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RESUMO

Os disturbios imunologicos sdao mais comumente diagnosticados em cées do
gue em gatos, em ambas as espécies estdo associados a alta morbidade e
mortalidade. A anemia hemolitica imunomediada é uma das doencas autoimunes
mais comuns em cdes. E resultante da produgdo de autoanticorpos contra a
membrana do eritrécito, que pode ocorrer de maneira primaria ou secundaria. E um
distarbio autoimune em que a resposta é direcionada de forma errada, indo contra
0s antigenos das células hospedeiras, que causa a destruicdo dos eritrécitos tendo
como resultado hemdlise extravascular ou hemdlise intravascular. A etiologia da
maioria dos casos em cédes € desconhecida. A AHIM pode ser dividida em primaria
(idiopatica ou autoimune) ou secundaria a outras causas, podendo ser infecciosas
(bacterianas, virais, fungicas), parasitarias, neoplasicas, associadas ao uso de
farmacos, vacinas ou alimentos. Os sinais clinicos sao inespecificos e podem variar
dependendo do tempo de aparecimento do quadro, podendo ser agudo ou cronico.
As manifestacBes clinicas mais comuns sao, fraqueza, letargia, intolerancia ao
exercicio, palidez de mucosas, dispneia, taquicardia, febre e ictericia. Dentre as
alteracdes laboratoriais podemos observar, a ocorréncia de anemia moderada a
intensa podendo ser regenerativa, porém quadros sem regeneracdo também sao
observados. Nao existe um teste padrdo ouro para diagnostico da AHIM, porém
conhecendo as caracteristicas e limitaces dos diferentes testes diagnosticos e
correlacionando-os com a clinica do paciente pode-se chegar a um diagndstico

conclusivo.

Palavras chaves: Céao, hemolise, ictericia.



ABSTRACT

Immune disorders are more commonly diagnosed in dogs than in cats, in both
species they are associated with high morbidity and mortality. Immune-mediated
hemolytic anemia is one of the most common autoimmune diseases in dogs. It
results from the production of autoantibodies against the erythrocyte membrane,
which can occur in a primary or secondary way. It is an autoimmune disorder in
which the response is misdirected, going against host cell antigens, causing
erythrocyte destruction resulting in extravascular hemolysis or intravascular
hemolysis. The etiology of most cases in dogs is unknown. AHIM can be divided into
primary (idiopathic or autoimmune) or secondary to other causes, which can be
infectious (bacterial, viral, fungal), parasitic, neoplastic, associated with the use of
drugs, vaccines or food. Clinical signs are nonspecific and may vary depending on
the time of onset of the condition, and may be acute or chronic. The most common
clinical manifestations are weakness, lethargy, exercise intolerance, pale mucous
membranes, dyspnea, tachycardia, fever and jaundice. Among the laboratory
alterations, we can observe the occurrence of moderate to severe anemia, which can
be regenerative, but cases without regeneration are also observed. There is no gold
standard test for diagnosing AHIM, however, knowing the characteristics and
limitations of different diagnostic tests and correlating them with the patient's clinic, a

conclusive diagnosis can be reached.

Key words: Dog, hemolysis, jaundice
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1. INTRODUCAO

Os disturbios imunolégicos sdo mais comumente diagnosticados em cées do
gue em gatos, em ambas as espécies estdo associados a alta morbidade e
mortalidade (GARDEN et al., 2018).

Em um disturbio autoimune a resposta é direcionada de forma errada, indo
contra os antigenos das células hospedeiras (MCGAVIN; ZACHARY, 2013),
caracterizado pela perda de autotolerancia, desregulacdo imunoldgica e producao
de autoanticorpos (GOGGES, 2020), que causa a destruicdo dos eritrécitos tendo
como resultado hemdlise extravascular ou hemdlise intravascular (PEREIRA, 2015).

A hemodlise intravascular ocorre quando ha ruptura dos eritrocitos dentro dos
vasos sanguineos, enquanto a hemdlise extravascular se trata da retirada excessiva
dos eritrcitos pelo sistema fagocitico mononuclear (FIGHERA, 2007). A hemdlise
extravascular € o principal mecanismo patogénico incriminado no desenvolvimento
de anemia hemolitica em cées e gatos, e varias sdo as anormalidades que podem
levar a retirada prematura dos eritrocitos da circulacdo sanguinea (CARDOSO et al.,
2009).

A etiologia da maioria dos casos em cées € desconhecida. E possivel que a
producdo de anticorpos contra as proprias células se desenvolva em consequéncia
de alteracBes de proteinas de membranas de eritrocitos por agentes infecciosos ou
substancias estranhas (farmacos, toxinas, vacinas) (SEARCY, 1998). Assim o0s
imunocomplexos circulantes envolvendo esses antigenos podem ser adsorvidos por
membranas de eritrocitos (SEARCY, 1998), ao se fixarem causam opsonizacao e
levam a retirada desses eritrécitos da circulacdo (FIGHERA, 2010).

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) pode ser dividida em primaria
(idiopatica ou autoimune) ou secundaria a outras causas, podendo ser infecciosas
(bacterianas, virais, fungicas), parasitarias, neoplasicas, associadas ao uso de
farmacos, vacinas ou alimentos (PEREIRA, 2015).

Os sinais clinicos séo inespecificos e podem variar dependendo do tempo de
aparecimento do quadro, podendo ser agudo ou cronico (THRALL, 2015). As
manifestacbes clinicas mais comuns sao, fraqueza, letargia, intolerancia ao
exercicio, palidez de mucosas, dispneia, taquicardia, febre e ictericia (THRALL,

2015). Dentre as alteracfes laboratoriais podemos observar, a ocorréncia de anemia
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moderada a intensa podendo ser regenerativa, porém quadros sem regeneracao
também s&o observados (BRANDAO et al., 2003).

Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo revisar os métodos de
diagnéstico para AHIM em cées.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANEMIA HEMOLITICA IMUNOMEDIADA (AHIM)

A AHIM é uma das doencgas autoimunes mais comuns em cdes (BONVES,
2017). E resultante da producédo de autoanticorpos contra a membrana do eritrocito,
gue pode ocorrer de maneira primaria ou secundaria (FIGHERA, 2007).

Pode gerar uma anemia grave que se desenvolve de forma aguda e é
causada pela propria producdo de anticorpos que tém como alvo os eritrécitos
(BOVENS, 2017). Em geral, exibe regeneragdo marcante, com alto grau de
policromasia (reticulocitose). No entanto, em alguns casos, a anemia €
arregenerativa devido a formacdo de anticorpos contra precursores de eritrécitos,
com destruicdo de eritrocitos policromatofilicos ou de precursores de células
imaturas (THRALL, 2015). Os anticorpos produzidos causam a ativacédo do sistema
complemento, o que resulta na lise intravascular dos eritrcitos ou sua opsonizacao
e com isso ocorre a fagocitose dessas células pelo sistema monocitico fagocitario no
figado e baco (BONVES, 2017).

A maioria das imunoglobulinas implicadas na AHIM é reativa a temperatura
corporal, chamadas de hemoaglutininas quentes (MCGAVIN; ZACHARY, 2013).
Anticorpos quentes (geralmente 1gG), possuem atividade de ligacdo a 37° — 39°C,
sdo mais comuns do que os anticorpos frios (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Podem
se ligar a eritrocitos em temperatura ambiente e, desse modo, podem causar
autoaglutinacdo em amostras em temperatura de manipulacdo de rotina
(STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Uma porcdo menor, normalmente de IgM, € mais reativa em temperaturas
mais baixas e pode levar a uma condicdo conhecida como doenca das
hemoaglutininas frias (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). Anticorpos frios, possuem
atividade maxima de ligacdo a 4° — 20°C, podem ser capazes de se ligar in vivo
enquanto passam por extremidades frias podendo ativar o complemento e iniciar

hemolise imune. Eles tipicamente irdo provocar autoaglutinacdo a medida que o0s
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eritrocitos esfriam durante ou apos colheita. Nem todos os anticorpos frios séo
patolégicos in vivo, mesmo que causem autoaglutinacdo in vitro (STOCKHAM;
SCOTT, 2011).

A doenca de aglutinina fria pode resultar em aglutinacéo de eritrécitos nas
extremidades distais, como as pinas, ponta da cauda, nariz e digitos, com posterior
obstrucdo de pequenos vasos e necrose (THRALL, 2015). Em outra forma, o tempo
frio causa hemdlise intravascular, resultando em anemia e hemoglobinuria (BALCH,;
MACKIN, 2007).

A AHIM resulta em destruicdo prematura dos eritrocitos de todas as idades
gue apresentam em suas membranas imunoglobulinas (lg), principalmente IgG, IgM,
IgA (sendo esta a menos comum) e complemento (C3) (PEREIRA, 2015; NELSON;
COUTO, 2015). Esse processo ocorre quando se forma uma resposta imune direta
ou indiretamente tendo essas células como alvo, caracterizando assim uma reacao
imunologica de hipersensibilidade tipo Il que causa destruicdo dos eritrcitos
(BALCH; MACKIN, 2007).

A hipersensibilidade do Tipo Il (citotdéxica) envolve a ligacao do anticorpo (IgG
ou IgM) a moléculas especificas na superficie de uma célula. Essa ligacdo ocasiona
a destruicdo da célula ou dos receptores da célula, resultando em hemodlise
extravascular (80 a 90% dos casos) e, ocasionalmente, hemolise intravascular
(PEREIRA, 2015).

Na maioria dos casos 0 anticorpo reativo é a IgG e a hemdlise é
extravascular, em alguns casos, a IgM e/ou as proteinas do complemento também
podem contribuir, no entanto a IgM sozinha raramente é encontrado (SWITZER,;
JAIN, 1981; MCGAVIN; ZACHARY, 2013).

O complemento normalmente age como uma opsonina (C3b) que promove a
fagocitose. Entretanto, a formacdo do complexo de ataque a membrana do
complemento, resulta em hemdlise intravascular (MCGAVIN; ZACHARY, 2013).
Como o IgM é melhor do que o IgG na fixacdo do complemento, é mais provavel que
ocorra hemolise intravascular com doenca mediada por IgM (BALCH; MACKIN,
2007).

Muitas alteracbes podem dar inicio a essa destruicdo, como mudancas
morfofuncionais dos eritrocitos ou controle imunoldgico, alteracdo na estrutura da
membrana do eritrocito, farmacos induzindo mudancas e expondo antigenos

previamente sequestrados, agentes infecciosos produzindo complexos imunes ou
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alterando antigenos de membrana, alteracbes genéticas que provocam falhas na
tolerancia imunoldgica, falha na autorregulacdo adquirida, proliferacdo de clones
celulares primarios ou secundarios (processos neoplasicos), eritropoese alterada ou
inefetiva (PEREIRA, 2015).

