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Resumo

Este trabalho centrou-se na caracterizacdo do hemograma de Puro-Sangue Lusitanos,
PSL e respectiva comparacdo com outras ragas.

A populagdo estudada incluiu 61 cavalos PSL. Foram analisados: eritrocitos totais,
hematocrito, hemoglobina, volume corpuscular médio, VCM, hemoglobina corpuscular
média, HCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média, CHCM, leucdcitos totais e
respectiva contagem diferencial e plaquetas totais. Os resultados obtidos foram comparados
com dados previamente publicados, relativos ao Puro-Sangue Inglés, PSI, e aos ‘Warm-
blood’, WB.

O valor médio de eritrocitos e concentracdo de hemoglobina dos PSL foi inferior a dos
PSI, enquanto o valor médio do hematocrito e VCM dos PSL foi superior ao dos PSI e WB.O
valor médio da HCM dos PSL foi superior ao dos PSI, no entanto o valor médio da CHCM
dos PSL foi inferior ao dos PSI ¢ WB. O valor médio de leucocitos totais, linfocitos e
eosinodfilos dos PSL foi superior ao dos PSI e WB. A média dos neutréfilos foi superior nos
PSL, relativamente aos dos WB, e dos mondcitos inferior aos PSI. O valor médio de plaquetas
dos PSL foi inferior ao dos PSI e WB.

Os parametros do hemograma no PSL apresentam diferengas significativas
relativamente as populagdes utilizadas para comparagdo, interessantes a ter em conta na

interpretagdo do hemograma de PSL.

Palavras-chave: Hemograma, Puro-Sangue Lusitano, caracterizagao.
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Abstract

This academic dissertation was based on the caracterization of the complete blood
count of Puro-Sangue Lusitanos, PSL and respective comparison with other breeds.

The population studied included 61 PSL horses. Total erythrocytes, packed cell
volume, PCV, hemoglobin, mean corpuscular volume, MCV, mean corpuscular hemoglobin,
MCH, mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC, total white blood cells, WBC,
and respective differentials and platelet counts were analyzed. The results were compared
with previous published data, for Thoroughbreds, TB, and Warm-bloods, WB.

The mean value of erythrocytes count and hemoglobin concentration of PSL was
inferior to TB, whereas the mean value of PCV and MCV of PSL was superior to TB and
WB. The mean value of MCH of PSL was superior to TB, whereas the mean value of MCHC
of PSL was inferior to TB and WB. The mean value of WBC, lymphocytes and eosinophils of
PSL was superior to TB and WB. The mean value of neutrophils was superior to PSL, when
compared with WB and monocytes were inferior to TB. The mean value of platelets of PSL
was inferior to TB and WB.

The parameters obtained on PSL show significant differences relatively to the
populations utilized for comparison, interesting to keep in mind in the interpretation of CBC

from PSL.

Keywords: Complete blood count, Puro Sangue Lusitano, caracterization.
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Abreviaturas e Simbolos

°C - Graus Celsius

% - Percentagem

pum- Micrometro

uL - Microlitro

ADN - Acido desoxirribonucleico

ATP - Adenosina trifosfato

BAS - Basofilos

CBC - ‘Complete blood count’

CCPM - Concentracao de componentes plaquetarios médios
CEHP - Células estaminais hematopoiéticas pluripotentes
CHCM - Concentragao de hemoglobina corpuscular média
CID - Coagulagao intravascular disseminada

CMH - Complexo maior de histocompatibilidade

CPGM - Células progenitoras dos granulocitos € monocitos
CPMCD - C¢lulas progenitoras dos macrofagos e células dendriticas
CPME - C¢élulas progenitoras dos megacariocitos e eritrocitos
dL - Decilitro

EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético

EPO - Eritropoetina

ERT - Eritrécitos

EOS - Eosinofilos

fL - Fentolitro

G - Gauge

g/dL - Grama por decilitro

Hb - Hemoglobina

HCM - Hemoglobina corpuscular média

HTC - Hematocrito

[-CAM - Moléculas de adesao intracelular

K3 - Tri-potéssico

K/uL - 10° Células por microlitro

LEUC - Leucocitos
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LINF - Linfocitos

LINF Th - Linfocitos T ‘helper’

LLP- Linhagem linféide pluripotente

LMP- Linhagem mielo6ide pluripotente

MEC - Matriz extracelular

mL - Mililitro

MON - Mondcitos

NEU - Neutroéfilos

NK - “‘Natural killers’

pg - Picograma

PLQ - Plaquetas

PSI - Puro Sangue Inglés

PSL - Puro Sangue Lusitano

RNA - Acido ribonucleico

TBC - Trombocrito

TLR -‘Toll-like receptor’

TPO - Trombopoetina

UFC - Unidades de formagao de colonias

UFC-E - Unidades de formagao de colonias eritroides

UFC-GM - Unidades de formagao de colonias dos granuldcitos € monécitos
UFC-Meg - Unidades de formagao de colonias dos megacaridcitos
VCM - Volume corpuscular médio

VDCCP - Variabilidade de distribuicdo da concentragdo dos componentes plaquetarios
VDE - Variagao de distribuigdo dos eritrocitos

VDP - Variagdo da distribuicao das plaquetas

VPM - Volume plaquetario médio

X - Vezes

WB - ‘Warm-blood’
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Introducao

1. Hemograma

O hemograma ¢ o exame complementar de diagnostico mais realizado em pratica
equina. Estd generalizado em medicina veterinaria devido a sua elevada fiabilidade, reducao
do custo dos equipamentos, rapidez de execucdo e obtengdo de resultados. Este procedimento
estuda os trés elementos celulares presentes no sangue, nomeadamente, os eritrocitos, ERT, os
leucdcitos, LEUC, e as plaquetas, PLQ (Kerr, 2002). Para além da andlise quantitativa dos
elementos celulares, também faz parte do seu estudo a andlise qualitativa, através da
observacgao de um esfregago sanguineo (Cowel & Tyler, 2002).

Os diferentes elementos celulares possuem fungdes caracteristicas. Os ERT realizam o
transporte de oxigénio dos pulmdes a todos os restantes tecidos do organismo. Os LEUC
possuem uma fun¢do imunitaria contra agentes patogénicos. As PLQ reparam continuamente
a parede dos vasos sanguineos, contribuindo para o controle das hemorragias (Jackson, 1987;
Kerr, 2002;Reed, Bayly & Sellon, 2004; Weiss & Wardrop, 2010). Cada uma destas

linhagens celulares ird ser aprofundada em capitulos posteriores.

1.1 Colheita de Amostras e Acondicionamento apropriado

Antes da colheita das amostras deve-se proceder a escolha dos tubos de
acondicionamento, mediante o procedimento de diagnéstico a realizar. Os tubos contém
anticoagulantes diferentes, sendo que, de forma uniformizada, cada anticoagulante
corresponde a uma determinada cor da tampa do tubo (Duncan & Prasse, 1977). Um tubo com
a tampa de cor vermelha ndo possui anticoagulante. A amostra de sangue colectada para este
tipo de tubo ird coagular, sendo o soro obtido para provas soroldgicas, bioquimicas e
endocrinoldgicas. Os tubos de tampa com cor violeta possuem o anticoagulante &acido
etilenodiamino tetra-acético, EDTA, este actua por remocao do calcio presente no sangue € o
EDTA mais comercializado ¢ o tri-potassico. A sua utilizacdo estd indicada na realizagdo de
provas hematolédgicas, dado que consistentemente resulta numa maior preservagdo de volume
e morfologia celular. A cor verde representa um tubo com heparina, este por sua vez,
promove a separagdo do plasma, por neutralizagdo da trombina. O tubo com heparina esta
indicado na realizagdo de provas imunologicas, provas bioquimicas e mensura¢do de chumbo.

