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RESUMO

Esta tese focou-se na caracterizacdo do hemograma e bioquimicas plasméticas de cavalos
Puro Sangue Lusitanos (PSL) e na comparagdo dos resultados obtidos com os descritos para
outras racas. A populagao estudada incluiu 52 equinos de raga PSL, dos quais 34 machos inteiros
(66,7%) e 17 témeas (33,3%), com idades compreendidas entre os 2 a 5 anos (3,19 1,06). No
hemograma foram analisados os valores de eritrocitos totais, hematocrito (HTC), hemoglobina
(Hg), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucdcitos totais e respectiva contagem diferencial
e plaquetas totais. Nas bioquimicas plasméticas foram analisados valores de aspartato
aminotransferase (AST), compostos azotados da ureia sérica (BUN), gamma glutamiltransferase
(GGT), proteinas totais (PT), creatinina quinase (CK), creatina, bilirrubina total e albumina.
Ainda, foram observados sistematicamente todos os esfregacos sanguineos para descartar a
presenca de hemoparasitas. Os resultados obtidos foram comparados com dados previamente
publicados para cavalos PSL, Puro-Sangue Inglés (PSI) e da raca Andaluz. Adicionalmente, foi
realizado o teste ‘t-student’ para todos os parametros analisados com o objetivo de comparar as
médias obtidas da populacdo estudada com as medias previamente descritas nas racgas
anteriormente referidas.

Verificaram-se diferencas significativas (p<0,05) entre a populagédo estudada e as medias
reportadas. Comparativamente a populacdo de PSI, apenas as diferencas nas médias de
hemoglobina, hemoglobina corpuscular média (HCM) e proteinas totais (PT) ndo foram
significativas (p>0,05). Contudo, o valor médio de bilirrubina total, albumina, compostos
azotados da ureia sérica (BUN), creatinina, aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil
transferase (GGT) e creatinina quinase (CK), na populacdo estudada foi significativamente
inferior ao reportado em PSI (p<0,05).

Até a data ainda existem poucos estudos sobre os intervalos de referéncia de bioguimicas
sanguineas em cavalos PSL, pelo que os valores de referéncia obtidos neste trabalho podem ajudar
0 médico veterinario, se forem tomados em consideracdo aquando da interpretacdo de
hemogramas e bioquimicas plasmaticas de PSL. Os resultados deste estudo poderdo contribuir
para a padronizacao de intervalos de referéncia para os parametros descritos em cavalos saudaveis
da raca PSL.

Palavras-chave: Hemograma, Bioquimicas Plasmaéticas, Puro-Sangue Lusitano,

caracterizacao, teste ‘t-student’.
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ABSTRACT

This focused on the characterization of the complete blood count (CBC) and plasma
biochemistry of Lusitano Purebred (PSL) horses and aimed to compare the obtained results with
those of other breeds. The studied population included 52 PSL horses, namely 34 stallions
(66,7%) and 17 mares (33,3%), with ages ranging from 2 to 5 years (3,19£1,06). In the CBC, total
erythrocytes, hematocrit (HTC), hemoglobin (Hg), mean corpuscular volume (MCV), mean
corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), total
leukocytes and their differential count, and total platelets were analyzed. Plasma biochemistry
values of aspartate aminotransferase (AST), blood wurea nitrogen (BUN), gamma-
glutamyltransferase (GGT), total proteins (PT), creatinine kinase (CK), creatine, total bilirubin,
and albumin were analyzed. Also, all blood smears were systematically observed to rule out the
presence of hemoparasites. The obtained results were compared with previously published data
for the PSL, Thoroughbred (PSI) and Andalusian breeds. Additionally, the 't-student' test was
performed for all analyzed parameters, in order to compare the sample means of the studied
population with those described for the previously mentioned breeds.

Significant differences (p<0,05) were observed between the studied population and the
reported parameters for PSL, PSI and Andalusian horses. Compared to the PSI population, only
the differences in the means of hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin (MCH) and total
protein (TPs) were not significant (»>0,05). However, the mean value of total bilirubin, albumin,
blood urea nitrogen (BUN), creatinine, aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl
transferase (GGT) and creatinine kinase (CK), in the study population was significantly lower
than that reported in PSI (p<0,05).

To date there are still very few studies on the reference intervals of blood biochemistry
parameters in healthy PSL horses. As such, the reference values described in this study may be
of help to equine practitioners when interpreting blood counts and plasma biochemistry of PSL
horses. Thus, the results of this study may contribute to the standardization of the parameters
described for the PSL breed.

Keywords: Complete Blood Count, Serum Biochemistry, Lusitano Purebred,

characterization, test t-student.
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LISTA DE ABREVIATURAS

%- Percentagem

pL - Microlitro

pm- Micrometro

AST — Aspartato aminotransferase

ATP - Adenosina trifosfato

BAS - Basofilos

BUN - Compostos azotados da ureia sérica
CBC- ‘Complete blood count’

CFT- ‘Complement fixation test’

CHCM - Concentracao de hemoglobina corpuscular média
CID - Coagulagao intravascular

CK- Creatinina quinase

dL - Decilitro

DNA- ‘Deoxyribonucleic acid’

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético
ELISA- ‘Enzyme-lynked immunosorbent assay’
EOS - Eosinofilos

EPO - Eritropoetina

ERT - Eritrécitos

fL - Fentolitro

G - Gauge

g/dL - Grama por decilitro

GGT - Gamma glutamiltransferase

HCM - Hemoglobina corpuscular média
HG- Hemoglobina

HTC - Hematocrito

LEUC - Leucocitos

LINF - Linfocitos

mL - Mililitro

NEU - Neutroéfilos

NK - Natural killers

PCR- ‘Polymerase chain reaction’
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PCT-Plaquetocrito

pg - Picograma

PLQ - Plaquetas

PSI - Puro Sangue Inglés

PSL - Puro Sangue Lusitano
RNA- ‘Ribonucleic acid’

SDH - Sorbitol desidrogenase
TPO - Trombopoetina

VCM - Volume corpuscular médio
VDP - Variagdo da distribuicao das plaquetas
VPM - Volume plaquetario médio
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Pesquisa De Hemoparasitas
I. Relatorio de Estagio

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria foi realizado em
clinica ambulatoria de equinos sob a coorientagdo da Dra. Catia Mousinho, no periodo de estagio
compreendido entre 1 de outubro de 2020 e 1 de Abril de 2021.

No estagio foram acompanhadas diferentes areas da clinica de equinos, incluindo
medicina interna, medicina reprodutiva, ortopedia, medicina desportiva e cirurgia.

No total foram observados 285 animais, dos quais foram selecionados alguns
procedimentos realizados durante o estagio curricular, para incluir neste relatorio de estagio.

Os procedimentos de profilaxia foram realizados com maior frequéncia (n=219). Destes
procedimentos destacaram-se, a vacinacdo contra o tétano e influenza equina (n= 102) com a
vacina ProteqFlu-Te® e desparasitagdo (n=109), realizada com a administracdo de produtos a
base de Ivermectina e Praziquantel,e a base de moxidectina e praziquantel.Alguns animais
também foram vacinados para o Herpes Virus Equino (n=8) com a vacina Equivac® Innovator

EHV-1/4, mas em menor propor¢ao (Figura 1).
Profilaxia

Desparasitacio | NN
Vacinagdo Influenza+ I

Tétano

Vacinagdo EHV 1,4 |}

0 50 100 150

Figura 1- Procedimentos de profilaxia.

Adicionalmente também foram realizados procedimentos de profilaxia a canideos,
nomeadamente, primovacinacao multivalente e reforco anual com a vacina Canigen DHPPi/L ®
(Virbac). A administragdo da vacina da raiva, Nobivac® Rabies, foi acompanhada pela colocagdo
do microchip, exigido por lei.

A medicina reprodutiva foi a segunda area de clinica de equinos mais reportada (n=74), o
maneio reprodutivo comtempla todo o acompanhamento da égua desde que inicia a época
reprodutiva até ao diagndstico de gestagao, e inclui, diagnostico ecografico do ciclo reprodutivo
e acompanhamento do mesmo, diagndstico de patologias uterinas e vaginais e tratamento das
mesmas, como por exemplo, lavagem uterina, tratamento com AB intrauterino e sistémico,
injegdes com prostaglandina e HCG e inseminagdes artificiais com sémen fresco e congelado

(Figura 2).
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Reproducao
Recolha de sémen  |INNENEGE
Neonatos [N
Transferéncia de embrido | NN
Maneio reprodutivo [ NGNS
Diagndstico de Gestagdo  [INIIEIEIEGGGNNNNNN
0 10 20 30

Figura 2- Procedimentos de Medicina Reprodutiva.

A 1identifica¢do animal foi o terceiro procedimento mais acompanhado durante o estagio
(n=45), que consistiu no preenchimento da folha do resenho que ird constar no livro verde ou azul
do cavalo e na colocagdo do microchip, sempre acompanhado de anestesia local com lidocaina

(Figura 3).

Identificacio Animal

Chip

0 10 20 30

Figura 3- Procedimentos de Identificacdo Animal.

Das patologias observadas, as patologias oftalmologicas, nomeadamente, Ulceras da
cornea, laceracdes de palpebra e uveites, 36%, e as patologias respiratorias, nomeadamente,
pneumonia e sindrome de asma equina, 36 %, foram as mais reportadas (Figura 4). Na area da

podologia, o procedimento mais reportado foi o exame radioldgico (n=13) (Figura 5).

Patologias

m Patologias Dermatologicas

® Patologias Musculares
Patologias Neurologicas
Patologias Oftalmologicas

® Patologias Respiratorias

Figura 4- Patologias Observadas.
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Na area das feridas e cirurgia, foram realizadas 19 castragoes, seguido de 9 limpezas de
feridas e pensos e 5 suturas (Figura 6). Por fim, os outros procedimentos incluem procedimentos

realizados em menor frequéncia durante o estagio (Figura 7).

. . . Podologia
Feridas e Cirurgia g
. Eco Tenddo e I
® Limpeza de Ligamentos
feridas e pensos
41% | 44% P .
® Suturas de aioX N
laceracdes
Castragio Bloqueios Claudicacdo | NN
Abcesso de casco |GGG
0 5 10 15

Figura 6- Procedimentos em Feridas e Cirurgia.

Figura 5- Procedimentos e patologias reportadas em
Podologia.

Outros Procedimentos

® Eutanasia

® Exame ato de
compra
Tratamento
de
intoxicacOes

Figura 7- Outros procedimentos.

Em paralelo ao estagio curricular em clinica foi realizado um projeto de mestrado, onde
foram processadas 52 amostras recolhidas no decorrer do mesmo. O trabalho de laboratdrio
consistiu na realizagdo de esfregagos sanguineos com vista a observar em microscopio 6tico e
identificar morfologia celular, contagem celular e avaliar a presenga de hemoparasitas, bem como

o processamento das mesmas para obtengdo do hemograma e bioquimicas plasmaticas.
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II. Introducao

O hemograma e as bioquimicas plasméticas s&o um método complementar de diagnostico
relativamente simples e econémico, permitindo diagnosticar diversas doencas, as quais muitas
vezes ainda se encontram numa fase bastante inicial. Neste sentido, a padronizacdo de intervalos
de referéncia para as varias racas de equinos, é importante para auxiliar o diagnostico de doencas
e alteracOes fisiologicas, visto que cada raca tem carateristicas morfoldgicas e fisiologicas
distintas e também a influéncia da sua localizagdo e clima. Também, ha diferencas em relacdo ao
local de criacdo, clima e maneio que necessitam de ser explicados. Apesar de 0s mesmos se
encontrarem descritos em outras ragas, ainda poucos estudos existem em cavalos Puro Sangue
Lusitano (PSL), raca esta que tem ganho crescente popularidade no mercado estrangeiro. O cavalo
PSL tem grande expressdo no mercado internacional a nivel de exportagéo, assim como o azeite,
cortica e vinho (Vicente, Carolino & Gama, 2011). Existem nascimentos de animais desta raga
em 32 paises, sendo 4 os principais o Brasil (42,7%), a Franca (26,6%), a Espanha (11,8%) e o
México (9,7%) (Vicente, Carolino & Gama, 2011). Estes dados vém a reforgar a importancia da
padronizacdo de intervalos de referéncia para a raca PSL, que esta em crescente expansao no
mercado estrangeiro.

Os hemoparasitas equinos, tais como a babesia e a theileria, sdo uma preocupacao para 0s
proprietarios e médicos veterinarios, pois para além de provocarem doenca clinica, incluindo
febre e anemia hemolitica, afetam o comercio de animais infetados, assim como a sua participacao
em provas equestres internacionais (Lopes, 2020). Atualmente, para efetuar a exportacdo de
equideos para paises indemnes a piroplasmose, como a América do Norte, € necessario realizar
um teste ELISA ou PCR, para detetar se 0 animal esta infetado ou ja foi infetado. A elevada
prevaléncia de piroplasmose no territorio nacional podera assim impossibilitar a comercializagdo
de PSL para estes paises (Lopes, 2020).

O hemograma ¢ um exame complementar de diagndstico muito praticado na clinica
equina. Este método estuda os trés constituintes celulares do sangue, nomeadamente, as plaquetas
(PLQ), os eritrocitos (ERT) e os leucocitos (LEUC) (Kerr, 2002). O hemograma permite realizar
a analise quantitativa e qualitativa dos constituintes do sangue (Cowel & Tyler, 2002).

A maioria dos testes de diagnostico bioquimicos sdo baseados num painel de pardmetros,
ao invés de um unico (Lester, Mollat & Bryant, 2015). Esta abordagem fornece informacao sobre
varios sistemas, fornecendo pistas sobre a presenca de doengas subjacentes. Os parametros
bioquimicos que podem ser avaliados incluem aspartato aminotransferase (AST), gamma-

glutamiltransferase (GGT), sorbitol desidrogenase (SDH), compostos azotados da ureia sérica
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(BUN), creatinina, proteinas totais, albumina, bilirrubina, entre outros, tais como marcadores
cardiacos especificos, como a troponina I cardiaca (Lester, Mollat & Bryant, 2015).
III.  Revisao Bibliografica

1. Colheita da amostra e acondicionamento

A colheita de sangue venoso em equideos pode ser realizada em iniimeros locais, sendo a
veia jugular externa a mais acessivel, pois encontra-se no sulco jugular situado no aspeto ventral
do pescoco. A veia pode ser acedida de forma segura na por¢ao cranial do sulco jugular, pelo que
caudalmente pode correr-se o risco de colher sangue arterial, porque a veia jugular externa e a
artéria carotida comum nao tém o musculo omohioideu a separa-las. Outro local opcional para a
colheita de sangue venoso, € o seio venoso transverso, usado em adultos, podendo ser possivel
colher até 35 mL de sangue (Reed, Bayly & Sellon, 2018).

ApoOs a colheita de sangue, a amostra ¢ colocada em tubos de colheita de sangue que
contém anticoagulantes diferentes, sendo que, de forma padronizada, cada anticoagulante
corresponde a uma determinada cor da tampa do tubo (Duncan & Prasse, 2011).

O tubo com o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o qual atua por
remogao do calcio presente no sangue, possui tampa de cor violeta. O tudo de EDTA ¢ indicado
para realizagdo de hemograma, pois ndo altera a morfologia celular mantendo-a até 24 horas,
desde que devidamente acondicionado, sendo o tempo ideal de processamento até 2-3 horas para
obter um esfregago de melhor qualidade (Thrall, Baker, Campbell, et al., 2004).

