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RESUMO

MARTORELLI, F. N. Caracterizacdo da anemia em cadelas com piometra.
[Characterization of anemia in bitches with pyometra]. 2016. 70 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

A piometra € uma condicdo moérbida caracterizada pela inflamacdo do Utero com
acumulo de exsudatos, resultante de a¢cdes hormonais e geralmente associada a
presenca de bactérias no limen uterino. A anemia é a alteracdo hematologica mais
frequentemente observada em cadelas com piometra e esta associada a cronicidade
da doenca, diminuicdo da eritropoiese, devido ao efeito toxémico na medula 0ssea,
diminuicdo da disponibilidade de ferro ou perda de sangue para o (Utero.
Adicionalmente, o efeito das toxinas bacterianas e os radicais livres gerados pelo
metabolismo oxidativo dos neutrofilos podem resultar na modificacdo da estrutura
antigénica da membrana do eritrécito, permitindo a ligacdo de imunoglobulinas em
sua superficie e acelerando a destruicdo eritrocitaria. Essa hipotese pode ser
comprovada pela deteccédo de imunocomplexos na superficie eritrocitaria de cadelas
com piometra. O diagnostico de piometra foi estabelecido em 33 cadelas atendidas
no Servico de Obstetricia/Ginecologia do Hospital Veterinario da Universidade de
Sado Paulo com base na anamnese, exame fisico e exames subsidiarios
(ultrassonografia, hemograma e concentracdes séricas de ureia e creatinina). As
amostras sanguineas foram coletadas em dois momentos. A primeira anterior a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) e a segunda, sete a dez dias apés a OSH. A
quantificacdo de hemacias com deposicdo de imunocomplexos IgG e IgM foi
realizada utilizando-se anticorpos anti-lgG e anti-igM (Bethyl® Laboratories)
conjugadas a fluoresceina de isotiocianato (FITC), e a leitura realizada com
citometro de fluxo (FACS Calibur; Becton, Dickinson and Company© 2007 BD),
sendo os resultados expressos em percentual de heméacias marcadas. Foram
utilizados o Teste de Shapiro-Wilk para a avaliagdo da distribuicdo de dados e a
comparacao entre 0s grupos controle, pré e pos-OSH foi realizada valendo-se do
Teste t ou Teste t pareado e Correlacdo de Pearson, e do Teste U de Mann-Whitney
e Correlacdo de Spearman, para as variaveis com distribuicdo normal e ndo-normal,
respectivamente. O valor de alfa estipulado foi de 0,05. Analisando os valores
hematoldgicos de cada um dos cées incluidos no estudo, observa-se que 19 (57,6%)



apresentavam anemia normocitica normocrémica nao regenerativa no momento pré-
OSH e cinco (15,2%) no momento p6s-OSH. Em cées do grupo controle foram
observadas 0,14 — 0,77% (0,43+0,18%) de hemacias marcadas com anticorpos anti-
IgG FITC e 0,29 — 9,58% (0,68+0,29%) para anticorpos anti-IgM FITC. Ja nos cées
com piometra, foram encontradas 0,14 - 4,19% (0,96+0,86%) de hemacias
marcadas com anticorpos anti-lgG FITC e 0,29 - 9,58% (1,37+1,71%) com
anticorpos anti-lgM FITC, antecedendo a OSH. No momento pés-OSH observou-se
0,18 — 16,2% (2,77+3,67%) de hemacias marcadas para anticorpos anti-lgG FITC e
0,15 — 19,8% (4,01+4,46%) para anticorpos anti-igM FITC. O percentual de
hemacias marcadas com anticorpos anti-lgG FITC diferiu entre os grupos controle e
piometra, pré-OSH (p<0,001) e p6s-OSH (p<0,001). Em relacdo a anticorpos anti-
IgM FITC, néo foram observadas diferencas entre os grupos controle e pré-OSH
(p=0,09), porém, apos a OSH houve aumento na marcacdo de hemacias, quando
comparado ao grupo controle (p<0,001). Apenas alguns animais apresentaram mais
de 5% de hemacias marcadas, e isto ocorreu, principalmente, no momento pos-
OSH. Entretanto, ndo resultou no agravamento da anemia, indicando que a piometra
em cadelas estad associada a deposicdo de imunoglobulinas G ou M na superficie

das hemacias, sem, no entanto, promover hemalise ou agravamento da anemia.

Palavras-chave: Piometra. Anemia hemolitica imunomediada. Cadelas. Citometria de

fluxo.



ABSTRACT

MARTORELLI, F. N. Characterization of anemia in bitches with pyometra
[Caracterizacdo da anemia em cadelas com piometra]. 2016. 70 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2016.

The pyometra is a morbid condition characterized by inflammation of the uterus with
exudates accumulation resulting from hormonal action and usually associated with
the presence of bacteria in the uterine lumen. Anemia is the hematologic changes
most frequently observed in bitches with pyometra and is associated with chronic
disease, diminished erythropoiesis due to toxemic effect on the bone marrow,
decreased iron availability or loss of blood to the uterus. Additionally, the effect of
bacterial toxins and free radicals generated by neutrophil oxidative metabolism may
result in the modification of antigenic structure of the erythrocyte membrane, allowing
the binding of immunoglobulins on their surface and accelerating erythrocyte
destruction. This hypothesis can be confirmed by detection of immune complexes in
the erythrocyte surface dogs with pyometra. The diagnosis of pyometra was
established in 33 dogs attended by the Obstetrics Service/Gynecology of Veterinary
Hospital of the University of Sdo Paulo based on history, physical examination and
additional tests (ultrasound, blood count and serum concentrations of urea and
creatinine). Blood samples were collected in two stages. The first prior to
ovariohysterectomy (OSH) and the second, seven to ten days after OSH.
Quantification of erythrocyte with deposition of IgG and IgM immune complexes was
performed using antibodies anti-lgG and anti-IgM (Bethyl® Laboratories) conjugated
to fluorescein isothiocyanate (FITC), and the reading performed with flow cytometry
(FACS Calibur; Becton, Dickinson and Company© 2007 BD), and the results
expressed as a percentage of red blood cells marked. The Shapiro-Wilk test was
used to assess the distribution of data and the comparison between the control
group, pre- and post-OSH was carried out making use of the t test or paired t test
and Pearson correlation, and test U Mann-Whitney and Spearman correlation for the
variables with normal and non-normal distribution, respectively. The stipulated alpha
value was 0.05. The analysis of the hematological values of each of the dogs
enrolled in the study, it was observed that 19 (57.6%) with anemia normocytic
normochromic non-regenerative in the pre-OSH moment and 5 (15.2%) in the post-



OSH moment. In control group of dogs were observed from 0.14 to 0.77% (0.43
0.18%) of red blood cells marked with antibodies anti-IgG FITC and 0.29 to 9.58%
(0.68 + 0.29%) for antibodies anti-IgM FITC. Already in dogs with pyometra were
found 0.14 to 4.19% (0.96 + 0.86%) of red blood cells marked with antibodies anti-
IgG FITC and 0.29 to 9.58% (1.37 = 1.71%) with antibodies anti-IgM FITC, prior to
OSH. In the post-OSH time it was observed 0.18 to 16.2% (2.77 + 3.67%) of red
blood cells marked for antibodies anti-lgG FITC and 0.15 to 19.8% (4.01 + 4.46%) for
antibodies anti-IgM FITC. The percentage of red blood cells marked with antibodies
anti-lgG FITC differ between groups control and pyometra, pre-OSH (p<0.001) and
post-OSH (p<0.001). Regarding the antibodies anti-lgM FITC, no differences were
observed between the control and pre-OSH (p=0.09), however, after the OSH was no
increase in labeling of red blood cells compared to the control group (p<0.001). Only
a few animals have more than 5% of marked red blood cells, and this was mainly in
the post-OSH time. However, not result in the worsening of anemia, indicating that
pyometra in dogs is related to the deposition of immunoglobulin G or M on the
surface of erythrocytes, without, however, promote hemolysis or worsening of

anemia.

Keywords: Pyometra. Imnmune mediated hemolytic anemia. Bitches. Flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

A piometra é uma enfermidade que ocorre geralmente na fase de diestro em
cadelas adultas, caracterizada pela producdo e acumulo de secre¢ao purulenta de
natureza infecciosa no utero (FELDMAN, 2004). Ela faz parte do Complexo
Hiperplasia Endometrial Cistica (HEC), e estad correlacionada a altos niveis de
estrogeno e exposicado prolongada a progesterona, seja ela enddégena ou exdgena
(HAGMAN, 2012).

Segundo Nelson e Couto (2006), o estrogeno aumenta o numero de
receptores de progesterona no Uutero, levando a uma resposta exagerada,
prolongada e inadequada deste hormdnio. Este aumento resulta em hiperplasia
endometrial cistica, promovendo assim o acumulo de liquido no interior das
glandulas endometriais e limen uterino. Esta condicdo proporciona um excelente
ambiente para o crescimento bacteriano, que se torna ainda mais facilitado e
exacerbado pela inibicdo da resposta leucocitaria do utero (FELDMAN, 2004).

Geralmente, as bactérias de origem vaginal sdo as responsaveis pela
colonizacdo do utero. Quando ocorre relaxamento da cérvix durante o proestro, é
permitida a entrada de microrganismos na luz uterina. A Escherichia coli é o agente
mais frequentemente isolado (COGAN, 2004). Isso se deve a habilidade desta
bactéria em se aderir a sitios antigénicos especificos no endométrio e no miométrio
sob estimulacao da progesterona (NELSON; FELDMAN, 1986).

A piometra pode ocorrer em cadelas jovens com menos de seis anos de
idade, devido ao uso de estrogenos e progesterona. Em cadelas com mais idade, a
piometra é resultante da longa e repetida estimulagdo pela progesterona na fase
lGtea, como descrito em 2001 por Johnston et al.