A cor azul representa um tubo com citrato de so6dio, que promove a separagdo do plasma por
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ser quelante do calcio e esta indicado para provas de coagulagdo ou com fins terapéuticos. O
tubo com tampa cinza possui fluoreto de sodio, este por sua vez ndo ¢ um anticoagulante, no
entanto, ¢ um inibidor enzimdatico de processos glicoliticos, evitando que os ERT
metabolizem a glicose para posterior mensuragao da glicemia (Thrall et al., 2004).

E necessario ter em conta algumas vantagens e desvantagens, em relagdo a cada
anticoagulante, quando o objectivo da recolha da amostra ¢ o estudo de um esfregaco
sanguineo. Generalizando, a heparina e o citrato estdo menos indicados em relagdo ao EDTA.
Quando se utiliza a heparina, como anticoagulante, os LEUC ndo coram correctamente,
devido a sua ligagdo com o corante (Rebar, Lewis, DeNicola, Halliwell & Boon, 1981). Esta
descrita a ocorréncia de agregacdo plaquetaria associada ao armazenamento da amostra em
tubos com EDTA ou heparina, sendo entdo aconselhado o uso de citrato de s6dio como
anticoagulante para comprovar uma trombocitopenia (Hinchcliff, Kociba & Mitten, 1993;
Harvey, 2001; Kingston, Bayly, Sellon, Meyers & Wardrop, 2001).

Apo6s a escolha do tubo, procede-se a colheita das amostras. Na espécie equina, a
venopungdo ¢ comummente realizada na veia jugular esquerda, dado ser este o lado em que os
cavalos estdo mais habituados a manipula¢do. Podem ser utilizados dois tipos de material de
recolha, o sistema tradicional com agulha e seringa ou o sistema ‘Vacutainer’. Este Gltimo
permite a passagem de sangue, por vacuo, para o interior do tubo de colheita, apresentando a
vantagem de implicar pouca manipulacdo e permitir uma colheita rapida. A desvantagem
deste sistema ¢ a possibilidade de ocorrer hemolise devido a pressdo exercida pelo vacuo e &
velocidade com que as células entram no tubo, embatendo contra as paredes do mesmo
(Duncan & Prasse, 1977).

Outro aspecto a ter em conta no momento de colheita ¢ o tamanho da agulha ou gauge,
G. Agulhas com ‘gauge’ pequeno podem causar danos aos diferentes elementos celulares ou
pelo contrario, agulhas com ‘gauge’ grande causam danos aos vasos.

Com a utilizacdo de meios de contencdo simples, adequados a espécie, ndo causando
stress, sem movimentos bruscos e€ sempre com calma, procede-se entdo a venopungao.
Primeiro deve ser realizado um garrote caudalmente ao local de pungdo, para ingurgitacdo da
veia e estase sanguinea, facilitando a introdugdo da agulha. O garrote ndo deve ser exagerado
nem prolongado, evitando alteragdes hematologicas (Kerr, 2002). A puncao de pele deve ser
realizada com um angulo minimo entre a agulha e a superficie cutdnea, em local desinfectado
e de preferéncia apos tricotomia. De seguida deve-se aumentar o angulo, redirigindo-se a

agulha profundamente em direc¢do a veia. No final da recolha deve-se retirar a agulha e
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comprimir a veia sobre o local da pun¢do, com gaze ou algoddo limpo por cerca de meio
minuto.

Se a colheita nao foi realizada com o sistema ‘Vacutainer’, a transferéncia da amostra
deve ser feita o mais rapido possivel.

O tempo ideal para preparacao de esfregagos sanguineos ¢ até 2 horas apos a colheita,
sendo que o processamento da amostra, apos a colheita, minimiza a agregacao leucocitaria e
plaquetéria (Harvey, 2001). A temperatura Optima para armazenamento das amostras ¢ de 4°
C, embora que mesmo a temperatura ideal, estas deterioram-se em 36 horas e aos 3 dias apos

colheita, ja ndo sdo passiveis de serem utilizadas (Kerr, 2002).

1.2 Processamento de amostras

Desde os anos 1930, as analisadoras hematologicas tem vindo a sofrer actualizagdes
em relagdo as suas técnicas de execucdo, sendo algumas delas a impedancia eléctrica, o feixe
de luz e a andlise centrifuga. O principio implicado na impedancia eléctrica é o da alteragdo
da condutibilidade eléctrica aquando da passagem de células por dois eléctrodos, dado que as
células sdo pobres condutoras eléctricas. A passagem de células por um feixe de luz provoca a
difraccdo, reflexdo e refraccdo da mesma, sendo esse feixe de luz disperso detectado
posteriormente por fotodetectores. Este método ¢ frequentemente posto em pratica pelo uso
do laser. A analise centrifuga ndo se trata de um método de quantificagdo propriamente dito,
no entanto, ele assenta no principio em que os elementos celulares possuem diferentes
densidades e quando expostos a uma for¢a centrifuga formam camadas individualizadas,
sendo posteriormente aplicado um corante especifico a camada ‘buffy-coat’ e a mensuragao ¢
obtida (Dotson, 1998; Thrall et al., 2004; Weiss & Wardrop, 2010).

Embora varias doencas sejam diagnosticadas apenas pela quantificacao dos elementos
celulares, outras implicam a observagdo de um esfregaco sanguineo, dado que podem
apresentar contagens celulares normais mas morfologias alteradas. Situa¢des de anisocitose,
alteracdo do tamanho, poiquilocitose, alteragdo da forma e anisocromia, alteragdo de cor, sO
podem ser realmente avaliadas e referenciadas, com precisdo, se for observado um esfregaco
sanguineo (Weiss & Wardrop, 2010).

Um esfregaco sanguineo permite a identificagdo e estudo morfologico dos elementos
celulares quando observados ao microscopio Optico. O objectivo de um bom esfregaco é obter
uma monocamada de células, numa densidade em que estejam ocasionalmente aderidas.
Esfregacos sanguineos considerados Optimos e consistentes sdo obtidos pela colocacdo do
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volume adequado de sangue na lamina, por boa técnica de espalhamento e por obtencao de
uma camada fina. Para a realizagdo de um esfregaco sanguineo ¢ utilizado equipamento
apropriado, nomeadamente laminas, lamelas e corantes especificos. Em condigdes ideais, um
esfregago sanguineo deve-se estender até metade ou dois tercos da lamina, para que a
monocamada fique localizada numa area passivel de ser corada e estudada (Latimer &
Rakich, 2002; Willard & Tvedten, 2004).

A técnica mais utilizada na pratica laboratorial para a realizagdo de um esfregaco
sanguineo ¢ a ‘wedge’. Neste procedimento sdo utilizadas duas ldminas sendo colocada uma
gota de sangue na extremidade de uma lamina. O volume de sangue que se coloca na lamina
por vezes € errado, na tentativa de colocar o volume correcto pode ser utilizado um tubo
capilar de microhematdcrito ou pipetas especializadas. De seguida, a extremidade de uma
segunda lamina é encostada a superficie da lamina com a gota de sangue e realizando um
angulo de 30° entre ambas as laminas, a segunda lamina ¢ recuada até permitir o contacto
desta com a gota. Por capilaridade a gota percorre toda a superficie de contacto entre ambas as
laminas € com movimento preciso e rapido, a lamina espalhadora ¢ avancada no sentido
contrario da gota, levando-a consigo (Cowel & Tyler, 2002; Kerr, 2002; Thelm, Diem &
Haferlach 2004). Apds secagem ao ar livre, os esfregacos sdo identificados apropriadamente.

A figura 1 esquematiza a realiza¢do de um esfregaco sanguineo pelo método de ‘wedge’.

1 | 2 % —
A 1 G|
| it |

l'lll ¥ !

r I
i | / | A L i

..-. ll//
|
- -

- e P

Figura 1 - Esquema de elaboragdo de um esfregaco sanguineo pelo método ‘wedge’.

