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RESUMO

A anemia esta presente frequentemente na rotina laboratorial veterindria, ¢ uma
manifestagdo clinica oriunda de diversas causas que devem ser diagnosticadas com intuito de
entender a patogénese e realizar tratamento especifico. O ferro ¢ fundamental para o bom
funcionamento do organismo dos seres vivos, a mensuragdo e avaliagido e dos pardmetros do
metabolismo do ferro nos animais anémicos, aliado aos resultados hematoldgicos, sdo
importantes para definir a causa da anemia. Sabe-se que diversas patologias tém potencial de
interferir no metabolismo do ferro nos animais, porém necessitam de mais estudos para
comprovagdo. Infelizmente a mensuracdo destes parametros, principalmente ferritina, ndo ¢
realidade nos laboratorios brasileiros pois kits espécie-especificos sdo necessarios e ndo estdo
disponiveis comercialmente. Além disso, ha caréncia de valores referenciais em cées saudaveis
no Brasil. Os objetivos do presente trabalho visaram estabelecer valores referenciais para os
parametros do ferro em cdes saudaveis da regido de Curitiba-PR; validar teste piloto da ferritina
em cées utilizando reagente humano pelo método de turbidimetria; diagnosticar as causas de
anemias em cdes e avaliar o metabolismo do ferro; analisar a ocorréncia das anemias e
classificar conforme a gravidade, indices hematimétricos, resposta da medula Ossea, presenca
de alteragdes morfoldgicas eritrocitarias e resposta leucocitaria; realizar o diagnostico de
anemia hemolitica imunomediada por meio do teste de Coombs e estabelecer taxa de
mortalidade nos animais positivos. O primeiro capitulo compreende a analise dos parametros
do ferro em 43 cdes saudaveis e padronizagdo de metodologias para uso na rotina veterinaria.
O segundo capitulo consiste no diagndstico das anemias em 219 cées e analise dos parametros
do metabolismo do ferro nas diversas causas de anemia. O terceiro capitulo compreende o
diagnostico de hemdlise imunomediada em 17 cdes e a taxa de mortalidade observada nesta
patologia. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria do
Hospital Veterinario da UFPR; Laboratorio de Patologia Clinica My Pets, localizado na regido
metropolitana de Curitiba-PR; Laboratério de Anéalises Clinicas da Clinica Veterinaria Escola
da UFSC (Campus Curitibanos); Laboratorio de Virologia e Rickettsioses, e Biologia
Molecular da UFMT. Os resultados apresentados sdo os seguintes: valores referenciais de caes
saudaveis para ferro sérico, ferritina, capacidade de fixacdo do ferro e capacidade total de
ligacdo do ferro; o teste piloto da ferritina canina com reagente especifico humano foi validado
para o uso em cdes; elevacdo da concentracido sérica da ferritina nas doengas infecciosas
(hemoparasitoses e infec¢gdes bacterianas) e neoplésicas, diminui¢do da concentragdo
plasmatica de ferro em cdes com cirrose em estagio terminal e hemorragia ativa; diagnéstico
de Rangelia vitalli, Babesia canis vogeli e FEhrlichia canis, diagnostico de anemia hemolitica
imunomediada em 47% dos cées e taxa de mortalidade de 62,5%.

Palavras-chave: cdes anémicos, ferro sérico, transferrina, ferritina, capacidade de fixagdo do
ferro, capacidade total de ligagdo do ferro, hemoparasitoses, anemia hemolitica imunomediada.



ABSTRACT

Anemia is frequently present in the veterinary laboratory routine, it is a clinical
manifestation from several causes that must be diagnosed in order to understand the
pathogenesis and perform specific treatment. Iron is essential for the proper functioning of the
body of living beings, measurement and evaluation and parameters of iron metabolism in
anemic animals, together with hematological results, are important to define the cause of
anemia. It is known that several pathologies have the potential to interfere in the metabolism of
iron in animals, but they need more studies to prove it. Unfortunately, the measurement of these
parameters, mainly ferritin, is not a reality in Brazilian laboratories because species-specific
kits are necessary and not commercially available. In addition, thereis a lack of reference values
in healthy dogs in Brazil. The objectives of this study were to establish reference values for iron
parameters in healthy dogs from the Curitiba-PR region; validate pilot test of ferritin in dogs
using human reagent by turbidimetry method; diagnose the causes of anemia in dogs and
evaluate the metabolism of iron; analyze the occurrence of anemia and classify according to
severity, hematimetric indices, bone marrow response, presence of erythrocyte morphological
alterations and leukocyte response; to perform the diagnosis of immunomediated hemolytic
anemia using the Coombs test and to establish a mortality rate in positive animals. The first
chapter includes the analysis of iron parameters in 43 healthy dogs and standardization of
methodologies for use in veterinary routine. The second chapter consists of the diagnosis of
anemia in 219 dogs and analysis of the parameters of iron metabolism in the various causes of
anemia. The third chapter comprises the diagnosis of immunomediated hemolysis in 17 dogs
and the mortality rate observed in this pathology. The analyzes were carried out at the
Laboratory of Veterinary Clinical Pathology of the Veterinary Hospital of UFPR; Laboratory
of Clinical Pathology My Pets, located in the metropolitan region of Curitiba-PR;
Laboratory of Clinical Analysis of the Veterinary Clinic School of UFSC (Curitibanos
Campus); Laboratory of Virology and Rickettsioses, and Molecular Biology of UFMT. The
results presented are as follows: healthy dog reference values for serum iron, ferritin, iron
binding capacity and total iron binding capacity; the canine ferritin pilot test with human
specific reagent has been validated for use in dogs; elevation of serum ferritin concentration in
infectious diseases (hemoparasitoses and bacterial infections) and neoplastic diseases;
decreased plasma iron concentration in dogs with end-stage cirrhosis and active hemorrhage;
diagnosis of Rangelia vitalli, Babesia canis vogeli and Ehrlichia canis; diagnosis of immune-
mediated hemolytic anemia in 47% of dogs and a mortality rate of 62.5%.

Key words: anemic dogs, serum iron, transferrin, ferritin, iron binding capacity, total iron
binding capacity, hemoparasitoses, immune-mediated hemolytic anemia.
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1 INTRODUCAO GERAL

As hemacias, também denominadas glébulos vermelhos ou eritrocitos, sdo revestidas por
uma membrana flexivel e permeavel, composta por proteinas, lipideos e carboidratos.
Anormalidades na membrana eritrocitaria, principalmente envolvendo os lipideos (colesterol e
fosfolipideos), podem resultar em alteragdes no formato celular. As proteinas componentes da
membrana formam o citoesqueleto e sdo responsaveis pela forma e integridade da célula. A
funcdo dos globulos vermelhos € carrear a hemoglobina, responsavel pelos transportes de:

oxigénio dos pulmdes para os tecidos e CO? dos tecidos para os pulmdes (PIRES, 2009).

A anemia, uma manifestacdo clinica vista com frequéncia na clinica de pequenos
animais, ela consiste na diminui¢do do hematdcrito (volume globular), nimero de hemacias e
consequentemente da hemoglobina. Resulta da destruicdo de hemacias (hemolise), perda de
sangue proveniente de uma hemorragia; insuficiéncia da produg@o destas ou at¢ mesmo da
associacdo destes eventos. Dentre os sinais clinicos destacam-se: palidez de mucosas; letargia,
pouca tolerancia ao exercicio; aumento da frequéncia cardiaca e dependendo da gravidade,
turbuléncias do sangue que podem induzir ao sopro cardiaco; aumento da frequéncia
respiratoria ou em casos mais graves, dispneia. Podem-se notar também alguns sinais
inespecificos como anorexia, febre, perda de peso e linfadenopatia. Particularmente nos casos
de hemolise, observa-se ictericia, hemoglobinuria, bilirrubinuria e esplenomegalia (PIRES,
2009; CASTILHO et al.,2006). Apesar de estar frequentemente presente na rotina clinica
veterinaria, a anemia ¢ pouco estudada na Medicina Veterindria. Ha poucos artigos relatando

sua prevaléncia, causas, resposta da medula dssea e prognosticos.

O ferro ¢ um componente essencial para o bom funcionamento do organismo, esta
presente na formac¢do da hemoglobina e da mioglobina e ¢ fornecido as células do corpo por
trés fontes: absor¢do intestinal, reciclagem de eritrocitos senescentes e mobilizagdo do ferro

armazenado no figado (OLVER ef al., 2010).

O conhecimento da dindmica do metabolismo do ferro (absorcdo, transporte e
armazenamento) ¢ fundamental no estudo das causas e efeitos da anemia. O ferro presente na
circulagdo necessita estar ligado a proteinas, se estiver livre pode causar danos oxidativos ao
DNA, proteinas e lipideos, resultando em perda de fungdo e morte celular (ORINO e
WATANABE,2008). Os parametros séricos do metabolismo do ferro importantes a serem

mensurados sdo: ferro sérico, transferrina (proteina transportadora do ferro), capacidade de
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fixagdo do ferro (ferro insaturado), capacidade total de ligagdo do ferro e ferritina (ferro

armazenado).

Porém, infelizmente a mensuragdo dos parametros supracitados ndo ¢ realidade na rotina
laboratorial veterinaria, por diversos motivos. O mais importante esta relacionado com a falta
de kit padronizado para ferritina canina, mas também ha divergéncias nos valores referenciais

e certa negligéncia dos clinicos ao constatarem anemia em seu paciente.

Existem diversas enfermidades que podem influenciar no metabolismo do ferro, como
por exemplo anemia ferropriva e anemia da doenga inflamatéria (ADI). A deficiéncia do ferro
pode apresentar niveis séricos normais e diminui¢do apenas no armazenamento (ferritina). Na
inflamagdo associada a infec¢do, neoplasia e doencas imunomediadas ocorre diminuig¢do do
ferro sérico e redugdo da eritropoese, causando a anemia (CHIKAZAWA ef al., 2013). A
anemia decorrente da doenga inflamatoria € considerada o tipo mais comum entre os animais
domésticos e frequentemente apresenta-se como anemia discreta a moderada, normocitica e ndao
regenerativa. A patogénese ndo esta completamente elucidada, porém acredita-se que seja
multifatorial; sabe-se que inibe o metabolismo do ferro, diminui a meia vida eritrocitaria, além
de diminuir a resposta medular ao estimulo da eritropoietina, causando consequentemente o
quadro de anemia. Recentemente foi relatado que a hepcidina (proteina relacionada com o
metabolismo do ferro) desempenha papel importante na anemia das doengas cronicas, sendo
regulada por condi¢Bes inflamatorias. A hepcidina, descoberta no ano de 2000, € um peptideo
que apresenta atividade antibacteriana e esta presente no figado, regula a absorc¢do de ferro no
trato gastrointestinal e liberagdo de ferro das células monociticas-fagocitarias. Nos exames
laboratoriais observa-se leucograma inflamatério; diminui¢do da concentragdo sérica de ferro,
ferritina sérica normal ou aumentada, capacidade total de liga¢do do ferro normal ou diminuida
e estoque de ferro medular normal ou aumentado (JACOBS e WORWOOD, 1975, GANZ,
2003; CHIKAZAWA et al., 2013).

Apesar de ndo terem sido estabelecidos critérios de diagndsticos precisos para a anemia
da doenca inflamatéria na Medicina Veterindria, para distinguir a anemia da doenga
inflamatoria da anemia por deficiéncia de ferro propriamente dita, recomenda-se dosar a
ferritina sérica ou analisar o ferro na medula 0ssea; caracteristicas morfologicas das heméacias
também podem auxiliar o diagndstico. O metabolismo do ferro nos pacientes com anemia
decorrente de doengas inflamatdrias € alvo de muitas pesquisas em humanos; tendo em vista

que o ferro sérico diminui e a reserva aumenta, acredita-se que a anemia ocorra devido a



17

indisponibilidade do mineral para os precursores eritroides, considerada vantajosa para o
organismo, pois diminui a disponibilidade necessaria para o crescimento bacteriano. Nota-se
também a diminui¢do da secregdo de eritropoetina, muito provavelmente pela agdo das citocinas

inflamatorias (CHIKAZAWA e DUNNING, 2016).

Hé poucas publicac¢des relacionando a causa da anemia com alteragdes da cinética do
ferro e nenhuma publicagdo brasileira. Portanto, evidencia-se a importancia de estudos

avaliando o metabolismo do ferro nas diversas causas de anemia.

O presente trabalho foi desenvolvido e dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo
compreende a analise dos pardmetros do ferro em cdes sadios, com o intuito de validar reagentes
de uso humano para uso em cées na rotina veterinaria e estabelecer valores referenciais, com o
titulo: "Pardmetros de referéncia do metabolismo do ferro em cdes adultos saudaveis". O
segundo capitulo aborda o diagnostico das anemias em cdes, com énfase em hemoparasitoses,
além da analise do parametro do ferro nas diversas causas de anemia, e o titulo é: "Diagnostico
das anemias em cées e a correlagdo com o metabolismo do ferro”. No terceiro capitulo foram
incluidos os cdes com suspeita de anemia hemolitica imunomediada; com titulo “Diagnéstico
e prognostico da anemia hemolitica imunomediada em cdes”, refere-se a titulagdo de anticorpos
anti-eritrocitarios por meio do Teste de Coombs, indice de mortalidade e avaliag@o de fatores

prognosticos da doenga.

1.1 HIPOTESES

Além da ADI, outras causas de anemia podem influenciar no metabolismo do
ferro dos cées.

A AHIM em cdes possui progndstico ruim, com altos indices de mortalidade.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Este estudo objetivou avaliar o metabolismo do ferro em cdes sadios e estabelecer
valores referenciais com intuito de compara-los com os resultados dos mesmos parametros em

cdes anémicos por diversas causas.
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1.2.2 Objetivos especificos

1- Diagnosticar e classificar as anemias de acordo com a gravidade, resposta da medula

Ossea, indices hematimétricos e resposta leucocitaria,
2- Destacar a importancia da analise morfoldgica eritrocitaria,;
3- Detectar a presenca do DNA de hemoparasitas nos caes;

4- Estabelecer a sequéncia genética de cepas de hemoparasitas diagnosticados por PCR;

5- Detectar anticorpos anti-eritrocitarios por meio do Teste de Coombs.
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2 Capitulo 1: PARAMETROS DE REFERENCIA DO METABOLISMO DO FERRO
EM CAES ADULTOS SAUDAVEIS

RESUMO

A avaliagdo do metabolismo do ferro ¢ importante no auxilio do diagndstico e
entendimento das causas de anemia e nas sobrecargas de ferro. Alguns parametros do ferro
estdo estabelecidos e s3o mensurados na rotina laboratorial veterinaria, porém a ferritina sérica
em cdes foi quantificada por poucos pesquisadores pelo fato de necessitar de reagentes
desenvolvidos especificamente para cada espécie, e que ndo estdo disponiveis comercialmente.
No presente estudo foram determinados os parametros do metabolismo do ferro em cles
saudaveis. Amostras de sangue total e de soro de 43 animais foram utilizadas no estudo. As
metodologias utilizadas para mensuragdo dos parametros do ferro foram colorimetria,
fotometria e turbidimetria, os reagentes utilizados foram desenvolvidos para humanos pela
fabricante Kovalent®. Os valores de referéncia estabelecidos foram: ferro sérico = 28,5 a 267,2
ug/dL; ferritina = 19,4 a 93,5 ng/mL; transferrina = 33,8 a 610,3 mg/dL; capacidade de fixacdo
do ferro = 55,6 a 471,8 mg/dL; capacidade total de liga¢do do ferro = 48,3 a 871,8 ug/dL. O
teste piloto da ferritina canina com reagente especifico humano foi validado para o uso em caes.

