anticorpos antieritrocitarios atuam contra hemacias que possuem antigenos
ligados a sua superficie. Algumas ragas possuem predisposi¢ao para este tipo
de anemia, além de estudos terem demonstrado predilecdo para sexo e idade.
Para diagnéstico laboratorial, sdo levados em consideracdo a presenca de
esferdcitos e autoaglutinacdo em solugcédo salina, juntamente com o histérico
clinico do animal, embora a negatividade desses testes ndo exclua a origem
hemolitica da anemia. Uma das caracteristicas deste tipo de anemia € a
regeneracao medular, marcada por presenca de reticuldcitos circulantes, apesar
de uma grande parcela ndo apresentar regeneracdo no momento do diagndstico.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento hematolégico
de cdes com AHIM secundéaria classificados como responsivos e néo
responsivos a anemia por meio da citometria de fluxo. Foi observado que 53,3%
dos animais eram machos, enquanto 46,6% eram fémeas, com a porcentagem
de 6,25% e 21,4% abaixo de um ano de idade, respectivamente. A maior
porcentagem (66,6%) dos cées foi de animais com idade igual ou maior a oito
anos de idade. Quanto a responsividade medular, 73,3% dos animais tiveram
anemia ndo regenerativa ho momento do diagnostico, sendo apenas 26,6%
responsivos, 0s quais apresentaram menores resultados quanto aos valores de
neutréfilos segmentados, bastonetes, eritroblastos e bilirrubina total, assim como
menores indices de VCM e HCM, obtendo resultados superiores apenas nos
valores de eritrocitos. Conclui-se que ha possibilidade de diagnostico deste tipo
de anemia com testes laboratoriais aplicaveis na rotina e de baixo custo e que
h& diferenca na avaliacdo laboratorial de animais com AHIM secundaria
responsiva e néo responsiva, fazendo com que a investigacao e determinacéo
da ndo responsividade da anemia seja de extrema importancia para melhor
diagndstico e tratamento do paciente.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, hemolise, reticulécitos, imunomediada.



LABORATORY CHANGES IN DOGS WITH SECUNDARY IMMUNE-
MEDIATED HEMOLYTIC ANEMIA (IMHA) RESPONSIVE AND NON-
RESPONSIVE

ABSTRACT- Immune-mediated hemolytic anemia (IMHA) is one of the most
commonly diagnosed types of anemia in small animals. A of secondary origin is
more prevalent in dogs, which can be triggered by processes that culminate in
immune response against opsonized antigens to the erythrocyte membrane.
Therefore, the destruction of these cells occurs due to a type Il hypersensitivity
reaction, in which anti-erythrocyte antibodies act against erythrocytes that have
antigens attached to their surface. Some breeds are predisposed to this type of
anemia, in addition to studies showing a predilection for sex and age. For
laboratory diagnosis, the presence of spherocytes and autoagglutination in saline
together with the animal's clinical history are considered, although the negativity
of these tests does not exclude the hemolytic origin of the anemia. One of the
characteristics of this type of anemia is the medullary regeneration, marked by
the presence of circulating reticulocytes, although a large portion does not
present regeneration at the time of diagnosis. Thus, the objective of this study
was to evaluate the hematological behavior of dogs with secondary AHIM
classified as responsive and not responsive to anemia by means of flow
cytometry. It was observed that 53.3% of the animals were male, while 46.6%
were females, with a percentage of 6.25% and 21.4% under one year of age,
respectively. The highest percentage (66.6%) of the dogs was from animals aged
8 years or more. As for spinal cord responsiveness, 73.3% of the animals had
non-regenerative anemia at the time of diagnosis, and only 26.6% were
responsive, which presented lower results regarding the values of segmented
neutrophils, rods, erythroblasts and total bilirubin, as well as lower VCM and HCM
indexes, obtaining superior results only in erythrocyte values. It is concluded that
it is possible to diagnose this type of anemia with routine and low-cost laboratory
tests and that there is a difference in the laboratory evaluation of animals with
secondary non-responsive AHIM, causing the investigation and determination of
non-responsiveness anemia is of utmost importance for better diagnosis and
treatment of the patient.

Keywords: flow cytometry, hemolysis, reticulocytes, immune-mediated.
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Figura 1. Estratégia de gates adotada para determinacdo da contagem de
reticulécitos pela metodologia do Laranja de Thiazole. A. Determinacdo de
populacdo de aquisi¢do Unica (single cell). B. Populagéo eritrocitaria (RBC) em
FSC x SSC, sendo que em rosa sdo eritrécitos maduros e em azul séo
reticulocitos marcados pelo corante fluorescente Laranja de Thiazole. C.
Histograma do canal FITC com destaque para células positivas pelo corante
fluorescente (reticuldcitos). D. Hierarquia da populagdo destacadas pela
estratégia de gates.



1 INTRODUCAO

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € um dos tipos de anemia mais
comuns em pequenos animais e o acometimento imuno-hematolégico mais
observado em cédes (Swan & Skelly 2013). Pode ser de origem primaria
(idiopéatica) com a prevaléncia de 43%, ou secundaria, a qual apresenta
prevaléncia de 57% e pode ter como causa base uma série de processos, como
doencas infecciosas, neoplasias, administracdo de farmacos, transfusdes
sanguineas incompativeis, vacinacdo, entre outros processos que
desencadeiam uma resposta imunolégica e atuam contra antigenos nao-proprios
gue se associam a membrana eritrocitaria (Balch & Mackin 2007; Scott-Moncrieff
2014).

A destruicdo eritrocitaria na AHIM acontece devido a uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo Il, em que anticorpos antieritrocitarios destroem as
hemacias que contém antigenos ligados a superficie (Kjelgaard-Hansen et al.
2011). Os anticorpos que ndo ocasionam a lise das hemacias opsonisadas
ativam o sistema complemento, o qual reconhecem anticorpos aderidos e
culminam na deposicdo de complexo, que é o responsavel pelo ataque a
membrana celular e, assim, resultara em hemdlise (Girello & Kuhn 2002). A
hemdlise com maior frequéncia em cdes com este disturbio hematolégico é a
extravascular, a qual apresenta melhor prognostico para o paciente e as
observacfes laboratoriais sdo a esferocitose e hiperbilirrubinemia (Scott-
Moncrieff 2014).