O tubo com heparina litio, o qual atua como inibidor da trombina e tromboplastina, que
por sua vez promove a separagao do plasma, possui tampa de cor verde. O tubo com heparina esta
indicado na realizagao de imunologia (mensuragao de imunoglobulinas), bioquimicas plasmaticas
e medi¢ao de chumbo (Thrall et al., 2004).

Existem outros tubos de colheita de sangue, como, tubo sem anticoagulante/seco, tubo de
citrato de s6dio com tampa azul, tubo com fluoreto de sddio com tampa cinzenta, mas usados com
menor frequéncia do que os tubos de EDTA e heparina, dependendo dos parametros a analisar
(Reed, Bayly & Sellon, 2018).

O ideal ¢ processar as amostras logo apos a sua colheita para preservar os constituintes
celulares e enzimas plasmaticas, mas até serem processadas podem ser conservadas a
temperaturas baixas, 4° C, a excegdo do tubo seco que deve -se manter primeiro em temperatura
ambiente para acelerar a formacdo de codgulo. Mesmo que estas se mantenham a temperatura

6tima deterioram-se em 36 horas, pelo que apos este periodo ja ndo sdo aptas de utilizagdo. Para

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 15



Ana Catarina Martins Serelha- Contribuicdo Para O Estudo Hematol6gico Do Cavalo Puro Sangue Lusitano E

Pesquisa De Hemoparasitas

obter resultados fidedignos o processamento das amostras deve ser feito no mesmo dia da colheita

de sangue (Kerr, 2002, Reed, Bayly & Sellon, 2018).

2. Esfregaco sanguineo

A observacdo do esfregaco sanguineo, assume uma importancia relevante quando as
amostras apresentam morfologias alteradas, auxiliando na detecdo e monotorizagao de
doencas que ndo sdo detetadas utilizando apenas a quantificagdo dos constituintes celulares.
Existem alteracbes morfoldgicas que s6 podem ser avaliadas com precisdo se for realizado e
observado um esfregaco sanguineo, como, por exemplo, anisocitose, hipocromasia,
poiquilocitose, e aglutinacdo (Weiss & Wardrop, 2010).

A realizacdo de esfregagos sanguineos tem um tempo adequado de até 2 horas apds a
colheita, pois minimiza a agregacao plaquetaria e leucocitaria (Harvey, 2001). Existem varias
técnicas de realizagdo de esfregaco sanguineo, mas a técnica ‘wedge’ ¢ a mais comum (Figura 8)
(Weiss & Wardrop, 2010). Segundo a técnica ‘wedge’, a lamina usada para espalhar ¢ colocada
a 45°, e movida ligeiramente até tocar na gota de sangue permitindo que esta se espalhe por todo
o bordo da lamina e em seguida movida para a frente com um movimento continuo ¢ uniforme

(Latimer & Rakich, 2002; Willard & Tvedten, 2004).
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Figura 8- Esquema técnica esfregago sanguineo 'Wedge'
Adaptado de: http://mt-lectures.blogspot.com/2017/08/lecture- 13-morphological-examination-of.html

Os esfregacos sanguineos normalmente sdo corados para identificar estruturas e
microorganismos, de modo a facilitar a sua identificagdo e visualizagao.

As coloragdes mais usadas na clinica veterinaria para corar esfregacos sanguineos sao do
tipo ‘Romanowsky’, nomeadamente ‘Wright-Giemsa’, ‘Leishman’ e ‘Diff-Quick’. As
caracteristicas destas coloragdes dependem do pH das células e da agua de enxaguamento, bem
como da natureza das células presentes. Assim, estes tipos de coloragdes sdo compostas por

eosina, que cora as bases de vermelho e por azul metileno, que cora os 4cidos de azul (Harvey,
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2001). A coloracao ‘Dift-quick’ apresenta a vantagem do seu tempo de realizacdo ser de apenas

15 segundos (Cowel & Tyler, 2002).

3. Interpretacio do hemograma

Na clinica equina, o exame complementar de diagndstico mais realizado ¢ o hemograma
e este estd generalizado em medicina veterinaria devido a sua elevada fiabilidade, ao facto de ser
economico, ¢ a rapidez de execugdo e de obtengdo de resultados.

A partir deste exame sdo obtidos pardmetros qualitativos € quantitativos, relativamente
aos diferentes constituintes celulares. Deste modo, as informacdes obtidas através da observacao
de um esfregaco sanguineo sdao fundamentalmente qualitativas, enquanto que as analisadoras

automaticas dao informagdes quantitativas (Reed, Bayly & Sellon, 2018).

3.1. Eritrograma

E de referir que anteriormente a utilizagio das analisadoras automaticas modernas, o
calculo dos parametros do hemograma era realizado manualmente através de trés parametros,
HTC, Hg e PCM, a partir dai as féormulas foram usadas nos célculos de VCM, HCM e CHCM,
com as analisadoras automaticas modernas o caminho € inverso.

As analisadoras automaticas modernas, usadas na medicina veterinaria, realizam a
contagem numérica dos ERT e a medi¢cdo da concentragdo da hemoglobina (Hg), do valor do
hematocrito (HTC), da concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e do volume corpuscular médio (VCM). No entanto, os
analisadores apenas medem diretamente os ERT, a concentracao de Hg e o VCM, e através destes
parametros calculam os valores do HTC, do HCM ¢ do CHCM (Kerr, 2002; Brooks, 2008;
Lording, 2008; Reed et al., 2018).

O HTC ¢ a percentagem de eritrocitos no sangue. Pode ser medido manualmente através
do microhematdcrito ou automaticamente através da equagao abaixo (Thrall, Weiser, Allison et
al., 2012; Reed, Bayly & Sellon, 2018).

VCM * [ERT]
10
A concentragdo de Hg (g/L) reflete os gramas de hemoglobina por 100 mL de sangue. E

HTC =

uma medida mais direta da capacidade de transporte do O2 no sangue do que o hematdcrito ou
[ERT] e ¢ calculada através da seguinte equacdo: (Thrall, et al., 2012).
HTC = 3 * [Hg]
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A concentragio de eritrocitos no sangue [ERT] (x10'?/L) representa o nimero de
eritrocitos por unidade de volume de sangue (Thrall, et al., 2012).

O VCM (fL) indica o volume médio de eritrocitos numa amostra e permite classificar as
anemias em normociticas, macrociticas e microciticas (Weiss & Wardrop, 2010; Tagesu, 2018).

O VCM ¢ obtido através da seguinte da formula:

A CHCM (g/L) ¢ a concentracdo celular de Hg por eritrocito médio e este pardmetro
classifica as anemias em normocrémicas € hipocromicas (Weiss & Wardrop, 2010; Tagesu,

2018). A formula para calcular este parametro € a seguinte:

CHCM = HCM
T VCM

O HCM (pg) representa a quantidade média de hemoglobina por eritrocito, este valor €
pouco util, pois ndo tem em conta o volume celular (Weiss & Wardrop, 2010; Tagesu, 2018). Este

pode ser calculado através da equagao:
H
HCM = =L x10
RBC

Os ERT sao células com formato discoide biconcavo, com uma zona central palida, nao
tém nucleo nem organelos e nos equinos medem cerca de 5,7 um de diametro (Reed et al., 2004;
Lording, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Os eritrécitos equinos sdo muito propensos a formagao
de ‘rouleaux’, tendo tendéncia para se agregarem (Brockus & Andreasen, 2003; Lording, 2008;
Weiss & Wardrop, 2010). Os corpos de ‘Howell-Jolly’ também podem ser observados em cavalos
saudaveis.

Os reticuldcitos, sdo detetados em pequeno niimero em circulagdo em cavalos saudaveis
(0,5-85 x10%/uL), valor muito baixo para ser utilizado com precisdo (Balan, McCullough,
O’Brien, 2019). Segundo Balan et al. (2019), os reticuldcitos em cavalos anémicos encontravam-
se aumentados em 36%.

As alteragdes da morfologia dos ERT podem ter como etiologia, intoxicacdes, parasitas,
alteragcdes vasculares, doencas sistémicas ou por erro no processamento da amostra (Reed et al.,
2018). Na circulagdo periférica estdo presentes cerca de 6,8 a 12,9 x10° ERT/uL e a vida dos

ERT nos cavalos varia entre os 140 e 0s150 dias.
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3.1.1. Alteracoes morfologicas

Sdo varias as alteragdes morfologicas passiveis de serem observadas no esfregaco
sanguineo de um equino. De uma forma geral estas compreendem essencialmente alteracdes da

cor, do tamanho e do formato dos eritrocitos ou a presenga de inclusdes intraeritrocitarias.

3.1.1.1. Alteracdes na cor

A hipocromasia ¢ a diminuicdo de CHCM caracterizada por aumento da palidez central
nos ERT. Esta alteracdo na cor estd associada a deficiéncia em ferro, que resulta na diminuigao
da concentragdo de Hg nos mesmos. A hipocromasia esta descrita em anemias por defici€éncia em

ferro (Jain, 1993).

3.1.1.2. Alteracoes do tamanho

A anisocitose ¢ um termo geral que descreve a variagdo de tamanho. Os cavalos t€ém um
ligeiro grau de anisocitose, possivelmente devido ao facto de existirem poucos reticulocitos em

circulacao (Harry, 2001; Weiss & Wardrop, 2010).

3.1.1.3. Alteracoes do formato

A poiquilocitose descreve a presenca de ERT com formato alterado (Weiss, 1984) e pode
estar associada a fragmentacao eritrocitaria.

Os equinocitos sao ERT espiculados, cujas espiculas sao uniformemente espacadas e de
tamanho similar (Weiss, Kristensen, Papenfuss et al., 1990), os mais velhos perdem a maioria das
espiculas e quase que se tornam em esferocitos (Weiss & Wardrop, 2010). Formam-se em
situagdes de desidratacao, aumento de pH, deplecdo da ATP eritrocitaria (ex., hipofosfatémia) e
aumento de célcio intraeritrocitario (Harvey, 1997)

Os acantocitos sao ERT com espiculos de tamanho variado e espagados de forma
irregular, presentes em animais com doenca hepatica (Rebar et al., 1981; Christopher & Lee,
1994).

Define-se como queratocitos os ERT que contém uma ou multiplas vesiculas intactas ou
ruturadas, estas quando roturam formam uma ou duas projecdes associados a doengas, como,
anemia devido a deficiéncia de ferro, doencas hepaticas e sindrome mielodisplasico (Weiss,
Kristensen & Papenfuss, 1990; O'Keefe & Schaeffer, 1992; Weiss & Lulich, 1999; Harvey,
2001).
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Os esferocitos sdo ERT esféricos que resultam de inchago celular e/ou perda de membrana
celular e morfologicamente, t€ém auséncia de palidez central e didmetro inferior aos eritrocitos
normais (Rebar et al., 1981; Klag, Giger & Shoffer, 1993; Cowel & Tyler, 2002; Weiss &
Wardrop, 2010; Reed et al., 2018).

Os leptocitos ou ‘wafer cell’s’ sao células finas e achatadas com hemoglobina na periferia
da célula. A sua formagdo, nos equinos, esta associada a doengas hepaticas ou outros distirbios
metabolicos e deficiéncia em ferro tipicamente devido a perda de sangue cronica. Os codocitos
ou ‘target cell’s’ sao ERT que tém um “alto” de citoplasma hemoglobinizado formando uma zona
central densa e uma area ao redor palida, que da a célula um aspeto de alvo. A capacidade de
assumirem este formato deve-se a um aumento do racio superficie/volume. OS codocitos foram
reportados em anemia hipocrémica e doenga hepatica (Harvey, 2001; Cowel & Tyler, 2002; Reed
et al., 2018).

Os exentrocitos sao ERT caracterizados pela existéncia de uma zona da célula que tem
mais concentracdo de hemoglobina, que deixa uma parte palida ou clara do outro lado (Jain,
1993), foram reportados em cavalos acidentalmenteingeriram folhas de bordo vermelho, Acer
rubrum (Reagen, Carter & Turek, 1994), num cavalo com deficiéncia em glucose-6- fosfato
desidrogenase (Stockham, Harvey & Kinden, 1994) e noutro com deficiéncia de glutationa-

redutase (Harvey, Stockam, Scott, et al., 2003).

3.1.1.4. Inclusdes nos eritrocitos

Os corpos de ‘Howell-Jolly’ s3o pequenas remanescentes nucleares basofilicos no
citoplasma dos ERT, que se formam na medula 6ssea e sao removidos no bago. Manifestam-se
em anemias regenerativas ou apds esplenectomia e também podem estar aumentados em animais
em terapia com glucocorticoides. Apenas 10 em 10000 ERT contém corpos de ‘Howell-Jolly’, ou
seja, s0 0,1% ¢ observado nos esfregacos sanguineos de cavalos saudaveis (Jain, 1993).

Os corpos de "Heinz’ sdo grandes agregados de hemoglobina precipitada e oxidada, que
estdo aderentes as membranas internas dos eritrocitos e coram de azul escuro (Jain, 1993). Estas
alteragdes foram reportadas em cavalos que consumiram folhas Acer rubrum e num cavalo com
anemia hemolitica associada a administracdo de fenotiazinas (Harvey, 1995; Harvey, 1997,

Harvey, 2001; Cowel & Tyler, 2002; Reed et al., 2018).
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3.1.1.5. Hemoparasitas

Através do esfregaco sanguineo ¢ possivel identificar a auséncia ou presenga de
hemoprotozoarios intra-eritrocitarios, como a Babesia caballi ¢ a Theileria equi. A Theileria equi
tem a representagdo tipica de “cruz de malta” e a Babesia caballi tem uma forma piriforme de
grandes dimensoes e geralmente encontram-se aos pares (Laha, Das & Sem, 2015).

O Anaplasma phagocytophilum ¢ um hemoparasita presente no citoplasma dos
neutréfilos, com a aparéncia de uma morula, responséavel pela transmissdo da anemia infeciosa
equina (Rikihisa, 1991; Bjoersdorff et al., 2002). A anemia infecciosa equina é uma doenca
infecciosa, causada por um RNA virus do género Lentivirus, da familia Retrovirus, transmitida
por mosquitos hemat6fagos. Esta doenca é uma doenca de declaracdo obrigatoria, e 0 seu
diagnostico ¢ efetuado através do teste de ‘Coggins’. Os animais com anemia infecciosa equina
séo portadores para a vida, sendo que o destino destes animais € o isolamento ou a eutanésia (OIE,
2018).

3.1.1.6. ‘Rouleaux’

Os ERT dos cavalos tém uma forte tendéncia para formar ‘rouleaux’, provavelmente
devido a composigdo caracteristica da glicoproteina do glicocalice nos equinos (Baumler, Neu,
Mitlohner et al., 2001). Esta alteracao deve ser distinguida de aglutinacao, que também ocorre em
cavalos e tem sido associado a anemia hemolitica imunomediada, terapia em heparina nao
fracionada e intoxicagdo por Acer rubrum (Moore, Mahaffrey & Zboran, 1987; Jain, 1993; Rebar,
1998; Harvey, 1997).