As principais manifestacbes clinicas incluem inapeténcia parcial ou
completa, letargia, desidratacdo, febre, polidipsia e vémito. O Gtero normalmente
esta palpavel e aumentado, principalmente se a cérvix estiver fechada. Aliadas as
alteracdes clinicas, podem ser observadas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas
sanguineas, dependendo do estado evolutivo do processo e das condi¢des clinicas
do animal (NELSON; COUTO, 2006).
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Em relagdo ao eritrograma, cita-se a ocorréncia de anemia discreta a
moderada na grande maioria dos casos, principalmente nos casos mais graves e
cronicos (BARROS et al.,, 2005; EMANUELLI, 2007). Segundo Thrall (2007), o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos leva a um aumento no consumo de oxigénio,
gerando substancias altamente oxidantes. Esses produtos gerados sao de extrema
importadncia para a funcdo bactericida dos neutréfilos e destruicdo do tecido
inflamatorio. Embora esses metabolitos sejam necesséarios para 0 mecanismo de
defesa do organismo, a formacdo de radicais livres pode modificar a estrutura
antigénica da membrana do eritrcito, permitindo assim, a ligagdo de
imunoglobulinas, resultando em destruicdo eritrocitaria. Esses metabdlitos sao
considerados como potenciais fatores de destruicdo dos eritrocitos, embora
Emanuelli (2007) tenha concluido que apesar do estresse oxidativo sistémico, nao
h& interferéncia no sistema redox intraeritrocitario, ndo havendo assim, maior
suscetibilidade a lise.

Embora ainda ndo haja comprovagcdo, a destruicdo imunomediada dos
eritrocitos € uma hipotese que merece investigacdo, por ser a piometra uma
condicdo morbida em que ha alteracdes hormonais e imunolégicas (TIZARD, 2004).
A fixacdo de imunoglobulinas (IgG e IgM) na membrana eritrocitaria, pode resultar
na destruicdo precoce destas células. Morley et al. (2008) observou que céaes
anémicos com doencas infecciosas tém maior risco de desenvolver anticorpos anti-
eritrocitarios, constituindo-se na segunda maior causa de anemia hemolitica
imunomediada, logo depois das causas idiopaticas ou primarias.

Desta forma, este estudo tem a finalidade de determinar se o0 aumento da
estimulacdo antigénica, causada pela piometra, pode acarretar a destruicao precoce

dos eritrécitos, levando o animal a uma condicdo anémica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 APIOMETRA

A piometra é a condi¢cdo patolégica que mais acomete o trato genital de
cadelas adultas de meia idade e ndo castradas na Clinica de Pequenos Animais
(FELDMAN, 2004; EMANUELLI, 2007; HAGMAN, 2012). E caracterizada pela
inflamacéo do Utero com acumulo de exsudatos, decorrente de acdes hormonais e
geralmente associada a presencga bactérias no lumen uterino (NELSON; COUTO,
2006). Essa associacdo de fatores tem sido chamada de Complexo Hiperplasia
Endometrial Cistica (HEC).

Como descrito por Dow (1957), as sinonimias mais comuns desta afeccéo
sdo: endometrite purulenta, endometrite catarral, piometrite, endometrite cistica
cronica, metrite crénica, endometrite purulenta crénica. O mesmo autor classifica o
Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica — Piometra de acordo com as alteracdes

histoldgicas:

- estagio | (ndo complicada): hd uma hipertrofia glandular associada a presenca de
cistos de até 1 centimetro de didmetro. Neste estdgio ndo ha presenca de reacdo

inflamatoria;

- estagio Il (complicada): ha um processo inflamatério caracterizado pela presenca
de células plasmocitarias distribuidas difusamente no estroma e concentradas nas

zonas criptas e zonas sub-epiteliais do endométrio.

- estagio lll (endometrite aguda): ha um processo inflamatério, com predominio de
células polimorfonucleares na regido das criptas e eventual migracdo para as
camadas profundas do endométrio nos casos mais avancados. Pode-se ter um

processo inflamatdrio no miométrio em alguns casos.
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- estagio IV (endometrite crbnica): as alteracdes variam de acordo com a paténcia
da cérvix. Nos casos em que a cérvix se encontra aberta, h4 uma hipertrofia
miometrial e fibrose, enquanto o endométrio apresenta atrofia, com fibrose no
estroma, infiltracdo de linfocitos e raras células plasmocitarias. Quando a cérvix se
encontra fechada, h4 uma significativa atrofia do endométrio, apresentando uma
metaplasia escamosa.

Em 2001, De Bosschere et al. apresentou uma classificacdo mais detalhada,
na qual o Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica foi dividido em dois grupos:
HEC-mucometra (evidenciada em cadelas clinicamente saudaveis) e endometrite-
piometra (evidenciada em cadelas com sintomatologia clinica). O processo
inflamatorio presente na endometrite-piometra é o que diferencia esses dois grupos.
Isto posto, a HEC-mucometra pode ser classificada em HEC moderada, HEC grave
e mucometra. Ja a endometrite-piometra pode ser classificada com endometrite,

piometra hiperplasia e piometra atréfica. Histologicamente sdo observados:

- HEC-mucometra: hiperplasia e hipertrofia das glandulas endometriais, congestéo
vascular, variacdo dos cistos, edema estromal e pequenos focos de hemorragia.

- Endometrite: endométrio com numerosos neutrdfilos, linfécitos e células
plasmocitarias. Presenca de proliferacdo de fibroblastos no estroma e edema.

- Piometra Hiperplasica: presenca de infiltrado inflamatorio grave, onde se evidencia
grande quantidade de neutrdfilos, linfocitos e células plasmocitarias no estroma
epitelial, no limen uterino e nas glandulas endometriais.

- Piometra Atréfica: ha presencga de atrofia do endométrio com pouca evidéncia de
cistos, glandulas e estroma. Enquanto no miométrio pode ser observado uma

hiperplasia.

Dentre as ragas predispostas a piometra, encontram-se 0 Golden Retriever,
Labrador Retriever, Pastor Alemao, Collie, Rottweiler (NISKANEN; THRUSFIELD,
1998; HAGMAN, 2012). Os fatores de risco da piometra sdo: idade do primeiro cio,
duracdo e intervalos entre os periodos de cio, pseudociese, infecgbes prévias do
trato urinério, neoplasias mamarias e hormonioterapia.

Ha muitos anos, varios autores tentam esclarecer como 0S mecanismos

desencadeadores do Complexo HEC-piometra interagem resultando na doenca. Em
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2004, Hagman et al. desenvolveu uma representacdo esquematica da fisiopatologia
do Complexo HEC-piometra (Figura 1).

Figura 1 - Modelo esquematico dos fatores envolvidos na patogénese do Complexo HEC-piometra
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\ 4
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// 4
7 /

\ 2 // / \ 2
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Sistémicos Endotoxico Sistémica

Fonte: (adaptado de HAGMAN, 2004).

Ha uma interacdo entre a progesterona e o estrégeno no desenvolvimento
da piometra, mas a progressdao e a gravidade da enfermidade dependem da
migracao de bactérias pelo canal uterino (DOW, 1959). As exposi¢des sucessivas do
endométrio a estimulacdo estrogénica em cada ciclo estral, seguido de uma
prolongada estimulacdo progestacional durante o diestro, sdo responsaveis pelas
alteracdes morfoldégicas que tornam o Utero mais suscetivel & acdo bacteriana
(NISKANEN; TRUSFIELD, 1998; JHONSTON et al., 2001; PRETZER, 2008).

O estrogeno, que estad abundante no proestro e no estro, promove edema,

aumento da vascularizacdo e dos receptores de progesterona no endomeétrio,
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migracdo de leucdcitos para o lumen uterino, dilatacdo e relaxamento da cérvix, o
que permite a entrada de bactérias da flora normal vaginal para dentro da luz uterina
(NELSON; COUTO, 2006). Ja a progesterona, que esta em grande quantidade no
diestro, se liga aos seus receptores situados no endométrio, promovendo o0 aumento
da gquantidade e atividade das glandulas endometriais. Como resposta, ha uma
secrec¢do maior de fluidos, inicialmente estéril, mas a sua composi¢cdo com nutrientes
torna o crescimento bacteriano favoravel. Além disso, a progesterona tem um efeito
supressor na imunidade celular, pois impede a migracdo leucocitaria para o limen
uterino (SUGIURA, et al 2004).

Segundo Johnston (2001), as bactérias da flora normal vaginal sdo as
principais fontes de contaminacao uterina, uma vez que elas conseguem penetrar no
Gtero quando ocorre o relaxamento da cérvix. Mas a grande maioria dos autores
relata que a bactéria mais comumente encontrada em cultivos de secre¢éo uterina é
a Escherichia coli (DOW, 1958; BIGLIARDI et al., 2004; WEISS et al., 2004;
COGGAN et al., 2008). Bactéria gram-negativa, ela possui uma grande afinidade
pelas células do endométrio e miométrio, fixando-se de maneira estavel na parede
uterina (HAGMAN et al., 2006). Quando destruida, ela libera uma endotoxina que é
rica em lipopolissacarideo (LPS), quimicamente estavel e biologicamente ativa,
causando lesdo endometrial e sintomatologia clinica. Embora a infeccdo bacteriana
nao seja o fator desencadeante da piometra, ela € a responsavel pela maioria dos
casos de morbidade e mortalidade (RIETSCHEL et al., 1983; DABROWSKI et al.,
2009).

As manifestacBes clinicas da piometra estdo na dependéncia de alguns
fatores, como: tempo de evolucdo do processo, grau de lesdo uterina e eficiéncia da
cérvix em permitir a drenagem do fluido purulento. Cadelas com piometra de cérvix
aberta apresentam secrecdo vaginal de coloracdo amarelada (mucopurulenta) e
avermelhada (sanguinea), sendo observado um menor comprometimento do estado
geral. Em cadelas com piometra fechada, ndo ha evidéncias de secrecao vaginal,
levando a uma distensdo abdominal proporcional ao tamanho do utero (DOW, 1958;
NELSON; COUTO, 2006; PRETZER, 2008).

Nas duas apresentagbes da piometra h4 a liberacdo de endotoxinas na
cirtculacado, promovendo assim alteracfes sistémicas, como: letargia, inapeténcia,
diarreia, vomito, depressao, politria e polidipsia. Tais sinais sdo mais graves em

cadelas com piometra fechada, pois o diagndéstico do processo é estabelecido mais
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tardiamente, ndo havendo a presenca de um sinal facil e precocemente identificado.
Muitas vezes, o animal apresenta a Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica
(SRIS), podendo haver desidratacdo, hipotensédo, hipotermia, toxemia e choque
(FELDMAN, 2004; HAGMAN, 2012). Além disso, a esplenomegalia pode estar
presente em decorréncia de hematopoiese extramedular esplénica (FERREIRA et
al., 2007). Segundo Dow (1957), o grau da dilatacdo do uUtero é inversamente
proporcional ao grau de paténcia da cérvix.

Aliadas as alteracdes clinicas, podem ser observadas alteracfes
hematoldgicas e bioquimicas sanguineas, dependendo do estado evolutivo do
processo e das condic¢des clinicas do animal.

