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Avaliação hematológica e da função renal em cães com AHIM

Hematological and Renal Function Evaluation in Dogs with IMHA

Lívia Fagundes Moraes¹, Regina Kiomi Takahira¹ & Marjorie de Assis Golim²

ABSTRACT

Background: The IMHA is a common cause of anemia in dogs and characterized by direct destruction or phagocytosis 
of erythrocytes opsonized by IgG, IgM and/or complement. The diagnosis is based on the identification of erythrocytes 
destruction in the presence of anti-erythrocyte antibodies, producing spherocytes, auto-agglutination, Coomb’s test or flow 
cytometry test positive, in addition to anemia and clinical signs of hemolysis. The renal biochemical profile and urinalysis 
may reveal important changes due to the severity of the kidney demage. The aim of this study were to evaluate the incidence 
of hematological and renal abnormalities, and the prevalence of immunoglobulin’s classes involved in IMHA. 
Materials, Methods & Results: In a total of 87 anemic dogs were selected and tested by Coomb’s test, flow cytometry 
(FC), and auto-agglutination, along with CBC, reticulocyte count, renal profile (ureia and creatinine), hemoparasite search 
in peripheral blood smears, and Ehrlichia sp. and leptospirosis tests. The results were analyzed by t test or Mann-Whitney 
with 5% of significance. Therefore, 61 dogs (70.11%) were positive for IMHA by FC, 31 (35.63%) by Coomb’s test, and 
24 (27.58%) by auto-agglutination. There was not a predominance of IgG or IgM involvement. The hematological and 
clinical changes in dogs with IMHA included macrocytic, hypochromic regenerative anemia, and reticulocytosis, as well 
as icterus, fever, auto-agglutination, hyperglobulinemia and bilirrubinuria. Spherocytosis was found in 9.8% of dogs with 
IMHA, and 29.5% of dogs had leukocytosis, 39.6% neutrophilia, and 72.1% thrombocytopenia. Mostly of cases of IHMA 
(74.6%) were attributed to infectious diseases and associated with Ehrlichia sp. (secondary IMHA), 21.4% of dogs with 
IMHA had azotemia, and 51.8% had increased urine protein creatinine ratio.
Discussion: The FC was confirmed as a more sensitive technique for the diagnosis of IMHA compared to auto-agglutination 
and Coomb’s tests. The auto-agglutination test was more specific than the Coomb’s test, however the last one was more 
sensitive. The similar prevalence of IgG and IgM in IMHA did not indicate which class of immunoglobulin would be a 
better choice for diagnosis by the FC technique. Antibodies are produced against normal red cells (primary or idiopathic 
IMHA) or to red cells that are antigenical changed by the action of drugs, neoplasia or infectious diseases (leptospirosis, 
babesiosis, canine ehrlichiosis), known as secondary IMHA. This study alerts for the high prevalence of IMHA in dogs, in 
most cases characterized by a regenerative anemia associated with intense thrombocytopenia and secondary to Ehrlichia 
sp. in areas endemic to this infectious disease. In Brazil, the presence of endemic areas for various infectious diseases may 
contribute to the high prevalence of secondary IMHA. Kidney damage may occurs because tissue hypoxia increases the 
risk of progressive injury, due to acute hematocrit decrease (below 22%), leading to renal tubular necrosis, whereas the 
deposition of immune complexes, mainly in the renal parenchyma, may aggravate the renal injury, further complicating 
the clinical state of the animal. Direct renal injury caused by crystallization of free hemoglobin in the renal tubules may 
result in renal azotemia. Hypoxia and nephrotoxicity caused by hemoglobinemia reflects increased liver enzymes and 
azotemia, respectively. Significant proteinuria and the increase in urine protein creatinine ratio revealed evidence of renal 
injury in dogs with IMHA.

Keywords: dogs, immune mediated hemolytic anemia, renal disease, Ehrlichia sp., hematology.
Descritores: cães, anemia hemolítica imuno-mediada, doença renal, Ehrlichia sp., hematologia.

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Archives of the Faculty of Veterinary Medicine UFRGS

https://core.ac.uk/display/303977114?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


2

                                                                                                           L.F. Moraes, R.K. Takahira & M.A. Golim. 2017. Avaliação hematológica e da função renal em cães com AHIM.
                                                                                                                  Acta Scientiae Veterinariae. 45: 1510.

INTRODUÇÃO

 A anemia hemolítica imuno-mediada (AHIM) 
em cães é uma causa comum de anemia e caracteriza-
da pela destruição direta ou fagocitose das hemácias 
opsonisadas por IgG, IgM e/ou complemento [18,32].

Os anticorpos podem ser direcionados às he-
mácias normais (AHIM primária ou idiopática) ou, 
ainda, às hemácias antigenicamente alteradas pela ação 
de medicamentos, neoplasias ou doenças infecciosas, 
sendo nestes casos conhecida como AHIM secundária 
[13,17,18].