A coloragdo pelo método de ‘Romanowsky’, dos quais ‘Wright-Giemsa’, ‘Leishman’
e ‘Diff-Quick’, é frequentemente utilizada para a realizagdo de esfregagos sanguineos, sendo
composta por uma mistura de corantes de eosina, que coram as bases de vermelho e corantes
de azul metileno, que por sua vez coram os acidos de azul (Harvey, 2001). Trata-se de uma
coloragao policromatica onde se produzem trés cores diferentes, vermelho, azul e violeta. As

técnicas baseadas neste método sdo executadas de forma muito semelhante, sendo a principal
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diferenca as propriedades da coloracdao. Na coloragao de ‘Wright-Giemsa’ emerge-se a lamina
num pequeno contentor contendo metanol, durante 5 minutos, permitindo assim a fixagao
adequada das diferentes células. Posteriormente ¢ preparada uma solucdo de coloracdo, com
dilui¢do de 1:5, em que se coloca num contentor 1 mL de ‘Giemsa’ e 5 mL de solugdo tampao
e as solugdes sao homogeneizadas por agitagdo. Coloca-se a lamina no contentor, com
solucdo preparada, por 6 minutos. Nesta etapa da coloragdo desenvolve-se uma pelicula
amarelo-esverdeada sobre o esfregaco. Por fim, remove-se o excesso de coloragdo por
lavagem do esfregaco em 4gua tépida e deixa-se secar ao ar livre. Na coloragdo ‘Diff-Quick’
sao colocadas trés solucdes, azul claro, vermelho-alaranjado e azul violeta, em trés
contentores diferentes. A técnica consiste em mergulhar o esfregaco cinco vezes em cada
contentor, primeiro no contentor com solucdo azul clara, de seguida na solu¢do vermelho-
alaranjado e por fim na solugdo azul violeta. E removido o excesso de corante com agua
tépida e o esfregaco ¢ seco ao ar. Este método apresenta a vantagem da sua duragdo total ser
de apenas 15 segundos. (Cowel & Tyler, 2002).

Em determinadas condig¢des € necessario proceder a estimagcdo manual de LEUC totais
e diferenciais, bem como a estima¢ao manual de PLQ totais. Para a estimagdo de LEUC
totais, ¢ observado ao microscopio Optico, a zona de monocamada de um esfregaco
sanguineo, sob ampliacdo de 100x e sdo enumerados os LEUC presentes. De modo pratico, a
contagem ¢ realizada em 10 campos de visualizacao distintos, através do método ‘battlement’.
Calcula-se a estimativa do valor total de LEUC pela média aritmética e o resultado ¢
multiplicado por 100. Quando se pretende estimar o intervalo de LEUC totais, multiplica-se a
média obtida por 100 e 150. O resultado ¢ expresso em nimero de células por uL (Duncan &
Prasse, 1977; Harvey, 2001). Na contagem diferencial de LEUC, igualmente por observagao
ao microscopio optico da zona de monocamada de um esfregago sanguineo, sob ampliagao de
400x, sdo contados 100 LEUC, sendo cada tipo de LEUC identificado individualmente. O
numero total de cada subtipo de LEUC ¢ somado, sendo este valor correspondente a
percentagem de cada subtipo de LEUC presente na amostra. Dado que a informacdo em
percentagem pode induzir erros, deve ser sempre estimado o valor absoluto de cada
subpopulacdo de LEUC. Para tal, cada percentagem ¢ multiplicada pelo valor total de LEUC
estimado, obtendo-se resultados expressos em numero de célula por uL.. A soma de todos os
valores em percentagem deve ser igual a 100 e a soma de todos os valores absolutos de cada

subtipo de LEUC deve ser igual ao valor total de LEUC estimado (Brockus & Andreasen,
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2003; Willard & Tvedten, 2004). A figura 2 esquematiza a técnica de contagem pelo método

Figura 2 - Esquema da técnica de contagem de células pelo método de ‘battlement’.

de ‘battlement’.

De modo a assegurar que a contagem total de PLQ se torna um resultado fidvel,
primeiro ¢ necessario observar toda a zona de monocamada do esfregaco sanguineo, para a
inexisténcia de agregados plaquetarios. A contagem total de PLQ ¢ realizada por observagao
ao microscopio optico da zona de monocamada do esfregaco sanguineo a estudar, sob a
ampliacdo de 1000x, sendo contadas as PLQ presentes em 10 campos de visualizagdo
distintos. A soma da contagem de PLQ presentes nos 10 campos distintos ¢ multiplicada por
15000 e o resultado expresso em numero de PLQ por pL. Quando se pretende estimar o
intervalo de PLQ totais, multiplica-se a soma obtida por 15000 e 20000 (Cowel & Tyler,
2002; Brockus & Andreasen, 2003; Willard & Tvedten, 2004).

2. Interpretacio do Hemograma

2.1 Interpretacio de parametros quantitativos

O hemograma fornece parametros qualitativos e quantitativos, relativamente aos
diferentes elementos celulares. Enquanto as analisadoras autométicas dao informacgao
essencialmente quantitativa, os dados obtidos através da leitura de um esfregaco sanguineo
sdo prioritariamente qualitativos, sendo que o estudo de um hemograma ndo ¢ completo sem a
analise de um esfregaco sanguineo (Reed et al., 2004).

Através das analisadoras automadticas modernas, utilizadas na pratica veterinaria,
pode-se obter a contagem numérica dos ERT, a concentracdo da hemoglobina, Hb, o valor do
hematécrito, HTC, o volume corpuscular médio, VCM, a hemoglobina corpuscular média,
HCM e a concentragdao de hemoglobina corpuscular média, CHCM. Sendo que, directamente,
os equipamentos contam os ERT, medem a concentracdo de Hb e medem o VCM, e através
destes parametros, as analisadoras realizam calculos, dos quais se obtém o valor do HTC, do
HCM e do CHCM. Para a realizagdo dos calculos, as analisadoras utilizam as seguintes

formulas (Reed et al., 2004; Lording, 2008):
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HTC (L/L) = Contagem dos ERT (x10'%/L) x VCM (fL) / 1000
HCM (pg) = Hb (g/L) / Contagem dos ERT (x10"%/L)
CHCM (g/L) = Hb (g/L) / HTC (L/L)

As analisadoras hematologicas sdo ainda capazes de calcular a varia¢ao de distribuigao
dos ERT, VDE e a taxa de sedimentacdo dos ERT (Kerr, 2002; Reed et al., 2004; Brooks,
2008).

Quando se estudam os LEUC, o hemograma fornece a contagem total dos LEUC, a
contagem de neutrdfilos, NEU, totais, a contagem de NEU segmentados, a contagem de NEU
em banda, a contagem de monocitos, MON, a contagem de eosinofilos, EOS, a contagem de
basofilos, BAS, e a contagem de linfocitos, LINF (Weiss & Wardrop, 2010).

As analisadoras hematologicas automaticas modernas fornecem uma variedade de
parametros relativos as PLQ. O estudo completo das PLQ inclui a contagem de PLQ, a
medi¢do do volume plaquetario médio, VPM, a medi¢do da variabilidade de distribui¢dao das
plaquetas, VDP, o calculo do trombdcrito, TBC, a medi¢do da concentracdo dos componentes
plaquetarios médios, CCPM e a medi¢ado da variabilidade de distribui¢do da concentragdo dos
componentes plaquetarios, VDCCP (Weiss & Wardrop, 2010).