Em céaes, todas as racas e em qualquer idade podem desenvolver AHIM,
porém algumas racas apresentam predisposicdo genética para o0
desenvolvimento desse tipo de anemia. Dentre elas, podemos destacar Cocker
Spaniel, Poodle, Golden Retriever, Collies, Schnauzer miniatura, Spitz e Bichon
Frisé (Balch & Mackin 2007; Scott-Moncrieff 2014).

Os sinais clinicos presentes nos pacientes diagnosticados com AHIM sao
inespecificos e corroboram com 0s sinais de animais com anemia, em que ha
menor taxa de oxigenacao nos tecidos, os quais podemos ressaltar: letargia,
fraqueza, vOmito, diarreia e anorexia e variam conforme o tipo de hemolise

relacionada (Moraes et al. 2017). Aléem desses sinais clinicos, pode-se observar



variados graus de ictericia, principalmente nos pacientes com concentracdo de
bilirrubina superior a 3 mg/dL (Balch & Mackin 2007).

Os testes diagnosticos considerados especificos para AHIM constituem a
visualizacdo de esferdcitos em preparacdes sanguineas, teste de Coombs e o
teste de auto aglutinacdo em meio salino (Swann & Skelly 2015). Embora
nenhum destes testes seja considerado padrdo ouro para a obtencdo do
diagnostico, a combinagdo clinica do animal, juntamente com os resultados
laboratoriais e a positividade de um ou mais teste especifico, evidencia a
presenca de AHIM no paciente (Piek 2011).

A maioria das AHIM é classificada como regenerativa, porém uma grande
parcela dos pacientes pode apresentar um processo nao regenerativo, devido a
acdo dos anticorpos antieritocitarios que afeta a producdo medular (Scott-
Moncrieff 2014). Sendo assim, a contagem de reticuldcitos é essencial para
avaliacdo da resposta medular frente as anemias, a qual pode ser feita por meio
da contagem manual por microscopia Optica, utilizando corantes supravitais.
Entretanto, a metodologia da citometria de fluxo fornece maiores informacgdes
sobre caracteristicas qualitativas, como tamanho, quantidade de hemoglobina e
indice de maturacéo, quando comparada a metodologia manual, além de realizar
maior nimero de eventos, 0 que garante maior precisdo nos resultados. Sendo
assim, a citometria de fluxo é a metodologia de mais eficaz para classificacao
das anemias responsivas ou nao responsivas (Pierre 2002; Simionatto et al.
2009, De Carvalho et al. 2017).

2 OBJETIVOS
2. 1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento hematolégico de
caes com AHIM secundéria classificados em sua resposta medular (responsivos

e ndo responsivos) por meio da técnica de citometria de fluxo.

2. 1 Objetivos especificos

Avaliacédo de animais com anemia e identificacdo da AHIM por meio de técnicas

laboratoriais de baixo custo e acessiveis a rotina laboratorial.



Utilizagdo da técnica de contagem de reticul6citos por meio da citometria de

fluxo.

Observacao quanto a incidéncia de AHIM em cées de acordo com sexo e idade.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Conceito

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € um dos tipos de anemia
mais comuns em pequenos animais (Swann; Skelly, 2013). Foi descrita pela
primeira vez em caes por Miller et al. em 1954 e é, desde entdo, o acometimento
imuno-hematolégico mais observado nesta espécie (Quigley et al., 2001; Thrall
et al., 2015). Este tipo de anemia € caracterizado pela opsonizacdo de
imunoglobulinas e/ou complemento na superficie da membrana eritrocitaria, o
qgue leva a hemdlise intra ou extravascular das hemacias e, consequentemente,
a diminuicdo do numero total de eritrocitos circulantes (Balch; Mackin 2007,
Quigley; Mackin, 2008; Day, 2010)

3.2 Etiologia

A AHIM pode ser de origem primaria (idiopatica), podendo estar associada
a outras alteracbes imunoldgicas, como trombocitopenia autoimune e lapus
eritematoso. As anemias hemoliticas imunomediadas primérias tem prevaléncia
de 43%, fato que pode estar relacionado com a inabilidade de diagnosticar a
causa base da AHIM (Tizard, 2002; Balch; Mackin, 2007).

s

A maior prevaléncia, no entanto, € da AHIM secundaria, sendo
responsavel por 57% das AHIM em cées. Este tipo de anemia pode ter como
causa base uma seérie de processos, como doencgas infecciosas, neoplasias,
administracdo de farmacos, transfusdes sanguineas incompativeis, vacinacao,
entre outros eventos que desencadeiam uma resposta imunologica e atuam
contra antigenos nao-proprios que se associam a membrana eritrocitaria (Balch;
Mackin 2007; Quigley; Mackin 2008; Scott-Moncrieff, 2009).



Dentre as principais causas etiologicas, podem ser destacadas as
doencas infecciosas, como a erliquiose, babesiose, leishmaniose e infec¢des
bacterianas crbnicas; as neoplasias, sendo as mieloproliferativas e
hemangiossarcomas as mais comuns; as medicamentosas, como a
administracdo de penicilinas, cefalosporinas, sulfas, acetaminofen, dipirona,
tetraciclinas, e outras drogas que podem causar a formacéo de imunocomplexos,
adsorcdo do farmaco na membrana eritrocitaria e, consequentemente, a
formacdo de autoanticorpos e, por fim, AHIM (Day; Mackin, 2008; Scott-
Moncrieff, 2009).

3.3 Fisiopatologia

A destruicdo eritrocitaria na AHIM acontece devido a uma reacdo de
hipersensibilidade tipo Il (citotoxica), em que anticorpos antieritrocitarios
destroem as hemacias que contém antigenos ligados a superficie (Miller, 2009;

Kjelgaard-Hansen et al., 2011).

Os principais antigenos de superficie sdo componentes que integram a
membrana eritrocitaria, como glicoproteinas e glicolipidios, entre os quais,
destacam-se a glicoforina, a espectrina e a banda 3, por serem o0s antigenos que

mais comumente incitam a formacao de autoanticorpos (Tizard, 2002).

Globulinas sao anticorpos sintetizados por plasmdcitos que interagem
com imunogenos de maneira especifica a partir de um estimulo. As classes de
imunoglobulinas (lg) presentes nas hemacias de caes diagnosticados com AHIM
sdo I1gG, IgM e IgA, sendo esta ultima menos frequentemente identificada
(Calich, 2001; Scott-Moncrieff, 2014).

