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Resumo

O hemograma € dos exames mais frequentemente solicitados na pratica clinica.
Esta indicado sempre que se suspeite de doenca, para ajudar no diagndstico, monitorizar a
sua evolucao e resposta a terapéutica.

Os valores hematoldgicos devem ser, idealmente, comparados com intervalos de
referéncia especificos para determinada populacao, no entanto, estes estdo caracterizados
para poucas racas de cdes. Os objectivos da presente dissertacdo, para além de rever a
bibliografia relativa ao hemograma no cdo saudavel, foram contribuir para a caracterizagao
do hemograma no Céo da Serra da Estrela de Pélo Comprido, propondo um intervalo de
valores de referéncia especifico para esta raca.

Os valores hematoldgicos foram determinados, numa amostra de 37 Cées Serra
da Estrela adultos, inteiros e clinicamente saudaveis, utilizando o analisador automéatico
«IDEXX Lasercyte®» e avaliacdo dos esfregacos sanguineos. Para cada parametro foi
determinada a normalidade, média, desvio padréo e intervalo de referéncia utilizando o
percentil 2,5 e 97,5%.

Propbs-se um conjunto de intervalos de referéncia hematolégicos e reportou-se
que, para a amostra estudada, o hematocrito e volume corpuscular médio tendem a estar
elevados, enquanto que a concentragdo de hemoglobina corpuscular média e plaquetas
tendem a estar diminuidas.

Os resultados sugerem a eventual existéncia de particularidades do hemograma na

raca estudada, pelo que maior investigacéo deve ser efectuada.

Palavras-chave: Hemograma, Raca, Céo Serra da Estrela, Intervalo de referéncia



Abstract

Complete blood cell count is one of the most requested exams in routine practice. It
is applied to assess animal health, help with the diagnosis, evaluate the progress of certain
diseases and response to therapy.

Typically, the hematological values of individuals or groups of animals are compared
with reference ranges developed for a population. Although few dog breeds are studied,
some particularities in hematological values are reported. The goals of this academic
dissertation are: literature review on the canine major aspects of complete blood cell count in
healthy dogs and determine hematological reference values in the breed.

Using the automatic analyzer “IDEXX Hematology ®” followed by microscope
evaluation, hematologic values were determined in a sample of 37 clinically healthy, non
neutered Serra da Estrela Dogs. Standard Deviation, average, normality and percentile 2.5
and 97.5% were determined for each parameter.

The author proposes hematological reference values and determined that
hematocrit and mean corpuscular volume tend to be elevated whereas mean corpuscular
hemoglobin concentration and platelets tend to be decreased.

The results may indicate the existence of particularities in the complete blood count

of the studied breed meaning that further research should be done.

Keywords: Complete Blood cell Count, Breed, Serra da Estrela Dog, Reference

range
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Nota Prévia

O presente trabalho foi desenvolvido durante o Estdgio Curricular, obrigatério de
acordo com o regulamento do Curso de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
aprovado pelo Conselho Cientifico da Faculdade de Medicina Veterinaria - Universidade
Luséfona de Humanidades e Tecnologias.

O estdgio teve lugar na Clinica Veterinaria das Laranjeiras, sita na Rua Sdo Tomas
de Aquino, 8-C 1600 Lisboa sob orientacao cientifica do Dr. Luis Cruz que ali desempenha
funcdes de Director Clinico.

Assim, durante o periodo compreendido entre 17 de Agosto a 30 de Dezembro de
2009, com excepgdo do més de Outubro, foram acompanhadas todas as actividades
clinicas que ali tiveram lugar e, paralelamente, desenvolvida pesquisa para o tema que
constitui esta dissertacao.

As actividades clinicas desenvolvidas durante este periodo consistiram na
participacdo activa e acompanhamento de actos terapéuticos a animais internados,
assisténcia em anestesias, cirurgias, consultas a animais de companhia e exéticos,
urgéncias e técnicas complementares de diagnéstico, tais como radiologia,
electrocardiografia e ecografia.

A presente dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria tem como
objectivos uma revisdo bibliografica sobre o hemograma no céo saudavel e contribuir para a

sua caracterizacdo no Céo da Serra da Estrela, variedade de P&lo Comprido.



1. Introducéo

Os exames laboratoriais sdo reconhecidos como importantes meios de diagnéstico
na actividade clinica do médico veterinario.

O hemograma, devido ao seu baixo custo e grande utilidade na actividade clinica, é
dos exames mais solicitados na rotina laboratorial, uma vez que ajuda a avaliar a saude
geral do animal, auxilia na determinacdo do diagndstico, avalia o progresso de certas
doencas e consequente resposta a terapéutica (Rebar, 2003; Cowel, Tyler, & Meinkoth,
1999).

Os valores hematoldgicos de individuos ou grupos de animais sdo comparados com
intervalos de referéncia calculados para uma dada populagdo, utlizando técnicas
laboratoriais semelhantes. As observagfes obtidas s@o consideradas normais se entram
num determinado intervalo pré-estabelecido.

Este conceito de normalidade é tedrico e demasiado simples para ser utilizado no
diagnostico clinico. Parametros como: idade, sexo, raga, anamnese, sinais clinicos e
incidéncias locais de determinadas doengas, devem ser tidas em consideracdo juntamente
com outros dados laboratoriais quando se interpretam os valores do hemograma (Lumsden,
Mullen, & McSherry, 1979).

Apesar de o hemograma ser um procedimento laboratorial amplamente utilizado na
medicina veterinaria, a informacédo sobre os valores hematologicos e caracteristicas das
células sanguineas de determinadas racas de caes e diferentes faixas etarias ainda esta
pouco estudada. A raca canina mais documentada € o «Greyhound», sendo notério que
muitos dos seus valores hematolégicos estao fora, ou nos limites superior e inferior, dos
normalmente utilizados como referéncia para o cao (Cowel et.al., 1999).

Os cées de raca «Beagle», por serem muito utilizados em investigacao, também
sdo uma raca cujos intervalos de referéncia estdo bem caracterizados, sendo importante
salientar que animais criados em ambiente laboratorial podem apresentar caracteristicas
hematoldgicas diferentes dos animais da mesma raga mas com vida livre (Harper, Hackett,
Wilkinson, & Heaton, 2003).

O Céo da Serra da Estrela é a mais popular das ragas autdctones em Portugal.
Esta desde 1999, nos registos individuais por raga, entre as 8 ragas mais registadas no
Clube Portugués de Canicultura (CPC, 1996-2009).
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1.1. Aspectos Gerais sobre Hemograma no Cao Saudavel

O hemograma € a técnica que possibilita a quantificacdo e caracterizacdo dos
elementos celulares do sangue: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. E o exame de primeira
linha no estudo da funcdo hematoldgica, permitindo, além da quantificacdo de cada tipo de
célula sanguinea o estudo da sua morfologia (Lee, 1994; Fauci et al., 1998).

O hemograma completo inclui: contagem de globulos vermelhos com indices
eritrocitarios; contagem de glébulos brancos; contagem de plaquetas e avaliagdo da
morfologia celular.

A sua realizacdo envolve trés passos fundamentais: colheita e processamento da
amostra, analise da amostra e por fim avaliacdo e interpretacdo dos resultados (Rebar,
2003; Willard & Tvedten, 2004).

A colheita e processamento adequado da amostra sdo fundamentais para se obter
resultados fidedignos. O sangue deve ser colhido por venipunctura periférica de forma
asséptica para tubo contendo anticoagulante. Os trés anticoagulantes mais utilizados séo:
acido etilenodiaminotetracético, EDTA; heparina e citrato trissddico. O EDTA actua quelando
o célcio necessario a coagulacdo. E o anticoagulante mais indicado para contagens de
células sanguineas em mamiferos, porque induz anticoagulacdo completa e preserva o
detalhe celular (Lee, 1994; Fauci, et al., 1998; Cowel et.al., 1999; Harvey, 2001).

Os tubos comerciais ja conttm uma gquantidade especifica de EDTA para
determinado volume total de sangue. Caso o volume de sangue seja superior ao indicado no
tubo pode ocorrer a formagado de coagulos, e caso seja inferior pode causar diminuicdo do
hematdcrito por diluicdo e deformacéo celular (Lee, 1994; Harvey, 2001).

Apobs colheita o sangue devera ser homogeneizado e analisado o mais rapidamente
possivel. Se a amostra ndo for analisada 2 a 3 horas apds colheita, devera ser refrigerada a
4°C até um periodo maximo de 24 horas. Com o passar do tempo, o hematdécrito e volume
crepuscular médio, VCM, tendem a aumentar enquanto que, a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média, CHCM, tende a diminuir. A contagem global de eritrécitos,
hemoglobina, hematdcrito e indices eritrocitarios, ttm normalmente alteragbes minimas se o
sangue for refrigerado durante 24 horas (Willard & Tvedten, 2004).

Imediatamente ap0s a colheita, para cada amostra de sangue deve ser preparado
um esfregaco em lamina de vidro (Harvey, 2001).

A determinacdo dos valores do hemograma pode ser realizada através de métodos
manuais ou automaticos. Nos métodos manuais recorre-se apoés diluicdo e lise celular a
observacdo microscopica da amostra utilizando uma camara de «Neubauer». Nos métodos

automaticos a determinagdo baseia-se no uso de técnicas que avaliam variagBes de
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impedancia do fluxo eléctrico ou de disperséo ou absorcéo de luz produzida pelas diferentes
células (Day, Mackin, & Littlewood, 2000).

O analisador utilizado neste estudo, o «IDEXX Lasercyte Hematology Analyzer®»,
utiliza o método da citometria de fluxo. Nesta técnica as células sdo incididas por um laser
cujo grau de absorcdo ou dispersdo da luz é relacionado com o tamanho, morfologia e
complexidade celular (Willard & Tvedten, 2004).

Contudo, esta determinacdo automéatica, por ser baseada em caracteristicas
médias e pelo facto das células sanguineas dos cdes terem uma grande diversidade de
padrdes morfolégicos, podera conduzir a resultados menos especificos. Para minorar este
erro, uma analise do esfregaco sanguineo reveste-se de grande importancia de forma a
complementar e confirmar os resultados obtidos assim como avaliar a morfologia celular
(Lee, 1994; Day et.al., 2000).

A avaliagdo do esfregaco sanguineo permite ainda obter outras informacfes Uteis
para o diagndstico. Determinadas alteracdes na morfologia dos eritrcitos podem ser
sugestivas de perda de sangue cronica, exposicdo a téxicos, doengas vasculares ou
doencas imunomediadas primarias. Do mesmo modo, alteragbes na morfologia dos
leucocitos podem ser o primeiro achado laboratorial sugestivo de alguma doenca hereditaria
ou leucemia (Cowel et.al., 1999).

Os intervalos de referéncia sdo calculados através de uma média de determinacgdes
realizadas numa populacdo clinicamente s& e, portanto, obedecendo a uma curva de
distribuicdo normal. Deste modo, pode existir uma pequena percentagem de animais da
populacdo saudavel com resultados laboratoriais proximos aos extremos de referéncia
«border line» ou fora deles e, animais doentes com valores dentro do intervalo de referéncia
(Lopes, Biondo, & Santos, 2007). Para correcta interpretacdo dos resultados obtidos numa
determinacdo, € necessaria compreensdo da fisiologia e fisiopatologia dos diversos
mecanismos do sistema hematopoiético e as variagbes quantitativas e morfolégicas das
células sanguineas na resposta a doenca (Rebar, 2003).

Sendo conhecido que individuos ou elementos de determinado grupo podem ter
caracteristicas Unicas, os melhores valores de referéncia séo sempre os do proprio paciente,
determinados quando saudavel. No calculo da magnitude da alteracao, de um individuo, ndo
deve ser utilizado como termo de comparacéo, um intervalo de valores mas sim um valor
médio, por exemplo hematécrito de 45% em vez do intervalo 37— 55% (Willard & Tvedten,
2004).

E importante salientar que os valores de referéncia a considerar devem ser os
estabelecidos para cada laboratério de diagndéstico e para cada técnica especifica (Cowel
et.al., 1999).
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1.1.1. Componentes do Hemograma
1.1.1.1. Eritrograma

O eritrograma caracteriza a populacdo eritrocitaria da amostra. Baseia-se em trés
parametros guantitativos: hematdécrito, concentracdo de hemoglobina e contagem global de
eritrocitos.

Trés indices adicionais permitem ainda descrever as caracteristicas qualitativas
médias, e sdo: Volume Corpuscular Médio - VCM; Hemoglobina Corpuscular Média - HCM e
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média -CHCM.

Muitos autores consideram ainda a contagem de reticuldcitos como parte integrante
do hemograma uma vez que este parametro se refere ao nimero de eritrocitos imaturos

presentes na amostra (Lee, 1994).

Contagem Global de Eritrocitos, Concentracdo de Hemoglobina e Hematocrito

Contagem global de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito séo
medidas directas da massa de células vermelhas ou da capacidade de transporte de
oxigénio no sangue (Rebar, 2003)

Estes parametros sdo responsaveis pela definicAo dos conceitos de anemia e
policitémia. Define-se anemia quando: os eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e/ou
hematdcrito estdo abaixo dos valores minimos de referéncia. Designa-se policitémia, ou
eritrocitose, quando aqueles parametros estdo acima dos valores maximos de referéncia
(Cowel et.al., 1999).

Em circunstancias especiais, a anemia pode ser considerada num animal com
hematdcrito a diminuir ao longo do tempo, mesmo que este permaneca dentro dos intervalos
de referéncia (Nelson & Couto, 2006).

A anemia pode ser classificada como relativa ou absoluta. Anemia relativa deve-se
a expansédo do volume plasmatico que ocorre por exemplo em fémeas gestantes, recém-
nascidos ou apos fluidoterapia. Anemia absoluta é a forma mais comum de anemia, e pode
ser classificada de vérias formas, de acordo com critérios de avaliacdo como a morfologia
dos eritrécitos, mecanismos patogénicos que lhe dédo origem ou, resposta eritréide da
medula 6ssea (Cowel et.al., 1999).

Relativamente a resposta da linha eritroide da medula éssea, a anemia pode ser
classificada como regenerativa ou ndo regenerativa. Anemia regenerativa € normalmente
resultado de hemorragia ou hemdlise e caracteriza-se por resposta da medula 6ssea e

presencga de eritrocitos imaturos no sangue. Na anemia ndo regenerativa, a resposta da
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medula éssea é ineficaz ou inadequada. As causas de anemia séo varias, e muitas vezes é
necessario um mielograma para esclarecer o grau de afeccdo medular e respectiva causa
(Day et.al., 2000; Rebar, 2003).

A presenca de panleucopénia, particularmente neutropénia, e trombocitopénia
concomitantes com anemia sao factores bastante sugestivos de patologia medular priméria
(Cowel et.al., 1999).

Policitémia, ou eritrocitose €, tal como a anemia, também classificada como relativa
ou absoluta. Policitémia relativa é a forma mais comum de policitémia e ocorre como
resultado da reducéo do volume plasmatico devido a desidratagdo ou a aumento da massa
de células vermelhas secundéaria a contrac¢do esplénica (Nelson & Couto, 2006; Rebar,
2003; Cowel et.al., 1999). A contraccdo esplénica, que pode ocorrer apds exercicio ou como
resposta a epinefrina libertada em animais excitados, com medo ou dor, normalmente é
caracterizada, por aumento temporario do hematécrito sem aumento das proteinas
plasmaticas (Cowel et.al., 1999).