Palavras-chave: ferro sérico, ferritina, transferrina, capacidade de fixagao do ferro, capacidade
total de ligacdo do ferro, cies saudaveis

ABSTRACT

The evaluation of iron metabolism is important aiding in the diagnosis and
understanding of the causes of anemia and in iron overloads. Some iron parameters are
established and are measured in veterinary laboratory routine, but serum ferritin in dogs has
been quantified by few researchers because it requires reagents developed specifically for each
species and are not commercially available. In the present study, the parameters of iron
metabolism in healthy dogs were determined. Whole blood and serum samples from 43 animals
were used in the study. The methodologies used to measure iron parameters were colorimetry,
photometry and turbidimetry; the reagents used were developed for humans by the
manufacturer Kovalent®. The established reference values were: serum iron = 28.5 t0 267.2 ug
/ dL; ferritin = 19.4 to 93.5 ng / mL; transferrin = 33.8 to 610.3 mg / dL; iron fixing capacity =
55.6 to 471.8 mg / dL; total iron binding capacity = 48.3 to 871.8 ug / dL. The canine ferritin
pilot test with specific human reagent has been validated for use in dogs.

Key words: serum iron, ferritin, transferrin, iron binding capacity, total iron binding capacity,
healthy dogs.

2.1 INTRODUCAO

O ferro € um elemento essencial para o organismo, pois participa da formagdo do
colageno, dos neurotransmissores, hemoglobina e mioglobina, sintese de DNA e RNA, enzimas

(catalase e citocromos), entre outros; além de ser importante no metabolismo energético e



21

funcdo do sistema imune. O ferro € oriundo da dieta e da degradagdo da hemoglobina, que

ocorre no processo fisiologico monocitico-fagocitario MCCOWN e SPECHT, 2011).

O ferro ¢ absorvido no intestino delgado, e a sua absor¢do ¢ mediada pelo hormdnio
hepcidina, no plasma o ferro liga-se as proteinas (principalmente transferrina) para ser
transportado pelo organismo. Cerca de 75% do ferro ¢é transportado para medula 0ssea para
formag@o da hemoglobina no processo de eritropoese; a porcentagem restante sera armazenada
no figado e bago, na forma de ferritina, € também na medula 6ssea como hemossiderina. No
processo monocitico-fagocitario, os macrofagos lisam as hemacias senescentes, degradam a
hemoglobina e liberam o ferro na circulagdo sanguinea, sendo pouca quantidade destinada ao
armazenamento. A hepdicina ¢ o hormonio regulador da absor¢do do ferro, e os fatores que
influenciam sua concentragdo sdo: quantidade de ferro circulante e armazenado, eritropoiese,

hipoxia tecidual e inflamag¢do. (HARVEY, 2008; PANTOPOULOS, 2012; BOHN, 2015).

Uma pequena quantidade de ferro € necessaria para todas as células, porém a maioria
deste ¢ utilizada para produc¢do de hemoglobina pelos precursores eritroides, portanto uma
deficiéncia deste mineral tem a anemia como principal consequéncia (MCCOWN e SPECHT,
2011). A sobrecarga de ferro ¢ toxica as células, pois por meio da reagdo de Fenton, elétrons
sdo doados para producdo de radicais hidroxilas, os quais quando livres causam danos
oxidativos ao DNA, proteinas e lipideos, resultando em perda de fun¢do e morte celular

(ORINO e WATANABE, 2008).

Determinadas enfermidades tém como caracteristica promover alteracdo do
metabolismo do ferro, como por exemplo a doenga inflamatoria, desvio portossistémico e

anemia hemolitica, entre outras (HARVEY, 2008; CHIKAZAWA et al., 2013).

O metabolismo do ferro ¢ avaliado por meio de exames bioquimicos, que mensuram
quantitativamente o ferro que estd presente no soro, sendo transportado ou estocado no

organismo (HARVEY, 2008).

A concentragdo plasmatica do ferro sérico indica a quantidade deste na circulagdo ligado
a proteina transportadora. O método colorimétrico € o mais utilizado para mensurar o ion; esta
metodologia pode ser baseada em dois fatores: interagdo com um reagente formando um
complexo colorido; ou entdo pela liberagdo de ions férricos pela transferrina seguida da redugio
dos mesmos por acido ascorbico. Outro método possivel de ser utilizado € a coulometria, que
mensura em solugdo salina, a quantidade de carga elétrica necessaria para oxidar o metal. A

eletropositividade do ferro € um valor conhecido, portanto a concentragdo deste € proporcional
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a quantidade de corrente utilizada. Apesar de ser muito sensivel e utilizar pouca quantidade de
amostra, ndo ¢ utilizado atualmente, porque o equipamento necessario ndo ¢ mais produzido

(ANDREWS, 2010).

A ferritina € considerada a reserva corporea intracelular do ion, sendo possivel ser
mensurada no soro do paciente. Ja a hemossiderina, ¢ uma forma de reserva insoluvel do ferro
e sO pode ser detectada em tecidos ou c€lulas coradas. Portanto, o ferro armazenado pode ser
avaliado tanto pela dosagem de ferritina sérica quanto pela presenca de hemossiderinas em
macrofagos em aspirados da medula 6ssea. E importante ressaltar que a ferritina é espécie-
especifica e considerada uma proteina de fase aguda positiva, ou seja, tende a estar elevada em
processos inflamatorios (CHIKAZAWA, 2013; THRALL, 2015). A ferritina € composta por
duas subunidades com funcionalidades diferentes: a subunidade do tipo coragdo (H) possui
atividade da ferroxidase e € essencial na incorporacdo do ferro; ja a subunidade do tipo figado
(L) ndo possui ferroxidase e esta relacionada com a habilidade de absorver mais ferro. H4 alta
homologia nas cadeias de aminoacidos entre a ferritina humana e canina (H=96% e L=86%),
com diferente propor¢do entre as subunidades em cada espécie. (ORINO ef al., 2005). A
quantificagdo da ferritina € importante principalmente para diferenciar anemias por deficiéncia
do ferro de anemias de origem inflamatoria, ja que o valor do ferro sérico em ambos os casos

estara diminuido (MEDEIROS, 2013).

A transferrina ¢ a principal proteina plasmatica transportadora do ferro, portanto ¢
reportada indiretamente como a capacidade total de ligagdo deste e representa a concentragdo
maxima em que as proteinas séricas sdo capazes de ligar; possui habilidade de ligagdo com um
ou dois fons de ferro férrico (Fe?). E considerada uma proteina de fase aguda negativa, ou seja,
tende a estar diminuida na presenca de inflamag@o, e pode, portanto, mascarar a deficiéncia do
ferro. Altas concentragdes estdo relacionadas a doenga hepatica cronica ou sobrecarga de ferro

(PIRES ef al., 2011; BOHN, 2015).

A capacidade total de ligagdo do ferro propriamente dita indica a quantidade total de
transferrina (apotransferrina, monotransferrina e transferrina diférrica) presente no soro, sendo
importante ressaltar que existem quantidades insignificantes de ferro que estdo ligadas a outros
tipos de proteinas. Seu valor € um pouco mais elevado que o da transferrina pois uma mesma
proteina pode estar ligada a mais de um ion. Na inflamag@o encontra-se normal ou diminuida e
especialmente nos cdes parece ndo sofrer interferéncia quando ha deficiéncia de ferro, porém

esta elevada na hepatopatia cronica (HARVEY, 2008).
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A capacidade de fixagdo do ferro determina a quantidade ndo-saturada do metal; e o
indice de saturagdo da transferrina ¢ calculado dividindo o ferro sérico pela capacidade total de

ligag@o do mesmo e entdo multiplicando por 100 (HARVEY, 2008; BOHN, 2015).

No hemograma as alteragdes causadas pela deficiéncia de ferro estdo principalmente
relacionadas a anemia (hematocrito e hemoglobina abaixo do valor de referéncia), porém o
diferencial estd na observacdo das hemacias no esfregago sanguineo: hemacias microciticas ou
hipocromicas, decorrentes da sintese deficiente de hemoglobina;, além de alteragcdes

morfologicas das hemadcias (queratdcitos e esquistocitos) (HARVEY, 2008).

A determinac¢do dos parametros do ferro € muito importante para o entendimento das
causas e efeitos nos cdes anémicos. No Brasil, o tema ainda € pouco estudado, necessitando de
mais publicagdes sobre a avaliagdo do metabolismo do ferro de cédes saudaveis; além de néo
existirem reagentes especificos veterinarios disponiveis comercialmente. O ferro sérico e
capacidade de fixagdo do ferro ja sdo dosados nos laboratorios veterinarios brasileiros com
reagentes desenvolvidos para humanos, validados para uso em cdes em estudos cientificos
anteriores; porém a ferritina canina sé foi detectada pelo método imunoenzimatico (ELISA) por
pesquisadores dos EUA (WEEKS ez al., 1988, ANDREWS e WEEKS, 1992), Espanha (LISTE
et al., 1994) e Japdo (WATANABE et al., 2000; CHIKAZAWA et al., 2013), com kit
diagndstico espécie-especifico desenvolvido especialmente para o estudo, ndo estando

disponivel para comercializagio.

Os objetivos do presente estudo foram determinar a concentracdo sérica de ferritina
utilizando reagente humano, por ensaio turbidimétrico, e estabelecer os intervalos de referéncia

de todos os parametros do metabolismo do ferro em cées saudaveis adultos.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR), de acordo com o

protocolo nimero 101/2017 (ANEXO).
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2.2.2 Amostras

Foram utilizadas amostras de sangue de cdes provenientes da rotina clinica do
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana, e do My Pets

Laboratorio Veterinario, localizado na regido metropolitana de Curitiba — PR.

O paciente foi submetido a contencgdo fisica e a amostra de sangue foi coletada por
venopun¢do jugular e acondicionada em frascos estéreis com anticoagulante (EDTA) para
realizagdo do hemograma; e frascos estéreis sem anticoagulante, para obten¢do do soro. Os
tubos sem anticoagulante foram centrifugados e os soros foram separados e congelados a -20°C

para realizag@o dos parametros do ferro.

Amostras de soro com lipemia e hemolise foram descartadas, para evitar erros pré-

analiticos.
2.2.3 Selegdo de animais

Foram selecionados para o estudo 43 cédes adultos saudaveis, com idades entre 1 ¢ 9
anos, ambos os sexos e diferentes ragas. Amostras de sangue foram encaminhadas aos
laboratérios citados com a finalidade de realizar exames de rotina destes pacientes ou para

analise pré-operatoria (ovariohisterectomia ou orquiectomia eletivas).

Os critérios de inclusdo neste estudo foram: apresentar avaliagdo clinica (historico,
anamnese ¢ exame fisicos) sem alteragdes: auséncia de inflamagdo e ectoparasitas, mucosas
normocoradas, frequéncias respiratoria e cardiaca normais, linfonodos normais, temperatura

corpdrea normal. Apresentar exames hematologicos e bioquimicos (hepatico e renal) normais.
2.2.4 Analises Laboratoriais
2.2.4.1 Hemograma e avaliagdo do esfregago sanguineo

O hemograma foi realizado em analisador hematologico automéatico (Mindray BC 2800
Vet®), para determinacdo de numero de eritrocitos e leucocitos, e da hemoglobina. A extensao
sanguinea foi realizada em menos de 2 horas pos coleta e corada com Pandtico Rapido
(Newprov®). As leituras das laminas foram realizadas em microscopio optico em objetiva de
100X. O hematdcrito foi determinado pela técnica de microhematocrito e a proteina plasmatica

total foi determinada por refratometria.

Na extensdo sanguinea foi realizada a contagem diferencial dos leucécitos e estimativa da

contagem plaquetaria.
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2.2.4.2 Analises bioquimicas

Os exames bioquimicos foram realizados em analisador bioquimico automatico Mindray
BS 200®, as metodologias empregadas foram: colorimetria, UV enzimatico, UV cinético e
imunoensaio turbidimétrico; foram utilizados reagentes das fabricantes Labtest® e Kovalent®.
Como ndo ha grande variedade de reagentes especificos veterinarios disponiveis no mercado,

optou-se pela utilizagdo de reagentes de uso humano em caso de indisponibilidade.

Foram realizadas quantifica¢des de uréia, creatinina, ALT, fosfatase alcalina, proteinas

totais e fragdes, ferro sérico, transferrina, ferritina e capacidade de fixagdo do ferro.
2.2.4.2.1 Uréia

O sistema utilizado foi enzimatico para determinagdo da uréia por fotometria em
ultravioleta usando cinética de dois pontos (tempo fixo), da marca Labtest® de uso veterinario.
A uréia ¢ hidrolisada pela urease produzindo amoénia e dioxido de carbono. A amoénia reage
com o 2-cetoglutarato ¢ NADH em uma reacdo catalisada pela glutamato desidrogenase

(GLDH), promovendo a oxidagdo do NADH a NAD.
2.2.4.2.2 Creatinina

O reagente utilizado foi Labtest® de uso exclusivo veterinario. A determinagdo
quantitativa da creatinina ¢ por meio de reacdo cinética de dois pontos, por método
colorimétrico utilizando picrato alcalino — Jaffé. A creatinina reage com o picrato alcalino

formando um complexo de cor vermelha.
22423 ALT

A metodologia cinética foi empregada para determinar a ALT nas amostras, utilizando
reagente especifico veterinario da marca Labtest®. A ALT catalisa especificamente a
transferéncia do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, com formagdo de glutamato e
piruvato. O piruvato € reduzido a lactato por agdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto

que, a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD.
2.2.4.2 4 Fosfatase alcalina

Por meio de metodologia colorimétrica (Bowers e Mc Comb modificado) do reagente de
uso veterinario da marca Labtest®, a fosfatase alcalina foi quantificada por modo cinético. A
fosfatase alcalina do soro em pH alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol

e fosfato inorganico.
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2.2.4.2.5 Proteinas Totais e Fra¢des (albumina e globulina)

Os reagentes utilizados foram Labtest®. A Albumina ¢ especifica veterinaria e as Proteinas

Totais de uso humano.

Na determinagdo da albumina foi utilizado o método colorimétrico (verde de bromocresol)
para quantificagdo no soro por reagdo de ponto final. A albumina tem a propriedade de se ligar
a uma grande variedade de anions organicos e moléculas complexas de corantes. O sistema de
mensuracgio baseia-se no desvio do pico de absortividade méxima de um corante complexo

(verde de bromocresol) quando este se liga a albumina.

As Proteinas Totais foram determinadas por método colorimétrico (Biureto), por reacdo de
ponto final. Os ions cobres em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem com as ligagdes

peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura.
2.2.4.2.6 Ferro sérico

A determinagdo do ferro sérico foi realizada por método colorimétrico utilizando Ferene,
utilizando reagente Ferro Ferene da marca de uso humano, Kovalent®. O ferro ligado a
transferrina € liberado em meio acido na forma de ferro férrico e € entdo reduzido a ferro ferroso

na presenga de acido ascorbico.
2.2.4.2.7 Transferrina

A determinag@o quantitativa da transferrina foi feita a partir de imunoensaio turbidimétrico.
A reagdo ¢ baseada em antigeno-anticorpo, por método de ponto final. O anticorpo utilizado ¢
o policlonal de cabra anti-transferrina humana estabilizada em salina Azida s6dica (0,95 g/dL).

O reagente utilizado foi Kovalent® de uso humano.
2.2.4.2 8 Ferritina

O reagente utilizado (Kovalent®, de uso humano) para determinagdo quantitativa de
ferritina € uma suspensdo de particulas de latex de poliestireno de tamanho uniforme revestidas
com IgG de coelho anti-ferritina humana. Quando uma amostra contendo ferritina ¢ misturada
com o reagente, uma reacdo nitida de aglutinagdo ocorre, que ¢ mensurada pela técnica de

imunoensaio turbidimétrico.
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2.2.4.2.9 Capacidade de Fixagdo do Ferro

O reagente utilizado foi da marca Kovalent® de uso humano. A metodologia utilizada ¢
fotométrica com Ferene. A reacgdo baseia-se em uma concentra¢do conhecida de ions ferrosos,
que ¢ incubada com o soro do paciente, e irdo se ligar especificamente com a transferrina nos
sitios de ligago do ferro insaturado. Os ions ferrosos ndo ligados sdo medidos pela reagdo com

Ferene.
2.2.4.2.10 Capacidade Total de Ligacdo do Ferro

A capacidade total de ligagdo do ferro foi obtida a partir do valor da transferrina, baseada

na formula:
Transferrina = C1LF x 0,7
2.2.4.2.11 Indice de saturacdo da transferrina
O indice de saturagdo da transferrina foi calculado a partir da férmula:
IST= Ferro sérico/CTLF x 100
2.2.5 Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do freeware Reference Value
Advisor V2.1, seguindo os conceitos pré-estabelecidos pelo Comité de Garantia de Qualidade
e Padrdes de Laboratorio (QALS) da Sociedade Americana de Patologia Clinica Veterinaria
(ASVCP) (GEFFRE, A. et al, 2011). O software Action Stat 3 foi utilizado para transformacdes

dos dados que ndo foram realizados pelo Reference Value Advisor V2.1.