A contagem dos ERT possibilita o diagndstico de diminui¢des ou aumentos do seu
nimero, respectivamente anemia ou policitemia. O valor do HTC traduz a frac¢do de volume
sanguineo que € ocupado pelos ERT, sendo expresso em percentagem ou frac¢do decimal. A
concentragdo de Hg estimada pelas analisadoras ¢ expressa em g/dl e ¢ um parametro
importante na avaliagdo de determinadas doencas, como a anemia. O VCM, volume
corpuscular médio, ¢ o indice do tamanho médio dos ERT, utilizado para classifica-los em
normociticos, macrociticos ou microciticos. O HCM, hemoglobina corpuscular média, traduz
o contetido médio de Hg por ERT, sendo expresso em picograma, pg. A CHCM, concentragao
de hemoglobina corpuscular média, refere a concentragdo de Hg corpuscular numa
determinada populagdo de ERT. Este parametro classifica a cromia dos ERT, sendo que uma
diminui¢do deste designa-se hipocromia, um aumento uma hipercromia ou em situacao
normal uma normocromia. A hipercromia ndo revela uma situacdo patologica mas sim um
erro na preparagdo da amostra ou da analisadora (Willard & Tvedten, 2004). A variacdo de
distribuicdo dos ERT, VDE, ¢ o coeficiente de variagdo da distribuigdo do tamanho de uma
populacdo de ERT, que por sua vez relata o indice de anisocitose. Um valor de VDE elevado
refere a uma populagdo de ERT com tamanho aumentado, presenciada em respostas
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regenerativas ou pelo contrario um valor de VDE diminuido refere uma populagdo de ERT
com tamanho diminuido, como no caso de uma deficiéncia em ferro (Lording, 2008).

Relativamente aos LEUC, as analisadoras fornecem a sua quantificacdo total e
diferencial, no entanto, as alteragdes morfoldgicas ndo sdo avaliadas, sendo necessario
recorrer a observacdo de um esfregago sanguineo. As analisadoras referem aumentos,
leucocitose e diminui¢des, leucopenia, do nimero dos LEUC, bem como contam os LEUC
diferenciadamente.

A contagem de PLQ informa sobre a presenca ou auséncia de trombocitopenia ou
trombocitose (Weiss & Wardrop, 2010). O VPM indica o tamanho das PLQ, sendo que esta
aumentado na trombocitopenia e reportado ainda em algumas doengas imunoproliferativas ou
hipertiroidismo (Small & Bettigole, 1981; Ford, Toomath, Carter, Delahunt & Fagerstrom,
1988). O VDP ¢ um indice da variacdo do tamanho das PLQ, util na diferenciagdo de
trombocitopenias destrutivas e trombocitopenias hipoprodutivas (Kaito, 2005). O TBC
representa a percentagem de volume sanguineo composto por plaquetas, ¢ calculado através
do niumero de PLQ e VPM e ¢ utilizado para avaliagdo da funcao plaquetaria (Kutter, 1996).
A CCPM estima a densidade média das PLQ e ¢ utilizada para detectar activacdo plaquetaria
(Chapman, Hetherington & Zelmanovic, 1996). Um estudo realizado em poldros com
septicemia, em poldros com CID, adultos com coélicas isquémicas e obstrutivas, enterites e
trombocitopenia demonstrou uma reducdao na CCPM de ambos casos (Segura, 2007). O
VDCCP ¢ o indice de variabilidade da densidade das PLQ e estd citado como parametro
importante no reconhecimento de trombocitopenia secundaria a activacao plaquetéria (Lim &

Hyun, 2002).

3. Introducao aos elementos celulares

3.1 Hematopoiese

A produgdo dos diferentes elementos celulares, constituintes do sistema circulatério,
ocorre continuamente no espago extravascular da medula dssea (Quesenberry, 1995). O
microambiente da medula 6ssea ¢ formado por diferentes nichos de células do estroma,
células acessorias, factores de crescimento glicoproteicos e componentes da matriz
extracelular, MEC (Harvey, 2001). As células do estroma correspondem as células
endoteliais, fibroblastos, adipdcitos e macrofagos, sendo capazes de produzir componentes da

MEC, enquanto as células acessorias sao nichos de LINF T e ‘Natural Killers’, NK (Gordon,
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1994). A proliferagao e diferenciagdo dos diferentes elementos celulares sdo levadas a cabo
por processos de interacgdo inter-células e entre células e MEC, envolvendo integrinas e
receptores, sendo estes regulados por factores de crescimento, citoquinas e factores de
transcri¢do (Campbell, 1992; Pantel & Nakeff, 1993; Yoder & Williams, 1995; Chasis &
Mohandas, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Também participam neste processo, a
eritropoetina, EPO, a trombopoetina, TPO, factores estimulantes de coldnias e interleucinas
(Metcalf, 1993; Quesenberry, 1995). Um conjunto de células estaminais hematopoiéticas
pluripotentes, CEHP, diferenciam-se na linhagem linféide pluripotente, LLP, ou na linhagem
mieldide pluripotente, LMP (Harvey, 2001). A LMP da origem a células progenitoras que
sustentam a producdo de todas as cé€lulas sanguineas, a excep¢do dos linfocitos (Akashi,
Traver, Miyamoto & Weissman, 2000). Mediante sinaliza¢cdes do microambiente, a LMP
origina células progenitoras dos granuldcitos-monoécitos, CPGM, células progenitoras dos
macrofagos-células dendriticas, CPMCD e células progenitores dos megacaridcitos-
eritrocitos, CPME (Weiss & Wardrop, 2010). As células estaminais e progenitoras nao sao
passiveis de ser diferenciadas ao microscopio Optico, no entanto apos cultura ‘in vitro’ as
células progenitoras formam multiplas sub-colonias, sendo denominadas unidades de
formagdo de colonias, UFC (Quesenberry, 1995; Waller, 1995). As CEHP também produzem
células percurssoras dos osteoclastos, mastocitos, células dendriticas e células de Langerhans
(Herbst et al., 1996; Rosenzwajg, Canque & Gluckman, 1996; Hayase, Muguruma & Lee,
1997; Herbst, Kohler, Mackensen, Veelken & Lindemann, 1998; Kirshenbaum, 1999;
Mbalaviele, 1999). A figura 3 esquematiza o processo da hematopoiese (Adaptado de Weiss
& Wardrop, 2010).
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Figura 3 — Processo da Hematopoiese (Adaptado de Weiss & Wardrop, 2010). As siglas
utilizadas na figura estdo referenciadas no texto.

Eritropoiese

As células progenitoras, que formam as unidades de formagao de colonias eritroides,
UFC-E, diferenciam-se em células percurssoras e estas por sua vez sofrem diferenciagao até a
formacdao dos ERT. As primeiras células percurssoras dos ERT sdo os rubriblastos, estes
sofrem diferenciagdo resultando na reducdo do seu tamanho, aumento da concentragao de Hb
citoplasmatica e condensagdo gradual de cromatina nuclear. As células resultantes da
maturacdo dos rubriblastos sdo os prorubricitos, sendo que as etapas seguintes formam,
sequencialmente, os rubricitos basofilicos, os rubricitos policromatofilicos e os metarubricitos
(Weiss & Wardrop, 2010). A divisao de cada rubriblasto origina cerca de 16 metarubricitos e
a duragdo de todo o processo € de cerca de 3 a 4 dias (Erslev & Beutler, 1995). No momento
em que as células se tornam metarubricitos, o seu nicleo ¢ extrudido do citoplasma e geram-
se os reticulocitos. Posteriormente, o seu citoesqueleto ¢ reorganizado por filamentos
intermédios e microtubulos (Lazarides, 1987; Harvey, 2001; Weiss & Wardrop, 2010). Nos
cavalos e ruminantes, os reticulocitos sofrem maturacdo ainda na medula 6ssea ¢ no caso dos
cavalos, os reticuldcitos ndo sdo libertados na circulacdo periférica (Jain, 1993; Harvey,
2001). Quando na circulacdo periférica, o tempo de semi-vida médio dos ERT ¢ de

aproximadamente 140 a 150 dias (Carter, 1974).
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Leucopoiese

A leucopoiese ¢ um termo ambiguo a poiése dos granulocitos, MON e LINF, no
entanto a origem e o processamento ¢ diferente. A leucopoiese ¢ regulada pela interaccao das
células percurssoras hematopoiéticas com a MEC em resposta a factores de transcrigdo
produzidos pelo microambiente e factores provenientes da circulacdo periférica, como as
citoquinas (Weiss & Wardrop, 2010).