3.1.1.7. Aglutinacdo

A aglutinagdo resulta da liga¢do de anticorpos ou moléculas do complemento, C3, a
membrana celular dos ERT, promovendo a aderéncia entre os mesmos (Meyer & Harvey, 1998;
Cowell, 2004). Na observagao ao microscopio otico tém a aparéncia de um cacho de uva ou, tendo
como possivel causa anemia hemolitica imunomediada ou resultado de terapia intravenosa com
heparina ndo fracionada (Monreal, Villatoro, Monreal et al., 1995). A aglutinagdo deve ser
diferenciada do fenémeno de ‘rouleaux’, através do teste de ‘Coomb’s’, o qual ¢ considerado o
teste de diagnostico ‘gold-standart’ para este problema (Willard & Tvedten, 2004; Weiss &
Wardrop, 2010).
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3.1.1.8. Anemia

A anemia ¢ uma diminui¢ao da massa de RBC que resulta numa diminuicao da oxigenac¢ao
dos tecidos (Harvey, 2001). Para o médico veterindrio poder realizar um diagndstico correto e
completo da anemia, primeiramente necessita de obter a historia clinica, realizar de um exame
clinico e interpretar os achados laboratoriais que surgirem. (Carrick & Begg, 2008).

Para classificar uma anemia nesta espécie de forma correta, ¢ necessario avaliar a resposta
da medula 6ssea, por observagao de um esfregaco da mesma (Carrick & Begg, 2008).

A anemia pode ser classificada com base na for¢a da eritropoiese, podendo ser anemia
regenerativa ou anemia nao regenerativa, com base no volume de eritrocitos € com base na
concentracao de hemoglobina (Tvedten, 2010).

Outra forma de classificar a anemia tem por base a morfologia celular observada no
esfregaco sanguineo. Este procedimento € essencial na classificacdo de anemias, especialmente
nas anemias hemoliticas e alguns exemplos incluem identificacdo de parasitas sanguineos,
esferocitos, auto-aglutinacdo, corpos de ‘Heinz’, hipocromasia, ecentrdcitos, pinocitos,
fragmentacao eritrocitaria, cor castanha da hemoglobina e agregados de plaquetas ou leucdcitos

(Tvedten, 2010).

3.1.1.9. Policitémia

A policitémia ou eritrocitose € um aumento relativo ou absoluto dos valores de RBC no
sangue periférico (Lording, 2008; Carrick & Begg, 2008). A policitémia relativa ndo existe um
aumento real dos ERT, ¢ causado por desidratagdo ou contragdo esplénica. A policitémia absoluta
subdivide-se ainda em primaria ‘policitemia vera’ ou secundaria (McFarlene, Sellon & Gibbs,
1998; Lording, 2008; Tvedten, 2010). A policitémia primaria divide-se em apropriada e
inapropriada, segundo a existéncia ou ndo de hipdxia tecidular (Roby, Beech, Bloom et al., 1990,
citado por, Beeler- Marfisi, Arroyo, Caswell, et al., 2010; Lennox, Wilson, Hayden et al., 2000;
Carrick & Begg, 2008; Lording, 2008; Reed et al., 2018).

3.2 Leucograma

Quando se procede ao estudo do leucograma, o hemograma fornece a contagem total dos
leucocitos, neutrdfilos totais, neutrdfilos segmentados, neutréfilos em banda, contagem de
monocitos, eosindfilos, basofilos e a de linfécitos, bem como a observacdo do esfregacgo
sanguineo ao microscopio para avaliar morfologia. Muitas analisadoras automadticas ndo fazem a

distingdo dos neutrofilos segmentados dos nao segmentados, pelo que a observagao do esfregacgo
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sanguineo ¢ muito importante para averiguar existéncia dos neur6filos banda (Weiss & Wardrop,
2010).

Embora os elementos celulares observaveis neste tipo de exame laboratorial sejam originados
na medula 6ssea, estes apresentam morfologia e funcdes distintas, uma vez, que sdo gerados por
estruturas celulares diferentes e apo6s a sua libertacdo percorrem trajetos diferentes. Algumas
destas células que sdo libertadas para a corrente sanguinea periférica podem ser consideradas
como proliferativas, e ttm como funcéo e caracteristicas dar origem a outras células. As células
que formam o grupo dos LEUC s&o os neutrofilos, os mondcitos, os eosindfilos, os basofilos e os
linfécitos. Os LEUC desempenham um papel importante na defesa imunitaria do organismo e
muitos destes constituintes celulares possuem fungdes paralelas (Carrick & Begg, 2008; Tizard,
2016).

Os LEUC sao uma parte integrante da imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata
(ndo especifica) ¢ constituida pelo complemento e células fagocitirias maiores, neutrdfilos,
monocitos € macrdfagos. O sistema imune adaptativo ¢ orquestrado primariamente através da
resposta especifica dos linfocitos a antigénios individuais. Os mondécitos e macrofagos t€m o
papel importante de ligar a imunidade inata a adaptativa enquanto células apresentadoras de

antigénio (Carrick & Begg, 2008, Tizard, 2016).

3.2.1 Neutrofilos

Os NEU sao as células mais abundantes no sangue periférico dos equinos saudaveis,
compreendem 50% a 70 % da contagem total de leucocitos (Stockham & Scott, 2002; Latimer &
Prasse, 2003; Carrick & Begg, 2008; Tizard, 2016). Os NEU sdo a primeira linha de defesa contra
microrganismos invasores, trauma tecidual ou qualquer sinal inflamatorio (Applelberg, 2006).

Os NEU podem adquirir duas morfologias diferentes, segmentados ou em banda,
dependendo do seu estado de maturacdo. Normalmente, os NEU banda estdo em quantidades
reduzidas no sangue periférico, 0 a 1000/uL ou 0 a 8% dos LEUC totais, e antecedem os NEU
segmentados (Cowel & Tyler, 2002; Carrick & Begg, 2008; Weiss & Wardrop, 2010).

Os NEU maduros segmentados tém aproximadamente 10 — 12 gm em diametro (Bochsler
& Slauson, 2002), nticleo com 3 a 5 16bulos composto maioritariamente por heterocromatina com
um pequeno filamento de eucromatina no centro, citoplasma de cor rosa palida e com leves
granulagdes (Figura 9) (Stockham & Scott, 2002; Carrick & Begg, 2008). Podem existir

alteracdes toxicas e sdo identificadas pelo aumento da basofilia citoplasmatica, aparéncia
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espumosa do citoplasma, corpos de ‘Dohle’ e raramente, granulagao toxica e aumento do tamanho

celular (Figura 10) (Carrick & Begg, 2008; Overmann, 2018).
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Figura 10- Neutréfilo (N), Eritrdcitos, Figura 9- Alteracdes toxicas do neutrofilo,
Plaquetas (P) e artefacto (Seta). Adaptado de: basofilia citoplasmética e corpos de
https://eclinpath.com/atlas/hematology/equine ‘Dohle’ (seta). Formagéo de
-blood/nggallery/page/1 ‘rouleaux’(seta). Adaptado de:

https://eclinpath.com/atlas/hematology/eq
uine-blood/nggallery/page/1

Os valores normais de NEU segmentados em circulagao sdo, 2260 a 8580 pL, constituindo
22 a 72% dos LEUC totais (Weiss & Wardrop, 2010).

Os NEU maduros encontram-se na medula 6ssea e quando libertados para a corrente
sanguinea, a sua semi-vida ¢ de aproximadamente seis a dez horas (Carakostas, 1981, citado por,
Satu¢, Hernandez & Mufioz, 2012; Brown, Brain, Pearson et al., 2006; Christopher & Link, 2007,
Serhan & Savill, 2007).

A neutropenia ¢ caracterizada por uma diminui¢do do nimero absoluto de NEU em
circulacao no sangue periférico. Pode ser uma situacdo aguda (manifestando-se em 24-48h) ou
crénica (durando dias a meses). A neutrofila corresponde a um aumento do niimero de neutrofilos
no sangue. Esta condi¢ao pode ser um indicador de doenga inflamatoria ou apenas uma resposta
fisioldgica relacionada com o exercicio fisico ou stress, como o aumento de glucocorticoides,
epinefrina, excitacdo, exercicio ou stress, inflamatorias, infeciosas ou neoplasicas (Cowel &

Tyler, 2002; Kerr, 2002; Reed et al., 2018).

3.2.2 Linfdcitos

As células linfoides sdo componentes chave do sistema imunitrio. Embora algumas
participem na resposta imune inata, como as células NK (natural killer) e Células T expressando
0 v0 T e o recetor celular TCR, a maioria € responsavel por mediarem a imunidade adaptativa.
Posteriormente estas células regulam a produgdo de anticorpos (imunidade humoral) ou sdo

responsaveis por efeitos imunes mediados por células, como a citotoxicidade ou
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hipersensibilidade do tipo tardia (Shin, Perryman & Meek, 1997; Suter, Gouthro, O Malley et al.,
2007).

OS LINF sao os segundos LEUC mais numerosos, a seguir aos NEU, tendo uma média
de cerca de 1500 a 7700 LINF/uL, representando 17 a 68% dos leucdcitos totais (Weiss &
Wardrop, 2010).

Dependendo das espécie e variabilidade individual, 50% a 75% dos linfocitos sanguineos
sao linfécitos T e cerca de 20-30% sao linfocitos B (Satué, Hernandez, Lorente et al., 2009), sendo
que os linfécitos B e T ndo podem ser diferenciados com base na morfologia observada no
esfregaco sanguineo (Harvey, 2001). As células NK constituem cerca de 5 % dos linfocitos
(Satué, Hernandez, Lorente et al., 2009).

Os LINF maduros tém 7 a 9 um de didmetro e sdo morfologicamente caracterizados por
terem um racio nucleo:cromatina elevado (Harvey, 2001; Carrick & Begg, 2008). Os linfocitos
nao reativos possuem nucleo redondo, oval e ligeiramente segmentado, citoplasma azul palido, e
cromatina condensada (Figura 11) (Harvey, 2001; Walton, 2014; Overman, 2018; Reagan, Rovira
& DeNicola, 2019). Os linfocitos grandes, 12 a 14 um de diametro, tém finos granulos de cor
magenta com cromatina granular menos condensada, a presenga destes ¢ anormal e sugere um
processo linfoproliferativo (Figura 13).

Os linfocitos reativos sdo caracterizados pelo aumento da quantidade de citoplasma,
aumento de basofilia citoplasmatica, zonas mais claras junto ao ntcleo e forma nuclear irregular.

A presenca destes linfocitos sugere estimulagdo antigénica (Figura 12) (Walton, 2014; Overman,

2018).
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Figura 12- Linfécito maduro. Figura 11- Linfocito grande granular, com Figura 13- Linfdcito reativo.
indmeros granulos magenta corado com
‘Giemsa’ de um cavalo com linfoma grande
granular. Adaptado de: Kramer, Torquist, Erfle
& Sloeojan, 1993.
A linfocitose representa um aumento no valor absoluto de linfécitos e esta pode ser devido
ao exercicio fisico extenuante, a uma resposta ao aumento de catecolaminas, fisiologica em

poldros e garanhdes ou presenca de agentes infeciosos (Rose, Allen, Hodgeson et al., 1993;
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Cowell & Tyler, 2002; Batlivala, Bacon, Avery et al., 2010; Weiss & Wardrop, 2010; Walton,
2013;Burton, Borjesson & Vernau, 2014; Rodrigues, Fighera, Souza et al., 2015; Tang, Hosgood,
Labruyeére et al., 2015; Wikander, Knights, Coffee et al., 2020). A linfopénia é a diminui¢do do
niamero de linfécitos circulantes, estd descrita em situacdes de reposta a um aumento de
glucocorticoides enddgenos e exdgenos, endotoxémia, infecdes virais e na imunodeficiéncia
combinada dos poldros arabes (Kerr, 2002; Carrick & Begg, 2008; Crisman & Scarratt, 2008;
Flaminio, Tallmadge, Salles-Gomes et al., 2009; Walton, 2013; Reed et al., 2018). Ainda, ¢ de
notar que com o avan¢o da idade, pode ocorrer imunossenescéncia (McFarlene et al., 1998;

McFarlene, Sellon & Gibbs, 2001).

3.2.3 Mondcitos

Os MON sao um grupo de células do sistema imunoldgico que tem a fungéo de defender
0 organismo de virus e bactérias, representam menos de 10% dos LEUC circulantes no sangue
periférico, com valores de cerca de 0 a 1000/uL. O tempo de produgdo dos MON ¢ de 24-36
horas, sendo depois libertados na corrente sanguinea e posteriormente irdo migrar para os tecidos,
onde maturam e se transformam em macrdofagos (Stockham & Scott, 2002; Carrick & Begg, 2008;
Weiss & Wardrop, 2010).

Os MON sao as células mais confundidas quando observadas ao microscopio em
esfregacos sanguineos e sdo, também, os leucocitos de maiores dimensdes com cerca de 15 a 20
um. O nucleo dos MON tem a cromatina dispersa e algumas areas de condensagdo, podendo
apresentar varios formatos, desde bi-lobado, tri-lobado, oval, forma de ferradura ou irregular. O
citoplasma ¢ abundante, de cor azul-acinzentado e contém pequenos granulos azurofilicos e
poucos vacuolos (Overman, 2018). De forma ocasional, podem ser observado pseudopodia, que
sdo pequenas projecOes citoplasmaticas (Figura 14) (Cowel & Tyler, 2002; Carrick & Begg,
2008).

Figura 14- Mondcito com nucleo lobulado,
vacuolos citoplasmaticos e pseudopodia (seta).
Adaptado de:
https://eclinpath.com/atlas/hematology/equine-
blood/nggallery/page/1.
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A monocitopénia tem pouca relevancia em equinos, pois estes tém niimeros relativamente
baixos de monocitos, menos de 1000/uL. (Weiss & Wardrop, 2010).

Por outro lado, a monocitose, o aumento do numero de MON em circulagdo (Carrick &
Begg, 2008), ¢é o resultado da estimulacdo de citoquinas e normalmente coexiste com a neutrofilia
(Walton, 2013). As causas de monocitose incluem, processos cronicos supurativos, hemolise,
administracdo de corticoesteroides, inflamagao piogranulomatosa, neoplasia ndo-hematopoietica,
fases de recuperacdo apds infe¢Oes virais e raramente leucemia monocitica/mielomonocitica

(Cowel & Tyler, 2002; Barralet & Ricketts, 2002; Carrick & Begg, 2008).

3.2.4 Eosinoéfilos

Os EOS sao um tipo de LEU que circula em menor quantidade no sangue periférico,
representando entre 0% a 3% da contagem total de LEUC e cerca de 0 a 1000 EOS/uL num cavalo
saudavel (Stockham & Scott, 2002; Weiss & Wardrop, 2010).

Os EOS dos cavalos tém uma aparéncia caracteristica com grandes granulos
citoplasmaticas vermelho-alaranjados, que podem distorcer as fronteiras celulares e de certa
forma esconder o nucleo lobulado (Figura 15) (Overman, 2018).

A producao destas células na medula 6ssea tem a duracao de 2 a 6 dias. A semi-vida dos
EOS em circulacao ¢ de dias e depois migram para a pele, trato gastrointestinal e pulmdes (Wilkie,

Yager, Nation et al., 1985; Walton, 2014).