No Reference Value Advisor 2.1 foram utilizados métodos paramétricos para estatistica
descritiva dos dados (média, mediana, desvio padrdo, minimo, méaximo). Foi realizado o teste
de normalidade por meio da estatistica de Anderson-Darling para verificar se os dados seguem
uma distribui¢do normal avaliando o valor do p; a distribui¢do ndo foi considerada normal se p
< 0,05, e nestes casos especificos os dados foram transformados pelo método Box-Cox para
obter o valor de p > 0,05. A identificagdo de possiveis outliers ocorreu pela andlise dos
histogramas e confirmada pelos métodos de Tukey e Dixon-Reed; histogramas foram

delineados de acordo com os resultados obtidos.

Os intervalos de referéncia das variaveis foram determinados usando teste ndo

paramétrico, com intervalo de confianga de 90%, por método de Bootstrap.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros do metabolismo do ferro estdo apresentados na Tabela 1. Nas analises do
ferro, ferritina e transferrina os testes de Tukey e Dixon-Reed ndo detectaram outliers. Porém,
um outlier foi detectado pelo método de Tukey na analise da Capacidade de Fixagdo do Ferro,
e optou-se por descartd-lo, mesmo sendo de um animal saudavel, por ser realmente valor
discrepante observado no histograma; cinco outliers foram detectados por ambos os testes para
a o Indice de Saturagdo da Transferrina. Esse parametro foi excluido do estudo pois o nimero

de amostras era incompativel (<40) com a utilizacdo de métodos estatisticos ndo-paramétricos.

Tabela 1: Valores estatisticos descritivos dos parametros do ferro em cies saudaveis.

Ferro Sérico Ferritina Transferrina UIBC CTLF
(ng/dL) (ng/mL) (mg/dL) (mg/dL) (ng/dL)

N (amostras) 43 43 43 42 43
Média 120,6 43,8 185,4 252,6 264,9
Mediana 104,9 40,9 151,2 260,1 216
Desvio
padrio 58,5 14,8 139,5 96,8 199,2
Minimo 26 19,3 33,52 54,8 479
Méximo 271,2 96 621,14 477 887,3

Intervalo de
28,5-267,2 19,4 -93,5 33,8-610,3 55,6- 471,8 48,3 - 871,8
Referéncia

UIBC: Capacidade de Fixagdo do Ferro; CTLF: Capacidade Total de Ligagdo do Ferro.

Os histogramas com distribui¢do normal dos dados estdo apresentados nas figuras de 1

as.
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Figura 1: Histograma do ferro sérico em cies sadios sem transformaciao dos dados.
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A linha cor-de-rosa (curva) representa a distribuicdo normal, barras verticais sdo limites de

referéncia, com seus intervalos de confianga de 90% como linhas pontilhadas.

Figura 2: Histograma da ferritina em cies saudaveis sem transformacao dos dados.
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A linha cor-de-rosa (curva) representa a distribui¢do normal; barras verticais sdo limites de

referéncia, com seus intervalos de confianga de 90% como linhas pontilhadas.
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Figura 3: Histograma da transferrina em caes sadios apos transformacio Box Cox.
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A linha cor-de-rosa (curva) representa a distribui¢do normal; barras verticais sdo limites de

referéncia, com seus intervalos de confianga de 90% como linhas pontilhadas.

Figura 4: Histograma da Capacidade de Fixacio do Ferro em cies sadios sem

transformacao dos dados.
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A linha cor-de-rosa (curva) representa a distribui¢do normal; barras verticais sdo limites de

referéncia, com seus intervalos de confianga de 90% como linhas pontilhadas.



31

Figura S: Histograma da Capacidade Total de Ligacio do Ferro em caes sadios apés

transformacao Box Cox.
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A linha cor-de-rosa (curva) representa a distribui¢do normal; barras verticais sdo limites de

referéncia, com seus intervalos de confianga de 90% como linhas pontilhadas.

No presente estudo o valor do ferro sérico variou de 28,5 a 267,2 ug/dL. No estudo
de PIRES eral. (2011), com 120 cdes saudaveis, de ambos os sexos, jovens e adultos, os valores
médios para ferro sérico foram de 136,6 ng/dL e 154,3 ug/dL para adultos, machos e fémeas,
respectivamente, utilizando método colorimétrico. Em 1994, LISTE ef al. determinaram os
valores de referéncia de 138 a 230 ng/dL. em oito cdes da raga Beagle, por meio do método
colorimétrico com batofenantrolina. No presente estudo foi utilizada a mesma metodologia de
PIRES et al. (2011), porém a marca comercial do reagente foi diferente dos dois estudos
supracitados (reacdo baseada em fatores diferentes) e a quantidade de animais também foi
distinta, sendo a possivel explicagdo para a variagdo do intervalo e valores médios entres os
trabalhos. Porém ao avaliarmos os valores dos outros autores baseado no intervalo de referéncia

estabelecido no presente estudo, os resultados mostram-se dentro dos limites referenciais.

WEEKS ef al. (1988), determinaram o intervalo de 33 a 147 ug/dL para o mesmo ion
em 95 cdes, por coulometria, sendo este valor adotado como referéncia pelo Laboratério de
Diagnostico da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade do Estado do Kansas. O
valor méximo referencial do presente estudo € aproximadamente 1,8 vezes maior do encontrado

por WEEKS ef al., podendo-se atribuir esta diferenca de resultados as metodologias diferentes.
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O estudo desenvolvido por CHUNG ef al. (2016) que objetivou estabelecer valores de
referéncia para diversos parametros em 38 cédes sadios demonstrou uma meédia do ferro sérico
de 150 ug/dL, e intervalo de referéncia de 43 a 258 pg/dL. Tais pesquisadores utilizaram a
mesma metodologia deste trabalho, inclusive a estatistica realizada pelo mesmo freeware, e 0s

resultados foram semelhantes.

No presente estudo o valor da ferritina variou de 19,4 a 93,5 ng/mL. A ferritina nos caes
sO conseguiu ser avaliada em estudos anteriores por pesquisadores que desenvolveram um kit
especifico para a espécie, visto que sua mensuragio ¢ baseada em métodos imunolégicos. Em
1992, ANDREWS e WEEKS quantificaram a proteina canina em 61 animais saudaveis; a
técnica por ELISA utilizou dois anticorpos monoclonais de ratos em um arranjo sanduiche: um
anticorpo anti-ferritina canina capta a ferritina do soro, enquanto o outro é usado como
indicador no ensaio cinético, obtendo valor médio de 252 ng/mL e intervalo de referéncia de
80 a 800 ng/mL. LISTE ef al. (1994) determinou média de 155,7 ng/dL e intervalo de 80 a 280

ng/dL, utilizando método ELISA com anticorpos monoclonais SD5S6F7 anti-ferritina canina.

Foi realizado um estudo por WATANABE e7 al. (2000) em 51 cdes saudaveis
semelhante aos supracitados, porém utilizando anticorpos de coelhos anti-ferritina de figado de
ratos, e obteve como média 479 ng/mL e intervalo de 298 a 959 ng/mL. CHIKAZAWA et al.
(2013) publicou estudo em que dosou a ferritina em 163 cées sadios, por meio da técnica ELISA
em sanduiche, mas utilizou anticorpo policlonal de coelho anti-ferritina cardiaca canina e como

padrdo a propria ferritina cardiaca canina; a média das concentragdes proteicas foi 789 ng/mL.

O presente estudo quantificou a ferritina canina utilizando reagente comercial por
imunoensaio turbidimétrico com anticorpos de coelho anti-ferritina humana. Tal ensaio nunca
foi testado em amostras séricas de cdes, até o presente momento. A possivel justificativa para a
deteccdo de ferritina de cdo com reagente humano ¢ a alta homologia das cadeias de
aminoacidos entre as espécies, conforme relatado por ORINO e WATANABE (2008), tornando
esta técnica viavel especificamente para o reagente testado. Os valores médios da concentragdo
proteica e intervalo de referéncia foram inferiores aos estudos anteriores pela diferenca de

metodologia empregada nos mesmos.

O intervalo referencial estabelecido no presente estudo para transferrina foi 33,8 a610,3
mg/dL. A dosagem de transferrina em c@es foi relatada pelos mesmos autores que mensuraram
o ferro sérico. O valor médio descrito por PIRES ez al. (2011) fot 257,8 mg/dL. Em tal estudo,

primeiro foi determinada a Capacidade Total de Ligacdo do Ferro a partir da férmula: Ferro
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sérico + Capacidade de Fixacdo do Ferro; com o valor da CTLF ja estabelecido, aplicou-se
outra formula para chegar ao valor da Transferrina: CTLF x 0,7. O atual estudo utilizou método
turbidimétrico com anticorpos policlonais de cabras anti-transferrina humana para detectar a
proteina transportadora do ferro, sem a necessidade de calcular pelas formulas supracitadas. Tal
metodologia imunologica confere uma maior acuracia aos resultados e demonstrou uma

variagdo bastante significativa do intervalo referencial quando comparado aos demais autores.

A capacidade de fixacdo do ferro do presente estudo variou de 55,6 a 471,8 mg/dL. O
mesmo parametro foi mensurado por PIRES ez al. (2011) e LISTE et al. (1994) em cées sadios
por método colorimétrico (com ferrozine) e calculo (CTLF menos ferro sérico),
respectivamente. As respectivas médias encontradas foram 223 pg/dL e 132,8 ng/dL; e o
intervalo foi estabelecido de 80 a 204 ng/dL por LISTE ez al. (1994). No presente estudo a
metodologia utilizada foi fotométrica (com ferene) e o valor médio foi semelhante ao
encontrado pelos pesquisadores brasileiros; ja o intervalo de referéncia foi maior do que o
estabelecido por meio de calculos por pesquisadores espanhdis, possivelmente indicando maior

sensibilidade na determinac¢do dos valores por meio de reagentes.

O intervalo referencial estabelecido para a capacidade total da ligagdo do ferro no atual
estudo foi 48,3 a 871,8 ug/dL. Este pardmetro foi relatado por WEEKS ez al. (1988) e PIRES
et al. (2011), sendo o intervalo de referéncia de 282 a 386 ug/dL e a média 368 ug/dL,
respectivamente. A média encontrada neste trabalho foi muito proxima a descrita por PIRES
et al., apesar de ter sido estabelecida por féormulas diferentes; porém o intervalo referencial foi

mais amplo do que o observado pelos pesquisadores americanos.

2.4 CONCLUSAO

A divergéncia entre os valores encontrados neste estudo quando comparados as
publica¢des anteriores refor¢ca a necessidade de estabelecimento de valores referenciais
exclusivos de cada laboratorio de acordo com amostras de pacientes saudaveis, assim como ¢

indicado e realizado por laboratérios humanos.

O teste piloto da dosagem da ferritina canina pelo método turbidimétrico apresentou

bons resultados, mesmo contendo anticorpos ndo-especificos para a espécie em sua
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composi¢do. A utilizagdo de métodos colorimétricos e imunoldgicos foi eficaz para
determina¢do dos parametros do ferro, tornando vélida a utilizagdo destes reagentes humanos

nas analises laboratoriais de cdes.

Portanto, em casos suspeitos de anemia ferropriva ou anemia da doenga inflamatoria
recomenda-se a dosagem dos parametros do metabolismo do ferro associado ao hemograma e

observagdo de alteragdes morfologicas das hemacias.
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3 Capitulo 2: DIAGNOSTICO DAS ANEMIAS EM CAES E CORRELACAO COM O
METABOLISMO DO FERRO

RESUMO

A anemia ¢ frequentemente relatada em cdes na rotina clinica e laboratorial, porém as
causas desta manifestacdo clinica sdo diversas e envolvem diferentes processos patologicos,
revelando a importancia da realiza¢do de exames laboratoriais especificos para classifica-las.
No presente estudo, foram avaliados 219 cdes anémicos provenientes da rotina clinica do
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana (Curitiba -
PR), da Universidade Federal de Santa Catarina (Curitibanos - SC), e do Laboratoério de
Patologia Clinica Veterinaria My Pets, localizado na regido metropolitana de Curitiba — PR. O
principal objetivo deste estudo foi classificar as anemias de acordo com a causa e avaliar o
metabolismo do ferro nestes pacientes. Entre os 219 cdes anémicos selecionados, houve
predominancia de anemia discreta (53,9%), normocitica e normocromica (54,8%), regeneragao
medular leve (37,9%), presenca de poiquilocitose (66,2%), leucograma normal (31,1%) e
valores normais dos parametros do ferro (variando de 79,8 a 86,8%); as doencas infecciosas
foram as principais causas observadas no estudo (41,1%). Foram diagnosticados cinco caes com
Rangelia vitalli, um cdo com Babesia canis vogeli e um cdo com Ehrlichia canis, por método
molecular. Este foi o primeiro estudo a relatar a ocorréncia de Babesia canis vogeli em Curitiba-
PR, e o segundo estudo do Parané a sequenciar Ehrlichia canis. As principais alteragdes do
metabolismo do ferro foram: elevagdo da concentracdo sérica da ferritina constatada nas
doengas infecciosas (hemoparasitoses e infec¢des bacterianas) e neoplasicas; diminui¢do da
concentragdo plasmatica de ferro em cdes com cirrose em estagio terminal e hemorragia ativa.

Palavras-chave: metabolismo do ferro; anemia ferropriva, anemia da doenca inflamatoria;
Rangelia vitalli; Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis.

ABSTRACT

Anemia is frequently reported in dogs in clinical and laboratory routine, but the causes
of this clinical manifestation are diverse and involve different pathological processes, revealing
the importance of carrying out specific laboratory tests to classify them. In the present study,
219 anemic dogs from the clinical routine of the Veterinary Clinical Pathology Laboratory of
the Federal University of Parana (Curitiba - PR) and of the Federal University of Santa Catarina
(Curitibanos - SC), and the Veterinary Clinical Pathology Laboratory, My Pets located in the
metropolitan area of Curitiba - PR. The main objective of this study was to classify the anemias
according to the cause and to evaluate the iron metabolism in these patients. Among the 219
anemic dogs selected, there was a predominance of discrete anemia (53.9%), normocytic and
normochromic (54.8%), mild bone marrow regeneration (37.9%), presence of poikilocytosis
(66,2%), normal leukogram (31.1%) and normal values of iron parameters (ranging from 79.8
to 86.8%); infectious diseases were the main causes observed in the study (41.1%). Five dogs
were diagnosed with Rangelia vitalli, one dog with Babesia canis vogeli and one dog with
Ehrlichia canis, by molecular methods. This was the first study to report the occurrence of
Babesia canis vogeli in Curitiba-PR, and the second Parana study to sequence Fhrlichia canis.
The main alterations in iron metabolism were: elevation of serum ferritin concentration
observed in infectious diseases (hemoparasitoses and bacterial infections) and neoplastic
diseases; decrease in plasma iron concentration in dogs with end-stage cirrhosis and active
hemorrhage.
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Key words: metabolism of iron; iron deficiency anemia; anemia of inflammatory disease;
Rangelia vitalli; Babesia canis vogeli; Ehrlichia canis.

3.1 INTRODUCAO

A anemia € um sinal clinico comum nos animais, com diversas causas, geralmente
devido a hemorragia, hemolise e/ou hipoplasia/aplasia medular (CHIKAZAWA e DUNNING,
2016; CASTILHO et al., 2016). Nao ha dados publicados sobre a prevaléncia da anemia no
Brasil. Segundo um levantamento executado por PIRES (2009), 15,9% de todos os hemogramas
realizados em pacientes do Hospital Veterindrio da Universidade Federal do Parana

apresentavam anemia, evidenciando a frequéncia na rotina clinica veterinaria em Curitiba.