2.2 FISIOPATOGENIA
2.2.1 HEMOLISE EXTRAVASCULAR

Em casos de hemolise extravascular, mais frequente, os eritrécitos
apresentam anormalidades de superficie causadas por parasitas ou alteracfes de
origem imunoldgica (GARCIA-NAVARRO, 2005). Geralmente é um processo menos
agudo, e é comumente acompanhada pela esferocitose e hiperbilirrubinemia
(NELSON; COUTO, 2015).

A reducédo da sobrevida de eritrocitos €, na maior pare, devido ao fato de que
0s macrofagos, principalmente os do baco, mas também os do figado e medula
0ssea, possuirem receptores da regido Fc da molécula de IgG (SEARCY, 1998).
Ocorre entdo a fixagcdo de anticorpos (principalmente 1gG) causando a remog¢ao dos
eritrocitos afetados pelo sistema monocitico fagocitario, os fragmentos receptores
dos macréfagos que se encontram no baco e figado se ligam ao fragmento do
anticorpo que reveste a membrana do eritrécito resultando em fagocitose de
eritrocitos e destruicdo (BALCH; MACKIN, 2007). A fagocitose parcial,
provavelmente devido a remocdo de por¢cbes da membrana de eritrécitos com
maiores concentracfes de moléculas de anticorpos, resulta em esferocitose
(SEARCY, 1998).

Durante este processo pode-se observar a presenca de ictericia, pois ha uma
producdo excessiva ou reducdo na excrec¢do de bilirrubina, que se acumula no
plasma (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). Ap6s a eritrofagocitose, as enzimas dos
macrofagos dissolvem os eritrocitos, e a hemoglobina é degradada, liberando a
bilirrubina e o ferro da porgéo porfirina da molécula, o ferro volta para medula 6ssea
para sua utilizacdo em eritrocitos em desenvolvimento (SEARCY, 1998).

Essa producao excessiva de bilirrubina na sua forma ndo conjugada ocorre
nas doencas hemoliticas, ocasionando altas concentracdes desta no plasma e
excedendo a capacidade de captacdo dos hepatdcitos, devido a degradacgéo
excessiva dos eritrocitos (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). A hiperbilirrubinemia é uma
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caracteristica comum da AHIM, porém néo ocorre em todos 0s casos, e a falta dela
n&o exclui a AHIM (SA, 2014).

A proporcdo da hemdlise e a fungdo hepética estdo dentre os fatores que
determinam a presenca e gravidade da hiperbilirrubinemia, a funcdo hepética pode
estar comprometida pela hipoxia e necrose hepatica (SA, 2014). Em um estudo com
34 caes que morreram de AHIM, 53% tinham necrose hepatica centrolobular de

moderado a grave na necropsia (MCMANUS et al., 2001).

| Presenca de I1gG

Y

[Sem ativacdo da cascata do complemento ]

ou ativacao incompleta do complemento

/
[Marcagéo da membrana - receptores Fc}

/

[ Sistema fagocitico-menonuclear - bago e figado ]

J

[ Fagocitose e destruigao da hemacia ]

/
[ Liberagao da bilirrubina]

1

( Bilirrubinemia e bilirrubinaria ]

Y
Quando a taxa de liberagdo & maior queL> Figado
a capacidade de aproveitamento J

Y

E—lemélise inlensaj—»( Ictericia]

Figura 1. Mecanismo Hemolise extravascular.
Fonte. Pereira, 2015.

2.2.2 HEMOLISE INTRAVASCULAR

Na hemodlise intravascular dos eritrécitos hé liberacdo de hemoglobina livre no
plasma (SOLATO et al., 2008). O complexo de ataque a membrana produzido pela
ativacdo da cascata do complemento causa danos diretos a membrana celular,
causando um influxo de fluido extracelular para dentro do eritrocito, que culmina com
sua ruptura enquanto ainda esta circulante (BALCH; MACKIN, 2007). Quando ha



18

fixacdo de complemento, resultando em dano a membrana pelos complexos
formados, ocorre lise intravascular. Nesse caso, podem ser constatados eritrécitos

“fantasma” (Figura. 2) no esfregago sanguineo (THRALL, 2015).

%

Figura 2. Esferdcitos (ponta de seta) e
eritrécitos “fantasmas” lisados (setas).
(Coloragao de Wright.)
Fonte. THRALL, 2015.

Este tipo de hemdlise é mediada pela IgM, pois tem maior facilidade na
fixacdo e ativacdo do complemento, devido ter alta afinidade pelos componentes da
via classica de ativacdo do complemento, enquanto sdo necessarias varias
moléculas de IgG para a completa ativacdo desse mesmo sistema (BALCH,;
MACKIN, 2007; PEREIRA, 2015).

Hemoglobinemia e hemoglobindria indicadores importantes de hemdlise
intravascular, sdo detectaveis apenas quando a capacidade de ligacdo da
haptoglobina é sobrepassada (SEARCY, 1998).

A hemoglobinemia é evidente macroscopicamente, os eritrocitos lisados
coram o plasma rosado (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). E esta resultara em
hemoglobinuria quando o limiar renal de reabsorcéo € excedido. A hemoglobina se
liga a haptoglobina sua proteina de transporte principal (SEARCY, 1998). Dentre as
funcbes da haptoglobina esta a prevencdo da perda de ferro pela formagéo de
complexo estaveis com a hemoglobina livre circulante na corrente sanguinea. Em
cées, a avaliacdo dos niveis sericos da haptoglobina pode ser util quando existem
suspeitas de anemia hemolitica, seja ela infecciosa, autoimune ou por causas
toxicas, pois nesses casos ocorre uma diminuicdo na concentracdo (SANTOS;
ALBERTO, 2014). A haptoglobina é grande para passar através dos glomérulos,

logo, qualquer hemoglobina livre remanescente ter4 peso molecular baixo para
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passar através do filtro renal glomerular e pigmentar a urina (hemoglobinuria)
(MCGAVIN; ZACHARY, 2013).