A AHIM é uma reação de hipersensibilidade 
tipo II na qual as hemácias são destruídas devido 
à quebra da auto tolerância imune e a produção de 
anticorpos, da classe IgG ou IgM. Estes anticorpos 
geralmente reconhecem as glicoproteínas de membrana 
dos eritrócitos [33].

O diagnóstico das AHIM está fundamenta-
do na identificação da destruição das hemácias na 
presença de anticorpos anti-hemácias, cuja situação 
depara-se com o encontro da presença de esferócitos, 
auto-aglutinação, teste de Coomb’s ou citometria de 
fluxo positivos, além da anemia e sinais de hemólise 
(icterícia, hiperbilirrubinemia, bilirrubinúria, hemo-
globinemia e/ou hemoglobinúria) [5].

Geralmente as anemias são regenerativas e 
o perfil bioquímico renal somado à urinálise podem 
revelar alterações importantes face à gravidade da 
lesão renal causada pela hipóxia ou por deposição de 
imuno-complexos [33,36].

Neste trabalho objetivou-se caracterizar as 
alterações hematológicas e renais de cães com AHIM, 
somados à avaliação clínico-laboratorial de acordo com 
a resposta à anemia, e possível estabelecimento da etio-
logia. Objetivou-se também avaliar os principais testes 
diagnósticos para AHIM e estabelecer a prevalência das 
classes de imunoglobulinas (IgG ou IgM) envolvidas.

MATERIAIS & MÉTODOS

Animais

Foram selecionados 87 cães atendendo aos se-
guintes critérios: hematócrito inferior a 20%, configu-
rando um quadro de anemia tanto regenerativa quanto 
arregenerativa, sem histórico prévio de tratamento 
com corticóides ou transfusão sanguínea recente e 
apresentar ao menos um sinal clínico (hepato ou es-
plenomegalia, icterícia, dispneia, taquicardia, febre) ou 

laboratorial (esferócitos, auto-aglutinação, hiperprotei-
nemia, hiperglobulinemia, bilirrubinúria) comumente 
associado à AHIM ou possuir pré-disposição racial 
(Cocker Spaniel, Old English Sheepdog, Doberman, 
Pinscher miniatura, Collie e Setter Irlandês). Foram 
excluídos os animais com outras causas conhecidas de 
anemia, tais como doença renal crônica, aplasia me-
dular induzida por drogas como estrógeno ou agentes 
quimioterápicos e casos de verminose.

Análises hematológicas

Estes cães foram submetidos ao teste de Coomb’s, 
citometria de fluxo (CF) e auto-aglutinação para o diag-
nóstico de AHIM e também foram avaliados quanto ao 
hemograma e contagem de reticulócitos, perfil renal, 
pesquisa de hematozoários em sangue periférico, além 
do teste para Ehrlichia sp., pela técnica de PCR (reação 
em cadeia da polimerase). A sorologia para leptospirose 
foi realizada apenas para os cães positivos para AHIM.

Para a padronização da técnica de CF foi 
formado um grupo controle com 19 cães saudáveis 
selecionados com base nos exames físico e labora-
toriais, provenientes do canil do Hospital Veterinário 
da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 
(FMVZ), UNESP campus de Botucatu, SP. Todos os 
cães anêmicos foram obtidos a partir da casuística do 
atendimento no Hospital Veterinário da FMVZ Unesp, 
campus de Botucatu, SP.

O teste de auto-aglutinação foi avaliado macro 
e microscopicamente em solução salina (cloreto de 
sódio 0,9%) na diluição 5:1 [35].

O teste de Coomb’s foi realizado a partir da 
utilização de antiglobulina policlonal caprina (anti-
-IgG, IgM e C3), de acordo com as especificações do 
fabricante¹.

A CF foi realizada no equipamento FacScali-
bur2, utilizando-se o software CELLQuest. 100 µL do 
concentrado de hemácias foram diluídos em 4,9 mL de 
solução PBS (tampão fosfato-salino). Esta solução foi 
centrifugada, em seguida foi removido o sobrenadante 
e acrescentou-se 4,9 mL de solução PBS para uma nova 
lavagem e subsequente centrifugação. Este procedi-
mento foi realizado por mais duas vezes, obtendo uma 
solução de hemácias a 2%. Para utilização na técnica de 
CF, obteve-se uma solução de hemácias a 1%. Foram 
utilizados anticorpos policlonais monoespecíficos capri-
nos3 anti-IgG (anti-IgG de cão marcado com fluoresce-
ína - FITC) e anti-IgM (anti-IgM de cão marcado com 
FITC). Foram utilizados três tubos, sendo o primeiro 
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tubo, um tubo controle contendo apenas 100 µL da so-
lução de hemácias a 1%. Ao segundo e terceiro tubo foi 
adicionado 1 µL (1 mg/mL) de antiglobulina policlonal 
caprina anti-IgG ou anti-IgM de cão, respectivamente. 
Os tubos foram incubados por 20 min em ambiente 
escuro em temperatura ambiente. As hemácias foram 
novamente lavadas com 1,0 mL de PBS. A leitura foi 
realizada imediatamente após a preparação da amostra.