No exame bioquimico, alteracdes como: hiperproteinemia, hiperglobulinemia,
bilirrubinemia, hipoalbuminemia, aumento da enzima aspartato amino transferase
(AST) e fosfatase alcalina (FA). Tais alteracdes podem ocorrer devido a danos
hepatocelulares causado pelo quadro de septicemia ou diminuigcdo da circulacao
hepatica secundaria a hipdxia celular nos casos de desidratacdo (FELDMAN, 2004).
A estimulacdo cronica do sistema imunolégico pode levar a azotemia pré-renal,
fazendo com que imuno-complexos precipitem nos glomérulos e tabulos alterando a
resposta tubular renal ao horménio antidiurético (ADH). Essas alteracfes renais
podem ser reversiveis quando se tem resolugdo da piometra (NELSON; COUTO,
2006).

Em um estudo utilizando 17 cadelas com piometra aberta, Barros et al
(2005) concluiram que as altera¢cdes encontradas no hemograma séo caracteristicas
de um processo inflamatério, com grande estimulacdo antigénica.

Segundo Feldman (2004) e Thrall (2007), o hemograma & um exame
significativo para cadelas com piometra, observando-se anemia normocitica
normocromica nao regenerativa de grau leve a moderada. Tal alteracdo ocorre
devido a um efeito supressor das toxinas bacterianas na medula 6ssea, e também
pela migracdo das hemacias para o local de infeccao por diapedese. Emanuelli
(2007) relatou uma diminuicdo significativa nas mensuracdes de hematdcrito,
eritrcitos e hemoglobina em um estudo com 12 cadelas acometidas por piometra.

A anemia pode estar associada a cronicidade da doenca, diminuicdo da
eritropoiese devido ao efeito toxémico sobre a medula Ossea, diminuicdo da

disponibilidade do ferro ou perda de sangue para o utero (HAGMAN, 2012).
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Em um estudo com 292 animais, Morley et al. (2008) observaram que caes
anémicos com doencas infecciosas tém maior risco de desenvolver anticorpos anti-
eritrocitarios, constituindo-se na segunda maior causa de anemia hemolitica
imunomediada logo depois das causas idiopaticas ou primarias. Segundo Thrall
(2007) o metabolismo oxidativo dos neutréfilos leva a um aumento no consumo de
oxigénio, gerando substancias altamente oxidantes. Esses produtos gerados séo de
extrema importancia para a funcao bactericida dos neutréfilos e destruicdo do tecido
inflamatorio. Embora esses metabolitos sejam necesséarios para 0 mecanismo de
defesa do organismo, a formacédo de radicais livres pode modificar a estrutura
antigénica da membrana do eritrcito, permitindo assim, a ligagdo de
imunoglobulinas, e por fim ocasionando a destruicdo eritrocitaria. Esses metabdlitos
sdo considerados potenciais fatores na destruicdo de eritrocitos nas anemias das
doencas inflamatérias, embora Emanuelli (2007) tenha concluido que apesar da
ocorréncia do estresse oxidativo sistémico, ndo ha interferéncia no sistema redox
intraeritrocitario, ndo havendo, portanto, maior suscetibilidade a lise.

Em relacdo ao leucograma, € observada leucocitose caracterizada por
neutrofilia com ou sem desvio a esquerda, acompanhado ou ndo de monocitose,
dependendo da cronicidade e gravidade da infeccédo. Evidéncias de granulacoes
toxicas em neutréfilos também podem ocorrer (FELDMAN, 2004). Segundo
Bartoskova et al. (2007), ha uma reducdo do numero total de leucdcitos apos a

ovariosalpingohisterectomia (OSH).

2.2 A ANEMIA HEMOLITICA IMUNOMEDIADA

A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) € uma doencga caracterizada
pela destruicdo precoce das hemacias decorrente da fixacdo de imunoglobulinas na
membrana eritrocitaria que leva a diminuicdo do numero dos eritrocitos circulantes,
devido & hemodlise intravascular ou extravascular. E um dos tipos mais comuns de
anemia em pequenos animais, e € a alteracdo imunohematol6gica mais comum nos
caes (BARKER et al., 1992; BORDIN et al., 1991; QUICLEY et al., 2001; THRALL et
al., 2007). Ela pode ocorrer como um evento primario ou secundario a uma grande

variedade de doencgas infecciosas ou neoplasicas (BARKER, 2000).
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Segundo Tizard (2002), por volta de um ter¢co dos casos de AHIM primaria
se associa a outras alteracfes imunoldgicas, e seu inicio pode estar correlacionado
com alteracdes hormonais, como na piometra. J& a AHIM secundaria € causada por
uma resposta imunolégica contra antigenos nao proprios que modificam ou se
associam a membrana eritrocitaria normal (QUICLEY et al., 2001).

Considerada como uma reacao de hipersensibilidade do tipo Il, a AHIM
envolve anticorpos anti-eritrocitarios que atacam direta ou indiretamente varios
componentes da membrana eritrocitaria (BALCH, 2007). Como descrito por Day e
Mackin (2008), os mecanismos que podem levar a esses anticorpos se ligarem na

membrana eritrocitaria sao:

- 0s auto-anticorpos se direcionam a epitopos da membrana eritrocitaria;

- aloticorpos ligam-se a aloantigenos;

- 0S anticorpos se direcionam contra epitopos exdgenos aderidos a membrana
eritrocitaria;

- alguns medicamentos podem aderir a uma molécula da membrana eritrocitaria,
formando um novo epitopo, o qual sera reconhecido como estranho;

- um processo de mimetismo molecular pode ocorrer entre os antigenos do

hospedeiro e do agente, causando uma reagdo imunoldgica cruzada;

Alguns animais tém uma regulagem deficiente das funcbes supressoras
dos linfocitos T ou tém uma superestimulacdo do sistema imune. Isto faz com que
haja a formac&o de auto-anticorpos contra antigenos da membrana eritrocitaria do
préprio animal (BARKER, 2000).

Segundo Tizard (2008), a AHIM é dividida em cinco classes. Essa
classificagcdo, que pode ser visualizada na Figura 2, leva em conta o tipo de
anticorpo envolvido, a temperatura ideal para reacédo dos anticorpos e a natureza do

processo hemolitico.



29

Quadro 1 - Classificacdo das AHIM

Classes Anticorpo Atividade Temp. Ideal Sitio de Efeito Clinico
Predominante (°C) Remocéo dos
Eritrocitos
I IgG e IgM Aglutinina 37 Baco Aglutinacéo

Intravascular

Il IgM Hemolisina 37 Figado Hemolise

Intravascular

1] IgG Incompleta 37 Baco Anemia

v IgM Aglutinina 4 Figado Cianose em

Extremidades

Vv IgM Incompleta 4 Figado Anemia

Fonte: (TIZARD, 2008)

2.2.1 As principais imunoglobulinas envolvidas na AHIM

As principais imunoglobulinas envolvidas na AHIM séo a Imunolgobulina G
(IgG), a Imunoglobulina M (IgM) e a Imunoglobulina A (IgA). Elas se diferem entre si
na estrutura das cadeias pesadas, sendo que as cadeias leves séo iguais para todas
as classes de imunoglobulinas (TIZARD, 2002).

A IgG é produzida e secretada pelos plasmdcitos encontrados no baco,
medula Ossea e linfonodos. E a imunoglobulina mais abundante no sangue,
exercendo um papel principal nos mecanismos de defesa mediados por anticorpos.
A IgM tem a mesma origem de producéo e secrecdo que a IgG, e € a segunda maior
concentragdo de imunoglobulina no sangue. E mais eficiente que a IgG na ativagéo
do sistema complemento, opsonizacdo, neutralizacdo de virus e aglutinacédo
(TIZARD, 2002).

A IgA tem sua producéo também pelos plasmécitos encontrados nos tratos
intestinal, respiratorio, urinério, pele e glandula maméria. Ao contrério da IgM, a IgA
ndo tem a capacidade de ativar o sistema complemento, mas € capaz de impedir a
aderéncia de antigenos as superficies corporeas (TIZARD, 2002).

Todos os eritrocitos possuem uma pequena quantidade de IgG em sua

superficie, podendo estar associada a remoc¢do destes da circulagédo. A citometria de
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fluxo é um método excelente para deteccdo destas pequenas quantidades de
imunoglobulinas na superficie de eritrocitos (QUIGLEY et al., 2001; MORLEY et al,
2008).

2.2.2 A deteccédo de imunoglobulinas por citometria de fluxo.

A citometria de fluxo € uma avancada tecnologia que permite avaliar
simultaneamente diversos parametros de particulas, geralmente células. As células
devem estar suspensas em meio liquido, que ao passar por um ou mais feixes de
luz incidentes (lasers) geram informacfes relativas ao tamanho, granulosidade,
complexidade interna e as intensidades de fluorescéncias de cada célula. Este teste
tem como finalidade a andlise celular de maneira rapida, multiparamétrica e
quantitativa (QUIGLEY et al., 2001).

Segundo Morley et al. (2008), em um estudo prospectivo com 292 cées, a
utilizacdo da citometria de fluxo para a deteccéo de imunoglobulinas na superficie de
eritrocitos foi de alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico de AHIM.
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3 HIPOTESE

A hipdtese do presente estudo é de que em cadelas acometidas por
piometra pode ocorrer anemia decorrente da destruicdo precoce de eritrocitos pela

presenca de imunoglobulinas em sua superficie.
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4 OBJETIVO

Identificar e quantificar os eritrécitos com imunoglobulinas em sua superficie

em cadelas com piometra.
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5 MATERIAIS E METODOS

O estudo em questédo atendeu aos requisitos elencados pela Comissdo de
Etica no uso de animais de acordo com 0s principios éticos na experimentacéo
animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade

de S&o Paulo, recebendo o protocolo n° 3062/2013.

5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram incluidas no estudo 33 cadelas atendidas no Servico de Obstetricia /
Ginecologia do Hospital Veterinario (HOVET) da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo, e nas quais foi estabelecido o
diagnoéstico de piometra mediante o historico, avaliacdo fisica e exames subsidiarios
(ultrassonografia, hemograma e dosagens de ureia e creatinina séricas) pelos
Médicos Veterinarios e Residentes em atividade no referido servi¢o, para compor o
Grupo denominado Piometra. As amostras foram coletadas entre Janeiro de 2014 a
Setembro de 2014.

Dos cédes com piometra, foram coletadas amostras de sangue no momento
Zero (pré-operatorio) e entre o 7° e 10° dia apds a ovariosalpingohisterectomia
(OSH).

