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Resumo: A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) é uma doenca
imunolégica na qual o organismo produz anticorpos que reconhecem o0s
eritrécitos como antigenos, destruindo-os. O mecanismo da hemdélise depende
do tipo de imunoglobulina envolvida no processo e na temperatura a qual
reage. Este trabalho tem por objetivo analisar as classes de AHIM existentes,
correlacionando-as aos aspectos clinicos e laboratoriais da doenga, acelerando
o diagndstico e minimizando progndésticos menos favoraveis aos pacientes.
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Abstract: Immune-mediated hemolytic anemia is an immune disease in which
the body produces antibodies that recognize erythrocytes as antigens,
destroying them. The mechanism of hemolysis depends on the type of
immunoglobulin involved in the process and the temperature at which it reacts.
The purpose of this study is to analyze the existing AHIM classes, correlating
them with the clinical and laboratory aspects of the disease, accelerating the
diagnosis and minimizing prognostics less favorable to patients.
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INTRODUCAO

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) define-se como uma doencga
do sistema imunoloégico que causa destruicdo de eritrocitos (GARCIA-
NAVARRO, 2005). E classificada como primaria quando idiopatica. Sem causa
reconhecida, a membrana dos eritrocitos sofre adesdo de complexos imunes e
anticorpos (lgA, IgM ou IgE) que, reconhecem a célula como um antigeno,
destruindo-a. A AHIM pode ocorrer também secundaria a quadros infecciosos,
inflamatoérios, alérgicos, neoplasicos e pelo uso de medicamentos (BALCH e

MACKIN, 2007). Mais comum em caes, a forma predominante de apresentagéo
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da AHIM é primaria, constituindo-se em um diagnéstico desafiador ao clinico, ja
que é necessario fazer a exclusdo de todas as hipdteses diagnosticas
secundarias. A forma secundaria revela-se mais constante em gatos,
especialmente associada a infeccao por Haemobartonella felis (Mycoplasma
haemofelis) e pelo virus da leucemia felina e com doencga linfoproliferativa e
mieloproliferativa (JERICC), et al., 2015; THRALL, 2007).

A meia-vida dos eritrécitos varia de 100 a 120 dias em cédes e de 70 a 78
dias em gatos (JERICO, et al., 2015). A hemdlise fisiolégica, denominada
hemocaterese, constitui-se no processo natural de destruicdo dos eritrocitos
velhos pelas células do sistema monocitico-fagocitario (SMF). Em animais com
AHIM a destrui¢ao dos eritrécitos ocorre precocemente (SOLATO, et al., 2008).

Alguns estudos correlacionam predisposi¢des raciais a incidéncia de AHIM
idiopatica. Miller et al. (2004) salientam que um tergco desse tipo de
manifestacdo ocorre em cdes da raga Cocker Spaniel. Outras racas
destacadas no estudo, cujas incidéncias de AHIM despertaram o interesse dos
autores, foram: Old English Sheepdog, Pinscher miniatura, Dobberman, Collie
e Setter Irlandés. O estudo aponta ainda que fémeas inteiras adultas-jovens
séo consideradas de maior risco para a doenga.

Na AHIM secundaria em caes ha correlagdes do disturbio imunomediado
com doengas infecciosas, tais como leptospirose, babesiose e erlichiose
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). Sao destacados ainda eventos relacionados a
AHIM, tais como picadas de abelhas e intoxicacdo por zinco (THRALL, 2007).
Ja a publicacdo dos autores Duval e Giger (1996) sugere que a AHIM pode ser
desencadeada pela vacina polivalente, ja que 26% dos animais estudados no
trabalho, desenvolveram o disturbio imunomediado no intervalo de quatro
semanas apos a aplicagao da vacina.

Alguns medicamentos também tém sido associados a ocorréncia da
AHIM. Entre eles incluem-se penicilina, cefalosporinas, trimetoprim-
sulfametoxazol, levamisol e amiodarone. A hemdélise imunomediada decorreria
da ligacédo direta da droga com a hemacia ou da formacdo de complexos
imunes droga-anticorpo, que também podem se ligar as hemacias (THRALL,
2007).
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Este trabalho tem por objetivo analisar as classes de AHIM existentes,
correlacionando-as aos aspectos clinicos e laboratoriais da doenca. A
finalidade é que se crie mecanismos para estabelecer um diagnéstico precoce

do disturbio, minimizando prognédsticos menos favoraveis aos pacientes.