/'3;@

Figura 15-Eosindfilo de cavalo (seta).
Adaptado de:
https://eclinpath.com/atlas/hematology/eq
uine-blood/nggallery/page/2.
A eosinofilia em cavalos ndo ¢ comum e quando presente tende a ser relativamente ligeira
(Weiss & Wardrop, 2010). A eosinofilia periférica ¢ induzida por parasitas, nomeadamente
durante a migragdo larvar tecidual (larva migrans), por reagdes de hipersensibilidade e devido a

causas idiopaticas (Schumacher, Edwards & Cohen, 2000; Bell, Drew, Wilson et al, 2008; Weiss
& Wardrop, 2010).
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A eosinopenia ¢ uma diminui¢do do niimero de eosindfilos e pode ter como causas
infegcdes agudas (qualquer origem), podendo também estar associada a concentragdes sistémicas
elevadas de glucocorticoides sintéticos e enddgenos (Cowell & Tyler, 2002). Contudo, esta
alteragdo ¢ dificil de identificar em cavalos, ja que a concentragdo de EOS em animais saudaveis

¢ baixa (Overman, 2018).

3.2.5 Basdéfilos

Estas células sdo os granuldcitos presentes em menor quantidade no sangue dos mamiferos
domésticos e constituem cerca de 0,5 % dos LEU sanguineos. No sangue periférico tém uma
semi-vida breve de aproximadamente 6 horas, mas podem viver até 2 semanas nos tecidos (Hirai,
Miyamasu, Takaishi et al., 1997).

Os BAS tém um nucleo lobulado e um citoplasma transparente a azul claro que contém
varios granulos roxos. Os nucleos sao de certa forma hiposegmentados, quando comparados com

os dos neutroéfilos (Figura 16) (Overman, 2018).
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Figura 16- Basdfilo de cavalo (seta).
Adaptado de:
https://eclinpath.com/atlas/hematology/equi
ne-blood/nggallery/page/3

A basofilia ¢ rara em cavalos e quando presente esta, por exemplo, associada a reagdes de
hipersensibilidade ndo especifica (Overman, 2018), tais como a resposta a fArmacos, alérgenos
alimentares ou aerdgenos, assim como a picada ou mordida de parasitas (Cross, Klesius,
Hanvahan et al., 1987). A basopénia ¢ considerada clinicamente irrelevante e ¢ dificil de
identificar em animais saudaveis, pois estes t€ém poucos basofilos em circulagdo (Stockham &

Scott, 2002; Overman, 2018).
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4. Trombograma

A avaliagdo inicial de plaquetas geralmente comeg¢a com a contagem plaquetaria, que
efetivamente ¢ uma concentragdo de plaquetas e representa o nimero de plaquetas por unidade
de volume de sangue. Este valor ¢ normalmente determinado por um analisador automatico de
hematologia como parte de um hemograma completo, mas podem ser usados métodos manuais.
A contagem plaquetéria, especialmente caso as plaquetas se encontrem diminuidas, deve ser
sempre confirmada através da avaliacdo do esfregaco de sangue periférico (Stockham & Scott,
2002; Overmann, 2018).

E importante ter em conta que se existir um aglomerado de plaquetas, o analisador podera
n&do ser preciso na contagem e a interpretacdo da amostra. Ainda, 0 atraso no processamento da
amostra sanguinea podera resultar na presenca de artefactos, tal como o aumento do volume
plaquetario (Stockham & Scott, 2002; Overmann, 2018).

As PLQ ou trombdcitos sdo as cé€lulas segundas células mais numerosas no que diz
respeito a sua quantidade na circulagdo periférica, mas nos equinos estas c€lulas existem em
menor quantidade quando comparando com os restantes mamiferos (Bordreaux & Ebbe, 1998).
A contagem média de PLQ em cavalos saudaveis ¢ de 100 a 350,000 PLQ/ puL (Boudreaux &
Ebbe, 1998; Brooks, 2008; Weiss & Wardrop, 2010).

As PLQ dos cavalos sdo células de pequenas dimensdes comparativamente a outras
espécies, medem apenas 2,5 a 3,5 um de diametro, morfologicamente possuem forma discoide
quando circulam no sangue, forma esférica quando realizam a sua funcao, e nao possuem nucleo
tendo o citoplasma de cor azul claro e multiplos granulos azurofilicos no citoplasma (Figura 17)
(McLellan, 2011; Satué, Gardon & Muifioz, 2017; Overman, 2018). O tempo normal de
sobrevivéncia das PLQ dos cavalos ¢ de 5 a 9 dias, ap6s os quais serdo removidas pelos
macrofagos no bago e figado (McLellan, 2011; Overman, 2018).

As PLQ dos cavalos coram muito claro com os corantes usados de rotineiramente ‘Wright-
Giemsa’ e torna-se dificil de observar em ampliagdes inferiores, no entanto coram muito bem com
‘Diff-quik’ (Bajpai, Rajak & Poonia, 2015; Overman, 2018). Por vezes é possivel observarem-se
projecdes citoplasmaticas, denominadas de pseudopodia, em plaquetas ativadas (Grondin &
Dewitt, 2010; Overman, 2018).

Os agregados plaquetarios sdo observados regularmente em esfregacos sanguineos e
ocorrem devido a problemas na coagulagdo ou na colheita e processamento da amostra, resultando
em pseudotrombocitopenia. Outra hipotese descrita por outros autores ¢ a ativagdo plaquetdria

por reacdo ao EDTA (Hinchcliff, Kociba & Mitten, 1993).

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 29



Ana Catarina Martins Serelha- Contribuicdo Para O Estudo Hematol6gico Do Cavalo Puro Sangue Lusitano E
Pesquisa De Hemoparasitas

a 4
Figura 17- Plaquetas (Setas). Adaptado de:
https://undergraduate.vetmed.wsu.edu/courses/vph-
308/histology/lab-2-histology-epithelia-connective-tissue/equine-
blood-slide-wsu_1_007/equine-blood-platelets

Quando se verifica uma reducdo do numero de PLQ na circulagdo sanguinea periférica
denomina-se de trombocitopenia, que s6 tem expressao se a contagem das mesmas for inferior a
10%/uL (Satué, Gardén & Mufioz, 2017; Reed et al., 2018). Como a agregagio de PLQ é comum
em cavalos, o esfregaco sanguineo deve ser sempre avaliado para confirmar a diminuigdo da
contagem de PLQ, permitindo assim o diagndstico de uma pseudotrombocitopénia. Também pode
optar-se por colocar a amostra em tudo de citrato sodico (Sellon & Grindem, 1994). A
trombocitopenia pode ocorrer por redugdo da trombopoiese, aumento da destrui¢ao periférica de
plaquetas, por sequestro no bago e aumento do consumo ou perda de plaquetas (Brooks, 2008;
Satu¢, Gardon & Muioz, 2017; Reed et al., 2018). Por outro lado, a trombocitose ¢ o aumento do
numero de PLQ circulantes e pode ocorrer devido a situagdes patoldgicas ou fisiologicas. (Morris,
1998 ; Divers, 2003; Sellon & Wise, 2009; Epstein, Brainard, Gomez-Ibanez et al. 2011). A
trombocitose também pode ocorrer associada a infegdes por Rhodococcus equi or herpesvirus tipo

1 em resposta a hemorragias agudas (Sellon & Wise, 2009; Stokol, Yeo, Burnett et al., 2015).

5. Interpretacao das bioquimicas plasmaticas

As bioquimicas plasmaticas sdo um grupo de ensaios quimicos que utilizados para analisar
os constituintes bioquimicos do plasma. A interpretacdo dos resultados requer conhecimento
acerca do parametro medido, assim como de fisiologia e de patologia médica equina. Alguns dos
parametros que podem ser inseridos nestes constituintes incluem as proteinas totais, a albumina,
a bilirrubina total, a aspartato aminotransferase, a gamma-glutamiltransferase, a creatinina, os

compostos azotados de ureia sérica (BUN), a creatinina quinase, entre outros (Stockham, 1995).
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5.1 Proteinas totais

As proteinas do soro e do plasma, consistem na albumina e nas globulinas, ¢ a sua
concentragdo ¢ expressa em g/dL. A albumina e a maioria das globulinas sdo produzidas nos
hepatocitos, com a grande exce¢do das imunoglobulinas produzidas pelas células B e células do
plasma presentes em 6rgdos e tecidos linféides. O plasma difere do soro, pois este contém
fibrinogénio e fatores de coagulagdo (Weiss & Wardrop, 2010). As proteinas plasmaticas siao
clinicamente uteis para averiguar o estado geral de saude do animal e fornecem ainda informagao
sobre a resposta inflamatdria associada, por exemplo, a infegdes (Barralet, 2002). Estas podem
encontrar-se aumentadas, em casos de desidratagdo, inflamagdo e em neoplasias B-linfocitarias,
situacdo denominada por hiperproteinémia. A diminui¢do das proteinas denomina-se de
hipoproteinémia, e tem origem em doengas que causem a perda de proteinas ou que causem a

diminui¢do da sintese proteica (Stockham, 1995).

5.2 Albumina

A albumina ¢ sintetizada exclusivamente no figado, e ¢ a proteina plasmatica mais
abundante (Kaneko, Harvey & Bruss, 2008), sendo a sua concentragdo medida em d/dL. Ela ¢
fundamental para a manutencao da pressdao oncdtica e para o transporte de compostos lipofilicos
(Weiss & Wardrop, 2010), tal como o transporte de acidos gordos livres, de acidos biliares, de
bilirrubina, do calcio, de hormonas e de alguns farmacos (Rothschild, Oratz & Schereiber, 1988).
A degradacao da albumina ocorre no figado, e noutros tecidos incluindo, o musculo, o rim ¢ a
pele (Kaneko, Harvey & Bruss, 2008). A hipoalbuminemia pode ter origem num defeito na sintese
da albumina, associada a doenga hepatocelular grave, ou devido a perda de albumina por doengas
renais, pleuropneumonia e doengas gastrointestinais, como, colite, doenga inflamatoria intestinal
e enterite proliferativa devido a Lawsonia intracellularis (Stockham, 1995; Kaneko, Harvey &
Bruss, 2008; Reed, Bayly & Sellon, 2018).

A semi-vida da albumina em circulagdo varia entre espécies, € nos equinos ¢ de
aproximadamente 20 dias (Maheemus, Kaneko, Loy, et al,1966, citado por, Smith, Van Metre &
Pusterla, 2020).
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5.3 Bilirrubina total

A bilirrubina é primariamente formada a partir da degradagdo da hemoglobina e
mioglobina pelos macréfagos, com uma pequena contribuicdo de outras moléculas ndo-heme,
como, citocromos, peroxidase e catalase (Reed, Bayly & Sellon, 2018). Os macrofagos no bago,
medula oOssea, e figado (células de Kupffer), fagocitam os pigmentos, transformam-nos em
biliverdina e depois convertem-nos em bilirrubina, a qual ¢ libertada na forma de bilirrubina
insoltuvel livre (bilirrubina ndo conjugada). A bilirrubina ndo conjugada liga-se a albumina
presente no plasma para diminuir a sua hidrofobicidade e € transportada para o figado. Na
superficie dos hepatdcitos, a bilirrubina € transferida da albumina para a ligandina, uma proteina
intrahepatica de armazenamento e transporte (Engelking, 1989, citado por Barton & LeRoy, 2007;
Reed, Bayly & Sellon, 2018). Uma vez dentro do hepatdcito a bilirrubina ¢ conjugada com
glucuronido, formando-se entdo a bilirrubina conjugada, a qual € solivel em agua, sendo entao
excretada pelos canais biliares. A bilirrubina total € a juncdo da bilirrubina conjugada com a
bilirrubina ndo conjugada (Reed, Bayly & Sellon, 2018), e a sua concentragdo € expressa em
mg/dL. No cavalo saudavel a bilirrubina total sérica ¢ muito superior as outras espécies
domésticas, e valores como 4,0 mg/dL foram observados em animais saudaveis (Gronwall &amp;
Mia, 1972, citado por, Engelking, 1993).

A hiperbilirrubinémia em cavalos, como em todos os mamiferos, manifesta-se em estados
patologicos, onde a taxa de formagao de bilirrubina excede a sua excre¢ao. Adicionalmente, nos
equinos, a anorexia resulta também em hiperbilirrubinémia. Outras causas de hiperbilirrubinémia

incluem, hemolise, necrose hepatica e colestase (Stockham, 1995).

5.4 Aspartato aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST), anteriormente denominada por GOT, ¢ uma enzima
citosolica e mitocondrial, que catalisa a reacao responsavel pela biossintese do aspartato a partir
dos carbohidratos (Duncan & Prasse, 2011). Esta enzima encontra-se presente em todas as células,
mas em maiores concentragdes nos hepatocitos, e células musculares cardiacas e esqueléticas. A
AST também pode estar presente em menores concentracdes no rim, eritrocitos e células
intestinais (Duncan & Prasse, 2011).

O aumento da desta enzima ocorre por lesdo dos hepatocitos ou das fibras musculares, e
pode ter como causas, hipoxia, cirrose, neoplasia, lipidose, infecdes, intoxica¢do por ferro,
intoxicacao por tetracloreto de carbono, intoxicagdo por Senecio, trauma e rabdomioélise induzida

por esfor¢o (Thomson, Wilson, Hall et al., 1977; Murray, 1985; Lessard, Wilson, Olander et al.,
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1986; Bernard & Divers, 1989; West, 1989; Valberg, Jonsson, Lindholm et al., 1993).

A semi-vida da AST ¢ longa, cerca de duas semanas, sendo o seu valor expresso em UI/L
Contudo, o valor de AST analisado por si s6 ndo ¢ muito 1til, pelo que esta enzima é sempre
analisada em conjunto com outras enzimas especificas hepaticas ou musculares (Maheemus,

Kaneko, Loy, et al, 1966, citado por, Smith, Van Metre & Pusterla, 2020).

5.5 Gamma- Glutamiltransferase

A Gamma-Glutamiltransferase (GGT) estd envolvida no metabolismo da glutationa e
transferéncia de grupos glutamil (Duncan & Prasse, 2011), estando primariamente associada as
membranas microssomais do epitélio biliar (Meyer & Walton, 2013). Contudo, esta enzima existe
também em elevadas concentracdes no rim, figado e pancreas (Lavoie, 2020). A GGT ¢ o
marcador primdrio para doencas do sistema hepatobiliar, estando principalmente associada a
colestase, embora também possa estar aumentada em casos de necrose dos hepatdcitos, cirrose,
hemocromatose, amiloidose e colelitiase (Stockham, 1995; Walton, 2013).

A semi-vida da GGT ¢ de 3 dias (Coles, 1988; Hoffman & Solter, 2008), sendo o seu valor

expresso em UI/L.

5.6 Creatinina

A creatinina ¢ produzida através de uma reagdo nao enzimatica — a ciclizagado irreversivel
e a desidratagdo da creatina. Existem trés aminoacidos, glicina, metionina e arginina, no figado,
pancreas e rim, que estao indiretamente ligados a esta producao. Uma vez produzida a creatinina
¢ transportada para outros 6rgaos, como, o musculo e o cérebro, onde ¢ fosforilada para guardar
energia sob a forma de fosfocreatina através da reacdo quimica mediada pela CK e ATP
(Narayanan & Appleton, 1980; Kaneko, Harvey & Bruss, 2008; Brosnan, Silva & Brosnan, 2011).

A creatinina ¢ excretada principalmente pela urina e secundariamente pelo suor e trato
gastrointestinal (Kaneko, Harvey & Bruss, 2008).

A creatinina estd intimamente ligada a fungdo renal, ja que ¢ filtrada livremente no
glomérulo renal, local onde ¢ também concentrada. A urina equina possui uma concentragao de
creatinina que varia entre 100 a 300 mg/dL, resultando numa total excrecdo didriade 15 a 25 g de
creatinina (Kohn & Strasser, 1986, citado por, Brewer, Clement, Lotz, et al., 1991; Walton, 2013;
Morris, Divers & Whitlock, 1984, citado por, Reed et al., 2018).

