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RESUMO

A anemia apresenta grande prevaléncia na clinica médica de pequenos
animais e, independentemente da etiologia, esta correlacionada ao
metabolismo do ferro. Portanto, o estudo da resposta da medula 6ssea e do
metabolismo do ferro em cées anémicos € de fundamental importancia. O
presente estudo tem como objetivo geral, estabelecer as causas e classificar as
anemias em cées com diferentes enfermidades. Foram determinadas a relagéo
da intensidade da policromatofilia com o percentual de reticuldcitos; os niveis
séricos de ferro, capacidade total ligadora de ferro e capacidade latente
ligadora de ferro em cées saudaveis e anémicos; as anemias causadas por
diferentes doencas foram classificadas como regenerativas ou né&o
regenerativas pela contagem de reticuldcitos. O primeiro capitulo é uma revisao
bibliografica sobre a eritropoese e o metabolismo do ferro. O segundo capitulo
apresenta a correlacdo entre a intensidade da policromatofilia e a contagem de
reticuldcitos. O terceiro capitulo apresenta o estudo do metabolismo do ferro e
da resposta da medula 6ssea em cédes com anemias de diferentes etiologias.
As analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do
Hospital Veterinario da UFPR. Os resultados apresentados sao: o numero de
dois policromatdéfilos por campo diferenciou a anemia ndo regenerativa da
regenerativa, mas nao foi possivel associar ao namero de reticuldcitos e
classificar a anemia quanto a intensidade de regeneracdo; a concentracao
meédia do ferro sérico e da TIBC em caes saudaveis foi de 196,4 ug/dl e 460,7
pg/dl, respectivamente; dos cdes anémicos, 71,63% apresentavam anemia néo
regenerativa, 71,63% apresentaram hipoferremia e 62,86% dos céaes
apresentaram TIBC baixa; anemias ocorrem em maior prevaléncia em cées
apresentando doenca crbnica; alteracdes no metabolismo do ferro estdo
presentes nas anemias causadas por diferentes etiologias.

Palavras chave: anemia, metabolismo do ferro, ferro sérico, policromatofilia



ABSTRACT

Anemia has a high prevalence in small animal clinical medicine and regardless
its etiology it is correlated to iron metabolism. Therefore, the study of the bone
marrow response and iron metabolism in anemic dogs has fundamental
importance. The present study aims to establish the causes of anemia and
classify it in dogs with different diseases. Additionally, we determined the
relationship between the intensity of polychromatophilia and the reticulocyte
percentage; we determined serum iron concentration, total iron bound capacity
and unsaturated iron bound capacity in healthy and anemic dogs and classify
anemias caused by different diseases as regenerative or not regenerative
through the reticulocyte count. The first chapter is a literature review about
erythropoiesis and iron metabolism. The second chapter presents the
correlation between the intensity of polychromatophilia and reticulocyte counts.
The third and final chapter presents the study of iron metabolism and the bone
marrow response in dogs with anemia of different etiologies. The analyzes were
performed in the Laboratory of Veterinary Clinical Pathology of the UFPR
Veterinary Hospital. The results presented are: two polychromatophilics cells
per 1,000x field differentiated the anemia as regenerative or nonregenerative,
but it was not possible to associate it to the number of reticulocytes and classify
anemia as the intensity of regeneration; the mean concentration of serum iron
and TIBC in healthy dogs were 196.4 mg/dl and 460.7 mg/dl, respectively;
71.63% of the anemic dogs had non-regenerative anemia, 71.63% showed
hypoferremia and 62.86% presented low TIBC; anemias occur with greater
prevalence in dogs with chronic illness; changes in iron metabolism are present
in anemia caused by different etiologies.

Key words: anemia, iron metabolism, serum iron; polychromatophilics cells
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1 INTRODUCAO GERAL

As anemias ocorrem com grande frequéncia na rotina clinica de
pequenos animais. Nos registros de 2008 do Laboratério de Patologia Clinica
Veterindria da Universidade Federal do Parana, constatou-se anemia em
15,9% dos hemogramas realizados em cdaes, correspondendo a 87,8% de
adultos e 12,2% de jovens (PIRES, 2009). As principais causas de anemias
sdo as hemorragias agudas, hemdlise intravascular, doengas crénicas,
insuficiéncia renal, neoplasias, processos inflamatoérios, deficiéncia nutricional
de ferro e doencas da medula 6ssea (SCOTT-MONCRIEFF, 2007; FRY, 2010).
Além de ocorrer com grande frequéncia, a anemia esté ligada a diminuicao da
qualidade de vida do paciente e diminuicdo do periodo de sobrevida (MILLER
et al, 2009; CAPUA et al, 2011).

Para realizar o diagnéstico e correto tratamento do quadro anémico, é de
grande importancia a realizacdo do hemograma, as avaliacfes da resposta da
medula 6ssea e o metabolismo do ferro (GROTTO, 2008 a; TVEDTEN, 2010;
GRIMES et al, 2012). A avaliagcdo do metabolismo do ferro € fundamental, pois
cerca de 60 a 70% do ferro presente no organismo esta no interior do eritrocito.
Por este motivo, qualquer alteracdo que cause diminuicdo na absor¢cdo ou ha
disponibilidade deste mineral, acarretard em alteracbes hematoldgicas
(PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS, 2005; GANZ & NEMETH, 2006;
HARVEY, 2008 b). Para a avaliagdo € importante realizar a determinacao do
ferro sérico, ferritina e transferrina. A concentracdo plasmatica do ferro indica a
guantidade do ion que esta sendo transportado; a ferritina sérica reflete o
estoque corporeo total de ferro; e a transferrina é a proteina de transporte do

ferro e é expressa pela capacidade latente de ligacdo (WEISS, 2010).

O presente estudo visou estudar a resposta da medula 6ssea e as
alteracbes no metabolismo do ferro em cdes com anemias de diferentes
etiologias. O primeiro capitulo consiste em uma revisédo bibliografica sobre a
eritropoese e como as alteragcbes no metabolismo de ferro podem levar a
anemia. Os dois capitulos seguintes estdo em forma de artigo cientifico sendo

que o capitulo dois tem como objetivo determinar a relagcédo da intensidade da
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policromatofilia com o percentual de reticulocitos e o capitulo trés avaliar a
resposta da medula 6ssea e do metabolismo do ferro em caes com anemias de

diferentes etiologias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SANGUE

O sangue € um meio de transporte. Por seu intermédio, os leucdcitos
desenvolvem funcdes de defesa, eritrécitos carreiam oxigénio, dioxido de
carbono e ions bicarbonato até os tecidos, e os elementos presentes nos
plasma também chegam a todas as células. Ele é formado por uma parte
liguida denominada plasma cuja constituicho basica € a agua.
Aproximadamente 91,5% do plasma é constituido por agua, 7% sao proteinas
e 1,5% sais inorganicos, lipidios, carboidratos e hormonios. A fase sdlida é
composta por eritrécitos, leucécitos e plagquetas (HARVEY, 2008 a;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

As proteinas sdo o0s componentes mais abundantes do plasma. A
albumina e o grupo das globulinas (a, B € ¥) sdo as principais representantes.
As func¢des sé@o inUmeras e incluem: formac&o da estrutura basica das células,
tecidos e 0Orgdos; manutencdo da pressdo coloidosmotica; catalisacdo de
reacdes bioquimicas; equilibrio acido-basico (ECKERSALL, 2008). A albumina
estd presente em maior quantidade e representa de 35 a 50% das proteinas
plasmaticas. As globulinas sdo formadas por um grupo heterogéneo de
proteinas, sendo a ferritina, transferrina, haptoglobina e proteina C exemplos
de globulinas (KERR, 2012; ECKERSALL, 2008).

Os eletrélitos presentes no plasma sao sdédio, potassio, magnésio,
cloreto, bicarbonato, célcio e fésforo. O mais abundante € o sodio seguido por
cloreto e bicarbonato. O potassio e 0 magnésio estdo presentes em pequena
guantidade porque séo ions essencialmente intracelulares (WELLMAN et al,
2012).

2.1.1 Série eritrocitaria

Os eritrécitos de todos os mamiferos sdo anucleados e a maioria possui
um formato de disco bicébncavo. Esta biconcavidade resulta na palidez central

observada nos eritrocitos corados em extensdes sanguineas (HARVEY, 2001).



15

Eritrécitos de animais da familia dos Camelideos (Ihamas, vicunhas, alpacas e
camelos) possuem forma eliptica, anucleada e fina, enquanto que eritrocitos de
aves, répteis e anfibios possuem eritrocitos maiores que o dos mamiferos e
com a presenca de nucleo (MEYER & HARVEY, 2003; CLARK et al, 2009).

A producao de eritrocitos € denominada eritropoese. Durante a vida
embrionaria dos mamiferos esta producéo inicia-se no saco vitelinico, mas com
o decorrer do tempo, figado, baco e medula éssea se tornam o0s principais
locais de producdo. No individuo adulto, os 0ssos chatos e epifises de 0ssos
longos se tornam os principais, e basicamente Unicos, locais de producao
eritropoética. Porém, em situacbes em que ha aumento da eritropoese, figado

e baco podem retomar a producado (LOPES et al, 2007).

2.1.2 Eritropoese

Na medula 6ssea existe uma populacdo de células precursoras nao
especializadas, as células tronco, que possuem a capacidade de se proliferar,
de continuamente se regenerar e de se diferenciar em qualquer tipo de célula
ou tecido (MEYER & HARVEY,2004). Na medula O6ssea existem pelo menos
trés tipos de células, sendo que a célula tronco hematopoiética sera o foco de
discussdo neste estudo por ser a precursora da linhagem eritrocitaria (CAR,
2010).Ao se dividir, a célula tronco hematopoiética origina duas células filhas:
uma igual a si prépria e outra denominada de unidade formadora de col6nias
ou UFC. A unidade formadora de colbnia eritrocitaria (UFCe) é que durante

toda a vida do animal origina as linhagens eritrocitarias (CAR, 2010).

Toda esta diferenciacdo celular depende de um microambiente medular
local, estimulado por citocinas produzidas por macréfagos e linfécitos T
ativados e pela eritropoietina (EPO). A EPO é um hormonio produzido pelos
rins, que estimula a UFCe a se diferenciar em rubroblasto, a primeira célula
morfologicamente distinguivel da série eritrocitaria (LOPES et al, 2007). A
producdo de EPO é estimulada pela hipoxia do tecido renal, sendo que o
sensor que detecta esta falta de oxigenacdo ainda né&o estd bem definido
(MEYER & HARVEY, 2004). Em animais saudaveis, para cada rubroblasto
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produzido, existem 50 rubrdcitos e 113 reticulécitos na medula éssea (OLVER
et al, 2010). Na Figura 1 esta ilustrado o processo de multiplicacdo e

diferenciacéo da série vermelha.

FIGURA 1 - DIAGRAMA DA ERITROPOESE ILUSTRANDO A LIBERACAO DE
RETICULOCITOS NA CIRCULACAO SANGUINEA DO CAO. (Adaptado de MEYER &
HARVEY, 2003)

O UFCe
O Rubroblasto
O O Pré rubrdcitos
O O Rubrdcitos
z Rubrdcitos
Metarrrubrocitos
O Reticuldcitos
Liberagdo pela ‘ |
medula éssea !
O O O Reticuldcitos
O O O O Eritrocitos

Quando a célula chega ao estagio de reticuldcitos € que a medula 6ssea
comeca a liberar a célula para a circulagdo. Do estdgio de UFCe até
reticuldcitos, o processo de multiplicacdo e maturacdo celular ocorre no interior

da medula 6ssea.