MECANISMOS DE HEMOLISE

A hemolise pode ser intra ou extravascular. Em casos mais raros, ela
ocorre dentro e fora dos vasos sanguineos simultaneamente. Hemodlise
extravascular ocorre quando eritrocitos recobertos por imunoglobulinas sao
fagocitados por macréfagos. Se as imunoglobulinas fixarem o complemento, o
complexo de ataque da membrana pode formar-se e provocar hemoblise
intravascular (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Embora alguns autores salientem que as imunoglobulinas envolvidas na
AHIM possam ser das classes IgG, IgM e IgA, € consenso que o envolvimento
da IgG é o mais constante (THRALL, 2007).

Tizard (2008) classifica a AHIM em cinco classes, de acordo com o0s
tipos de anticorpos envolvidos, temperatura ideal em que eles reagem e
natureza do processo hemolitico. A classe | tem envolvimento de IgG e IgM e é
causada por auto-anticorpos que aglutinam os eritrécitos em temperatura
corporea. A IgG néo ativa o sistema complemento de forma eficiente, portanto
os eritrocitos sofrem aglutinagéo intravascular e s&o fagocitados no bago. A
classe Il tem ac&do da IgM, que ativa o sistema complemento causando
hemolise intravascular. Na classe lll anticorpos IgG se ligam aos eritrécitos
sem ativar o sistema complemento ou aglutinar as células. Eles sao
opsonizados e removidos pelos macréfagos esplénicos. A classe IV da AHIM
envolve anticorpos IgM, que provocam aglutinagéo de eritrocitos quando ocorre
resfriamento do sangue em temperatura entre 10°C e 4°C. O sangue que
circula em cauda, dedos e pavilhdes auriculares dos animais acometidos pode
esfriar causando hemaglutinagéo dos capilares. A classe V ocorre por agéo de
IgM, que reage em temperatura média de 4°C, sem causar aglutinagdo. Estes

anticorpos ativam o sistema complemento, provocando hemdlise intravascular.
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ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os sinais clinicos da AHIM e a progressao da doenca dependem do
mecanismo de hemolise envolvido. Frequentemente os animais acometidos
apresentam letargia, intolerancia ao exercicio, esplenomegalia, hepatomegalia,
febre, ictericia, palidez de mucosas, dispneia, taquicardia e sopro sistolico, em
casos de anemias graves (JERICO, et al., 2015; THRALL, 2007).

A avaliacdo hematolégica mais tipicamente apresenta anemia moderada
a intensa com sinais de regeneracdo medular (macrocitose, anisocitose,
policromasia, reticulocitose e eritroblastose), pois a destruicéo eritrocitaria ndo
atacaria diretamente a medula 6ssea e, portanto, ndo afetaria a producgéo
sanguinea (GIGER, 2005). Porém, aproximadamente um ter¢co das ocorréncias
de AHIM estdo associadas a anticorpos que podem atacar precursores
medulares eritroides, levando a um quadro de anemia arregenerativa (STOKOL
et al.,, 2000). Em mielogramas de pacientes com AHIM arregenerativa é
possivel observar evidente interrupcao na maturacéo da série eritroide, mais
frequente no estagio de rubricito, devido a destruicdo de hemacias mais
maduras. Pode-se observar ainda diminuigdo da populacdo de metarrubricitos
e de hemacias policromatofilicas. Ocasionalmente pode-se verificar aumento
da eritrofagocitose e da fagocitose de hemacias nucleadas (THRALL, 2007).

Quando a hemolise ocorre dentro dos vasos sanguineos (geralmente
envolvendo anticorpos IgM), além da anemia, podem ocorrer sinais de
hemoglobinemia, hemoglobinuria, hiperbilirruninemia e hiperbilirrubinuria
(THRALL, 2007). Este quadro é tipico na classe Il da AHIM, conforme a
classificagdo de Tizard (2008). Os caes acometidos apresentam anemia,
fraqueza e ictericia severa. Os macrofagos do figado ou dos linfonodos
fagocitam os eritrocitos recobertos por componentes do sistema complemento,
causando quadros de hepatomegalia e linfadenopatia.

A classe |V, descrita por Tizard (2008), envolve a hemoaglutinacédo de
capilares em extremidades corpdéreas dos animais, devido ao resfriamento
sanguineo. Nesses casos, 0s sinais clinicos incluem isquemia tecidual, que
pode resultar em lesdes necréticas. A cianose de extremidades € observada

durante o curso clinico dessa apresentagdao de hemolise imunomediada.
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Policromasia com autoaglutinagdo e esferocitose em cades doentes com
anemias agudas sdo consideradas patognoménicas de AHIM (JERICO, et al.,
2015). A aglutinagdo pode ser diferenciada da formagao de rouleaux mediante
mistura de pequena quantidade de sangue com uma gota de solugéo salina
isotdnica. A aglutinagao persiste na solugéo salina, enquanto que o rouleaux se
dispersa (THRALL, 2007; COWELL et al., 2009). E comum a visualizacdo

macroscopica da aglutinacdo em esfregaco sanguineo ou em tubos com EDTA
(Fig. 1).