A população de hemácias foi selecionada com 
base nos parâmetros FSC (forward scatter - tamanho) 
e SSC (side scatter - granulosidade), e a presença de 
IgG e IgM na superfície das células foi avaliada pela 
intensidade de fluorescência (FL1). Foram adquiridos 
20.000 eventos para confirmação do diagnóstico de 
AHIM e classificação da classe de imunoglobulina 
(IgG ou IgM) envolvida. 

A seleção da população de hemácias foi rea-
lizada por meio de “gate”, desenhado com base nos 
parâmetros FSC e SSC, conforme recomendado na li-
teratura [16,29,40]. A utilização de “gate” é importante 
para excluir qualquer sinal oriundo de contaminação 
por plaquetas ou debris celulares [40]. Adotou-se um 
valor de corte para positividade com base na média das 
porcentagens de células marcadas dos cães controles 
+ 2 DP (desvio padrão), baseado em estudos anterio-
res [27,40]; sendo consideradas positivas para AHIM 
amostras com florescência para IgG maior que 16,72% 
e para IgM maior que 9,56%.

A CF foi escolhida como teste padrão-ouro, 
pois diversos trabalhos anteriores evidenciaram sua 
maior sensibilidade e especificidade em relação aos 
testes de auto-aglutinação e Coomb’s [16,29,39,40].

O hemograma foi realizado no contador auto-
mático de células Hemascreen 184 e incluiu os seguintes 
parâmetros: eritrograma (hematócrito, contagem de 
hemácias, hemoglobina, volume corpuscular médio 
(VCM), concentração de hemoglobina corpuscular 
média (CHCM), índice de distribuição do diâmetro dos 
eritrócitos (red cell distribution width - RDW), leuco-
grama (contagem de leucócitos totais, valores relativos 
e absolutos), contagem de plaquetas, volume plaquetário 
médio (VPM) e amplitude de distribuição das plaquetas 
com base em seu tamanho (platelet distribution width - 
PDW). Para a determinação da contagem de reticulócitos 
foi utilizada a técnica manual em esfregaços sanguíneos 
após coloração com Novo Azul de Metileno e incubação 
em banho-maria a 37ºC por 15 min. As contagens dife-
renciais de leucócitos foram realizadas em esfregaços 

sanguíneos corados com panótico rápido (coloração 
de Romanowsky), por microscopia óptica em aumento 
de 100x em um total de 100 leucócitos observados na 
monocamada de hemácias [12].

Análises bioquímicas e testes para as doenças infecciosas

Para avaliação da função renal foram reali-
zadas as dosagens plasmáticas de ureia5 e creatinina6 

pelo método enzimático colorimétrico e cinético, 
respectivamente; além do estabelecimento da relação 
proteína/creatinina urinárias e do exame de urina. A 
determinação da proteína urinária foi realizada por teste 
colorimétrico7 específico para baixas concentrações. 
A determinação da creatinina urinária foi realizada 
também pelo método cinético. Todas as análises bioquí-
micas foram realizadas no equipamento automatizado 
COBAS Mira plus8.

Os testes de PCR (reação em cadeia da poli-
merase) para Ehrlichia sp., sorologia para leptospirose 
e pesquisa de hematozoários em esfregaço sanguíneo 
foram utilizados para se estabelecer a classificação 
das AHIM em primárias ou secundárias. As AHIM 
primárias foram confirmadas nos casos negativos 
para estes testes e sem histórico de administração de 
medicamentos ou vacinas em um período de quatro 
semanas, neoplasia ou outras doenças infecciosas.

Urinálise

O exame de urina consistiu em avaliação física, 
química e do sedimento. O exame químico foi realizado 
por meio de tiras reagentes Combur 10 Test8. A densi-
dade urinária por refratometria e análise do sedimento 
urinário por avaliação microscópica do sedimento 
fresco em aumento de 40X [12]. As amostras, em sua 
maioria, foram obtidas por cistocentese.

Análise estatística

Os resultados obtidos foram submetidos à aná-
lise descritiva para a avaliação da incidência das altera-
ções hematológicas e renais, bem como da incidência 
da classe de imunoglobulina envolvida. Os resultados 
foram agrupados de acordo com a classificação da 
resposta à anemia (regenerativa ou arregenerativa) e 
quanto ao tipo de AHIM (primária ou secundária). As 
médias das variáveis obtidas para os referidos grupos 
(positivos ou negativos para AHIM) foram comparadas 
pelo teste t ou Mann-Whitney, de acordo com o tipo 
de distribuição da variável, ao nível de 5% de signifi-
cância, no programa Sigmastat 3.1. 
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RESULTADOS

Dos 87 cães avaliados, 60 cães (68,96%) 
foram positivos para AHIM pela técnica de CF, ao 
passo que apenas 31 (35,63%) foram positivos no 
teste de Coomb’s e 24 (27,58%) no teste de auto-
-aglutinação. 