A creatinina pode variar consoante a idade, o nivel de atividade e a funcdo renal do animal

(Reed, Bayly & Sellon 2018). O aumento deste parametro indica azotémia, a qual podera ser
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classificada como pré-renal, renal e pés-renal, quando interpretada em conjunto com o quadro
clinico e resultados da urindlise (Stockham, 1995). Analiticamente, a concentragdo deste

parametro ¢ expressa em mg/dL.

5.7 Compostos azotados da ureia sérica

A ureia ¢ sintetizada no figado através do metabolismo de amoénia e do bicarbonato
(Barralet & Rickets, 2002; Pusterla & Higgins, 2018).

A ureia € a principal via de excre¢do de azoto, por isso, o catabolismo proteico contribui
para as concentracoes de BUN. A sua eliminagdo ¢ primariamente renal, onde ¢ livremente
filtrada nos glomérulos e € sujeita a reabsor¢ado tubular passiva (Pusterla & Higgins, 2018).

Deste modo, as taxas reduzidas de fluxo tubular vao aumentar a reabsor¢ao, aumentando
as concentragdes no sangue. Uma propor¢ao de ureia € excretada no intestino, onde pode sofrer
uma digestdo microbiana, podendo esta via de eliminacdo estar aumentada em cavalos com
doencas renais (Pusterla & Higgins, 2018).

Em conjunto com o valor da creatinina, o aumento de BUN indicam azotémia, que pode
ser, pré-renal, renal e pos-renal (Durham, Smith & Newton, 2003; Pusterla & Higgins, 2018). As

concentracdes de BUN sao expressas em mg/dL, tal como a creatinina.

5.8 Creatina quinase

A creatinina quinase (CK) ¢ uma enzima citoplasmatica responsavel pela conversao
reversivel do fosfato creatina e adenosina difosfato em creatina e adenosina trifosfato, a qual ¢
usada para a contragdo muscular. Esta fornece a principal fonte de energia no musculo no inicio
do exercicio (Pulugurtha, 2011; Lavoie, 2020).

A creatina cinase encontra-se em maior quantidade no musculo esquelético, musculo
cardiaco e cérebro, e menores quantidades em varios 6rgdos como o musculo liso, intestino,
figado e bago (Boyd, 1983). Assim, esta enzima estd presente em concentragdes elevadas no
citoplasma das células musculares, pelo que quando ocorre lesdo destas células, ha libertacdo de
CK para o espago extracelular (Walton, 2013).

A CK ¢ sensivel e especifica para lesdo do musculo esquelético ou cardiaco (Reed, Bayly
& Sellon, 2018; Pusterla & Higgins, 2018), tendo uma semivida de 2 horas e a sua concentracao
¢ usualmente expressa em UI/L (Cardinet, Littrell & Freeland, 1967, citado por, Reed e al., 2018).

O aumento da CK tem como etiologias miopatia por esfor¢o, miopatia pds-anestésica,

administracdo de succinilcolina, recumbéncia prolongada, trauma, inje¢des intramusculares,
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exercicio extenuante, doencas cardiacas e ma colheita da amostra por pungdo inadvertida do
musculo aquando da veinopungao (Benson & Thurmon, 1980; Cornick & Seahorn, 1990; Steffey,
Woliner & Dunlop, 1990; McKellar, Bogan, von Fellenberg, et al., 1991; Fayolle, LeFebure &
Braun, 1992; Steffey, Gri, Dunlop et al., 1993; Valberg, Jonsson, Lindholm et al., 1993; Valberg,
Haggendal & Lindholm, 1993; Stockham, 1995).

6. Piroplasmose

A piroplasmose ¢ uma doenca parasitaria intra-eritrocitaria transmitida por carragas da
familia Ixodidae do género Hyalomma, Rhipicephalus € Dermacentor, especificas para equideos
(cavalo, burro, mula e zebra) (Waal, 1992; Qablan et al, 2013; Laha, Das & Sen, 2015). Os agentes
etiologicos sdo parasitas hematozoarios, nomeadamente, a Theileria equi € a Babesia caballi
(Sellon & Long, 2007). A transmissdo do parasita ocorre quando o ixodideo se alimenta, mas
também pode ocorrer por via transplacentaria ou iatrogénicamente (De Wall & Van Heerden,
2004; Allsopp, Lewis & Penzhorn, 2007).

Os animais infetados sdo portadores destes patogénicos durante um longo periodo de
tempo e servem de fonte de infegdo para os vetores (carragas), que por sua vez transmitem o0s
parasitas a outros hospedeiros equideos (Figura 18) (Sumbria, Singla & Sharma, 2016).

A parasitose ocorre em trés formas, podendo ser aguda, subaguda ou crénica. Os sinais
clinicos da babesiose e teileriose equina sdao similares, e incluem febre, anemia hemolitica,
inapténcia, edema, ictericia, trombocitopenia, coagulopatias, petéquias, hemoglobinuria,
hepatomegalia, esplenomegalia, podendo ocorrer ainda coélica, sinais respiratorios e neurologicos
e até mesmo morte (Reed, Bayly & Sellon, 2018).

O sinais clinicos de B. caballi tendem a ser mais ligeiros que os de 7. equi e estes

desenvolvem-se 10-30 dias e 2-19 dias, respetivamente, ap6s infecdo (Reed, Bayly & Sellon,

2018).

Transmissao natural
via vetor carraga

Transmissao

transplacentéria Transmissao

O iatrogénica

Figura 18- Representagdo esquematica dos possiveis modos de transmissdo de
piroplasmose equina. Adaptado de: Onyche, 2019.
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As formas parasitarias de Theileria equi sao de pequenas dimensdes, 1,5 um de
comprimento, e sdo redondas ou ovais, € formando uma “cruz de malta” importante caracteristica
deste agente, que facilita a sua identificagdo microscdpica em esfregacos sanguineos (Navarrete
& Serrano, 1999; Zaugg, 2002; De Wall & Van Heerden, 2004). A Babesia caballi tem forma
piriforme de grandes dimensodes, encontrando-se geralmente em pares. As formas piriformes
medem 2,54 um de comprimento ¢ as formas redondas ou ovais medem 1,5-3,0 um em didmetro
(Laha, Das & Sem, 2015).

O diagnostico de piroplasmose pode ser feito através da observagdo ao microscopio do
esfregaco sanguineo periférico (Figuras 19 e 20). Contudo, os hematozoarios s6 sdo observados

em maior nimero na fase aguda da doenca, associada a apresentagao clinica de pirexia, pelo que

na fase cronica estes nao sao observados no esfregaco sanguineo (Friedhoff & Soule, 1996; Reed,

a

Bayly & Sellon, 2018).

n

Figura 20- Eritrdcito de equino contendo merozoitos Figura 19- Eritrdcitos de equino, a seta indica quatro
de B. caballi. Adaptado de: Wise et al., 2013. merozoitos e T. equi, referido como "cruz de malta”.
Adaptado de: Wise et al., 2013.

Alternativamente, podem ser efetuados testes serologicos como, ELISA, teste
fixacdo do complemento (CFT), ‘Western Blot’ e teste de imunofluorescéncia indireto
(Ybaties et al, 2018).

Cada uma destas técnicas serologicas tem as suas vantagens e desvantagens, € o seu
uso vai depender dos custos associados, sensibilidade, especificidade e simplicidade de
execucdo. Adicionalmente, ¢ recomendado que sejam utilizados pelo menos dois testes
serologicos diferentes (Ali, Sugimoto & Onuma, 1996). Atualmente, o teste de
imunofluorescéncia indireta e o ELISA sdo os testes serologicos primarios usados para
qualificar cavalos para exportagdo. Estes testes provaram ser mais eficazes na detecdo de
animais infetados a longo prazo e animais tratados com medicamentos antiparasitarios (OIE,
2018).

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 36



Ana Catarina Martins Serelha- Contribuicdo Para O Estudo Hematoldgico Do Cavalo Puro Sangue Lusitano

E Pesquisa De Hemoparasitas

Dos testes seroldgicos descritos o teste ELISA € o mais sensivel para o diagnostico
de piroplasmose causada por 7. equi (Knowles, Kappmeyer, Stiller et al., 1992). Este teste
de diagnostico tem como desvantagens, o facto de apenas detetar a presenca de resposta
imunitaria (presenga de anticorpos), ou seja, ndo identifica o tipo de agente presente e pode
dar resultados falso-negativos ou falso-positivos (Tenter & Freidhoff, 1986; OIE, 2018). O
teste de fixagdo do complemento tem como desvantagens nao detetar uma infecdo latente e
¢ incapaz de discriminar entre animais negativos e portadores, pelo caiu em desuso na rotina
clinica (Tenter & Friedhoff, 1986). No teste de imunofluorescéncia indireta, a padronizacao
é dificil, considerando a interpretacdo subjetiva do leitor e € um método moroso (Bose et al.,
1995; Bruning, 1996).

Por fim, existem técnicas de diagnostico baseadas no DNA, como o PCR
(Polymerase chain reaction), que ¢ mais sensivel e especifico, que os outros métodos
abordados. Este ¢ preferivel para o diagnostico de animais com infe¢do cronica por
piroplasmose equina. O PCR para a piroplasmose, tem como alvo os genes 18S rRNA e
BC48 (B. caballi) e genes EMA-1 (T. equi). Existem trés tipos de variacao de PCR, PCR em
tempo real, ‘nested’ PCR e ‘nested’ PCR com hibridiza¢do (Bashiruddin, Camma & Rebélo,
1999; Battsetseg, Xuan, Ikadai, et al., 2001; Schwint, Ueti, Palmer, et al., 2009; Bhoora,
Quan, Franssen, et al., 2010).

Devido a sua simplicidade e por ser economicamente acessivel, a técnica de PCR,
sendo ¢ a mais utilizada em clinica equina, sendo preferivel a técnica de ELISA, ja que
permite identificar a presenga do antigénio (Cantu-Martinez, Segura-Correa, Silva-Paex et

al., 2012; Ros-Garcia, M’ghirri, Hurtado et al., 2013; Hall, Busch, Scoles et al., 2013).

7. Limitacdes do hemograma e das bioquimicas plasmaticas: influéncia da idade,
raca e atividade fisica.

A interpretagdo do hemograma deve ser feita sempre com a informagdo dos dados
clinicos dos animais e nunca de forma isolada. Também, ¢ fundamental interpreta-lo
considerando os diferentes fatores de variacdo individuais, tais como, a idade, a raca, o
género, o estado nutricional, o nivel de treino e a forma fisica, o tempo de repouso apos
ultimo esforco fisico, o grau de excitagdo, a hidratacdo do animal, as condi¢des de colheita
e transporte da amostra, eventuais tratamentos administrados, assim como o equipamento e

a metodologia utilizados na andlise das amostras (Amory, 2006; Weiss & Wardrop, 2010).
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A integracdo desta informacao ird prevenir erros na interpretagdo do hemograma, por vezes

frequentes na pratica clinica (Amory, 2006).

7.1. Influéncia da raga

Os cavalos tende a ser classificados de acordo com as caracteristicas temperamentais
das racas. Assim, podem pertencer ao grupo ‘warm-blood’, que compreende cavalos de
descendéncia arabe, incluindo o Puro-Sangue Espanhol, o Puro-Sangue Inglés, (PSI) e o
Puro-Sangue Lusitano, (PSL), ou ao grupo ‘cool-blood’ que compreende os cavalos de tiro,
os poneis e os burros. Adicionalmente, esta descrito na literatura uma terceira categoria
denominada de ‘hot-blood’, a qual compreende cruzamentos entre cavalos ‘warm-blood’ e
‘cool-blood’, incluindo as ragas Standardbreds e Quarto de Milha. Estas caracteristicas
comportamentais refletem também a sele¢do das diferentes racas de acordo com a sua
fisiologia e aptidao desportiva (Lording, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Ainda,
considerando a aptidao desportiva e o impacto econdémico da raca PSI, a padronizacao dos
valores de hemograma e bioquimicas plasmaticas tende a ter por base estes animais, nao
refletindo necessariamente outras ragas equinas.

Os cavalos de sangue quente tém uma contagem de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina (Hg), hematocrito (HTC), e volume de sangue mais elevado em comparacao
com os cavalos de sangue frio (Weiss & Wardrop, 2010). Os mesmos autores reportaram
que cavalos de tiro e poneis saudaveis apresentavam um valor médio de HCT de 24 %, o
qual era inferior ao observado nos cavalos PSI. Os PSI apresentavam ainda um volume
corpuscular médio (VCM) inferior aos cavalos de tiro/tracao (Weiss & Wardrop, 2010).

Similarmente, os cavalos miniatura americanos possuem também contagens de HCT,
Hg, e RBC inferiores, mas possuiam valores de VCM, HCM e CHCM superiores do que as
outras racas (Harvey, Hambright & Rowe, 1984, citado por: Lawrie, 2012).

No que diz respeito as limitagdes do leucograma, foram encontradas pequenas
diferengas entre as varias racas em relacdo a contagem de leucocitos. Contudo, os cavalos
de sangue quente tendem a apresentar contagens de leucécitos ligeiramente mais elevadas
em comparacao com cavalos de sangue frio (Weiss & Wardrop, 2010). Os PSI e Puro Sangue
Arabe tém racio médio N: L de 1,0, enquanto que os cavalos de sangue frio tém um récio
médio de N:L de 1,7 (Weiss & Wardrop, 2010) e os cavalos miniatura tém uma relacdo N:L

de 0,67 (Harvey, Hambright & Rowe, 1984, citado por, Lawrie, 2012).
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7.2. Influéncia da idade

A idade pode também ser uma limitagdo dos valores do hemograma, pelo que os
cavalos com mais de 20 anos de idade podem possuir aumento de tamanho de ERT e valores
de VCM normais (Ralston, Nockels & Squires, 1988, citado por, Chikhaoui, Smail & Adda,
2018). No entanto, o parametro CHCM mantém-se contante apos o nascimento e ¢ similar
aos valores de adulto (Harvey, 1990).

Por outro lado, valores de linfocitos continuam a diminuir com a idade ao contrario
dos neutrofilos que se mantém exatamente igual, resultando num racio N:L superior em
cavalos velhos comparando com poldros (Weiss & Wardrop, 2010). Os EOS ndo sao
detetados de forma rotineira a nascenca e atingem uma média de 400/ uL. aos 4 meses de
idade (Harvey, 1990). Em contraste, o nimero de monocitos mantém-se constantes € nao
mudam com a idade (Harvey, 1990). Em equinos até aos 3 anos de idade foi reportado um
aumento da contagem média de PLQ (Finocchio, Coffman & Osbaldiston, 1960, citado por,
Reed et al., 2018).

7.3. Influéncia da atividade fisica

No que diz respeito a influéncia do exercicio fisico nos valores do hemograma, deve-
se ter em consideracdo as diferentes variaveis que condicionam o fator exercicio,
nomeadamente idade, o género, raga, quantidade de exercicio efetuada, intensidade e
modalidade a exercer (Rose & Hogdson, 1982; Rose & Allen, 1983; Bayly, 1987).