A granulopoiese ocorre maioritariamente na medula dssea, podendo expandir-se a
locais extramedulares e € estimulada por citoquinas, principalmente pela G-CSF, mas também
por IL-3, IL-6 ¢ GM-CSF. O mieloblasto ¢ primeira célula da linhagem granulocitica,
inicialmente ¢ desprovido de granulos, mieloblasto tipo I, no entanto apds a sua maturagdo
apresentam granulos azurofilicos primdarios, mieloblasto tipo II. As segundas células da
linhagem sao os promielocitos, estes possuem maior quantidade de granulos primarios e
menor basofilia citoplasmatica. Com os processos de maturagdo os granulos primarios
desaparecem e formam-se granulos secundarios. Na ultima etapa de divisdo celular, os
promielécitos diferenciam-se em mieldcitos, sendo que as etapas posteriores apenas sofrem
maturacao nuclear, como ¢ o caso dos metamieldcitos e granulocitos em banda, que apenas
sofrem condensacdo da cromatina e segmentacdo progressiva (Weiss & Wardrop, 2010). O
processo de desenvolvimento dos mieloblastos em neutréfilos segmentados estd associado
com a expressdao de moléculas na superficie celular (Elghetany, 2002). Nos EOS, os processos
de diferenciagdo e maturacdo sdo regulados por factores de transcrigdo e citoquinas,
nomeadamente a IL-5, no entanto, dado que os EOS e os BAS partilham a mesma origem, a
estimulacdo para a sua diferenciagdo e proliferagdo ¢ ambigua (Leary & Oagwa, 1984;
Denburg, 1985; Galli & Dvorak, 1995; Arock, Schneider, Boissan, Tricottet & Dy, 2002;
Xavier & Gaspar, 2007; Hogan, 2008). A diferenciacdo dos BAS dé-se sob controlo da IL-3.
A granulopoiese tem a duracdo de cerca de 2 a 6 dias (Schalm, 1984; Carrick & Begg, 2008).

A monocitopoiese ¢ estimulada por varios factores de coldnias e interleucinas, sendo
que a sua producdo inicia-se com a diferenciacdo das UFC dos granuldcitos e monocitos,
UFC-GM, em monoblastos, que por sua vez originam os promondcitos ¢ finalmente, estes
formam os MON (Bienzle, Reggeti, Clark & Chow, 2003; Weiss & Wardrop, 2010).

Como descrito anteriormente neste capitulo, as CEHP diferenciam-se numa LMP ou
LLP, sendo esta ultima linhagem responsavel pela produgdo dos LINF. A diferenciacdo da
LLP origina células progenitoras distintas, as células progenitoras dos LINF B e as células
progenitoras dos LINF T-NK. A diferenciagdo da linhagem de LINF T-NK resulta na

19
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Medicina Veterinaria



Helena Isabel Soares Borges ¢ Silva / Contribuic¢ao para o estudo do hemograma do cavalo Puro Sangue
Lusitano

formacao de células progenitoras dos LINF T e células progenitoras de NK (Harvey, 2001;
Weiss & Wardrop, 2010). A linfopoiese dos LINF B tem inicio no figado fetal transitando
para a medula dssea apOs o nascimento. As células progenitoras dos LINF B diferenciam-se
em LINF pro-B, LINF pré-B e finalmente em LINF B imaturos. A maturagdo final dos LINF
B ocorre apés a sua migragdo para linfonodos, foliculos das Placas de Peyer no jejuno e
foliculos esplénicos (Lebien, 2005; Weiss & Wardrop, 2010). A diferenciacdo de células
progenitoras de LINF T-NK ¢ mediada pelo ‘Notch 1’e pelo factor de transcrigao ‘Ets-1’
(Tydell et al., 2007). A linfopoiese dos LINF T tem origem na medula Ossea, onde sdo
produzidas células progenitoras dos LINF T, no entanto a sua diferenciagdo e maturacdo
ocorre no timo. Apo6s maturados, os LINF T acumulam-se nas zonas paracorticais dos
linfonodos, nos folhetos periarteriolares do baco e nas areas interfoliculares das placas de
Peyer do jejuno. Um factor necessario para a sua diferenciacao ¢ a IL-7 (Harvey, 2001; Weiss
& Wardrop, 2010). As células NK sdo integrantes do sistema imune inato e possuem a
habilidade de matar células que ndo exprimem complexo maior de histocompatibilidade I,
CHM, a sua superficie. A diferenciacao e maturacao de células NK ocorrem no figado fetal e
na medula 6ssea apds o nascimento, podendo ser encontradas também no timo (Spits, Lanier
& Phillips, 1995). Sdo conhecidas 3 etapas da formacdo de células NK, a primeira descrita
como uma linhagem concomitante com LINF T, seguida pela seleccao de receptores NK e
finalmente a maturacdo funcional. Um factor necessario para a sua diferenciagdo ¢ a IL-15

(Harvey, 2001; Weiss & Wardrop, 2010).

Trombopoiese

As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, originam-se a partir da
diferenciagdo dos megacariocitos originados na medula d6ssea (Weiss & Wardrop, 2010).
Como descrito anteriormente, as CEHP originam 2 linhagens, a LMP e a LLP. A
megacariocitopoiese inicia-se com a diferenciagdo da LMP em CPME, e esta por sua vez, em
unidades de formagdo de coldnias dos megacariocitos, UFC-Meg (McDonald & Sullivan,
1993; Hunt, 1995; Debili, Coulmobel & Croiselle, 1996; Italiano & Hartwig, 2007; Cantor,
2009). As primeiras células da linhagem megacariocitica, reconhecidas ao microscopio
optico, sdo os promegacarioblastos. Com a aquisi¢do de marcadores de superficie especificos,
os promegacarioblastos entram em endomitose, processo no qual existe divisio de ADN sem
divisdo celular, sob influéncia de uma fosfoproteina chamada ‘stathmin’ (Vitrat, 1998,
Schulze, 2006). Terminado o processo de endomitose, os niveis de ‘stathmin’ diminuem e os
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megacaridcitos maduros irdo produzir proplaquetas, através de um processo complexo de
fragmentacao citoplasmatica, que engloba um sistema de demarcacdo de membrana,
associacdo deste com microtibulos e complexos actina-miosina (Radley & Haller, 1982;
Patel, 2005). As proplaquetas sdo entdo libertadas na circulagdo periférica e ai finalizam a sua
diferenciagdo (Tavassoli & Aoki, 1981; Chang, Bluteau, Debili & Vaincheker, 2007). O facto
da trombopoiese ndo se completar na medula 6ssea ¢ devida a possibilidade das plaquetas
ficarem aprisionadas na medula 6ssea, explicando assim o facto de serem encontrados com
frequéncia megacaridcitos na circulagdo pulmonar (Trowbridge, Martin & Slater, 1982). Todo

o processo de trombopoiese tem a duracao de cerca de 4 a 5 dias (Jandl, 1996).

3.2 Eritrocitos

Os ERT sao células com formato discoide biconcavo, com uma zona central palida e
medem cerca de 5.7um de didmetro (Reed et al., 2004; Lording, 2008; Weiss & Wardrop,
2010). Embora os ERT tenham a tendéncia para se agregarem, formando ‘rouleaux’, os dos
equinos e gatos sdo particularmente propensos a este fendémeno (Jain, 1986; Brockus &
Andreasen, 2003; Lording, 2008). Estdo presentes na circulagdo periférica cerca de 6,8 a
12,9x10° ERT/pL.