2.1.2.1 Reticulécito

O reticulécito é o estagio de maturacdo da célula de linhagem
eritrocitaria entre o metarrubrécito e o eritrécito maduro. Ndo sdo células
maduras e possuem no interior do seu citoplasma resquicios de ribossomos,
mitocondrias e outras organelas. Quando corados com corantes supravitais,

estes resquicios se tornam visiveis formando os reticulos, palavra que da
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origem ao seu nome (COWGILL et al, 2003; TVEDTEN & MORITZ, 2010) .
Quando estas células sao coradas com corantes do tipo Romanowsky elas
apresentam uma coloracdo mais azulada que o eritrécito maduro. Esta cor
azulada é devido a presenca dos resquicios das organelas no interior no
citoplasma e nesta condicdo o eritrocito é classificado como policromatofilico
ou policromatofilo. Ou seja, o reticulocito e o policromatofilo sdo exatamente a
mesma ceélula e apresentam denominagfes distintas devido as diferentes
técnicas de coloracdo. (THRALL, 2007).

A contagem de reticuldcitos € realizada para obter informacao sobre a
integridade funcional da medula Ossea, porque reflete sua atividade
eritropoética. A reticulocitose é o aumento na quantidade de reticulécitos na
circulagdo periférica e € observada em pacientes anémicos com a medula
Ossea funcional (RILEY et al,2001). Em cées, a medula 6ssea demora cerca de
trés a cinco dias para iniciar a liberacdo de reticulocitos na circulagdo apos

sofrer estimulo pela eritropoietina (COWGILL et al, 2003)

Na medicina veterinaria existem duas classificacfes para o reticuldcito:
puntuado ou agregado (FELDMAN & SINK, 2006). O agregado é maior, mais
imaturo e quando corado com corantes do tipo Romanowsky apresenta
coloracdo azulada (policromatofilica). O reticul6cito puntuado é menor, mais
maduro e apresenta menos do que trés reticulos em seu citoplasma (COWGILL
et al, 2003; TVEDTEN & MORITZ, 2010). Na medicina humana, os reticulécitos
séo classificados em cinco estagios diferentes de acordo com a sua maturagao
e consequentemente quantidade de reticulos (RILEY et al, 2001) (Figura 2).
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FIGURA 2 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA MATURACAO DO
RETICULOCITO SEGUNDO HEILMEYER (RILEY et al, 2001).

Grau 0 corresponde ao mais imaturo e grau IV ao estagio mais maduro do reticulécitos
com raros reticulos no citoplasma

2.1.2.2 Eritrécito

O eritrdcito € o ultimo estagio de maturacao da série eritrocitaria. Possui
uma membrana permeavel e flexivel composta por 61% de agua, 32% de
proteinas (hemoglobina é a principal), 7% de carboidratos e 0,4% de lipideos
(OLVER et al, 2010). O formato biconcavo dos eritrocitos € mantido por
proteinas estruturais do citoesqueleto. Este formato, presente na maioria dos
eritrécitos dos mamiferos, proporciona grande superficie em relacdo ao
volume, facilitando as trocas gasosas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Nos
mamiferos, ndo possui nucleo e nem organelas e muito menos a habilidade de
produzir proteinas. Sem organelas em seu interior, possui mais espaco para
armazenar hemoglobina, uma proteina sem a qual o eritr6cito ndo conseguiria
desenvolver com a mesma eficiéncia a sua principal funcdo: transportar
oxigénio aos tecidos (OLVER et al, 2010).
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O periodo de vida do eritrocito varia de acordo com a espécie, sendo
que em cdes € de aproximadamente 110 dias. Quando os eritrocitos estdo
velhos ou com danos estruturais, séo fagocitados e removidos da circulagcéo
pelos macréfagos do baco e figado devido a alteracdes em sua membrana
plasmatica ou nas enzimas presentes no citosol (HOSTETTER &
ANDREASEN, 2004).

2.1.1.3 Hemoglobina

O oxigénio € pouco solavel em solugbes aquosas e, portanto, nao
conseguiria ser transportado em quantidade suficiente aos tecidos se estivesse
diluido no plasma (ROSKOSKI JR, 1997). Com o decorrer da evolucdo das
espécies, 0os organismos multicelulares desenvolveram maneiras mais eficazes
de transportar o oxigénio pelo corpo, sendo que a forma mais eficiente é
através da ligagdo com uma proteina denominada hemoglobina (NELSON &
COX, 2004). A hemoglobina € um complexo proteina-ferro-protoporfirina que
possui funcéo fisioldgica central na ligacéo, transporte e entrega de oxigénio
aos tecidos (OLVER et al, 2010). A formacdo deste complexo é muito
conveniente ao organismo, porque otimiza a oxigenacao dos tecidos e evita a
presenca do ferro livre na circulagdo. O ferro livre promove a formacéo de
formas de oxigénio altamente reativas, como os radicais hidroxilas, que podem
lesar o0 DNA e outras moléculas (NELSON & COX, 2004). Aproximadamente
75% do ferro presente no organismo comp&em as moléculas de hemoglobina
no interior das células da linhagem eritroide (MEYER & HARVEY, 2004;
HARVEY, 2008 a).

A hemoglobina é composta por quatro cadeias polipeptidicas de globina
(2 a e 2 B) e quatro nucleos prostéticos de heme, que ligam-se através de
pontes que se abrem facilmente, permitindo a ligacdo com o oxigénio ou gas
carbonico (ROSKOSKI JR, 1997). Sua sintese acompanha o desenvolvimento
dos eritrocitos na eritropoese, apresentando concentragfes diminuidas nos
precursores mais jovens e mais elevadas nas células mais maduras (HARVEY,
2008 a). A medida que as células vdo se diferenciando, elas se tornam

menores e com concentragcdo de hemoglobina maior.
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O heme é um grupo prostético, ou seja, um composto permanentemente
ligado a uma proteina e que contribui para sua funcdo (NELSON & COX,
2004). E uma molécula plana, composta por protoporfirina tetrapirrélica IX,
contendo uma molécula central de ferro, proveniente da ferritina presente nas

células precursoras (OLVER et al, 2010).

2.2 FERRO

Considerando que 75% do ferro presente no organismo dos mamiferos
estd no interior das células da linhagem eritr6ide, mais especificamente na
molécula de hemoglobina, as alteragbes na concentracdo deste mineral podem
desencadear alteracbes hematoldgicas (MEYER & HARVEY, 2004; HARVEY,
2008 b). Além disso, o ferro € um importante componente de muitas enzimas
como a NADH desidrogenase, lipoxigenases, ribonucleotideo redutase e
fosfatases (OLVER et al, 2010).

Quando em solucéo, o ferro pode apresentar duas formas: a ferrosa
(Fe?") e a férrica (Fe*"). Na forma ferrosa (Fe?") ocorre quando esta4 sendo
transportado através da membrana celular, e na forma férrica (Fe**) quando
esta ligado a uma proteina de transporte ou armazenamento (HARVEY, 2008
b). Esta habilidade de alterar seu estado oxidativo faz com que o ferro, quando
em quantidades plasmaticas elevadas, seja potencialmente tdxico aos tecidos,
pois ele catalisa a geracdo de radicais livres que podem causar injlria e até
mesmo morte celular (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOQOS, 2004).

2.2.1 Absorcao

A absorcéo do ferro ocorre no duodeno proximal. A quantidade de ferro
absorvida é minuciosamente regulada pelo organismo, pois a absor¢cdo pode
ser controlada mas a excrecdo nao (GROTTO, 2008 a; HARVEY, 2008 b;
OLVER et al, 2010). Apenas uma peguena quantidade de ferro é eliminada por
descamacao da pele, por pequenos sangramentos da mucosa intestinal,

descamacéao dos enterdécitos e urotélio (OLVER et al, 2010). Ou seja, em casos
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de intoxicacado por ferro, o organismo néo dispde de mecanismos eficientes de
eliminacdo deste mineral, podendo causar danos ao organisSmo como O
desenvolvimento de hemocromatose (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS,
2004; NAIRZ & WEISS, 2006). Portanto, um perfeito sincronismo entre a
absorcdo, utilizacdo e estoque de ferro é essencial para a manutencdo do
equilibrio deste metal no organismo (GANZ & NEMETH, 2006; GROTTO, 2008

a).

A maior parte do ferro presente no organismo provém da destruicdo dos
eritrocitos senescentes ou defeituosos e da posterior degradacdo da
hemoglobina. Praticamente toda quantidade de ferro requerida nas atividades
fisiologicas diarias € proveniente da degradacdo da hemoglobina sendo que o
intestino absorve uma pequena quantidade para repor a modesta perda diaria
deste elemento e manter a reserva (HARVEY, 2008 b; OLVER et al, 2010). Em
humanos, uma dieta normal contém de 13 a 18 mg de ferro, dos quais somente
1 a 2 mg serdo absorvidos pelo intestino (GROTTO, 2008 a). Nos animais a
taxa de absorcdo do ferro varia de acordo com a espécie. Cades adultos
absorvem de 0,2 a 4,5% do ferro ingerido enquanto que aves do paraiso
chegam a absorver até 90% (FRANKENHUIS & ASSINK, 1989; NATHANSON
et al, 1985).

Os enterdcitos sdo responsaveis pela absorcdo do ferro ingerido na
dieta. Basicamente, existem duas apresentacbes do ferro nos alimentos: a
forma heme, presente principalmente na carne vermelha, pois € fruto da quebra
da hemoglobina e mioglobina, e a forma inorganica (Fe®") presente nos
vegetais e sementes (HARVEY, 2008 b; GRIMES et al, 2012).

2.2.1.1 Proteina transportadora do heme 1 (HCP-1)

A absorc¢éo do ferro heme é mais facilmente realizada pelos enterdcitos
pois depende apenas de uma proteina presente na membrana das vilosidades:
a proteina transportadora do heme 1 ou HCP-1 (GROTTO, 2008 a). Em

humanos dois tercos do ferro absorvido pelo intestino € na forma heme
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(PAPANIKOLAOU & PANTOPOULQS, 2004). Apés a entrada na célula, o ferro
heme é reduzido a forma ferrosa pela enzima hemeoxigenase (HARVEY, 2008
b). A disponibilidade da HCP-1 na membrana da célula depende da
concentracdo citoplasmatica de ferro. Quando ha hipoxia tecidual ou
diminuicdo na concentracdo intracelular de ferro, mais moléculas de HCP-1
ficam disponiveis na membrana celular para absorver o ferro heme (GROTTO,
2008 a).

2.2.1.2 Proteina transportadora de metal divalente-1 (DMT-1)

A absorcao do ferro inorganico é mais complicada pois depende de uma
série de reacdes. Primeiramente o ferro € estabilizado na forma férrica pela
acidez do suco gastrico (OLVER et al, 2010). Porém, para ser transportada
para o interior do enterécito ou de qualquer outra célula, o ferro férrico precisa
ser reduzido a ferro ferroso. Para isso entra em acao a enzima ferroredutase ou
citocromo B duodenal (dCytb) (GANZ & NEMETH, 2006; GROTTO, 2008 a;
OLVER et al, 2010). Apos a reacdo de reducéo, o ferro é introduzido na célula
através da proteina transportadora de metal divalente-1 ou DMT-1. O ferro
ferroso é entdo estocado na forma de ferritina ou serd transferido para o
plasma através de outra proteina de membrana: a ferroportina (HARVEY, 2008
b).