É importante ressaltar que dos 60 cães com 
diagnóstico de AHIM, seis cães foram positivos para 
o teste de auto-aglutinação e negativos para o teste de 
Coomb’s e 13 foram negativos para o teste de auto-
-aglutinação e positivos para o teste de Coomb’s. A 
Tabela 1 apresenta a relação entre os resultados dos 
testes utilizados para o diagnóstico de AHIM e a res-
posta à anemia. Quatro cães apresentaram resultados 
falsos positivos para o teste de Coomb’s, pois estes 
foram negativos na CF. 

Em dois casos, o resultado negativo para a 
CF não foi compatível com a suspeita clínica e outros 
achados laboratoriais; no entanto, para fins estatísticos 
e padronização do diagnóstico, estes animais foram 
incluídos no grupo de cães negativos para AHIM. Es-
tes cães apresentaram resultados positivos nos testes 
de auto-aglutinação e Coomb’s, anemia regenerativa 
macrocítica hipocrômica com reticulocitose, icterícia, 
febre e PCR positivo para Ehrlichia sp. Além disso, um 
dos casos também foi observado esferócitos em esfre-
gaço sanguíneo. A Tabela 2 resume a especificidade 
e sensibilidade, em diferentes estudos, dos principais 
métodos diagnósticos para AHIM. 

Não houve predomínio de uma classe de imuno-
globulina (Ig) envolvida nas AHIM, pois 58 cães foram 
positivos tanto para IgG quanto para IgM. Apenas um 

cão foi positivo somente para IgM (27,43% de hemácias 
fluorescentes) e um outro positivo somente para IgG 
(34,63% de hemácias fluorescentes), sendo que nestes 
casos a AHIM foi detectada apenas pela técnica de CF. 

As alterações clínico-laboratoriais dos 87 cães 
avaliados estão resumidas na Tabela 3. A maioria dos 
cães positivos para AHIM não possuía raça definida 
e, dentro das raças predispostas à AHIM, quatro eram 
Cocker Spaniel e um Collie, sendo três casos de AHIM 
primária em cães da raça Cocker Spaniel. Não houve 
prevalência de sexo ou raça.

Neste estudo, as alterações clínico-labora-
toriais mais comuns nos cães positivos incluíram 
esplenomegalia, icterícia, febre, auto-aglutinação, 
hiperglobulinemia e bilirrubinúria. 

Para as variáveis do hemograma, os cães com 
AHIM apresentaram valores de metarrubrícitos e con-
tagem de reticulócitos significativamente maiores (P < 
0,05) que os animais anêmicos negativos para AHIM 
(n = 27). Um total de 9,8% dos cães com AHIM apre-
sentaram esferocitose. Neste estudo, 58,3% (35/60) 
dos cães positivos apresentaram anemia regenerativa 
e o grau de regeneração foi mais intenso quando com-
parado com outras causas de anemias em cães, apesar 
da intensidade da anemia não apresentar diferença 
estatística (Tabela 4). 

Apenas 30% (18/60) dos cães positivos apre-
sentaram leucocitose e 38,3% (23/60) neutrofilia. Os 
18 cães com leucocitose também apresentaram sinais 
de hemólise como icterícia, bilirrubinúria e/ou auto-
-algutinação das hemácias. A Tabela 5 resume os resul-
tados encontrados no leucograma dos animais anêmicos. 

Tabela 1. Porcentagens de positividade e negatividade nos testes de auto-aglutinação, Coomb’s, citometria de fluxo e presença de esferócitos em relação 
à classificação da anemia nos 87 cães avaliados para anemia hemolítica imuno-mediada (AHIM). 

Teste para Diagnóstico das AHIM Classificação da Anemia Resultados Positivos Resultados Negativos

Auto-aglutinação
Regenerativa 

Arregenerativa

17,2% (15/87) 

10,3% (09/87)

32,2% (28/87) 

40,2% (35/87)

Teste de Coomb’s
Regenerativa 

Arregenerativa

20,7% (18/87) 

14,9% (13/87)

29,9% (26/87) 

34,5% (30/87)

Citometria de Fluxo
Regenerativa 

Arregenerativa

40,2% (35/87) 

28,7% (25/87)

10,3% (09/87) 

20,7% (18/87)

Esferócitos
Regenerativa 

Arregenerativa

6,9% (06/87) 

0

43,7% (38/87) 

49,4% (43/87)
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Tabela 2. Comparação da sensibilidade e especificidade, em diferentes estudos, das técnicas de citometria de fluxo ao teste de 
Coomb’s para o diagnóstico de anemia hemolítica imuno-mediada (AHIM) em cães. 

Porcentagem CF Coomb’s Referência

Sensibilidade

100 

92 

84,6 

88

58 

53 

68,4 

---

Wilkerson et al. 2000 

Quigley et al. 2001 

Pereira 2006 

Morley et al. 2008

Especificidade

87,5 

100 

65,5 

74,2

100 

100 

100 

---

Wilkerson et al. 2000 

Quigley et al. 2001 

Pereira 2006 

Morley et al. 2008

Tabela 3. Alterações clínico-laboratoriais de cães positivos e negativos para anemia hemolítica imuno-mediada (AHIM). 