Alteracdes morfologicas dos ERT podem ocorrer em resposta a doengas sistémicas,
intoxicagdes, alteragcdes vasculares, parasitas ou por ma técnica de processamento da amostra
(Reed et al., 2004). A anisocitose ¢ definida como a variacdo do tamanho dos ERT, dado que
os ERT dos cavalos sdo pequenos, estes possuem um grau moderado de anisocitose
fisioldgica (Lording, 2008). Em cavalos com anemias regenerativas severas, pode ocorrer
anisocitose, sem policromasia. A hipocromasia ¢ uma diminui¢do da tonalidade da cor dos
ERT associada a redugdo da concentragdo de Hb nos mesmos e esta descrita em anemias por
deficiéncia em ferro. A poiquilocitose corresponde a uma alteracdo atipica da forma dos ERT,
sendo o termo reservado a morfologias raramente observadas e pode estar associada a
fragmentacdo dos ERT (Harvey, 2001; Reed et al., 2004). Os equindcitos sdo ERT
espiculados, cujas espiculas, projeccdes citoplasmaticas, sdo curtas e estdo espassadas. A sua
morfologia varia de discoequindcitos ligeiramente espiculados a esferoequindcitos altamente
espiculados. Estas células podem ser artefactos devidos a ma técnica de processamento,
nomeadamente por excesso de EDTA, ma preparagdo de esfregacos sanguineos ou por tempo
de armazenamento prolongado até ao processamento da amostra. Também se podem formar
em situagdes de desidratagao, aumento do pH intraeritrocitario, depleccao de ATP no caso de
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hipofosfatemia e aumento do célcio intracelular (Harvey, 1997; Cowel & Tyler, 2002; Reed et
al., 2004; Weiss & Wardrop, 2010). Foi descrito na literatura, a observagao de equinocitos,
em casos clinicos de cavalos que apresentaram depleccdo total de catides, por realizagdo de
provas de endurance, apds tratamento com furosemida e também na presenca de doengas
sistémicas (Geor, Lund & Weiss, 1993; Weiss & Geor, 1993). Os acantodcitos sao ERT cujas
espiculas estdo dispostas irregularmente e estdo associados a doenga hepatica ou mé absorgao
gastrointestinal. Os queratdcitos sao ERT que apresentam apenas uma ou duas espiculas e sao
indicativos de fragmentacgdo. Os esferocitos sao ERT redondos, com tamanho reduzido, zona
central palida e formam-se quando os macréfagos eliminam anticorpos unidos a sua
membrana celular (Harvey, 2001; Cowel & Tyler, 2002; Reed et al., 2004; Weiss & Wardrop,
2010). A parte da espécie canina, os esferocitos sdo dificeis de identificar, dado que os ERT
apresentam uma palidez central tipica da sua morfologia (Reagan, Sanders & DeNicofa,
1998). Os xistocitos sao ERT com extremidades pontiagudas, dificeis de observar em equinos
e formam-se por fragmentacdo dos ERT, em anomalias vasculares ou de fluxo sanguineo
turbulento. Os leptocitos sdao células finas de aparéncia fendida, associados nos equinos a
doencas hepaticas e a deficiéncias em ferro. Os codocitos sao ERT em forma de lagrima, com
uma zona central densa e uma éarea ao redor palida, por vezes denominada ‘bull’s eye’,
podendo estar associados a doenca hepatica e anemia hipocrémica (Harvey, 2001; Cowel &
Tyler, 2002; Reed et al., 2004). Os eccentrécitos sao ERT cuja Hb se encontra em posigao
descentrada na célula, deixando uma area palida sem Hb (Weiss & Wardrop, 2010). Estao
reportados em cavalos que ingeriram folhas de bordo vermelho, Acer rubrum (Reagen, Carter
& Turek, 1994). Também foram observados num cavalo com deficiéncia em glucose-6-
fosfato desidrogenase (Stockham, Harvey & Kinden, 1994) e noutro com deficiéncia de
glutationa-redutase (Harvey et al., 2003).

Os Corpos de ‘Howell-Jolly’ sdo inclusdes -citoplasmaticas, de remanescentes
nucleares, com coloragcdo roxa, que nao sairam dos ERT antes de estes sairem da medula
Ossea. Aparecem frequentemente em anemias severas, no entanto uma pequena percentagem,
0.1%, aparece nos esfregacos sanguineos de equinos e gatos saudaveis. Os corpos de ‘Heinz’
sdo pequenos agregados de hemoglobina oxidada, descritos em cavalos apds ingestdo de
folhas de bordo vermelho, Acer rubrum e num paciente com anemia hemolitica associada a
administracdo de fenotiazinas (Harvey, 1997; Harvey, 2001; Cowel & Tyler, 2002; Reed et
al., 2004).
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Podemos também, observar num esfregago sanguineo a presenca de hemoprotozoarios
intra-eritrocitarios, como a Theileria equi € a Babesia caballi. A Theileria equi anteriormente
pertencia a familia das Babesias, no entanto observou-se que sofre etapas de diferencia¢do nos
LINF e ndo ¢ transmitida transovaricamente como os organismos pertencentes a familia das
Babesias (Reed et al., 2004). As Theileria equi possuem pequena dimensao, 1 a 2 um e sdo
redondas ou ovais. A Babesia caballi tem forma piriforme de grande dimensao e geralmente
encontra-se unida a outro organismo da mesma espécie, formando um angulo agudo entre os

dois (Weiss & Wardrop, 2010).

Rouleaux

A formacdo de ‘rouleaux’ estd intimamente relacionada com o nimero de ERT na
circulacao periférica e pela sua tendéncia em se agregar (Geor, Weiss & Smith, 1994). A
existéncia de cargas negativas a superficie dos ERT confere a estes a capacidade de se
repelirem, potencial zeta, no entanto a quantidade de carga eléctrica nos ERT varia consoante
a espécie. Nos equinos, a tendéncia elevada para formar ‘rouleaux’ deve-se ao facto de serem
fracamente carregados de potenciais negativos a superficie dos seus ERT. A formagdo de
‘rouleaux’ ¢ responséavel pela alta taxa de sedimentacdo dos ERT (Kerr, 2002; Brockus &
Andreasen, 2003; Lording, 2008). Outra hipotese citada na literatura relaciona a tendéncia
para a formagdo de ‘rouleaux’ com o HCT, em que certas doengas alteram a viscosidade do
plasma, nomeadamente, as que implicam a ocorréncia de hiperproteineimia, quer por aumento
das imunoglobulinas, quer pelo aumento do fibrinogénio (Jain, 1986; Kerr, 2002). No entanto
outros revogam essa hipdtese, comentando que esse mesmo aumento das proteinas

plasmaticas provoca uma diminui¢do das cargas na superficie da membrana dos ERT (Cotter,

2001; Brockus & Andreasen, 2003).

Aglutinacao

A aglutinagdo ¢ um fendmeno decorrente da ligacdo de anticorpos ou moléculas do
complemento, C3, & membrana celular dos ERT, promovendo a aderéncia entre os mesmos.
Devido a sua natureza pentavalente, as imunoglobulinas M sdo mais propensas a producao de
aglutinacdo eritrocitaria (Meyer & Harvey, 1998). Estdo descritos ao exame microscopico
como aglomerados de ERT em cacho de uva, podendo ser resultado de terapia intravenosa

com heparina ou consequéncia da anemia hemolitica imunomediada (Moore, Mahaffey &
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Zboran, 1987; Monreal et al., 1995). A observacao de um aglomerado de ERT desta origem
deve ser diferenciada do fendmeno de rouleaux, nomeadamente pela adicdo de partes iguais
de sangue com EDTA e solucdo salina a uma lamina e posterior avaliagdo ao microscopio
Optico (Willard & Tvedten, 2004; Weiss & Wardrop, 2010). O teste diagndstico ‘gold-standard’
de aglutinacao dos ERT ¢ o teste de ‘Coomb’s’, no qual um determinado volume de ERT
lavados ¢ incubado num reagente com antiglobulinas polivalentes e posteriormente avaliado
ao microscopio. Uma desvantagem deste teste ¢ que ndo diferencia uma anemia hemolitica
autoimune de uma anemia hemolitica imunomediada (Weiss & Wardrop, 2010).