Figura 1. Presenca de auto-aglutinagdo em amostra sanguinea de cao com AHIM. Observa-se

também o plasma intensamente ictérico, indicando bilirrubinemia. Fonte: Arquivo pessoal.

A formacéao de esferdcitos, por sua vez, resulta da opsonizacédo imune e
remocéo de fragmentos da membrana da hemacia por células fagociticas do
sistema vascular. A membrana fica fragilizada pela acdo de neutrdfilos,
mondécitos ou macréfagos e perde sua palidez central, perdendo sua fungéo
(Fig.2). Essa alteracédo ocorre em casos de hemodlise exclusivamente
extravascular ou ainda em casos em que a hemdlise extravascular ocorra
simultaneamente a destruicdo de esferdcitos no interior dos vasos sanguineos
(COWELL et al., 2009).

Figura 2. Esfer6citos em esfregago sanguineo. Fonte: Arquivo pessoal.
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A avaliagdo leucocitaria tipica de pacientes com AHIM inclui leucocitose
por neutrofilia com aumento da presenca de bastonetes e monocitose. Essa
resposta inflamatéria decorre da liberacado de fatores estimulantes de coldnias
pelos macrofagos ativados (THRALL,2007). Em alguns casos, é possivel
detectar mondcitos fagocitando eritrécitos em esfregagos sanguineos (Fig.3).
De acordo com Mcmanus & Craig (2001), outros fatores podem desencadear
quadros de leucocitose, tais como lesdes teciduais decorrentes da hipodxia
causada pela hemoglobinemia. Alteragdes toxicas podem ser observadas em

neutréfilos na avaliagcdo do esfregago sanguineo.

Figura 3. Mondcito fagocitando hemacia. Fonte: Arquivo pessoal.

Os baixos indices de hemoglobina circulante, além da hipdxia, podem
causar nefrotoxicidade, causando azotemia pré-renal ou, no caso de anemia
intravascular grave, azotemia renal (MCCULLOUGH, 2003). Quadros de
insuficiéncia renal podem resultar da deposicdo de complexos antigeno-
anticorpo na membrana eritrocitaria ou pelo efeito téxico direto da hemoglobina

livre nas células dos tubulos renais (THRALL, 2007).

Petéquias e equimoses podem ocorrer em casos em que o animal
apresentar trombocitopenia imunomediada (Sindrome de Evans) secundaria a
AHIM, nos quais junto a anemia ocorrem quadros de queda na contagem
plaquetaria (JERICO, et al., 2015). A trombocitopenia em cédes com AHIM pode
estar relacionada a concomitante destruicdo imunomediada das plaquetas,
aumento do consumo devido a vasculite, processos inflamatérios
generalizados, Coagulagéo Intravascular Disseminada (CID) ou sequestro
(ScottMoncrieff et al., 2001).
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Os disturbios hemostaticos sédo frequentes na AHIM e, portanto, estes
pacientes oferecem risco de eventos tromboticos, que podem leva-los a 6bito.
No momento do diagndstico, cerca de 50% dos cdes com AHIM se encontram
em estado de hipercoagulabilidade (ScottMoncrieff et al., 2001). A hemdlise &
uma importante condi¢do pré-coagulante. Durante a hemodlise ocorre a
liberagdo do estroma das hemacias que pode desencadear a CID. Lesao
vascular pode desenvolver-se secundariamente a liberagdo de citocinas
inflamatérias dos eritrocitos destruidos, bem como pela hipoxia tecidual
(MCMANUS; CRAIG, 2001).

Como a ocorréncia de CID subclinica ou clinica esta geralmente
associada a AHIM, outros testes laboratoriais possivelmente anormais sao
aqueles utilizados no diagnéstico de CID. Estes pacientes apresentam
prolongamento no tempo de tromboplastina parcial ativada e no tempo de
protrombina. Menor atividade antitrombina, aumento dos produtos de
degradacéo de fibrina/fibrinogénio e aumento da concentracdo do dimero D
também sdo observados (THRALL, 2007). Para Kusi et al. (2010), a menor
atividade de antitrombina oferece risco tromboembodlico e prognédstico

desfavoravel aos pacientes com AHIM.