Os anticorpos podem nao ocasionar a lise das hemacias opsonisadas,
entdo o sistema complemento, que é um sistema formado por diversas proteinas
soluveis no plasma ou ligadas a superficie de algumas células, reconhecem os
anticorpos aderidos a membrana das hemacias e culminam na deposicao de
complexo responsavel pelo ataque a membrana celular, que resultara em
hemolise (Thompson, 1997; Isaac, 2001; Girello; Kuhn, 2002; Tizard, 2002).



A ativacdo do sistema complemento pode resultar em algumas outras
alteracdes bioldgicas importantes, neste tipo de anemia, como a quimiotaxia de
células inflamatdrias, ocasionando uma resposta inflamatéria aguda com
leucocitose presente nos exames laboratoriais e aumento de proteinas de fase
aguda (McManus & Craig, 2001; MitchelL et al., 2009)

3.4 Hemodlise intra e extravascular

A hemodlise intravascular € aguela na qual os eritrocitos sao lisados dentro
do vaso sanguineo. Esse processo pode ser ocasionado pela ativacdo do
sistema complemento devido a interacdo de IgM com as hemacias, lesao
endotelial (trauma mecanico) ou agente infecciosos, que causam hemolise direta
(Dhaliwal; Cornett; Tierney, 2004; Whitley & Day, 2011). Este tipo de destruicdo
eritrocitaria ocorre com menor frequéncia, representando apenas 10 a 20% dos
casos de AHIM diagnosticados, porém é a forma mais grave de hemdélise e com

as piores manifestacdes no plano clinico (Balch; Mackin, 2007).

Ja, na hemdlise extravascular, entra em acdo o sistema mononuclear
fagocitario (SFM), que retira de circulacdo as heméacias recobertas por anticorpos
el/ou sistema complemento opsonisados, acao esta realizada no baco, figado ou
medula éssea. A imunoglobulina G esta diretamente envolvida neste processo
e, por si sO, é incapaz de ocasionar a lise eritocitaria, ativando o SFM para
realizar o processo (Balch; Mackin, 2007; Duffy et al.,, 2010). Este tipo de
hemdlise é mais frequente em caes com AHIM, porém tem melhor prognéstico,
os sinais clinicos sdo mais brandos e as achados laboratoriais mais frequentes

sao a esferocitose e hiperbilirrubinemia (Scott-Moncrieff, 2014).

Embora seja possivel definir os estados hemoliticos intra e
extravasculares, este tipo de informacgéo tem pouca relevancia, pois geralmente

tais eventos ocorrem simultaneamente (Brandao; Higiwara; Franchinl, 2003).



3.5 Predisposicao

Em cées, todas as racas podem desenvolver AHIM, porém algumas racas
apresentam uma predisposi¢cao genética para o desenvolvimento desse tipo de
anemia. Dentre as racas, podemos destacar Cocker Spaniel, Poodle, Golden
Retriever, Collies, Schnauzer miniatura e Spitz, Bichon Frisé (Balch; Mackin,
2007; Scott-Moncrieff, 2014).

Além da predisposicéo racial, ha estudos que demonstram predisposi¢cdes
sexual e etaria, em que fémeas adultas sdo mais acometidas quando
comparadas aos machos da mesma idade e quando a idade é inferior a um ano,
0s machos tendem a apresentar AHIM mais frequentemente que as fémeas
(Brandao; Hagiwara; Franchini, 2003; Scott-MoncriefF, 2009). No entanto, este
tipo de anemia pode acometer cdes em qualquer idade e a média de idade dos
cées diagnosticados € de seis anos (Balch; Mackin, 2007).

3.6 Manifestacgdes clinicas

Os sinais e sintomas manifestados por pacientes diagnosticados com
AHIM sao inespecificos e traduzem um quadro de anemia, sobretudo
caracterizado por uma menor taxa de oxigenacao dos tecidos, em cujo quadro
se evidenciam letargia, fraqueza, vomito, diarreia e anorexia, conforme o tipo e
grau de hemolise relacionados (Piek et al., 2008; Kohn, 2011; Moraes; Takahira,
Golim, 2017).

A palidez das mucosas, taquicardia, taquipneia, sopro cardiaco sistdlico,
petéquias, equimoses, melena e dor abdominal, esta Ultima relacionada a
hepatoesplenomegalia, sdo achados relativamente comuns (Burgess et al.,
2000; Piek et al., 2011). Além dos sinais clinicos relacionados a anemia, pode-
se observar variados graus de ictericia, principalmente nos pacientes com

concentracao de bilirrubina superior a 3 mg/dL (Balch; Mackin, 2007).



A ictericia e estado anémico intenso sdo achados bem comuns na
hemolise intravascular, cuja lise das heméacias ocorre de forma aguda. Por outro
lado, sinais clinicos brandos e ictericia transitoria ocorrem na AHIM decorrente
da hemdlise extravascular crénica ou quando h& aplasia pura de células
vermelhas (PRCA) (Day; Mackin, 2008).

Animais com AHIM possuem uma predisposicédo para tromboembolismo
por apresentarem dano endotelial, estase venosa, trombocitopenia, leucocitose,
diminuicdo da albumina sérica, hiperbilirrubinemia, além do estado de
hipercoagubilidade, caracterizado pela deficiéncia de anti-trombina, diminuicéo
do fibrinogénio e aumento dos dimeros-D, que sédo produtos de degradacdo da
fibrina (Scott-Moncrieff et al., 2001; Piek et al., 2008).

3.7 Achados laboratoriais

3.7.1 Parametros hematoldgicos

O grau de anemia pode variar de moderado a intenso, cujo valor do
hematocrito encontra-se entre 20 a 29% e 13 a 19%, respectivamente. E comum
a observacado de indicios de regeneragdo, como policromasia, anisocitose e
eritroblastemia, apesar de uma grande porcentagem dos animais diagnosticados
nao apresentarem contagens de reticuldcitos elevadas no dia do diagnostico
(Weiss, 2008; Piek, 2011; Scott-Moncrieff, 2014)

A AHIM pode ter um carater arregenerativo, na sua fase inicial, uma vez
gue sdo necessarios de trés a quatro dias para que ocorra a liberagdo e
consequente aumento de reticulécitos no sangue circulante (Meyer, Harvey,
2004). Logo, a falta de resposta a anemia, depois de cinco dias, € atribuida a
anticorpos direcionados contra 0os precursores da série eritroide na medula
O0ssea (Weiss, 2008). Embora outros estudos tenham demonstrado que nos
casos de nao regeneracdo, ha outras disfungcdes da medula 0ssea, como a
aplasia pura de células vermelhas (PRCA) (StokoL et al., 2000; Day; Mackin,

2008), hiperplasia eritroide e a impossibilidade de continuacdo da maturagéo das



células vermelhas, em que h4 a acdo de anticorpos contra varios estagios de
maturacéo eritroide (Stokol et al., 2000; Weiss, 2008).