A fungdo primaria dos ERT ¢ a oxigenagao dos tecidos, como tal sdo transportadores
de oxigénio e didxido de carbono, entre os tecidos e os pulmoes, através de um transportador
especifico, a Hb (Kerr, 2002; Reed et al., 2004; Weiss & Wardrop, 2010).

O controlo da eritropoiese ¢ mediado por um vasto namero de moléculas, de entre as
quais, a EPO, IL-3, factores estimulantes de coldnias, nomeadamente GM-CSF e G-CSF,
androgénios e hormonas tiroideias e hiposifarias (Brockus & Andreasen, 2003; Weiss &
Wardrop, 2010). A EPO ¢ a principal hormona reguladora da eritropoiese, ¢ uma
glicoproteina produzida principalmente nos fibroblastos peritubulares intersticiais do rim e
responde a hipoxia dos tecidos (Duncan & Prasse, 1977; Brockus & Andreasen, 2003; Weiss
& Wardrop, 2010). Secundariamente, em situagdes de anemia a EPO pode ser produzida nos
hepatécitos e células Ito do figado (Koury, Bondurant, Koury & Semenza, 1991; Brockus &
Andreasen, 2003). A sua ac¢do assenta na inibicdo da apoptose das células progenitoras e
precursores recentemente formados, permitindo a sua diferenciacio em ERT maduros e
estimulacdo da sintese de Hb nos ERT em divisdo (Brockus & Andreasen, 2003). Esta
hormona ¢ altamente conservada entre espécies, sendo que a EPO recombinante humana
induz respostas em cavalos (Weiss & Wardrop, 2010). A IL-3, produzida pelos macréfagos,
juntamente com os factores estimulantes de coldnia, incrementa a multiplicacdo das CEHP e
UFC-E e potencializa a accdo da EPO nas CPME (Aglietta et al,, 1993; Brockus &
Andreasen, 2003; Weiss & Wardrop, 2010). Outros autores comentam a ac¢ao da TPO como
agente co-estimulante no desenvolvimento das UFC-E ‘in vitro’ e de suporte a proliferagdo e
manuten¢do de células progenitoras ‘in vivo’ (Alexander, Roberts, Nicola, Li & Metcalf,
1996; Kaushansky et al., 1996; Spring, 2001; Wu, Liu, Jaenisch & Lodish, 1995; Yoshida,
1997).
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Anemia

A anemia ¢ uma diminui¢do do numero de ERT circulantes e ¢ resultante de um
desequilibrio entre a perda ou destruicao dos ERT e a sua producdo na medula 6ssea (Reed et
al.,, 2004). A anemia relativa ¢ um artefacto resultante do aumento do volume plasmatico,
associado a gestacdo ou fluidoterapia intravenosa excessiva (Carrick & Begg, 2008). A
anemia absoluta deve-se a uma redu¢do do nimero dos ERT, por perda ou destrui¢do (Reed et
al., 2004). O correcto diagnostico da anemia requer o conhecimento da histdria clinica,
realizagdo de um exame clinico e interpretagdo de achados laboratoriais. Para o seu estudo,
deve ser realizado um hemograma completo, incluindo a mensuragdo dos valores e indices
eritrocitarios, a mensuracdo do VDE, contagem total e diferencial dos LEUC, a mensuracao
da concentracao plasmatica de proteina e a observagdo de um esfregaco sanguineo (Carrick &
Begg, 2008). Podemos classificar uma anemia em, regenerativa ou ndo regenerativa,
consoante a resposta da medula 6ssea seja efectiva ou inefectiva, respectivamente (Reed et al.,
2004). A classificagdo da anemia, nos cavalos, estd comprometida, pelo facto destes nao
libertarem reticuldcitos na circulagdo periférica (Lording, 2008). Nesta espécie a classificagdo
de uma anemia geralmente requer a avaliagdo da resposta da medula 6ssea, por observagao de
um esfregaco da mesma (Carrick & Begg, 2008). A contagem de reticuldcitos medulares foi
descrita como um pardmetro altamente fiavel, sendo que num equino saudavel a sua
proporc¢ao ¢ de 3% e num equino com anemia regenerativa € de 66% (Schalm, 1980; Tablin &
Weiss, 1985). A anemia regenerativa ¢ resultante da perda de ERT intactos da circulagdo
periférica, por hemorragia ou pelo aumento da sua destrui¢do, hemolise, estando associada a
uma resposta apropriada da medula 6ssea na restauragdo do niimero de ERT (Reed et al.,
2004). O diagnostico, através do hemograma, deste tipo de anemia, nos equinos, pode ser
dificil pois apenas se baseia na leitura do VCM (Radin, Eubank & Weiser, 1986). Na presenca
de uma anemia regenerativa, a avaliacdo regular do hemograma apresenta um aumento
progressivo da contagem dos ERT e aumento do VCM e VDE (Carrick & Begg, 2008). Este
ultimo parametro, VDE, revela a presenca de uma anisocitose ligeira (Shull, 1981; Weiser,
Kohn & Vachon, 1983). A anemia pode ainda ser classificada consoante 0 VCM e CHCM.
Uma anemia normocitica e normocromica ¢ caracterizada por ter VCM e CHCM normais,
estando associada a doencas cronicas, como por exemplo, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia
renal, doencas endocrinas, condi¢des neopldsicas ou inflamac¢do créonica. Uma anemia
microcitica e hipocrémia apresenta niveis baixos do VCM e CHCM e estd associada com
deficiéncia em ferro ou a anemia megaloblastica. Uma anemia macrocitica, com aumento do
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VCM, ocorre apds crises hemorragicas ou hemoliticas severas (Reed et al., 2004). A anemia
ndo regenerativa pode ocorrer por uma variedade de factores intrinsecos, intramedulares ou
extrinsecos, extramedulares e ¢ consequéncia de uma resposta inadequada da medula 6ssea
(Reed et al., 2004; Carrick & Begg, 2008). A anemia ndo regenerativa estd comummente
associada a deficiéncias em ferro, inflamag¢ao cronica, doengas endocrinas, como o
hipotiroidismo, neoplasias ou a faléncia da medula 6ssea (Waldron-Mease, 1979; Reed et al.,

2004).

Policitemia

A policitemia ou eritrocitose ¢ um aumento, do nimero dos ERT circulantes, podendo
ser classificada como relativa, por reducdo do volume plasmatico, ou absoluta, por aumento
do numero de ERT (Reed et al., 2004; Carrick & Begg, 2008). A policitemia relativa ¢
resultante da hemoconcentragdo, por desidratagdo ou contraccdo esplénica. A policitemia
absoluta estd associada a um aumento da eritropoiese, com aumento do HTC, contagem dos
ERT e concentracao de Hb (Reed et al., 2004). A policitemia absoluta pode ser primaria,
‘policitemia vera’, ou secundaria. A policitemia primdria ocorre por doencas
mieloproliferativas, enquanto a secundaria ocorre por aumento da concentracio da EPO
(McFarlene, Sellon & Gibbs, 1998). Esta ultima pode ser ainda agrupada em apropriada e
inapropriada, consoante a existéncia ou nao de hipoxia tecidular, sendo que a apropriada esta
associada a um aumento da circulacdo de EPO, secundariamente a um shunt cardiaco da
direita para a esquerda ou por doenca pulmonar crénica e a policitemia inapropriada ocorre na
presenca de patologias renais ou de neoplasmas produtores de EPO, como em situacdes de
carcinomas hepatocelulares, carcinomas metastaticosou neoplasmas hepaticos (Roby, Beech,
Bloom & Black, 1990; Cook, Divers & Rowland, 1995; Lennox, 2000; Reed et al., 2004;
Carrick & Begg, 2008).