A meia-vida da haptoglobina é diminuida quando ligada & hemoglobina,
quando é formado grande quantidade do complexo hemoglobina-haptoglobina, a
concentracdo de haptoglobina no sangue diminui e a hemoglobina pode passar pelo
glomérulo até mesmo em concentracbes mais baixas, sendo este um fator
contribuinte para a necrose tubular renal (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). A leséo
renal se deve primeiramente ao fluxo sanguineo renal alterado associado ao
estroma eritrocitario e ndo a hemoglobina. O fluxo sanguineo renal alterado pode
decorrer de liberacdo de substancias vasoativas ou coagulacdo por consumo
iniciada pelo estroma dos eritrocitos (STOCKHAM; SCOTT, 2011). A insuficiéncia
renal aguda ocorre devido a deposicdo de complexos antigeno-anticorpo na
membrana eritrocitaria ou pelo efeito téxico direto da hemoglobina livre nas células
dos tabulos renais (THRALL, 2015).

[ Presenca de IgM HMaior facilidade em ativar complemento]

\
[Grande quantidade de IgG]

Y

L Ativagao da cascata do complemento }

Y

[Leséo direta na membrana}

\
[ Entrada de liquido extracelular J

\
[ Ruptura da hemacia circulante }

Y
{Liberagéo de hemoglobina]

Y
[Hemoglobinemia e hemoglobim]ria}

Figura 3. Mecanismo Hemolise intravascular.
Fonte. PEREIRA, 2015.
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2.3 ANEMIA HEMOLITICA IMUNOMEDIADA PRIMARIA

As AHIM resultam da diminuicdo da sobrevida dos eritrocitos mediada por
imunoglobulinas e/ou pelo complemento podendo ser autoimunes ou isoimunes
(FIGHERA, 2007).

O termo doenca autoimune primaria é reservado para doencas nas quais
nenhuma causa subjacente pode ser identificada e acredita-se que a causa da
doenca autoimune se relaciona ao desequilibrio ou a uma disfuncdo do sistema
imunoldgico (NELSON; COUTO, 2015).

A AHIM é normalmente idiopatica, e o gatilho especifico para a reacao
autoimune nao € conhecido (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). Em casos primarios, 0s
anticorpos séo produzidos, liberados e direcionados contra antigenos de membrana
dos eritrocitos normais (RAMOS, 2017).

O disturbio hemolitico isoimune ocorre pela incompatibilidade sanguinea,
oriunda da passagem de anticorpos via colostros. Essa doenca € bem descrita em
equinos e humanos, mas ocorre muito raramente em cdes e gatos (FIGHERA,
2010).

2.4 ANEMIA HEMOLITICA IMUNOMEDIADA SECUNDARIA

O termo doenca autoimune secundaria € usado para descrever doencas
imunomediadas nas quais uma razdo subjacente para a doenca pode ser
identificada. Fatores envolvidos na AHIM secundéria de autoimundade incluem
infeccdo, exposicao a certos farmacos ou toxinas, vacinagao e neoplasia (NELSON;
COUTO, 2015; MCGAVIN; ZACHARY, 2013).

A AHIM secundaria é causada por uma resposta imunoldgica a antigenos que
se modificaram ou sdo associado a membranas normais dos eritrécitos, pode ser
causado por uma série de fatores subjacentes ao processo (BALCH; MACKIN,
2007).

Os eritrocitos afetados podem ser infectados por agentes patogénicos
produzindo complexos imunes ou alterando antigenos de membrana, podem ter
alteracdo na estrutura da membrana devido exposicdo a farmacos, vacinas,
neoplasias, alteragbes genéticas que provocam falhas na tolerancia imunoldgica,
fatores estes que funcionardo como precipitadores de hemolise (BALCH; MACKIN,
2017; PEREIRA, 2015)
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2.5 MANIFESTACOES CLINICAS

No exame fisico geralmente podemos observar mucosas palidas, taquipneia,
esplenomegalia, hepatomegalia, ictericia (Figura. 4 e 5), febre e linfadenopatia,
sendo a ictericia uma alteracdo comum de ser observada nesta avaliacdo (BALCH;
MACKIN, 2007).

Figura 4. Cao com mucosa ictérica. Figura 5. Cao mostrando ictericia em
Fonte. Pereira, 2015. regido abdominal.
Fonte. Ramos, 2017.

A apresentacdo dos sintomas clinicos € tipicamente insidiosa, mas alguns
pacientes apresentam sintomas agudos e graves (PARK, 2016). No entanto, a
doenca pode ocorrer de forma subclinica (SEARCY, 1998). As manifestacdes
clinicas dependem do tempo de aparecimento (agudo ou cronico) e da intensidade
da anemia, dos mecanismos compensatdrios, como aumento das frequéncias
cardiaca e respiratoria, da gravidade da hipoxia tecidual e da causa de base da
AHIM secundario (PEREIRA, 2015).

Animais com desenvolvimento  crbnico apresentam  mecanismos
compensatérios mais bem estabelecidos, manifestando com menor intensidade
taquicardia e taquipneia. Manifestacfes agudas apresentam mais frequentemente
sincopes e intolerancia a exercicios, além de taquicardia e taquipneia (BALCH,;
MACKIN, 2007).