METODOLOGIA DIAGNOSTICA

O diagnéstico da AHIM deve ser realizado a partir da pesquisa de
elementos que apontem a destruicdo eritrocitaria na presenca de auto-
anticorpos, tais como esferocitose e autoaglutinacdo. Sinais de anemia
associados a hemodlise como ictericia, hiperbilirrubinemia, bilirrubinaria,
hemoglobinemia e hemoglobinuria sugerem a triagem para AHIM (Carr et al.,
2002). Técnicas diagnosticas empregadas na rotina clinica incluem o teste de
antiglobulina direta (TAD), também conhecido como teste de Coombs, e
citometria de fluxo (THRALL, 2007).

A detecgéo de anticorpos anti-eritrocitarios € realizada pelo TAD. Uma
antiglobulina espécie-especifica (soro de Coombs) é adicionada a uma
suspensdo de hemacias do paciente lavada com soro fisiolégico. Ocorrera

aglutinacédo se as hemacias estiverem recobertas com auto-anticorpos. Assim,
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nota-se a limitagéo do teste no sentido de n&o poder ser utilizado em casos em
que a aglutinagdo ja esteja presente. E método diagnéstico para as classes |,
Il e V da AHIM, nas quais ha presenca de anticorpos nao aglutinantes ou
incompletos (THRALL, 2007; TIZARD, 2008).

A sensibilidade do TAD é de aproximadamente 60% (OVERMANN,
2007). Resultados falso-negativos decorrem da pequena quantidade de
anticorpos ligados as hemacias (THRALL, 2007). O teste de Coombs direto
pode somente detectar hemacias com mais de 200 a 300 moléculas de Ig em
sua superficie (Nelson & Couto, 2010). Outros fatores para resultados falso-
negativos incluem a inadequada proporgao antiglobulina:anticorpo, temperatura
inapropriada e tratamento prévio com glicocorticéides (THRALL, 2007).

Resultados falso-positivos também sado relatados com frequéncia,
especialmente em testes realizados em pacientes felinos. Resultados falso-
positivos podem ocorrer pois varios tipos de doengas induzem a formacéo de
complexos imunes ou de complementos que se ligam as hemacias sem causar
anemia. Transfusdes sanguineas prévias também podem ocasionar resultados
falso-positivos (HONECKMAN et al., 1996).

Mais sensivel que o TAD, o teste imunoenzimatico (ELISA) tem a
finalidade de detectar imunoglobulinas ligadas as hemacias. Porém, resultados
falso-positivos também podem ocorrer e o teste é considerado trabalhoso, além
de ser pouco encontrado nos laboratoérios (THRALL, 2007).

Em estudo comparativo entre a metodologia diagnostica da AHIM,
QUIGLEY et al. (2001) considerou a citometria de fluxo como a técnica mais
sensivel empregada. Neste instrumento, uma suspensdo de células é
bombeada através de um tubo estreito, de forma que as células caminhem
como uma fila indiana. Um feixe de laser é direcionado para o fluxo de células,
e os efeitos do feixe de luz sobre cada célula sdo observados (TIZARD, 2008).
Essa técnica permite classificar as células de acordo com seu tamanho,
complexidade interna e intensidade de fluorescéncia. Imunoglobuinas ligadas a
membrana das hemacias podem ser marcadas com um anti-soro conjugado a
fluoresceina (QUIGLEY et al., 2001).

A terapia imunossupressora também pode ser uma ferramenta

diagnostica, visto que uma alta porcentagem de cées tratados com
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corticosteroides apresentam uma melhora clinica acentuada no prazo de 24 a
96 horas (Nelson & Couto, 2010). A administracdo de altas doses de
corticosteroides reduz a fagocitose dos eritrocitos pelas células mononucleares
e, assim, este tratamento € mais eficaz para a doenca mediada pela 1gG. Os
corticéides sdo muito menos eficazes no tratamento da hemdlise intravascular
mediada pela IgM e pelo sistema complemento, ndo induzindo

imunossupressao nesses individuos (TIZARD, 2008).

CONSIDERAGOES FINAIS

O mecanismo de hemdlise desencadeado pela AHIM depende do tipo de
imunoglobulina envolvida no processo e na temperatura a qual reage. Por esse
motivo, os sinais clinicos sdo considerados inespecificos, sendo necessaria
uma ampla investigacdo por parte do clinico para o diagnoéstico. Para tanto, é
necessaria uma minuciosa anamnese, visando encontrar causas que possam
desencadear a reagao do sistema imunoldgico.

Na medida em que o médico veterinario se familiariza com as diferentes
classes de apresentagdo da AHIM e suas caracteristicas clinicas e
laboratoriais, € possivel acelerar o processo diagnoéstico, instituindo protocolos
terapéuticos para controle do disturbio, bem como protocolos profilaticos para
evitar complicagdes secundarias, tais como eventos tromboembdlicos e CID.
Diagnésticos precoces minimizam prognoésticos menos favoraveis aos

pacientes.
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