Apesar destas variaveis, o exercicio fisico intenso esta associado a aumento de Hg
até 23 g/dL, HTC até 65% e contagem de ERT (Bayly, 1987). Estas altera¢des eritrocitarias
estao associadas a libertagao de epinefrina, aumento do tonus simpatico, contragao esplénica
(Rose & Allen, 1983; Bayly, 1987). O exercicio fisico induz algumas altera¢des
leucocitarias variaveis em resposta ao cortisol e a epinefrina, sendo descrita leucocitose por
neutrofilia com linfocitose ou linfopénia (Carlson, 1975; Rose & Hogdson, 1982; Bayly,
1987). Conseguimos nos dias de hoje quantificar a resposta ao exercicio fisico e tempo de
recuperagdo nos equinos, que de facto pode influenciar os valores de hemograma e

bioquimicas plasmaticas (Nasko, Domino, Jasinski & Witkowska-Pilaszewick, 2021).
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IV. Projeto de investigacio
1. Objetivos

Uma vez que a definicdo de intervalos de referéncia para os parametros do
eritrograma, leucograma, trombograma e bioquimicas plasmaticas sdo essenciais para um
correto diagnostico e para o exercicio de uma medicina personalizada, torna-se, assim,
fundamental que os mesmos se encontrem padronizados para equinos da raga PSL, a qual
possui caracteristicas fisiologicas individuais e distintas de outras ragas de equinos.

Deste modo, o presente estudo teve como principais objetivos:

1. Contribuir para a padronizagdao dos valores de referéncia do hemograma e de
bioquimicas plasmaticas em equinos saudaveis da raca PSL.

2. Comparar os resultados obtidos com os valores de referéncia previamente
publicados para cavalos da raga PSI, Andaluz e da propria raga PSL, com intuito de averiguar
possiveis diferencas entre as populagdes.

3. Averiguar a presenga de hemoparasitas, nomeadamente Babesia caballi e
Theilleria equi, no esfregaco sanguineo de cavalos PSL assintomaticos, residentes em

Portugal.

2. Materiais e métodos

2.1. Caracterizacio da populacao

Na elaboragao deste estudo foram incluidos 52 equinos de raga PSL, dos quais 34
machos inteiros (65,4%) e 18 fémeas (34,6%), com idades compreendidas entre os 2 € 0s 5
anos (3,19 + 1,06). Os cavalos habitavam nas regides do Alentejo, Ribatejo e Lisboa e Vale
do Tejo em centros hipicos, coudelarias ou propriedades privadas.

Todos os animais se encontravam saudaveis, ndo possuindo historial de doenca e
apresentavam um exame fisico sem alteragdes dignas de registo. Previamente a sua inclusao
no estudo foi realizado um exame de estado geral para detetar possiveis alteragdes de satde,
tais como problemas respiratorios e cardiovasculares, sinais de anemia ou de infec¢do e
realizou-se ainda um breve exame musculo-esquelético, com intuito de descartar a presenga
de claudicagdo e de possiveis alteragdes neurologicas.

A colheita de sangue foi realizada no ambito da rotina clinica, sendo que por este
motivo, os animais incluidos na populacao do estudo foram escolhidos de forma aleatoria,

dependendo da casuistica clinica acompanhada durante o periodo de estagio.
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Adicionalmente, as colheitas foram realizadas em animais em repouso, € caso o cavalo se
apresentasse excitado no ato de consulta, a colheita de sangue era adiada até que este se
acalmasse.

Apesar de todos os animais se encontrarem clinicamente saudaveis, nao foi possivel
obter uma histdria vacinal e de desparasita¢do de todos os animais.

Posteriormente um dos animais avaliados foi excluido do estudo, pois foram
detetados hemoparasitas na observacao do esfregaco sanguineo, pelo que os resultados

apresentados sdo referentes a 51 animais.

2.2. Colheita e processamento da amostra para hemograma e bioquimicas
plasmaticas

Para a colheita de sangue procedeu-se a venipunctura da jugular de 52 equinos
clinicamente saudaveis (Figura 21). Previamente a colheita de sangue realizou-se a assepsia
do local escolhido com &lcool a 90% e com o auxilio de uma agulha de 18 gauge e uma
seringa de 10 mL foram colhidos 6mL de sangue. O volume de sangue colhido foi transferido
de seguida para um tubo de EDTA K2 E de 2 mL (BD Vacutainer® spray-coated K2ZEDTA
Tubes) e para um tubo de heparina de litio de 4 mL (BD Vacutainer® spray-coated LH
tubes), os quais foram invertidos cuidadosamente para homogeneizar a amostra.

Posteriormente os tubos foram acondicionados numa caixa térmica para serem transportados

até ao laboratorio.

;{1‘; ‘R Kz y. - V
Figura 21- Venipunctura da veia jugular
esquerda.
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Ap6s a colheita de sangue, as amostras foram processadas até 2 a 6 horas, utilizando
a analisadora hematologica automatica Mindray BC-5300 Vet, e realizados os esfregacos
sanguineos. Os parametros hematoldgicos obtidos resultaram ou da andlise direta da
analisadora hematologica, ou do calculo indireto realizado automaticamente pela
analisadora, ou por estimativa da contagem total e diferencial de LEUC e estimativa da
contagem total PLQ através observacao dos esfregacos preparados ao microscopio otico.
Para cada equino foram obtidos os valores de ERT, HTC, Hg, HCM, CHCM, VCM, PLQ,
LEUC, LINF, NEU, MON, EOS e BAS.

Para as andlises bioquimicas, o sangue foi primeiramente centrifugado na centrifuga
Hettich® Universal 320R a 2000 rota¢des durante 4 minutos, sendo posteriormente o
plasma separado para um tudo de ‘eppendorf’ deviamente identificado (Figura 22 e
23). O plasma obtido foi entdo colocado na analisadora de bioquimicas Arkray
Spotchem™ EZ SP-4430 e para cada parametro foram usados kits com tiras de reagente
especifico, nomeadamente Akray Spotchem™ II Creatinine, Ref: 33922°, Akray
Spotchem™ II Albumin ,Ref: 33913°, Akray Spotchem™ II Total Billirrubin, Ref: 33910°,
Akray Spotchem™ II GOT/AST, Ref: 33914, Akray Spotchem™ II GGT, Ref: 33920,
Akray Spotchem™ II Blood Urea Nitrogen, Ref: 33909°, Akray Spotchem™ II Total
Protein, Ref: 77167 e Akray Spotchem™ II CK, Ref: 77172. Assim, para cada animal foram
obtidos os valores de AST, GGT, PT, Albumina, Bilirrubina total, creatinina, CK ¢ BUN.

Figura ~ 23-  Sangue Figura 22-Plasma separado para
centrifugado para andlises tubo de ‘eppendorf.

bioguimicas séricas.
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2.3. Esfregaco Sanguineo

O esfregago sanguineo foi efetuado através de técnica de ‘wedge’. Para a sua
realizacao foram utilizadas duas laminas, onde foi colocada gota de sangue na extremidade
de uma das laminas com auxilio de uma micropipeta mecanica (Minipet) (figura 24). A
lamina utilizada para estender a gota de sangue foi posicionada a um angulo de 30° a 45°,
sendo movida para tras até tocar na gota de sangue, permitindo que esta se espalhe no bordo
da lamina. De seguida, com movimento uniforme e rapido a lamina que espalha foi avancada
no sentido contrario da gota, levando a amostra consigo, formando um esfregaco em
monocamada. Apds a secagem dos esfregacos ao ar todas as amostras foram identificadas
com um coédigo de amostra.

Apos este processo as laminas foram coradas com a solucao ‘diff-quick’, sendo o
primeiro passo a imersao do esfregago na solugdo fixadora de cor azul, contendo metanol e
corante triarilmetano, seguido da solucdo 1 eosinofilica e de cor laranja, composta por
corantes xantenos, azida de sodio e tampao de pH, e por fim na solugdo 2, basofilica de cor
azul purpura, composta por corante de tiazina e tampao de pH. O esfregaco ¢ mergulhado
sequencialmente 5 vezes em cada solucdo, sendo posteriormente lavado sob agua corrente e

seco ao ar ou com auxilio de um secador (Figura 25).
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Figura 25- Minipet. Figura 24-Esfregacos sanguineos corados com

solugdo 'Diff-Quik'.

Seguidamente, procedeu-se a contagem estimativa diferencial de LEUC e a
contagem estimativa total de PLQ. A zona ideal para realizar a contagem estimativa
diferencial de LEUC, ao microscépio 6tico, sob ampliagdo de 400x € a zona de monocamada.
Para a estimativa diferencial de LEUC, procedeu-se a contagem de 100 LEUC em cada

lamina de esfregago sanguineo amostrada, identificando individualmente cada subtipo de

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina Veterinaria 43



Ana Catarina Martins Serelha- Contribuicdo Para O Estudo Hematoldgico Do Cavalo Puro Sangue Lusitano

E Pesquisa De Hemoparasitas

LEUC enumerado, nomeadamente se se tratavam de neutrofilos, linfocitos, mondcitos,

eosindfilos ou basofilos A percentagem de cada subtipo de LEUC presente na amostra,

corresponde a soma das células obtidas por cada subtipo de LEUC enumerado. O produto

das percentagens pelo valor total de LEUC estimado gera o valor absoluto correspondente a

cada subtipo de LEUC. Para todas as laminas foi feita a pesquisa de modo a detetar a

presenca de agregados plaquetarios, para obtencdo da contagem estimada total de PLQ. Foi

realizada a contagem estimativa do nimero total de PLQ por observacdo ao microscopio

6tico da zona de monocamada dos esfregacos sanguineos, sob a ampliacdo de 1000x

(objetiva de imersdo), que consiste na contagem de PLQ presentes em 10 campos de

visualizagdo distintos. O nimero de PLQ por litro é obtido através da multiplicacdo da soma

das PLQ presentes nos 10 campos observados por 15000.

Nos esfregacos sanguineos foi ainda observada a morfologia celular, registando-se

entre outros a presenca de corpos de ‘Heinz’, a formagdo de ‘rouleaux’, a presenca de

agregados plaquetarios e a presenca de hemoparasitas (Figura 26 ¢ 27).

Todos os esfregagos sanguineos foram analisados por dois observadores

independentes, sem conhecimento da identificagdo do animal.
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Figura 27-Esfregaco sanguineo com presenca de
corpos de 'Heinz' (seta) e basdfilo (seta).
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Figura 26-Esfregaco com a presenca de plaquetas (seta),
neutréfilos segmentados (1) e eosindfilo (2).
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2.4. Estatistica

Os resultados obtidos foram processados com auxilio do programa estatistico SPSS
28.0.0.0 IBM Corporation®, tendo sido obtidas as médias, desvio padrdo, intervalos de
confianga 95% para os parametros estudados na populagdo descrita. As médias obtidas
foram comparadas com as de outras ragas de cavalos através do teste ‘t-student’ (p<0,05).
Para os parametros hematoldgicos, os resultados obtidos foram comparados com valores de
referéncia publicados no ‘The Beaufort Cottage Laboratories Guide to Equine Clinical
Pathology’ por Ricketts (2006), disponivel online (https://www.rossdales.com/laboratories),
com os reportados por Silva (2011) e por Satué, Herndndez, Lorente, Fazio, Medica (2020),
para as ragas PSI, PSL e Andaluz, respetivamente. Para os parametros bioquimicos, AST,
GGT, PT, bilirrubina total, Albumina, CK, creatinina e compostos azotados da ureia sérica,
os resultados obtidos foram processados e comparados com valores de referéncia publicados

‘The Beaufort Cottage Laboratories Guide to Equine Clinical Pathology’ apenas com a raga

PSI.

4. Resultados
4.1. Hemograma e bioquimicas plasmaticas da populacio estudada
4.1.1. Hemograma

Na tabela 1 encontra-se apresentada a média, desvio padrdo e intervalo de confianga a
95 % dos parametros analisados referentes ao hemograma da populagdo de equinos estudada
(n=51).

Tabela 1- Tabela resumo dos valores obtidos do hemograma

Parametro* Unidades  Estatistica Descritiva  Intervalo de confianca 95%

Média Desvio padrdo
ERT x10%?/L 9,15 0,98 8,88-9,42
HTC % 42,01 4,31 40,80-43,22
HG g/dL 16,28 16,59 11,61-20,95
VCM fL 46,01 3,32 45,08-46,95
HCM Py 15,26 1,07 14,97-15,56
CHCM g/dL 33,21 0,70 33,02-33,41
PLQ x10°/L 127,41 30,21 118,91-135,90
LEUC x10°/L 10,60 2,54 9,89-11,31
NEU x10°/L 5,07 1,73 4,58-5,56
LINF x10°/L 5,03 1,39 4,64-5,42
MON x10°%/L 0,12 0,09 0,09-0,14
EOS x10°%/L 0,34 0,28 0,26-0,42
BAS x10°/L 0,02 0,03 0,01-0,03
* PLQ- Plaguetas
ERT- Eritrdcitos LEUC- Leucécitos
HTC- Hematdcrito NEU-Neutrofilos
HG-Hemoglobina LINF-Linfécitos
VCM- Volume corpuscular médio MON-Mondcitos
HCM- Hemoglobina corpuscular média EOS-Eosinofilos
CHCM-Contagem de hemoglobina corpuscular média BAS-Basofilos
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A figura 28 e 29 encontram-se respetivamente representados, através de diagramas de
extremos e quartis, os parametros ERT, HCM e CHCM e os parametros de HTC, HG, VCM,
PLQ, da populagao estudada.

35 —

ERT HCM CHCM

Figura 28- Diagrama de extremos e quartis de ERT expresso em x 10%? /L, de HCM
expresso em pg e CHCM expresso em g/dL da amostra.
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Figura 29-Diagrama de extremos e quartis de Hg expresso em g/dL, de HTC expresso em %, VCM
expresso em fL e PLQ expresso em 10%/L.

A figura 30 e 31 representam através de diagramas de extremos e quartis os valores
obtidos referentes aos pardmetros LEUC, NEU e LINF e aos pardmetros de MON, EOS e

BAS da populacdo estudada, respetivamente.
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Figura 30- Diagrama de extremos e quartis de LEUC, NEU e LINF expressos em 10%/L.
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Figura 31-Diagrama de extremos e quartis de MON, EOS e BAS expressos em 10%L.