Se ocorre hemoglobinuria, esse é um sinal grave, pois indica hemdlise aguda
e acentuada (SEARCY, 1998). Sintomas inespecificos como apatia, anorexia, vomito
e diarreia sdo comuns a ambas manifestacoes (BALCH; MACKIN, 2007).
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2.6 DIAGNOSTICO

Para o diagndstico sdo necessarios a realizacdo de exames complementares
como o hemograma, dosagens de proteina total e componentes bioquimico-séricos,
urindlise, contagem de reticulécitos, exame do esfregaco sanguineo e procura de
esferocitos, testes de autoaglutinacdo macroscopica e microscopica, teste de
fragilidade osmotica, teste da antiglobulina direta — TAD (teste de Coombs), além de
exames especificos para determinacdo da causa de base da anemia (PEREIRA,
2015).

Vérios testes tém sido usados para auxiliar no diagnostico de anemia
hemolitica imunomediada, nenhum dos quais € 100% sensivel e especifico
(MACNEILL et al., 2019).

2.6.1 ALTERAGCOES HEMATOLOGICAS

O teste mais simples e benéfico no diagnostico de anemia hemolitica
imunomediada é o hemograma, incluindo uma contagem de reticulécitos. O paciente
cldssico com anemia hemolitica imunomedida tem anemia moderada a grave,
altamente regenerativa, hematocrito inferior que 25-35%, evidencias de hemodlise
(hemoglobiemia, hemoglobindria, hiperbilirrubinemia), presenca de anticorpos nos
eritrocitos, caracterizado a partir da esferocitose e ocasionalmente, sdo constatados
eritrocitos “fantasma” no esfregago sanguineo. (BALCH; MACKIN, 2007; THRALL,
2015; GORENSTEIN et al., 2019).

Alguns dos indicativos de que a anemia € regenerativa sdo 0 aumento de
células policromatofilicas no esfregaco sanguineo (Figura. 7) e o aumento da
concentracdo de reticulécitos (Figura. 6) (THRALL, 2015). Um dos aspectos mais
notaveis observavel em pequeno aumento, é anisocitose acentuada, essa variacado é
causada pela presenca de eritrocitos macrociticos imaturos somados aos
esferécitos. A policromasia também pode ser observada, pois metarrubrécitos e

rubrocitos podem estar presentes (SEARCY, 1998).
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Figura 6. Reticulécito (seta), Figura 7. Células policromatofilicas
utilizando a coloracdo do novo azul (cabeca de seta), corado com a
de metileno. coloragdo de Wright-Giemsa.

Fonte. THRALL, 2015. Fonte. THRALL, 2015.

Quadros de anemia hemolitica imunomediada sem sinais de
eritrorregeneracédo sdo frequentes, em 50% dos casos (BRANDAO et al., 2004).
Podem ocorrer devido a deteccdo do quadro antes que uma resposta regenerativa
da medula éssea se desenvolva (isso normalmente leva de trés a cinco dias) e
ocasionalmente alguns cédes permanecem reticulocitopénicos além do tempo
necessario para que a eritropoiese compensatéria seja evidenciavel no sangue
periférico (BOVENS, 2017; SEARCY, 1998). Ainda, podem ocorrer relacionadas a
doenca imunomediada dirigida contra os precursores de eritrocitos na medula éssea,
neste caso reticuldcitos sdo destruidos antes de entrar na circulacdo periférica
(BOVENS, 2017; NELSON; COUTO, 2015).

A avaliacdo de uma resposta reticulocitaria adequada € essencial para no
auxilio do diagnostico da anemia hemolitica imunomediada. Seu nimero aumenta
no sangue periférico em resposta a hemorragias, doencas hemoliticas ou remissao
de outros tipos de anemia (SWITZER; JAIN, 1981; BALCH; MACKIN, 2007).

Uma resposta reticulocitaria inadequada indica supressdo da medula 6ssea
da eritropoiese. Por outro lado, uma elevacao continua da contagem de reticulocitos
é indicativa de destruicdo continua de eritrocitos (SWITZER; JAIN, 1981).

Os reticulocitos séo eritrocitos imaturos que expeliram seus nucleos, mas
ainda contém polirribossomos, ribossomos e mitocondrias. Podem ser visualizados
usando a coloracao vital, novo azul de metileno, que induz os ribossomos e outras
organelas a se aglomerarem em granulos visiveis (BALCH; MACKIN, 2007).
Reticulécito absoluto acima de 60 x 10% L a 80 x 10% L constata uma anemia
regenerativa. Deve-se excluir perda externa de sangue (sangramento externo,

incluindo hematémese, melena, hematoquezia e hematdria com base em
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historia; infestacdo grave por ectoparasitas e ancilostomideos), perda de sangue
interna (auséncia de efusbes em imagens toracicas e abdominais) e de outras
causas de hemdlise (infeccbes bacterianas, virais ou fingicas, neoplasias, farmacos)
(BOVENS, 2017).

A presenca de esferocitos no esfregaco de sangue (Figura. 8) é tipica da
anemia hemolitica imunomediada, embora eles também possam raramente ocorrer
em outras condigbes (BOVENS, 2017). Os esferocitos sdo formados quando
porcdes da membrana dos eritrécitos ligadas a autoanticorpos sdo fagocitadas por
macrofagos, 0s quais tém receptores para anticorpos e para complemento
(MCGAVIN; ZACHARY, 2013). A remocao dos eritrocitos pelos macrofagos ocorre
em Vvarios 6rgaos, incluindo o baco, a medula 6ssea e o figado. A eritrofagocitose
parcial resulta na formacéo de esferécitos, os quais sédo facilmente detectaveis em
caes, embora esferdcitos imperfeitos, que apresentam pequeno grau de palidez

central, as vezes nao sejam percebidos (THRALL, 2015).
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Figura 8. Esferdcitos em esfregaco
sanguineo (seta), Coloracao pandtico (400x).
Fonte. Gorenstein et al., 2019.