Policitémia absoluta é definida como elevagdo no nimero de eritrdcitos circulantes
devido a um aumento na producao destas células e é mais comum em resultado de hipoxia,
cronica (Cowel et.al., 1999). A policitémia absoluta pode ser classificada como primaria
guando ocorre devido a um processo mieloproliferativo, caracterizado por proliferacéo
exacerbada de células eritroides ou, secundaria devido a aumento da concentracdo de
eritropoietina sérica (Nelson & Couto, 2006; Rebar, 2003).

Intervalos de referéncia reflectem a situacdo real em 95% da populag&o canina em
geral mas, ocasionalmente, um valor «anormal» pode ser considerado normal para os
animais em questao, o que leva a avaliacdo desnecessaria da presenca de doenca (Nelson
& Couto, 2006).

Por exemplo, nas ragas de cées «Greyhound», Galgo Afegéo, «Saluki», «Whippet»
e «Belgian Tervuren» os intervalos de referéncia hematol6gicos sdo diferentes dos
normalmente utilizados para a populacdo canina em geral. Os valores de hemoglobina e
hematdcrito tendem a ser mais elevados que o normal (Clark & Parry, 1997; Cowel et.al.,
1999; Greenfield, Messick, Solter, & Schaeffer, 2000; Steiss, Brewer, Welles, & Wright,
2000).

Sao ainda exemplos desta condicdo valores fisiolégicos de hematdcrito superiores
a 50% em cades de raca Caniche, Pastor Alemao, «Boxer», «Beagle», «Dachshunds»,
«Chihuaua» e «Greyhounds» (Harper et.al., 2003; Willard & Tvedten, 2004). Os caes de
raca Sao Bernardo tendem a ter valores de hematdcrito no limite superior do intervalo de
referéncia, entre 35 e 40% (Willard & Tvedten, 2004).
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Caes de caca/trabalho e cdes que vivam em locais de alta altitude também tendem
a apresentar hematdcrito acima do intervalo de referéncia para a espécie (Nelson & Couto,
2006). Esta descrito (Davis & Davis, 2008) em cées de trend sujeitos de forma continua a
exercicio fisico extremo uma diminui¢cdo do hematdcrito e da concentracdo de hemoglobina.

Uma outra situacdo de anemia relativa verifica-se nos animais muito jovens que
tendem a ter hematdcrito mais baixo, pois ao crescer aumentam rapidamente o espaco
vascular (Cowel et.al., 1999). Em estudos efectuados em «Beagles» jovens e geriatricos
verificou-se que, ap6s o desmame, as contagens eritrocitarias, hemoglobina e hematdcrito
eram inferiores aos valores de referéncia para cdes adultos, enquanto que em «Beagles»
geriatricos os valores encontravam-se dentro dos intervalos de referéncia (Harper et.al.,
2003; Swanson, Kuzmuk, Schook, & Fahey, 2004).

Para além da idade, o estado hormonal e o sexo desempenham uma funcao
importante na regulacéo eritrocitaria. Os andrégenos aumentam a concentracdo de globulos
vermelhos, estimulando a produgcdo de eritropoietina ou potenciando a sua ac¢do na
medula. Os estrégenos, por sua vez, apresentam efeito inibidor sobre a eritropoiese, assim,
0s machos tém tendéncia a apresentar uma maior contagem de eritrocitos que as fémeas
(Lopes et.al., 2007).

Um estudo (Feldman, Zinkl, & Jain, 2000) efectuado em «Beagles» revelou que 0s
machos tinham uma concentragdo de hemoglobina ligeiramente mais elevada do que as
fémeas, 16g/dL versus 15.6 g/dL. A magnitude desta alteragdo n&o € provavel ser
clinicamente significativa, uma vez que ambos o0s valores se encontram dentro dos
parametros de referéncia para cées adultos. Outro estudo (Clark & Parry, 1997) nao
verificou estas diferengas entre machos e fémeas em individuos da raca «lIrish wolfhound»

Por seu lado, as fémeas gestantes apresentam alteragfes significativas no
eritrograma. Num estudo (Feldman et.al., 2000) efectuado em «Beagles», o hematdcrito de

fémeas gestantes variou de 53% no inicio da gestacao até 32% no final.

Valores da contagem de eritrécitos, concentracdo de hemoglobina e hematécrito
em cédes adultos saudaveis situam-se entre 5.5 e 8.5 x10%uL, 12 e 18 g/dL e 37 e 55 %

respectivamente (Feldman et.al., 2000).
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indices Eritrocitarios

Designam-se como indices eritrocitarios: o Volume Corpuscular Médio - VCM e a
Concentracdo de Hemoglobina Média - CHCM.

Estes indices possibilitam a classificagdo morfoldégica das anemias, em macrocitica,
normocitica e microcitica considerando o tamanho e saturacdo de hemoglobina dos
eritrocitos. Apesar desta nomenclatura ndo ser especifica da etiologia da anemia, é,
clinicamente utili no que respeita a sua classificacdo fisiopatoldégica e capacidade
regenerativa (Day et.al., 2000).

O VCM ¢é traduzido como o volume corpuscular médio de um eritrécito, sendo
obtido através da seguinte férmula (Day et.al., 2000):

Hematocrito = 1000

VM = -
Contagem de eritrocitos

Tendo em conta o VCM a anemia pode classificar-se: macrocitica quando o VCM
esta acima dos valores normais; normocitica quando o VCM se apresenta dentro dos
valores fisioldgicos, e microcitica quando estd abaixo dos valores considerados normais
para a espécie (Day et.al., 2000).

Os valores normais de VCM variam bastante entre as diferentes racas e séo
independentes do tamanho do animal. No entanto animais jovens tendem a ter eritrgcitos
maiores em relacdo a animais adultos (Feldman et.al., 2000) e o VCM diminui rapidamente
apo6s o0 nascimento atingindo valores normais as 4 semanas de idade (Harper et.al., 2003).

Algumas linhagens de cades Caniche «Toy» e Caninche An&o aparentam ter
macrocitose hereditaria associada a eritropoiese anormal. Nestes animais as contagens de
eritrocitos estdo abaixo do valor inferior de referéncia, mas devido ao aumento do tamanho
dos eritrécitos e da concentracdo de hemoglobina, o seu hematdcrito encontra-se dentro dos
valores de referéncia. Nesses animais o VCM pode variar entre 84,5 e 106,7 fL (Feldman
et.al., 2000).

Outras excepcOes fisioldgicas verificam-se em caes de raca «Akita Japonés» e
«Shiba Japonés» que tém eritrécitos microciticos com um VCM que varia entre 55 a 65fL
(Day et.al., 2000; Feldman et.al., 2000; Greenfield et.al., 2000).

Em caes adultos saudaveis, os valores normais de VCM sdo de 60 a 77 fL
(Feldman et.al., 2000).
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A CHCM ¢ definida como o grau de saturacdo em hemoglobina de um eritrdcito.

Este valor é calculado pela divisdo da concentracdo de hemoglobina pelo valor de
hematocrito. A CHCM permite a classificacdo da anemia em normocrémica quando o seu
valor esté dentro do intervalo de referéncia ou hipocrémica quando é inferior ao intervalo de
referéncia (Day et.al., 2000).

A CHCM é uma caracteristica independente da raca.

Como os eritrécitos sdo saturdveis com hemoglobina, um aumento na CHCM nao é
clinicamente possivel. Deste modo, valores de CHCM acima dos fisiol6gicos s6 podem ser
obtidos quando ocorre uma das seguintes situacdes: quantidade de EDTA na amostra é
maior que a recomendada e ocorre hemdlise ou, devido a erro laboratorial na determinacao
do hematdcrito ou hemoglobina (Coelho, 2006).

Uma anemia regenerativa caracteriza-se normalmente por aumento do VCM e
diminuicdo da CHCM devido a presenca de reticul6citos em circulagdo, que sdo células
maiores e com menos hemoglobina que os eritrocitos (Rebar, 2003).

E importante salientar que, se as amostras ndo forem processadas 2 a 3 horas
apos colheita devem ser refrigeradas a 4°C pois, a temperatura ambiente, os eritrécitos tém
tendéncia a perder a hemoglobina, o que pode conduzir & diminuicdo da CHCM (Day et.al.,
2000; Willard & Tvedten, 2004).

O valor normal de CHCM em caes esta compreendido entre 32 e 36 g/dl (Feldman
et.al., 2000).

Reticul6citos

Reticuldcitos, também denominados de policromatdfilos, s@o eritrocitos imaturos
com ribossomas e mitocondrias no citoplasma, que lhes conferem uma coloracdo azulada
sob a acgdo de corantes especificos. A sua presenca € referida como policromasia ou
policromatofilia (Rebar, 2003).

A presenca destes organelos permite a sintese de mais de 20% do conteudo final
da hemoglobina do eritrdcito (Lopes et.al., 2007)

Para efectuar a contagem de reticulécitos € necessério a utilizagdo de corantes
designados supravitais, como 0 novo-azul-de-metileno ou azul brilhante de cresil, que
precipitam as organelas, apresentando-se na célula como pontos basofilicos (Rebar, 2003;
Cowel et.al., 1999).
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Existem dois tipos de reticulécitos classificados, consoante a sua apresentacdo em
agregados e pontilhados. Reticulécitos agregados sdo células grandes com organelas
fortemente agrupadas, enquanto que, reticulécitos pontilhados sao células mais maduras,
que apresentam pontos e granulos de acido ribonucleico, RNA, residual num padrdo mais
disperso (Feldman et.al., 2000).

Os reticulocitos sdo células maiores que o0s eritrgcitos maduros, sendo
responsaveis pela macrocitose e anisocitose verificadas durante o exame microscépico do
esfregaco sanguineo (Harvey, 2001).

Na figura seguinte apresenta-se um esquema da maturacao eritrocitaria.

® & o

Rubriblasto Pra-rubricito Rubricito Rubricito Metarrubricito Reticuldcito
Basofilico Policromatdfilo

Figura 1 — Maturagéo dos eritrécitos caninos (Adaptado de Harvey, 2001)

Da mesma forma que os seres humanos, 0s cdes com anemias regenerativas,
respondem com a producéo de reticulocitos do tipo agregados. Os reticulécitos pontilhados
também sdo observados em cdes, mas 0 seu nimero é sempre muito pequeno para se
justificar uma contagem separada de reticul6citos agregados e pontilhados (Cowel et.al.,
1999; Feldman et.al., 2000).

Em situagdo normal os reticulécitos permanecem na medula 6ssea dois a trés dias
apos a sua producdo, antes de passarem para o sangue periférico por diapedese. A sua
libertagdo para o sangue é controlada através de um grande ndamero de factores, sendo
alguns exemplos a concentracdo de eritropoietina, a deformabilidade capilar e a carga de
superficie dos reticulécitos. Quando ocorre hipoxia tecidual ou durante eritropoiese intensa,
os reticuldcitos podem ser libertados prematuramente na circulagéo sanguinea (Lopes et.al.,
2007).

Cées adultos saudaveis tém normalmente menos de 1% de reticulécitos em
circulagdo no sangue periférico. Animais recém-nascidos tém contagens de reticuldcitos
bastante mais elevadas devido a intensa eritropoiese associada ao aumento de volume
vascular. Assim, contagens de reticulécitos até 10% podem ser encontradas em animais
saudaveis com menos de 2 meses de idade. Este valor diminui para os valores proximos

dos normais em adultos por volta dos 5/6 meses de idade (Feldman et.al., 2000).
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A presenca de reticulocitose e policromasia sao indicadores de intensa eritropoiese.
A sua presenca ou auséncia permite assim classificar as anemias em regenerativas ou ndo
regenerativas. Numa situacdo regenerativa, normalmente, ocorre uma resposta medular

maxima por volta dos 7 dias ap0s o inicio da anemia (Cowel et.al., 1999).

indice de producdo de reticulocitos maior que 1 % ou contagem de reticulécitos
superior a 60.000/uL sdo indicadores da presenca de uma anemia regenerativa (Feldman
et.al., 2000; Day et.al., 2000)

1.1.1.2. Leucograma

O leucograma, avaliado como parte integrante do hemograma, inclui a
guantificacéo de leucécitos, contagem diferencial e correspondente analise morfologica.

Embora de pouca utilidade para o diagndstico de uma patologia especifica, é util
para excluir diagnoésticos diferenciais ou para prever a gravidade da doencga e o seu eventual
prognostico. Os leucogramas sequenciais sdo ainda Uteis na monitorizacdo de resposta a
terapéutica instituida como por exemplo, no caso de processos infecciosos e/ou
inflamatérios (Nelson & Couto, 2006).

Um estudo recente (Frazdo, 2008), em que 0s autores avaliaram alteracdes
leucocitarias como factor de prognéstico na evolugao clinica da parvovirose canina, concluiu
gue a avaliacdo da contagem total de leucdcitos pode contribuir como factor de prognéstico
em canideos com parvovirose. Pacientes com leucopénia severa a moderada no momento
do diagndstico apresentam maior mortalidade quando comparados com canideos com

leucopénia ligeira, valores normais ou leucocitose.

Contagem Global de Leucdcitos

O termo leucdcito inclui todas as células brancas do sangue e seus precursores.
Estas células séo produzidas na medula 6ssea e utilizam a corrente sanguinea como meio
de transporte da medula para os tecidos. A sua quantidade circulante reflecte o equilibrio
dindmico entre producéo e consumo (Lopes et.al.2007; Frazéo, 2008).

Do ponto de vista morfolégico, tendo em conta a presenca de granulos no
citoplasma, os leucdcitos podem ser classificados em granuldcitos ou agranulécitos.
Granulécitos incluem os neutrdéfilos, eosindfilos e basdfilos. Os agranuldcitos incluem

mondcitos e linfocitos (Feldman et.al., 2000; Harvey, 2001).
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Considera-se que existe leucocitose quando a contagem de leucécitos excede o
limite maximo de referéncia para a espécie, e consequentemente, leucopénia define o
fendmeno oposto (Nelson & Couto, 2006).

A leucocitose pode classificar-se como fisiolégica, reactiva ou proliferativa.
Mudancas na contagem total de leucécitos podem envolver ainda, anomalias de producéo,
libertacdo, distribuicdo intravascular e na vida média dos diferentes leucdcitos (Lopes et.al.,
2007).

O desenvolvimento pds-natal das vérias linhas celulares leucocitarias varia ao longo
do crescimento, uma vez que, O sistema imunitario canino se encontra imaturo ao
nascimento. Fisiologicamente a contagem de leucécitos em cachorros pode chegar a
duplicar o limite superior de referéncia para céaes adultos (Harper et.al., 2003).

Dos leucdcitos em circulagdo durante as primeiras semanas de vida, existe durante
a primeira semana, uma predominancia de neutréfilos que com o passar do tempo se altera
para uma predominancia transitéria de linfocitos. Esta proporcao é revertida entre o 1° e 3°
més de idade quando as percentagens de neutrdéfilos e linfécitos sanguineos estabilizam, e
igualam as do céo adulto (Lopes et.al., 2007; Fraz&o, 2008).

Durante a gravidez, o nimero total de leucdcitos pode aumentar ligeiramente perto
do parto até 19 000/uL. As contagens de leucécitos diminuem para o intervalo de referéncia
a partir do inicio da lactagcdo, podendo voltar ao normal sé apdés o desmame (Feldman et.al.,
2000).