Cades com AHIM arregenerativa representam cerca de um terco dos
casos, acompanhados por uma anemia normocitica, normocrémica, com
contagem baixa de reticulécitos (Day; Mackin, 2008). Esses casos devem ser
cuidadosamente acompanhados e avaliados quanto a auséncia de

reticulocitemia (Balch; Mackin, 2007).

A regeneracao eritrocitaria é caracterizada por contagens de reticulécitos
circulantes acima de 60.000/uL e geralmente as AHIM regenerativas possuem

grau de reticul6citemia marcante (Weiss; Tvedten, 2004; Trhall et al., 2012).

Os esferdcitos presentes ndo sdo, por si sO, patognomoénicos para
diagnostico de AHIM, porém, sdo altamente sugestivos, principalmente se estao
em guantidade significativa (Balch; Mackin 2007). Essas células sdo hemacias
gue perderam sua palidez central por meio de fagocitose de macréfagos contra
anticorpos ou complemento que opsonisaram a membrana eritrocitaria (Thrall et
al., 2012). No caso de aparecimento de hemacias “fantasmas”, os eritrocitos
sofreram danos a membrana pelos complexos formados na fixacdo do
complemento, ocorrendo, assim, a lise intravascular destas células (Scott-
Moncrieff, 2009).

No gue diz respeito ao quadro leucocitario, animais acometidos com AHIM
podem apresentar tanto leucopenia, como leucocitose. A leucocitose esta
intimamente ligada as citocinas proé-inflamatérias liberadas no processo
hemolitico ou estimulacdo da medula Ossea tanto para série eritroide, quanto
mieldide (Balch; Mackin, 2007). Enquanto a leucopenia esta relacionada a
imunomediadores contra a série mieldide ou depressdo medular (Brandao;

Hagiwara; Franchinl, 2003).

A trombocitopenia de leve a grave é relatada em 60% dos casos e esta
relacionada com a presenca de anticorpos contra a linhagem de eritrocitos e
plaguetas, coagulacéo intravascular disseminada (CID) e/ou sequestro esplénico
(Swann; Skelly, 2011; Scott-Moncrieff, 2014).



3.7.2 Parametros bioquimicos

N&o ha correlacdo dos exames bioquimicos séricos com o diagndstico de
AHIM. Os animais acometidos ocasionalmente apresentam hemoglobinemia,
devido a hemolise, e bilirrubinemia, pela diminuicdo da clearance da bilirrubina
hepatica, taxa de hemdlise e comprometimento da fung&o do figado pela hipdxia
tecidual (Carr; Panciera; Kidd, 2002; Scott-Moncrieff, 2014).

A ictericia esta presente em 75% dos casos de AHIM, mas, muito embora
seja um achado clinico marcante, a auséncia da mesma ndo descarta o
diagnéstico, e seu aparecimento se da quando a concentracdo de bilirrubina
sérica ultrapassa 3 mg/dL (Brandao; Higiwara; Franchini, 2003; Balch; Mackin,
2007).

Outros achados laboratoriais, como aumento de globulinas,
hipoalbuminemia e azotemia renal, também podem ser observados, embora
sejam menos caracteristicos da AHIM. Estdo relacionados, respectivamente,
com a resposta inflamatoria, reacdes da fase aguda e lesdo renal devido a
isquemia ou CID (Carr; Panciera; Kidd, 2002; Brandao; Hagiwara; Franchini,
2003; Thrall et al., 2012).

3.7.3 Parametros hemostaticos

As alteracdes hemostéticas sdo sugestivas de CID e séo caracterizadas
pelo aumento do tempo de protrombina (TP), aumento do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), aumento dos produtos de degradacédo da
fibrina, bem como hiperfibrinogenemia e diminuicdo da atividade anti-trombina
(Scott-Moncrieff et al., 2001; Piek et al., 2008).

3.8 Diagnéstico

Embora ndo haja um exame que seja padrdo ouro para o diagnostico
definitivo de AHIM em cées, existem combina¢cdes de exames, juntamente com

o histdrico clinico dos pacientes, que permitem o fechamento do diagndstico de
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anemia por destruicdo imunomediada das hemécias (Piek, 2011). Dentre os
exames acessiveis na rotina laboratorial, podemos citar o teste de
autoaglutinacdo em solucao salina e a observacdo de presenca de esferdcitos
na leitura do esfregaco sanguineo (Carr et al., 2002; Morley et al, 2008; Piek et
al., 2008).

Segundo Couto (2014), o achado simultaneo de esferocitose,
policromasia e teste de autoaglutinacao positivo, em animal com histérico de
anemia aguda, € patognomoénico para AHIM, dispensando outros testes de dificil
acesso na rotina, como teste de Coomb’s, citometria de fluxo (Morley et al., 2008)
e ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay) (Morley et al., 2008; Piek et al.,
2011).

3.8.1 Autoaglutinacdo em solucao salina

Cerca de 40 a 89% dos cdes com AHIM apresentam autoaglutinacéo
macroscopica, que pode ser visualizada diretamente no tubo de colheita, bem
como microscOpicamente, observada a leitura do esfregaco sanguineo (Scott-
Moncrieff, 2014). Tal aglutinacdo espontanea de eritrocitos se da pelas ligacdes
cruzadas dos anticorpos (IgM ou IgG) opsonizados na membrana das hemacias.
Embora seja um achado comum sugestivo de AHIM, a diferenciacdo da
formacdo de rouleaux eritrocitario por desidratacdo e/ou hiperproteinemia deve
ser feita por meio de adicao de soro fisiol6gico para dispersdo das hemacias
(Balck; Mackin, 2007; Zabolotzky et al., 2014).

Para a realizacao do teste de aglutinacéo, deposita-se sobre uma lamina
de microscopia, limpa e desengordurada, uma gota de sangue total com EDTA,
diluida em igual quantidade de solu¢do salina (NaCl 0,9%), seguido da
deposicdo de uma laminula sobre tal mistura. A observacdo € realizada ao
microscopio Optico e obtém-se o resultado positivo ou negativo. A persisténcia
do fenbmeno de autoaglutinagdo, mesmo diante do aumento da diluicdo da gota
de sangue total, sugere intensa AHIM e esta associada a elevados indices de
mortalidade (Brandé&o; Hagiwara; Franchini, 2003; Balch; Mackin, 2007).
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3.8.2 Teste de Coombs direto

O teste de Coombs direto detecta imunoglobulinas e/ou complemento por
meio de anticorpos antiglobulinas que se ligam a estas moléculas opsonisadas
na membrana eritrocitaria (Balch; Mackin, 2007; Scott-Moncrieff, 2014).