O nuamero de plaquetas também pode estar reduzido (SEARCY, 1998).
Aproximadamente 50% a 70% dos cdes com AHIM apresentam trombocitopenia
concomitante conhecida como Sindrome de Evans (BALCH; MACKIN, 2007).

Os mecanismos propostos para a trombocitopenia incluem a presenca de
anticorpos direcionados contra plaquetas, ocasionando a remog¢ado prematura de
plaguetas na corrente sanguinea por macréfagos, além da coagulagéo intravascular
disseminada e sequestro esplénico. (NELSON; COUTO, 2015; SILVA et al., 2015).
Casos mais graves sao acompanhados de coagulacao intravascular disseminada,
causando trombocitopenia por aumento de consumo plaquetario, agravando ainda

mais o0 quadro da AHIM e piorando o prognéstico (PEREIRA, 2015). Petéquias,
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equimoses e melena podem estar presentes se a trombocitopenia for grave (BALCH;
MACKIN, 2007).

Anormalidades leucocitarias sdo comumente observadas em pacientes com
AHIM (MACNEILL et al., 2019). A neutrofiia é comum, e pode aparecer
acompanhando a resposta de reticulécitos (SEARCY, 1998). Pacientes com AHIM
com leucogramas inflamatorios geralmente apresentam padrées inflamatorios
agudos, como neutrofilia com desvio a esquerda (observados em até 16 de 20 (80%)
dos casos de AHIM), linfopenia, eosinopenia e monocitose (MACNEILL et al., 2019).
Alguns poucos cées apresentam contagem de leucécitos maiores que 50 X 10° /L
em razao de neutrofilia e monocitose. A monocitose € um reflexo do trafego entre a
medula e o bago, onde os mondcitos se tornam macrofagos ativados, com
capacidade para eritrofagocitose (SEARCY, 1998).

Acredita-se que a leucocitose seja causada por uma combinacédo de liberacdo
aumentada da medula durante a forte resposta eritroide regenerativa, hiperplasia
mieloide estimulada por citocinas, desmarginacdo de neutrofilos e diminuicdo da
migracao para tecidos necroticos mal perfundidos (MCMANUS, 2001). Em condi¢des
inflamatorias graves e de regeneracao eritroide, um padrdo leucoeritroblastico pode
ser observado com um leucograma inflamatoério altamente agudo e uma alta
porcentagem de eritrocitos nucleados em diferentes estagios de maturacdo. A
rubricitose causa um falso aumento na concentracdo de leucécitos em contadores
automatizadas que deve ser corrigida ap6s a contagem de eritrécitos nucleados no
exame de esfregaco de sangue (MACNEILL et al., 2019).

2.6.2 BIOQUIMICA SERICA

O perfil bioguimico pode revelar alteracdes significativas para o diagndstico
primario da anemia ou a gravidade da lesdo tecidual (PEREIRA, 2015;
MUCCULLOUGH, 2003). Tais alteragbes ocorrem devido aos danos promovidos
pela hemdlise, desidratacdo e hipoxia dos Orgdos ou pela deposicdo de imuno-
complexos, aléem desses fatores, a hipoxia e a nefrotoxicidade causada pela
hemoglobinemia acarretam o aumento das enzimas hepaticas e azotemia
(MUCCULLOUGH, 2003; CASTILHO et al., 2016).

A hipoéxia tecidual aumenta o risco de leséo progressiva em coracao, figado e
rins, em razdo da queda aguda do VG (abaixo de 22%), acarretando arritmias

ventriculares, necrose centrolobular hepatica e necrose tubular renal, ao passo que
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a deposicdo de imunocomplexos, principalmente no rim, pode causar lesdo renal,
agravando mais o quadro clinico do animal (PEREIRA, 2015).

As alteracdes bioquimicas mais comuns sao a hiperbilirrubinemia e os niveis
elevados das enzimas hepaticas (ANDRADE et. al, 2010). O aumento das enzimas
hepaticas € comum devido a hipdxia hepatica, as alteracdes incluem: aumento da
alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST) pela necrose
hepética secundaria a hipoxia centrolobular decorrente da anemia (BOVENS, 2017;
FIGHERA, 2007). Dano hepatocelular secundario a dano hipoxémico,
tromboembolismo e isquemia também podem contribuir para hiperbilirrubinemia e
elevacbes leves a acentuadas nos niveis de ALT, aumento da AST e da lactato
desidrogenase e diminui¢cdo da haptoglobina pela ruptura dos eritrcitos no interior
dos vasos sanguineos (BALCH; MACKIN, 2007; FIGHERA, 2007).

Os niveis de bilirrubina estdo sempre aumentados em decorréncia da
hemolise extravascular (FIGHERA, 2007). Uma hemdlise aguda pode levar a uma
hiperbilirrubinemia pré-hepatica, devido a maior produgcdo de bilirrubina n&o
conjugada, que ird exceder a capacidade de metabolizacdo dos hepatécitos. Em
casos cronicos de AHIM a hiperbilirrubinemia pode nédo estar presente caso a
bilirrubina resultante da hemalise ndo superar a capacidade de metabolizacdo pelos
hepatocitos (CASTILHO et al., 2016). Um nivel elevado de bilirrubina € comum em
pacientes com AHIM ou pode resultar de qualquer processo hemolitico ou causas
hepato-biliares (BALCH; MACKIN, 2007).