Para compor o Grupo Controle, foram selecionadas 30 cadelas higidas
provenientes da cidade de S&o Paulo, de faixa etaria variavel, proxima a das cadelas
do Grupo Piometra. As amostras deste grupo foram coletadas no periodo de
Setembro de 2014 a Janeiro de 2015.

A utilizacdo dos animais na pesquisa foi previamente autorizada pelos
respectivos proprietarios conforme o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

disponibilizado (Anexo A).
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5.2 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

As amostras sanguineas foram coletadas por puncédo da veia jugular,
cefalica ou femoral, e acondicionadas em frasco contendo anticoagulante EDTA — K2
(Vacutainer® Becton Dickinson, USA) para a realizagdo do hemograma, contagem
de reticulocitos e deteccdo de IgG e IgM na superficie de eritrocitos, e em frasco
contendo gel ativador de coagulacao (Vacutainer® SST, Becton Dickison, USA) para
a realizacdo de ureia, creatinina, proteinas séricas totais e albumina.

Todos os exames laboratoriais foram realizados no Laboratoério Veterinario
de Analises Clinicas do Hospital Veterinario / Departamento de Clinica Médica -
VCM, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Séo Paulo.

5.3 HEMOGRAMA

A determinacdo do hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, contagem de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, e determinacéao dos indices hematimeétricos, foram
realizadas em analisador automatico hematoldgico (ADVIA 2120i Hematology
System, Siemens®, USA).

A contagem diferencial dos leucocitos e as avaliagbes morfolégicas dos
elementos sanguineos foram realizadas a partir da confeccdo de um esfregaco
sanguineo e corado pelo método de Rosenfeld (BIRGEL, 1982).

A determinagdo do numero de reticuldcitos foi realizada a partir da
incubacédo a temperatura de 37°C por 15 minutos, de uma mistura de quantidades
iguais de sangue total com EDTA e do corante Azul de Cresil Brilhante (Laborclin®,
Brasil). Apos este procedimento, foi confeccionado uma extensdo sanguinea com
esta mistura, e contra-corada, posteriormente, pelo método de Rosenfeld. Os
valores relativos dos reticuldcitos foram obtidos pela contagem desses elementos

em 1.000 eritrgcitos, sendo o resultado expresso em %.
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5.4 BIOQUIMICA SERICA

As determinacdes seéricas de ureia, creatinina, proteinas seéricas totais e
albumina, foram realizadas em analisador bioquimico automatico (Labmax 240®,

Labtest Diagndstica SA) por reacdes de quimica umida.

5.5 DETERMINACAO DE IGG E IGM NA SUPERFICIE DOS ERITROCITOS

A deteccdo de imunoglobulinas (IgG e IgM) na superficie do eritrécitos foi
realizada utilizando-se citometria de fluxo. A metodologia empregada foi aplicada
conforme Quigley et al. (2001) e Passarelli (2011).

Foram utilizados anticorpos anti-lgG de céo produzido em ovelha (A40-118F-
13 / Bethyl® Laboratories Inc., USA) e anti-IgM produzido em cabra (A40-116F-20 /
Bethyl® Laboratories Inc., USA). Ambos os anticorpos foram previamente titulados e
conjugados com fluoresceina de isotiocianato (FITC).

5.5.1 Preparo das amostras para citometria de fluxo

As amostras sanguineas para citometria de fluxo foram inicialmente
submetidas a forca de centrifugacdo de 150 g, por cinco minutos, removendo-se a
seguir o plasma e a camada leucocitaria; as hemacias foram lavadas trés vezes,
adicionando-se ao sedimento 5 mL de NaCl 0,9%, a mistura homogeneizada e
centrifugada e o sobrenadante desprezado. Ao final da lavagem, o sobrenadante foi
removido e 0,02 mL da papa de hemacias foi ressuspensa, completando-se o
volume com 0, 98 mL de NaCl 0,9%. As hemacias foram marcadas com anticorpos
IgG e IgM, incubando-se em tubos para citometria 0,1 mL da suspensado de
eritrocitos e 0,001 mL de anticorpos anti-lgG e anti-lgM, respectivamente, em
reacoes separadas, protegidos da luze e em temperatura ambiente. Apds o término

da incubacgéo, cada um dos tubos foi acrescido de 2 mL de solu¢cdo de NaCl 0,9%,
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homogeneizado e centrifugado novamente a 150g durante um minuto, 0

sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspenso em 0,5 mL de NaCl 0,9%.

A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton, Dickinson
and Company®© 2007 BD).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se andlise estatistica descritiva, utilizando medidas como: média,
mediana, minimo, méximo, 1° quartil e 3° quartil. Diagramas de caixas (Box plot)
foram construidos para expor as variacdes das amostras coletadas.

Inicialmente os dados foram submetidos a analise de normalidade da
distribuicdo dos dados pelo Teste de Shapiro-Wilk (P=0,05). Para as varidveis com
distribuicdo normal, foram utilizados o Teste t ou Teste t pareado e Correlacdo de
Pearson. As variaveis que ndo seguiram a distribuicdo normal foram analisadas pelo

Teste U de Mann-Whitney e Correlacdo de Spearman.
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6 RESULTADOS

A idade média dos caes com piometra foi de 9,8 anos, sendo o intervalo de
variacdo de 5 a 16 anos. Os caes que formaram o Grupo Controle também se
encontravam na faixa etaria semelhante com média de 8,8 anos e intervalo de
variacdo de 6 a 12 anos.

Na tabela 1, observa-se a distribuicdo dos cédes do Grupo Controle e do

Grupo Piometra de acordo com a definig&o racial.

Tabela 1 - Distribuicdo dos cdes do grupo controle e de cades com piometra, de acordo com a
definicdo racial. Sdo Paulo - 2014-2015

Racas Grupo Controle Grupo Piometra
(n) (n)
Border Collie 0 2
Boxer 1 0
Cocker Spaniel 0 1
Dogue Aleméo 0 1
Labrador 2 2
Lhasa Apso 0 1
Pinscher 4 3
Pit-Bull 0 3
Poodle 0 1
Poodle Médio 5 2
Poodle Toy 0 2
Rottweiller 1 2
Sem raga definida (SRD) 16 12
Yorkishire 1 1
Total 30 33

Nas tabelas 2, 3 e 4 sdo apresentados os valores médios, mediana, valores
minimos e maximos, primeiro quartil e terceiro quartil, e desvio padrédo da média dos
valores hematologicos do grupo controle e dos caes com piometra no momento pre-

operatorio e pés-operatorio, respectivamente.
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Tabela 2 - Valores médios, mediana, minimo e maximo, primeiro quartil e terceiro quartil, e desvio
padrdo da média das variaveis hematologicas dos caes do Grupo Controle. Sdo Paulo -

2014-2015
Variavel Média (Mediana) Minimo — 1° 3° Desvio
Maximo Quartil Quartil Padrao
Idade (anos) 8,8 (9) 6-12 7,3 10 1,7
Ht (%) 47,9 (47) 40 - 57 45,3 50 4,7
Hb (g/dl) 15,5 (14,9) 12,8-19,4 14,4 16,2 1,6
He (x108/pl) 6,7 (6,6) 58-8,1 6,1 7,4 0,7
VCM (fL) 71,1 (70,7) 66,7 — 77 69 73,1 2,8
HCM (pg) 23 (22,8) 21 - 26 22,2 23,7 11
CHCM (%) 32,3(32,2) 31-34,6 315 33,2 1,0
LeucOdcitos (x103/ pl) 10 (9,5) 6,415 8,4 11.5 2,6
Plaquetas (x103/ pl) 371,9 (379) 204 — 598 292,8 4542 114

Tabela 3 - Valores médios, mediana, minimo e maximo, primeiro quartil e terceiro quartil, e desvio
padrdo da média das variaveis hematoldgicas dos caes do Grupo Piometra no momento
pré- operatério. Sdo Paulo - 2014

Variavel Média Minimo — 1° 3° Desvio
(Mediana) Maximo Quartil Quartil Padréo
Idade (anos) 9,8 (10) 5-16 8 12 2,83
Ht (%) 33,2 (34) 13-38 13 47 7,15
Hb (g/dl) 11,5 (11,7) 4,5-16,9 10,2 13 2,61
He (x10%/pl) 5,3 (5,4) 2,1-79 4,7 59 1,22
VCM (fL) 63,6 (64) 57,9 — 67 62 65,1 2,18
HCM (pg) 22.1 (22) 20-25 21 23 1,2
CHCM (%) 34,6 (35) 32-38,3 33,7 35,2 1,42
Reticul dcitos 25,8 (13,5) 4,2 -140,1 60,1 100,4 29,8
(x103/pl)
Leucdcitos 29,6 (30,2) 3,4-77,3 14,5 39,6 19,2
(x103/pal)
Plaquetas (x103/ pl) 216,3 (205) 49 —1.270 415 729 216
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Tabela 4 - Valores médios, mediana, minimo e méaximo, primeiro quartil e terceiro quartil, e desvio
padrdo da média das variaveis hematolégicas dos cédes do Grupo Piometra no momento

pos-operatério. Sao Paulo - 2014

Variavel Média Minimo — 1° 30 Desvio
(Mediana) Maximo Quartil Quartil Padrao
Ht (%) 32 (34) 16 — 45 25 39 8,31
Hb (g/dl) 10,6 (10,9) 5,2-15,6 8,3 12,6 2,87
He (x10%/ul) 4,8 (4,9) 25-75 3,8 5,7 1,31
VCM (fL) 66,8 (66,6) 58,5-74,1 64,3 70,2 4,1
HCM (pg) 22 (22,1) 19,2 -24 21,2 22,8 1,06
CHCM (%) 33(33,1) 30,7-35,1 32,3 35,1 1,05
Reticulécitos 135,6 (91,5) 7,6 —457,8 143,6 310,1 116,7
(x103/ul)
Leucdcitos 17,9 (14,7) 3,8-64,6 10,1 19,4 13,63
(x103/pl)
Plaquetas (x103%/ pl) 676,8 (644) 71 - 1.257 468 839 281,36

Foram construidos diagramas de caixas (Box plot) para expor as variacdes

das variaveis hematocrito e nimero de hemacias, dos Grupos Controle e Piometra

Nnos momentos pré-operatorio e pos-operatorio. As variacdes podem ser observadas

nas Figuras 2 e 3.