4.1.2. Analises Bioquimicas

Os resultados obtidos para os diferentes parametros bioquimicos plasmaticos analisados
encontram-se apresentados na tabela 2, onde se encontram descritas a média, o desvio padrao
e o intervalo de confianca a 95 % de cada parametro, e nas figuras 32 e 33, onde sob a forma
de diagramas de extremos e de quartis € possivel observar a distribuicdo dos valores obtidos
para os parametros de bilirrubina total, albumina, BUN, PT e creatinina da amostra e para

os valores de AST, GGT e CK da populagdo de equinos estudada.
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Tabela 2- Tabela resumo dos valores obtidos para as bioquimicas plasmaticas

Parametro Unidades  Estatistica Descritiva  Intervalo de confianga 95%

Média Desvio padrao
Bil Total mg/dL 1,32 0,72 1,12-1,52
Albumina g/dL 3,06 0,35 2,96-3,15
BUN mg/dL 16,28 16,59 11,61-20,95
PT g/dL 46,01 3,32 45,08-46,95
Creatinina | mg/dL 15,26 1,07 14,97-15,56
AST Ul/L 326,75 65,29 308,38-345,11
GGT Ul/L 44,27 21,57 38,21-50,34
CK ul/L 201,88 22,12 178,79-224,98
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Figura 32-Diagrama de extremos e quartis de Bilirrubina total expressa em mg/dL, Albumina expressa em g/dL, BUN
expresso em mg/dL, PT expresso em g/dL e Creatinina expressa em mg/dL, da amostra PSL.
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Figura 33-Diagrama de extremos e quartis de AST expressa em UI/L, GGT expressa em Ul/L e
CK expresso em UI/L da amostra PSL.
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4.2. Comparacio com outras racas
4.2.1. Hemograma

A tabela 3 representa os valores médios dos parametros do hemograma referentes a
populacdo estudada (amostra PSL), e os previamente reportados para esta raga (descrito
PSL) (Silva, 2011), assim como as médias reportadas na populagdo de cavalos PSI (Rickett,
2006) e de cavalos da raca Andaluz (Satué, Hernandez, Lorente, Fazio & Medica, 2020). Na
tabela encontram-se ainda apresentadas as respetivas as unidades de medi¢dao de cada
parametro. Apenas foi possivel comparar os valores do parametro BAS entre a amostra PSL
e a raca Andaluz (Satu¢, Hernandez, Lorente, Fazio & Medica, 2020), j4 que este valor nao
se encontrava descrito em PSL nem em PSI nas fontes consultadas.

Tabela 3- Resumo das médias dos parametros do hemograma para cada populacéo de raga de equinos.

Parametro* Unidades AmostraPSL  Descrito PSL  PSI  Andaluz

ERT x10%2/L 9,15 8,04 9,7 8,3
HTC % 42,01 43,60 40 38,9
HG g/dL 16,28 13,21 14,9 13,6
VCM fL 46,01 54,05 40,79 48,70
HCM pg 15,26 16,48 1540 17,20
CHCM g/dL 33,21 30,50 37,80 35,30
PLQ x10°/L 127,41 82,58 170 166,80
LEUC x10°/L 10,60 9,06 8,2 9,55
NEU x10°/L 5,07 4,67 4,6 4,19
LINF x10°/L 5,03 3,63 2,8 4,42
MON x10°/L 0,12 0,29 0,36 0,20
EOS x10°/L 0,34 0,45 0,1 0,26
BAS x10°/L 0,02 - - 0,01
* PLQ- Plaquetas
ERT- Eritrécitos LEUC- Leucécitos
HTC- Hematécrito NEU-Neutrofilos
HG-Hemoglobina LINF-Linfécitos
VCM- Volume corpuscular médio MON-Mondcitos
HCM- Hemoglobina corpuscular média EOS-Eosindfilos
CHCM-Contagem de hemoglobina corpuscular média BAS-Baso6filos

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos apds a comparacdo das médias entres as
populacdes utilizando o teste ‘t-student’, com nivel de significancia p<0,05. Na grande
maioria dos parametros verificaram-se diferencas significativas entre a média da populacao
estudada quando comparada com as previamente reportadas para cavalos PSL, PSI e
Andaluz (p<0,05), sendo que estas diferencas se estenderam a comparacao efetuada entre a

populacdo de PSL estudada e a valores previamente reportados para a raga (Silva, 2011).
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Tabela 4 Resultado da aplicacdo da estatistica ‘t-student” considerando um p<0,05.

Parametro* Amostra PSL vs Descrito PSL ~ Amostra PSL vs PSI Amostra PSL vs Andaluz
ERT t=8,033; (p=0,000) t=-3,921; (p=0,000) t=6,161; (p=0,000)
HTC t=-2,631; (p=0,006) t= 3,340; (p=0,001) t=5,165; (p=0,000)
HG t=1,322; (p=0,096) t=0,595; (p=0,277) t=1,154; (p=0,127)
VCM t=17,272; (p=0,000) t=11,227; (p=0,000) t=-5,774; (p=0,000)
HCM t=-8,012; (p=0,000) t=-0,857; (p=0,198) t=-12,782; (p=0,000)

CHCM t=27,562; (p=0,000) t=-46,580; (p=0,000) t=-21,189; (p=0,000)
PLQ t=10,596; (p=0,000) t=-10,066; (p=0,000) t=-9,310; (p=0,000)
LEUC t=4,342; (p=0,053) t=6,764; (p=0,000) t=2,962; (p=0,002)
NEU t=1,646; (p=0,000) t=1,935; (p=0,029) t=3,626; (p=0,000)
LINF t=7,195; (p=0,000) t=11,457; (p=0,000) t=3,138; (p=0,001)
MON t=-13,275; (p=0,004) t=-18,654; (p=0,000) t=-6,359; (p=0,000)
EOS t=-2,807; (p=0,004) t=6,077; (p=0,025) t=2,016; (p=0,000)
BAS - - t=1,755; (p=0,043)

*

ERT- Eritrécitos

HTC- Hematocrito

HG-Hemoglobina

VCM- Volume corpuscular médio

HCM- Hemoglobina corpuscular média
CHCM-Contagem de hemoglobina corpuscular média

PLQ- Plaquetas
LEUC- Leucécitos
NEU-Neutréfilos
LINF-Linfécitos
MON-Monécitos
EOS-Eosindfilos
BAS-Basofilos

Apenas em trés parametros ndo foram observadas diferencas estatisticas. O valor
médio de Hg néo diferiu entre as vérias racas. De igual modo, ndo se registou diferenca na
média de HCM entre a populagdo PSL estudada e a raga PSI (p=0,198), nem no valor médio
LEUC referente a ambos os estudos realizados em cavalos PSL (p=0,053). Contudo, o valor
de p obtido na comparacéo das médias deste ultimo parametro podera indicar que 0 mesmo

tende para a significancia.

4.2.2. Bioquimicas Plasmaticas

Seguidamente, na tabela 5 estdo representados os valores médios dos parametros das
bioquimicas plasmaticas da amostra de cavalos PSL estudada e os valores reportados para

cavalos da raca PSI (Ricketts, 2006), assim como as respetivas unidades de medida.

Tabela 5- Resumo das médias dos parametros de bioquimicas plasméticas obtidos na populagéo de PSL estudada e
descritos em cavalos PSI.

Parametro Unidades Amostra PSL  PSI
Bil Total mg/dL 1,32 1,52
Albumina g/dL 3,05 3,8
BUN mg/dL 13,80 32,43
PT g/dL 6,30 6,20
Creatinina | mg/dL 1,24 1,62
AST Ul/L 326,75 467
GGT Ul/L 44,27 27
CK Ul/L 201,88 390
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A tabela 6 apresenta o resultado da aplicacdo do teste estatistico ‘t-sudent’,
considerando um p<0,05, que visa a comparacdo dos valores médios dos parametros de
bioguimicas plasmaticas obtidos na populacdo de cavalos PSL estudada com os reportados
para cavalos da raga PSI.

Tabela 6- Resultado da aplicacao da estatistica ‘t-student” com nivel de significancia p<0,05.

Parametro Amostra PSL vs PSI
Bil Total t=-1,967; (p=0,027)
Albumina t=-15,263; (p=0,000)

BUN t=-35,543; (p=0,000)
PT t=1,072; (p=0,144)
Creatinina t=-10,918; (p=0,000)
AST t=-15,342; (p=0,000)
GGT t=5,719; (p=0,000)
CK t=-16,359; (p=0,000)

Para todos os parametros, exceto as PT (p=0,144), observaram-se diferencas

significativas entre as médias das duas populagdes (p<0,05).

4.3. Pesquisa de Babesia caballi e Theilleria equi

Da amostra de animais estudados, 52 animais, apenas uma fémea de cinco anos de
idade apresentou trofozoitos de Babesia caballi aquando da observacao do esfregaco
sanguineo (Figura 34). Deste modo, como previamente referido, este animal, apesar de
aparentemente saudavel, foi excluido do estudo dos valores de hemograma e bioquimicas
plasmaticas devido a possiveis alteracdes induzidas pela presenca de hemoparasitas, tendo

sido considerados apenas 51 animais.
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Figura 34-Trofozoitos de Babesia caballi (seta).
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5. Discussao

A realizagdo de hemograma e bioquimicas plasmaticas no ato de consulta, ¢
importante, pois com um simples exame ¢é possivel obter dados sobre os diferentes tipos de
células e enzimas presentes no sangue e plasma, permitindo o diagndstico de doengas, que
muitas vezes pode ser subclinica ou crénica. O hemograma permite ainda obter informagdes
sobre a origem das células sanguineas e a atividade das mesmas (Williams, Ruotsalo &
Margo, 2021).

Por outro lado, os intervalos de referéncia usados nos dias de hoje para a interpretagao
do hemograma em cavalos sdo muito abrangentes tornando-se pouco representativos da raga
PSL, porque devido a varios motivos, para a sua caracterizacdao foram usados valores obtidos
em diferentes racgas (Latimer & Prasse, 2003).

No que diz respeito ao hemograma do cavalo PSL, apesar de ja existir um estudo e
dissertagdo de mestrado publicados com vista a contribuir para a caracterizagao do
hemograma desta populagdo (Silva, 2011; Silvestre-Ferreira, Cotovio, Maia, et al., 2018),
estes ndo reinem um consenso no que respeita a padronizacao de intervalos de confianga
(intervalos de referéncia), pois os dados obtidos em ambos apresentam muitas diferencas,
sendo usados intervalos de confianca diferentes, 95% e 90%, respetivamente.
Adicionalmente, ambos os estudos nao reportam valores referentes a populacao de basofilos.
Assim, o presente trabalho visa contribuir para o estudo destes parametros, procurando
colmatar algumas lacunas presentes na informagao atualmente disponivel e, utilizando para
o efeito intervalos de confianga de 95%.

A populacdo estudada compreende cavalos da raga PSL com idades compreendidas
entre os 2 € 5 anos, ou seja, uma populagdo jovem/jovem adulta. Sera importante considerar
que os resultados obtidos poderao nao ser aplicaveis a cavalos de outras faixas etarias, tais
como, neonatos e geriatricos. O estudo de Silva (2011), utilizou uma faixa etaria maior entre
os 4 e 18 anos, pelo as diferencas observadas entre os valores obtidos no presente estudo e
os previamente reportados poderdo ser devido as diferencas etarias. Contudo, ao focar-se
exclusivamente em animais dos 2 a 5 anos este trabalho constitui uma mais valia para a
clinica de equinos, visto que os resultados obtidos representam estatisticamente uma
populacdo bem definida. Deste modo, ¢ tido como objetivo facultar informagao adicional e
contribuir para a caracterizacdo e padronizacdo de intervalos de confianca do hemograma
para a raca PSL, incluindo informagao sobre a populagdo de basofilos nestes animais a qual

ainda ndo havia sido descrita em cavalos PSL
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Adicionalmente, o nivel de atividade fisica da populagdo estudada, foi reportado como
sendo heterogénea, pelo que alguns animais ja tinham comec¢ado o desbaste e outros ainda
se encontravam a campo.

A vasta maioria dos trabalhos publicados sobre a padronizacdo de valores de
hemograma ¢ bioquimicas plasmaticas tém por base a raca PSI, a qual apresenta
caracteristicas fisiologicas e aptiddes desportivas diferentes do cavalo PSL e do seu vizinho
geografico cavalo Andaluz (Lumsden, Rowe & Mullen, 1980; White, Estrada, Walker, et
al., 2001; Anhold, Candonga, Chan, et al., 2014; Miglio, Falcinelli, Mezzasoma, et al.,
2021).

O cavalo PSL da atualidade é o resultado de uma selecdo de milhares de anos, sendo
este integrante da familia do cavalo Ibérico, que origina do Sorraia, com raizes do Tarpan
da Asia, e do Arabe, localizado no Berbere do norte da Africa. Primordialmente, o cavalo
PSL foi utilizado para o combate, pois tem como caracteristica a concentracdo. Nos dias de
hoje, 0 PSL é considerado um cavalo bastante versatil em varias disciplinas, como equitacao
de trabalho, dressage, salto, volteio e toureio (ABPSL, 2012; APSL, 2012).

O cavalo de raca Andaluz € uma das ragas de cavalo mais antigas do mundo moderno,
tendo contribuido para a formacdo de outras racas, e € considerada uma raca bastante
versatil, pois tem excelentes qualidades, como, inteligéncia, mobilidade, agilidade e
resisténcia estas caracteristicas fazem do cavalo Andaluz um cavalo muito apreciado para
dressage, touradas, trabalho, lazer, atrelagem e entre outros desportos (Koenen et al., 1995).

Os PSI foram selecionados pelo Homem durante séculos para fenotipos de
performance atlética (McGivney, Han, Gorduff et al., 2020). Por este motivo, os cavalos da
raca PSI possuem um conjunto de caracteristicas fisioldgicas, que lhes conferem capacidades
elevadas de metabolismo aerdbico, assim como de metabolismo anaerdbio.

Neste estudo, a amostra PSL apresentou um valor médio de contagem de ERT de
9,15x10'%/L, o qual era significativamente diferente das restantes ragas, sendo inferior ao
dos PSI (9,7 x10'%/L; p=0,000) e superior ao descrito para PSL (8,04x10'%/L; p=0,000) e
Andaluz (8,3 x10'%/L; p=0,000). A capacidade aerébica ou o VO, Max dos PSI ¢ superior
quando comparada com a de outras ragas atléticas de tamanho similar, registando-se valores
>200 mL O2/Kg/Min (Jones, Longworth, Lindhalm et al., 1989; Jones & Lindstedt, 1994;
Yong, Marlin, Deaton et al., 2002). Estes valores sdo possiveis devido a adaptacgdes
estruturais e funcionais dos sistemas respiratorio e cardiovascular, assim como a afinidade e

capacidade de transporte de Oz (Constantinopol, Jones, Weibel et al., 1989). Algumas destas
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adaptacdes incluem, o aumento do volume pulmonar, da concentracdo de Hg e do ‘output’
cardiaco. Esta comprovado que os PSI tém um aumento do volume pulmonar e ‘output’
cardiaco, o que leva a adaptacdes fisioldgicas como, 0 aumento da contagem de eritrdcitos
sanguineos, como resposta a demanda de trocas gasosas e transporte de oxigénio, sendo
superior aos PSL e outras ragas comparadas (Essen-Gustavsson & Lindholm, 1985; Poso,
Essengustavsson e Persson, 1993; Hyyppa, Rasanen & Poso, 1997; Hinchcliff & Geor,
2008).

Para a raca Andaluz esta descrito que esta tem uma capacidade aerdbica reduzida
quando comparada com a sua raga ancestral, Puro Sangue Arabe. Este facto deve-se a uma
limitacdo na adaptacdo da ventilacdo ao exercicio, podendo estar associado ao padrdo
locomotor e diferencas genéticas entre a raca Andaluz e o seu ancestral (Castejon, Rubio,
Tovar, Vinuesa & Riber, 1994; Mufioz, Santisteban, Rubio, Aguera, Escribano & Castejon
,1998; Mufioz, Santisteban, Rubio, Riber, Agiiera & Castejon, 1999). O Puro Sangue Arabe
foi tradicionalmente selecionado para eventos de endurance e deste modo € esperado que
estes tenham uma elevada capacidade aerdbia. Foi entdo comprovado que o Andaluz tem
volumes respiratorios superiores, no entanto a eficiéncia do uso metabdlico do Oz é baixa,
ao contrario do Puro Sangue Arabe. Este facto vem justificar valores inferiores na contagem
de ERT para a raca Andaluz (Castejon-Riber, Mufioz, Trigo, et al., 2012).