A classificacdo da anemia quanto a resposta da medula éssea € importante para
diagnéstico e definir o prognostico do paciente. Nas anemias ndo regenerativas, ha pouca ou
nenhuma liberag@o de reticuléceitos na circulagdo e consequentemente possuem um prognostico

mais reservado (MEDEIROS e LOCATELLI-DITTRICH, 2014).

As anemias mais graves ocorrem em disturbios primarios na medula éssea, como por
exemplo na mielofibrose cronica. As anemias leves e moderadas sdo decorrentes da supressdo
secundaria da medula 6ssea, como nos casos de anemia da doenca inflamatoria (ADI). Em
animais com distarbios inflamatérios graves ou portadores de neoplasias, € esperada anemia
com gravidade leve a moderada, sendo considerada um problema secundario a tais patologias.
Os animais com anemias intensas sdo intolerantes ao exercicio e apresentam sinais clinicos
como fraqueza, taquipneia marcante com sopro anémico, podendo até ocorrer sincopes (PIRES,
2009). Um estudo realizado na Franga por CHERVIER e7 al. (2012) relatou maior ocorréncia
de anemia em cdes diagnosticados com neoplasias e doencas de origem infecciosa. Ja um estudo
feito na Nigéria pelos pesquisadores USEH ef al. (2003), detectou maior ocorréncia de

infestacdes parasitarias (hemoparasitas e parasitas gastrointestinais).

O metabolismo do ferro ¢ avaliado por meio de anélises bioquimicas que mensuram
quantitativamente o ferro sérico, sendo transportado ou estocado no organismo. A concentragao
plasmatica do ferro sérico indica a quantidade deste na circulagdo ligado a transferrina; os

valores estdo aumentados na anemia hemolitica, sobrecarga de ferro ou administracdo de
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glicocorticoides; e valores diminuidos na anemia ferropriva ou ADI (PIRES ef al., 2011,

CHIKAZAWA et al., 2013).

Hé enfermidades com potencial de promover altera¢do do metabolismo do ferro, como
por exemplo a doenga inflamatoria e o desvio portossistémico. No caso da ADI, sdo diversos
fatores que contribuem para o desenvolvimento da anemia: producdo de mediadores
inflamatorios que inibem a eritropoese, diminui¢do da meia-vida dos eritrocitos e da resposta
da eritropoetina a anemia, além de promover diminui¢do do ferro sérico com o objetivo de
tornar tal mineral indisponivel para proliferacdo de invasores microbianos e células neoplésicas.
Ja nos desvios portossitémicos, primario ou adquirido, cerca de metade dos animais apresentam

diminui¢@o do ferro sérico e ferritina normal ou aumentada (HARVEY, 2008).

A mensuragdo e correlagdo dos parametros do ferro também ¢é importante para
diferenciar a ADI da anemia ferropriva, como mostra o quadro a seguir, adaptado de

CANCADO e CHIATTONE (2002).

Quadro 1: Diferenciacio de ADI e Anemia Ferropriva de acordo com os parametros do

ferro, adaptado de CANCADO e CHIATTONE (2002).

ADI Anemia Ferropriva
Ferro sérico Diminuido ou normal Diminuido
Transferrina Diminuido ou normal Aumentado
IST Diminuido ou normal Diminuido
Ferritina Aumentado ou normal Diminuido

ADI: Anemia da Doenca Inflamatéria; IST: indice de Saturac3o da Transferrina.

Na Medicina Veterinaria, ha poucas publica¢des relacionando a causa da anemia com
alteragOes da cinética do ferro e nenhuma publicacdo brasileira. Tal escassez de informagdes
provavelmente se deve a dificuldade em se estabelecer metodologias e valores referenciais do
ferro, conforme mencionado no Capitulo 1. Sendo assim, os objetivos deste estudo foram
diagnosticar as causas de anemias e avaliar o metabolismo do ferro utilizando como referéncia
os parametros de ferro sérico, ferritina, transferrina, capacidade de fixacdo do ferro e capacidade

total de ligacdo do ferro obtidos em cdes saudéaveis no Capitulo 1; analisar a ocorréncia das
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anemias e classificar conforme a gravidade, indices hematimétricos, regeneragdo medular,

presenca de alteragdes morfologicas eritrocitarias e resposta leucocitaria.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parand (UFPR), de acordo com o

protocolo nimero 101/2017 (ANEXO).
3.2.2 Amostras

Foram utilizadas amostras de sangue de cdes provenientes das rotinas clinicas dos
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana, My Pets
Laboratério Veterinario, localizado na regido metropolitana de Curitiba — PR, e do Laboratério
de Analises Clinicas Veterinarias da Universidade Federal de Santa Catarina, localizado na

cidade de Curitibanos.

Os pacientes foram submetidos a contengdo fisica e as amostras de sangue foram
coletadas por venopunc¢do jugular e acondicionadas em frascos estéreis com anticoagulante
(EDTA), para realiza¢do do hemograma, e frascos estéreis sem anticoagulante, para obtengao
do soro. Os tubos sem anticoagulante foram centrifugados e os soros separados em eppendorfs
e congelados a -20°C para realizagdo dos pardmetros do ferro. O sangue total foi mantido em
refrigeracdo até a analise, dentro de 12 horas. A extensdo sanguinea foi realizada em menos de

duas horas pos-coleta.

As amostras de soro com lipemia e hemolise foram descartadas a fim de anular erros

pré-analiticos.

Os parametros do ferro ndo puderam ser realizados em todos os animais do estudo, por

motivo de amostra insuficiente, lipemia ou hemolise.
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3.2.3 Sele¢do de animais

Foram selecionados para o estudo 219 cdes adultos a idosos, ambos os sexos e diferentes
ragas, e o critério de inclusdo foi apresentar anemia (Hematocrito < 37%, segundo TVEDTEN,

2010) oriunda de diversas causas.
O grupo controle foi composto por 43 cdes adultos saudaveis (Capitulo 1).
3.2.4 Analises Laboratoriais
3.2.4.1 Hemograma

O hemograma foi realizado em analisador hematologico automéatico (Mindray BC 2800
Vet®), para determinag¢do de numero de eritrocitos, leucoeitos, hemoglobina e dos indices
hematimétricos (VCM e CHCM). A extensdo sanguinea foi realizada e corada com Pandtico
Répido (Newprov®), e as leituras das laminas foram realizadas em microscopio dptico em
objetiva de 100. O hematocrito foi determinado pela técnica de microhematdcrito e a proteina

plasmatica total foi determinada por refratometria.

Na extensdo sanguinea foi realizada a contagem diferencial dos leucocitos e contagem de

plaquetas (estabelecendo média por campo).

Os indices hematimétricos foram classificados de acordo com os intervalos referenciais
estabelecidos por RIZZI et al. (2010): Volume Corpuscular Médio (VCM) de 60-77 fl; e
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) de 32-36%.

3.2.4.2 Analise do esfregaco sanguineo e da extensdo da capa leucocitaria

Na analise dos eritrocitos foi realizada a leitura e avaliagdo, considerando-se cor, tamanho,
forma, distribui¢do, células precursoras (nucleadas), inclusdes nas heméacias, como corpusculos
de Heinz e Howell-Jolly, variagdes no tamanho (anisocitose, microcitose, macrocitose), cor
(policromatofilia e hipocromia). Foi realizada leitura microscopica da lamina em 10 campos e
realizada a média dos valores encontrados; os resultados foram expressos em nuimero por

campo.

A analise da morfologia dos eritrocitos foi criteriosa, identificando a poiquilocitose:
esquistdcitos (fragmentos de hemadcias), ceratocitos (fragmentos de hemécias com espiculos);
acantocitos (hemacias com espiculos irregulares); esferdcitos (hemacias sem palidez central);,

excentrocitos (heméacia com desvio de hemoglobina).
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A analise da capa leucocitaria foi realizada por meio do esfregago da capa de leucécitos,
obtida pela centrifugacdo do sangue em capilares de microhematdcrito. A camada leucocitaria
foi retirada do capilar, para realizar o esfregaco. A coloragdo foi com kit Panotico Rapido
(Newprov®) e a leitura das 1aminas foi em microscopio dptico em objetiva de imersdo (100x)

avaliando a presenga de hemoparasitas.

3.2.43 Contagem de reticulécitos e classificacdo da regeneracdo da medula

ossea

Para contagem de reticulocitos foi utilizado o método de coloragdo supravital com azul de
cresil brilhante: o sangue com EDTA foi misturado com o corante novo azul de metileno
(proporgdo 1:1), incubado em banho-maria a 37°C por 15 minutos e o esfregago sanguineo foi
realizado. Os reticulocitos sdo eritrocitos com precipitados em forma de corddes (agregados)
ou esparsos (pontilhados). Foram contados os reticulécitos presentes em um total de 1000

hemacias, apresentando o resultado em porcentagem (TVEDTEN, 2010).

A partir do resultado obtido, o grau de resposta medular canina foi classificado segundo

TVEDTEN (2010), descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Classificagdo do grau de resposta medular baseada na porcentagem de reticulécitos em

cdes, desenvolvida por TVEDTEN (2010).

Grau de resposta medular Reticuldcitos
(%)
N3o regenerativa Até 1%
Regenerativa leve 1-4%
Regenerativa moderada 5-20%
Regenerativa intensa 21 -50%

Para os animais classificados com anemia ndo regenerativa foi avaliada a presenca de
policromatofilos nas laminas coradas com Pandtico Rapido no hemograma inicial e repetido
trés a cinco dias apds, com o intuito de comparar os resultados e confirmar o grau de

regeneragdo medular.
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3.2.4.4 Gravidade da anemia

A anemia foi classificada em leve, moderada, grave e muito grave conforme o valor do

hematocrito do paciente, segundo TVEDTEN (2010), descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Classificacdo da gravidade da anemia baseado no valor do hematocrito em cies,

desenvolvida por TVEDTEN (2010).

Gravidade da anemia Hematdcrito
(%)
Leve 30-37%
Moderada 20 —-29%
Grave 13-19%
Muito Grave <13%

3.2.4.5 Avaliagdo da resposta leucocitaria

A resposta leucocitaria foi determinada avaliando o leucograma do paciente e classificada
de acordo com REBAR e METZGER (2001) em: inflamag¢des aguda, cronica e grave; e
leucogramas de estresse e mediado por catecolaminas, descritos no Quadro 2. A presenca de
alteragOes toxicas em neutrofilos (basofilica citoplasmatica, granulagdo toxica e corpusculos

de Dohle) foram avaliadas na extensdo sanguinea dos pacientes.
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Quadro 2: Classifica¢do da resposta leucocitdria em cdes, adaptado de REBAR e METZGER, 2001.

Resposta Nuamero de Neutroéfilos Neutroéfilos Linfocitos Mondcitos  Eosindfilos Neutroéfilos
leucocitaria Leucécitos  Segmentados  Bastonetes (1000 a (150 a (100 a toxicos
Totais (3000 a (0 a 300) 4800) 1350) 1250)
(6000 a 11500)
17000)
Inflamagao Aumentado Aumentado Aumentado  Diminuido Variavel Variavel Presente
Aguda ou normal
Inflamagao Aumentado Aumentado Aumentado Aumentado Variavel Variavel Presente
Cronica ou normal ou normal ou normal ou normal
Inflamagéo Diminuido Diminuidoou  Aumentado Diminuido Variavel Variavel Presente
Grave normal ou normal
Leucocitose ~ Aumentado Aumentado Normal Aumentado  Normal Normal Ausente
excitatoria
Leucograma Aumentado Aumentado Normal Diminuido Aumentado Diminuido  Ausente
de estresse ou normal

3.2.4.6 Analises dos parametros do ferro

As metodologias dos exames dos pardmetros do ferro e os respectivos valores referenciais

utilizados estdo descritos no Capitulo 1.
3.2.5 Sorologia e Biologia Molecular

Foi realizado o diagnostico de hemoparasitoses em 37 cdes no presente estudo. Esses caes
foram diagnosticados baseados na presenca do parasito intracelular em esfregaco sanguineo,
sorologia ou método molecular. Os cdes apresentavam sinais clinicos como anemia e

esplenomegalia, além de presenca de carrapatos no exame fisico ou relatado pelo tutor.
3.2.5.1 Sorologia para Ehrlichia canis por Imunofluorescéncia Indireta

A sorologia para detec¢do de anticorpos IgG para Ehrlichia canis pelo método de
imunofluorescéncia indireta foi realizada em 35 cl3es anémicos com suspeita de
hemoparasitoses. Os critérios de inclusdo para realizacdo da sorologia foram: alteragdes
clinicas, laboratoriais, € em alguns casos evidéncia dos parasitas no esfregaco sanguineo ou

capa leucocitaria.

O antigeno utilizado na reagdo foi “Cuiaba#1” conforme AGUIAR et al. (2007), as
amostras de soro dos cdes foram diluidas em PBS (solugdo salina tamponada) partindo-se da

dilui¢do inicial de 1:40.

Os exames de anticorpos IgG contra Ehrlichia canis foram realizadas no Laboratorio de

Virologia e Rickettsioses da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).
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3.2.5.2 Sorologia para Babesia canis por Ensaio Imunoenzimatico Indireto

(ELISA)

Amostras de soro de sete cdes anémicos com suspeita de hemoparasitas, com os mesmos
critérios de inclusdo supracitados, foram testadas pelo método de ELISA

utilizando o kit comercial: IMUNOTESTE® - BABESIA (ELISA) - CANINO da Imunodot

Diagnosticos®, seguindo as instrugdes do fabricante.

As detecgdes de anticorpos por ELISA anti-Babesia canis foram realizadas no

Laboratério de Virologia e Rickettsioses da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT).
3.2.5.3 Snap 4DX Plus

O teste rapido Snap 4DX Plus fabricado pela Idexx® foi o meio diagnostico utilizado
para detectar por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) hemoparasitas em dois cdes no
presente estudo. Este teste detecta quatro tipos de hemoparasitas: Ehrlichia sp., Anaplasma sp.,

Doenca de Lyme e Dirofilariose.
3.2.5.4 Biologia Molecular

Foram selecionados 33 c@es com suspeita de hemoparasitas para realizagdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os critérios de inclusdo utilizados foram os mesmos para a
realizag@o da sorologia. As amostras de sangue com EDTA dos pacientes foram centrifugadas
a 3000 rpm por 5 minutos, o plasma foi descartado e o concentrado de hemacias foi congelado
a -20°C para posterior extracdo do DNA. As analises de PCR para Babesia sp. e Ehrlichia sp.
foram realizadas no Laboratério de Virologia e Rickettsioses da Universidade Federal de Mato

Grosso (UFMT).
PCR para Babesia sp.

Primeiramente, o DNA gendmico foi extraido utilizando o Wizard® Genomic DNA

Purification Kit (Promega) conforme orienta¢des do fabricante.

A PCR foi realizada utilizando 0s primers BAB143-167
(CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA) e BAB694-667
(GCTTGAAACACTCTARTTTCTCAAAG) conforme ALMEIDA (2011), obtendo-se um
fragmento de 551 pares de bases do gene 18S rRNA de Babesia sp. A reagdo de amplificagio
foi realizada com 2,5 microlitros do DNA, 12,5 microlitros de GoTaq® Green Master Mix

(Promega), 1 microlitro de cada primer e 8 microlitros de agua estéril, totalizando 25
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microlitros. No termociclador, as condi¢des para a PCR foram de 5 minutos a 95°C, 35 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 61°C, 1 minuto a 72 °C, seguido de uma extensao final
de 7 minutos a 72 °C. Os controles positivos e negativos (agua Milli-Q®) foram inseridos na
PCR. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado

com GelRed™ e examinados por transiluminagdo UV.
PCR para Ehrlichia sp.