Figura 2 - Diagrama de caixas (Box plot) representando as variagdes dos valores do hematocrito dos
Grupos Controle e Piometra nos momentos pré-operatorio e pés-operatério. Sdo Paulo -

2014-2015
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Figura 3 - Diagrama de caixas (Box plot) representando as variagdes do nuamero total de hemacias
dos Grupos Controle e Piometra nos momentos pré-operatorio e pds-operatdrio. S&ao

Paulo - 2014-2015
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As tabelas 5 e 6 representam os valores individuais, média, mediana,

valores minimo e maximo, desvio padrdao da média do percentual de heméacias

marcadas com anticorpos anti-IgG FITC e anti-IgM FITC, analisadas por citometria

de fluxo dos Grupos Controle e Grupo Piometra no momento pré-operatorio e pos-

operatorio, respectivamente.
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Tabela 5 - Valores individuais, média, mediana, valores minimo e maximo, primeiro e terceiro quartis
e desvio padrao da média do percentual de heméacias marcadas com anticorpos anti-lgG
FITC e anti-IgM FITC dos céaes pertencentes ao Grupo Controle. Sdo Paulo - 2014-2015

Numero Protocolo Anti-IgG FITC Anti-IgM FITC

(%) (%)
1 242.063 0.14 0.56
2 242.500 0.72 0.73
3 242.501 0.42 0.62
4 242.502 0.77 0.83
5 242.637 0.33 0.35
6 242.639 0.57 1.31
7 242.640 0.37 0.63
8 242.799 0.19 0.34
9 242.800 0.23 0.45
10 242.802 0.29 0.42
11 242.803 0.42 0.62
12 242.863 0.41 0.51
13 242.864 0.55 0.7
14 242.865 0.33 0.91
15 242.866 0.31 0.58
16 243.796 0.44 0.9
17 243.797 0.44 0.51
18 243.798 0.2 0.4
19 243.799 0.69 0.9
20 243.800 0.77 1.19
21 243.987 0.69 1.34
22 243.988 0.61 1.1
23 243.989 0.61 0.91
24 243.990 0.45 0.93
25 243.991 0.35 0.52
26 244.069 0.29 0.53
27 244.070 0.28 0.32
28 244,123 0.24 0.33
29 244.222 0.51 0.67
30 244223 0.21 0.35

Média (Mediana) 0,43 (0,42) 0,68 (0,62)

Minimo - Maximo 0,14-0,77 0,32-1,34
12 Quartil 0,29 0,47
32 Quartil 0,57 0,9
Desvio Padrao 0,18 0,29
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Tabela 6 - Valores individuais, média, mediana, valores minimo e maximo, primeiro e terceiro quartis
e desvio padrao da média do percentual de heméacias marcadas com anticorpos anti-lgG
FITC e anti-IgM FITC dos cédes pertencentes ao Grupo Piometra nos momentos pré-
operatdrio e pés-operatério. Sdo Paulo - 2014

Pré-Operatério

Pds-Operatorio

Numero Protocolo Anti -lgG Anti -lgM FITC | Anti-IgG FITC  Anti-IgM FITC
FITC (%) (%) (%) (%)
1 236.988 1.27 1.42 1.18 1.3
2 237.029 (044) 1.18 1.3 1.84 1.89
3 237.173 4.19 9.58 1.21 3.27
4 237.197 1.03 1.24 1.15 1.3
5 237.201 0.49 0.61 1.24 1.31
6 237.060 0.21 0.35 0.22 0.32
7 237.367 0.51 0.29 5 7
8 237.362 0.26 0.37 0.21 0.31
9 224.903 0.25 0.34 0.67 0.52
10 237.451 0.42 0.47 1.33 2.07
11 217.488 0.45 0.52 1.01 1.05
12 237.620 0.96 1.12 7.53 11.26
13 237.700 1.77 3.16 1.42 2.83
14 237.912 0.72 1.46 2 2.02
15 237.958 0.21 0.44 2.1 1.38
16 207.302 (238.021) 0.57 0.48 0.18 0.15
17 238.255 0.86 1.71 1.03 1.63
18 238.272 1.19 1.75 0.3 0.39
19 238.276 2.15 3.17 3.49 10.14
20 238.424 0.29 0.31 2.31 1.66
21 239.997 0.52 0.97 2.15 3.22
22 239.979 1.81 0.89 1.27 1.13
23 240.393 1.99 1.08 14.82 12.67
24 240.415 0.49 0.53 2.54 4.6
25 240.510 0.62 1.02 3.42 8.27
26 240.599 0.65 1.32 3.23 7.67
27 240.662 1.97 1.8 5.45 7.85
28 240.864 0.19 0.35 0.98 3.4
29 241,914 0.14 0.4 0.85 0.81
30 241.505 0.65 0.99 2.35 5.83
31 236.131 2.38 3.52 16.24 19.76
32 179.144 0.38 0.3 0.35 0.27
33 241.985 1.04 1.93 2.23 4.97
Média (Mediana) 0,96 (0,65) 1,37 (0,99) 2,77 (1,42) 4,01 (2,02)
Minimo - Maximo 0,14 - 4,19 0,29 - 9,58 0,18 - 16,2 0,15-19,8
1° Quiartil 0,42 0,44 1,01 1,13
3° Quartil 1,19 1,46 2,54 5,83
Desvio Padréo 0,86 1,71 3,67 4,46
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Foram construidos diagramas de caixas (Box plot) para expor as variacdes
das variaveis: anticorpos anti-lgG FITC e anti-IgM FITC, dos Grupos Controle e
Piometra nos momentos pré e pos-operatério. As variagbes podem ser observadas
nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 - Diagrama de caixas (Box plot) da porcentagem de hemacias marcadas com anticorpos
anti-lgG FITC dos Grupos Controle e Piometra nos momentos pré-operatorio e poés-
operatério. Sao Paulo - 2014-2015
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Figura 5- Diagrama de caixas (Box plot) da porcentagem de hemacias marcadas com anticorpos
anti-lgM FITC dos Grupos Controle e Piometra nos momentos pré-operatorio e pés-
operatério. S&o Paulo - 2014-2015
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Quando se comparou o percentual de hemacias para anticorpos anti-lgG
FITC em sua superficie, observou-se que enquanto o Grupo Controle apresentou
0,43% de hemacias marcadas, 0s animais pertencentes ao Grupo Piometra foram
observadas 0,96% (p = < 0,001) e 2,77% (p = < 0,001), nos momentos pré e pos-
operatorio, respectivamente. Em relacdo a marcacdo para anticorpos anti-IgM, foi
observado 0,68% de hemécias marcadas no Grupo Controle, e 1,37% (p = 0,09) e
4,01% (p = < 0,001) nos caes pertencentes ao Grupo Piometra, nos momentos pre e
pos-operatorio.

Apenas um animal (3,03%) da primeira coleta do Grupo Piometra
apresentou marcacédo de hemacias para anticorpos anti-IgM FITC acima de 5%. Ja
na segunda coleta, nove animais (22,7%) apresentaram marcacdes acima de 5%
para anticorpos anti-IgG FITC e anti-lgM. Essas marcacdes variaram entre 5% e
19,76%.

Os animais do Grupo Piometra que apresentaram marcacéo anti-lgG e anti-
IgM superior a 5%, tiveram uma diminuicdo do valor do hematdcrito de até 15%

entre a primeira e segunda coleta. Porém, os animais deste mesmo grupo que



45

apresentaram marcacoes inferiores a 5% de anti-lgG e anti-IgM, tiveram uma
diminuicao de até 12% do valor do hematdcrito entre a primeira e segunda coleta.

As variaveis hematdcrito, hemoglobina, hemécias e porcentagem de
hemacias marcadas com anticorpos anti-IgG FITC e anti-IgM, foram testadas quanto
a normalidade da distribuicdo dos dados pelo Teste de Shapiro-Wilk, considerando-
se o valor de p = 0,05.

Nas figuras 6 e 7, observa-se o histograma de dispersao e os coeficientes de
correlacdo entre as variaveis: hematoécrito, hemoglobina, hemécias, IgG e IgM, do

grupo Piometra nos momentos pré e pos-operatorio respectivamente.

Figura 6 - Matriz de correlagdo do Grupo Piometra no momento pré-operatorio. Sao Paulo - 2014
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Figura 7 -Matriz de correlacdo do Grupo Piometra no momento pés-operatério. Sao Paulo - 2014
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7 DISCUSSAO

A anemia é uma das alteracdes clinica patologicas mais frequentemente
associada a piometra (FELDMAN, 2004; EMANUELLI, 2007; THRALL, 2007;
EVANGELISTA, 2009). Corroborando essa hipétese, o valor médio das variaveis do
eritrograma dos 33 animais com piometra incluidos neste estudo situava-se aquém
da média abaixo da qual se considera que o animal estd anémico. Analisando os
valores hematoldgicos de cada um dos caes incluidos no estudo, observa-se que 19
(57,6%) apresentavam anemia normocitica normocrébmica ndo regenerativa no
momento pré-operatorio. Esse nimero reduz para cinco (15,2%) animais apos a
OSH.

Segundo Emanuelli (2007) e Hangman (2012), tal alterac&o ocorre devido a
um efeito supressor das toxinas bacterianas na medula 6ssea, e também pela
migracdo de heméacias para o local da infeccdo por diapedese. Na génese da
anemia dos processos inflamatérios crbnicos, estd a indisponibilizacdo de ferro
como mecanismo de defesa inespecifica do organismo (FRY, 2010). Sabe-se
atualmente que nesses casos, ha o incremento da producdo de hepicidina pelos
hepatdcitos, intalando-se assim um estado de hipoferremia. Esse processo leva a
um estado gradual de anemia com carater ndo regenerativo (OATES, 2007; LEMOS,
et al., 2010; FIGUEIREDO, 2010).

Entretanto, outros mecanismos poderiam se encontrar na génese da
anemia, como citam Morley et al. (2008) e Tizard (2008). De acordo com esses
autores, a anemia hemolitica causada pelos processos infecciosos, pode se
desenvolver como consequéncia da deposicdo de imunocomplexos na superficie
das heméacias ou da producdo de anticorpos anti-eritrocitarios, o que resulta na
destruicdo eritrocitaria precoce.

A porcentagem de hemacias com imunoglobulinas na superficie pode ser
determinada por Citometria de Fluxo (QUIGLEY et al., 2001; MORLEY et al., 2008).
Segundo esses autores, a utilizacdo da citometria para a deteccdo de
imunoglobulinas na superficie de hemécias constitui-se em método de alta
sensibilidade e especificidade para o diagndstico de AHIM. Morley et al. (2008)
consideram marcacdes de hemacias maiores que 5% como indicativas de deposicéo

de imunoglobulinas na superficie das hemacias além do valor fisiolégico, uma vez
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gue a média mais dois desvios padrdes dos resultados obtidos para cdes sadios foi
5% para ambas as imunoglobulinas (IgG e IgM).