Assim, considerando que estas trés racas foram selecionadas para aptidGes
desportivas distintas, sera espetavel que se verifiqguem diferencas nos valores do eritrograma.

A média dos valores de HTC da amostra PSL, 42,01%, ¢ similar ao previamente
descrito por Silva (2011) para esta raga, 43,60%, esta similaridade entre as médias indica
coeréncia de resultados contribuindo para a padronizagdo intervalos de confianga para o
HTC da raga PSL. Apesar das duas médias serem semelhantes em valor absoluto, as duas
sdo estatisticamente diferentes, p=0,006, pelo que a média descrita para PSL ¢é superior.

O valor médio de VCM da amostra PSL, 46,01 fL ¢ similar ao da raga Andaluz (48,70
fL; p=0,000), superior ao PSI (40,79 fL; p=0,000) e substancialmente inferior ao descrito
para PSL (54,05 fL; p=0,000). Apesar das duas médias serem semelhantes em valor
absoluto, as duas sdo estatisticamente diferentes pelo que a média descrita para Andaluz ¢
superior, esta semelhanga baseia-se na similaridade genética entre os PSL e Andaluz. O
aumento de VCM pode justificar o aumento do HTC nos PSL, pois estes parametros sdo
diretamente proporcionais . E necessério ter em conta que podem existir erros no analisador

automatico de hemograma, pelo que para confirmar se estes dados estdo efetivamente
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corretos, teria sido interessante medi-los por microcentrifugacdo. A policitemia relativa ¢é
uma causa comum de aumento do HTC, que pode ser devido a desidratagdo ou a contracao
esplénica, induzida por stress durante a colheita (Reed et al., 2018). Como fora descrito
previamente, os cavalos utilizados para este estudo estavam todos aparentemente saudaveis
e o ndo foram detetadas alteracdes clinicas que indicassem que os animais estavam
desidratados, no entanto a colheita foi realizada num ambiente familiar ao animal, afastanto
a hipotese de contracao esplénica devido ao stress. Segundo Kerr (2002), o aumento de HTC
e VCM pode estar associado ao processamento tardio das amostras, mas neste trabalho,
todos os hemogramas foram realizados até, no maximo, 6 horas apos a colheita do sangue,
afastando assim esta hipotese.

O valor médio de Hg da amostra PSL, 16,28 g/dL, foi superior a todas as ragas
comparadas neste estudo, descrito PSL (13,21 g/dL; p=0,096), PSI (14,9 g/dL; p=0,277) e
Andaluz (13,6 g/dL; p=0,127), no entanto o valor médio de HCM 15,26 pg foi inferior,
descrito PSL (16,48 pg; p=0,000), PSI (15,40 pg; p=0,198) e Andaluz (17,20 pg; p=0,000).
O esperado entre as ragas comparadas seria os PSI terem uma concentragdo média de Hg
superior as outras racas devido as suas caracteristicas genéticas, descritas anteriormente
(Essen-Gustavsson & Lindholm, 1985; Poso, Essengustavsson e Persson, 1993; Hyyppa,
Rasanen & Poso, 1997; Hinchcliff & Geor, 2008).

O valor médio de CHCM 33,21 g/dL foi inferior aos PSI (37,80 g/dL; p=0,000) e
encontrava-se ente os Andaluz (35,30 g/dL; p=0,000) e o descrito para PSL (30,50 g/dL;
p=0,000). O facto do valor médio de CHCM da amostra PSL encontrar-se entre o valor
médio para raca Andaluz e PSL, pode ser explicado pelas similaridades genéticas que
partilha com a raga Andaluz.

O valor médio da contagem de plaquetas 127,41x10° /L foi inferior na amostra
estudada, tanto relativamente aos PSI (170x10°/L; p=0,000), como, Andaluz (166,80 x10°/L;
p=0,000), mas superior ao descrito para PSL (82,58 x10°/L; p=0,000).

A contagem média de LEUC, 10,60 x10°/L ¢ substancialmente superior na amostra,
estudada, tanto comparativamente ao descrito para PSL (9,06 x10°/L; p=0,000), PSI (8,2x10°
/L; p=0,000) ¢ Andaluz (9,55 x10°/L; p=0,002), mas mais proximo aos valores médios de
LEUC da raga Andaluz. Relativamente a contagem diferencial de LEUC, a média dos NEU,
LINF e EOS, ¢ superior nos PSL, comparativamente a todas as racas comparadas, ao
contrario dos MON, 0,12 x10°/L, que séo significativamente inferiores em valor absoluto na

populagio estudada, relativamente a todas as ragas, PSL (0,29 x10°/L; p=0,000), PSI (0,36
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x10°/L; p=0,000) ¢ Andaluz (0,20 x10°/L; p=0,000). A média de EOS da amostra, 0,34 x10°
/L, é superior em valor absoluto aos PSI (0,1 x10°/L; p=0,000) e Andaluz (0,26 x10°/L;
p=0,025), mas inferiores ao descrito para PSL (0,45 x10°/L; p=0,004). No que diz respeito a
contagem média de BAS, s6 existiam dados bibliograficos referentes a raca Andaluz, pelo
que a amostra PSL estudada, 0,02 x10°/L, era superior em valor absoluto a esta (0,01 x10°
IL; p=0,043). Todos os resultados dos LEUC foram confirmados por observagdo de
esfregaco sanguineo. O aumento de EOS pode estar associado a infe¢do parasitaria e reagdes
de hipersensibilidade, que pode ser justificado por alguns animais ndo estarem
desparasitados (Schumacher et al., 2000; Bell, Drew & Wilson et al., 2008; Weiss &
Wardrop, 2010). Tendo em conta a este aumento da contagem média de EOS, seria
importante realizar uma pesquisa de parasitas internos e externos, a populagao estudada, pelo
fato de nem todos os animais se encontrarem desparasitados, sendo que a eosinofilia esta
associada a presenca de larva migrans. A eosinofilia também pode estar associada a
sindrome inflamatéria caracterizada pela infiltracio de eosinofilos nos tecidos e com
aumento destas células em circulagdo, tal como, a doenga multissistémica eosinofilica
epitéliotrofica (Brosnahan, 2020). Por outro lado, embora menos frequentemente este
aumento pode ser devido a resposta a alergénios ambientais a que os cavalos estdo expostos
diariamente. A diminui¢do relativa dos MON e BAS observado ¢ de dificil interpretagao,
dado que em cavalos saudaveis estd descrito a ocorréncia de monocitopenia e basopenia
(Carrick & Begg, 2008). O valor médio de BAS da populagao estudada sobrepde-se de certa
forma com a raca Andaluz, isto pode ser explicado pelo facto do cavalo Lusitano ter como
ancestral o cavalo Andaluz/Ibérico, e consequentemente partilham caracteristicas genéticas.

Atualmente, que seja do conhecimento da autora existem poucos estudos publicados,
com vista a contribuir para a caracterizagdo das bioquimicas plasmaticas do cavalo PSL,
pelo que a realizagdo deste estudo tem um carater inovador.

No que diz respeito, a bilirrubina total, 1,32 mg/dL, a média desta encontrava-se
ligeiramente inferior aos PSI (1,52 mg/dL; p=0,027). O facto de a média da concentragdo de
bilirrubina total ser superior em valor absoluto em PSI comparativamente a PSL, pode
justificar-se pela possibilidade do metabolismo da bilirrubina ser diferente para cada raga, a
dieta dos animais e pelo aumento da destruicdo de eritrdcitos associado ao exercicio,
especificamente na raga PSI (Essen-Gustavsson & Lindholm, 1985; Poso, Essengustavsson

& Persson, 1993; Hyyppa, Rasanen & Poso, 1997; Hinchcliff & Geor, 2008).
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A AST da amostra estudada, 326,75 Ul, foi substancialmente inferior aos PSI, (467
Ul; p=0,000), isto pode ser explicado, segundo Thomassian et al. (2007), quando se sujeita
um individuo a um exercicio fisico maximo, ocorre um processo fisioldégico que se
caracteriza pela transferéncia de fluido do espago intravascular para o espaco extravascular,
resultando numa maior concentracdo dessa enzima devido & diminuicdo do volume
plasmatico. Para determinar se este aumento de AST ndo estd associado a midlise, ¢
necessario estudar outra enzima muscular, a CK. Outra causa de aumento de AST inclui
dano reversivel e irreversivel dos hepatdcitos e pode ser observado apds dano hepatocelular
e colestase. De modo a obter um diagnostico correto a determinagao da atividade da AST
deve ser complementada com outros indicadores de dano e disfuncdo hepatica, como, a
SHD, é&cidos biliares, bilirrubina € GGT (Durham, 2008).

O valor médio de albumina, 3,05 g/dL e da BUN, 13,80 mg/dL da amostra PSL foi
substancialmente inferior aos PSI, p=0,000. O aumento substancial de albumina nos PSI,
pode basear-se no facto desta raca ser utilizada para desporto de alto rendimento, o exercicio
provoca um movimento de fluido do espago intravascular para o espaco extracelular, ou seja,
desidratacao transiente, que leva a um aumento de producao de albumina (Rose et al., 1993).
A hiperalbuminémia também ¢ um achado comum em insuficiéncia hepatica (Parraga,
Carlson & Thurmond, 1995; Sellon, Spoulding, Breuhaus et al., 2000). A urémia pode ser
devido a causas dietéticas, doenga hepatica, doenca renal, stress e exercicio fisico
(Grossman, 1982, citado por, Reed et al., 2018; Rose et al., 1993; Durham, Smith & Newton,
2003).

As PT da amostra PSL, 6,30 g/dL foi similar aos PSI (6,20 g/dL; p=0,144), apesar
das duas médias serem semelhantes em valor absoluto, as duas sdo estatisticamente
diferentes pelo que a média descrita para PSL ¢ superior.

O valor médio da GTT da amostra PSL,44,27 UI/L, foi substancialmente superior
aos PSI (27 UI; p=0,000), pode suceder-se que na populagdo estudada o transito biliar fosse
mais lento, diferencas na quantidade de GGT e diferencas na dieta. O seu aumento esta
associado a doenga hepatica com doenga biliar, como a colestase ou hiperplasia biliar
(DeNotta & Divers, 2020). Em alguns equideos este aumento pode ser fisiolégico como no
caso dos Asininos, que podem ter 2-3 x a atividade da GGT dos cavalos (Burden et al 2015).

O valor médio de creatinina da amostra estudada, 1,24 mg/dL, foi inferior aos PSI
(1,62 mg/dL; p=0,000). A idade da populagdo PSI usada como comparagdo, situava-se nos

3 anos, por norma nesta idade os cavalos desta raca ja comegam a competir, logo o aumento
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de creatinina, que provém da clivagem da creatina presente nos musculos, pode estar
normalmente aumentado. Ao passo que o PSL s6 comega a ser desbastado por volta dos 3
anos.

O valor médio da CK da amostra PSL, 201,88 UI/L, foi substancialmente inferior
aos PSI (390 UI/L; p=0,000). Este aumento substancial da CK em PSI pode ser justificado
com base nas suas carateristicas fenotipicas, nomeadamente, o aumento da densidade de
mitocondrias do musculo esquelético, aumento da atividade enzimadtica e grande capacidade
de armazenamento de substratos energéticos, como o glicogénio, estes fatores podem
justificar um aumento de CK ndo patoldgico. O aumento de CK pode servir como indicador
de uma variedade de doencas, desde doenga cardiaca, distrofia muscular, dano nervoso,
doengas da tiroide e ma fun¢ao renal. Os fatores que contribuem para niveis elevados de CK
no sangue incluem, dano celular, rutura das células musculares ou doenca que pode resultar
numa fuga de CK das células para o plasma sanguineo (Totsuka, Nakaji, Suzuki et al., 2002;
Baird et al., 2011; Pulugurtha, 2011). Alguns autores, que relacionam o exercicio muscular
e 0 metabolismo, reportam que o nivel elevado de CK esta associado a dano das celulas
musculares apds exercicio fisico extenuante (Baird et al., 2011).

No que diz respeito, a analise dos esfregacos sanguineos para a presenga de B. caballi
e T.equi, apenas uma égua de 5 anos apresentou trofozoéitos de B. caballi, pelo que foi
automaticamente excluida da amostra, pois os critérios de inclusdo para a mesma eram
animais aparentemente saudaveis e com exame clinico normal. Observagao de B. caballi e
T. equi em esfregacos sanguineos ocorre na fase aguda da doenca, por isso teria sido
interessante realizar PCR para detetar outros possiveis portadores assintomaticos.

Assim, verificdmos que na populacdo estudada existiam diferencas significativas
entre os parametros do hemograma e bioquimicas plasmaticas comparativamente as ragas
PSL e Andaluz. Estas diferengas poderdo ser resultado de disparidades fisioldgicas entre
estas sub-populacdes de cavalos, contudo ndo poderemos descartar a possibilidade de
caracteristicas intrinsecas da amostra de cavalos avaliadora influenciarem os resultados
obtidos, o exemplo mais notério ¢ o facto da amostra de cavalos PSL avaliados
compreenderem maioritariamente animais jovens. No entanto, este trabalho visa ser um
ponto de partida para outros estudos sobre esta tematica, cuja finalidade sera melhorar os
cuidados medico veterinarios providenciados aos animais de uma das racas autoctones

portuguesas mais relevantes. Nesse sentido definimos intervalos de confianca de 95% para
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todos os parametros, os quais poderdo ajudar na interpretagdo de analises hematologicas de

animais cujas caracteristicas serdo semelhantes aos da populagdo aqui reportada.
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6. Conclusao

A raca PSL tem ganho popularidade crescente, devido a sua aptiddo e caracteristicas
fisicas. Assim, é pertinente a caracterizacdo de indicadores fisioldgicos da raca, tais como
os valores de hemograma e bioquimicas séricas, de modo a melhorar a abordagem médica a
estes animais.

As diferengas observadas entre as médias dos parametros do hemograma e bioquimicas
plasmaéticas da populacdo de PSL estudada e das popula¢Bes de equinos PSI e Andaluz,
apontam para a importancia de utilizar valores de referéncia adaptados a raca de equinos a
avaliar. Estas diferencas poderdo estar associadas a genética e maneio.

Contudo, verificaram-se algumas diferencas entre as médias obtidas na populacdo
estudada de PSL e as previamente reportadas em cavalos PSL, assim como as reportadas
para cavalos PSI e Andaluz. Todos os parametros do hemograma a excecdo da Hg revelaram
diferencas significativas. De igual modo, todos os parametros das bioquimicas plasmaticas,
a excecdo da PT, foram estatisticamente diferentes entre a populacéo PSL e os cavalos PSI.
Assim as padronizaces de intervalos de confianca obtidos neste estudo tiveram impacto na
elaboracdo de intervalos de referéncia para 0 hemograma e bioguimicas plasmaticas em
cavalos da raca PSL. Contudo, este estudo visou contribuir para uma medicina personalizada
e adaptada as necessidades dos cavalos PSL, pelo que futuramente seria benéfico alargar
esta pesquisa a um maior nimero de animais, incluindo cavalos pertencentes a outras faixas
etarias.

Até a data ainda existem poucos estudos sobre os intervalos de referéncia de bioquimicas
sanguineas em cavalos PSL, tendo em conta que na pratica veterinaria poderdo assumir um
papel importante na tomada de decisdes, por parte do médico veterinario aquando da analise

do hemograma e das bioquimicas plasmaticas em cavalos PSL.
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