Em «Greyhounds» os valores de leucécitos tendem a encontrar-se no limite inferior
de referéncia (Steiss et.al.,, 2000) e esta descrita uma leucopénia fisiolégica em céaes
«Belgian Tervuren», uma variedade do Cao Pastor Belga (Greenfield et.al., 2000). Em caes
submetidos a exercicio fisico extremo os valores de leucdcitos podem a estar acima dos

valores considerados de referéncia (Davis & Davis, 2008).

Valores normais da contagem global de leucdcitos para caes situam-se entre 6.000
e 17.000/uL (Feldman et.al., 2000).

Contagem Diferencial de Leucécitos

A contagem diferencial de leucocitos pode ser reportada em nimeros relativos, em
nameros absolutos, em percentagem ou em ndmero de células por microlitro.

E o nimero absoluto, e ndo a percentagem que deve ser avaliado, pois a ultima
nao reflecte de forma objectiva a formula leucocitaria, especialmente, se a contagem de

leucdcitos estiver muito aumentada ou diminuida (Harvey, 2001; Nelson & Couto, 2006).
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Neutrofilos

Os neutrdfilos sdo produzidos na medula G6ssea e libertados para a corrente
sanguinea, onde tém um tempo médio de circulacdo de aproximadamente 6 a 8 horas em
caes. A cada 2 a 2,5 dias da-se a reposicdo de todos os neutréfilos, migrando depois, por
diapedese de forma unidireccional, para os pulmdes, intestino, outros tecidos ou fluidos

organicos tais como urina ou saliva onde acabam por ser eliminados (Rebar, 2003; Nelson &

Couto, 2006).
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Figura 2 — Neutréfilo coloracdo Wright-Giemsa — Ampliagdo 400x (Fotografia original)
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Os neutrofilos séo os granuldcitos circulantes predominantes. Apesar da sua fungéo
primaria ser a fagocitose de microrganismos, estas células participam na resposta
inflamatoria, local ou sistémica, e exercem uma funcéo secretora através da libertacdo de
moléculas biologicamente activas como as prostaglandinas (Rebar, 2003).

Diminuicdo, neutropénia, ou aumento, neutrofilia, no nimero de neutrofilos tém,
normalmente, significado clinico. A neutropénia pode, por exemplo, resultar da diminuicdo
ou defeito na producdo celular na medula 6ssea ou do sequestro ou destruicdo de
neutrofilos circulantes como acontece em algumas doencgas infecciosas ou imunomediadas
(Nelson & Couto, 2006; Frazéo, 2008).

Como causas mais comuns de neutropénia associada a uma producao reduzida na
medula éssea sdo conhecidas infeccbes tais como a parvovirose canina e ehrlichiose e
determinadas drogas como por exemplo trimetoprim-sulfa, fenilbutazona, estrégenos e ainda
alguns agentes quimioterapicos (Wyatt & Wyatt, 2002; Lopes et.al., 2007).

Outro exemplo, no qual a neutropénia ocorre como causa de uma doenca
hereditaria autossémica recessiva presente apenas em cées de raga «Collie» cinzentos é a
hematopoiese ciclica. Estes animais apresentam oscilacdes na producdo dos factores
estimulantes hematopoiéticos, como a eritropoietina e trombopoietina, e consequente

producdo ciclica das células sanguineas. Em conjunto apresentam também, trombocitopénia
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e anemias discretas e sofrem alto risco de infec¢cdes e sépsis devido a neutropénia, que
pode ser intensa. Esta doenca causa igualmente lesGes articulares e sistémicas (Feldman
et.al., 2000).

Em caes saudaveis da raca «Belgian Tervuren» estd descrita uma neutropénia
fisiologica diferente da neutropénia ciclica dos «Collies» cinzentos. Estes animais ndo
apresentam sinais clinicos de patologia e a neutropénia ndo parece afectar a sua
longevidade (Greenfield et.al., 2000).

Neutrofilia € a causa mais comum de leucocitose em caes e gatos, e pode ocorrer
normalmente associada a trés mecanismos: i) mediada pela epinefrina em resposta
fisiolégica a medo, excitagdo ou esforco fisico; ii) induzida por corticosteréides enddégenos
ou exogenos; iii) associada a inflamacédo ou a infec¢do, que se pode acompanhar por um
aumento nos neutréfilos imaturos e/ou alteragfes toxicas dos neutrdéfilos (Frazéo, 2008).

Na neutrofilia mediada pela epinefrina, o compartimento marginal de neutrofilos
e/ou linfécitos € mobilizado para a circulacdo sanguinea, o que faz aumentar a contagem
total de leucécitos e o numero absoluto de neutréfilos e/ou linfécitos. Manifesta-se assim por
neutrofilia ou linfocitose transitéria. Esta condicdo € comum em animais jovens sendo
geralmente desencadeada por distarbios emocionais e fisicos. Nestes casos, raramente 0
namero de mondcitos e eosindfilos aumenta (Lopes et.al., 2007).

Neutrofilia induzida por corticosteréides ocorre, normalmente, concomitantemente
com linfopénia, eosinopénia e monocitose. Caracterizando assim o que normalmente se
designa por leucograma de stress.

A neutrofilia ocorre devido a mobilizacdo dos neutréfilos segmentados do
compartimento de reserva da medula 6ssea e por diminui¢cdo da diapedese das células para
os tecidos. Linfopénia, ocorre principalmente por linfolise dos linfocitos T sensiveis a
esteréides no sangue e tecido linféide, ou, por marginagédo e sequestro dos linfécitos em
locais extra vasculares. Eosinopénia ocorre, principalmente, por diminuicdo da saida destas
células da medula 6ssea, devido a interferéncia com o efeito quimiotactico da histamina nos
eosindfilos. A causa de monocitose permanece ainda desconhecida. A resposta dos
basoéfilos aos corticosteréides € similar a dos eosindfilos, mas ndo € reconhecida
usualmente, porque os baséfilos sao células pouco frequentes no sangue (Lopes et.al.,
2007).

As contagens normais de neutréfilos segmentados e bastonetes em cées estao

situadas entre 3.000 e 11.500/uL e 0 e 300/uL, respectivamente (Feldman et.al. 2000).
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Alteracdes fisioldégicas no nimero total de leucocitos e neutrofilos foram reportadas
em «Beagles» durante os primeiros 2 meses de vida mas, com pequenas excepcdes, 0s

valores mantiveram-se dentro dos intervalos de referéncia (Feldman et.al.2000).

Linfécitos

Os linfécitos sdo das principais células do sistema imunitario e dividem-se em: i)
linfécitos circulantes; ii) linfécitos que se encontram nos 6rgaos linféides primarios como a
medula 6ssea e timo nos animais jovens e iii) linfécitos que se encontram nos 6rgaos
linféides secundéarios como os ganglios linfaticos, baco, placas de Peyer e tecidos linfoides
associados aos bronquios. A maioria dos linfocitos encontra-se nos o6rgdos linféides
primarios, a percentagem que se encontra em circulacdo é pequena e tem como origem 0S

linfonodos (Harvey, 2001).

Figura 3 - Linfocito canino coloracdo Wright-Giemsa — Ampliacdo 400x (Fotografia original)

Os linfécitos sé@o agrupados em diferentes subpopulagdes consoante o seu fenétipo
e funcéo: linfécitos B responsaveis por imunidade humoral e linfocitos T, responsaveis pela
imunidade mediada por células. Na maioria das espécies aproximadamente 70% dos
linfécitos circulantes séo células T (Rebar, 2003).

Linfécitos sdo células de vida longa e atingem uma longevidade de meses a anos.
Os linfocitos-T de memdria podem, sob estimulos adequados, manter a capacidade de se
multiplicarem por mitose (Nelson & Couto, 2006).

Pode ocorrer, um aumento no numero de linfécitos circulantes, designado por
linfocitose, em diferentes situacdes inflamatdrias / infecciosas tais como: apés vacinagéo; no
caso de Erliquiose cronica; hipoadrenocorticismo; linfossarcomas e leucemias linfociticas,
sendo, nestes dois Ultimos casos, eventos tardios.

Um aumento transitério do nimero de linfécitos circulantes, e outros leucocitos, é

comum em animais excitados como resposta a epinefrina (Cowel et.al., 1999).

23



A diminuicdo no numero total de linfocitos, designado linfopénia, ocorre
normalmente devido a: presenca de niveis elevados de inibidores da linfopoiese em
circulagdo, como glucocorticéides e quimioterapicos; sequestro de linfa como no quilotérax
ou linfangiectasia intestinal; em alguns linfossarcomas e na fase aguda de uma infeccdo
viral (Rebar, 2003; Nelson & Couto, 2006; Frazdo, 2008).

Valores de linfcitos, para cdes normais, estdo compreendidos entre 1.000 e
4.800/uL (Feldman et.al., 2000).

Contagens linfocitarias entre 2.000 a 10.000 /uL sdo comuns em cdes com menos
de 6 meses. Nestes animais, considera-se linfopénia se os valores de linfécitos forem
inferiores a 2.000 /uL. ApGs este periodo normalmente as contagens hematolégicas tém
poucas alteracdes (Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000).

Em cédes saudaveis da raca «Belgian Tervuren» esta ainda descrita uma linfopénia

fisiologica (Greenfield et.al., 2000).

Monécitos

Mondcitos originam-se na medula 6ssea e ap0s maturacao entram na circulacdo
periférica de onde migram para tecidos onde se continuam a desenvolver e se diferenciam

em macréfagos ou histidcitos (Harvey, 2001).

Figura 4 - Monocito canino coloragao Wright-Giemsa — Ampliagcédo 1000x (Fotografia original)

As fungBes dos mondcitos, além da fagocitose de microorganismos sao: i)
contribuicdo para a regulagéo da resposta inflamatoria através da libertacdo de mediadores
inflamatorios; ii) processamento de antigenos; iii) producdo de citoquinas; iv) reparacdo
tecidual e v) participacdo na regulacdo do armazenamento de ferro do organismo (Rebar,
2003; Lopes et.al., 2007).
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Monocitose, aumento do nimero absoluto de mondcitos no sangue, € comum em
leucogramas de cdes com doenca cronica e no leucograma de stress onde esta
frequentemente associada a neutrofilia (Nelson & Couto, 2006).

Devido a grande variacdo nos valores de referéncia dos monécitos, monocitopenia
€ de dificil quantificacdo e raramente documentada nos animais domeésticos.

Nos casos em que ocorre monocitopenia associada a neutropénia a monitorizacao
do numero de mondcitos sanguineos pode ser Util em termos de progndstico pois 0s
mondcitos tém um tempo de maturacdo celular mais curto sendo libertos na corrente
sanguinea mais depressa que o0s neutréfilos. Deste modo, neutropénia seguida de

monocitose, normalmente, sugere um melhor prognéstico.

O valor de referéncia dos mondcitos, para cées, situa-se entre 150 a 1.350/uL
(Feldman, Zinkl, & Jain, 2000).

Em cades saudaveis da raca «Belgian Tervuren» estd descrita a presenca de
monocitopenia fisiolégica (Greenfield et.al., 2000)

Eosindfilos

Eosindfilos, sdo produzidos maioritariamente na medula 6ssea sob controlo dos
linfécitos-T, embora, a sua producao, também ocorra em menor grau noutros tecidos como o

baco, timo e linfonodos cervicais (Frazdo, 2008; Lopes et.al., 2007).

Figura 5 - llustragdo de um Eosinéfilo canino (Harvey, 2001)

Os eosindfilos participam na regulacéo da resposta alérgica e resposta inflamatéria
através: da modulacéo da actividade dos mastécitos; de propriedades anti-inflamatérias e da
accao de substancias dos seus granulos, como a serotonina e a bradiquinina (Rebar, 2003).

Outra funcdo importante dos eosinodfilos € o controlo de infecgbes parasitarias ao
fixarem-se na superficie dos parasitas pois, desgranulam promovendo uma accao
parasiticida (Lopes et.al., 2007).
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Eosinopénia, definida pela diminuicdo no numero absoluto de eosindfilos
circulantes, é encontrada, muitas vezes, como parte do leucograma de stress atribuindo-se,
normalmente, pouca relevéancia clinica.

Eosinofilia, que corresponde ao aumento no numero absoluto de eosindfilos
circulantes, é bastante comum em infec¢cdes parasitarias como no caso de dirofilariose;
disturbios de hipersensibilidade como na atopia, alergias alimentares, dermatite alérgica a
picada de pulga; disturbios infiltrativos eosinofilicos como colite/gastroenterite eosinofilica e

ainda doencas infecciosas e/ou neoplasicas (Nelson & Couto, 2006).

Valores normais de eosindfilos, em cées adultos, sdo de 100 a 1.250/uL (Feldman
et.al., 2000).

Cées de raga Pastor Alem&o podem apresentar contagens de eosinofilos acima do
valor de referéncia para outras racas. A causa deste fendmeno é desconhecida mas néo

parece ter importancia clinica (Day et.al., 2000).

Basofilos

Sao células pouco frequentes no sangue e medula éssea, sendo frequentemente
comparados com 0s mastdcitos devido a algumas semelhancas morfolégicas e funcionais
(Feldman et.al., 2000).

Os granulos dos baséfilos contém histamina que desempenha um papel
fundamental nas reaccdes de hipersensibilidade imediata e heparina, que tem efeito
anticoagulante importante no processo inflamatoério (Rebar, 2003).

.w.

Figura 6 - llustracdo de um Baséfilo canino (Harvey, 2001)

Os basdfilos sdo produzidos na medula 6ssea e tém o mesmo precursor dos
mastocitos tissulares. Basofilos ndo se diferenciam em mastocitos, mas ambas as células
desempenham fung¢des similares. Basofilos activos sdo capazes de sintetizar diversas

citoquinas que iniciam ou modulam a resposta inflamatéria (Lopes et.al., 2007).
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1.1.1.3. Trombocitograma
Contagem de Plaquetas

Plaguetas ou trombdécitos sdo pequenos fragmentos, redondos a ovais, anucleados,
produzidos na medula éssea através da fragmentacdo do citoplasma dos megacariicitos
(Harvey, 2001).

A funcao primaria destas células é manutencdo da hemostasia. Sao a primeira linha
de defesa quando os vasos sanguineos sdo danificados e actuam através da: aderéncia ao
subendotélio; agregando-se; recrutando plaquetas adicionais para a area e facilitando a
formacdo local de trombina e fibrina num micro ambiente que a assegura rapida formacao
do trombo (Feldman et.al., 2000).

As plagquetas desempenham funcdo importante na inflamacao através da libertacédo
de mediadores sollveis que modulam a actividade de outras células sanguineas e do
endotélio vascular (Rebar, 2003).

Desordens plaquetarias sao classificadas em quantitativas ou qualitativas.
Desordens quantitativas incluem: trombocitopénia, que corresponde a uma diminuicdo no
numero de plaquetas circulantes e trombocitose, caracterizada por um aumento do numero
de plaquetas circulantes. Trombocitopénia representa a causa mais comum de hemorragia
espontanea, sendo que, a sua importancia clinica ndo deve ser subestimada (Nelson &
Couto, 2006; Rebar, 2003).

Trombocitopénia pode ocorrer em resultado da diminuicdo da producdo, aumento
no consumo ou destruicdo das plaquetas (Nelson & Couto, 2006).