O DNA gendmico foi extraido conforme descrito acima. As amostras de DNA foram
submetidas entdo, a um protocolo de PCR utilizando os primers dsb330
(GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT) e usb729
(CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT) de acordo com AGUIAR et al., 2007, obtendo-
se um fragmento de 409 pares de bases do gene dsb do género FEhrlichia. A reagdo de
amplificacdo foi realizada com 2,5 microlitros do DNA, 12,5 microlitros de GoTaq® Green
Master Mix (Promega), 1 microlitro de cada primer e 8 microlitros de dgua estéril, totalizando
25 microlitros. No termociclador, as condi¢des para a PCR foram de 5 minutos a 95°C, 35 ciclos
de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72 °C, seguido de uma extensdo final de
72 °C por 5 minutos. Os controles positivos e negativos (agua Milli-Q®) foram inseridos na
PCR. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado

com GelRed™ e examinados por transiluminagido UV.
3.2.5.5 Sequenciamento genético

Os produtos da PCR de amostras positivas foram sequenciados. Obteve-se uma amostra
positiva para Ehrlichia sp.; e seis para Babesia sp. O sequenciamento genético da Babesia sp.
foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT); ja a Ehrlichia sp. foi sequenciada em laboratério comercial localizado em Botucatu-

SP.
3.2.6 Classificagdo da causa da anemia

As causas da anemia foram determinadas correlacionando dados dos exames: clinico,

laboratorial e ultrassonografico.

O diagnostico de hemoparasitas foi baseado na sua presenca nas células (leucocitos e
hemacias) no exame da capa leucocitaria, deteccdo de anticorpos por sorologia pela técnica de
imunofluorescéncia indireta e teste rapido Snap 4DX Plus (Idexx®) ou detecc¢do de antigeno

pelo método PCR. Os cdes com cinomose foram diagnosticados pela presenga de Corpusculos
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de Lentz em esfregaco sanguineo, ou por detec¢do de antigeno pelo método de
imunocromatografia (Alere®). Os animais com neosporose foram diagnosticados por
Imunofluorescéncia Indireta realizada no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital

Veterinario da Universidade Federal do Parana.

As doengas endocrinas foram diagnosticadas pela dosagem hormonal sérica por método
radioimunoensaio em laboratorio comercial. Para o diagnéstico de diabetes mellitus os animais
deveriam apresentar concentracdes elevadas da glicose e frutosamina, além de glicosuria. O
hipotireoidismo foi diagnosticado pela dosagem de T4 livre por didlise e o

hiperadrenocorticismo pelo teste de supressdo com baixa dose de dexametasona.

As neoplasias foram diagnosticadas pela presenga de tumor observado
macroscopicamente ou por meio da ultrassonografia, com posterior analise do nodulo por

citologia ou histopatologia.

Os cdes com insuficiéncia renal crénica apresentaram niveis elevados de uréia,
creatinina e fésforo, além de baixa densidade urinaria e alteragdes morfologicas renais na

ultrassonografia.

A hepatopatia foi comprovada por atividade sérica elevada de ALT, AST, fosfatase

alcalina e GGT, concentragdes baixas de proteinas séricas e alteragdes ultrassonograficas.
Os cées foram incluidos nos seguintes grupos, conforme o diagnostico final:

(1) doengas infecciosas (bacteriana, hemoparasitose, cinomose, neosporose), (2)
endocrinopatias (hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo, diabetes mellitus); (3) neoplasia; (4)
doenga renal; (5) doenga hepatica; (6) doenga hemorragica; (7) doenga multifatorial; (8)
fisiologica (prenhez); (9) diagndstico inconclusivo. As anemias multifatoriais foram assim
classificadas porque os cdes apresentavam duas ou mais causas supracitadas, como por
exemplo: neoplasia e doenga renal, faléncia multipla de orgdos, doenga renal e hepatica
concomitantes, neoplasia e endocrinopatia, endocrinopatia e insuficiéncia hepatica, entre

outros.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos 219 cdes anémicos incluidos neste estudo revelou: predominio de anemia
discreta (53,9%); normocitica normocromica (54,8%); regeneracdo medular leve (37,9%);,
presenca de poiquilocitose (66,2%); leucograma normal (31,1%); parametros do ferro dentro

dos limites de referéncia (80-86%); e diagndstico de doengas infecciosas (41,1%).

Na analise microscopica do esfregago sanguineo foram constatadas alteracdes da
morfologia dos eritrécitos em 66,2% dos animais, enquanto em 33,8% a morfologia eritrocitaria
estava normal. As principais altera¢cdes morfologicas observadas nos animais anémicos foram:
esferocitos, excentrécitos, acantocitos, codocitos, esquistocitos. Esferdcitos foram observados
em cdes com doengas infecciosas, endocrinopatias e neoplasias. Codécitos foram observados
no grupo com insuficiéncia hepatica. Excentrocitos estavam presentes em cdes com
hemoparasitoses e neoplasias. As demais altera¢cdes morfologicas encontradas (acantécitos e

esquistdcitos) predominaram em cdes com causa multifatorial.

As inflamag¢des agudas e cronicas foram observadas com mais frequéncia nos animais
pertencentes ao Grupo 1 (doengas infecciosas), Grupo 3 (neoplasias) e Grupo 7 (multifatorial).
Houve predominio do Grupo 1 nas respostas leucocitarias classificadas como graves e, também
na leucopenia isolada. O leucograma de stress foi relacionado as causas como hemoparasitose,
insuficiéncia renal, atropelamentos e traumas. A resposta fisiologica por catecolaminas foi
observada em animais com insuficiéncia renal cronica, que foi relacionado com a dificil coleta

de sangue nesses animais.

Os resultados detalhados estdo descritos nas Tabelas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11; e Quadros

3,4,5,6¢7, apresentados a seguir.

Tabela 4: Classificacio da anemia em 219 cies, de acordo com TVEDTEN (2010).

Anemia discreta Anemia moderada Anemia grave Anemia muito
grave
118 75 22 4

53,9% 34,2% 10,1% 1,8%
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Tabela 5: Classificacio morfolégica da anemia em 219 cies anémicos, de acordo com

RIZZI et al. (2010).

Normocitica Normocitica Macrocitica Microcitica Microcitica
normocrémica hipocromica hipocromica normocrémica hipocrémica
120 57 26 13 3
54,8% 26% 11,9% 5,9% 1,4%

Tabela 6: Classificacdo da resposta da medula 6ssea em 219 cies anémicos, de acordo com

TVEDTEN (2010).

Nao regenerativa Regenerativa leve Regenerativa Regenerativa
moderada intensa
74 83 54 8
33,8% 37,9% 24,7% 3,6%

Tabela 7: Avaliacdo da presenc¢a ou auséncia de alteracées morfoldgicas eritrocitarias em

219 cies anémicos.

Poiquilocitose presente Poiquilocitose
(= 5 a 10 por campo/objetiva ausente
1000x)
145 74
66,2% 33,8%

Tabela 8: Classificacdo da resposta leucocitaria em 219 cies anémicos.

Leucograma Inflamagao Inflamagao Inflamagao Leucocitose Leucograma Leucopenia
normal Aguda Crdnica Grave excitatoria de estresse
Fisioldgica
68 58 62 6 2 16 7

31,1% 26,5% 28,3% 2,7% 0,9% 7,3% 3,2%




Tabela 9: Avaliacio do metabolismo do ferro em 219 céies anémicos.

Ferro sérico UIBC Ferritina Transferrina CTLF
(N=203) (N=197) (N=194) (N=198) (N=198)

Normal 162 171 165 166 166
79,8% 86,8% 85,1% 83,8% 83,8%

Alto 31 4 26 30 30
15,3% 2% 13,4% 15,2% 15,2%

Baixo 10 22 3 2 2
4,9% 11,2% 1,5% 1% 1%

UIBC = Capacidade de Fixagdo do Ferro; CTLF = Capacidade Total de Ligagdo do Ferro.

50

Intervalos de Referéncia: Ferro sérico 28,5 - 267,2 png/dL; Ferritina 19,4 - 93,5 ng/mL; Transferrina 33,8

-610,3 mg/dL; UIBC 55,6- 471,8 mg/dL; CTLF 48.3 - 871,8 pg/dL.

Quadro 3: Causas dos achados anormais nos valores do ferro sérico em 219 cies.

/M Ferro sérico
Neosporose
Leptospirose

Piometra

Pancreatite

Piodermite
Cinomose
Hiperadrenocorticismo
Hipotireoidismo
Diabetes Mellitus
Neoplasias (testicular;
mamaria; linfoma)
Insuficiéncia renal crénica
Hepatopatia esteroidal

Colangiohepatite

< Ferro sérico
Hemoparasitas
Peritonite
Ruptura esplénica
Hemorragias
(atropelamento; mordedura)
Neoplasia cardiaca

Cirrose

Intervalo de Referéncia: Ferro sérico 28.5 - 267,2 pg/dL.



Quadro 4: Causas dos achados anormais nos valores da ferritina em 219 cies.

/M Ferritina < Ferritina
Hemoparasitas Hepatopatia
Necrose esplénica
Piodermite
Piometra
Hiperadrenocorticismo
Neoplasias (esplénica;
mastocitoma)
Insuficiéncia renal crénica
Colangiohepatite

Hemorragia (atropelamento)

Intervalo de Referéncia: Ferritina 19,4 - 93,5 ng/mL.

Quadro 5: Causas dos achados anormais nos valores da transferrina em 219 cies.

/M Transferrina 4 Transferrina

Hemoparasitas Neoplasia peritoneal
Piometra Hemorragia (atropelamento)
Peritonite

Leptospirose
Pancreatite
Sialadenite

Colite
Piodermite
Hiperadrenocorticismo
Neoplasias (carcinoma;
hemangiossarcoma;
mastocitoma)
Insuficiéncia renal crénica

Hepatopatia

Intervalo de Referéncia: Transferrina 33,8 - 610,3 mg/dL.
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Quadro 6: Causas dos achados anormais nos valores da capacidade de fixacio do ferro

em 219 caes.

1 UIBC

Hepatopatia

J UIBC
Piometra
Leptospirose
Peritonite
Insuficiéncia renal cronica

Hemorragia (atropelamento)

UIBC = Capacidade de Fixacgdo do Ferro; Intervalo de Referéncia: UIBC 55,6- 471,8 mg/dL.

Quadro 7: Causas dos achados anormais nos valores da capacidade total de ligacio do

ferro em 219 caes.

™ CTLF
Hemoparasitas
Piometra
Peritonite
Leptospirose
Pancreatite
Sialadenite
Colite
Piodermite
Hiperadrenocorticismo
Neoplasias (carcinoma;
hemangiossarcoma;
mastocitoma)
Insuficiéncia renal crénica
Hepatopatia

Hemorragia (arma de fogo)

J CTLF
Neoplasia peritoneal

Hemorragia (atropelamento)

CTLF = Capacidade Total de Ligacdo do Ferro; Intervalo de Referéncia: CTLF 48,3 - 871,8 ug/dL.
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Tabela 10: Causas de anemia em 219 cies.

DIAGNOSTICO N (%)
DOENCAS INFECCIOSAS 90 (41,1%)
ENDOCRINOPATIAS 7 (3,2%)
NEOPLASIAS 37 (16,9%)
DOENCA RENAL 22 (10%)
DOENCA HEPATICA 11 (5%)
HEMORRAGIA 11 (5%)
MULTIFATORIAL 30 (13,7%)
FISIOLOGICO (PRENHEZ) 2 (0,9%)
INDEFINIDO 9 (4,2%)

Tabela 11: Resultado do sequenciamento genético de amostras PCR positivas para

hemoparasitas de 7 cies anémicos.

Hemoparasita N (%)

Rangelia vitalli 5(71,4%)
Babesia canis vogeli 1 (14,3%)

Ehrlichia canis 1 (14,3%)

Ao correlacionar os parametros do ferro com o diagnostico da causa da anemia,
observamos que em todos os grupos pré-estabelecidos ha predominio de pardmetros dentro do
intervalo de referéncia; quando o ferro sérico esta aumentado, consequentemente a transferrina

e CTLF possuem valores acima da referéncia.

Em um estudo realizado na Franga por CHERVIER ef al. (2012), com 456 cies
anémicos: 57,9% dos animais desenvolveram anemia leve; 31,1% moderada; 7,5% intensa e
3,5% muito intensa; resultados semelhantes ao presente estudo. CHERVIER ef al. (2012)
observaram anemia leve na maioria dos cdes com doengas inflamatorias e portadores de
neoplasias, além de associag@o significativa entre gravidade da anemia e presenca de fraqueza.
Apesar dos estudos terem sido realizados em locais diferentes, os resultados foram semelhantes
pois em ambos os estudos os altos indices de anemia leve e moderada estdo diretamente

relacionados ao diagnoéstico final: origem infecciosa e neoplasica.

Como os sinais clinicos nas anemias leves e moderadas ndo sio tdo evidentes como nas
anemias mais graves, € necessaria a realizagdo do hemograma para identificar tal condi¢do

patologica.
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Quanto a regeneragdo da medula 6ssea frente ao quadro de anemia, pouca ou nenhuma
regeneracdo medular foi observada na maioria (71,7%) dos cdes deste estudo. No estudo de
CHERVIER et al. (2012), houve predominio de padrdo ndo regenerativo; a anemia regenerativa
predominou apenas no grupo de caes diagnosticados com anemia hemolitica. Tais resultados
foram evidentes pois os pacientes com ADI apresentam resposta medular inadequada:
eritropoese normal ou pouco aumentada e consequentemente liberagdo de reticul6citos normal
ou pouco aumentada. Tal resposta inadequada deve-se principalmente a baixa secreg¢do de
eritropoietina, resultando em baixa resposta da medula Ossea a eritropoietina e diminui¢do da
eritropoiese, consequente da baixa oferta de ferro. Tais mecanismos sdo resultantes da liberagdo
de citocinas inflamatorias e ativagdo de macrofagos (CANCADO e CHIATTONE, 2002; FRY,
2010; PRICE e SCHRIER, 2010). Pesquisadores italianos realizaram um estudo em 40 cées
anémicos por diferentes causas e constataram que as anemias ndo regenerativas estavam
relacionadas as doengas cronicas e a hemolise que acompanha a fase inicial da babesiose canina;
j4 as anemias regenerativas relacionavam-se principalmente a hemolise, em alguns casos sendo

imunomediada (PALTRINIERI ef al., 2000).

No presente estudo foi constatada prevaléncia de 37,8% de anemia com resposta
medular leve em cdes portadores de neoplasias. Pacientes com neoplasias podem apresentar
anemia devido a diversos fatores relacionados a doenga e ao tratamento, sendo os principais:
hemorragia aguda ou cronica, fungdo renal prejudicada resultando em diminui¢do da produgéo
de eritropoietina, deficiéncias nutricionais, hemolise imunomediada secundaria, infiltragdo
neoplasica na medula 6ssea, ADI e quimioterapia mielossupressora (FRY, 2010). Em um
trabalho publicado por SILVA ef al. (2014), avaliando caracteristicas do hemograma em
cadelas com neoplasia mamaria, os autores constataram prevaléncia de anemia n@o
regenerativa, que estd correlacionada positivamente com a progressdo da doenga. Porém o
método utilizado foi contagem de policromatoéfilos, diferente do método utilizado no presente

estudo, o que explica a divergéncia dos resultados.

Para avaliacdo da resposta da medula 0ssea, recomenda-se a contagem de reticulocitos
e ndo apenas a avaliagdo de presenca de policromatofilos; neste estudo a policromatofilia foi
avaliada apenas nos casos de auséncia de regeneragdo na contagem de reticulécitos, cerca de 3
a 5 dias apos, com a finalidade de confirmar a resposta medular. Um estudo realizado por
MEDEIROS ¢ LOCATELLI-DITTRICH (2014) constatou que a contagem de policromat6filos

tem grande valor diagnostico na diferenciacdo das anemias ndo regenerativas de regenerativas,
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contudo, ndo ¢ possivel classificar de acordo com a intensidade de regenerag@o e associar ao

numero de reticulocitos.

A alteragdo da morfologia dos eritrocitos foi observada em 66,2% dos animais incluidos
neste estudo (esferdcitos, acantdcitos, excentréeitos, esquistocitos e ceratocitos). CALDIN et
al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo na Italia, avaliando a presenga de excentrocitos
em cdes; tal alteragdo morfologica foi encontrada em 1,4% dos animais e em 66,6% dos casos
estava associada a anemia leve a moderada; a principal causa observada foi administragdo de
medicamentos, mas também foi observado em casos de cetoacidose diabética, linfoma e
infecgOes graves. SARANIYA e al. (2015) pesquisaram as altera¢des morfologicas e celulares
que ocorrem na anemia desencadeada pela doenca renal em cdes: 25,58% dos animais
apresentaram esferécitos, 13,95% equinocitos, 9,3% acantocitos, 9,3 % esquizocitos. Tais

alteragOes foram similares as encontradas no presente estudo.