2.2.1.3. Ferroportina

A ferroportina localiza-se na regido basal de diversos tipos celulares
como hepatécitos, macréfagos, enterdcitos e sinciciotrofoblastos placentérios.
A expresséo da ferroportina aumenta com a diminuicdo da concentragéo sérica
do ferro e com a hipoéxia tecidual (OLVER et al, 2010).0 ferro externalizado
pela ferroportina estd na forma ferrosa, porém, a proteina transportadora de
ferro denominada transferrina possui afinidade pela forma férrica. Neste ponto
a enzima hefaestina, uma oxidase oxida o ferro ferroso para a forma férrica
para ser transportado através do plasma ligado a transferrina (MEYER &
HARVEY, 2004; PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS, 2004).
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FIGURA 3 - ETAPAS DO TRANSPORTE DO FERRO E PROTEINAS
ENVOLVIDAS NA ENTRADA E SAIDA DO FERRO DO INTERIOR DO
ENTEROCITO (GROTTO, 2008 a).
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Dcytb: Ferroredutase; DMT-1: Proteina transportadora de metal divalente 1; HCP-1:
Proteina transportadora do heme 1; TfR: Receptor da transferrina; HFE: Proteina da

hemocromatose; Nu: nucleo.

2.2.2 Transporte

Apos ser externalizado pela célula através da proteina ferroportina, o
ferro na forma ferrosa € oxidado a forma férrica, pois como citado
anteriormente, € nesta forma que este mineral interage com as proteinas de

transporte ou armazenamento (HARVEY, 2008 b). O Fe®* é entdo ligado a
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proteina transferrina, uma B globulina com dois sitios de ligagao para o ferro,
sintetizada e excretada pelo figado. Normalmente, 25 a 50% da transferrina
plasmética esta ligada ao ferro, sendo o seu principal destino o tecido
hematopoiético (MEYER & HARVEY, 2004; OLVER et al, 2010).

Nos tecidos, a transferrina se liga ao receptor de transferrina (TfR)
presente na superficie da célula, formando o complexo transferrina-TfR. Este
complexo é internalizado e o ferro liberado para o interior do citoplasma (GANZ
& NEMETH, 2006; GROTTO, 2008 a).

2.2.3 Armazenamento

Aproximadamente 20 a 30% do ferro presente no organismo dos
mamiferos esta armazenado na forma de ferritina e hemossiderina, sendo o
figado, baco e medula déssea os principais locais de estoque (MEYER &
HARVEY, 2004; GRIMES et al, 2012).

A porcao protéica da ferritina denomina-se apoferritina, uma proteina
formada por 24 subunidades que pode se ligar a até 4500 moléculas de ferro,
ou seja, aproximadamente 31% do ferro presente no organismo (OLVER et al,
2010). O complexo apoferritina-ferro € denominado ferritina e é a forma soltvel
de armazenamento (GROTTO, 2008 a). Esta associacdo do ferro com a
apoferritina é fundamental, pois desta forma o organismo estd protegido da
acao oxidativa do ferro livre (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULQOS, 2004).

A hemossiderina é composta por agregados de proteina e ferro no
interior dos lisossomos. E encontrada principalmente nos macréfagos e é
resultado da degradacédo da ferritina (GROTTO, 2008 a; HARVEY, 2008 b). A
liberacdo do ferro estocado na forma de hemossiderina € mais lenta se
comparado a ferritina (MEYER & HARVEY, 2004).

2.2.4 Manutengao da homeostase

A deficiéncia e o excesso de ferro tém consequéncias adversas ao
organismo e para manter a homeostase do ferro, hA um complexo mecanismo

que regula as concentragdes intracelular e extracelular (GANZ & NEMETH,
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2006). O mecanismo intracelular é mais simples e se baseia na concentracao
de ferro presente no interior celular. O mecanismo extracelular € muito mais
complexo e possui a hepcidina como principal horménio regulador (GROTTO,
2008 a).

2.2.4.1 Hepcidina

Recentemente descoberta, a hepcidina € a chave da regulacdo da
homeostase sistémica do ferro. E produzida pelo figado, circula no plasma e é
eliminada pela urina (GANZ & NEMETH, 2006). Sua funcao principal é de
diminuir a concentracdo de ferro no plasma e sua expressao é regulada pela
concentracdo de ferro intracelular e extracelular, demanda eritropoiética e
resposta inflamatoria (interleucinas e fator de necrose tumoral possuem papel
fundamental) (GRIMES et al, 2012).

A hepcidina desempenha sua funcéo reguladora da absorcdo e estoque
de ferro regulando a fungéo e expressao da ferroportina na membrana celular
das células intestinais dos macrofagos (FRANCHINI et al, 2010). Sua sintese
aumenta quando ha concentracao elevada de ferro sérico e diminui quando ha
anemia e hipoxia tecidual (OLVER et al, 2010). As concentracdes reduzidas de
hepcidina estimulam a absor¢éo do ferro pelas células intestinais bem como a
expressdo da ferroportina na membrana basolateral dos enterdcitos. Desta
forma, ocorre estimulo do transporte do ferro para a transferrina na corrente
sanguinea aumentando a liberacdo deste metal a partir dos macréfagos do
sistema reticulo-endotelial. Quando a secrecdo de hepcidina aumenta,
desencadeia uma reacéo inversa (PAPANIKOLAOU & PANTOPOULOS, 2004,
GANZ & NEMETH, 2006).

Além de ser regulada pela concentracdo sérica de ferro, anemia e
hipoxia tecidual, a producdo de hepcidina também é alterada por influéncia de
mediadores da resposta inflamatdria, principalmente o fator de necrose tumoral
e as interleucinas (MEANS, 2004; RIVERA et al, 2005). Em casos de
inflamacgéo crénica, a concentragdo de hepcidina aumenta por influéncia dos
mediadores inflamatérios e consequentemente ocorre o sequestro do ferro

circulante levando a uma hipoferremia (FRANCHINI et al, 2010). Existe a teoria
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de que o sequestro do ferro é uma forma de defesa inata do organismo, pois
guase todos os microorganismos precisam de ferro para manter suas fungdes
vitais. Indisponibilizar o ferro seria uma forma de controlar a infeccdo. Porém, a
longo prazo, o sequestro do ferro leva a efeitos adversos ao organismo, sendo
a anemia o principal (GANZ & NEMETH, 2006).

Em seres humanos, ja foram realizados diversos estudos envolvendo a
hepcidina, porém dentro da medicina veterinaria ainda existem muitas questdes
a serem avaliadas. Badial et al (2011) induziram experimentalmente uma
resposta inflamatdéria em ovinos e observaram que nestes animais houve um
aumento na producdo hepatica de hepcidina. Em cées, existem poucos
estudos sobre a hepcidina mas o gene expressor desta molécula ja foi clonado
e sequenciado por Fry et al (2004), o que possibilita uma série de outros
estudos. O conhecimento cada vez maior do horménio hepcidina pode levar a
aplicacdes clinicas na diferenciacdo de anemias, auxilia na decisdo quanto a
terapéutica a ser utilizada e pode servir como uma proteina de fase aguda pois

aumenta sua concentracdo sérica em algumas horas (GRIMES et al, 2012).

2.3 ANEMIA

Mucosas palidas, apatia, ictericia, intolerdncia ao exercicio e,
dependendo da gravidade, choque. As apresentacdes clinicas da anemia
podem ndo variar muito, mas sua origem e tratamento podem ser muito
diversos. A anemia corresponde a diminuicdo da quantidade de heméacias e €
resultante de uma doenca primaria, responsavel pela destruicdo de hemacias,
pela perda de sangue decorrente de hemorragia, pela menor producdo de
hemacias ou pela associacdo de alguns desses eventos (WALKER, 2009).
Indiferentemente da causa, todas as anemias resultam em menor oxigenacao
tecidual (THRAL, 2007). A gravidade dos sinais clinicos causados pela hipoxia
tecidual geralmente esta relacionada ao tempo de instalagdo do quadro
anémico, pois em animais com anemia de instalacéo gradativa ha certo grau de
compensacao da hipoxemia (TVEDTEN, 2010).

2.3.1 Classificagéo da anemia
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As anemias sao classificadas pelos indices hematimétricos de acordo
com o volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). A anemia é microcitica, normocitica ou macrocitica
quando as hemacias apresentam tamanho menor, normal ou maior que o
normal, respectivamente. Denomina-se anemia hipocrémica e normocréomica
quando as hemécias contém teor de hemoglobina diminuido e normal,
respectivamente (THRALL, 2007). Os trés padrdes de anemia com importancia
diagnéstica sdo macrocitica hipocromica (anemia regenerativa), normocitica
normocrémica (anemia ndo regenerativa) e microcitica hipocrémica (anemia
por deficiéncia de ferro). Alteracdo de hipercromia ndo possui correlacao clinica
e é considerado erro de técnica (TVEDTEN, 2010).

Apesar de ser amplamente difundida, a classificagéo do estado anémico
pelos indices hematimétricos é passivel de erro, pois geralmente o numero de
células alteradas é muito pequeno para influenciar no VGM e CHGM
(PALTRINIERI et al, 2010; TVEDTEN, 2010). A forma mais sensivel de
classificacdo da anemia € pela resposta da medula éssea (COWGILL et al,
2003). A anemia é classificada como regenerativa nos casos em que a medula
0ssea esta respondendo e nao regenerativa quando ndo esta respondendo. As
duas principais causas de anemia regenerativa sdo hemorragia e hemalise. As
causas de anemias nao regenerativas sdo mais numerosas e incluem: anemia
da doenca crénica, anemia por insuficiéncia renal crénica, anemia de origem
enddcrina, desordens da medula 6ssea, anemia causada por agentes quimicos
e infecgBes por microorganismos (WEISER & THRALL, 2006; THRALL, 2007).

2.3.2 Diagnéstico

Os exames laboratoriais rotineiramente utilizados no diagnostico das
anemias sdo: hemograma, hematdcrito e concentragdo de hemoglobina. Em
um animal anémico, geralmente estes parametros estdo proporcionalmente
diminuidos (TVEDTEN, 2010). Além do diagndstico e classificagdo, os exames

também indicam a severidade da anemia.

Classificar o estado anémico pela resposta da medula éssea € mais

valido clinicamente, pois estabelece a distincdo entre anemias regenerativas e
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nao regenerativas (WALKER, 2009). A avaliacdo desta resposta da medula
0ssea pode ser feita através da puncdo e avaliacdo da medula ou através da
contagem de reticuldcitos circulantes, método mais facil e barato de ser
realizado. A contagem dos reticulocitos pode ser feita por varios métodos, mas
0 padréo ouro é a contagem manual sob microscopia de luz (COWGILL et al,
2003).

Além da realizacdo de andlises hematoldgicas, € importante a avaliacdo
do metabolismo do ferro com a determinacdo do ferro sérico, ferritina e
transferrina (HARVEY, 2008 b).

2.3.2.1 Concentracdo sérica de ferro

A concentracdo sérica do ferro indica a quantidade do ion que esta
sendo transportado ligado a transferrina. Estard aumentado nas anemias
hemoliticas, aplasicas e hipoplasicas, intoxicacdo por ferro e em céaes
medicados com glicocorticoides ou com hepatopatia crénica; diminuido em
deficiéncias de ferro e inflamagé&o cronica e em animais que recebem hormaonio
eritropoietina, mas nao recebem suplementacédo de ferro (HARVEY, 2008 b;
ANDREWS, 2010).