A diminuicdo na sua producdo pode ocorrer devido a infec¢do por Ehrlichia canis;
processos neoplasicos; patologias imunomediadas ou pela ac¢do de farmacos tais como:
agentes quimioterapicos, antibiéticos ou anti-fungicos. O aumento no consumo das
plaquetas estd associado a coagulacdo intravascular disseminada, hemangiossarcomas,
vasculites e outros danos vasculares. O aumento na destruicdo das plaquetas é resultante
do aumento da fagocitose de plaquetas pelo Sistema Mononuclear Fagocitico ou
mecanismos imunomediados, tendo como principal causa a trombocitopénia imunomediada
e 0 aumento do sequestro de plaquetas devido a esplenomegalia ou hepatomegalia (Nelson
& Couto, 2006; Rebar, 2003; Cowel et.al., 1999).

A trombocitose é muito menos comum que a trombocitopénia e pode ser: reactiva;
transitéria, devido a um aumento na producdo de plaquetas, ou idiopatica. Trombocitose
reactiva normalmente é devida a: hemorragia ou hemolise aguda; aumento da eritropoiese e

granulopoiese, como no caso da inflamacdo crénica. Trombocitose transitéria esté
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associada a uma contraccdo esplénica, drogas como corticosterdides, epinefrina ou
vincristina; hiperadrenocorticismo, ou apds esplenectomia. Aumento da producdo
plaguetaria estd associado a patologias mieloproliferativas como leucemia plaquetéria.
Estdo descritas ainda causas para-neoplasicas como no carcinoma espinocelular, no
mastocitoma ou na deficiéncia em ferro (Cowel et.al., 1999; Rebar, 2003).

A “policitémia vera” é uma patologia mieloproliferativa primaria que se caracteriza,

além da eritrocitose por trombocitose (Harvey, 2001).

Valores normais da contagem de plaquetas para cdes estdo compreendidos entre
200.000 e 500.000/uL (Feldman et.al., 2000).

Nos «Greyhounds» as contagens de plaquetas tendem a encontram-se no limite
inferior de referéncia (Steiss et.al., 2000). Foi reportado em 36 «Greyhounds» de corrida
aparentemente saudaveis, uma média da contagem plaquetéaria de 154.000 /ulL,+-43.000/uL
(Feldman et.al., 2000).

Volume Plaquetério Médio

Volume plaquetério médio, VPM, é o tamanho médio estimado das plaquetas e é
inversamente proporcional ao nimero de plaquetas (Feldman et.al., 2000).

Plaquetas do tamanho ou maiores que eritr6citos sdo denominadas de
macroplaguetas, megaplaguetas ou macrotrombocitos. Aumento do VPM é sugestivo de
resposta trombopoiética e ocorre em consequéncia da: destruicdo plaguetéaria em algumas
doencas mieloproliferativas, no hipertireoidismo ou em animais em recuperacdo de
trombocitopénia (Harvey, 2001).

Em populacdo saudavel de cées de raga «Cavalier King Charles» e caes de racas
«Otterhound», «Foxhouds» e «Scottish Terrier» com deficiéncia plaquetaria hereditaria, foi
reportada associagdo de macroplaquetas com trombocitopénia moderada (Harvey, 2001;
Day et.al., 2000; Willard & Tvedten, 2004).

Falsos aumentos do VPM estdo associados a exposicdo ao EDTA quando as
plaguetas sdo mantidas em ambiente refrigerado. Diminuicdo do VPM pode estar
relacionada com trombocitopénia imunomediada em fase inicial e deficiéncia de

trombopoiese medular (Feldman et.al., 2000; Rebar, 2003).
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Valor normal em cées, varia conforme autores, normalmente esta compreendido
entre 3,9 e 6,1 fL (Willard & Tvedten, 2004) ou 6,7-11,1 fL (Harvey, 2001) com uma média
de 6 a 9fL (Willard & Tvedten, 2004).

O VPM em «Beagles» esta descrito em 8,5 (+-0,53) fL, mas os valores de
referéncia variam muito entre analisadores (Feldman et.al., 2000).

1.1.1.4. Resumo

Em seguida, a titulo de resumo, apresenta-se tabela comparativa das
caracteristicas hematologicas obtidas em diferentes estudos realizados noutras racas de

caes.

Quadro 1 - Caracteristicas hematoldgicas em diferentes racas de caes

VALORES < 5.5 e 8.5 x10°/puL
Contagem Global e Animais muito jovens, ap6s desmame (Cowel et.al., 1999)
de Eritrocitos e Caniche «Toy» e Caniche Ando (Harper et.al., 2003; Willard &
Tvedten, 2004)
VALORES < 35 %
e Animais muito jovens (Cowel et.al., 1999)
o Final da gestacdo em cadelas (Feldman et.al., 2000)
VALORES ENTRE 35 e 40%
e Sao Bernardo (Willard & Tvedten, 2004)
VALORES ENTRE 50 E 55%
e Caniche, Pastor Alemao, «Boxer», «Beagle», «Dachshunds» e
«Chihuaua» (Harper et.al., 2003; Willard & Tvedten, 2004)
VALORES > 55%
e «Greyhound», Galgo Afegdo, «Saluki», «Whippet» e «Belgian
Tervuren» (Clark & Parry, 1997; Cowel et.al.,, 1999; Greenfield
et.al., 2000; Steiss et.al., 2000)
e Cées de cacal/trabalho e cdes que vivam em locais de alta altitude
(Willard & Tvedten, 2004)
VALORES < 12 g/dL
e Animais muito jovens (Cowel et.al., 1999)
VALORES > 18 g/dL
e «Greyhound», Galgo Afegdo, «Saluki», «Whippet» e «Belgian
Tervuren» (Clark & Parry, 1997; Cowel et.al., 1999; Greenfield
et.al., 2000; Steiss et.al., 2000)
VALORES ENTRE 55 E 65 FL
e «Akita Japonés» e «Shiba Japonés» (Day, et.al., 2000; Feldman
et.al., 2000; Greenfield et.al., 2000)
VALORES ENTRE 84,5 E 106,7FL
e Caniche «Toy» e Caniche Ando (Feldman et.al., 2000)
VALORES > 17 000 /puL
e Perto do Parto (Feldman et.al., 2000)
e Caes submetidos a um exercicio fisico intenso (Davis & Davis,
2008)

Hematd6crito

Hemoglobina

Leucoécitos
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VALORES < 3.000/pL
Neutroéfilos e «Collie» de cor cinza (Feldman et.al., 2000);
e «Belgian Tervuren» (Greenfield et.al., 2000)

- _

Monécitos VALORES < 150/uL
e «Belgian Tervuren» (Greenfield et.al., 2000)

Parametro Caracteristicas

Eosino6filos

VALORES < 200.000 /uL

e «Cavalier King Charles»; «Otterhound», «Foxhouds» e «Scottish
Terrier» (Harvey, 2001; Day et.al., 2000; Willard & Tvedten, 2004)

e «Greyhounds» (Feldman et.al., 2000)




1.1.2. Exame do esfregaco sanguineo

A avaliacdo de esfregaco sanguineo € parte importante e complementar na
avaliacdo do hemograma.

Embora o diagndstico especifico possa ser sugerido com base em resultados
obtidos por métodos automéaticos, muitas doencas tém uma contagem celular hormal com
morfologia celular anormal.

Varias informacdes podem ser obtidas através de um exame de esfregago
sanguineo de boa qualidade e correctamente corado, tais como: tamanho, morfologia e cor
dos eritrécitos; presenca de auto-aglutinacdo; numero aproximado e morfologia de
leucocitos e plaquetas; presenca de eritroblastos; presenca de células neoplasicas, agentes
infecciosos ou parasitas intra e/ou extra celulares (Nelson & Couto, 2006).

Um esfregaco de sangue deve ser feito com lamela porque resulta numa
distribuicdo mais uniforme dos leucécitos e menor trauma para os diferentes componentes
celulares. Um esfregaco deve ser efectuado logo apos colheita e secar ao ar antes de
corado (Cowel et.al., 1999).

Esfregagos sanguineos devem ser corados com corantes «Romanowsky» como o
«Giemsa». Estes corantes sdo formados por mistura de eosina e azul-de-metileno. O azul-
de-metileno cora os componentes celulares acidicos como o nucleo e o RNA citoplasmatico.
A eosina é encarnada e cora 0s componentes basicos como a hemoglobina (Day et.al.,
2000).

Esfregagos devem primeiro ser observados com uma objectiva de baixa ampliacdo
para estimar a contagem total de leucocitos e presengca de aglutinagdo eritrocitaria,
leucocitéria e plaquetaria, microfilarias e células anormais. Esta avaliagdo deve ser feita no
campo do microscépio monocamada, onde os eritrécitos se encontram numa camada Unica,

e 50% das células estdo lado a lado (Day et.al., 2000; Harvey, 2001).

1.1.2.1. Avaliacdo da Morfologia Eritrocitaria

Eritrécitos caninos, tém normalmente 7um de didmetro, sdo bicbncavos e
apresentam palidez central que ocupa um terco do didametro celular (Cowel et.al., 1999;
Feldman et.al., 2000).

A morfologia eritrocitaria deve ser avaliada na “cauda” do esfregaco, zona da
monocamada eritrocitéaria, onde a distor¢do artefactual influencia menos a aparéncia celular.

AlteragcBes morfologicas podem ser detectadas com uma objectiva de 40X (Harvey, 2001).
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A morfologia dos eritrécitos deve ser avaliada e deve ser verificada a presenca de
equindcitos, acantdcitos, esquisécitos, ou queratécitos entre outros. Outras alteracbes
morfolégicas como: grau de policromasia - alteracdo de cor; anisocitose, - alteracdo do
tamanho e; de poiquilocitose - alteracbes na forma, devem ser verificadas. (Cowel et.al.,
1999; Harvey, 2001).

2

Figura 7 — Acantécitos num esfregaco sanguineo de cdo com patologia hepatica coloragao
Wright-Giemsa (Cowel et.al., 1999)

Cées saudaveis podem apresentar, fisiologicamente na circulagéo periférica, ligeira
anisocitose e policromasia eritrocitarias. O mesmo acontece em animais até as 4 semanas
de idade, que por estarem a alterar a populacédo eritrocitaria, podem ter maior incidéncia de
anisocitose, policromasia e eritrocitos nucleados denominados metarrubricitos, quando

comparados com animais adultos (Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000).

) .
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Figura 8 — Mondcito e um Eritrécito nucleado - metarrubricito num esfregago
sanguineo de céo coloragdo Wright-Giemsa — Ampliac&o 400x (Foto Original)

Em animais com anemia, a avaliagdo do esfregacgo € essencial para ajudar a avaliar
a causa, tratamento e prognostico.

Deve ser feita uma avaliacao sequencial da morfologia eritrocitaria, de variacdes da
anisocitose e policromasia e existéncia de eritrocitos imaturos. Por exemplo, elevado
namero de eritrocitos imaturos sem aumento no hematécrito pode ser sugestivo de

hemorragia activa ou hemdlise. Contagem de plaquetas diminuida com presenca de
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macroplaguetas sugere consumo ou destruicdo plaquetaria secundaria a hemorragia ou
hemdlise imunomediada. A presenca de policromasia, € indicativa de regeneracdo (Cowel
et.al., 1999).

Fragmentacdo nuclear ou remocdo incompleta dos nucleos dos metarrubricitos
resultam na retencao de material nuclear pequeno remanescente chamados corpulsculos de
«Howell-Jolly». O corpusculo de «Howell-Jolly» é removido do reticul6cito quando este
passa no baco e muitas vezes é encontrado em individuos esplenectomizados ou quando a
funcdo hematosplenica estd comprometida (Lopes et.al., 2007).

Fisiologicamente podem ser encontrados até dez eritrécitos com cristais de
hemoglobina por esfregaco em cdes saudaveis com menos de 3 meses de idade. Cristais
de hemoglobina s&o estruturas quadradas a rectangulares que coram da mesma cor ou
ligeiramente mais escura que a hemoglobina e normalmente deformam o eritrécito que os

contém (Feldman et.al., 2000).

1.1.2.2. Avaliacdo da Morfologia Leucocitaria

Como medida de qualidade, o numero de leucocitos deve ser estimado para
assegurar que o numero presente no esfregaco é consistente com o numero total de
leucocitos calculado automaticamente. Com ampliacdo de 100X, o numero total de
leucdcitos no sangue, em células/pL, pode ser estimado e pode ser determinado o nimero
médio de leucdcitos presente por campo multiplicando por 100-150 (Harvey, 2001).

A contagem diferencial de leucdcitos identifica 200 leucdcitos sucessivos e utiliza
ampliagdo de 400X. Como os neutréfilos tendem a agregar nas margens e os linfocitos no
corpo do esfregaco, as contagens diferenciais devem ser feitas mediante um padrdo de

observacao que avalie tanto as margens como o centro do esfregago (Harvey, 2001).

Figura 9- Esquema do Padréo de Observacao do Esfregago Sanguineo (Fotografia original)
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Apdés a contagem, a percentagem de cada tipo de leucdcito presente é calculada e
multiplicada pelo namero total de leucdcitos de forma a obter o nimero absoluto de cada
tipo de célula por microlitro de sangue (Day et.al., 2000).

Células atipicas e imaturas no sangue periférico, ou aumento persistente e
inexplicado de determinado tipo celular sdo sugestivos de patologia concomitante (Cowel
et.al., 1999).

Neutrofilos

O nldcleo dos neutréfilos segmentados, maturos, € normalmente alongado e
separado em multiplos I6bulos por invaginacdes da membrana nuclear. A cromatina esta
organizada em areas densas de heterocromatina que variam de roxo escuro a preto,
separadas por areas mais claras e menos densas de eucromatina. O citoplasma é claro de
tonalidade basofilica palida com textura granular fina, pode conter raramente 1 a 2 vacuolos
(Feldman et.al., 2000).
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Figura 10 — Neutréfilo canino coloragdo Wright-Giemsa — Ampliacédo 400x (Fotografia original)

Neutroéfilos ndo segmentados podem ocorrer em peguenas quantidades no sangue
periférico e tém nucleo alongado em forma de U ou J com menor condensagdo de cromatina
que os neutrofilos maturos. Os I6bulos nucleares estdo normalmente ausentes ou
fracamente definidos. O citoplasma é semelhante ao dos neutréfilos segmentados (Cowel
et.al., 1999).

Figura 11 - Neutrdfilo canino ndo segmentado com nucleo em forma de bastonete coloracéo
Wright-Giemsa— Ampliac&o 400x (Fotografia Original)
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Neutrofilos segmentados sdo os leucdcitos mais frequentes nos caes, bem como o
estado de maturacdo da linha neutrofilica encontrada em condigcbes normais, no sangue
periférico (Rebar, 2003).

A presenca de neutrdfilos imaturos, ndo segmentados, no sangue, acima do
namero considerado normal, constitui o que normalmente se designa por desvio a esquerda.
Este pode ser caracterizado como regenerativo quando a proporcdo dos neutréfilos
imaturos, ou ndo segmentados, ndo excede o de neutréfilos maduros ou degenerativo
gquando o namero de neutrdfilos imaturos excede o nimero de neutréfilos segmentados, ou
maduros (Cowel et.al., 1999; Nelson & Couto, 2006).

O aumento na libertagdo de neutréfilos imaturos, ou bastonetes, para a circulagéo é
clinicamente relevante e ocorre frequentemente associado a processos agudos. Estes
podem ser: inflamatdrios causados por agentes infecciosos, como bactérias e fungos ou ndo
infecciosos tais como doencgas imunomediadas ou neoplasias (Harvey, 2001).

O desvio a direita ocorre quando ha aumento na concentracdo de neutréfilos
hipersegmentados, com 5 ou mais segmentos, no sangue periférico que pode ser observado
em situagBes de neutrofilia associada a inflamagédo cronica ou aumento de esterdides
enddgenos ou exdgenos (Nelson & Couto, 2006; Harvey, 2001).