Alteração clínica ou laboratorial Positivo para AHIM Negativo para AHIM

Hepatomegalia 8,3% (05/60) 3,7% (01/27)

Esplenomegalia 20% (12/60) 22,2% (06/27)

Icterícia 28,3% (17/60) 33,3% (09/27)

Febre 28,3% (17/60) 48,1% (13/27)

Raça predisponente 8,3% (05/60) 11,1% (03/27)

Dispneia 6,7% (04/60) 3,7% (01/27)

Taquicardia 3,3% (02/60) 3,7% (01/27)

Esferócito 10% (06/60) 0

Auto-aglutinação Positiva 35% (21/60) 11,1% (03/27)

Hiperproteinemia 31,7% (19/60) 22,2% (06/27)

Hiperglobulinemia 66,7% (40/60) 70,4% (19/27)

Bilirrubinúria 44,6% (25/56) 50% (08/16)

Idade  Média 5,54 ± 3,75 anos Média 4,98 ± 4,37 anos

Sexo
Fêmea 30 

Macho 30

Fêmea 12 

Macho 15
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A maioria dos cães (72,1%) apresentou trom-
bocitopenia. Houve diferença estatística para VPM, 
com uma média maior para os cães negativos para 
AHIM (13,78 ± 2,94; P = 0,012). Os cães positivos não 
apresentaram diferença estatística quando comparados 
com os cães saudáveis (média 11,89 ± 2,94).

Todos os cães foram testados para Ehrlichia sp. 
e a sorologia para leptospirose foi realizada apenas para 
os cães positivos para AHIM. 76,7% (46/60) dos casos 
de AHIM foram secundários a doenças infecciosas, em 
sua maioria associadas à Ehrlichia sp. (89,1%).

Apenas cinco casos (8,3%) foram associados 
à leptospirose pelos sorovares canicola, copenhageni, 
hardjo e grippotyphosa. Dois cães com titulação po-
sitiva para leptospirose também foram positivos para 
Ehrlichia sp. Também foram diagnosticados um caso 
de cinomose e um de babesiose a partir da observação 
das respectivas inclusões em esfregaço sanguíneo e um 
caso de neoplasia renal.

As AHIM primárias (14 cães - 23,3%, sendo 
sete fêmeas) foram confirmadas nos casos negativos 
para os testes de PCR e sorologia para leptospirose e 
sem histórico de administração de medicamentos ou 
vacinas em um período de quatro semanas, neoplasia 
ou outras doenças infecciosas. Dentre estas AHIM 
primárias, 11 cães apresentaram anemia regenerativa e 
nove apresentaram teste de auto-aglutinação positivo.

O exame de urina foi realizado em 56 dos 60 
animais positivos para AHIM, devido à impossibilida-
de de coleta em quatro casos (pouca urina na bexiga, 
incontinência urinária ou início de fluidoterapia antes 
da coleta). 

A isostenúria foi observada em seis cães. A 
maioria dos cães apresentou proteinúria (n = 42) [30 
a 500 mg/dL], sendo esta mais significativa nos cães 
positivos e semelhante para as AHIM primárias e 
secundárias. Os dados referentes à avaliação da pro-
teinúria estão descritos na Tabela 6. Houve diferença 
significativa para a relação proteína: creatinina uriná-
rias (P = 0,043). Um total de 21,4% dos cães positivos 
para AHIM apresentaram azotemia e 51,8% aumento 
da relação proteína: creatinina urinária (Tabela 7).

Apenas 25 cães apresentaram bilirrubinúria 
positiva ao teste com fita reagente para urinálise, 
sendo que 14 apresentaram cristais de bilirrubina à 
sedimentação urinária, e dentre estes, nove apresenta-
ram impregnação por bilirrubina. A bilirrubinúria foi 
uma alteração laboratorial importante observada em 
44,6% dos casos.

No entanto, 39 animais apresentaram reação 
de sangue oculto positivo (de 1 a 4+) ao teste com fita 
reagente para urinálise, quatro apresentaram reação 
traço e 13 animais apresentaram resultado negativo. 
Seis cães apresentaram hematúria discreta a moderada 
(até 50 células/campo em aumento de 400x) e nove 
apresentaram leucocitúria discreta a moderada. Apenas 
dois cães apresentaram bacterúria significativa. 

Para as concentrações de ureia e creatinina 
plasmáticas não houve diferença estatística (P > 0,05) 
entre os grupos dos cães positivos e negativos para 
AHIM, no entanto, as médias dos animais positivos 
(74,8 ± 65,5 mg/dL e 1,15 ± 0,83 mg/dL, respectiva-
mente) foram maiores quando comparadas aos animais 
negativos (Tabela 7).

Tabela 6. Grau de proteinúria dos cães com anemia hemolítica imuno-mediada (AHIM) primária, secundária e cães negativos para AHIM. 