O método mais utilizado para a determinacao da concentracdo sérica do
ferro € o colorimétrico. A amostra deve ser cuidadosamente manipulada para
evitar a contaminagéo pelo ferro presente no ambiente, sendo recomendado o
uso de tubos e ponteiras plasticas descartaveis (ANDREWS, 2010). As
analises de amostras lipémicas ou hemolisadas devem ser evitadas, pois estas
alteracdes afetam o método colorimétrico e acabam levando ao falso aumento
do resultado (MEYER & HARVEY, 2004; HARVEY, 2008 b).

2.3.2.2 Capacidade total de ligacao do ferro (TIBC)

Capacidade total de ligacdo do ferro é a quantidade de ferro que a
transferrina sérica consegue se ligar quando todos os sitios de ligagdo com o
ferro estdo saturados. E calculada pela soma do ferro sérico com a capacidade

latente de ligacdo do ferro (UIBC), que € determinado por método fotométrico
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(ANDREWS, 2010). A TIBC estara diminuida nas doencas inflamatérias
cronicas e aumentada em caes com hepatopatia cronica e anemias ferroprivas.
Em humanos, porcos, coelhos, cavalos e bovinos, hA& um aumento na
concentracdo de TIBC em quadros de deficiéncia de ferro (HARVEY, 2008 b;
WEISS, 2010).

2.3.2.3 Ferritina sérica

A ferritina sérica reflete o estoque corporeo total de ferro. Os métodos de
mensuracao da ferritina sérica utilizam métodos imunolégicos e especificos
para a espécie humana ndo sendo possivel utilizar na rotina do laboratorio
clinico veterinario (ANDREWS, 2010; PIRES et al, 2011). A ferritina foi dosada
em diversas espécies animais, inclusive no cédo, e estarda aumentada em
animais com anemia hemolitica crénica, histiocitose maligna e caes com
hemocromatose devido a transfusfes sanguineas seguidas. Estara diminuida
nas deficiéncias de ferro (HARVEY, 2008 b). Pode se apresentar
momentaneamente elevada em equinos submetidos a intenso exercicio
(WEISS, 2010).

s

Determinar a concentracao de ferritina é Util para a diferenciacdo das
anemias de origem inflamatéria das por deficiéncia de ferro. Em ambas o ferro
sérico estard abaixo do normal, mas na anemia de origem inflamatéria a
ferritina ndo se altera (NAIRZ & WEISS, 2006).

2.3.3 Anemia de doenca crbnica ou da inflamacéo

E uma sindrome clinica que se desenvolve em pacientes que
apresentam doencas infecciosas cronicas, inflamatérias ou neoplasicas
(CANCADO & CHIATTONE, 2002). E caracterizada pela retencéo de ferro no
interior dos macréfagos induzida pelas citocinas inflamatorias e principalmente
pelo horménio hepcidina (THEURL et al, 2009). Apresenta-se como anemia
ndo regenerativa associada a baixa concentracdo sérica de ferro e da
capacidade total de ligacdo do ferro, porém com as reservas de ferro
aumentadas (FRY, 2010). Em humanos, a anemia de doenca crbnica €

relativamente comum sendo a segunda principal causa de anemia em
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pacientes hospitalizados, principalmente idosos e criancas (ABSHIRE, 1996;
CANCADO & CHIATTONE, 2002; BARTH & HIRSCHMANN, 2010).

Os trés principais mecanismos patoldgicos envolvidos na anemia de
doenca crbnica sado: diminuicdo da sobrevida da hemacia, falha da medula
O0ssea em aumentar a producdo de glébulos vermelhos para compensar o
aumento da sua demanda e distlrbio da mobilizacdo do ferro de depdsito do
sistema mononuclear fagocitdrio (CANCADO & CHIATTONE, 2002). O
aumento da producdo das citocinas mediadoras da resposta inflamatoria esta
implicado nos trés processos. A diminuicdo do tempo de vida dos eritrécitos se
deve a hiperatividade do sistema mononuclear fagocitario desencadeado pela
resposta inflamatoria. Também por interferéncia das citocinas inflamatérias, a
EPO néo é produzida pelos rins na quantidade esperada e a medula éssea nao
consegue mobilizar os estoques de ferro para a producdo eritropoiética
(MEANS, 2004). A mobilizacdo do ferro sérico para o interior dos macréfagos
também é devido as citocinas inflamatérias que, ao estimular a producéo de
hepcidina pelos hepatdcitos, levam a uma hipoferremia (GANZ & NEMETH,
2006).

A anemia nos cdes com neoplasia é um achado muito comum e tem sido
correlacionada com a gravidade e prognéstico da doenca (FRY, 2010). A
frequéncia varia de acordo com a neoplasia. Cerca de 87 a 98% dos caes com
leucemia aguda apresentam anemia no momento do diagndstico enquanto que
apenas 5 a 9% dos caes com mastocitoma localizado apresentam o mesmo
quadro (CHILDRESS, 2012). Capua et al (2011) realizaram estudo com 18
caes com linfoma (multicéntrico e cutaneo) e relataram uma correlacéo positiva
entre o valor do hematdcrito e o tempo de sobrevida para os cées. Miller et al
(2009) associaram a anemia com o periodo de sobrevida em cées com linfoma
e osteossarcoma. O estudo avaliou 84 cdes com linfoma e 91 cdes com
osteossarcoma. Os caes com linfoma e anemia possuem um decréscimo no
periodo de sobrevida enquanto que nao foi observado efeito do estado
anémico no tempo de sobrevida de caes com osteossarcoma. Em nenhum dos
dois estudos foi avaliado o metabolismo do ferro e como a neoplasia poderia

altera-lo.
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Aléem das alteracbes causadas pelo carater cronico da neoplasia,
existem outros fatores ligados a doenca ou ao tratamento que podem levar a
anemia. S&o eles: hemolise intravascular, hemorragias crénicas, infiltracdo de
células neoplasicas na medula O0ssea além dos efeitos mielossupressores
causados pelos quimioterapicos (GROTTO, 2008 b; PRIHIRUNKIT et al, 2010).

2.3.4 Anemia associada a doenca renal cronica

Anemia € um achado comum em caes que apresentam doenca renal
cronica e geralmente se desenvolve nos periodos finais da doenca (POLZIN,
2011). Em um estudo com caes nefropatas cronicos, Chandler et al (2007)
relataram a presenca de anemia em 44% dos casos. Em gatos com
insuficiéncia renal crénica, estima-se que a anemia esta presente em 30-65%
dos casos (CHALHOUB et al, 2011). A causa da anemia € a atribuida a
diversos fatores, sendo a diminuicdo da producdo de EPO a principal delas.
Entretanto, a presenca de sangramentos espontaneos, diminuicdo do periodo
de vida dos eritrécitos, deficiéncia nutricional, inflamacdo e efeitos anti-
proliferativos das toxinas urémicas também s&o causas conhecidas (FRY,
2010; POLZIN, 2011). E importante reconhecer a presenca da anemia no
paciente com doenca renal cronica para instituir o melhor tratamento e
promover melhora na qualidade de vida (CHALHOUB et al, 2011).

2.3.5 Anemia associada a doencas endocrinas

A anemia esta associada a uma série de doencas enddcrinas que
acometem os cédes: diabetes mellitus, hipoadrenocorticismo e hipotireoidismo
(GRECO, 2003; FRY, 2010; SCOTT- MONCRIEFF, 2007). Assim como em
humanos, a origem da anemia em pacientes diabéticos € multifatorial. Porém,
muitas vezes esta relacionada a deficiéncia de EPO decorrente de insuficiéncia
renal cronica (BOSMAN et al, 2001) . Além disso, animais com cetoacidose,
apresentam uma grande quantidade de corpusculos de Heinz. Este processo
oxidativo, diminui o periodo de vida dos eritrécitos e leva ao quadro anémico
(CALDIN et al, 2005).
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Aproximadamente 30-40% dos caes hipotireoideus apresentam anemia
leve (SCOTT- MONCRIEFF, 2007). A anemia é atribuida a uma diminuicdo na
eritropoese, com um possivel mecanismo que diminui a producdo de EPO e
que afeta o ritmo de producdo das células progenitoras eritropoéticas (FRY,
2010). A presenca da anemia nao regenerativa é relatada em cées com
hipoadrenocorticismo e sua origem pode ser relacionada com os baixos niveis
de cortisol, horménio que possui importancia no estimulo da eritropoese
(GRECO, 2003; PARRY, 2013).
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2 NUMERO DE ERITROCITOS POLICROMATOFILOS IDENTIFICA
CORRETAMENTE A ANEMIA REGENERATIVA NO CAO?

RESUMO

O método de quantificacdo de eritrocitos policromatofilos € utilizado na
rotina dos laboratorios clinicos veterinarios para identificar a resposta da
medula 6ssea. Entretanto, ndo h& padronizacdo desse método em relacdo ao
namero absoluto de reticulocitos. No presente estudo foram avaliadas amostras
sanguineas de 135 cdes anémicos e de 21 cées saudaveis. Foram realizados
hemogramas e quantificacdes de eritrocitos policromatofilos e reticuldcitos. Os
valores de policromatoéfilos por campo e a contagem absoluta de reticul6citos
foram comparados por analises estatisticas para determinar se ha correlacéo
entre os dois métodos. Os valores da sensibilidade, especificidade e acuracia
do numero de policromatofilos foram, respectivamente, de 86,11%, 87,5% e
87,12%. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi de 0,8125 e o
coeficiente de determinacéo da equacdo (R?) foi de 0,6603, entre o nimero de
policromatofilos e de reticulocitos. O numero de dois policromatéfilos por
campo diferenciou a anemia ndo regenerativa da regenerativa, mas nao foi
possivel associar ao numero de reticulécitos e classificar a anemia quanto a
intensidade de regeneracao.

Palavras chave: resposta da medula Ossea, anemia, caes,
policromatofilia, reticulécitos.
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ABSTRACT

The method of quantitation of polychromatophilic cell is routinely used in
veterinary clinical laboratories to identify the bone marrow response. However,
there is no standardization of this approach over the absolute reticulocyte count.
The present study evaluated blood samples from 135 anemic dogs and 21
healthy dogs. CBC and quantification of reticulocytes and polychromatophilic
cell were performed. The sensitivity, specificity and accuracy of the
polychromatophilic cell count were, respectively, 86.11%, 87.5% and 87.12%.
The Pearson correlation coefficient (r) was 0.8125 and the coefficient of
determination equation (R2) was 0.6603, between the number of
polychromatophilic cell and reticulocytes. Two polychromatophilic cells per field
was able to differentiate the regenerative and nonregenerative anemia, but it
was not possible to associate it to the absolute reticulocyte count and classify
the intensity of regeneration of anemia.