A libertagdo endogena ou administracdo exodgena de corticosteroides resulta em
neutrofilia induzida por stress. Outras alteragdes hematolégicas tipicas de um leucograma
de stress em cées incluem linfopénia, eosinopénia e monocitose (Willard & Tvedten, 2004).

Podem ainda ser observados sinais de citotoxicidade nos neutréfilos, quando
toxinas circulantes interferem com a diferenciacdo neutrofilica na medula 6ssea. Indicam
inflamacado sistémica com efeito na medula 6ssea. Causas mais severas encontram-se em
animais com sépsis, endotoxemia e necrose tecidular. Podem ainda ocorrer sinais de
citotoxicidade quando o tempo de producdo dos neutrdéfilos € muito curto, como resultado de
maturacao incompleta, em vez de degeneragéo propriamente dita (Cowel et.al., 1999).

Sinais de toxicidade celular dos neutréfilos consistem em alteragdes do tamanho,
da forma nuclear e dos contetdos citoplasmaticos. Assim, os neutréfilos téxicos tém
normalmente uma ou mais das seguintes alteracfes: corpos de «Do6hle»; vacuolizacdo ou
basofilia do citoplasma; granulacdo toxica; formas gigantes; nucleos em anel ou «donut» e
nucleo hialinizado (Rebar, 2003; Harvey, 2001).
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Figura 12 - Neutréfilo canino nucleo em anel ou «donut», coloracdo Wright-Giemsa —
Ampliagdo 400x (Fotografia Original)

Corpos de «Dohle» sdo agregacbes aberrantes de reticulo endoplasmatico no
citoplasma do neutréfilo. A sua causa estd normalmente associada a inflamacao sistémica
moderada. A basofilia e vacuolizacdo do citoplasma séo alterac8es indicativas de presenca
de inflamag&o sistémica severa e ocorrem em resultado da formagao anormal de lisossomas
e libertacdo intracelular das enzimas. A granulacao téxica é um achado pouco comum, que
ocorre em alteracBes aberrantes da granulopoiese. Formas gigantes de neutrofilos, sdo
atribuidas, a falhas nas divisdes mitéticas nas células precursoras. Neutréfilos com nucleo
em «donut» ou anel representam citotoxicidade sistémica extrema normalmente associada a
sépsis (Cowel et.al., 1999).

Linfocitos

7

Linfécitos sdo leucocitos cujo nucleo € muito denso, circular e excéntrico. O
citoplasma é pouco abundante podendo conter raros graos azurdfilos inespecificos
(Feldman et.al., 2000; Harvey, 2001).

Os linfécitos tém um tamanho variavel, sendo maioritariamente de tamanho mais
pequeno. Os maiores podem ter tamanho idéntico ao de neutrdfilos e apresentam
normalmente, citoplasma mais abundante e cromatina nuclear menos densa que 0s mais
pequenos (Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000).

S ‘
Figura 13 - Linfécito canino com cromatina nuclear densa e citoplasma pouco

abundante coloracédo Wright-Giemsa— Ampliagdo 1000x (Fotografia original)
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Linfécitos podem ter alteragcbes morfoldgicas tipicas que os leva a serem
designados de linfécitos reactivos ou com transformacéo blastica, surgindo normalmente
apos estimulacao antigénica.

Séo células com morfologia variavel, tamanho aumentado de 15 -20u, nucleo
grande com cromatina reticulada. Podem ainda ser observados: nucléolos; citoplasma
abundante variando de cor palida a azul muito escura e zona perinuclear mais clara
correspondente ao aparelho de Golgi. Os linfocitos reactivos, ndo sendo um achado
anormal, sdo pouco especificos, podem ser encontrados apds vacinacdo ou ter causas
infecciosas, como ehrlichiose canina, ou causas neoplasicas como leucemias linfoblastica
(Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000; Harvey, 2001; Rebar, 2003).

Monécitos

Mondcitos sdo a maior das células sanguineas, com um tamanho entre 15 — 20 até
50 um. Apresentam nucleo de diferentes formas, quantidade variavel de citoplasma de cor
azul acinzentado com granulos azuroéfilos e, muitas vezes, vacuolos citoplasmaticos de

diferentes tamanhos (Feldman et.al., 2000; Harvey, 2001).

i

Figura 14 - Mondcito canino com vacuolos citoplasméticos, coloragdo Wright-Giemsa —
Ampliagdo 400x (Fotografia original)

Os mondcitos no cdo tém normalmente ndcleo em forma de banda e podem ser
morfologicamente confundidos com neutréfilos imaturos. Quando esta situagcdo ocorre o
citoplasma dos neutrofilos maturos deve ser observado e, caso néo se verifique sinais de
toxicidade, as células com nacleo em forma de banda e com citoplasma azul acinzentado

devem ser classificadas como mondcitos (Harvey, 2001).
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Figura 15 — Mondcito canino com nucleo em forma de banda e citoplasma baséfilico coloragao
Wright-Giemsa — Ampliacéo 1000x (Fotografia original)

Eosinofilos

Sdo assim denominados devido aos granulos citoplasmaticos que tém grande
afinidade para a eosina, e coram de vermelho nos esfregagos de sangue. S&o células
ligeiramente maiores que os neutrdéfilos (Harvey, 2001; Rebar, 2003).

No céo, esta granulacdo eosinofilica € caracteristica, e apresenta na maioria dos
casos diferentes tamanhos. Ocasional e fisiologicamente os eosinéfilos de cdo podem
apresentar Unico granulo que pode ser confundido com inclusdo citoplasmatica tipica ou
parasitaria (Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000). Outra caracteristica dos eosindfilos do
cao é o nucleo bilobado (Harvey, 2001).

Figura 16 — Eosino6filo de um cdo com diversos
granulos e alguns vacuolos citoplasméticos
coloracdo Wright-Giemsa— Ampliagao 400x

(Fotografia original)

Figura 17 - Eosinéfilo de um cdo com dois
grandes granulos citoplasmaticos coloragao
Wright-Giemsa (Harvey, 2001)

Na maioria das racas, poucos eosinéfilos apresentam vacuolos citoplasmaticos.
Nos «Greyhounds» e, ocasionalmente, noutras racas é comum encontrar eosinoéfilos com
multiplos vacuolos e poucos ou nenhuns granulos eosinofilicos. Estes podem ser
confundidos com neutréfilos vacuolizados (Feldman et.al.,, 2000; Harvey, 2001). A
explicacdo reside no facto dos eosindfilos dos «Greyhounds» desgranularem durante a
coloracdo e, por isso, aparecerem vacuolizados nos esfregacos (Cowel et.al., 1999). Os
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eosinofilos dos cachorros «Greyhounds» contém ainda granulos de cor acinzentado, e nao

alaranjado, como nas outras ragas (Feldman et.al., 2000).

Figura 18 — Eosinofilo de cdo «Greyhound» com varios vacuolos citoplasmaticos coloracéo
Wright-Giemsa (Harvey, 2001)

Basofilos

Basofilos sdo os maiores granulécitos, células raras na medula 6ssea e sangue
periférico. Apresentam citoplasma azul palido e nucleo basofilico lobulado normalmente
menos segmentado que o dos neutréfilos. Os granulos citoplasmaticos sao acidos e tém por
isso afinidade para corarem de azul nos esfregacos de sangue (Cowel et.al., 1999; Harvey,
2001).

Figura 19 — Mondcito e Baséfilo no sangue de céo coloragcdo Wright-Giemsa— Ampliacdo 400x

(Fotografia original)
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1.1.2.3. Avaliacdo da Morfologia Plaquetaria

Plaguetas apresentam morfologia oval a redonda em esfregacos de sangue
periférico. O citoplasma cinzento claro contém granulos eosinofilicos. As plaquetas variam
em tamanho, normalmente um quarto a dois tercos do tamanho de um eritrGcito, mas
algumas podem ser do tamanho de um eritrécito. As plaquetas activadas tém aparéncia
indentada com projeccdes citoplasmaticas (Cowel et.al., 1999; Feldman et.al., 2000).

Por vezes, nas contagens automaticas, aparece uma trombocitopénia que pode ser
devida a uma aglutinacdo ou agregacao das plaquetas. Este facto pode ser confirmado no

esfregaco de sangue sendo denominado de pseudo-tombocitopénia (Feldman et.al., 2000).

S

Figura 20 — Plaquetas agregadas no sangue de cdo coloracdo Wright-Giemsa— Ampliacdo 100x

(Fotografia original)

A contagem plaquetéaria deve ser estimada como: diminuida; normal ou aumentada.
Normalmente o numero de plaquetas por campo com ampliagdo de 1000X varia entre 10 e
30. Contagens plaquetarias podem ser estimadas multiplicando o nimero médio por campo
por 15.000 a 20.000 para obter o numero aproximado de plaquetas/uL de sangue (Harvey,
2001; Cowel et.al., 1999).
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1.1.2.4. Agentes infecciosos e Inclusdes

Os esfregagos sanguineos devem ainda ser avaliados para verificar a presenca de
agentes infecciosos e inclusbes intracelulares com ampliagdo de 1000X. Podem ser
encontrados corpos de «Howell-Jolly», corpos de «Heinz», microfilarias, inclusdes de

esgana, corpos de «Déhle», Babesia spp, Erlichia spp, Trypanossoma spp, Borrelia spp e

Leishmanias (Harvey, 2001).

Figura 21 — Microfilaria no esfregaco de
sangue periférico de um cdao, coloragao

Wright-Giemsa— Ampliagdo 100x (Fotografia

original)

4

Figura 23 — Formas de Babesia canis
em eritrécitos caninos coloracédo
Wright-Giemsa — (Harvey, 2001)

Figura 22 - Microfilaria no esfregacgo de
sangue periférico de um céo, coloragao

original)

Figura 24 — Mérula de Ehrlichia ewingii no
citoplasma de um neutroéfilo de cédo coloracéo
Wright-Giemsa— Ampliac&do 1000x (Cowel et.al.,
1999)
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1.2. O Cao Serra da Estrela

O Cao Serra da Estrela, originario da cadeia montanhosa que Ihe d4 o nome é raca
nacional mais popular com 556, 497 e 541 registos no Clube Portugués de Canicultura em
2006, 2007 e 2008 respectivamente. Esta desde 1999 entre as 8 racas mais registadas em

Portugal, e tem desde 2006, niumero maior de registos que o Boxer (CPC, 1996-2009).

Figura 25 — Cadela Serra da Estrela de 7 meses (Fotografia original)

O céo Serra da Estrela, das mais velhas ragas caninas da Peninsula Ibérica, é de
origem desconhecida.

Admite-se que, no tempo dos Visigodos, foram lentamente introduzidos, em varias
partes da Europa, cdes de grande porte, oriundos do planalto asiatico. Os cées eram
utilizados, fundamentalmente, em zonas montanhosas a acompanhar pastores e rebanhos
nas migragdes anuais, para enfrentar lobos e assaltantes.

Em pequena escala, foram também utilizados como céo de tracgéo e reboque de
carrocas carregadas com leite e queijo para vender nas feiras. A Serra da Estrela, pelo
isolamento e dificuldade de acesso, tornou-se solar desta raga canina.

Figura 26 — Céo Serra da Estrela de 5 anos (Fotografia original)
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A raca compreende duas variedades: na regido da Covilha a Castelo Branco eram
mais frequentes os cdes de Pélo Comprido, enquanto na zona de Manteigas os de Pélo

Curto eram mais comuns (Vasconcelos, 1995).

Figura 27 — Céo Serra da Estrela de 3 anos (Fotografia original)

No século XIX, a abertura de vias ferroviarias e rodoviarias na Serra da Estrela
levou a popularizacdo desta raca, nomeadamente a variedade de Pélo Comprido, mais
vistosa e conhecida.

E utilizada, actualmente, como animal de companhia e guarda de propriedades. Os
cdes de Pélo Curto foram mantidos, essencialmente, na guarda de rebanhos e
propriedades, tornaram-se cada vez mais raros a medida que os de Pélo comprido
ganharam popularidade (Cruz C. , 2007).

Actualmente, é a raca canina portuguesa com maior efectivo populacional, bem
difundida, quer em Portugal quer noutros paises como: Reino Unido; Holanda; Bélgica;
Franca; Suécia; Noruega; Finlandia; Brasil; e Estados Unidos da América, onde existem
varios nucleos de criacdo e inclusive clubes de raca. Em Portugal, € também utilizada nas

forcas militares, nomeadamente no Corpo de Fuzileiros (Cruz C. , 2007).

Figura 28 — Céo Serra da Estrela de 2 meses (Fotografia original)

De aspecto geral o Céo Serra da Estrela é grande, rustico, bem entroncado, com
viveza de andamentos e imponente de atitudes. Olhar vivo, calmo e expressivo.
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Relativamente ao comportamento tem como caracteristica ser inseparavel
companheiro do pastor e guarda fiel do rebanho que, com valentia, defende contra
predadores e ladrdes de gado. E magnifico guarda de quintas e habitagdes, dissuasor para

estranhos e de docilidade caracteristica junto ao dono.

Figura 29 — Cées Serra da Estrela (Fotografia original)
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1.2.1. Estudos realizados no Cao Serra da Estrela

O Cao Serra da Estrela, talvez pela sua popularidade, encontra-se ja estudado a
nivel da prevaléncia de determinadas doencas com base genética como a displasia da anca
e cardiomiopatia dilatada e, em relacdo, a variabilidade genética da raca e respectivas
caracteristicas biométricas.

Esta referida (Lobo & Pereira, 2002) a predisposicao racial do Cao Serra da Estrela
para a Cardiomiopatia Dilatada. Um estudo recente, que utilizou 74 cdes desta raca, revelou
a influéncia do peso, idade e sexo nos diferentes pardmetros ecocardiograficos, e contribuiu
para determinar os seus valores de referéncia (Lobo, Canada, Bussadori, Gomes, &
Carvalheira, 2008).

Relativamente a displasia da anca, um estudo Portugués (Ginja, 2006) em 313
animais da raca Céo da Serra da Estrela, utilizando a projeccéo ventrodorsal padréo e a
classificacdo de acordo com as normas da Federacdo Cinolégica Internacional, revelou
incidéncia de 66% de displasia de grau C (ligeira), D (Moderada) e E (grave).

Relativamente a manutencado do efectivo das racas a médio e longo prazo (Gomes,
2003) avaliou a evolucdo demogréafica das racas caninas autoctones desde a criacdo dos
livros de registo por parte do Clube Portugués de Canicultura até 2001 e, com base nos
critérios da FAO «Food and Agriculture Organization», concluiu que o Cao Serra da Estrela
de Pélo Curto esta em estado critico de extincdo e o Cao Serra da Estrela de Pélo Comprido
em estado vulneravel, conjuntamente com o Rafeiro do Alentejo e Céo de Fila de Séo
Miguel.

Apesar dos poucos individuos existentes, uma investigagdo (Petrucci-Fonseca, et
al., 2000) efectuou analise genética a 30 individuos da raga Cao Serra da Estrela e concluiu
gue ndo se verifica até ao momento consanguinidade nem a nivel individual nem a nivel
global.

Outro estudo (Asch, Pereira, Santa-Rita, Lima, & Amorim, 2005) que pretendeu
investigar as origens do cdo doméstico através da diversidade do DNA mitocondrial em
guatro racas autoctones de caes (Cao de Castro Laboreiro, Céo da Serra de Aires, Cao de
Fila de Sao Miguel e Cao da Serra da Estrela) concluiu que o Céo Serra da Estrela é a raca
gue apresenta maior diversidade genética.