No presente estudo, a marcacdo encontrada em animais do Grupo Controle
foi (minimo - maximo): 0,14 — 0,77% para anticorpos anti-IgG e 0,32 — 1,34% para
anticorpos anti-lgM. Segundo Quigley et al. (2001), essa marcacdo representa
hemacias senescentes, que serdo removidas da circulagéo fisiologicamente. Nos
animais do grupo experimental, a marcacdo encontrada na primeira coleta foi
(minimo — méaximo): 0,14 — 4,19% para anticorpos anti-IgG e 0,29 — 9,58% para
anticorpos anti-IgM, revelando a existéncia de alguns cdes em que a deposicao de
imunocomplexos € mais evidente do que em outros. A amplitude de variacdo foi
ainda maior no momento p6s-OSH onde foi encontrada a marcacéo de 0,18 — 16,2%
para anticorpos anti-lgG e 0,15 — 19,8% para anticorpos anti-lgM. Essas variacdes
de porcentagem também sao relatadas por Wilkerson et al. (2000); Morley et al.
(2008) e Passarelli (2011). A deposicao de imunocomplexos pode estar relacionada
ao uso prévio de corticoides, transfusdo sanguinea ou doenca infecciosa
concomitante.

Neste estudo, nao foi relatado pelos proprietarios o uso prévio de corticoides
nos animais de ambos 0S grupos nos momentos de coleta. E em apenas trés
animais do Grupo Piometra (207.302, 238.272 e 238.276) houve a necessidade de
realizar transfusédo sanguinea entre a primeira e segunda coleta.

A deposicao de IgG ou de IgM na superficie das hemacias pode estar ligada
a presenca de toxinas bacterianas aderidas & membrana eritrocitéria, resultando na
ligagdo com imunoglobulinas especificas ou a formacdo de complexos antigeno-
anticorpo na circulacdo sanguinea, ocasionando posteriormente a deposicado destes
na superficie das hemacias (MORLEY et al., 2008).

A estimulacdo crbnica do sistema imune por excesso de antigeno de
Escherichia coli do utero infectado pode induzir a formacdo de imunocomplexos
circulantes, predispondo a precipitacdo no glomérulo, e consequente disfuncéo
glomerular e tubular em cdes (MADDENS et al., 2010). Da mesma forma, pode
ocorrer a deposi¢cdo na superficie das hemécias, justificando-se a maior frequéncia
de hemécias marcadas com anti-lgG FITC no momento pré-cirirgico. E possivel que
durante a intervencéao cirurgica, com a manipulacéo dos 6rgaos, tenha havido maior
mobilizacdo de toxinas (JOHNSON, 1991; JONAS et al., 1993), ou de substancias

antigénicas teciduais, resultando no aumento da deposi¢édo de imunocomplexos na
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membrana eritrocitaria, justificando assim, o aumento de hemécias marcadas no
grupo Piometra (pés-operatério).

Entretanto, apesar das diferencas observadas no percentual de hemacias
marcadas entre os animais do Grupo Controle e do Grupo Piometra, tanto antes
quanto apds a OSH, ndo houve exacerbacdo da anemia, como pode ser observado
no estudo da correlacdo (Figuras 5 e 6) entre as variaveis hematoldgicas e a
deposicado de imunocomplexos.

Em relacdo ao desenvolvimento e agravamento da anemia, observado em
alguns animais no momento da segunda coleta do Grupo Piometra (236.988,
237.197, 237.201, 237.958, 240.864, 179.144 e 241.985), pode estar relacionado em
parte com a perda sanguinea ocorrida durante o ato cirirgico. Nesses animais a
deposicdo de imunocomplexos na superficie eritrocitaria ndo excedeu a marcacao
limitrofe de 5%, ndo havendo, portanto, indicacdo de hemdlise por deposi¢cdo de
imunocomplexos, nem perda sanguinea que tivesse resultado no aumento de
reticulocitos.

O tempo necessario para a recuperacao de um quadro hemorragico agudo
intenso, como por exemplo, uma cirurgia, € de aproximadamente duas semanas
(BARKER, 2000). A recomendacdo especifica nesses casos € a de que seja
implementado um tratamento adequado para animais anémicos que passaram por
um procedimento cirargico, a fim de que o animal se recupere mais rapidamente.
Segundo Evangelista (2009), cadelas com piometra devem receber tratamento para
anemia no pré e no poés-operatério de OSH, com o0 objetivo de que a resposta

medular ao estresse cirlrgico seja efetiva.
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8 CONCLUSAO

Nas condi¢cOes deste experimento, conclui-se que a piometra esta associada
a deposicdo de imunoglobulinas G ou M na superficie das hemacias, sem, no

entanto, promover hemolise ou agravamento da anemia.



51

REFERENCIAS

BLACH, A.; MACKIN, A. Canine immune-mediated hemolytic anemia:
pathophysiology, clinical signs and diagnosis. The Compendium on Continuing
Education for the Practicing Veterinarian , v. 29, n. 4, p. 217-225, 2007.

BARKER, R. N. Anemia associated with immune responses. In: FELDMAN, B. F.;
ZINKL, J. G.; JAIN, N. C. Schalm’s veterinary hematology . 5. ed. Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins, 2000. p. 169-177.

BARKER, R. N.; GRUFFYDD-JONES, T. J.; STOKES, C. R.; ELSON, C.J.
Autoimmune haemolysis in the dog: Relationship between anaemia and the levels of
red blood cell bound immunoglobulins and complement measured by an enzyme-
linked antiglobulin test. Veterinary Immunology and Immunopathology , v. 34, n. 1-
2, p. 1-20, 1992.

BARROS, N. U. M,; SILVA, U. R. C.; VILAR, T. D.; MORAES, G. J. A. Achados
sanguineos em cadelas com piometra aberta. Revista da Universidade Rural , Sér.
Ci. Vida. Seropédica, Rio de Janeiro, v. 25, p. 143-144, 2005.

BARTOSKOVA, A.; ONDRACKOVA, L. L.; VITASEK, R.; NOVOTNY, R,;
JANOSOVSKA, M.; FALDYNA, M. The effects of in vitro exposure to progesterone
and estradiol-17[3 on the activity of canine neutrophils. Veterinarni Medicina , Czech
Republic, v. 59, p. 202-209, 2014.

BIGLIARDI, E.; PARMIGIANI, E.; CAVIRANI, S.; LUPPI, A.; BONATI, L.; CORRADI,
A. Ultrasonography and cystic hiperplasia-pyometra complex in the bitch.
Reprodution in Domestic Animals , v. 39, n. 3, p. 136-140, 2004.

BIRGEL, E. H. Hematologia clinica Veterinaria, In: C}ONFERENCIA ANUAL DA
SOCIEDADE PAULISTA DE MEDICINA VETERINARIA, 1982, Sao Paulo. 1982. 50

p.

BORDIN, J. O.; SOUZA-PINTO, J. C.; KERBAUY, J. Measurement of red blood cell
antibodies in autoimmune hemolytic anemia. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research ,v.21, n.9, p. 895-899, 1991.

COGGAN, J. A.; MELVILE, P. A.; OLIVEIRA, C. M.; FAUSTINO, M.; MORENO, A.
M.; BENITES, N. R. Microbiological and histopathological aspects of canine
pyometra. Brazilian Journal of Microbiology , v. 39, p. 470-483, 2008.



52

COGGAN, J. A.; OLIVEIRA, C. M.; FAUSTINO, M.; MORENO, A. M.; VON SYDOW,
A. C.; MELVILLE, P. A.; BENITES, N. R. Estudo microbiologico de conteudo intra-
uterino de cadelas com piometra e pesquisa de fatores de viruléncia em cepas de
Escherichia coli. Arquivos do Instituto Biolégico , Sao Paulo, v. 71, p. 1-749, 2004.
Suplemento.

DABROWSKI, R.; KOSTRO, K.; LISIECKA, U.; SZCZUBIAL, M.; KRAKOWSKI, L.
Usefulness of C-reactive protein, serum amyloid A component, and haptoglobin
determinations in bitches with pyometra for monitoring early post-ovariohysterectomy
complications. Theriogenology , v. 72, p. 471-476, 2009.

DAY, M. J.; MACKIN, A. J. Immune-mediated haematological disease. In: DAY, M. J.
Clinical immmunology of the dog an cat . 2 ed., London: Manson Publishing, 2008.
p. 94-121.

DE BOSSCHERE, H.; DUCATELLE H.; VERMEIRSCH, H.; VAN DEN BROECK, W ;
CORYN, M. Cistic endometrial hyperplasia-pyometra complex in the bitch: should the
two entities be disconnected?, Theriogenology , v. 55 n.7, p. 1509-1519, 2001.

DOW, C. The cystic hyperplasia-pyometra complex in the bitch. Veterinary Record
V. 69, p. 1409-1415, 1957.

DOW, C. Experimental reproduction of the cystic hyperplasia-pyometra complex in
the bitch. Journal Pathology Bacteriology , v. 78, p. 267-277, 19509.

DOW, C. The cystic hyperplasia-pyometra complex in the bitch. Veterinary Record
v. 70, p. 1102-1108, 1958.

EMANUELLI, M. P. Hemograma, metabolismo oxidativo dos neutrofilos e
peroxidacao lipidica em cadelas com piometra por Escherichia coli. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal de Santa Maria, p. 38, 2007.

EVANGELISTA, L. S. M. Alterages clinicas e laboratoriais em cadelas com
piometra antes e ap0s ovariosalpingohisterectomia . 2009. 45. p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, Piaui, 2009.

FELDMAN, E. C. O. Complexo hiperplasia endometrial cistica/piometra e infertilidade
em cadelas. In: ETTINGER, S. J.; FELDMAN, E. C. Tratado de medicina interna



53

veterinaria : doencas do céo e do gato. 5 ed, Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan,
2004. p. 1632-1669.

FERREIRA, L. N.; SOUZA, J. G. M.; SPADER, M. B.; XAVIER, F. S.; SILVA, F. S;;
NOBRE, M. O.; T. C. Esplenomegalia com acentuada leucocitose em decorréncia de
piometra. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA, 16.; ENCONTRO DE
POS-GRADUACAO, 9., 2007, Pelotas. 2007.