Key words: bone marrow response, anemia, dogs, polychromatophilic cell,
reticulocytes.
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2.1 INTRODUCAO

As anemias ocorrem com grande frequéncia na rotina clinica de
pequenos animais. Nos registros de 2008 do Laboratério de Patologia Clinica
Veterindria da Universidade Federal do Parana, constatou-se anemia em
15,9% dos hemogramas realizados em cdaes, correspondendo a 87,8% de
adultos e 12,2% de jovens (PIRES, 2009). As principais causas de anemias
sdo as hemorragias agudas, hemdlise intravascular, doengas crénicas,
insuficiéncia renal, neoplasias, processos inflamatorios, deficiéncia nutricional
de ferro e doencas da medula 6ssea (THRALL, 2007). Independente da
origem, os parametros hematologicos utilizados para diagnosticar e avaliar sua
severidade sdo o volume globular, a contagem de eritrécitos totais,
concentracdo de hemoglobina e alteracdes morfologicas dos eritrocitos. E
importante classificar o estado anémico para determinar a sua origem e avaliar
0 prognostico do paciente (MEYER & HARVEY, 2004). O volume globular
médio (VGM) e a concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) sé&o
utilizados para classificar a anemia, mas a resposta da medula 6ssea € mais
importante no diagndstico e progndstico (COWGILL et al, 2003; TVEDTEN,
2010).

Em anemias regenerativas, a medula 6ssea aumenta a producéo
eritrocitaria e a liberacdo de eritrocitos imaturos. Em casos de anemias ndo
regenerativas a medula éssea é incapaz de responder ao estado anémico e as
células jovens ndo sao liberadas na circulacdo (THRALL & WEISER, 2006).
Uma das formas de avaliar se a medula 0ssea esta respondendo € pela
contagem de reticuldcitos. O reticuldcito é um estagio de maturacéo das células
eritrdides que na coloragdo com corante supravital tem precipitagbes de RNA
ribossomal, denominados reticulos. Quando corados com corantes do tipo
Romanowsky, devido a presenca de hemoglobina, ribossomos e
polirribossomos, os reticulocitos apresentam coloragdo vermelho azulada e sédo
denominados policromatoéfilos (HARVEY, 2001).

Na medicina, a citometria de fluxo tem possibilitado monitorar as

anemias por avaliacbes de subpopulacdes de reticulocitos e fracdes de
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reticuldcitos imaturos (JOAO et al, 2008). Na medicina veterinaria, a citometria
de fluxo é utilizada na contagem de reticulécitos de cdes em alguns estudos,
mas esta ndo € a realidade brasileira (PEREIRA et al, 2008; HODGES &
CHRISTOPHER, 2011; COLLICUTT et al, 2012). Na rotina dos laboratdrios
veterinarios brasileiros, utiliza-se a contagem manual sob microscopia de luz,
técnica que continua sendo o padrdo ouro por ndo sofrer interferéncias pela
presenca de eritrécitos nucleados, hemoparasitas, corpusculos de Howell Jolly
e células leucémicas (COWGILL et al, 2003; TVEDTEN, 2011).

A avaliacdo dos policromatofilos € utilizada pelos veterinarios,
entretanto, ndo existe uma padronizacdo do método. A quantificacdo pode ser
representada por cruzes (+), por campo, em porcentagem ou por analise
subjetiva que classifica como ausente, leve, moderada ou intensa (HARVEY,
2001; FELDMAN & SINK, 2006; HODGES & CHRISTOPHER, 2011;
COLLICUTT et al, 2012). Apesar de ndo haver uma padronizagdo e consenso
na literatura, a avaliacdo quanto a resposta da medula 6ssea no estado
anémico é realizada pelos clinicos pela observacdo de achados como
policromatofilia, presenca de metarrubrécitos, anisocitose e presenca de

corpusculos Howell Jolly.

O presente trabalho objetivou estabelecer a associacdo entre o nimero
de policromatéfilos e de reticuldcitos para a classificacdo das anemias quanto a

resposta da medula éssea.

2.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) da Universidade
Federal do Parana (ANEXO 1).

2.2.1 Selegéo dos Animais

Foram utilizados 135 cdes adultos que apresentavam anemia
(hematdcrito < 35%) e 21 caes adultos saudaveis. As amostras dos caes

anémicos foram provenientes do Servico de Clinica Médica e Cirurgica de
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Pequenos Animais do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana
e foi proveniente de cades de racas variadas e ambos o0os sexos. O grupo de
animais saudaveis foi composto por cdes da raca Beagle provenientes do canil
do Laboratério de Nutricdo Animal da Universidade Federal do Parana. Para
que estes fossem classificados como sadios, os mesmos foram submetidos a

exame fisico, avaliagdo do histérico e hemograma.

2.2.2 Coleta das amostras

A coleta de sangue dos animais sadios foi realizada em Unico dia no
periodo da manha. Ja as coletas de sangue dos animais pertencentes ao grupo
de cdes anémicos foram realizadas entre os dias 01/09/2011 e 25/06/2012.

Todos os animais estavam em jejum minimo de 8 horas.

2.2.3 Analise Laboratorial

As analises hematoldgicas foram realizadas no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana. As coletas sanguineas
foram realizadas nos animais submetidos a contencdo fisica e as amostras
acondicionadas em tubos com EDTA, sendo que a contagem de reticuldcitos e
realizacdo do hemograma foram realizadas em no maximo 6 horas apos a

coleta.

2.2.2.1 Hemograma

As contagens de eritrocitos, plaquetas, leucécitos e concentracdo de
hemoglobina foram realizadas em contador automatico de células sanguineas
da marca Mindray® modelo BC 2800 VET. O volume globular médio (VGM) e a
concentracdo de hemoglobina média (CHGM) foram obtidos pelas formulas de
Wintrobe (THRALL & WEISSER, 2006). As extensdes sanguineas foram

realizadas imediatamente ap0s a coleta sanguinea e coradas com pandético
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rapido. Nas extensdes sanguineas coradas foi realizada contagem diferencial
de leucdcitos, avaliagdo da morfologia de eritrécitos e leucdcitos e estimativa
de ndmero de policromatofilos. Para a estimativa de eritrocitos
policromatofilicos, foi realizada a contagem em objetiva de imersdo do nimero
meédio de policromatofilos por campo, através da contagem em 10 campos
homogéneos na franja de cada esfregaco sanguineo (Figura 4).

FIGURA 4 - EXTENSAO SANGUINEA DE CAO CORADA COM PANOTICO
RAPIDO A SETA INDICA A PRESENGCA DE UM POLICROMATOFILO.

N

2.2.2.2 Contagem de reticuldcitos

As contagens de reticuldcitos foram realizadas por técnica manual em
microscopia otica. Volumes iguais (150 pL) de sangue total e azul de cresil
brilhante foram homogeneizados em tubo de ensaio e mantidos em banho
maria a 37°C durante 15 minutos. Apds este periodo, foram confeccionadas
duas extensbes sanguineas. Depois de secas, as laminas foram contra
coradas com corante de Wright para facilitar a visualizagdo dos reticulos
(Figura 2). A determinagdo do percentual de reticulocitos foi realizada por
contagem de 1.000 eritrocitos consecutivos. Somente reticuldcitos agregados
foram considerados na contagem (TVEDTEN & MORITZ, 2010). A contagem
absoluta de reticulécitos foi obtida por multiplicacdo do percentual de
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reticuldcitos pela contagem de eritrécitos, para correcdo do aumento relativo de

reticuldcitos nos caes anémicos.

FIGURA 5 — EXTENSAO SANGUINEA DE CAO CORADA COM AZUL DE
CRESIL BRILHANTE E CONTRA CORADA COM CORANTE DE WRIGHT. AS
FLECHAS INDICAM OS RETICULOCITOS.

2.2.2.3 Classificacdo das anemias e analise estatistica

As anemias foram classificadas como nao regenerativas (< 70.000
reticulécitos/uL), pouco regenerativas (entre 70.000 e 150.000 reticulécitos/uL),
moderadamente regenerativas (entre 150.000 e 300.000 reticuldcitos/uL) e
muito regenerativas (> 300.000 reticuldcitos/pL) (COWGILL et al, 2003; RIZZI
et al, 2010; TVDTEN, 2010). Para o céalculo da sensibilidade, especificidade e
acuracia da avaliacdo da resposta da medula O6ssea pela policromatofilia,
anemias com mais de dois policromatéfilos por campo foram classificadas
como regenerativas (OIE, 2000; HARVEY, 2001; BARBOSA, 2011).

Os valores de policromatoéfilos por campo e a contagem absoluta de
reticulocitos foram comparados por analise estatistica no programa
Graph.Prism. A analise de regressao linear e teste de Correlagdo de Pearson

foram realizados para determinar se ha correlacéo entre os dois métodos.
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2.3 RESULTADOS

As anemias nao regenerativas foram constatadas em 68% (92/135) dos
cées e as regenerativas em 32% (43/135). Das anemias regenerativas, 60,5%
(26/43) eram pouco regenerativas, 32,5% (14/43) eram moderadamente
regenerativas e 7% (3/43) eram muito regenerativas. No grupo controle (21
caes saudaveis) a média foi de 13.413 reticulécitos/ L e de 0 a raros (<1)

policromatofilos por campo.

Os valores da sensibilidade, especificidade e acuracia do método de
avaliacdo pela policromatofilia foram, respectivamente, de 86,11%, 87,5% e
87,12%.

Na tabela 1 estdo apresentados os valores de policromatdfilos e
reticulocitos obtidos no presente estudo. As anemias foram classificadas como
nao regenerativa, pouco regenerativa, moderadamente regenerativa e muito
regenerativa de acordo com a literatura (COWGILL et al, 2003; RIZZI et al,
2010; TVDTEN, 2010).

TABELA 1 - ASSOCIACAO ENTRE VALORES MINIMOS E MAXIMOS DE
POLICROMATOFILOS E RETICULOCITOS EM CAES APRESENTANDO
DIFERENTES RESPOSTAS DA MEDULA OSSEA

N&o Pouco Moderadamente Muito
Regenerativa regenerativa Regenerativa Regenerativa
Policromatéfilos
Oal 0,5a3,0 15a45 3,5a15
(IC)
Reticulécitos 77.902 a 188.735 a 237.914 a
5.447 a 46.842
(/uL) 119.990 240.049 590.771

*Classificacdo da anemia: (COWGILL et al, 2003; RIZZI et al, 2010; TVDTEN, 2010)

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e o coeficiente de
determinacado da equacéo (R?) entre o nimero de policromatéfilos por campo e
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a contagem absoluta de reticulocitos foram respectivamente de 0,8125 e
0,6603 (Figura 6).

FIGURA 6 — REGRESSAO LINEAR SIMPLES ENTRE NUMERO DE
RETICULOCITOS (/uL) E POLICROMATOFILOS POR CAMPO (OBJETIVA
DE 100X) EM CAES ANEMICOS.
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R2= coeficiente de determinacdo da equacéo; r= coeficiente de correlacdo de Pearson

2.4 DISCUSSAO

A associacdo entre policromatofilia e numero de reticuldcitos foi
significativa considerando-se o coeficiente de correlagdo de Pearson de
0,8125. Os dois métodos nao apresentaram uma linearidade perfeita e ndo é
possivel associar com exatiddo o numero de reticulécitos pelo niumero de
policromatofilos por campo (R2 de 0,6603). No grupo de cdes com anemia
pouco regenerativa, o intervalo da policromatofilia variou de 0,5 (raros) a 3 por
campo. Nos animais com anemia moderadamente regenerativa o valor minimo
encontrado foi de 1,5 policromatéfilos por campo. Ou seja, se 0 Unico

parametro utilizado for o numero de policromatofilos, a resposta da medula
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Ossea serd avaliada de maneira equivocada, pois 1,5 policromatéfilos por
campo pode tanto representar uma anemia pouco regenerativa como
moderadamente regenerativa. Esta falta de linearidade ocorre provavelmente
porque alguns reticulécitos ndo tém coloracdo policromatofilica devido a
variacdo da quantidade dos reticulos (THRALL, 2007).