Quanto as alteracdes renais podem-se observar leve aumento da ureia e da
creatinina decorrente da ma perfusdo renal (azotemia pré-renal) em casos de
hemdlise extravascular (FIGHERA, 2007), e caso tenha hemolise intravascular grave
h&4 um acentuado aumento nesses parametros e a azotemia € renal devido a
necrose tubular aguda induzida pela hemoglobina (uremia renal) (CASTILHO et al.,
2016; FIGHERA, 2007).

Outro achado € a hiperglobulinemia devido a resposta inflamatéria e
consequente producdo de imunoglobulinas, e a hipoalbuminemia, devido as lesdes
hepéticas das reacdes de fase aguda (CASTILHO et al., 2016).

A bioquimica sérica de rotina e os tempos de coagulacdo sdo Uteis na
avaliacdo da presenca de hemodlise, coagulacdo intravascular disseminada e
doencas subjacentes. Assim, € importante o estudo do perfil bioquimico-sérico como

complemento da real situacdo do estado clinico do paciente e para verificacdo de
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lesbes teciduais no momento da decisdo entre a transfusdo sanguinea ou nao
(PEREIRA, 2015).

Achados laboratoriais que apoiam a hemdlise, como aumento da lactato
desidrogenase sérica (LDH) e esferocitose em esfregacos de sangue periférico
devem ser considerados. Para diagndsticos mais sensiveis, 0s usos de anti-soros
anti-lgA mono-especificos / baixo solucdes de forca idnica (LISS) e aplicacdo de
mais técnicas sensiveis, como teste de aglutinacdo de coluna ou a citometria de
fluxo pode ser considerada (PARK, 2016).

2.6.3 TESTE DE AGLUTINACAO SALINA

Outro teste que pode auxiliar no diagnostico € o teste de aglutinacdo salina,
sendo relatada sua positividade em aproximadamente 40% a 89% dos cédes com 0
quadro clinico (BALCH; MACKIN, 2007). Acredita-se que a autoaglutinacdo dos
eritrocitos seja induzida por IgM, mas que pode também possa ser causada por
grandes quantidades de IgG associada a membrana celular (BALCH; MACKIN,
2007). O teste de aglutinacdo em lamina pode ser realizado através da mistura de
uma gota de sangue anticoagulado, e uma gota de soro fisiolégico, sendo
depositado apds a homogeneizacdo em uma lamina. Se moléculas de anticorpo
suficientes estiverem presentes nos eritrocitos, a aglutinacdo pode ser visualizada
tanto macroscopicamente quanto microscopicamente (BALCH; MACKIN, 2007).

A aglutinacéo persistente deve ser diferenciada da aglutinacdo ndo especifica
ou rouleaux ("empilhnamento" de eritrécito ndo imune) por dispersédo das células com
solucéo salina, uma vez que a aglutinacdo persistente ndo dispersa com a solucéo
salina. Esse processo deve ser realizado lavando os eritrocitos com solugdo
fisiolégica para garantir a persisténcia da aglutinacdo. Constatada a sua persisténcia
a anemia hemolitica imunomediada é considerada grave e pode estar associada a
altas taxas de mortalidade. O teste de Coombs é frequentemente considerado
desnecessario em pacientes com aglutinagcdo persistente apdés lavagem com
solucéo salina (BALCH; MACKIN, 2007; MACNEILL et al., 2019).
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Figura 9. Teste positivo de aglutinacdo em solugéo
salina, amostra ndo corada, ampliacdo de 200X.
Fonte. MACNEIL et al., 2019.

2.6.4 TESTE DE FRAGILIDADE OSMOTICA

A esferocitose € frequentemente usada como um critério de inclusdo para
estudos de cdes com anemia hemolitica imunomediada. No entanto, esta também
pode ser ndo esferocitica, uma vez que a ocorréncia de esferocitose em cédes com
anemia hemolitica imunomediada varia de 61% a 95%. Esferocitose e algumas
outras anormalidades da membrana dos eritrocitos podem causar aumento da
fragilidade eritrocitaria (MACNEILL et al., 2019).

O teste de fragilidade osmatica consiste em testar a resisténcia da membrana
eritrocitaria a diferentes graus de osmolaridade (diferentes concentracdes de NacCl
em solucbes aquosas), usando como fator mensuravel a hemolise (PEREIRA,
2015). Apds a incubacédo, os tubos passam por uma centrifugacdo e a concentracao
de hemoglobina € mensurada no sobrenadante. Um tubo com agua destilada serve
como controle, representando 100% de hemdlise (THRALL, 2015).

A hemodlise ocorre devido a uma perda de regulacdo osmética e controle de
volume, que é exacerbado em varios distlrbios dos eritrocitos (MACNEILL et al.,
2019). O aumento da hemdlise durante o teste de fragilidade osmotica € comumente
relatado em condicbes de esferocitose, mas pode ser visto em estomatocitose
hereditaria, em casos de infec¢bes por parasitas intestinais, microcitose associada
a infecgcdo por Babesia canis, por exemplo. Um estudo observou aumento da
fragilidade eritrocitaria em todos os 15 (100%) testes diretos de antiglobulina (TAD)
positivos e 4 de 12 (33%) em cées anémicos TAD-negativos (MACNEILL et al.,
2019).
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Esse teste ndo é utilizado rotineiramente devido a sua complexidade e
trabalho intensivo. No entanto, ele permanece como um auxiliar diagnostico util em
casos esporadicos de anemia hemolitica imunomediada. Esses testes ndo devem
ser utilizados ou interpretados isoladamente e sim em conjunto com a analise dos
dados hematologicos e com a avaliacdo morfolégica do esfregaco sanguineo
(THRALL, 2015).