A alteragdo morfolégica dos eritrécitos mais comumente encontrada no grupo de
doencas infecciosas foram esferdcitos e excentrocitos. Na analise da morfologia eritrocitaria
em pacientes com ADI, observa-se discreta poiquilocitose, podendo apresentar também discreta
microcitose (CANCADO e CHIATTONE, 2002). Um exemplo de alteragdo morfologica
eritrocitaria que podemos observar em casos de infecgdes graves sdo 0s excentrocitos
(BARGER, 2010). Segundo CHIKAZAWA e DUNNING (2016), no esfregaco sanguineo de
cdes com ADI, as alteracdes morfoldgicas dos eritrocitos mais comumente observada sdo:
ceratocitos e esquizécitos. Ja um estudo realizado por HARRINGTON ef al. (2008) observou
numero elevado de alteragdo eritrocitaria considerada incomum, denominada prequeratdcito na
anemia ferropriva em humanos; prequeratocitos sdo hemacias que apresentam palidez central e
possuem um ou mais vacuolos bem definidos abaixo da membrana. Tal alteragdo ndo foi

documentada em cies.

Avaliar e identificar as alteragdes morfologicas eritrocitarias € importante para sugerir

determinados diagnosticos.

Neste estudo, as causas que se destacaram foram as de origem infecciosa e neoplasica.
Em um estudo retrospectivo realizado na Nigéria, USEH e al. (2003) observaram que a maioria
dos animais anémicos apresentavam infestagOes parasitarias (parasitas gastrointestinais e
hemoparasitas). No presente estudo houve alta incidéncia de cdes com hemoparasitas, porém

ndo foi relatada anemia causada por parasitas gastrointestinais. Esta divergéncia de resultados
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pode estar relacionada com a falta de programas de conscientizag¢do e controle parasitario na

Nigéria, o que torna os animais mais susceptiveis.

No grupo 1 (Doengas Infecciosas) 3,9% dos cdes apresentaram ferro sérico abaixo do
limite referencial, sendo causados pela presenca de hemoparasitas (Ehrlichia sp. e Anaplasma
platys) e peritonite. O valor da ferritina estava aumentado em 18,9% dos cées, sendo 71,4%
decorrentes de hemoparasitas (Ehrlichia sp., Babesia sp. e Anaplasma platys) e 28,6% de
infecgOes bacterianas (piodermite, piometra e necrose esplénica); os maiores valores
encontrados foram 726,8 ng/mL e 635,5 ng/mL em pacientes diagnosticados com Babesia sp.

e piometra, respectivamente.

Nos cées diagnosticados com hemoparasitas, 44,4% dos pacientes foram positivos para
Babesia sp., 38,9% foram positivos para Ehrlichia sp., 16,7% foram positivos para Anaplasma
platys e 5,6% positivos para Dirofilaria immitis. Entre estes animais, observou-se infecgdes
concomitantes em trés pacientes: dois cdes estavam infectados por Ehrlichia sp. e Babesia sp.;
um cio estava infectado por Ehrlichia sp. e Dirofilaria immitis. Todos os cdes positivos na
sorologia foram positivos no PCR, entretanto alguns animais positivos no PCR ndo
apresentaram titulos de anticorpos IgG na sorologia, indicando que a detec¢do do antigeno na
amostra ¢ soberana a avaliagdo de anticorpos IgG, uma vez que sdo anticorpos que indicam
infec¢do cronica, portanto podem ndo terem sido produzidos pelo organismo do paciente até

entdo.

No sequenciamento genético realizado em 6 cides com PCR positivo para Babesia sp., 5
cdes obtiveram  sequenciamento  100%  compativel com  Rangelia  vitalli
(GGCGTTTATTAGTTTTAAACCTCCATTTGGTTTGGTGATTCATAATAAACATGCG
AATCGCTTTGGCGATGTTCCATTCAAGTTTCTGCCCCATCAGCTTGACGGTAGGGT
ATTGGCCTACCGAGGCAGCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAG
AGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
ACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCAATAG
TCTTGTAATTGGAATGATGCCGATTTAAAATTCCGGCAGAGTACCAATTGGAGGG
CAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACT
TGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCAGCGATTCTGTCATTATACCATGT
G) e em um cdo obteve-se sequenciamento 100% compativel com Babesia canis vogeli
(AAACCCGCCTTGGCTTTCGGTGATTCATAATAAACTGGCGAATCGCATTTAGCGA
TGGACCATTCAAGTTTCTGACCCATCAGCTTGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGA
GGCAGCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGA
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GACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGAC

ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGGA

ATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAA

AAAGCTCGTAGTTGAATTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCG

AGTTCGCTTTTGGGTTTTCCCTT). O unico produto da PCR sequenciado positivo para
Ehrlichia  sp. apresentou  compatibilidade de 100% com  FEhrlichia  canis
(AAAGTTGCCCAAGCAGCACTAGCTGTACATATGATTAATCCAAATAAGTACATA

GACTTCTATTATGCAGCACTACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATAT

TAAGTATCATAAAATCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGC
AAAAAATGCTGATGCTATAGACAAAATGATACAATCTACCAGAGAACTAGCACA

GAACATTAATATAAGGGGCACTCCTGCTATC).

Estudos prévios realizados no Parand utilizando a técnica de PCR detectaram Ehrlichia
sp. na regido norte do estado (DAGNONE ef al., 2003; SILVA et al., 2012) e apenas um estudo
realizou o sequenciamento genético do patogeno, obtendo 100% de compatibilidade com
Ehrlichia canis (SILVA, 2017). Este foi o segundo estudo no Parané a sequenciar Ehrlichia

canis na regido de Curitiba.

No presente estudo, dos seis cdes em que foi realizado o sequenciamento genético de
amostras positivas para Babesia sp., obteve-se em cinco amostras 100% de identidade para
Rangelia vitalli e uma amostra apresentou 100% de compatibilidade com Babesia canis vogeli.
Tais hemoparasitas ndo possuem caracteristicas morfolodgicas que os difiram entre si, portanto
o PCR seguido do sequenciamento genético ¢ a unica forma de diferenciarmos as espécies

(LEMOS et al., 2012).

No estado do Paran, a rangeliose foi relatada em um c@o proveniente de Campo Largo
e outro cdo de Curitiba por diagnostico molecular (MONGRUEL et al., 2017, SILVA et al.,
2018); um céo de Tijucas do Sul por diagnostico histopatologico (SOUSA e LEITE, 2011).

Estes resultados comprovam a alta incidéncia do parasita em ces no Parana.

A Babesia canis vogeli foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2005 no estado de
Minas Gerais (PASSOS et al., 2014). No Parana ha publicac¢des de cdes infectados nas cidades
de Pato Branco (RIBEIRO et al., 2017) e Guarapuava (MONGRUEL et al., 2017). E importante
ressaltar que o presente estudo foi o primeiro a relatar a ocorréncia do hemoparasita em

Curitiba.
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Neste estudo observamos co-infec¢do por multiplos agentes em dois cdes. O diagnostico
de co-infecgdes € dificil de se realizar sem utilizagdo de testes altamente sensiveis como a PCR
(IRWIN, 2005). Co-infecgdes entre [. canis e outros hemoparasitas, como Babesia sp.,
Hepatozoon sp. e Mycoplasma haemocanis em caes ja foram previamente descritas (BORING

etal., 2009; MOREIRA et al., 2013; GONCALVES et al ., 2014).

Alguns parasitas intracelulares podem ser observados na analise do esfregago sanguineo

corado com Panoético Rapido, como mostram as figuras 6 a 11.

Figura 6: Presenca de Rangelia vitalli (seta) no interior de hemaicia em esfregaco

sanguineo de cio. Microscopia de imersao (1000x). Coloraciao de Romanowsky.




Figura 7: Presenca de Rangelia vitalli (seta) no interior de hemacia em esfregaco

sanguineo de cio. Microscopia de imersao (1000x). Coloraciao de Romanowsky.

59




Figura 8: Presenca de Rangelia vitalli (seta) no interior de hemacia em esfregaco

sanguineo de cio. Microscopia de imersao (1000x). Coloraciao de Romanowsky.
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Figura 9: Presenca de Rangelia vitalli (seta) no interior de hemaicia em esfregaco

sanguineo de cio. Microscopia de imersao (1000x). Coloraciao de Romanowsky.
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Figura 10: Presen¢a de Dirofilaria sp. em esfregaco sanguineo em cdo. Microscopia de

imersao (1000x). Coloracio de Romanowsky.




63

Figura 11: Presenca de Ehrlichia canis (seta) em monécito em esfregaco sanguineo de cio.

Microscopia de imersao (1000x). Coloracio de Romanowsky.

O grupo 2, representado pelas doengas enddcrinas, evidenciou aumento da ferritina em
apenas um cdo com hiperadrenocorticismo (526 ng/mL), este paciente também apresentava
ferro pouco acima do limite superior (279,4 pg/dL) acompanhado de aumento expressivo da
transferrina e CTLF (4007,37 mg/dL e 5724,08 pg/dL, respectivamente). Nos caes
diagnosticados com hipotireoidismo e diabetes mellitus, os parametros do ferro apresentaram-
se normais, ocasionalmente com ferro sérico, transferrina ¢ CTLF pouco acima do limite

superior.

No grupo 3, representado por cdes diagnosticados com neoplasias de diversas origens,
8,8% apresentaram aumento discreto da ferritina (97,2 a 164,0 ng/mL) em casos de neoplasias
hepaticas, esplénicas e mastocitoma cutaneo. O ferro sérico apresentou-se aumentado (297,4 a
352,8 pg/dL) em 8,1% dos cdes e os diagnosticos relacionados foram neoplasias testicular e

mamaria, além de linfoma. Os valores da transferrina e CTLF estavam acima do limite superior
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em 83% dos pacientes, que foram diagnosticados com carcinoma indiferenciado,

hemangiossarcoma esplénico e cutaneo, e mastocitoma cutineo.

No grupo 4 (ces com insuficiéncia renal cronica), 13,6 % dos animais apresentaram
ferro sérico acima do limite superior, sendo 10% acompanhado de aumento de transferrina e

CTLF. Apenas um cao apresentou valor de ferritina pouco elevado (158,8 ng/mL).

No grupo 5 representado por cies com doenga hepatica, o ferro sérico estava elevado
em 36,4% e diminuido em 18,2%; os animais com cirrose em estagio terminal apresentaram
baixas concentragdes séricas de ferro, variando de 12,9 a 17,5 ng/dL. A ferritina estava elevada
(243,5 ng/mL) apenas em um caso de colangiohepatite, tal aumento possivelmente fosse devido
a causa inflamatoria e ndo a hepatopatia. A transferrina e CTLF acompanharam a elevagio do
ferro sérico em todos os casos, sendo a maior concentragdo obtida de transferrina 1264,94

mg/dL e da CTLF 1807,0 pg/dL.

O grupo 6 (anemias hemorragicas) evidenciou 27,3% dos cdes com ferro sérico abaixo
do limite referencial (7,6 22,9 ug/dL), sendo as causas relacionadas a ruptura esplénica, brigas
com outros cdes e atropelamento recentes; estes mesmos animais consequentemente também
tiveram seus niveis séricos de transferrina e CTLF abaixo do valor de referéncia. Apenas um
paciente atropelado recentemente apresentou ferritina levemente aumentada (99,1 ng/mL). Um
cdo com hemorragia devido a arma de fogo revelou niveis elevados de transferrina ¢ CTLF

(775,07 mg/dL e 1107,2 pg/dL, respectivamente).

No grupo 7 foram incluidos os cdes com causas multifatoriais, os quais 6,7%
apresentaram niveis séricos elevados de ferro, e apenas um animal revelou concentragdo muito
baixa de ferro sérico (3,2 pg/dL). Este cdo foi diagnosticado com cirrose em estagio terminal e
neoplasia mamaria. A concentragdo sérica de ferritina estava aumentada em 6,9% dos animais,
variando de 129,9 a 480,9 pug/dL; o cdo que apresentou ferritina 129,9 ng/mL era portador de
hemangiossarcoma esplénico associado ao hipotireoidismo, ja a concentragdo de ferritina de
480,9 ng/mL foi encontrada em cdo com diabetes mellitus associada a insuficiéncia hepatica.
Os valores de transferrina e CTLF mostraram-se aumentados em 13,3% dos casos; um cdo com
neoplasias (carcinoma intestinal e mastocitoma cutdneo) associado a pancreatite apresentou
1293,55 mg/dL de transferrina e 1847,9 ug/dL. de CTLF; um paciente com insuficiéncia renal
cronica, insuficiéncia hepatica e hemocultura positiva para Pseudomonas aeruginosa

evidenciou 3042,14 mg/dL de transferrina e 4345,9 pg/dL de CTLF.
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O grupo 8 representado por apenas duas cadelas com anemia de origem fisiologica
relacionada a prenhez, apresentou niveis normais do metabolismo do ferro, exceto pela ferritina

pouco elevada (103 ng/mL) em uma das pacientes.

No grupo 9 (anémicos com causas indefinidas) observou-se ferro sérico abaixo do limite
inferior (17,1 pg/dL) em apenas um dos cdes. A ferritina sérica estava aumentada em 33,3%
dos cdes (106,2 a 133,3 ng/mL), os quais suspeitava-se de presenca de hemoparasitas, que ndo

foram comprovadas por exames especificos como sorologia ou PCR.

No presente estudo 5 cdes foram diagnosticados com hemangiossarcoma esplénico e
apenas 2 animais apresentaram aumento discreto na ferritina sérica, pelo método turbidimétrico.
CHIKAZAWA et al. (2013) constataram concentragdes séricas de ferritina elevadas em caes
com massas esplénicas, por método ELISA sanduiche. Todos os pacientes (11 cdes) com
hemangiossarcoma em estagios avangados apresentaram hiperferritinemia, provavelmente
causada por inflamagdo ou liberagdo de ferritina a partir do tecido tumoral friavel. Tal
divergéncia de resultados pode ser explicada pela diferenca de metodologia utilizada na

mensuracdo da ferritina e também pelo estadiamento neoplasico.

Neste estudo apenas dois cdes apresentaram anemia devido a enteropatias inflamatorias
e o valor do ferro sérico apresentou-se dentro dos parametros referenciais. MARCHETTI et al.
(2010) avaliaram o ferro sérico de 22 cdes com enteropatias cronicas. Houve correlagdo
estatisticamente significativa entre o aumento da concentragdo sérica de ferro pos tratamento
da patologia, entretanto o ferro apresentou média dentro dos valores referenciais pré e pds
tratamento. Tais resultados nos faz supor que a diminui¢do dos indices séricos do ferro

associada a enteropatia estd relacionada com a presenga de episddios hemorragicos cronicos.

TORRENTE et al. (2015) analisaram o ferro sérico em 96 cdes em sepse ou reagdo
inflamatoria focal e concluiram que os animais em sepse tinham concentragdes
significativamente mais baixas do ion quando comparados aos pacientes com inflamagao focal.

No presente estudo, tal diferenga ndo foi constatada.
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3.4 CONCLUSAO

Nos cées anémicos houve predominio de anemia discreta, normocitica € normocromica,
regeneracdo medular leve, presenga de poiquilocitose, leucograma normal e valores normais

dos parametros do ferro.

As causas prevalentes foram doengas infecciosas e neoplésicas, e foi observado aumento

de ferritina sérica em alguns cles pertencentes a estes grupos.

O ferro apresentou concentragdes plasmaticas abaixo do valor referencial em animais

com hemorragia ativa e cirrose em estagio terminal.