Animal Proteinúria Negativa
Proteinúria 

(< 30 mg/dL) Traços

Proteinúria 

(30 a 500 mg/dL) 1+ a 3+
Tipos de Cilindrúria

AHIM 1ª 1/13 (7,7%) 3/13 (23,1%) 10/13 (76,9%)

Hialino 1/13 

Granuloso 2/13 

(23,1%)

AHIM 2ª 0/43 (0%) 10/43 (23,2%) 32/43 (74,4%)

Hialino 6/43 

Granuloso 9/43 

(34,9%)

NEG. 0/16 (0%) 5/16 (31,2%) 11/16 (68,7%)

Hialino 3/16 

Granuloso 2/16 

(31,2%)

NEG: Negativo.
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Tabela 7. Médias e desvios-padrão das variáveis utilizadas para avaliação da função renal de cães positivos (n = 56) e negativos (n = 16) para anemia 
hemolítica imuno-mediada (AHIM).

Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) Azotemia
Relação P: C  

Urinárias

Aumento 

Relação P: C
Densidade Urinária

POS 74,8 ± 65,5 1,15 ± 0,83 21,4% 1,33 ± 1,02 51,8% 1,028 ± 0,015

NEG 64,9 ± 44,2 1,14 ± 0,64 25,0% 0,75 ± 0,42 18,7% 1,022 ± 0,009

Valor de P 0,597 0,601 --- 0,043 --- 0,202
POS: Positivo; NEG: Negativo; Relação P: C - Relação proteína: creatinina urinárias.

DISCUSSÃO

A auto-aglutinação em salina positiva é alta-
mente sugestiva de AHIM, pois neste estudo todos os 
cães positivos para este teste também foram positivos 
na CF. Em grande parte dos casos, a auto-aglutinação 
está relacionada à presença de IgM ou grandes quan-
tidades de IgG. Entretanto, uma aglutinação negativa 
somente é capaz de afirmar que o animal não possui 
anticorpos aglutinantes, não excluindo a suspeita de 
AHIM [15,17]. Segundo estudos anteriores, a prevalên-
cia de auto-aglutinação nos casos de AHIM é de 40% 
a 87%; superior à prevalência deste estudo (27,58%) 
[30,32,38].

A especificidade do teste de Coomb’s foi 
menor do que 100%, discordando de trabalhos ante-
riores [27,29,40]. Para Morley et al. [22], a CF é mais 
sensível do que o teste de Coomb’s para a detecção de 
anticorpos anti-hemácias, no entanto com especifici-
dade semelhante.

Um dos principais fatores relacionados a 
resultados falsos positivos para o teste de Coomb’s 
é a presença de hipergamaglobulinemia, observada 
tanto em pacientes com gamopatia monoclonal quanto 
policlonal. Acredita-se que este resultado esteja rela-
cionado à ligação não específica das imunoglobulinas 
devido à alta concentração plasmática [37]. Nos quatro 
casos falsos positivos deste estudo, os cães apresenta-
ram hiperglobulinemia, podendo assim justificar esse 
resultado.

O teste de Coomb’s possui uma alta especi-
ficidade, porém uma menor sensibilidade, por volta 
de 60% dos casos [32]. Um teste negativo não exclui 
o diagnóstico de AHIM. Resultados falsos negativos 
estão relacionados a uma quantidade insuficiente de 
anticorpos detectáveis, mas suficiente para remoção in 
vivo das hemácias e aparecimento de sinais clínicos, 

ou ainda, a uma relação inapropriada entre quantidade 
de antiglobulina e anticorpo (efeito pró-zona) [13,37]. 
Estes dados confirmam a menor porcentagem de po-
sitividade encontrada neste estudo quando comparada 
com a CF para o diagnóstico de AHIM.

A CF é capaz de identificar anticorpos ligados 
a hemácias em 8% dos casos de anemias não relacio-
nadas à AHIM (falso positivo), enquanto no teste de 
Coomb’s a probabilidade de um resultado negativo em 
um paciente com AHIM é de 38% [40]. No presente 
estudo os casos falsos negativos na técnica de CF 
corresponderam a 7,4% (2/27). A CF é um método 
quantitativo rápido, altamente sensível para o diag-
nóstico de AHIM quando comparada aos testes de 
auto-aglutinação e Coomb’s, além de requerer uma 
pequena quantidade de amostra para o teste [22,29].

Este estudo reafirma a maior sensibilidade da 
técnica de CF para o diagnóstico de AHIM em rela-
ção aos testes de auto-aglutinação e de Coomb’s, que 
apresentaram uma sensibilidade ainda menor quando 
comparados com estudos anteriores [30,32,38]. En-
tretanto, quando comparado com o estudo de Pereira 
[27], as porcentagens de positividade nos respectivos 
testes foram superiores.

A CF é facilmente aplicada na rotina clínica, 
tendo como fator limitante a aquisição do equipamento 
específico para processamento das amostras. Casos 
suspeitos de AHIM, mas negativos para os testes de 
auto-aglutinação e Coomb’s não devem ser descarta-
dos, pois a CF pode ser conclusiva nestas situações.