Na medicina veterinaria ndo ha uma classificacdo dos graus de
maturacdo do reticulécito e uma padronizacdo dos graus de maturacdo para
considerar como um reticulécito (RILEY et al, 2001). Em cées anémicos
existem poucos eritrocitos maduros na circulagdo causando um aumento
relativo na quantidade de reticuldcitos e consequentemente na quantidade de
policromatofilos. Para anular este aumento relativo, COLLICUTT et al (2012)
realizaram estudo retrospectivo em 30 cades saudaveis e 60 caes anémicos,
comparando o numero absoluto de reticulocitos e de policromatofilos.
Obtiveram uma correlacdo de Pearson de 0,98, superior a encontrada no
presente estudo (r =0,8125). Entretanto, a contagem absoluta de
policromatofilos exige tanto tempo e conhecimento quanto a contagem absoluta
de reticuldcitos e ndo é um método utilizado rotineiramente por exigir pratica do

executor.

A sensibilidade do método de policromatofilia por campo foi de 86,11%,
especificidade de 87,5% e acuracia de 87,12%. Ou seja, 0 método de avaliacao
pela policromatofilia pode diagnosticar a auséncia de regeneracdo em céaes
com anemia nao regenerativa e a presenca de regeneracdo em caes com
anemia regenerativa. HODGES & CHRISTOPHER (2011) verificaram a
acuracia do uso da policromatofilia para identificar anemias regenerativas em
cédes, obtendo valores de 89% de sensibilidade, 71% de especificidade e 77%
de acuréacia. A diferenca entre valores da acuracia pode ser devido a diferencas
de metodologia e no numero de amostras analisadas, pois estes autores
realizaram a contagem de reticulécitos utilizando citometria de fluxo, método
que pode sofrer mais interferéncias do que a contagem manual sob
microscopia de luz (COWGILL et al, 2003).
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2.5 CONCLUSAO

A contagem de policromatoéfilos € uma ferramenta diagnéstica de grande
acuracia para diferenciar anemias ndo regenerativas de regenerativas
utilizando o valor de dois policromatéfilos por campo como ponto de corte.
Porém, ndo € possivel associar o numero de reticulécitos e classificar a anemia

quanto a intensidade de regeneracgéo utilizando este método.
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3 RESPOSTA DA MEDULA OSSEA E O METABOLISMO DE FERRO EM
CAES COM ANEMIAS DE DIFERENTES ETIOLOGIAS

RESUMO

A anemia é descrita em cdes com diferentes doencas e possui impacto
negativo na qualidade de vida e na reposta do paciente ao tratamento. A
avaliacdo da resposta da medula 6ssea e do metabolismo do ferro é de
fundamental importancia para o diagndstico e progndstico. O objetivo do
presente trabalho foi estudar a resposta da medula éssea, concentracdo sérica
do ferro e da capacidade total de ligagdao do ferro em cées anémicos
apresentando diferentes enfermidades. Foram realizados hemogramas,
contagem de reticuldcitos e determinacao da concentracdo sérica de ferro e da
TIBC de 141 amostras de sangue de caes anémicos e de 30 amostras de caes
saudaveis. A concentracao média do ferro sérico e da TIBC em caes saudaveis
foi de 196,4 ug/dl e 460,7 pg/dl, respectivamente. Dos caes anémicos, 71,63%
apresentavam anemia nao regenerativa, 71,63% apresentaram hipoferremia e
62,86% dos cdes apresentaram TIBC baixa. As anemias ocorrem em maior
prevaléncia em caes com doenca crbnica e as alteragcdes no metabolismo do

ferro estdo presentes nas anemias causadas por diferentes etiologias.

Palavras chave: anemia, capacidade total de ligacdo do ferro, ferro sérico,
resposta da medula éssea.
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ABSTRACT

Anemia is described in dogs with different diseases and has negative
impact on life quality and treatment response. The evaluation of the bone
marrow response and iron metabolism has fundamental importance for the
diagnosis and prognosis.The objective of this work was to study the bone
marrow response and the concentration of serum iron and iron binding capacity
in anemic dogs presenting different diseases. CBC, reticulocyte count and
determination of serum iron and TIBC concentrations of 141 blood samples
from anemic dogs and 30 samples from healthy dogs were performed. The
average concentration of serum iron and TIBC in healthy dogs was 196.4 ug/dI
and 460.7 pg/dl, respectively. From the anemic dogs, 71.63% had non-
regenerative anemia, 71.63% presented hypoferremia and 62.86% dogs
showed low TIBC. Anemia occurs in higher prevalence in dogs with chronic
illness and the changes in iron metabolism are present in anemia caused by

different etiologies.

Key words: anemia, total iron binding capacity, serum iron, bone marrow
response.
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3.1 INTRODUCAO

A anemia tem sinais clinicos conhecidos e n&o variam muito entre os
individuos, porém, a fisiopatologia que desencadeia esta alteracdo
hematologica pode ser bastante distinta de acordo com a doenga primaria
(TVEDTEN, 2010). Neoplasias e insuficiéncia renal crénica sdo exemplos de
doencas que podem levar ao quadro anémico, e a anemia influencia na
resposta do paciente ao tratamento e no seu periodo de sobrevida (BARTH &
HIRSCHMANN, 2010). Miller et al (2009) e Capua et al (2011) relataram que
cdes com linfoma e anemia possuem menor tempo de sobrevida quando
comparados aos cdes com linfoma ndo anémicos. Em humanos ha uma
correlacdo negativa entre a concentracdo sérica de creatinina e o valor do
hematocrito (KAZMI et al, 2001). Ou seja, quanto maior a concentracdo de
creatinina sérica mais severa é a anemia e conseguentemente menor € a
qualidade de vida do paciente. Além de alguns tipos de neoplasia e da
insuficiéncia renal crbnica, a anemia € relativamente comum na diabetes
mellitus, hipoadrenocorticismo, hipotireoidismo, inflamagdes cronicas e
doencas hemoliticas e hemorragicas (CANCADO & CHIATTONE, 2002;
GRECO, 2007; SCOTT-MONCRIEFF, 2007; FRY, 2010).

A avaliacdo da resposta da medula 6ssea e do metabolismo do ferro é
imprescindivel para auxiliar no correto diagnostico e tratamento do paciente
anémico (COWGILL et al, 2003; GRIMES, GIORI & FRY, 2012). Segundo Fry
(2010), na literatura clinica veterinaria existem muitos relatos de anemia em
animais com doencas crbnicas mas que sado tratados como sendo ocorréncia
comum nestes pacientes. Porém, com a descoberta do horménio hepcidina no
inicio do século XXI, muitas questdes relacionadas ao metabolismo do ferro e
sua relacdo com doencas crbnicas foram esclarecidas e novos horizontes
abertos para pesquisas (MEANS, 2004; FRANCHINI et al, 2010). A expresséo
génica da hepcidina canina foi determinada e podera ser empregada em
diversos estudos futuros que irdo auxiliar no diagnodstico e aperfeicoar o

tratamento de pacientes anémicos (FRY et al, 2004).
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O estudo do metabolismo do ferro em pacientes anémicos ja esta bem
avancado na medicina e muitas descobertas podem ser aplicadas na medicina
veterinaria. Porém, estudos envolvendo a resposta da medula 6ssea e o
metabolismo do ferro em cdes anémicos sédo escassos, limitando os avancos
no diagnostico, tratamento e na melhora na qualidade de vida destes

pacientes.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a resposta da medula éssea,
concentracéo sérica do ferro e da capacidade total de ligacdo do ferro em caes

anémicos e correlacionar com as causas e diferentes enfermidades.

3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias (CEUA-SCA) da Universidade Federal
do Parana (ANEXO 1).

3.2.1 Selecao dos Animais e coleta das amostras

Foram analisadas 171 amostras de sangue de caes subdivididos em
dois grupos: o grupo | composto por cdes sadios (n=30) e grupo Il composto
por animais anémicos (n=141). O grupo | foi formado por cées da raca Beagle,
pertencentes ao canil do Laboratorio de NutricAo Animal da Universidade
Federal do Parana. Os critérios de inclusdo foram apresentar hematdcrito
>37% e estar sadio. Anamnese, exame fisico e exames laboratoriais
(hemograma, perfil renal, hepatico e proteinograma) foram realizados para
avaliar o estado de saude e certificar a higidez. O grupo Il foi composto por
cdes atendidos pelo Servico de Clinica Médica e Cirtrgica de Pequenos
Animais do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana. Os
critérios de inclusdo para este grupo foram a idade (acima de um ano) e o

hematécrito (£35%). Nao houve separagao nem predilecéo por raca ou sexo.

O grupo Il foi subdividido de acordo com a enfermidade apresentada
pelo paciente em: subgrupo inflamatorio, oncolégico, enddcrino, insuficiéncia

renal crénica, hemorragica, multifatorial e de causa ndo determinada. Para
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realizar a subdivisdo foram analisadas as fichas clinicas dos pacientes. Os
dados referentes ao histérico, exame fisico, exames de imagem (ultrassom

e/ou radiografia), soroldgicos e laboratoriais foram utilizados para a subdiviséo.

A coleta de sangue dos animais sadios foi realizada em um dia e os
cdes permaneceram em jejum de oito horas. As amostras dos individuos
anémicos foram coletadas entre o periodo de 01 de julho de 2011 a 18 de
outubro de 2012.

Imediatamente apos a coleta de sangue foram realizadas as extensdes
sanguineas. O sangue foi acondicionado em dois tubos, um com
anticoagulante etilenodiaminotetracetato de sédio 10% (EDTA) para a
realizacdo do hemograma e contagem de reticulécitos e outro sem

anticoagulante para a realizacdo de exames bioquimicos.

3.2.2 Analises Laboratoriais

As andlises hematolégicas e bioquimicas foram realizadas no
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do

Parané.

3.2.2.1 Hemograma

As amostras foram analisadas no contador automético da marca Mindray
modelo BC-2800 VET, que determinou a contagem total de plaquetas,
eritrocitos e leucocitos e a concentracdo de hemoglobina. Os esfregacos
sanguineos foram corados com Panético Rapido. A contagem diferencial de
leucécitos e a avaliacdo morfolégica das células foram realizadas utilizando
microscopia Otica. Pela técnica do microhematécrito foi determinado o

hematdcrito (Ht) e pela refratometria a proteina plasmatica total (PPT).

Com os valores obtidos, foi realizado calculo dos indices hematimétricos:
volume globular médio (VGM) e concentragdo de hemoglobina globular média
(CHGM). Os calculos foram realizados utilizando as formulas de Wintrobe
(THRALL & WEISSER, 2006).
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3.2.2.2 Contagem de reticulocitos

As contagens de reticulocitos foram realizadas por técnica manual em
microscopia otica. Volumes iguais (150 pL) de sangue total e azul de cresil
brilhante foram homogeneizados em tubo de ensaio e mantidos em banho
maria a 37°C durante 15 minutos. Apds este periodo, foram confeccionadas
duas extensbes sanguineas. Depois de secas, as laminas foram contra
coradas com corante de Wright para facilitar a visualizacdo dos reticulos
(Figura 2). A determinacdo do percentual de reticulécitos foi realizada por
contagem de 1.000 eritrOcitos consecutivos. Somente reticulécitos agregados
foram considerados na contagem (TVEDTEN & MORITZ, 2010). A contagem
absoluta de reticulécitos foi obtida por multiplicagdo do percentual de
reticuldcitos pela contagem de eritrécitos, para corre¢cdo do aumento relativo de

reticulécitos nos caes anémicos.