Entre os cdes com anemia com origem infecciosa, foram diagnosticados os
hemoparasitas Rangelia vitalli, Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis. Este foi o primeiro
estudo a relatar Babesia canis vogeli em Curitiba e o segundo estudo a relatar Lhrlichia canis

no estado do Parana.
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5 Capitulo 3: DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DA ANEMIA HEMOLITICA
IMUNOMEDIADA EM CAES

RESUMO

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € considerada a principal causa de anemia
hemolitica em cdes americanos. No Brasil, as causas de anemia hemolitica sdo pouco estudadas
na Medicina Veterinaria, os poucos artigos publicados focam em casos individuais,
demonstrando a necessidade de estudos clinicos controlados. O Teste de Coombs € o método
mais utilizado para diagnosticar a enfermidade, porém, nos laboratorios brasileiros ndo ¢
realizado rotineiramente por necessitar da importacdo do reagente espécie-especifico, tornando
o custo invidvel. Esta técnica consiste na detec¢do de imunoglobulinas presentes na superficie
eritrocitaria, resultando em aglutinagio nas reagdes positivas. Possui alta especificidade (90-
100%) e sensibilidade em torno de 60%. Os objetivos desse estudo foram diagnosticar a AHIM
pelo Teste de Coombs, por microtitulagio em microplacas, com soro polivalente (MP
Biomedicals®) e determinar a taxa de mortalidade dos animais positivos. Foram incluidos no
estudo 17 cdes com anemia, ictericia e esferocitose e estes fatores foram avaliados quanto ao
prognostico do animal. Os cdes com resultado positivo no Teste de Coombs apresentaram
predominantemente anemia moderada (Ht 20-29%); regeneragdo medular leve (1 a 4% de
reticulocitos) e resposta leucocitaria aguda. A taxa de mortalidade detectada foi 62,5%,
demonstrando um progndstico ruim.

Palavras-chave: teste de antiglobulina; microtitulacdo; esferocitose, reagente polivalente.

ABSTRACT

Immune-mediated hemolytic anemia (AHIM) is considered the most commom cause of
hemolytic anemia in American dogs. In Brazil, the causes of hemolytic anemia are little studied
in Veterinary Medicine; the few articles published focus on individual cases, demonstrating the
need for controlled clinical trials. Coombs test is the most used method to diagnose the disease,
but in brazilian laboratories it is not performed routinely because it requires the importation of
the species-specific reagente, making the cost unfeasible. This technique consists the detection
of immunoflobulins present on the erythrocyte surface, resulting in agglutination in the positive
reactions. It has high specificity (90-100%) and sensitivity around 60%. The objectives of this
study were to diagnose AHIM through Coombs test, by microtiter on microplates, with
polyvalent serum (MP Biomedicals®) and to determine the mortality rate of positive animals.
The study included 17 dogs with anemia, jaundice and spherocytosis and these factors were
evaluated for the prognosis of the animal. Dogs with positive results in the Coombs test
presented predominantly moderate anemia (Ht 20-29%); mild spinal regeneration (1 to 4% of
reticulocyets) and acute leukocyte response. The mortality rate detected was 62,5%,
demonstrating a poor prognosis.

Key words: antiglobulin test; microtiter; spherocytosis, polyvalent reagent.
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4.1 INTRODUCAO

As hemacias, também denominadas globulos vermelhos ou eritrocitos, possuem uma
membrana flexivel e permeédvel, composta por proteinas, lipideos e carboidratos.
Anormalidades na membrana principalmente envolvendo os lipideos (colesterol e
fosfolipideos), podem resultar em alteragdes no formato celular. As proteinas da membrana
formam o citoesqueleto e sdo responsaveis pela forma e integridade da célula. A fun¢do dos
glébulos vermelhos € carrear a hemoglobina, responsavel pelo transporte de oxigénio dos
pulmdes para os tecidos e transporte de CO2 dos tecidos para os pulmdes (KERR, 2003;
THRALL, 2015).

A hemdlise ¢ um processo fisiologico de destruicdo dos eritrocitos pelas células do
Sistema Monocitico-Fagocitario. Certas enfermidades resultam no aumento da taxa de
destruicdo dos eritrocitos, ocasionando queda de sua meia vida na circulagdo sanguinea. A
destruicdo acelerada das hemadacias pode ser causada por hemolise intravascular ou
extravascular. Na hemolise intravascular, as hemacias sdo destruidas no interior dos vasos
sanguineos, com libera¢cdo de hemoglobina livre no plasma. Na hemdlise extravascular, os
eritrocitos apresentam anormalidades em sua superficie e sdo retirados da circulagdo pelas

células do Sistema Monocitico-Fagocitario. (FIGHERA, 2007; THRALL, 2015).

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € o resultado da diminui¢do da meia vida
eritrocitaria, mediada por ativa¢do do sistema complemento e/ou imunoglobulinas; tal processo
resulta de uma reacdo de hipersensibilidade do tipo II, causando citotoxicidade mediada por
anticorpos. A hemolise autoimune € a causa mais comum de anemia hemolitica em cles e
geralmente caracteriza-se por uma anemia regenerativa intensa, contudo em alguns casos a
anemia tem caracteristicas ndo regenerativas, pela formagao de anticorpos contra os precursores
eritroides. A causa geralmente ndo ¢ identificada, podendo estar relacionada com doengas,
como neoplasias, infec¢des, distirbios imunomediados e vacinas com virus vivo modificado.
Nos achados laboratoriais, observa-se evidéncia de hemoglobinuria e hemoglobinemia,
autoaglutinacdo, esferocitose, hemacias “fantasmas”, corpusculos de Heinz, pontilhado
basofilico, teste de Coombs positivo, e raramente macrdfagos com hemossiderina ou

eritrofagocitose (FIGHERA, 2007, THRALL, 2015; CASTILHO et al., 2016).

A AHIM pode ser classificada conforme a classe de imunoglobulinas envolvidas em: I,

I, I, IV e V. A classe I envolve auto-anticorpos que aglutinam as hemacias a temperatura
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corpdrea, as principais imunoglobulinas envolvidas sdo IgM e IgG e a fagocitose eritrocitaria
ocorre principalmente no bago. Na classe II, os anticorpos IgM ativam o complemento,
causando a hemdlise intravascular. A classe III ¢ mediada por anticorpos IgG1 e IgG4 que se
ligam as hemécias a 37°C, porém sem causar aglutinagdo ou ativar o sistema complemento; tais
hemacias serdo opsonizadas e removidas por macréfagos derivados do bago, sendo a
esplenomegalia um achado muito comum desta classe. Os anticorpos da classe IV sdo chamados
de aglutininas frias, pois ndo conseguem aglutinar os eritrocitos em temperatura corporea,
apenas quando o sangue ¢ resfriado entre 10°C e 4°C; tal fendmeno pode provocar estase
vascular nas extremidades e consequentemente isquemia tecidual e necrose. A classe V envolve
imunoglobulinas IgM que se ligam as hemécias na temperatura de 4°C, entretanto ndo causam
aglutinacdo ou necrose nas extremidades, mas podem ativar o sistema complemento e resultar

em hemdlise intravascular (CASTILHO ez al., 2016).

O teste de Coombs, também chamado de teste antiglobulina, foi introduzido pelo
médico Robin Coombs em 1945, com o intuito de identificar auto-anticorpos eritrocitarios
presentes na AHIM, reagdes hemoliticas transfusionais e isoeritrolise neonatal. O teste de
antiglobulina direta, dependendo do soro antiglobulina utilizado (polivalente ou monovalente),
detecta imunoglobulina, complemento ou ambos, ligados & membrana dos eritrocitos

(WARDROP, 2005; WARDROP, 2012; CAVIEZEL et al., 2014).

Ha diversas metodologias disponiveis para o teste da antiglobulina, sendo o método de
microtitulagio o mais utilizado. E um teste com alta especificidade, mas com sensibilidade em
torno de 60%, portanto podem ocorrer resultados falso negativos, devido a pouca quantidade
detectavel de anticorpos ou do efeito pro-zona, que é o excesso relativo de antiglobulina em
relacdo ao antigeno proveniente de erros de pipetagem. Falsos positivos ocorrem com menos
frequéncia por ligagdes ndo-especificas dos anticorpos, devido a altas concentragdes
plasmaticas de globulinas (MORAES et al., 2017). A técnica consiste em lavagens repetidas
das hemacias em solugdo fisioldgica ou solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), para
eliminar as proteinas livres e garantir que os eritrocitos permanecam separados uns dos outros;
apos o término das lavagens, adiciona-se a antiglobulina espécie-especifica (em diferentes
diluigdes) a solugdo;, a amostra ¢ incubada e posteriormente avaliada conforme o grau de
aglutinacdo. Ha também a técnica enzimatica, que € semelhante a microtitulagido, porém, ao
final, o sobrenadante ¢ avaliado por espectofotometria. A técnica por citometria de fluxo,
utilizando imunofluorescéncia, € rapida e possui alta sensibilidade, entretanto envolve um alto

custo, equipamentos e profissionais qualificados. Os testes envolvendo gel sdo uma forma de
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aglutinacdo em coluna, embora ndo precisem de repetidas lavagens das hemacias (WARDROP,
2005; CASTILHO et al., 2016). Ha autores que também relatam o teste da fragilidade osmotica
da membrana eritrocitaria; os pacientes com AHIM apresentam fragilidade alta, porém ndo ¢

uma caracteristica exclusiva desta enfermidade (PAES ez al., 2013).

A tabela abaixo desenvolvida por MORAES ef al. (2017) informa, em percentagem, a
sensibilidade e especificidade das técnicas de citometria de fluxo e teste de Coombs, segundo

diversos autores.

Tabela 12: Comparaciio da sensibilidade e especificidade entre as técnicas de citometria

de fluxo e teste de Coombs, desenvolvida por MORAES et al. (2017).

Porcentagem CF Coomh’s Referéncia
(K} 58 Wilkerson er al. 200K)
92 53 Quigley et al. 2001
Sensibilidade
84,6 68,4 Percira 2006
adad Pﬂwrh} el al, 2008
87,5 100 Wilkerson ef al. 2004
1M1 1K) {.Jqll__ula} et al. 2001
Especilicidade
65,5 1040 Pereira 2006
74,2 Morley el al. 2008

CF = citometria de fluxo

A AHIM necessita de mais estudos na Medicina Veterinaria, com intuito de estabelecer
fatores prognosticos e tratamentos mais eficientes, visto que o indice de mortalidade ¢
considerado alto nos Estados Unidos. A principal dificuldade estd em estabelecer o diagnostico
definitivo da doenga. O tratamento realizado, muitas vezes, é paliativo, com medicamentos
corticosterdides; sendo assim, a causa de base ndo ¢ tratada e o paciente apresenta melhoras

apenas durante a utilizagdo de imunossupressores.

O presente estudo objetivou avaliar cdes adultos com suspeita de AHIM, realizar o

diagnostico pelo teste de Coombs e estabelecer a taxa de mortalidade nos animais positivos.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR), de acordo com o

protocolo nimero 101/2017 (ANEXO).
4.2.2 Amostras

Foram utilizadas amostras de sangue de cdes provenientes da rotina clinica do
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana, e do My Pets

Laboratorio Veterinario, localizado na regido metropolitana de Curitiba — PR.

Os pacientes foram submetidos a contengdo fisica e as amostras de sangue foram
coletadas por venopunc¢do jugular e acondicionadas em frascos estéreis com anticoagulante
(EDTA) para realizacdo do hemograma, contagem de reticulocitos e teste de Coombs direto.

As amostras foram mantidas sob refrigeracgao.
4.2 .3 Sele¢do de animais

Foram selecionados 17 cdes adultos, de diferentes ragas, machos e fémeas, para o
presente estudo e os critérios de inclusdo necessarios foram: anemia (Hematocrito < 37%,
segundo TVEDTEN, 2010), ictericia e poiquilocitose marcantes (com presenga de 10 a 20
esferocitos por campo/1000x) na leitura do esfregago sanguineo corado. Foram excluidos do

estudo animais com terapia imunossupressora prévia e transfusdo sanguinea recente.

O grupo controle foi composto por 12 cdes adultos ndo-anémicos e saudaveis, que
participaram do estudo com o intuito de validar o teste de Coombs e comparar com os resultados
dos animais doentes. Estes animais eram provenientes da rotina laboratorial e ndo apresentavam
sinais clinicos (exames clinicos e fisicos normais); os exames laboratoriais (hemograma, fun¢io

renal e hepatica) estavam normais.

O historico e prognostico dos cdes foram relatados pelos clinicos veterinarios

responsaveis.
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4.2 4 Analises Laboratoriais
4.2.4.1 Hemograma

O hemograma foi realizado em analisador hematologico automéatico (Mindray BC 2800
Vet®), para determinagdo de numero de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina e os indices
hematimétricos (VCM e CHCM). A extensdo sanguinea foi realizada em menos de duas horas
apos a coleta de sangue. As laminas foram coradas com Panotico Rapido (Newprov®), e as
leituras das laminas foram realizadas em microscopio Optico em objetiva de 100x. O
hematdcrito foi determinado pela técnica de microhematdcrito e a proteina plasmatica total foi

determinada por refratometria.

Na extensdo sanguinea, foi realizada a estimativa de plaquetas, contagem diferencial dos

leucéceitos, e analise dos eritrécitos, descrita a seguir.

Os indices hematimétricos foram classificados de acordo com os intervalos referenciais
estabelecidos por RIZZI et al. (2010): Volume Corpuscular Médio (VCM) 60-77 fl;
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) 32-36%.

4.2.4.2 Analise do esfregago sanguineo

Na analise dos eritrocitos foi realizada a leitura e avaliagdo em 10 campos, considerando-
se cor, tamanho, forma, distribui¢do e células precursoras (nucleadas). Foram detectadas
inclusdes nas hemacias, como corpusculos de Heinz e Howell-Jolly; variagdes no tamanho

(anisocitose, microcitose, macrocitose), cor (policromatofilia e hipocromia).

A analise da morfologia dos eritrécitos foi criteriosa, identificando a poiquilocitose de uma
forma geral, atentando especialmente para presenga de esferdcitos: hemécias sem palidez

central. O resultado foi expresso em numero de esferdcitos por campo.
4.2.4.3 Contagem de reticulocitos e classificacdo da resposta da medula 0ssea

Para contagem de reticulocitos foi utilizado o método de coloragdo supravital azul de cresil
brilhante. A amostra de sangue com EDTA foi misturado com o corante azul de cresil brilhante
(proporg¢do 1:1), incubado em banho-maria a 37°C por 15 minutos e foi realizado o esfregaco
sanguineo. Os reticuldcitos sdo eritrdcitos imaturos, com precipitados em formas de corddes
(agregados) ou esparsos (pontilhados). Foram contados os reticulécitos presentes em um total

de 1000 hemacias, apresentando o resultado em porcentagem.
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A partir do resultado obtido, o grau de resposta medular canina foi classificado segundo

TVEDTEN (2010), conforme descrito no Capitulo 2.
4.2.4.4 Gravidade da anemia

A anemia foi classificada em leve, moderada, grave e muito grave conforme o valor do

hematocrito do paciente, segundo TVEDTEN (2010), descrito no Capitulo 2.
4.2.4.5 Avaliagio da resposta leucocitaria
A resposta leucocitaria foi determinada conforme descrito no Capitulo 2.
4.2.4.6 Teste de Coombs direto

O teste de Coombs foi realizado no maximo apos 24 horas da coleta do sangue
acondicionado em frasco com EDTA. Foi utilizado reagente antiglobulina canina da marca MP
Biomedicals® (liofilizado, para ser reconstituido em 1 mL de 4gua deionizada ou PBS), que
permaneceu sob refrigeracdo. Segundo o fabricante, o soro antiglobulina foi preparado
imunizando coelhos com IgM, IgG e C3 caninos purificados de soro de animais saudaveis. O
complemento tornou-se inativo por tratamento térmico e aglutininas ndo-especificas foram
removidas. Importante destacar que apds a reconstitui¢do da liofilizac¢do, o reagente deve ser

diluido em aliquotas 1:2, 1:4 e 1:8, com o objetivo de titular as antiglobulinas.