De forma a comparar as relacdes existentes entre as popula¢des nacionais, das
varias racas e variedades, de cdes de gado e de pastoreio com base na: morfologia;
funcionalidade; descrito nos estalfes / protétipos raciais e dados biométricos (Cruz, Ribeiro,
Rosa, & Petrucci-Fonseca) observou uma distancia de agrupamento entre as variedades de

Pélo Curto e de Pélo Comprido. A distancia de agrupamento entre estas variedades é
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superior & que se verificou entre algumas racas diferentes, ndo se verificando a
homogeneidade que um estaldao Unico de raga pressupde.

Relativamente aos aspectos biométricos do Cao Serra da Estrela, em Portugal, na
variedade de Pélo Comprido e Pé&lo Curto, em ambos os sexos (Cruz C. , 2007) verificou
gue, com excepcdo da altura diferente para machos e fémeas tal como descrito no estaldo
de raca, ndo existem diferencas significativas ao nivel de caracteres biométricos entre

individuos de géneros diferentes.
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1.3. Justificacao e Objectivo

Dada a inexisténcia de dados hematoldgicos especificos do Cao Serra da Estrela e
sendo esta a raga nacional com maior nimero de registos de individuos no CPC torna-se
importante, sob o ponto de vista epidemiolégico e clinico, conhecer 0os seus valores
fisiolégicos.

Os objectivos da presente dissertacao, para além de rever a bibliografia relativa ao
hemograma no céo saudavel foram contribuir para a caracterizacdo do hemograma no Cao
Serra da Estrela, variedade de Pélo Comprido propondo um intervalo de valores de

referéncia para cada um dos parametros hematoldgicos analisados.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Populacéo

Foram utilizados 37 canideos, inteiros, da raca Cao Serra da Estrela, 27 fémeas e
11 machos, de 4 proprietarios diferentes, localizados em Portugal na regido de Lisboa. A
idade dos animais variou de 7 meses a 11 anos, sendo a média de idade de 3 anos.

Dos quatro proprietarios, os trés seguintes sdo criadores com afixo registado no
Clube Portugués de Canicultura, CPC: Canil Casa do Oeste, em Mafra; Canil Casa de Lbas,
em Canecas; Canil Casa das Thuyas, em Mafra. O outro proprietario ndo é criador nem tem
afixo.

Todos os cées analisados estavam registados quer no Livro de Origens Portugués,
LOP, como também no CPC e identificados por microchip. Estes elementos foram
preenchidos, para cada animal, na ficha constante no Apéndice I.

S6 foram considerados, para efeito do estudo, animais saudaveis nos ultimos 6
meses. De forma a garantir que os animais se encontravam saudaveis foi realizado, no
momento imediatamente anterior a colheita de sangue, um exame fisico geral a cada animal
e preenchida a ficha de exame que se encontra no Apéndice |. Todos os caes estavam
vacinados contra as principais doencas infecciosas, e desparasitados interna e
externamente ha menos de 6 meses.

No caso das fémeas tanto o cio como o ultimo parto tinha ocorrido ha mais de 3
meses.

A alimentacdo de todos os animais era semelhante, constituida por ragdo seca
comercial, no regime de alimentacdo 1 vez por dia, entre as 18 e 20h, com agua sempre a

disposicgéo.

2.2. Colheita de Sangue

A colheita de sangue foi efectuada no periodo compreendido entre Janeiro e Margo
de 2010.

Os animais tiveram que respeitar um jejum de 8-10 horas e o sangue foi colhido
assepticamente da veia cefélica, utilizando uma seringa de 5ml e agulha de 20G.

Imediatamente apés colheita, apos retirar a agulha, o sangue foi transferido para
um tubo contendo K3EDTA «IDEXX Vet Collect 1ml Veterinary Blood Collection Tube
K3EDTA®» sendo os tubos invertidos cerca de 20 vezes de forma a homogeneizar o

sangue com o anticoagulante.
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As amostras foram acondicionadas no frio, a aproximadamente 4°C, e processadas
até 8 horas apos a colheita.

Antes da analise foi confirmada a inexisténcia de coagulos, que caso presentes
justificavam a exclusao da amostra do estudo.

2.3. Determinacf6es Hematoldgicas

Foram analisados 0s seguintes parametros: contagem global de eritrécitos,
hematdcrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM, contagem global de leucdcitos, neutrdfilos,
linfécitos, mondcitos, eosinofilos, basofilos, plaquetas e VPM.

Os resultados individuais obtidos encontram-se no Anexo IlI.

As andlises foram realizadas no analisador automatico «IDEXX Lasercyte
Hematology Analyzer®» no laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias. Este aparelho utiliza uma técnica de

citometria de fluxo conforme descrito no capitulo anterior.
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Figura 30 - «IDEXX Lasercyte Hematology Analyzer®»

2.4. Exame do esfregaco sanguineo

Foi efectuado um esfregaco de sangue para cada amostra. Para tal foi colocada
lamina em superficie horizontal e pequena gota de sangue aplicada na extremidade.
Colocada lamela com angulo de 30° a 45° em frente & gota de sangue aguardou-se até o
sangue se espalhar por capilaridade. Em seguida, empurrou-se com movimento uniforme, a
lamina e a lamela em contacto de modo a formar uma éarea franjada na parte final do
esfregaco. O esfregaco foi seco ao ar e identificado, escrevendo-se o nUmero da amostra no

proprio esfregaco a lapis.
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A lamina foi posteriormente fixada com metanol e corada com Wrigth-Giemsa
«Giemsa Stain Modified Solution — Fluka Lote 136411522108022®» e seca ao ar de acordo

com o protocolo standard.

Figura 31 — Laminas n°9 e n°10 coloragdo Wright-Giemsa (Fotografia original)

Para observacdo dos esfregacos foi utilizado o microscopio «Olympus CX31®»
com aumento de 400 vezes. As fotos foram tiradas com maquina «Canon Power Shot
D10®».

Figura 32 - Microscépio «Olympus CX31®»

Em todas as amostras todos os tipos celulares, eritrdcitos, leucécitos e plaquetas,
foram avaliados quanto a sua distribuicdo, quantidade, caracteristicas morfolégicas e
presenca de agregados. Na «cauda» do esfregaco foram ainda pesquisadas a presenca de

microfilarias, células anormais e agregados de plaquetas ou leucdcitos.
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Figura 33 — Eosind6filo observado num Figura 34 — Neutréfilo e Linfécito observado

esfregaco de Céo Serra da Estrela coloracéao num esfregaco sanguineo de Cao Serra da
Wrigth-Giemsa - ampliacdo 1000x (Fotografia Estrela coloracao Wrigth-Giemsa - ampliacao
original) 400x (Fotografia original)

Para efeito do leucograma e confirmacéo dos resultados automaticos obtidos, foi
também efectuada, em todos os esfregacos, a contagem manual diferencial de 200

leucocitos.

2.5. Analise estatistica

A andlise estatistica foi efectuada em «Microsoft Office Excel 2007®» e utilizado o
programa «Analyze-it®».

Para cada pardmetro hematolégico, foi verificada a normalidade através dos testes
de Shapiro-Wilk, sendo a distribuicéo considerada normal quando o valor de p era superior a
0,05. Foi ainda calculada a média e o desvio padrao.

Para determinacdo dos valores de referéncia sdo utilizadas as directrizes propostas
pela Federagdo Internacional de Quimicos Clinicos segundo as quais 0s valores de
referéncia devem ser obtidos de amostras colhidas de animais saudaveis através de
procedimentos padronizados para a recolha, manuseamento, analise analitica e estatistica
dos dados (Feldman, Zinkl, & Jain, 2000). Para determinacéo do intervalo de referéncia
numa amostra igual ou inferior a 40 individuos, sao utilizados limites superiores e inferiores
observados em 95% dos individuos — percentil 2,5 e 97,5 (Lumsdenl et.al., 1979; Feldman
et.al., 2000).
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3. Resultados

Das 37 amostras recolhidas duas, de fémeas, foram excluidas do estudo porque
numa amostra foi determinada uma leucocitose de 25 x 10%uL, noutra uma leucopénia de
2,5 x 10%uL. Um macho que apresentava hematdcrito de 74% teve o eritrograma excluido
da andlise estatistica.

Todos os parametros analisados, com excepcdo da HCM e dos eosindfilos,
demonstraram ter uma distribuicdo normal.

A tabela seguinte expde uma visdo global dos resultados obtidos, em que s&o
reportados os limites minimos e méaximos do intervalo de referéncia de cada parametro,
objectivados respectivamente pelos percentis 2,5 e 97,5. E também apresentada a média e
0 desvio padrdo para cada parametro estudado, incluindo os valores que ultrapassam o
percentil. A titulo informativo a tabela inclui também os intervalos de referencia, sem ter em
conta a eventual especificidade de cada raca, validados pela «IDEXX Lasercyte Hematology
Analyzer» ® para o analisador utilizado.

Quadro 2 - Resultados obtidos para Cdo Serra da Estrela (n=33 no eritrograma e n=34 no leucograma)

Intervalo de Resultados Obtidos
referéncia para

Parametros Unidades

(o] . . .. | Shapiro-
Aparelho Média Desv~|o Percentil Percentil wilk w
padréo 2,5 5 D

Contagem Global de

i 10%/pl 5,50 - 8,50 6,84 0,66 5,60 8,30 0,85
Hematécrito % 37,00 - 55,00 55,35 5,43 44,60 67,45 0,80
Hemoglobina g/dL 12,00 - 18,00 15,70 1,43 12,95 18,87 0,96

VCM fL 60,00 — 77,00 80,99 2,55 75,50 85,40 0,32

CHM pg 18,50 — 30,00 23,20 1,80 20,20 29,10 0,004
g/dL 30,00 - 37,50 28,37 1,10 26,37 30,37 0,41
K/uL 5,50 - 16,90 11,37 3,20 5,83 18,56 0,56
K/pL 2,00 — 12,00 7,02 2,20 3,10 12,23 0,51
K/pL 0,50 - 4,90 2,81 1,17 1,12 5,00 0,08
K/pL 0,30 -2,00 0,86 0,37 0,27 1,90 0,08
K/pL 0,10 - 1,49 0,69 0,13 0,13 3,66 0,00
K/uL 0,00-0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K/pL 175,00 -500,00 15540 10,06 40,50 290,00 0,27
fL - 9,67 0,27 7,50 13,99 0,05

PDW % - 16,59 1,16 14,50 19,50 0,12

O intervalo de referéncia obtido para todos os parametros estudados, com
excepcgdo da contagem global de eritrocitos e da CHM, ndo sédo totalmente coincidentes com
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os limites de referéncia validados para o aparelho utilizado, ultrapassando ou o seu limite
inferior ou superior.

Na figura seguinte, apresenta-se a percentagem de Céaes Serra da Estrela com
valores hematoldgicos fora do intervalo de referéncia do analisador. Valores negativos no
eixo do x indicam valores abaixo dos de referéncia e positivos acima dos valores de

referéncia.

—Plaayatas— |

Eosindfilos

Monociios

Linfacitos

Heutrdfilos

Laucacitos
q
HCM

VO M

Hamoglobina

Hamatdcrita

[ Caontagem Globdl de Eritrocitos

-100% -50% 0% 0% 100%

Figura 35 — Percentagem de Cées Serra da Estrela com valores hematoldgicos fora do
intervalo de referéncia do analisador.

Verifica-se que 45% dos animais estudados, no caso do hematdcrito, 90% no caso
do VCM e 4% no caso da hemoglobina, encontram-se acima do limite superior do intervalo
de referéncia. Pelo contrario, 88% dos animais no caso da CHCM e 41% para a contagem
de plaguetas encontram-se abaixo do limite inferior do intervalo de referéncia. Verifica-se,
ainda, que para 6% dos caes estudados o valor absoluto de leucécitos se encontra acima do
limite superior do intervalo de referéncia com excepg¢do dos mondcitos que se encontram
abaixo deste limite. De entre o0s leucécitos 0os que se encontram mais acima do limite
superior do intervalo de referéncia séo os eosinofilos.

Os valores médios, de todos os animais estudados, dos pardmetros hematocrito e
VCM encontram-se acima dos valores maximos de referéncia e os valores médios de CHCM
e plaquetas abaixo do valor minimo de referéncia validado para o aparelho. A média dos
restantes parametros encontra-se dentro do intervalo de referéncia para o analisador.

Todas as células apresentaram morfologia normal, na avaliacdo manual do
esfregaco. Foram observados eritrécitos nucleados, metarrubricitos, em dois animais
diferentes, linfécitos reactivos num animal, macroplaquetas num animal e agregacao

plaquetaria em seis animais.
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4. Discussao

No conhecimento da autora, este € o primeiro estudo realizado com vista a
contribuir para a caracterizacdo do hemograma no Cao da Raca Serra da Estrela, variedade
de Pélo Comprido. Dado que muitos dos dados publicados sdo obtidos de populacbes de
uma sO raca elou em condicbes de laboratério, estes valores podem ser pouco
representativos para a populagdo geral. Sendo o Cédo da Raca Serra da Estrela a raca
nacional com maior namero de registos individuais no CPC é importante, sob o ponto de
vista epidemiolégico e clinico, conhecer os valores fisiolégicos dos parametros
hematolégicos, de forma a ajudar a caracterizar e determinar eventuais doencas,
constituindo assim uma nova informacéo no arsenal clinico dos Médicos Veterinarios.

Foram utilizados 37 cdes neste estudo. O orgcamento disponivel, a dispersédo dos
criadores pelo pais e o facto de, nos meses de recolha de sangue, a Serra da Estrela
encontrar-se coberta de neve e inacessivel, além de distante do laboratério, o que induzia a
aumento no tempo entre a colheita e 0 processamento da amostra, impossibilitaram o
estudo de uma maior populagdo. Outros autores utilizaram também uma populacéo inferior a
40 animais (Sullivan et al, 1994; Clark & Parry, 1997; Aengwanich et al, 2007). A populagéo
de estudo é inferior ao nimero minimo necessdario para calcular limites inferiores e
superiores com intervalo de confianga de 0,90. Deste modo foi utilizado o valor maximo e
minimo em 95% da amostra (intervalos entre o percentil 2,5 e 97,5), segundo directivas da
Federacgéo Internacional de Quimicos Clinicos (Lumsdenl et.al., 1979; Feldman et.al., 2000).

A HCM e os eosindfilos ndo apresentaram uma distribuicdo Gaussiana, no entanto,
guando a populagédo é inferior a 40 individuos, o método utilizado para estabelecer os
intervalos de referéncia ndo exige uma distribuicdo normal (Feldman et.al., 2000).

Neste trabalho tanto o valor médio como o intervalo de referéncia calculado relativo
a contagem global de eritrdcitos foi coincidente com os valores de referéncia do aparelho de
hematologia utilizado. Estes resultados ndo estdo de acordo com estudos, que reportam,
variacbes eventualmente relacionadas com a raca, na contagem global de eritrcitos
nomeadamente em “Greyhounds” (Sullivan et al, 1994; Sheiel et al, 2007).