Este teste tem baixas especificidade e sensibilidade, pois revelam
anticorpos e/ou complemento aderidos a membrana das hemacias, porém nao
h& a confirmacédo de que estes estejam atuando contra os eritrocitos e causando
a hemolise. Apesar disso, é usado para confirmacdo de AHIM guando ndo ha

autoaglutinacao e esferocitose (Scott-Moncrieff, 2014).

O resultado do teste de Coombs é dado em numero de cruzes (+), quando
positivos, variando entre 1 + a 4 +. Em média, 70% dos cdes com AHIM
apresentam teste positivo, embora possa ocorrer resultados falso-positivos em
animais doentes e sem evidéncia de hemolise (Overmann et al., 2007; Scott-
Moncrieff, 2014). Sendo assim, apenas a positividade do teste de Coombs ndo
€ confirmatorio para este tipo de anemia, sendo necessario um conjunto de
alteracbes laboratoriais e histérico clinico do paciente (Branddo; Hagiwara;
Franchini, 2003).

3.8.3 Citometria de fluxo no diagnéstico de AHIM

A citometria de fluxo no diagnostico de AHIM tem maior sensibilidade para
deteccdo de imunoglobulinas (IgM e IgG) e complemento, quando comparada
com o teste de Coombs, pois utilizam imunofluorescéncia, identificando niveis
muito baixos de opsonizacao nos eritrécitos, o que garante maior sensibilidade

e menor possibilidade de falsos negativos (Quigley et al., 2001)
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3.8.4 Medula 6ssea

As AHIM nao regenerativas requerem exames como mielograma e/ou
biépsia de medula Ossea para apuracdo da causa da ndo regeneracao.
Geralmente ha hiperplasia da série eritroide, porém um impedimento de
amadurecimento dessa linhagem de células ou o decréscimo da mesma pode
ocorrer, devido a acao da resposta imune diretamente na medula éssea, o0 que
pode resultar em lesdo medular e mielofribrose (Brandéo; Hagiwara; Franchini,
2003; Balch; MAckin, 2007; Weiss, 2008; Scott-Moncrieff; 2014).

3.9 Resposta medular a anemia e contagem manual de reticulocitos

As anemias sao classificadas quanto a resposta da medula éssea como
regenerativas e arregenerativas (Neiger et al., 2002). As anemias classificadas
como arregenerativas, ndo se regeneram em funcao de causas medulares e/ou
extra medulares, como hipoplasia de células precursoras de eritrécitos,
insuficiéncia renal crénica e doenca inflamatéria (Couto, 2014). Enquanto as
anemias regenerativas apresentam regeneracdo adequada da eritropoise,
independentemente da severidade e duracdo dos episédios hemolitico-

hemorragicos (Tvedten, 2010).

O método de eleicdo para a avaliacdo da regeneracdo eritropoietica, na
maioria das espécies, € a contagem de reticuldcitos, que séo eritrocitos imaturos,
presentes no sangue circulante (Jain; 1979; Christopher & Harvey, 1992; Thrall,
2014). Esses estadios de desenvolvimento dos eritrocitos contém resquicios de
RNA que se aglomeram quando corados com corantes supravitais, tais como
Azul de Metileno e Azul de Cresil Brilhante, corantes estes que foram
descobertos em 1865 por Erb, embora sua utilidade clinica, na evidenciacdo de
reticulocitos, tenha sido remarcada apenas em 1932 por Heilmeyer e
Westhaeuser (Pierre, 2002).

Em cdes e gatos, os resquicios de RNA aparecem no estadio

desenvolvimental de reticuldcitos sob a forma de agregados e pontilhados. Em
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cées, os agregados sao de mais comum visualizacdo. Ja em gatos, visualiza-se
ambos os reticulocitos, porém a avaliacdo quanto a resposta medular é feita
mediante a contabilizacdo dos reticulécitos agregados, uma vez que estes
permanecem mais tempo na circulagcdo (Jain, 1993; Cowgill; Neel; Grindem,
2003).

Os reticulécitos sé@o lancados na corrente sanguinea devido um aumento
de eritropoietina, como resposta a hipoxia tecidual. A producao de eritropoietina,
em cdaes, é exclusivamente renal, onde € produzida no cortex interno e medula
externa, por células intersticiais (Reece, 2006 Maiese; Chong; Shang, 2008),
agindo principalmente nas CFU-E e prevenindo a morte de células precursoras,
0 que estimula e garante a divisdo e maturacdo da série eritroide (Riley et al.,
2001; Cowgill et al., 2003).

Observa-se reticulocitemia entre o quarto e sétimo dia apés o estimulo, e
cujo decaimento da referida reticulocitemia é verificado entre duas e trés
semanas, nos caes, desde que o status de equilibrio seja alcancado (Fernandez;

Grindem, 2006).

7

A contagem de reticulécitos € realizada utilizando-se de corantes
supravitais, tais como referidos precedentemente, sejam eles Novo Azul de
Metileno ou Azul de Cresil Brilhante, os quais propiciam a formacéao de reticulos,
com fundamento na precipitacdo de resquicios de organelas e RNA ainda
presentes no eritrocito jovem (Pierre, 2002). Para a contagem dos estadios
reticulociticos, enumeram-se 1000 hemécias, considerando-se hemécias
maduras e reticulécitos, posteriormente estabelece-se a quantidade absoluta de
estadios reticulociticos, tendo como base uma regra de trés simples. Este
método manual é o mais utilizado na rotina laboratorial, embora possa
comprometer a exatiddo da contagem, uma vez que os campos escolhidos séo
aleatdrios, ndo ha uniformidade na distribuicdo das células e a contagem é
subjetiva (Pierre, 2002; Cowgill et al., 2003; Moritz; Tvedten, 2010; Weiser,

2012).

A porcentagem de reticul6citos, apos obtida, devera ser corrigida de acordo com
a espécie, aplicando-se uma formula pré-estabelecida, em que se multiplica a

porcentagem encontrada pelo hematocrito do animal e divide-se por 45, para
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cdes e 37 para gatos, em que estes dividendos sdo a média do valor de
hematdcrito normal para estas espécies (Cowgill et al, 2003; Fleischman, 2012).