O predomínio dos casos de AHIM causados 
pela combinação de IgG e IgM reafirma os resultados 
encontrados em estudos anteriores [22,29]. Cães anê-
micos com AHIM apresentam maiores porcentagens 
de imunoglobulinas (Ig) ligadas a hemácias, princi-
palmente de IgG, se comparados com outras doenças 
imuno-mediadas. A quantificação dos níveis destas Ig 
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pode ser utilizada para monitoramento da eficácia da 
terapia imunosupressiva, principalmente em cães com 
AHIM, pois há um rápido decréscimo das porcentagens 
destas Ig após o início do tratamento, antes mesmo da 
constatação de mudanças no hematócrito ou presença 
de reticulocitose [22].

Baixas porcentagens de Ig ligadas a hemácias 
estão normalmente presentes em cães saudáveis e re-
presentam a detecção de hemácias senescentes a serem 
removidas da circulação pelo sistema monocítico fa-
gocitário. Este antígeno provavelmente é uma proteína 
de membrana que é expressa ou exposta em hemácias 
mais velhas [2,22,27,29], justificando assim, a baixa 
marcação de IgG e IgM nos cães saudáveis utilizados 
como controle.

Em outro estudo também não foi encontrada 
relação entre AHIM e sexo [15]. A média de idade dos 
animais positivos é semelhante à relatada em trabalhos 
anteriores [11,15,18,30,38]. Em média, os cães posi-
tivos possuíam idade superior aos cães negativos, no 
entanto sem diferença estatística.

A literatura relata que 35% dos cães com 
AHIM primária apresentavam febre [7]. Os sinais clíni-
cos são inespecíficos e estão associados à anemia, como 
fraqueza, letargia, intolerância ao exercício e palidez 
de mucosas. Os sinais podem ser agudos ou crônicos 
e incluem também anorexia, vômito, diarreia, febre, 
icterícia, desconforto abdominal, taquicardia, dispneia, 
alteração na coloração da urina, esplenomegalia e me-
nos comumente, hepato e linfadenomegalia [9,18,25].

Cães ictéricos apresentando auto-aglutinação 
são potencialmente candidatos ao desenvolvimento 
de tromboembolismo, principalmente pulmonar, com 
maiores chances de óbito se comparados com animais 
que não a manifesta [14,15,25]. 

As AHIM se caracterizaram por uma anemia 
regenerativa, macrocítica, hipocrômica, reticulocitose 
e com média de hematócrito semelhante (15,44 ± 3,91) 
a estudos anteriores [5,11,15,28,30].

Evidências de anisocitose e aumento de RDW 
se relacionam a presença de hemácias grandes e peque-
nas na circulação, ou seja, presença de reticulócitos e 
esferócitos, respectivamente [6]. Caso a doença apre-
sente um curso agudo sem tempo suficiente para se 
gerar uma resposta adequada, em um primeiro momen-
to, a anemia é caracterizada como arregenerativa. No 
entanto, em cerca de um terço dos casos, os anticorpos 
podem ser direcionados contra precursores medulares 

eritróides ou a AHIM pode levar a alterações no micro-
ambiente medular e prejudicar a eritropoiese, levando 
a uma anemia arregenerativa de fato [10,13,15]. Não 
foi possível a realização do mielograma dos animais 
que apresentaram uma anemia arregenerativa (25/60), 
portanto há apenas a suspeita de AHIM contra os pre-
cursores medulares.

A combinação de diversos mecanismos pode 
resultar em leucocitose nos casos de AHIM, como 
necrose tecidual, a presença de citocinas que estimu-
lam uma hiperplasia mielóide, somadas a uma maior 
liberação medular, demarginação de neutrófilos e 
diminuição da migração destas células para tecidos 
com baixa perfusão e com lesões necróticas [19]. Uma 
hemólise intravascular intensa pode acarretar em uma 
intensa leucocitose e uma resposta febril [6].

O prognóstico da AHIM é reservado na 
maioria dos casos. Alterações laboratoriais incluindo 
anemia com ausência de regeneração, leucocitose e 
trombocitopenia intensas, auto-aglutinação, icterícia, 
hiperbilirrubinemia, refletem em um prognóstico des-
favorável [5,15,38].

Os valores médios obtidos para plaquetas mos-
traram-se inferiores àqueles descritos para as anemias 
decorrentes de outras etiologias, apesar da ausência de 
diferença estatística; e 72,1% dos cães apresentaram 
trombocitopenia, corroborando com estudos anteriores 
[5,11,32]. Diversos autores relatam a trombocitopenia 
associada à AHIM [5,11,30,32]. A trombocitopenia em 
cães com AHIM pode estar relacionada à concomitante 
destruição imuno-mediada das plaquetas, aumento do 
consumo devido à vasculite, processos inflamatórios 
generalizados, CID ou sequestro [32]. 

Alguns autores relatam que cerca de 20% 
dos cães apresentam contagem de plaquetas inferior 
a 50.000/µL, no entanto neste estudo foi observado 
um número muito maior de casos (54,2%), sendo 
esta associada ao aumento da mortalidade e risco de 
trombose [5,32].