As anemias foram classificadas como nao regenerativas (< 70.000
reticulocitos/uL), pouco regenerativas (entre 70.000 e 150.000 reticulécitos/uL),
moderadamente regenerativas (entre 150.000 e 300.000 reticuldcitos/uL) e
muito regenerativas (> 300.000 reticuldcitos/uL) (COWGILL, 2003; RIZZI et al.,
2010; TVDTEN, 2010)

3.2.2.3 Andlises bioquimicas

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas por 5
minutos a 5000 rpm e o soro separado para analises bioquimicas. Os exames
foram feitos no aparelho bioquimico automético da marca Mindray modelo BS-
200. Foram realizados os seguintes testes bioquimicos: a) ALT (alanina
aminotrasferase) pelo método cinético UV; b) FA (fosfatase alcalina) pelo
método cinético colorimétrico; c¢) creatinina, pelo método cinético do Picrato
Alcalino; d) Uréia, pelo método liqui UV; d) Proteina Total pelo método de

Biureto e e) Albumina, método de verde de Bromocresol.
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3.2.2.4 Ferro sérico

No soro foi realizada a determinacéo da concentracéo de ferro sérico, no
aparelho bioquimico automatico da marca Mindray modelo BS-200. O método

utilizado foi o colorimétrico utilizando Ferene.

O Ferro ligado a Transferrina em meio acido se libera na forma de Ferro
Férrico e é reduzido para Ferro Ferroso na presenca de Acido Ascorbico. Ferro
Ferroso forma um complexo azul com Ferene sendo que a absorbancia a 595

nm é diretamente proporcional a concentracdo de Ferro.

3.2.2.5 Capacidade Latente de Ligacao do Ferro (UIBC)

A Capacidade Latente de Ligacdo do Ferro foi determinada no soro pelo
método fotométrico usando Ferene. Uma concentracdo conhecida de ions
Ferroso é incubada com o soro e irdo se ligar especificamente com a
Transferrina nos sitios de ligacdo do ferro insaturado. Os ions ferrosos néo
ligados sdo medidos pela reacdo com Ferene. A diferenca entre a quantidade
de ferro excedente e a quantidade total adicionada ao soro é equivalente a
quantidade ligada a Transferrina. Essa serd a UIBC (Unsaturated Iron Biding

Capacity) da amostra.

3.2.2.6 Capacidade Total de Ligacao do Ferro (TIBC)

A Capacidade Total de Ligacdo do Ferro ou TIBC (Total Iron Binding
Capacity) € dada pela soma do Ferro Sérico com a Capacidade Latente de
Ligacdo do Ferro. Ela representa a quantidade total de transferrina
(apotransferrina, monotransferrina e transferrina diférica) presente do plasma

pois uma quantidade insignificante de ferro esta ligada a outras proteinas.
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3.2.3 Exames de imagem

Todos os pacientes oncolégicos foram submetidos a exames de imagem
para a realizagdo do estadiamento da doenca. Estes exames foram realizados
no Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Parana. As radiografias foram feitas no aparelho da marca Neo -
diagnomax e os exames ultrassonograficos no aparelho Ultrasonix modelo
EIZO — FLEXCAN L568.

3.3 RESULTADOS

Os valores obtidos para o ferro sérico e da Capacidade Total da Ligacéo
do Ferro (TIBC) dos animais do grupo | (controle) foram utilizados como
referéncia no presente estudo. Os valores minimos, maximos e médias do ferro

sérico e da TIBC em caes adultos saudaveis estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - VALORES MINIMOS, MAXIMOS E MEDIOS DOS PARAMETROS
ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DO FERRO DE CAES SAUDAVEIS.

Ferro (ng/dl) TIBC (ug/dl)

Média 196.,4 460,7
Minimo 155,7 373,3
Maximo 237,2 548

TIBC= Capacidade Total de Ligacdo do Ferro

O subgrupo de cédes com doenca inflamatéria foi composto por
pacientes que apresentavam processo inflamatério de origem variada como,
por exemplo: abscessos, piometra, leishmaniose, hepatite cronica e rangeliose.
No subgrupo de pacientes oncologicos, houve predominio de neoplasia
mamaria representando 34,37% dos pacientes estudados (14/42) e a totalidade
ja se encontrava em estagio avancado (com ulceracbes e/ou metastase
pulmonar). A diabetes mellitus foi a alteracdo enddcrina mais observada (8/12)

sendo seguida pelo hipotireoidismo (1/12) e hipoadrencorticismo (3/12).
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Por questbes financeiras ou pessoais do proprietario, em nove pacientes
do grupo Il o diagndstico ndo foi estabelecido devido a falta de exames
complementares. Estes animais foram identificados no subgrupo de caes
anémicos sem diagnostico. O subgrupo de cdes com doencas concomitantes e
que a causa da anemia foi provavelmente multifatorial era composto
principalmente por cées idosos que muitas vezes apresentavam problemas
dermatologicos crénicos associados com alteracdes enddcrinas, renais ou

neoplasicas, por exemplo.

Segue abaixo grafico apresentando subdivisdo do grupo Il de acordo

com a enfermidade apresentada:

FIGURA 7 — SUBDIVISAO DO GRUPO Il DE ACORDO COM A
ENFERMIDADE

Inflamatéria ®m Oncoldgica m|RC
m Enddcrina E Hemorragica Multifatorial

mN3o determinada

7,19%

7,8%

7,8%

8,51%

7,3%

IRC: Insuficiéncia renal cronica

Quanto a resposta da medula 6ssea, das 141 amostras avaliadas, 101
apresentavam anemia ndo regenerativa (71,63%), 22 com anemia pouco
regenerativa (15,60%), 15 com anemia moderadamente regenerativa (10,63%)
e trés com anemia muito regenerativa (2,14%). Nos caes anémicos a
concentragéo sérica de ferro foi baixa em 71,63% (101/141), alta em 10,64%
(15/141) e normal em 17,73% (25/141) dos caes anémicos. De maneira
semelhante, a concentracdo de TIBC foi baixa em 62,86% (88/141), alta em
4,29% (6/141) e normal em 32,85% (46/141) das amostras.
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Os valores séricos do ferro e da Capacidade Total de Ligac&o do Ferro e

a avaliagdo da resposta da medula 0ssea estdo na Tabela 3.

TABELA 3 - RESPOSTA DA MEDULA OSSEA, NIVEIS DE FERRO E DA
CAPACIDADE TOTAL DE LIGACAO DO FERRO NAS ANEMIAS DE CAES
COM DIFERENTES ENFERMIDADES

Subgrupo Resposta da medula 6ssea [Ferro] [TIBC]

N&o regenerativas 71,42% Baixa 79,19%  Baixa 70,73%

Inflamatoria Regenerativas 28,58% Alta 16,67%  Alta 2,45%
Normal 7,14% Normal 26,82%

N&o regenerativas 69,56% Baixa 84,78%  Baixa 69,56%

Oncolégica Regenerativas 30,44% Alta 2,18% Alta 2,18%
Normal 13,04%  Normal 28,56%

N&o regenerativas 63,63% Baixa 45,46%  Baixa 45,45%

Hemorréagica Regenerativas 36,37% Alta 27,27%  Alta 9,10%
Normal 27,27%  Normal 45,45%

N&o regenerativas 41,66% Baixa 58,33%  Baixa 42,00%

Enddcrina Regenerativas 58,34% Alta 25,01%  Alta 0,00%
Normal 16,66% Normal 58,00%

N&o regenerativas 90,90% Baixa 81,82%  Baixa 90,90%

Multifatorial Regenerativas 9,10% Alta 18,18%  Alta 9,10%
Normal 0,00% Normal 0,00%

N&o regenerativas  100,00% Baixa 30,00%  Baixa 30,00%

IRC Regenerativas 0,00% Alta 30,00%  Alta 20,00%
Normal 40,00%  Normal 50,00%

N&o regenerativas 77,77% Baixa 66,66%  Baixa 44,44%

Sem diagnéstico Regenerativas 22,23% Alta 0,00% Alta 0,00%
Normal 33,34%  Normal 55,56%

IRC= Insuficiéncia renal cronica; TIBC= Capacidade Total de Ligacdo do Ferro

3.4 DISCUSSAO

Os niveis séricos de ferro e da capacidade total de ligacdo do ferro de
cées sadios foram superiores aos descritos por Pires et al (2011) e por Weeks
et al (1989). Em ambos os estudos foi utilizado método colorimétrico com
diluicdo e leitura manual das amostras, o que pode gerar erro no momento da
diluicdo ou leitura. No presente estudo foi utilizado método automético de
diluic&o e leitura o que proporciona maior acuracia. A determinac¢ao dos valores
de referéncia a serem adotados no estudo é de extrema importancia porque as
diferencas na metodologia afetam os resultados (MEYER & HARVEY, 2004).

No presente trabalho, houve predominio de anemias nao regenerativas,

provavelmente devido as causas serem mais numerosas que as de anemias
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regenerativas (THRALL & WEISER, 2006; THRALL, 2007). Analisando o
grafico apresentado na Figura 7, observamos que 62,4% das amostras
analisadas pertencem a animais que apresentam inflamacéo ou neoplasia. Ou
seja, a anemia de doenca crénica foi a mais prevalente no grupo estudado. Em
humanos, a anemia de doenca cronica é a segunda principal causa de anemia
em pacientes hospitalizados, principalmente idosos e criancas (ABSHIRE,
1996; CANCADO & CHIATTONE, 2002; BARTH & HIRSCHMANN, 2010).

Por ser um achado frequente em alguns tipos de neoplasias, a anemia é
considerada uma sindrome paraneoplasica. Na medicina € bem relatada
porém, na medicina veterinaria, pouco estudada (BERGMAN, 2007; GROTTO,
2008; CHILDRESS, 2012). Das amostras do subgrupo oncolégico avaliado, a
grande maioria (69,56%) apresentou anemia hipoproliferativa o que corrobora a
teoria de que uma das causas da anemia do paciente oncolégico € a
superproducao de citocinas inflamatérias que afetam o metabolismo do ferro e
consequentemente limitam a eritropoese (GROTTO, 2008). Verificou-se no
presente estudo que 84,78% dos cées do subgrupo com neoplasia apresentava
hipoferremia. Ou seja, a fisiopatologia da anemia no paciente oncolégico é
semelhante a do paciente que apresenta um quadro inflamatério e o horménio
hepcidina possui papel central (CANCADO & CHIATTONE, 2002). A
concentracdo sérica de ferro foi normal em 13,04% e aumentada em 2,18%
dos caes pertencentes a este subgrupo. Esta variacdo ocorre porque além das
alteracbes de origem inflamatéria, o paciente oncolégico também pode
desenvolver anemia devido a infiltracdo de células neoplasicas na medula
O0ssea, hemodlise intravascular, hemorragias e devido ao tratamento
quimioterapico (GROTTO, 2008; PRIHIRUNKIT et al, 2010). Estas outras
etiologias podem justificar a presenca de pacientes oncolégicos com anemia

regenerativa, como aconteceu com 30,44% dos cées deste subgrupo.