3.10 Contagem de reticuldcitos por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma metodologia que usa feixes de lasers para
identificar particulas dispersas em uma solucdo salina tamponada, as quais
geram diferentes refracdes que serao interpretadas conforme o tamanho, volume
(forward scatter ou FSC) e complexidade (side scatter ou SSC) das células
(Shapiro, 2003; WEISS; Wilkerson, 2010). Além destas andlises, a citometria de
fluxo permite a marcacdo de células por meio de corantes ou fluorocromos
especificos, que permitem a identificacdo de populacbes de células de acordo
com diferentes relevancias. A partir dessas analises, sao feitos graficos (plots)
gue séo interpretados pelos gates (desenhos) e, assim, identifica-se as células

em questao (Davis et al., 2002).

Este método esta em ascensao na medicina veterinaria para animais de
companhia para andlises como imunofenotipagem de linfécitos e plaquetas,
avaliacdo de citocinas e interleucinas, identificacdo de células-tronco
hematopoiéticas, além da contagem de reticulécitos e diferencial de células da

medula éssea (Tarrant, 2005; Nakage et al., 2005).

Para avaliacdo da reticulocitemia, enquanto um marcador da atividade
regenerativa do tecido eritropoietico, a citometria de fluxo é o metodo mais eficaz
de se realizar a contagem de reticuldcitos, quando comparada com a
metodologia manual. Pois utiliza-se de um corante (laranja de thiazole) para
revelar o RNA residual do eritrocito jovem (reticul6cito) e sdo contados 10.000
eventos por meio da excitagdo destas células pelo laser azul (FL1 — FITC - 488
nm) e emissao de fluorescéncia. Enquanto, na contagem manual enumeram-se

apenas e tdo somente 1.000 eventos (Lee et al., 1986; de Carvalho et al., 2017).

Os estudos com citometria de fluxo para contagem de reticulécitos
evidenciam que este método é mais preciso e sensivel, podendo resultar numa
contagem 1,5 vezes maior que a manual (Lacombe et al, 1999), porém ha

variacdes conforme a espécie estudada, e urge ensaios que possam levar a
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validacdo da reticulocitometria pela técnica de contagem automatizada com o
uso do citdmetro de fluxo (Pereira et al., 2008).

Os corantes utilizados para marcacéo pode ser tanto o laranja de thiazole,
guanto o acridina laranja, posto que ambos tém boa afinidade pelo RNA e DNA,
assim eritrocitos nucleados na circulagdo serdo marcados (Riley et al., 2001;
Viana et al., 2014).

4 MATERIAL E METODOS

Foram analisados 203 cdes com diagndstico laboratorial de anemia, oriundos da
rotina do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV) do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) — Unesp, Campus Jaboticabal. Dentre eles, 30 animais

foram diagnosticados laboratorialmente com AHIM.

Os pacientes considerados positivos para Anemia Hemolitica
Imunomediada do Tipo Secundaria foram aqueles que apresentaram anemia em
combinacdo com a evidéncia da destruicdo imunomediada dos eritrécitos por
meio de dois resultados positivos: presenca de esferocitose e teste de

autoaglutinacao positivo.

Foram realizadas analises hematolégicas dos pacientes positivos para
AHIM, como hemograma, pesquisa de esferdcitos na leitura do esfregaco
sanguineo, dosagens de bilirrubinas, teste de autoaglutinacdo em solucgéo salina
e contagem de reticulocitos por citometria de fluxo, para analisar a
responsividade da anemia. Para a realizagdo destes parametros, as amostras
foram coletadas por venopuncéao jugular e condicionadas em tubo de sistema a

vacuo sem anticoagulante e com anticoagulante (EDTA-K2).

Os hemogramas foram realizados por metodologia automatica por meio
de analisador automatico ABCVet Counter (Horiba, Montipellier, 2004), obtendo
0s seguintes resultados: contagem total de eritrocitos (He), hemoglobina (Hb),
hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular

meédia (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), indice
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de anisocitose, contagem de leucdcitos totais, contagem total de plaquetas e

volume plaquetario médio).

Todos os hemogramas tiveram o diferencial leucocitario em esfregaco
sanguineo do sangue periférico por meio de microscopia Optica, conforme
metodologia descrita por Thrall (2015). Nos mesmos esfregacos foi realizada a
pesquisa de esferdcitos, conforme metodologia descrita por Harvey (2012) para

determinacao de portadores de processos imunomediados antieritrécitos.

Para a avaliacdo de processos hemoliticos, foi feita a observacdo de
presenca de hemodlise em plasma e dosagem de bilirrubina total, direta e indireta
por meio de kits comerciais Labtest Diagnéstica (Lagoa Santa, 2011), em

espectrofotdbmetro semiautomatico Labquest (Bioblus, Sdo Paulo, 2004).

Para a determinacao de processo de eritroaglutinacao realizou-se o teste
de autoaglutinacdo em solucdo salina 0.9%, conforme a metodologia descrita
por Hackner (2007), que quanto mais forte a ligacdo entieritrocitaria, maior é a
diluicdo em salina para desfazer a eritroaglutinagao.

A quantificacdo dos reticul6citos por meio da citometria de fluxo foi
efetuada no Citbmetro de Fluxo FACS Canto Il (BD Bioscience, 2013), conforme
metodologia do corante de Laranja de Thiazole (C26H24N203S2, Sigma-Aldrich,
2019), proposta por Lee et al (1986), nos mesmos dias em que foram realizadas

as quantificacdes de reticulécitos pelo Azul de Cresil Brilhante.

Nesta metodologia, utilizou-se um tubo que marcacdo negativa com 5uL
de sangue total, adicionou-se tampdo PBS (0,002 M EDTA e 0,02% Azida
Sodica, sem Laranja de Thiazole), e utilizou-se outro tubo para marcacéo positiva
para reticulocitos, com 5uL de sangue total de cada amostra adicionadas a
solugéo contendo o corante para marcacao dos reticulocitos diluido (1 mg/mL LT

em metanol, diluido 1:10.000 em tampéao PBS.