2.6.5 TESTE DE ANTIGLOBULINA DIRETO “TESTE DE COOMBS”

Fazendo parte dos exames complementares do diagnostico laboratorial temos
o teste de antiglobulina direto “Teste de Coombs” (TAD), sende este utilizado como
um auxiliar no estabelecimento do diagndéstico de anemia hemolitica imunomediada
pela deteccdo de imunoglobulinas espécie especificas adsorvidas ou ligadas a
superficie dos eritrocitos. O teste utiliza o reagente de Coombs, um soro policlonal
(geralmente preparado em coelhos) para as imunoglobulinas das espécies de
interesse (THRALL, 2015). Para este teste deve-se levar em consideracao
propriedades fisicas associadas as interacdes anticorpo-antigeno, a reacdo de
ligacdo do anticorpo depende da temperatura, portanto, € recomendado que o teste
seja realizado a 37°C e 4°C (MACNEILL et al., 2019).

Existem dois tipos de Teste de Coombs: os testes diretos e indiretos de
antiglobulina. O teste de Coombs indireto detecta anticorpos para eritrécitos no soro,
enquanto o teste de Coombs direto detecta anticorpos ligados aos
eritrocitos. Pacientes com AHIM devem ser testados através do teste de Coombs
direto porque os anticorpos mais preocupantes estdo ligados aos eritrocitos (BALCH;
MACKIN, 2007). O procedimento envolve lavar os eritrocitos em solugdo salina para
remover as proteinas plasmaticas e as imunoglobulinas ndo especificas associadas
aos eritrécitos. Uma aliquota dessas células lavadas é incubada com o soro
Coombs. Se a imunoglobulina do paciente estiver ligada ao eritrdcito, o soro de
Coombs induz a aglutinagdo eritrocitaria. Por meio de dois locais de ligagdo por
molécula, a imunoglobulina reagente ao Coombs liga-se a imunoglobulina do
paciente que esté aderida aos eritrocitos. Os dois locais de ligagéo resultam em uma
progressiva formacéo de pontes entre os eritrocitos, as quais séo visualizadas como
aglutinacédo (THRALL, 2015).

A sensibilidade do teste de Coombs direto varia de 60% a 89%, com isso é

importante entender que nem todos 0s casos mostram resultados positivos, o teste
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também pode produzir resultados falsos negativos devido a IgG de baixa afinidade
ou IgG ligadas aos eritrocitos abaixo do limite de deteccdo do teste, ou
provavelmente pelo fato da eluicdo de imunoglobulinas ou complexos imunes
adsorvidos patologicamente durante a lavagem dos eritrécitos na preparagdo para o
teste. (BOVENS, 2017; PARK, 2016; THRALL, 2015).

2.6.6 CITOMETRIA DE FLUXO

Outro exame complementar que pode ser utilizado para o auxilio diagndéstico
€ a citometria de fluxo que realiza a deteccdo de imunoglobulinas e complemento na
superficie eritrocitaria. Apesar de ter um alto custo, permite uma analise rapida,
eficiente e quantitativa de células em suspenséo, podendo estimar seu tamanho,
complexidade interna e a quantidade de fluorescéncia (NAKAGE, 2005). A citometria
de fluxo também permite deteccdo de baixos niveis de imunoglobulinas quando
comparado ao método Coombs (PEREIRA, 2015), apresentando maior sensibilidade
e especificidade para diagnéstico de AHIM (GORENSTEIN et al., 2019).

Neste método, imunoglobulinas ligadas a membrana sdo marcadas com anti-
soro conjugado a fluoresceina (QUIGLEY et al., 2001). E realizado o tratamento das
células com marcadores fluorescentes para deteccdo de moléculas de superficie,
onde as hemécias com os marcadores sdo colocadas em uma camara de fluxo
continuo onde fluem em meio liquido, alinhadas em fila Unica por corrente de
pressdo passando uma a uma por uma fonte de excitacdo luminosa (NAKAGE,
2005; CASTILHO et al.,, 2016). Os raios de luz sdo emitidos pelos marcadores
presentes nas hemacias em todas as direcdes, sendo cada célula analisada
individualmente e as medidas da luz fluorescente emitidas pelos marcadores
permitem a quantificacdo de caracteristicas antigénicas, bioquimicas e biofisicas
(CASTILHO et al., 2016). Pequenas quantidades de anticorpos nas hemacias de
caes sadios resultam em teste da antiglobulina direta negativo, mas na citometria de
fluxo eles séo identificados, mostrando a maior eficacia desse teste (QUIGLEY et al.,
2001).

3. CONCLUSAO
A anemia hemolitica imunomediada € uma doenca comum entre caes,
podendo causar grave anemia e hipoxia, com repercussdes sistémicas que podem

levar o animal a 6bito. Fazer o diagnéstico definitivo de AHIM pode ser dificil devido
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a inespecificidade dos sintomas e alteracdes laboratoriais, todavia conhecendo-se
as caracteristicas e limitacdes dos diferentes testes diagndésticos e correlacionando-
0s com a clinica do paciente pode-se chegar a um diagndstico conclusivo, inclusive
diferenciando suas causas e podendo classificd-la como priméria ou secundaria.

N&o existe um teste padrdo ouro para diagnostico da AHIM, porém, o teste de
Coombs direto, associado a reticulocitose e visualizacdo de esferdcitos em
esfregacos de sangue periférico, juntamente com teste de aglutinacdo em salina

positivo sdo boas ferramentas para concluir a suspeita clinica.
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