Verifica-se 45% dos animais estudados, no caso do hematécrito e 90% no caso do
VCM se encontram acima do limite superior do intervalo de referéncia do analisador. Estéo
descritos valores de hematocrito superiores a 50% noutras ragas, normalmente
acompanhados de aumento de hemoglobina e em cdes que vivam em locais de alta altitude
(Nelson & Couto, 2006). Embora os cdes analisados vivam em locais de baixa altitude, ao

nivel da altura do mar, a raga tem origem em zonas montanhosas, o que pode justificar uma
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eventual base genética para o aumento do hematdcrito. Seria interessante, em estudos
posteriores, determinar, por exemplo, a concentracdo basal de eritropoietina nestes animais.

As causas mais frequentes de aumento de hematocrito relacionam-se com
policitémia relativa, consequéncia de: hemoconcentracéo, devida a contraccdo esplénica por
stress durante a colheita; desidratacdo; processamento tardio de amostras, responsavel
pelo aumento da dimensao dos eritrdcitos e consequente aumento do VCM e como Ultima
causa a influéncia hormonal, uma vez que os androgénios aumentam a concentracdo de
glébulos vermelhos e os estrogénios, apresentam efeito inibidor sobre a eritropoiese (Day
et.al., 2000; Lopes et.al., 2007).

De forma a descartar as causas supracitadas de aumento de hematdcrito a recolha
de sangue foi feita no Inverno e nas instalagées dos criadores para minimizacdo do stress
associado a colheita. Todos os animais tinham acesso livre a 4gua e, no exame fisico, ndo
se evidenciaram sinais clinicos compativeis com desidratacdo. Para aferir se este aumento
de hematdcrito € fisiologico ou secundario a desidratacdo ou stress, outros estudos
posteriores podem ser efectuados, tais como, a determinacdo de proteinas totais ou
concentracdo basal de eritropoietina. Para este efeito o soro dos animais utilizados foi
congelado.

Os eritrocitos podem ainda, aumentar de tamanho durante o armazenamento e
transporte o que pode induzir a falsos aumentos de VCM e de hematdcrito e diminuicdo da
CHCM (Day et.al., 2000; Willard & Tvedten, 2004). Um estudo que avaliou a influéncia do
tempo, temperatura e recipiente nas caracteristicas do hemograma em caes adultos
saudaveis concluiu que a determinagdo do hemograma apos armazenamento a 4°C durante
36 ou 96 horas pode ser realizada sem alteragdo de nenhum parametro hematologico
(Coelho, 2006). Neste estudo as amostras foram processadas no maximo até 8 horas apds
colheita e refrigeradas a 4°C, pelo que ndo parece ser esta a causa para 0 aumento do
hematocrito observado.

Em 6% dos caes estudados o valor absoluto de leucdcitos encontra-se acima do
limite superior do intervalo de referéncia do aparelho. Estdo descritas variagcbes
significativas na contagem global e diferencial de leucdcitos consoante o grupo de animais
considerado (Feldman et.al., 2000). Existem diversos factores que contribuem para esta
situagdo, por exemplo, animais que vivem em ambientes ndo controlados podem ter
exposicdo a uma grande variedade de antigenos com consequente estimulacdo na
producdo de leucécitos (Nelson & Couto, 2006). Outras alteracGes leucocitarias podem
ocorrer devido a resposta induzida pela epinefrina ou corticosterdides na colheita, podendo,
neste caso, as alteraces leucocitarias verificadas relacionar-se com a maior ou menor

sensibilidade ao stress por parte do animal. Como j& foi referido durante este estudo, todas
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as amostras foram recolhidas nas instalacbes dos criadores para minimizacdo do stress
associado a colheita. O stress esta associado a libertacdo endégena de corticosteréides que
por sua vez pode conduzir a uma leucocitose com neutrofilia, linfopénia, eosinopénia e
monocitose. Contudo, ndo se observaram alteracfes deste género nos animais amostrados
0 que pode confirmar o facto que ndo houve stress associado a colheita.

Das alteracdes verificadas de entre os leucécitos 0s que se encontram mais acima
do limite superior do intervalo de referéncia sdo os eosindéfilos. Estd descrito que, ao
contrario dos eritrocitos e plaquetas, em algumas estacdes do ano os animais podem ter
maiores contagens eosinofilicas devido a maior presenca de alergenos ambientais e
parasitas (Feldman et.al., 2000). Todos os animais amostrados vivem no exterior, e estdo
expostos a alergenos ambientais e eventuais parasitas, 0 que pode explicar a eosinofilia
presente em 6% dos casos. Embora desparasitados, ndo se pode excluir uma infestagédo
parasitaria recente e os animais ndo foram testados para a presenca de agentes
infecciosos/parasitarios. E importante salientar que cies de raca Pastor Alem&o apresentam
contagens de eosindfilos acima do valor de referéncia para outras racas. A causa deste
fenomeno é desconhecida e n&o parece ter importancia clinica (Day et.al., 2000). E possivel
gue se verifigue a mesma situacéo para os Cées Serra da Estrela porque ambas sao racas
com maneio semelhante, habitando frequentemente no exterior.

N&ao foram observados basdfilos na contagem diferencial de leucdcitos, o que pode
corresponder a fisiologia normal do cdo pois sdo células pouco frequentes no sangue e
medula éssea podendo ndo ser observadas em contagens diferenciais de cdes saudaveis
(Feldman et.al., 2000).

Neste estudo foram observados metarrubricitos em dois animais diferentes, estas
células podem ser encontradas na circulacdo periférica em casos de anemia regenerativa ou
em animais em recuperacdo de uma anemia (Feldman et.al.,, 2000). Nenhum animal
analisado apresentava eritrocitos, concentragdo de hemoglobina e/ou hematocrito abaixo
dos valores minimos de referéncia para o aparelho, logo néo parece ser este o caso.

Foram observados linfocitos reactivos num animal, que ndo sendo um achado
anormal, sdo pouco especificos, surgindo normalmente apés estimulacdo antigénica
(Harvey, 2001).

Relativamente a contagem de plaquetas, a trombocitopénia nao foi valorizada. A
agregacdo plaquetaria verificada na observagdo dos esfregagos pode justificar a
pseudotrombocitopénia verificada.

Relativamente ao VPM, o aparelho ndo apresenta valores de referéncia sendo que
este varia dependendo dos autores e entre analisadores. O valor médio em cées € de 6,7-
11,1 fL (Harvey, 2001) com uma média de 6 a 9fL (Willard & Tvedten, 2004), a média em
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Serras da Estrela foi 9,67fL. Aumento do VPM ou a presenca de macroplaguetas esta
descrito em populacdes saudaveis de caes outras racas (Willard & Tvedten, 2004). Falsos
aumentos do VPM estdo associados a exposicdo ao EDTA quando as plaquetas séo

mantidas em ambiente refrigerado.

57



5. Conclusao

Os objectivos deste estudo foram atingidos pois para além da reviséo bibliografica
apresentada, foram propostos médias e intervalos de referéncia, susceptiveis de contribuir
para a caracterizacdo dos valores hematolégicos no Cao Serra da Estrela, variedade de
Pélo Comprido. Os resultados podem indicar a eventual existéncia de particularidades,
ligadas a raga estudada nomeadamente nos parametros hematécrito, VCM, CHCM, numero
de plaquetas e numero de eosindfilos.

No conhecimento da autora, ndo existem outros estudos hematoldgicos realizados
no Cao Serra da Estrela nem em outras racas portuguesas. Os resultados obtidos sugerem
gue maior investigacdo deve ser efectuada tanto no Cao Serra da Estrela como noutras
ragas autoctones com vista ndo s6 a caracterizagdo como para confirmar se as alteracdes
verificadas séo caracteristicas da raga ou devidas a outros factores. Deste modo, estudos
mais abrangentes necessitam ser realizados, utilizando amostras maiores e analisando mais
parametros hematologicos e/ou bioquimicos, tomando em consideragcdo provaveis factores

de variabilidade tais como raga, idade, sexo e condigfes ambientais.
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APENDICES

APENDICE | - FICHA DO ANIMAL

APENDICE Il - RESULTADOS DOS HEMOGRAMAS EFECTUADOS



APENDICE | - REGISTO INDIVIDUAL

oata [ ]

Nome do Animal

HORA COLHEITA

[ Inawmostra [ ]

Data de Nascimento

Sexo |FI |FC MI MC |N° CHIP

Peso Pelagem

Nome do dono

Morada

Telefone

Manifestag6es de Doenca

Jejum Sim Nao Horas

Apetite Sem Ap Pobre Moderado | Bom

Vémito Nunca >1 X p sem <lxpsem |1xpdia

Diarreia Nunca >1 X p sem <lxpsem |1xpdia
Comportamento Mto Letarg. | Letargico Atento Alerta

Condicao Corporal 1 2 3 4 5

Se Fémea Ultimo Cio/ Gravidez? Gravidez Cio Data

Tipo de Alimentac&o? Racéo Humida Caseira | Qual

Fez Suplementagéo? Sim Nao Com o qué?

Ultima doenga? >1 ano 6M-1Ano <6 Meses | O qué?

Ultima Vacina? Qual? >3 anos 1-3Anos <1 Ano Qual?

Ultima Desparasitagdo? >1 ano 6M-1Ano <6 Meses | Com o qué?

EXAME FISICO

Movimentos Respiratorios Profundidade |:| Ritmo I:|
Frequéncia Respiratoria I:l RPM Pulso I:l PPM
Frequéncia Cardiaca I:I BPM Ritmo I Sim | N&o
Auscultacdo Cardiaca | Normal | Anormal | Sopro

Auscultacdo Respiratéria | Normal | Anormal |

T°C Rectal |:| °C Pelagem | Brilhante | Bago | Alopecia
Mucosas | Rosada | Palida | Ictérica Ciandtica | TRPP |:| segundos
TRC I:' segundos

Linfonodos Mand Retrofar Prescap Axila Ing/Mam Popliteos

Olhos Normal Corrimento | Observacdes

Ouvidos Limpos Cerumen Observacgbes

Sistema Urogenital Normal Corrimento | Observacdes

Outros Achados




APENDICE Il - TABELA DE RESULTADOS

Ne 0, 0, 0, 0, 0,
de Eritrécitos | Htc Hemoglobina | VCM | HCM CHCM | Leu Neu Linf Mon | Eos Bas ,\/f A’ & & 2 Plaguetas | VPM
Andlise eut | Linf Mon | Eos Bas

. Nome do Idade
Intervalo Canil Animal Genero (anos) 18.5- 30- 55. 0.1-
(ézferémia 5,5-8,5 37-55 | 12,0-18,0 60-77 30’ 375 16,9 2,0-12 | 0,5-4,9 | 0,3-2 1:49 0-0,1 175-500
1 Luna Femea | 1,0 6,15 50,70 | 15,20 82,50 | 24,71 |[30,00 |12,10 6,66 |4,60 0,48 | 0,36 0,00 | 55,00 | 38,00 | 4,00 (3,00 |0,00 138 8,72
2 Roscas Macho | 0,7 5,51 44,00 | 12,90 79,80 | 23,45 |[29,40 |13,70 10,28 | 1,64 0,69 |1,10 0,00 | 75,00 | 12,00 | 5,00 (8,00 |0,00 184 8,80
3 Canela Femea |16 5,86 47,80 | 14,00 81,60 29,93 [29,30 |11,30 7,80 2,26 0,45 | 0,79 0,00 | 69,00 | 20,00 | 4,00 (7,00 |0,00 175 9,04
4 Erica Femea | 7,0 6,48 50,00 | 14,30 77,20 | 22,04 |28,60 |12,70 7,11 3,81 1,40 |0,38 0,00 | 56,00 | 30,00 | 11,00 | 3,00 | 0,00 34 9,82
5 Bolota Femea | 4,0 7,15 54,70 | 15,60 76,50 | 21,76 |28,40 | 10,20 4,59 3,47 1,22 |0,92 0,00 | 45,00 | 34,00 | 12,00 | 9,00 | 0,00 75 11,00
6 Costa Jupiter Macho | 5,0 6,30 51,60 | 14,90 81,80 | 23,64 |[28,90 |11,20 7,17 2,13 1,34 | 0,56 0,00 | 64,00 | 19,00 | 12,00 | 5,00 | 0,00 212 8,25
7 do Castica Femea | 4,0 6,38 52,90 | 14,60 82,90 22,90 |[27,60 |8,30 5,89 1,66 0,50 |0,25 0,00 | 71,00 | 20,00 | 6,00 |3,00 |0,00 170 8,08
8 Oeste "chuva Femea | 1,0 6,74 53,40 | 14,70 79,20 | 21,87 |[27,60 |12,40 6,70 |4,84 0,50 |0,37 0,00 | 54,00 | 39,00 | 4,00 |3,00 |0,00 167 7,52
9 Arwe Femea | 5,0 7,55 58,50 | 15,80 77,50 | 20,86 |26,90 |8,40 5,46 1,60 0,92 | 0,42 0,00 | 65,00 | 19,00 | 11,00 | 5,00 | 0,00 118 9,90
10 Cigana Femea | 2,0 5,96 48,50 | 13,30 81,30 | 22,96 |[27,40 | 14,90 790 |4,.17 1,94 |0,89 0,00 | 53,00 | 28,00 | 13,00 | 6,00 | 0,00 228 8,89
11 Astor Macho | 2,0 7,07 57,90 | 16,60 81,90 | 23,43 28,60 18,70 9,91 3,18 1,50 (4,11 0,00 | 53,00 | 17,00 | 8,00 22,00 | 0,00 172 7,57
12 Bomboca Femea | 2,0 6,64 53,40 | 16,00 80,40 | 24,10 30,00 11,20 7,39 1,57 0,78 | 1,46 0,00 | 66,00 | 14,00 | 7,00 13,00 | 0,00 195 8,52
13 Gaja Boa Femea | 6,0 7,82 61,10 | 16,60 78,00 | 21,23 27,20 7,40 4,88 1,11 1,04 |0,37 0,00 | 66,00 | 15,00 | 14,00 | 5,00 0,00 186 7,55
14 Tomé Macho | 5,0 6,46 54,20 | 15,40 84,00 | 23,78 28,30 5,60 3,14 1,18 1,01 (0,28 0,00 | 56,00 | 21,00 | 18,00 | 5,00 0,00 68 11,46
15 Eros Macho | 1,5 7,05 56,50 | 16,30 80,10 | 23,04 |[28,80 |6,80 3,40 1,90 0,95 | 0,54 0,00 | 50,00 | 28,00 | 14,00 | 8,00 | 0,00 89 9,66
16 Zara Femea | 1,5 7,79 64,20 | 17,60 82,40 | 22,56 |[27,40 |9,40 6,11 2,07 0,85 |0,38 0,00 | 65,00 | 22,00 | 9,00 4,00 |0,00 149 8,78
17 dcjsa Cafuza Femea | 0,6 6,84 51,50 | 13,80 75,30 | 20,17 |26,80 |9,60 4,22 | 4,03 1,15 | 0,19 0,00 | 44,00 | 42,00 | 12,00 | 2,00 | 0,00 186 7,58
18 Loas Linda Femea | 1,0 8,39 67,20 | 17,70 80,00 (21,03 |[26,30 |8,90 5,07 2,76 0,53 | 0,53 0,00 | 57,00 | 31,00 | 6,00 6,00 |0,00 135 8,48
19 Alegria Femea | 1,0 7,53 59,30 78,70 | 21,03 | 26,70 96 9,10
20 Max Macho |85 5,93 49,20 | 13,40 83,10 | 22,63 |[27,20 |2,10 4
21 Barroca Femea | 8,5 7,89 64,90 | 17,90 82,20 | 22,74 |27,70 | 25,72 11,57 | 0,77 051 |12,86 0,00 |45,00 | 3,00 |2,00 [50,00 |0,00 315 7,34
22 Lobo Macho | 1,0 6,68 54,70 | 15,10 81,90 | 22,60 |[27,60 |14,91 8,65 5,07 0,89 |0,30 0,00 | 58,00 | 34,00 | 6,00 (2,00 |0,00 104 14,51
23 Cabaca Femea | 3,0 6,77 57,70 | 16,80 85,30 | 24,78 [29,00 |8,99 6,56 1,26 0,63 | 0,54 0,00 | 73,00 | 14,00 | 7,00 |6,00 |0,00 121 10,67
24 Casta Femea | 3,0 6,50 52,70 | 16,00 81,20 | 24,67 |[30,40 |17,98 12,59 | 3,60 1,44 |0,36 0,00 | 70,00 | 20,00 | 8,00 (2,00 |0,00 290 11,78
25 Casad | Orquidia Femea | 3,0 6,59 53,30 | 15,10 80,90 | 22,88 |[28,30 |10,92 6,22 2,62 0,66 | 1,42 0,00 | 57,00 | 24,00 | 6,00 | 13,00 | 0,00 186 10,02
26 -ariuyas i:?]?;rh Macho | 3,0 8,77 73,80 | 20,10 84,10 | 22,94 |[27,30 | 10,06 6,34 (211 0,80 | 0,80 0,00 | 63,00 | 21,00 | 8,00 (8,00 |0,00 117 11,81
27 Castanha Femea | 5,0 6,96 57,10 | 17,10 82,10 | 24,54 [29,90 | 16,05 10,75 | 2,73 0,80 | 1,77 0,00 | 67,00 | 17,00 | 5,00 |11,00 | 0,00 154 10,58
28 Isca Femea | 1,0 6,60 56,40 | 16,40 85,40 | 24,88 [29,10 | 15,52 9,93 3,88 093 |0,78 0,00 | 64,00 | 25,00 | 6,00 |[5,00 |0,00 146 11,08
29 Gema Femea | 2,0 5,82 48,40 | 14,60 83,20 | 25,09 |[30,20 | 15,26 10,22 | 3,36 1,07 | 0,61 0,00 | 67,00 | 22,00 | 7,00 |4,00 |0,00 273 9,72