Ambos os tubos tiveram suas amostras adquiridas no citbmetro (Acquired
= 10.000 eventos) em escala de log nas leituras de tamanho (forward scatter —
FSC), complexidade (side scatter — SSC) e avaliacao do reticulocitos marcados
com Laranja de Thiazole no canal de fluorescéncia de 488 nm (FL1 — Laser Azul
- FITC).
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Os citogramas obtidos seguiram a seguinte estratégia de gates: aquisicdo
em escala de log, por representacao grafica em dotplot de tamanho em medicao
de area e altura (FSC-A vs FSC-H) com fito de priorizar aquisi¢cdes Unicas,
dotplot com eixos cartesianos de tamanho dos eritrocitos (FSC) por
complexidade (SSC) com gate grid determinado na populacéo eritrocitaria; e,
histograma no canal de FITC para analise da populacao positiva (reticuldcitos)
em relacdo a populacdo negativa (eritrocitos maduros) com populacao
reticulocitaria representados em uma frequéncia populacional a direita,
expressos em porcentagem pela diferenca de eventos da populacdo positiva
para reticulocitos subtraido da populacdo negativa (ndo marcada pelo corante

de Laranja de Thiazole) (Figura 1).
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Figura 1. Estratégia de gates adotada para determinacdo da contagem de
reticulécitos pela metodologia do Laranja de Thiazole. A. Determinacdo de
populacdo de aquisicédo unica (single cell). B. Populacéo eritrocitaria (RBC) em
FSC x SSC, sendo que em rosa sdo eritrécitos maduros e em azul séo
reticulocitos marcados pelo corante fluorescente Laranja de Thiazole. C.

Histograma do canal FITC com destaque para células positivas pelo corante
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fluorescente (reticuldcitos). D. Hierarquia da populagdo destacadas pela
estratégia de gates.

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo eles: responsivos (n=8)
e nao responsivos (n=22). Para a determinacdo desses grupos, utilizou-se a
contagem de reticulécitos por Laranja de Thiazole em Citometria de fluxo,
considerando valores <1,0 para nao responsivos e 21,0 para animais

responsivos.

Além disso, realizou-se a dosagem de bilirrubina total, direta e indireta por
meio de espectrofotdbmetro automético Labmaxx Pleno (Bioplus, Sao Paulo,
2018), em que foram utilizados kits de reagentes comerciais Labtest Diagnodstica
(Lagoa Santa, 2011).

Utilizou-se teste rapido 4Dx® da marca Idexx para avaliacdo quanto a

presenca de anticorpos contra Ehrlichia spp.

Foi realizada a analise de normalidade em todos os dados por meio do
teste de Cramer von-Mises (p<0,05), variancia pelo teste sigma (p<0,05) e a
maioria das observacdes foram significativas no teste de normalidade (néo-
paramétricos), sendo assim, os dados foram apresentados em mediada (maximo

e minimo) (Quadro 1).

O teste de contingéncia de Qui-quadrado (X?) (p<0,05) foi aplicado para verificar
a diferenca estatistica em relacdo a estratificacdo dos grupos pelo sexo,
positividade para Ehrlichia spp, presenca de corpusculo de Howell-Jolly,

anisocitose eritrocitaria e macroplaquetas.
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Quadro 1. Comparacdo de medianas (minimo-maximo) de cdes com anemia
hemolitica imunomediada secundaria (AHIM) classificados em relacdo a
resposividade medular considerando quantidade de reticuldcitos circulantes.

Variaveis

Reticul6citos (%)
Bilirrubina total (mg/dL)
Bilirrubina direta (mg/dL)
Bilirrubina indireta (mg/dL)
Eritrocitos (x106/uL)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)

VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (%)

Eritroblastos (x10¢/pL)

Leucdcitos totais (x103/pL)

Basoéfilos (x103/uL)
Eosinoéfilos (x103/pL)
Bastonetes (x103/uL)

Neutrofilos (x103/pL)

Linfocitos (x103/uL)
Monécitos (x103/pL)

Plaquetas (x103/uL)

Nao responsivos
(n=22)

0,2 (0-0,6)a
0,18 (0,05-1,06)a
0,09 (0,01-0,57)a
0,08 (0,01-0,49)a
4,21 (1,38-5,59)a
9,65 (3,2-12,9)a
27,35 (9-35,6)a
67,4 (60,6-74,5)a
23,9 (20,6-26,2)a
35,3 (32,9-38,4)a
0 (0-242)a

9950 (300-24900)a

Oa
118,5(0-912)a
0 (0-912)a

8059 (180-23655)a

909 (116-2700)a
167 (0-655)a

345 (35-806)a

Responsivos (n=8)

1,15 (1-2,4)b
0,27 (0,14-0,38)b
0,13 (0,03-0,21)a
0,13 (0,04-0,21)a
2,91 (2,13-4,40)b
7,3 (5,9-11,7)a

20,55 (16,5-33,4)a

73,9 (63,3-81,8)b

25,6 (23,9-28,1)b

35,7 (31,7-37,8)a
0 (0-10480)b

26671 (6100-
46300)b

Oa
0(0-1389)a
324 (0-1309)b

22277 (4941-
39355)b

1925 (185-4364)a
711 (0-2315)a

464 (134-889)a

Wilcoxon (p)

3,67x10-05
0,01
0,09
0,06
0,05
0,26
0,24
0,02
0,01
0,76
0,05

0,005

0,24
0,002

0,007

0,21
0,06

0,52

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica pelo teste

de Wilcoxon (p<0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 203 caes anémicos testados n&o havia suspeita clinica de que a anemia era

de origem hemolitica, sendo um achado laboratorial de 30 animais (14,7%) com
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AHIM do tipo secundaria por meio do achado de esferdcitos na leitura do
esfregaco sanguineo e autoaglutinagdo em solucdo salina positiva. Segundo
Piek (2011), apesar de ndo haver um exame que seja padrao ouro para o
diagnoéstico de AHIM em cées, a combinagéo de exames e 0 histérico clinico dos
pacientes permitem a conclusdo de anemia por destruicdo imunomediada das
hemacias. Os exames de facil acesso na rotina laboratorial séo os supracitados
utilizados para o fechamento do diagnéstico (Carr et al. 2002; Morley et al. 2008;
Piek et al. 2008).

N&o houve diferenca estatistica para estratificacdo dos grupos pelo sexo,
presenca de corpusculo de Howell-Jolly, anisocitose eritrocitaria e
macroplaquetas, quando comparados 0s grupos responsivos e nao-responsivos.