Verificou-se correlagdo entre a presenca da anemia com o estado
avancado do cancer, pois 54,34% (25/46) dos cées pertencentes a este grupo
apresentavam metastases e/ou ulceracdo do tumor. Capua et al (2011)
realizaram estudo com 18 cdes com linfoma (multicéntrico e cutaneo) e
relataram uma correlagdo positiva entre o valor do hematocrito e o tempo de

sobrevida para os cédes. Miller et al (2009) associaram a anemia com o periodo
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de sobrevida em cées com linfoma e osteossarcoma. O estudo avaliou 84 cées
com linfoma e 91 cdes com osteossarcoma. Os cdes com linfoma e anemia
possuem um decréscimo no periodo de sobrevida enquanto que nado foi
observado efeito do estado anémico no tempo de sobrevida de cédes com
osteossarcoma. Em nenhum dos dois estudos foi avaliado o metabolismo do

ferro e como a neoplasia poderia altera-lo.

Com prevaléncia semelhante a dos pacientes oncoldgicos, 71,42% das
amostras analisadas de cdes com quadro inflamatorio apresentavam anemia
nao regenerativa.e 76,19% hipoferremia. Como descrito anteriormente, este
achado é resultado da interferéncia das citocinas inflamatérias no metabolismo
do ferro. Ao estimular a producao de hepcidina pelo figado, as citocinas levam
a hipoferremia e consequentemente & anemia (GANZ & NEMETH, 2006;
GROTTO, 2008 a; FRY, 2010). Aléem disso, pacientes com inflamacdo podem
apresentar diminuicdo da sobrevida da hemécia e falha da medula 6ssea em
aumentar a producdo de glébulos vermelhos para compensar 0 aumento da
sua demanda, justificando a presenca de cdes com niveis séricos de ferro
normal ou elevado e com anemia regenerativa (WEISS & Mc CLAY,1988;
CANCADO & CHIATTONE, 2002). Na Medicina Veterinaria, existem poucos
estudos avaliando o metabolismo do ferro e a resposta da medula 6éssea em
caes apresentando processos inflamatérios e como essas alteragbes podem
influenciar na qualidade de vida e no progndstico do paciente. Marchetti et al
(2010) avaliaram céaes com enteropatia cronica e observaram anemia em 18%
dos pacientes, hipoferremia em 4,54% e baixa concentracdo de TIBC em 18%

dos animais estudados.

No subgrupo de animais com doencga renal cronica, observamos que
100% dos animais apresentaram anemia ndo regenerativa. Chandler et al
(2007) estudaram 37 cdes da raca boxer com insuficiéncia renal crbénica e
observaram anemia em 44% dos casos, mas nao avaliaram a resposta da
medula 0ssea e o metabolismo do ferro. Em gatos a prevaléncia da anemia em
insuficientes renais cronicos é de 30 a 65% mas também néo existem relatos
quanto ao metabolismo do ferro (CHALHOUB et al, 2011). A auséncia da
resposta da medula 6ssea é justificada principalmente pela produgéo
insuficiente do hormaonio eritropoietina (GANZ & NEMETH, 2011). Desta forma,
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doentes renais cronicos podem apresentar anemia mesmo com 0S hiveis
séricos do ferro normais, como ocorreu em 40% das amostras analisadas. A
concentracéo sérica do ferro foi baixa em 30% das amostras e alta também em
30% das amostras dos caes doentes renais. Além da diminui¢cdo da producédo
de EPO, nefropatas tem sangramentos intestinais espontaneos, deficiéncias
nutricionais, reducdo do periodo de vida dos eritrgcitos, inflamacéo e efeito
toxémico causado pela uremia, alteracbes que podem levar a hipoferremia
(FRY, 2010; POLZIN, 2011).

A maior parte dos pacientes do subgrupo de doencas endodcrinas
apresentou anemia regenerativa (58,34%). A resposta da medula 6ssea nao
seria esperada, pois a anemia presente em pacientes com diabetes mellitus,
hipotireoidismo e hipoadrenocorticismo parece estar ligada a alteracbes nas
concentracbes de EPO e sdo classicamente ndo regenerativas (SCOTT-
MONCRIEFF, 2007; FRY, 2010). Porém, existem relatos da marcante presenca
de corpusculos de Heinz em caes e gatos apresentando cetoacidose diabética,
0 que pode indicar que nestes animais ocorre a diminuicdo do periodo de vida
do eritrocito levando a uma anemia regenerativa (CALDIN et al, 2005). Cées
com hipotireoidismo podem apresentar uma diminui¢cdo no periodo de vida dos
eritrocitos e séo relatados casos de sangramentos intestinais espontaneos em
cdes com hipoadrenocorticismo, o que também poderia levar a anemia
regenerativa (GRECO, 2007; FRY, 2010; SCOTT-MONCRIEFF, 2012). A
concentracdo sérica do ferro foi normal em 40% dos cées pertencentes a este
subgrupo. Nestes casos, a diminuicdo nos niveis de EPO justificaria a presenca
de anemia. Foi observada hipoferremia em 58,33% dos cédes com alteragcbes
enddcrinas e hiperferremia em 25,01%. A hipoferremia pode estar associada a
processos inflamatérios, diminuicdo do periodo de sobrevida do eritrocito e
deficiéncias nutricionais enquanto que a hiperferremia pode estar associada ao
uso de glicocorticoides empregados no tratamento do hipoadrenocorticismo
(Mc GILL & BELL, 2006; HARVEY, 2008).

Apesar de ser classicamente uma causa de anemia regenerativa, a
maioria das amostras provenientes dos cées pertencentes ao grupo das
anemias hemorragicas ndo apresentou resposta da medula 6ssea (63,63%).

Deve-se ressaltar que a medula 6ssea demora até cinco dias para responder a
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perda de sangue (CHRISTIAN, 2010). Como 54,54% dos caes avaliados
apresentavam hemorragia aguda (atropelamento e torcdo esplénica, por
exemplo), ndo houve tempo para a regeneragdo. Pelo mesmo motivo, a
hipoferremia que seria esperada em todos os casos, foi observada em 45,46%
dos cées pertencentes a este subgrupo. Na hemorragia aguda, o ferro &
reposto através da mobilizacdo do ferro estocado na forma de ferritina (GANZ
& NEMETH, 2006). Os animais com concentracdo sérica de ferro abaixo do
limite inferior apresentavam quadro hemorragico cronico apresentando
verminose e melena. Gazyagsi & Macun (2011) observaram alteracéo
semelhante em um cdo apresentando gastrite cronica. Neste estudo, os
autores diagnosticaram anemia microcitica hipocrbmica, o que indica

hipoferremia.

No grupo de animais em que nao foi possivel determinar o diagnéstico e
no de animais com enfermidades concomitantes, houve predominio de
anemias hipoproliferativas (77,77% e 90,90%, respectivamente) e hipoferremia
(66,66% e 81,82%, respectivamente). Por ndo ser possivel atribuir a causa
destes quadros anémicos, a suplementacdo mineral pode nao alterar a
concentracdo seérica de ferro, pois processos inflamatorios levam ao aumento
da concentracéo de hepcidina e consequentemente a hipoferremia mesmo com
as reservas de ferro com concentragées normais (GANZ & NEMETH, 2006;
GROTTO, 2008a; GANZ & NEMETH, 2011).

Os grupos que apresentaram um percentual maior de amostras com
TIBC diminuida foram os de animais apresentando multiplas enfermidades,
seguido por pacientes com doencas inflamatorias e pelo grupo de pacientes
oncolégicos (90,90%, 70,73% e 69,56% respectivamente). Estes trés grupos
foram os que apresentaram também a maior porcentagem de amostras com
baixa concentracdo de ferro, o que pode indicar que nesses animais o efeito
das citocinas inflamatérias sobre a producdo de hepcidina foi o principal fator
desencadeador da anemia, hipoferremia e baixa concentracdo de ferro
(FRANCHINI et al, 2010; GRIMES; GIORI & FRY, 2012). Ao contrario da
concentracéo sérica do ferro, a concentracdo de transferrina, representada pela

TIBC, é afetada por um numero menor de fatores. Estard aumentado em cées
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com hepatopatia e diminuido ou no limite inferior em animais apresentando
inflamacédo (HARVEY, 2008; WEISS, 2010; PIRES et al, 2011).

Em cées ndo existem estudos que determinam a cinética na alteragédo
das concentracdes séricas de ferro e TIBC o que impossibilita um maior
entendimento sobre o0 assunto. Um estudo em ratos induzidos
experimentalmente a uma resposta inflamatoria demonstrou que apos 12 horas
do inicio do estimulo inflamatério a concentracdo de ferro baixou
drasticamente, mas apoés 48-60 horas havia reestabelecido valores normais. O
mesmo aconteceu com a concentracdo de TIBC que atingiu seus niveis
minimos apés 24 horas do inicio do estimulo, mas retornou a concentracées
normais em aproximadamente 72 horas (BEAUMIER et al, 1984). Se a mesma
cinética acontecer em cées, 0s pacientes que apresentaram niveis normais de

ferro e TIBC podem ter apresentado niveis mais baixos anteriormente.

3.5 CONCLUSAO

Nos pacientes anémicos as principais causas de anemia foram as
doencas inflamatérias e neoplasicas. As alteracdes como anemia n&o
regenerativa, hipoferremia e TIBC diminuida estdo presentes em maior
prevaléncia nos cdes anémicos com doenca inflamatdria, oncoldgica,

multifatorial e insuficiéncia renal crénica.
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CONSIDERACOES FINAIS

A medicina veterinaria estd4 rapidamente se desenvolvendo e novas
tecnologias e pesquisas agregam qualidade ao atendimento dos animais de
companhia. Com o aumento da expectativa de vida dos caes, houve um
aumento da prevaléncia de doencas tipicas de animais idosos e a geriatria
talvez seja a especialidade mais promissora dentro da clinica médica de

pequenos animais.

Com o envelhecimento da populagdo canina, surgiu a necessidade de
conhecer mais profundamente as doencas com carater crbnico como
inflamacdes, neoplasias e doencas endocrinas e que em muitos casos levam
ao quadro anémico. Para entender melhor a fisiopatologia da anemia presente
nestes animais, é de fundamental importancia estudos abordando o
metabolismo do ferro e a avaliacdo da resposta da medula 6ssea. Dentro da
medicina é reconhecida a importancia que a anemia tem sobre a qualidade de
vida das pessoas e como ela pode interferir negativamente no tratamento das
doencas. Na medicina veterinaria, a presenca da anemia em pacientes
apresentando diferentes enfermidades € conhecida, porém, muito pouco
estudada. Os clinicos utilizam os exames hematolégicos como auxilio
diagnéstico mas ndo estdo habituados a avaliar os parametros relacionados ao

metabolismo do ferro.

O presente estudo contribui com importantes informacdes a respeito da
avaliacdo da resposta da medula 6ssea pela intensidade da policromatofilia e
sobre as alteracbes na concentracdo sérica do ferro e na TIBC em cées
anémicos e demonstrou a importancia que os processos inflamatérios ou

neoplasicos tém sobre o metabolismo do ferro.

Estudos envolvendo populagbes maiores de cdes anémicos,
monitorando estes animais por um longo periodo de tempo séo de fundamental
importancia para avaliarmos a relacdo entre a anemia e a interferéncia na

qualidade de vida e no periodo de sobrevida.
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