No

%

%

%

%

%

de Eritrécitos | Htc Hemoglobina | VCM | HCM CHCM | Leu Neu Linf Mon | Eos Bas ; Plaguetas | VPM
Andlise Neut | Linf Mon Eos Bas

Canil Nor_ne i Genero lkaits
Intervalo Animal (anos) 185 30 55 01
de 5,5-8,5 37-55 | 12,0-18,0 60-77 | 3¢’ - 37'5 1'65 20-12 | 05491032 | 4;) 0-0,1 175-500
Referéncia ! ! !
30 Dior Femea | 2,0 7,45 59,80 | 16,40 80,30 | 22,04 27,50 12,22 7,94 2,93 0,86 | 0,49 0,00 | 65,00 (24,00 [ 7,00 |4,00 |0,00 123 8,14
31 Dara Femea | 3,0 7,16 59,70 | 16,00 83,30 | 22,32 26,80 10,78 6,47 2,91 0,86 | 0,54 0,00 |60,00 (27,00 [ 8,00 |5,00 |0,00 177 9,78
32 Delta Femea | 3,0 7,94 67,50 | 19,10 85,10 | 24,09 28,30 8,85 5,22 3,01 044 |0,18 0,00 | 59,00 | 34,00 [ 500 |2,00 |0,00 112 9,86
33 Amendoa Femea | 7,0 7,72 61,10 | 17,40 79,10 | 22,48 28,40 14,09 8,03 4,65 0,70 | 0,70 0,00 |57,00 (33,00 [ 500 |5,00 |0,00 127 11,06
34 gemn?g? Macho | 11,0 6,60 54,10 | 15,30 81,90 | 23,10 28,20 7,38 5,02 1,55 0,52 |0,30 0,00 | 68,00 (21,00 [ 7,00 |4,00 |0,00 128 9,04
35 Diospiro Macho | 3,0 7,24 59,70 | 17,40 82,40 | 23,97 29,10 11,29 9,03 1,47 0,56 |0,23 0,00 |80,00 (13,00 [ 500 |2,00 |0,00 100 11,58
36 Filipa Giesta Femea | 5,0 6,92 56,70 | 16,50 81,90 | 23,81 29,10 8,10 5,02 2,11 0,49 |0,49 0,00 |62,00 | 26,00 [ 6,00 |6,00 |0,00 155 10,77
37 Leitdo | Rookie Macho | 0,6 6,47 49,50 | 13,20 76,50 | 20,40 26,70 11,70 6,90 4,45 0,23 | 0,12 0,00 | 59,00 (38,00 [ 2,00 |1,00 |0,00 290 8,79
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ANEXO | - ESTALAO DO CAO SERRA DA ESTRELA

ORIGEM: Portugal

DATA DE PUBLICACAO DO ESTALAO DE ORIGEM EM VIGOR: 04-11-2008
(http://racas.cpc.pt/pt/standards/sestrela.pdf)

UTILIZACAO: Céo de proteccdo de rebanhos, de guarda, de familia e até utilizado
como animal de tracc¢dao.

CLASSIFICACAO F.C.l.: Grupo 2 Pinscher e schnauzer, racas molosséides, cies
suicos de montanha e boieiros e outras ragas. Secg¢do 2.2 Racas molossoides de tipo
montanha.

Sem prova de trabalho.

BREVE RESUMO HISTORICO: Desde épocas remotas, este cio desenvolveu-se e
fixou-se na regido da Serra da Estrela, perdendo-se no tempo a sua verdadeira origem.
Deve ser, no entanto, uma das ragas caninas mais antigas da Peninsula Ibérica. Encontra-
se desde as imedia¢cbes das faldas da Serra até as mais elevadas altitudes (2000 metros
aproximadamente), sobretudo no Verdo, em que, desaparecida a neve, as pastagens
vicejam nas altas planuras, sendo procuradas pelos gados, visto, nas regiées do sopé, o
calor excessivo ter dessecado toda a vegetacdo pascigosa. Os cdes acompanham o0s
rebanhos, como guardifes vigilantes, defendendo-os dos predadores que tais paragens
infestam. O progressivo reconhecimento das suas aptiddes tem levado a sua difusdo por
todo 0 Mundo, a partir da segunda metade do século XX.

ASPECTO GERAL: Céao grande, convexilineo, molosséide, tipo mastim, existente
na variedade de pélo comprido e de pélo curto. Animal rastico, bem entroncado, com viveza
de andamentos e imponente de atitudes. Olhar vivo, calmo e expressivo. Bem
proporcionado, morfologicamente perfeito, de uma acentuada harmonia de conjunto,
reveladora de uma pureza étnica radicada pelo tempo.

PROPORCOES IMPORTANTES: Céo sublongilineo, com tendéncia a mediolineo.
A altura do peito é inferior a metade da altura do garrote. O comprimento do chanfro e do
cranio devem ser aproximadamente iguais, ndo o sendo, sera o cranio ligeiramente mais
comprido.

COMPORTAMENTO / CARACTER: Inseparavel companheiro do pastor e guarda
fiel do rebanho que, com valentia, defende contra os predadores e roubadores de gado.
Magnifico guarda de quintas e habitacbes, sendo dissuasor para os estranhos e de uma

docilidade caracteristica junto do dono.
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CABECA: Forte, volumosa, alongada e ligeiramente convexa. Com boa insergao.
Proporcionada ao corpo, bem como o cranio em relacéo a face, o que lhe da, em conjunto,
uma acentuada harmonia. Pele lisa no cranio e face.

REGIAO CRANIANA:

Cranio: Bem desenvolvido, arredondado, apresenta eixos longitudinais superiores
cranio-faciais ligeiramente divergentes, perfil convexo, arcadas supraorbitarias pouco
desenvolvidas com sulco frontal pouco aparente, crista occipital apagada.

Chanfradura Nasal (Stop): Depressdo naso-frontal pouco pronunciada e a uma

distancia aproximadamente igual da ponta do focinho e da protuberancia occipital.

REGIAO FACIAL:

Trufa: Direita e bem aberta; larga, de cor preta.

Chanfro: Alongado; estreitando para a ponta, sem afilamento; tende para o
rectilineo, na sua maior extensao, e muito ligeiramente convexo junto a sua extremidade.

Labios: Pouco espessos; grandes; ndo pendentes e bem sobrepostos; mucosa
bucal e céu da boca intensamente pigmentados de preto, bem como os bordos labiais.

Mandibulas/dentes: Boca bem rasgada com maxilas bem desenvolvidas; denticdo

completa com dentes fortes, brancos, bem implantados e adaptando-se bem, apresentando,
preferencialmente, denticdo do tipo tesoura, sendo tolerada também, a denticdo em pinga.

Olhos: Horizontais, aflorados, de forma oval, de tamanho médio-pequeno, iguais e
bem abertos, de expressdo inteligente e calma; de cor ambar escuro, de preferéncia.
Palpebras fechando bem e de bordos orlados a negro. Sobrolho um tanto aparente.

Orelhas: Média insercdo; pendentes, inclinadas para tras, caindo lateralmente,
encostadas a cabeca, e deixando ver, na base, um pouco da face interna (repuxadas);
delgadas, de forma triangular, arredondadas na ponta; pequenas em relagdo ao conjunto.

PESCOGCO: Curto; direito e grosso; bem saido e bem unido; embarbelado sem
demasia.

TRONCO:

Linha superior: Recta, quase horizontal.

Dorso: Bem musculado de preferéncia curto.

Lombo: Curto; largo; bem musculado e unido com a garupa.

Garupa: Um pouco descaida; curta; larga e musculada. A altura da garupa devera
ser igual ou ligeiramente superior a altura ao garrote.

Peito: Largo; profundo; bem arqueado, sem ser cilindrico, e bem descido, junto ou
ligeiramente abaixo do codilho.

Linha inferior e ventre: A linha inferior deve elevar-se, de uma forma gradual, mas

suave, do esterno as virilhas; abdomen pouco volumoso, proporcionado a corpuléncia do

animal, ligando-se insensivelmente com as regifes confinantes.
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CAUDA: Média insercao; inteira; comprida; grossa; porte abaixo da horizontal, em
forma de cimitarra, formando gancho na ponta, caindo naturalmente entre as coxas,
chegando a ponta pelo menos ao curvilhdo, quando o animal esté tranquilo; excitado e em
movimento, a cauda ultrapassa a horizontal, encurvando-se para cima e para diante, para o
lado e para baixo, sem ser transportada sobre a garupa. Deve ser bem guarnecida de pélos,
sendo franjada na variedade de pélo comprido.

MEMBROS:

MEMBROS ANTERIORES: Bem aprumados, esqueleto bem constituido, com

articulacbes grossas, angulos de abertura regular, com grande facilidade de movimentos;

ossatura forte.

Antebracos: Bem constituidos, compridos, com forte ossatura e aproximando-se da
forma cilindrica.

Maos: Proporcionadas, bem constituidas, nem muito redondas, nem alongadas em
excesso, intermédio dos pés de gato e de lebre, de forma a evitar o espalmado, providas de
pélos abundantes nos espacos interdigitais e entre os tubérculos plantares; dedos grossos;
bem unidos; unhas escuras, preferencialmente pretas, bem saidas; palmas grossas e duras.

MEMBROS POSTERIORES: Bem aprumados, esqueleto bem constituido, com
articulagbes grossas, angulos de abertura regular, com grande facilidade de movimentos;

ossatura forte.

Curvilhdo: Um pouco descido, regularmente aberto e de boa direc¢éo, seguindo-se-
lhe uma canela vertical, quase cilindrica.

Pés: Idénticos as maos, os pés podem apresentar presunhos simples ou duplos.

ANDAMENTOS: Movimentos normais e faceis.

PELAGEM:

Pélo: Forte, muito abundante, ligeiramente grosseiro, sem demasiada aspereza,
fazendo lembrar um pouco o pélo de cabra. O subpélo é constituido por pélos finos, curtos,
abundantes e emaranhados, normalmente mais claros que a pelagem.

Variedade de pélo comprido: Pélo liso ou ligeiramente ondulado

apresentando-se desigual em certas regides. Nos membros, dos codilhos e
curvilhBes abaixo, é mais curto e denso, assim como na cabeca; nas orelhas, diminui
de comprimento da base para a ponta, tornando-se fino e macio. E mais comprido na
cauda, que é farta, grossa e franjada, em volta do pescoco e bordo inferior, e nas
naddegas que sdo abundantemente franjadas, bem como na face posterior dos
antebracos.

Variedade de pélo curto: Pélo liso, homogéneo em todo o corpo, sendo

ligeiramente mais curto na cabeca e membros, ndo podendo apresentar franjas.

Cores: Sao admitidas e consideradas tipicas as seguintes cores:
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Unicolores: amarelo, fulvo e cinza em todos os gradientes de intensidade de
cor;

Lobeiros: lobeiro fulvo, lobeiro amarelo e lobeiro cinza, nas tonalidades
claro, comum ou escuro;

Raiados: raiados fulvo, raiados amarelo e raiados cinza.

Na regido cranio-facial € tipica a mascara de cor negra. As malhas brancas sao
admitidas apenas nas extremidades dos pés e maos e em pequena extensao na face ventral
do pescoco e peito.

ALTURA E PESO:

Altura ao garrote:

Machos: 65-73 cm
Fémeas: 62-69 cm

Peso:

Machos: 45-60 kg
Fémeas: 35-45 kg

DEFEITOS: Qualquer desvio em relacdo ao estaldo deve ser considerado como
falta e penalizado na exacta proporcédo da sua gravidade e das suas consequéncias na
saude e bem-estar do cao.

Aparéncia: Mau aspecto geral, magreza ou obesidade.

Altura: Fora dos limites estabelecidos pelo estaldo, mas dentro de uma tolerancia
de 2 centimetros no limite superior.

Cabeca: Estreita, comprida e afilada.

Olhos: Claros.

Orelhas: Ma insercao, muito grandes, carnudas e redondas. Placadas.

Cauda: Transportada sobre o dorso. Auséncia de gancho.

Pelagem: Auséncia de mascara negra.

DEFEITOS GRAVES

Temperamento: Exemplares evidenciando desequilibrio nervoso, com sinais de

timidez.

Pelagem: Pélo afastando-se do tipo natural.

Trufa: Ventas claras, em especial almaradas.

Orelhas: Amputadas.

Cauda: Amputada ou rudimentar.

Altura: Excessiva (gigantismo) ou diminuta (nanismo), isto é:
Machos: < 65 cm ou > 75 cm
Fémeas: <62 cm ou > 71 cm

DEFEITOS ELIMINATORIOS (DESQUALIFICACOES):
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Tipo: Atipico.

Temperamento: Agressividade. Timidez exacerbada.

Cabeca: Muito estreita, muito comprida e muito afilada completamente fora do tipo
molossoide.

Maxilas: Prognatismo e endognatismo.

Olhos: Gazeos ou desiguais de tamanho.

Cauda: Anuros.

Pelagem: Albinismo. Cores diferentes das estabelecidas pelo estaldo. Pélo
completamente afastado do tipo natural.

Testiculos: Monorquideo ou criptorquideo.

Todo o céo que apresentar qualquer nivel de anomalia fisica ou de comportamento
deve ser desqualificado.

Nota: Os machos devem sempre apresentar os dois testiculos, de aparéncia

normal, bem descidos no escroto.