Dos 30 animais positivos para AHIM, 16 (53,3%) foram machos e 14 (46,6%)
fémeas. Dentre eles, apenas um (6,25%) macho e trés (21,4%) fémeas com
idade inferior a um ano. Esses dados contradizem os estudos que demonstram
predisposicdo etaria, em que fémeas adultas sdo mais acometidas quando
comparadas aos machos da mesma idade e quando a idade é inferior a um ano,
0os machos tendem a apresentar AHIM com maior frequéncia (Brandao et al.
2003; Scott-Moncrieff 2014). Além disso, a média de idade dos animais foi de
8,6 anos, sendo que 20 (66,6%) foram animais com idade igual ou maior a 8
anos. Resultados que se contrapdem aos estudos realizados por Weinkle et al
(2005) e Balch & Mackin (2007), em que descrevem a prevaléncia em caes de
meia idade, com a média de idade entre 6 a 7 anos. Embora afirmam que este
tipo de anemia pode acometer caes em qualquer idade.

A ndo responsividade da anemia de acordo com a contagem de reticuldcitos
pela citometria de fluxo foi de 73,3% (22/30), enquanto as anemias responsivas
corresponderam 26,6% (8/30) dos animais. Apesar das AHIM serem
consideradas regenerativas, € comum uma grande porcentagem dos animais
diagnosticados nao apresentarem contagens de reticulécitos elevadas no dia do
diagnostico (Weiss 2008; Piek 2011; Scott-Moncrieff 2014). Este carater nao
regenerativo pode ser indicio de que seja a fase inicial da anemia, uma vez que
séo necessarios de trés a quatro dias para que ocorra a liberagéo e consequente
aumento de reticuldcitos no sangue circulante (Day & Mackin 2008). Entdo, o
acompanhamento desses animais e a constatacéo de ndo regeneracao depois

de cinco dias, é atribuida a anticorpos direcionados contra precursores da série
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eritroide na medula é6ssea (Weiss 2008). Embora outros estudos tenham
demonstrado que nos casos de nao regeneracdo, ha outras disfuncdes da
medula 6ssea, como aplasia pura de células vermelhas (PRCA), hiperplasia
eritroide e a impossibilidade de continuacdo na maturacdo das células
vermelhas, em que h& acao de anticorpos contra varios estagios de maturacao
eritroide (Day & Mackin 2008), ou ainda a deficiéncia de ferro associada a
nutricdo e/ou sequestro pela inflamacao (Schaefer & Stokol 2016).

O grupo néo responsivo apresentou maior numero de eritrocitos quando
comparados ao grupo responsivo, portanto, esses animais podem ter sido
investigados na fase inicial da anemia, em que a quantidade de eritrocitos e
porcentagem de hematdcrito decairam de forma mais branda, geralmente
associadas com hemolise extravascular, pois este tipo de hemdélise depende da
acdo de fagdcitos do sistema mononuclear fagocitario (SFM), presentes no baco,
figado e medula éssea para retirar da circulacdo as hemécias opsonizadas por
anticorpos e complemento (Branddo et al. 2003; Balch & Mackin 2007). A
imunoglobulina G (IgG) esta diretamente envolvida neste processo, porém, por
si sO, é incapaz de ocasionar a lise eritrocitaria, sendo necessaria a ativacao do
SFM para realizar este processo e dentre os achados laboratoriais mais
frequentes, estdo a esferocitose e hiperbilirrubinemia (Balch & Mackin 2007,
Duffy et al. 2010; Scott-Moncrieff 2014).

Em contrapartida, as hemolises intravasculares ocorrem quando os eritrécitos
séo lisados dentro dos vasos sanguineos. Esse processo pode ser ocasionado
pela ativacdo do sistema complemento devido a interacdo de IgM com as
hemacias, lesdo endotelial (trauma mecéanico) ou agentes infecciosos, que
causam hemdlise direta (Dhaliwal et al. 2004; Whitley & Day 2011). Apesar de
ocorrerem com menor frequéncia, sdo mais graves, com piores manifestacdes
clinicas e os principais achados laboratoriais sdo hemoglobinemia,
hemoglobinuria e ictericia. O aumento de bilirrubina sérica € um achado comum
na AHIM com hemodlise intravascular, extravascular ou associadas, porém néo
sdo todos o0s animais que irdo apresentar esta caracteristica e a auséncia dela
nao descarta este tipo de anemia, ja que existem fatores que influenciam neste
aumento, como a taxa de hemolise e a funcdo hepatica (Scott-Moncrieff 2014).
Sendo assim, 0s animais responsivos apresentaram um aumento de bilirrubina

direta quando comparados com 0s animais ndo responsivos, porém os dados
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bioguimicos séo inespecificos quando se trata de AHIM, principalmente quando
€ do tipo secundaria, pelo aumento de enzimas renais e hepéaticas poderem estar
aumentadas devido a afecc¢ao priméria (Carr et al. 2002; Brandao et al. 2003).
As AHIM secundarias responsivas apresentaram sinais de regeneracao
significativos nos parametros hematologicos, como volume corpuscular médio
(VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM), além de caracteristicas de
regeneracao na leitura do esfregaco sanguineo, como presenca de eritroblastos
circulantes. Achados hematolégicos sugestivos de regeneracdo, como
macrocitose, policromasia, presenca de eritroblastos circulantes sao
considerados muito comuns na AHIM, além da presenca de anemia de grau de
moderado a intenso, com a media de 25% a 13% de hematocrito,
respectivamente (Piek 2011; Scott-Moncrieff 2014), concordando com o
presente estudo em que a média de hematécrito dos cdes com AHIM foi de 25%.
No presente estudo, cdes com AHIM secundéria com resposta medular
apresentaram mais namero total de leucdcitos, assim como aumento de
bastonetes e neutréfilos segmentados. A leucocitose neste tipo de anemia pode
ser desencadeada por mediadores e citocinas pro-inflamatérias decorrentes do
processo hemolitico, por processo inespecifico de estimulacéo da série mieloide
frente a grave anemia, bem como necrose tecidual devido a hipoxia, sendo
observado aumento de neutréfilos com ou sem desvio a esquerda (Balch &
Mackin 2007; PIEK et al. 2008; Helmond et al. 2010). Todavia, nas AHIM
secundarias, as respostas leucocitarias podem ser influenciadas pela doenca

priméaria do animal, ndo sendo uma avaliacéo laboratorial expressiva.

6 CONCLUSOES

O diagndstico de AHIM secundaria pode ser obtido facilmente por meio de
testes laboratoriais aplicaveis na rotina e de baixo custo.

Existe diferencas na avaliagcdo laboratorial de animais com AHIM secundéria
regenerativa e nao regenerativa no momento do diagnostico, sendo de extrema
importancia o acompanhamento do paciente para a observacdo da progressao

da doenca, assim como sua remissao.
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