O método utilizado foi microtitulagio em microplacas estéreis com 96 pogos em
formato U. Primeiramente foram efetuadas quatro lavagens das heméacias em solugdo
fisiologica 0,9%, iniciando as lavagens com 4,9 mL de solug@o salina e 100 microlitros do
concentrado de hemadcias, derivado da centrifugagcdo do sangue total com EDTA, obtendo, ao
final, uma solug@o de 5 mL 2% de eritrocitos. Tal processo foi executado com as amostras dos

pacientes anémicos e controles (sadios).

O teste de Coombs direto consistiu em incubar 25 microlitros das aliquotas das células
lavadas (animais controles e anémicos) com 25 microlitros soro nas dilui¢des supracitadas, em
banho maria a 37°C por 30 minutos. As hemacias lavadas de todos os cdes também foram

incubadas com solugdo fisiologica (teste de autoaglutinacdo).

Apos este periodo, foi observada a presenga ou auséncia de aglutinagdo microscédpica
eritrocitaria, considerando-se positividade em casos de aglutinagdo e negatividade em sua
auséncia. Para validagdo do teste, os animais controles ndo apresentaram aglutinagdo, quando

comparados as amostras aglutinadas, microscopicamente.
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Figura 12: Microplaca estéril para microtitulacio com fundo em U, utilizada no

experimento para teste de Coombs, fabricante Olen, para cio.

MICROPLACA DE MICROTITULAGAO 96 POGOS FUNDO U. ESTERIL. EMB
INDIVIDUAL

K30-5096U

Composigéo:

Pogos de fundo U;
Resistente a temperaturas entre -10°C @ 470°C;
Identificagiio alfanumérica; Estéril.

Conaigdes ce gt em

Cuicagos  Utllizar apenas para o fim que se destina.
E Observagdes:

Origem : CHINA

Marca: OLEN
Import.Distrib.: KASVI IMP E DIST DE PROD P/ LABORATORIOS LTDA - Au Rul Barboss,
cop $3040-550 - Sko Jowé doe Pinhale — PR TEL 0800 726 0508 CNPJ: 13.324.2820001.24

Resp. Técnico: AYNA DOS SANTOS MENDES - 66772/07-D
Produto considerado nio-correlato pela ANVISA
Lote / N° de Série : 171236

e s (NN
Validads SE 1033 100029211806000056

PRODUTO CONFORME

5625, Boneca do iguegy -

Produto garantido contra defeito de fabricagdo

Figura 13: Observar os pocos vermelhos com amostra do controle (C) e pacientes (P1 e

P2): hemacias lavadas homogeneizadas com solugio salina e diluicées do reagente de

Coombs 1:2, 1:4 e 1:8. Amostras antes de serem incubadas em banho maria a 37°C por

30 minutos.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cées pertencentes ao Grupo Controle obtiveram resultado negativo ao método de
Coombs direto por microtitulagdo em microplacas. O Grupo dos cdes anémicos (N=17) foi
dividido em dois subgrupos: positivos (N=8) e negativos (N=9) ao teste da antiglobulina direta,
os resultados estdo apresentados nas tabelas 13 a 16. Os animais diagnosticados com AHIM
representaram 47,1%, considerada uma alta prevaléncia. Destes cdes com AHIM, 37,5% néo
tiveram a causa diagnosticada; 50% tinha suspeita (clinica e laboratorial) de hemoparasitose e

12,5% foram positivos para leptospirose.

Relacionado a titulagdo dos animais positivos, todos os cdes apresentaram a titulagdo
minima 1:2; a titulagdo 1:4 foi detectada em sete pacientes (87,5%); e apenas dois cdes (25%)
foram positivos para titulagdo 1:8. Além da aglutinagdo microscopica, nos cdes que
apresentaram maior titulagdo para anticorpos, foi evidenciada aglutinacdo a analise

macroscopica e ambos evoluiram para obito.

O teste de autoaglutinagdo foi pareado com o teste de Coombs. Dos animais positivos
para AHIM, 25% foram também positivos no teste de autoaglutinagdo; tal resultado revela que
testes positivos na autoaglutinagdo, realizado com hemécias lavadas em solugdo fisiologica,
pode auxiliar no diagnéstico da AHIM. A importancia da lavagem dos eritrocitos € devido ao
fato de as hemacias em suspensdo permanecerem separadas umas das outras em meio salino;
os eletrolitos contidos no meio envolvem cada globulo vermelho com ions positivos, fazendo

com que permanecam separados pelo fato de possuirem cargas elétricas iguais.

Tabela 13: Variacio do hematocrito (Ht) e gravidade da anemia em cides anémicos

positivos e negativos ao teste de Coombs direto.

Grupo Caes Variagdo do Ht Anemia Anemia grave  Anemia muito
Anémicos (%) moderada (N) grave
(N=17) (N) (N)
Positivos (N=8) 10-27% 4 2 2

Negativos (N=9) 10 - 26% 3 3 3
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Tabela 14: Grau de resposta da medula 6ssea de cies anémicos positivos e negativos ao

teste de Coombs direto.

Grupo Caes Nao Regeneragao Regeneragao Regeneragdo
Anémicos regenerativa leve moderada intensa
(N=17) (N) (N) (N) (N)
Positivos (N=8) 1 5 1 1
Negativos (N=9) 1 2 3 3

Tabela 15: Classificacio morfologica da anemia (VCM e CHCM) de ciies positivos e

negativos ao teste de Coombs direto.

Grupo Caes Normocitica Macrocitica Macrocitica Normocitica

Anémicos normocromica normocromica hipocromica hipocromica
(N=17) (N) (N) (N) (N)
Positivos (N=8) 3 2 2 1
Negativos (N=9) 3 0 4 2

VCM = Volume Corpuscular Médio, CHCM = Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

Tabela 16: Resposta leucocitaria de cies anémicos positivos e negativos ao teste de

Coombs direto.

Grupo Caes Inflamagao Inflamagao Leucopenia
Anémicos Aguda Cronica (N)
(N=17) (N) (N)
Positivos (N=8) 6 1 1
Negativos (N=9) 3 5 1

A presenga de anticorpos na superficie dos eritrocitos causa a aglutinagdo eritrocitaria

(figuras 14, 15 e 16); amostras controles ndo apresentam aglutinag¢@o, o que indica auséncia

antiglobulinas (Figura 17).

de



80

Figura 14: Presenca de aglutinaciio eritrocitaria no teste de Coombs em céo, indicando

presenca de anticorpos na superficie das hemacias.

Figura 15: Presenca de aglutinaciio eritrocitaria no teste de Coombs em céo, indicando

presenca de anticorpos na superficie das hemacias.
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Figura 16: Presenca de aglutinaciio eritrocitaria no teste de Coombs em céo, indicando

presenca de anticorpos na superficie das hemacias.

Figura 17: Auséncia de aglutinacio eritrocitaria no Teste de Coombs em céo, indicando

auséncia de anticorpos na superficie das hemacias.
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Dos 17 cées selecionados para o estudo, com anemia, ictericia e poiquilocitose (com
esferocitose de 10 a 20 por campo): 47% foram positivos (com titula¢des variadas) e 53% foram
negativos no teste de Coombs; ressaltando que estes sinais clinicos ndo podem ser utilizados

isoladamente para diagnostico da AHIM.

Avaliando todos os animais anémicos, positivos e negativos, o indice de mortalidade
(morte natural ou eutanasia) foi de 64,7%, revelando prognostico reservado para cdes com os

sinais clinicos citados anteriormente.

O indice de mortalidade observado nos cdes com AHIM, no presente estudo, foi elevado,
de 62,5%, superior ao de ISHIHARA et al. (2010), que observaram indice de mortalidade de
apenas 39% em cdes com AHIM, porém os préprios autores o consideraram baixo (citando
demais autores que obtiveram indices de até 70%) e correlacionaram com a adequada terapia
de suporte utilizada. Em tal estudo também foram determinados fatores complicadores e
estabelecido escores que definem o progndstico dos cdes com AHIM priméria. Fatores como
sexo (maior incidéncia em fémeas), hematocrito < 20%, trombocitopenia e alteragdes nos
tempos de coagulacdo influenciaram significativamente o tempo de vida do paciente. Ha
protocolos de tratamentos de suporte bem-sucedidos ja relatados por pesquisadores. Como
exemplo, WEINKLE ef al. (2005) realizaram estudo retrospectivo de 151 cdes com AHIM
confirmada e concluiram que o tratamento com associa¢do de glicocorticoide, azatioprina e
dose muito baixa de 4cido acetilsalicilico prolongaram o tempo de vida dos animais, a longo
prazo. A taxa de mortalidade do presente estudo € considerada alta, mas esta de acordo com os

relatos anteriores em que o tratamento de suporte ndo teve sucesso.

Neste estudo houve predomindncia de anemia moderada (Ht 20-29%), normocitica
normocrémica, com regeneracdo medular leve (1 a 4% de reticulocitos) e resposta inflamatéria
aguda. Em 2017, MORAES ef al. analisaram os parametros hematologicos de 60 cdes com
AHIM e relataram maior prevaléncia de anemia regenerativa, macrocitica e hipocrémica; e
presenca esferocitose em apenas 9,8% dos animais; 30% e 38,7 % apresentavam leucocitose e
neutrofilia, respectivamente. Em 2001, MCMANUS ef al., publicaram que leucocitose e
neutrofilia com desvio a esquerda s3o fatores complicadores da AHIM, que podem piorar o
prognostico. Portanto a alta prevaléncia de resposta inflamatéria aguda observada no presente

estudo pode ser considerada um fator complicador.

No presente estudo, a presenga de 10 a 20 esferocitos por campo foi considerada como

fator de inclusdo. A presenca de esferocitose € muitas vezes subjetiva, porque depende da
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analise de profissional capacitado e experiente, devendo ser minuciosamente avaliada, pois € a

alteragdo morfologica mais observada desta doenga.

Esta pesquisa realizou o teste da antiglobulina canina em banho-maria a 37°C, o que
significa que apenas imunoglobulinas da classe III (aglutininas quentes) foram detectadas;
embora sejam as maiores causadoras da AHIM em ces, hé possibilidade de resultados falso-
negativos, revelando uma limitag@o deste trabalho. Em uma pesquisa realizada por WARMAN
et al. (2008) para avaliar o desempenho de anticorpos polivalentes e monovalentes nas
temperaturas de 4°C e 37°C, os pesquisadores concluiram que o teste deve ser realizado em
ambas as temperaturas, pois muitos animais foram positivos a 4°C e negativos a 37°C, ou seja,
aglutininas frias também tém sua importancia no processo hemolitico imunomediado;
concluiram também que altas titulagdes de anticorpos estdo relacionadas a AHIM primaria,

enquanto titulagdes mais baixas sdo encontradas em caso de doengas concomitantes.

Para a rotina laboratorial veterinaria no Brasil, o teste de Coombs ainda € considerado
um procedimento pouco viavel, devido ao alto custo de importagdo do reagente espécie-

especifico.

A sensibilidade do método de microtitulacdo (técnica utilizada neste estudo) ¢
questionada por alguns autores e resultados negativos ndo podem excluir o diagnostico de
AHIM, porém a especificidade ¢ alta. Na publicagdo de ASHWINI e PILLAI(2017), os autores
compararam dois métodos diferentes de microtitulagdo em 47 cdes (tubo padrdo ou microplaca):
o teste realizado em microplaca demonstrou maior sensibilidade que em tubo padrio, pois os
resultados de oito animais foram positivos na microplaca e negativos no tubo, indicando que o
efeito pro-zona pode ocorrer no método menos preciso; sendo assim, este erro € minimizado ao
se utilizar pouca quantidade de amostra no caso nas microplacas, como no presente estudo. O
trabalho de OVERMANN et al. (2007) teve como principal objetivo avaliar a sensibilidade do
método de microtitulagio em microplacas baseado na empregabilidade de antiglobulinas
monovalentes e polivalentes, e o resultado demonstrou que n3o houve alteragdo
estatisticamente significativa na sensibilidade entre elas, porém a dilui¢do seriada do soro

influenciou na detecc¢do de positividade das amostras contendo pouca quantidade de anticorpo.

CAVIEZEL et al. (2014) testaram quatro métodos diferentes de teste de Coombs direto:
microtitulagdo, microcoluna de gel, técnicas capilares e tira imunocromatografica; os testes

apresentaram grande correlagdo nos resultados e a técnica da tira imunocromatografica
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mostrou-se como uma abordagem inovadora, pois ndo ¢ baseada em aglutinagdo, e sim na

coloragdo quando os glébulos vermelhos se ligam ao reagente antiglobulina.

Com o intuito de avaliar e comparar o desempenho dos testes de microcoluna de gel e
microtitulagdo para o diagnostico de AHIM, PIEK ef al. (2012) selecionaram 247 cdes suspeitos
e concluiram que houve boa concordancia entre os testes, € o método em gel mostrou bom
desempenho na identificagdo de AHIM idiopatica; porém, amostras de sangue de pacientes com
AHIM secundaria foram negativas. Mais estudos, com novas técnicas com maior sensibilidade

e especificidade sdo de grande importancia para o diagndstico.

No presente trabalho as causas da AHIM que ndo puderam ser estabelecidas, foram de
casos agudos e o cdo foi a dbito rapidamente. Como as amostras eram provenientes da rotina
laboratorial, ao constatar o Obito do paciente, os respectivos proprietarios suspendiam a

investigacgao.

4.4 CONCLUSAO

O teste de Coombs pelo método de microtitulagdo em microplacas com soro polivalente

foi realizado com éxito para diagnostico de AHIM em caes.

O prognostico dos caes com diagndstico de AHIM e sinais como ictericia e esferocitose
de 10 a 20 por campo foi ruim, considerando a taxa elevada de mortalidade (62,5%). Esses caes
apresentaram maior incidéncia de anemia moderada, normocitica normocrémica, resposta da

medula 6ssea leve e inflamagdo aguda.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAI‘IA
o SETOR DE CIEhCIAS AGRARIAS
u F P R COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Cernificamos que o protocalo nimera 1012017, referents 20 projeto “Diagndstice das anemias em cdes e gatos
e 8 correlacio com o: valores de ferro, transferring, capacidade total de lizacdo do ferro e ferritina séricos™,
sob a responsabilidade de Rosangela Locatelli Dittrich — que envolve 2 produgio, manutengdo &/on utilizacio da
animais pertencentes so filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins da pesquisa cientifica ou
ensing — encontra-sa da acordo com os preceitos da Lei n® 11.704, de § de Cutubra, de 2003, do Decreto n® §.898,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pel.oCumel]mhmcmmal de Conmale dzExpum.enti;ain Animal
(CORICEA), e foi a.prma.du pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAILS (CEUA) DO SETOR DE
CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL, com grau I de
invasividade, em reunido de 04/122017.

Viztacia do projets Dezembra 2017 ate Outgbra 2018
EspecieLinhagem Caniz familiaris (cdo) e Fellz catus (gato)
Mimero de animais 200 (100 cles & 100 gatos)
Pasoldada i verificado
Saxo Ambos
| Origem Hospital Veterindrio da Universidade Faderal do Parana
CERTIFICATE

We certify that the protocol mumber 101/2017, regarding the project “Diagnesiz of anemia in dogs and cats and
correlation with serum iron, transferrin, total iron binding capacity and ferritin™ undar Rozangela Locatelli
Dittrich supervizion — which inchides the production, maintenance and'or utilization of amimal: from Chordata
phylum, Vertebrata subphyhom {except Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance with the

precepts of Law n® 11.704, of & October, 2008, of Decree n® §.890, of 15 Fuly, 2009, and with the edited moles from
Conzalho Macional de Controle d2 Experimentacio Animal {CDNCEA}, and it was approved by the ANIMAL
USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL ECIEMCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of Parans, Brazil), with degree 2 of imvasivenszz, in
seasion of 12/04/2017.

Duration of the project December/ 2017 until October 2018
SpacieLine Coris flemiliaris (dog) and Felis catus (cat)
TMhamber of animals 200 (100 dogs and 100 cats)
Wheight'Azs Mot verified
Sax Baoth
Origin “Veterinary Hospital of the Federal University of Parama
Curitita, 4 da dezembro de 2017.
Crevgp s, o ¥echo,
Chayane da Rocha

Coordenadora CEUA-SCA
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