Neste estudo a trombocitopenia observada pro-
vavelmente está relacionada à infecção por Ehrlichia 
sp., pois grande parte dos animais apresentaram PCR 
positivo, sendo esta diminuição relacionada ao consu-
mo devido à vasculite ou destruição imuno-mediada 
observada nesta doença [25].

Há uma discordância em relação à prevalência 
das AHIM primárias e secundárias em cães. Tal discor-
dância pode ser decorrente de uma maior prevalência 
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real da AHIM secundária ou, então, da realização de 
uma investigação diagnóstica mais detalhada em busca 
da causa base para a anemia em questão, pois o diagnós-
tico de AHIM primária é feito por exclusão [1,27,32].

No Brasil, a presença de áreas endêmicas para 
diversas doenças infecciosas pode contribuir para a 
maior prevalência de AHIM secundária. No município 
de Botucatu, SP foi relatada a ocorrência de 30,9% de 
cães positivos para Ehrlichia canis pela técnica de PCR 
e de 15,3% de cães positivos para 11 sorovares de Lep-
tospira sp. pela técnica de soroaglutinação microscópica, 
no entanto estes casos não foram investigados quanto a 
possibilidade da associação com AHIM [4,21].

Não foram encontrados relatos anteriores sobre 
a avaliação renal de cães com AHIM. A incapacidade 
de concentração urinária, assim como a proteinúria e 
cilindrúria são alguns dos marcadores de lesão renal 
[25]. Neste estudo, observou-se que os animais apre-
sentaram sinais de lesão renal no momento do diag-
nóstico, evidenciada por uma proteinúria significativa 
(75%). A proteinúria persistente de origem renal indica 
a existência de uma doença renal crônica [35], no en-
tanto como estes cães foram avaliados em um único 
momento, não foi possível confirmar este quadro.

A proteinúria nos casos de AHIM secundária 
pode estar associada tanto a lesão renal causada pela 
Ehrlichia sp. quanto a própria doença imuno-mediada, 
já que houve uma mesma proporção de casos de pro-
teinúria nas AHIM primárias. Em estudos experimen-
tais citados por Neer e Harrus [26] houve um pico de 
proteinúria em cães com erliquiose, principalmente 
de albumina, entre 2,5 e 3,5 semanas após infecção.

A bilirrubinúria foi uma alteração laboratorial 
importante observada em 44,6% dos casos, pois esta 
pigmentúria é um sinal que precede a icterícia e he-
moglobinemia nos casos de hemólise, já que os cães 
possuem permeabilidade glomerular livre à bilirrubina 
conjugada (direta) [35]. 

O aumento, em média, discreto nos valores de 
ureia e creatinina não descarta a possibilidade de que 
cães com AHIM apresentem insuficiência renal, já que 
foram excluídos os casos de anemia associados à evi-
dência de doença renal crônica prévia. O diagnóstico 
confirmatório de AHIM somente foi realizado após a 
seleção dos cães atendendo aos critérios determina-
dos, de modo que alguns animais demonstraram uma 
discreta azotemia apenas após a avaliação laboratorial 
completa. O perfil bioquímico pode ser importante 

para revelar a gravidade da lesão tecidual causada pela 
hipóxia, pela deposição de imuno-complexos e pela 
nefrotoxicidade causada pela hemoglobinemia [18,36]. 
Poucos cães apresentaram isostenúria, o primeiro sinal 
de perda da função renal [35].

De acordo com a classificação IRIS, a doença 
renal crônica de cães e gatos é dividida, a partir dos 
valores de creatinina plasmática, em quatro estágios. 
Além disso, há uma segunda divisão, em sub-estágios, 
baseados na proteinúria e pressão sanguínea [3]. Os 
cães deste estudo, em média, enquadram-se no estágio I 
da doença renal, pois nesta fase além do valor aumenta-
do de creatinina em até 2,1 mg/dL, há uma proteinúria 
de origem renal, além de outras alterações incluindo: 
inadequada capacidade de concentração urinária, sem 
relação com causas extra-renais, imagem ou palpação 
anormal dos rins e resultados alterados de biopsia renal.

CONCLUSÕES

A CF se confirmou como uma técnica mais 
sensível para o diagnóstico de AHIM quando com-
parada aos testes de auto-aglutinação e Coomb’s. O 
teste de auto-aglutinação é mais específico que o teste 
de Coomb’s, no entanto este último é mais sensível.

A prevalência semelhante de IgG e IgM nas 
AHIM não privilegia a escolha da classe de Ig envol-
vida para o diagnóstico pela técnica de CF.

Este estudo alerta para a alta prevalência de 
AHIM, em grande parte dos casos caracterizada por 
uma anemia regenerativa associada a uma intensa 
trombocitopenia.

A maioria dos casos de AHIM é secundária e 
relacionada à Ehrlichia sp. em áreas endêmicas para 
esta doença infecciosa. Existem indícios de lesão renal 
associada à AHIM, pois os cães anêmicos apresentam 
proteinúria significativa e aumento na relação proteína: 
creatinina urinárias no momento do diagnóstico.
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