FIGUEIREDO, M. S. Impacto da inflamacgéo na regulacédo do ferro e deficiéncia
funcional de ferro. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia ,v. 32, p. 18-
21, 2010. Suplemento, 2.

FRY, M. M. Anemia inflammatory, neoplastic, renal and endocrine diseases. In:
WEISS, D. J.; WARDROP, K. J. (Ed.). Schalm’s veterinary hematology . 6. ed.
Phennsilvania: [s.n.]: 2010. p. 246-250.

HAGMAN, R. New aspects of canine pyometra — studies on epidemiology and
pathogenesis. Theriogenology, 2004. Tese (Doutorado) - University of Agricultural
Sciences, Uppsala, 2004.

HAGMAN, R. Clinical and molecular characteristics of pyometra in female dogs.
Theriogenology , v. 47, p. 323-325, 2012.

HAGMAN, R.; KINDAHL, H.; FRNASSON, B. A.; BERGSTROM, A.; HOLST, B. S;;
LAGERSTEDT, A. S. Differentiation between pyometra and cystic endometrial
hyperplasia/mucometra in bitches by prostaglandin F2a metabolite analysis.
Theriogenology , v. 66, p. 198-206, 2006.

JONAS, D.; SCHULTHEIS, B.; KLAS, C.; KRAMMER, P. H.; BHAKDI, S. Cytocidal
effects of Escherichia coli hemolysin on human T lymphocytes. Infection and
Immunity , v. 61, p. 1715-1721, 1993.

JOHNSON, J. R. Virulence factors in Escherichia coli urinary tract infection. Clinical
Microbiology Reviews , v. 4, p. 80-128, 1991.

JOHNSTON, S. D.; KUSTRITZ, M. V. R.; OLSON, P. N. S. Canine and feline
theriogenology . Phladelphia: WB Saunders Company, 2001. p. 206-224.



54

LEMOS, A. R.; ISMAEL, L. A. S.; BOALTO, C. C. M.; BORGES, M. T. F. B.; RONDO,
P. H. C. Hepicidin as a biochemical parameter for the assessment of iron deficiency
anemia. Revista da Associacdo Médica Brasileira , v. 56, n. 5, p. 596-599, 2010.

MADDENS, B.; DAMINET, S.; SMETS, P.; MEYER, E. Escherichia coli Pyometra
induces transient glomerular and tubular dysfunction in dogs. Journal of Veterinary
Internal Medicine , v. 24, p. 1263-1270, 2010.

MORLEY, P.; MATHES, M.; GUTH, A.; DOW, S. Anti-erythrocyte antibodies and
disease associations in anemic and nonanemic dogs. Journal of Veterinary
Internal Medicine , v. 22, p. 886-892, 2008.

NELSON, R. W.; COUTO, C. G. Disturbios da vagina e utero. In: :
Fundamentos da medicina interna de pequenos animais . Rio de Janeiro: Ed.
Guanabara Koogan, 2006. p. 680-83.

NELSON, R. W.; FELDMAN, E. C. Pyometra em the bitch. In. MARROW, D. A.
Current therapy in theriogenology : diagnosis, treatment and prevention of
reprodutive diseases in small and large animals. Philadelphia: W.B. Saunders
Company, 1986. p. 1143.

NISKANEM, M.; THRUSFIELD, M. V. Association between age, parity, hormonal
therapy and breed and pyometra in finnish dogs. Veterinary Record , v. 143, n. 18,
p. 493-498, 1998.

OATES, P. S. The role hepicidin and ferroportin in iron absorption. Histology and
Histopathology : cellular and molecular biology, v. 22, p. 791-804, 2007.

PASSARELLI D. Resposta proliferativa de células mononucleares do sangue
periférico frente a membranas eritrocitarias autolo gas de caes recentemente
imunizados . 2011. 109 p. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Medicina
Veterinaria de Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, Sado Paulo, 2011.

PRETZER, S. D. Clinical presentation of canine pyometra and mucometra: A review.
Theriogenology , v. 70, p. 359-363, 2008.

QUIGLEY, K. A.; BRIAN, J. C.; HAINES, D. M.; JACKSON, M. L. Application of a
direct flow cytometric erythrocyte immunofluorescence assay in dogs with immune-
mediated hemolytic anemia and comparison to the direct antiglobulin test. Journal of
Veterinary Diagnostic Investigation , v. 13, p. 297-300, 2001.



55

RIETSCHEL, E. T. H.; SCHADE, V.; JENSEN, M. Bacterial endotoxins, chemical
structures, biological activity and role in septicaemia. Scandinavian Journal
Infection Disease , v. 31, p.8-21, 1983.

SUGIURA, K.; NISHIKAWA, M.; ISHIGURO, K.; TAJIMA, T.; INABA, M.; TORRI, R.;
HATOYA, S.; WIJEWARDAN, V.; KUMAGAI, D.; TAMADA, H.; SAWADA, T.;
IKEHARA, S.; INABA, T. Effect of ovarian hormones on periodical changes in
immune resistance associated with estrous cycle in the beagle bitch.
Immunobiology , v. 209, p. 619-627, 2004.

TIZARD, I. R. Imunologia veterinaria : uma introducéo. 6. ed. Sdo Paulo: Roca,
2004. 532 p.

TRHALL, M. A.; BAKER, D. C.; CAMPEBELL, T. W.; DENICOLA, D.; FETTMAN, M.
J.; LASSEN, E. D.; REBAR, A.; WEISER, G. Hematologia e bioquimica clinica
veterinaria . Sao Paulo: Roca, 2007. p. 89-109.

WEISS, D.; TVEDTEN, H. Erythrocyte disorders. In: WILLARD, M. D.; TVEDTEN, H.
Small animal clinical diagnosis by laboratory metho ds. 4. ed. St. Louis:
Saunders, 2004. p. 38-62.

WILKERSON, M. J.; DAVIS, E.; SHUMAN, W.; HARKIN, K.; COX, J.; RUSH, B.
Isotype-specific antibodies in horses and dogs with immune-mediated hemolytic
anemia. Journal of Veterinary Internal Medicine , v. 14, n. 2, p. 190-196, 2000.



56

APENDICES



APENDICE A - Dados Gerais dos animais do Grupo Controle. S&o Paulo 2014 - 2015

Numero | Protocolo Raga Idd (anos) | Amostra
1 242.063 SRD 9 16.09.14
2 242.500 SRD 8 09.10.14
3 242.501 Poodle Médio 10 09.10.14
4 242.502 SRD 9 09.10.14
5 242.637 SRD 12 16.10.14
6 242.639 Yorkshire 9 16.10.14
7 242.640 Rottweiler 11 16.10.14
8 242.799 SRD 8 23.10.14
9 242.800 Labrador 10 23.10.14
10 242.802 SRD 7 23.10.14
11 242.803 Pinscher 6 23.10.14
12 242.863 SRD 8 29.10.14
13 242.864 SRD 10 29.10.14
14 242.865 Poodle Médio 11 29.10.14
15 242.866 Pinscher 10 29.10.14
16 243.796 SRD 8 06.01.15
17 243.797 SRD 7 06.01.15
18 243.798 Pinscher 7 06.01.15
19 243.799 Poodle Médio 6 06.01.15
20 243.800 Poodle Médio 6 06.01.15
21 243.987 SRD 7 15.01.15
22 243.988 Boxer 9 15.01.15
23 243.989 SRD 12 15.01.15
24 243.990 Poodle Médio 10 15.01.15
25 243.991 SRD 10 15.01.15
26 244.069 Pinscher 8 20.01.15
27 244.070 SRD 9 20.01.15
28 244.123 SRD 7 22.01.15
29 244.222 Labrador 9 28.01.15
30 244.223 SRD 10 28.01.15

Legenda: Idd: Idade; SRD: sem rac¢a definida.
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APENDICE B - Dados hematoldgicos dos animais do Grupo Controle. S&o Paulo 2014 - 2015

58

N2 | Protocolo | HT Hb He VCM | HCM | CHCM | Ret Leuc Seg | Linf [ Mono | Eosi | Baséf | Plq
(%) | (g/dl) | (x10°) | (fL) | (pg) | (%) [ (%) [ (x10%) | (%) | (%) | (%) [ (%) | (%) [ (x10°)
1 242.063 46 15.4 6.9 67 | 22.2 | 33.2 | raros 7.1 72 | 18 4 6 362
2 242.500 56 18.7 7.8 714 | 24 33.6 | raros 8.8 70 | 17 5 8 395
3 242.501 45 15.3 5.9 76.6 | 26 33.9 | raros 9.1 75 | 11 8 2 510
4 | 242.502 43 14.3 6.1 70.3 | 23.4 | 33.3 | raros 8.5 62 | 15 8 15 568
5 242.637 46 14.7 6.5 70.7 | 22.5 | 31.9 |raros | 10.7 75 | 18 6 1 204
6 | 242.639 43 13.9 6 72 | 233 | 323 |raros | 11.0 66 | 20 9 5 260
7 | 242.640 47 14.8 6.2 759 | 239 | 314 | raros 8.8 72 | 15 7 6 208
8 | 242.799 50 17.1 7.5 66.7 | 22.8 | 34.2 | raros 7.6 84 | 13 3 0 406
9 | 242.800 46 14.4 6.6 69 | 21.7 | 31.4 |raros | 15.0 90 2 2 204
10 | 242.802 47 14.9 6.8 69 | 22.1 | 31.7 | raros 9.4 80 2 0 508
11 | 242.803 52 16.2 7.5 69 ([ 21.7 | 31.1 |raros | 13.1 84 5 4 208
12 | 242.863 48 16 6.9 69.7 | 23.2 | 33.3 |[raros | 15.0 78 | 11 6 5 298
13 | 242.864 49 15.7 6.6 735 | 23.7 | 32.2 |[raros | 13.0 60 [ 27 5 8 300
14 | 242.865 46 15.1 6.2 73.3 | 243 | 33.1 | raros 6.4 75 | 15 8 2 455
15 | 242.866 56 19.4 7.9 70.7 | 245 | 34.6 | raros 8.3 69 | 20 8 2 1 483
16 | 243.796 45 14.5 6.1 73.7 | 23.7 | 32.2 | raros 9.0 83 | 11 4 2 332
17 | 243.797 47 14.9 6.1 77 | 244 | 31.7 | raros 9.5 73 | 20 5 2 386
18 | 243.798 47 14.9 6.6 70.8 | 22.4 | 31.7 | raros 6.9 69 | 20 9 2 331
19 | 243.799 55 17.7 8 68.8 | 22.1 | 32.2 | raros 8.6 75 | 20 4 1 291
20 | 243.800 46 14.4 6.2 74.1 | 23.2 | 31.3 |raros | 121 70 | 20 6 4 476
21 | 243.987 56 18.1 8.1 69.1 | 22.3 | 32.3 | raros 7.9 74 | 14 4 6 306
22 | 243.988 41 13.8 6 68.3 [ 23 33.7 | raros 9.9 72 | 15 6 7 470
23 | 243.989 48 15 6.7 716 | 22.3 | 31.3 |[raros | 15.0 70 | 17 11 2 452
24 | 243.990 40 12.9 5.8 68.9 | 22.2 | 32.2 | raros 7.0 71 | 21 5 3 207
25 | 243.991 40 12.8 5.9 67.8 | 21.7 32 raros | 11.0 80 9 7 4 598
26 | 244.069 45 14.1 6.2 72.6 | 22.7 | 31.3 | raros 9.5 79 | 14 5 2 437
27 | 244.070 57 18.3 7.6 75 | 241 | 32.1 | raros 6.7 64 | 23 6 7 255
28 | 244.123 50 15.4 7.2 70 21 31 raros 11.7 78 16 3 2 1 443
29 | 244.222 46 14.7 6.5 70.7 | 22.6 | 31.9 |[raros | 134 68 | 23 6 3 372
30 | 244.223 53 16.5 7.5 70.7 | 22 31.1 |raros | 10.2 75 | 15 7 3 433

Legenda: N° nudmero; Ht: hematdcrito; Hb: hemoglobina; He: heméacias; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular

média; Ret: reticulécitos; Leuc: leucécitos; Seg: neutrdfilos segmentados; Linf: linfécitos; Mono:

mondcitos; Eosi: eosindfilos; Baséf: basdfilos; Plg: Plaquetas.




APENDICE C - Dados Gerais dos animais do Grupo Piometra. S&o Paulo 2014

Numero Protocolo Raga Idade 12 22
(anos) | coleta coleta
1 236.988 Yorkshire 12 07.01.14 | 13.01.14
2 237.029 (044) SRD 12 08.01.14 | 17.01.14
3 237.173 SRD 6 14.01.14 | 27.01.14
4 237.197 SRD 14 15.01.14 | 22.01.14
5 237.201 SRD 16 15.01.15 | 21.01.14
6 237.060 SRD 9 21.01.14 | 30.01.14
7 237.367 Pinscher 11 22.01.14 | 03.02.14
8 237.362 Poodle Toy 13 22.01.15 | 03.02.14
9 224.903 SRD 10 23.01.14 | 03.02.14
10 237.451 Border Collie 14 27.01.14 | 10.02.14
11 217.488 Pinscher 6 29.01.14 | 10.02.14
12 237.620 Pit-Bull 11 03.02.14 | 10.02.14
13 237.700 Poodle Médio 6 06.02.14 | 18.02.14
14 237.912 Dogue Alemao 12 14.02.14 | 24.02.14
15 237.958 SRD 7 17.02.14 | 27.02.14
16 207.302 (238.021) Pinscher 11 19.02.14 | 28.02.14
17 238.255 Poodle Toy 13 28.02.14 | 10.03.14
18 238.272 Poodle 13 06.03.14 | 13.03.14
19 238.276 Pit-Bull 8 06.03.14 | 13.03.14
20 238.424 Labrador 6 13.03.14 | 17.03.14
21 239.997 SRD 8 23.05.14 | 02.06.14
22 239.979 Cocker Spaniel 8 23.05.14 | 03.06.14
23 240.393 Labrador 5 16.06.14 | 26.06.14
24 240.415 Rottweiller 7 17.06.14 | 27.06.14
25 240.510 Lhasa Apso 10 25.06.14 | 07.07.14
26 240.599 Rottweiller 9 30.06.14 | 10.07.14
27 240.662 SRD 8 02.07.14 | 14.07.14
28 240.864 SRD 9 16.07.14 | 25.07.14
29 241.914 Poodle Médio 8 22.07.14 | 19.07.14
30 241.505 SRD 13 18.08.14 | 29.08.14
31 236.131 Border Collie 10 28.08.14 | 05.09.14
32 179.144 Pit-Bull 10 01.09.14 | 12.09.14
33 241.985 SRD 7 11.09.14 | 21.09.14

Legenda: SRD: sem raca definida
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APENDICE F - Valores absolutos de reticuldcitos do Grupo Piometra. S&o Paulo 2014

Piometra —
Reticulécitos (/ L)
Numero Protocolo Pré-operatério P6s-operatoério

1 236.988 27.000 46.980
2 237.029 (237.044) 9.940 11.250
3 237.173 7.680 97.410
4 237.197 8.740 92.500
5 237.201 84.240 125.460
6 237.060 9.480 9.900

7 237.367 12.390 57.920
8 237.362 33.280 89.460
9 224.903 7.040 287.280
10 237.451 91.630 168.300
11 217.488 9.120 34.200
12 237.620 9.400 69.000
13 237.700 13.800 24.500
14 237.912 30.600 61.600
15 237.958 23.200 42.000
16 207.302 (238.021) 10.500 74.400
17 238.255 11.000 62.000
18 238.272 4.200 7.600

19 238.276 16.200 171.600
20 238.424 20.400 18.600
21 239.997 21.000 91.500
22 239.979 44.100 56.960
23 240.393 28.000 262.730
24 240.415 21.600 285.670
25 240.510 12.650 115.500
26 240.599 13.570 296.450
27 240.662 6.240 276.760
28 240.864 140.120 363.000
29 241.914 8.700 220.550
30 241.505 9.690 457.800
31 236.131 73.440 280.000
32 179.144 21.280 85.440
33 241.985 12.320 133.010
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ANEXO A -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO OU RESPONSAYV EL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° @ ..o SEXO: MO F O
DATA NASCIMENTO: ........ o, l.....

ENDEREGQCO ....ceiiiiiiiiiiieee ettt

BAIRRO: ..ot CIDADE: ...

(o= TR TELEFONE:(............ TR

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO ANIMAL

2. NOME DO ANIMAL E/OU NUMERO DE REGISTRO (TATUAGEM, MICROCHIP, BRINCO)

DADOS SOBRE A PESQUISA

3. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
“Caracterizacdo da anemia em cadelas com piometra.”
PESQUISADOR: Fabio Novelli Martorelli. CARGO/FUNCAOQ: Médico Veterinario.
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 19.886.
4. Departamento: Clinica Médica
5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO O RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
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6. DURACAO DA PESQUISA : 2 anos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu animal estd sendo convidado a participar da pesquisa
“Caracterizacdo da anemia em cadelas com piometra” de cées atendidos no
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. Trata-se de um estudo experimental testando a
hipétese de que o aumento de gamaglobulinas circulantes causado pela
piometra, pode levar a uma destruicdo precoce dos eritrocitos. Sua colaboracéo
€ importante e necessaria para o desenvolvimento da pesquisa, porém sua
participacdo é voluntaria. A qualquer instante vocé pode desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagéo
ao pesquisador ou a instituicdo, nem lhe trarda qualquer tipo de represalia. Sua
participacdo consistira em permitir a coleta e o uso do sangue do seu animal. As
informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, sendo que
asseguramos o total sigilo sobre sua participacdo. Vocé podera solicitar
informacgdes ou esclarecimentos sobre o andamento da pesquisa em qualquer
momento com o pesquisador responsavel.

Se vocé entendeu claramente as informacdes acima, concorda com todos 0s
termos, acredita ter sido suficientemente informado através deste termo e de
explicacbes pessoais prestadas e, além disso, aceita participar de livre e
espontanea vontade da pesquisa em curso, preencha e assine o0 campo abaixo
onde consta “voluntario” e coloque a data de hoje:

Sao Paulo, de de

Nome do voluntario Assinatura do voluntario

Pesquisador responsavel:
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste proprietario para a participagdo de seu(s) animal(is) neste estudo.

Fabio Novelli Martorelli
Médico Veterinario
CRMV/SP: 19.886
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ANEXO B - Ficha de Anamnese preenchida durante atendimento dos animais no Servico de
Obstetricia / Ginecologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da
Universidade de Sdo Paulo

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL VETERINARIO
SERVIGO DE OBSTETRICIA / GINECOLOGIA

Registro

Espécie [] canina
Raca
Idade
Data

ANAMNESE

l. Queixa principal:

II.  Historico reprodutivo:
1. Ciclo estral
[ ] desconhecido ] animal castrado [ irregular

[ regular > [] semestral []lOutros

Duracéo do cio Gltimo cio

2. Gestacbes
[] desconhecido [ nulipara [] primipara [ pluripara

[] partos eutdcicos
[] partos distdcicos [] ocitécicos [] trac&o forcada [] cesariana

Ultimo parto

3. Pseudociese
[] desconhecido [] frequente [] esporadica [] nunca apresentou

Medicacdo utilizada

4. Uso de anti-concepcionais
[] desconhecido [] frequente [] esporadico ] nunca

utilizou

Medicacdo utilizada

[ll.  Outros sistemas:
1. Sistema cardio-respiratorio  (inicio dos sintomas )
] NDN [] cansaco fécil [] tosse [] outros

2. Sistema digestivo (inicio dos sintomas )
[] normorexia ] hiporexia [] anorexia




[] normodipsia [loligodipsia [] polidipsia
[] normoquesia [ ] aquesia L] diarréia

[] fezes hipercolicas [ ] fezes sanguinolentas

[] episdios eméticos outros
3. Sistema genito-urindrio

] normaria [] oligaria [] andria

[] polaquidria L] poliaria [ disuria
outros

Corrimento vaginal
[ ] ausente
[ presente > [] mucoso [] purulento [] sanguinolento

[ ] esverdeado [] outros

4. InformagBes complementares:

EXAME CLINICO

1. Temperatura °C mucosas linfonodos

hidratacéo

2. Auscultacao

3. Palpacao

4. Vulva

5. Vagina

Ectoparasitas: [ Puliciose [] Ixodidiose

Histdrico de Ectoparasitas:

Vacinacao: Tipo?

Quando?

Contactantes: []Sim []N&o Quantos?

Ambiente: [] Domiciliado [] Semi-domiciliado [ ] acesso & rua
[] Urbano [] Rural



Dieta: [_] racdo [] comida caseira

Medicacgdo Anterior:

Responsavel:

Médico Veterinario:

Estagiario:
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