3.3 Leucdcitos

Fazem parte integrante dos LEUC diferentes elementos celulares, com diferentes
morfologias e fungdes. Todos eles sdo originados na medula 6ssea, todavia sdo produzidos
por populagdes celulares diferentes e percorrem caminhos distintos apos a sua libertacao.
Algumas destas células, apos a sua libertagcdo na circulagdo periférica, sdo ainda consideradas

proliferativas, dando origem a outros elementos celulares. As células que constituem o grupo
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dos LEUC sdo os NEU, os MON, os EOS, os BAS e os LINF. Todos eles realizam um
importante papel na defesa imunitdria do organismo, sendo que alguns possuem funcdes
paralelas (Carrick & Begg, 2008). A figura 4 ilustra o aspecto morfoldgico de cada LEUC e

compara em tamanho com os ERT.

Neuirefilo

Eritracitos

Figura 4 — Ilustracdo dos diferentes LEUC e comparacdo em tamanho com um ERT.

3.3.1 Neutrofilos

Os NEU sao células do sistema imunitario, que consoante o seu estado de maturacao
apresentam diferentes morfologias. No estado imunoproliferativo imaturo, os NEU estdo
aumentados de tamanho e possuem granulos azurofilicos proeminentes. Quando estes se
tornam metamielocitos, o seu nucleo ¢ segmentado, com formagdes bulbosas (Carrick &
Begg, 2008).

Mediante o seu estado de maturacdo, os NEU podem adquirir duas morfologias
distintas, NEU em banda ou NEU segmentados. Os NEU em banda estdo em reduzidas
quantidades no sangue periférico, 0 a 1000/pL ou 0 a 8% dos LEUC totais, e sdo o estado
proliferativo antecedente aos NEU segmentados. Adquiriram este nome, pois os seus nticleos,
em forma de U ou S, ndo apresentam segmentos, sendo que possuem ainda cromatina
agregada e contornos citoplasmaticos uniformes (Reagen et al., 1998; Cowel & Tyler, 2002;
Carrick & Begg, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Os NEU segmentados tém um diametro de
cerca de 10 a 12 pum, nucleo com 3 a 5 lobos distintos, cromatina densamente agregada,
citoplasma de cor rosa palida e com leves granulagdes (Reagen et al., 1998; Carrick & Begg,
2008). Estdo presentes em circulacio cerca de 2260 a 8580/uL NEU segmentados,
constituindo 22 a 72% dos LEUC totais (Weiss & Wardrop, 2010). Cerca de metade dos NEU
segmentados circulantes permanecem no pool marginal, dos vasos ou do baco e outra metade
na circulagdo periférica (Snow, 1983; Carlson, 1987). A figura 5 ilustra um NEU segmentado

obtido de um esfregaco sanguineo de equino.
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Figura 5 — Neutrofilo segmentado de equino, coloragdo ‘Wright-Giemsa’, sob ampliagdo de
1000x (Fotografia original).

Sdo esperadas alteracdes toxicas, como a basofilia citoplasmatica, vacuolagdo ou
granulacdo citoplasmatica e corpos de ‘Dohle’ nos NEU, quando estes estdo activos,
nomeadamente em resposta a mediadores de inflamagdo, a infec¢do, a endotoxémia e a
presenca de certas moléculas. A basofilia citoplasmatica deve-se a uma maior quantidade de
RNA ribossomal, sendo que a cor do citoplasma assume um tom azul. Este fenomeno esta
associado a infecgOes bacterianas severas € a toxémia. As vacuolacdes ou granulacdes
citoplasmaticas sdo nada mais que lisossomas proeminentes e estdo citadas na toxémia severa.
Foi associada também a doenga de armazenamento lisossomal. Os corpos de ‘Dohle’ sdo
inclusoes citoplasmaticas de cor azul a cinza, resultantes da retencdo e agregacdo laminar do
reticulo endoplasmatico rugoso. Estes ultimos sdo frequentes nos equinos durante processos
inflamatorios ou téxicos. Em caso de toxémias severas, pode ser observado por vezes um
fendmeno denominado de granulacdo toxica, que corresponde a coloracdo dos granulos
citoplasmaticos dos NEU de cor magenta (Jolly & Walkley, 1998; Reagen et al., 1998;
Harvey, 2001; Carrick & Begg, 2008; Min, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Por vezes sao
observados, nos esfregacos sanguineos de cavalos, NEU hipersegmentados, cujos nucleos
possuem 5 ou mais segmentos distintos, ou seja um desvio a direita. Correspondem a NEU
com idade avanc¢ada, que por alguma razao permaneceram em circulagdo por mais tempo e
estdo associados a inflamagdo cronica, stress cronico ou a doengas mieloproliferativas
(Eichacker & Lawrence, 1985; Harvey, 2001; Reed et al., 2004). Esta reportado na literatura
um cavalo ‘Quarter-horse’ de 6 anos de idade, aparentemente saudavel com hipersegmentacao
idiopatica (Prasse, George & Whitlock, 1981). A hipersegmentacao dos NEU associada com
um aumento de glucocorticoides, endoégeno ou exogeno, ¢ devida a uma diminuicdo da
emigracao de NEU para os tecidos por ‘down-regulation’ das moléculas de adesdo (Stockham
& Scott, 2002).

Os NEU sao as primeiras c€lulas fagociticas a iniciar processos imunitarios (Kerr,

2002). Os NEU ingerem, matam microrganismos ¢ excretam factores proinflamatérios no
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local da injaria. Estes LEUC sdo capazes de dar resposta a inflamagao causada quer por
infeccdo, trauma ou agressoes quimicas ou fisicas (Reed et al., 2004; Carrick & Begg, 2008).

Os NEU periféricos, circulantes e marginais, encontram-se em niimeros equivalentes,
na circulagdo sanguinea. Os NEU marginais sdo libertados, na circulagdo periférica, em
resposta ao stress, transporte ou exercicio, mediante libertacdo de epinefrina (Reed et al.,
2004) ou pela administragdo de corticoesterodides ou catecolaminas (Snow, 1983; Carlson,
1987). Na medula 6ssea existe um pool de armazenamento dos NEU, sendo a sua libertagdo
mediada por G-CSF, GM-CSF, citoquinas TNF, quimoquinas IL-8, MIP-2, leucotrienos,
produtos bacterianos e factores do complemento (Carrick & Begg, 2008).

O Tempo de semi-vida dos NEU circulantes ¢ sensivelmente de 10horas, no entanto,
nos tecidos podem permanecer por varios dias ou morrer por apoptose regulada, sendo
fagocitados pelos macrofagos (Carakostas, 1981; Brown et al., 2006; Christopher & Link,
2007; Serhan & Savill, 2007).

A quimiotéxia ¢ o processo de chamada e migragdo de LEU até a um local com altas
concentragdes de determinados quimioatractivos. Para que tal ocorra, quimioquinas
conectam-se aos receptores presentes na superficie dos NEU, activando processos de
marginacdo e migracdo (Weiss & Wardrop, 2010).

Para que os NEU possam migrar para os tecidos, primeiro t€m que marginar pelo
endotélio dos vasos e fixarem-se firmemente as cé€lulas endoteliais. Este processo ¢ co-
ajudado por mediadores proinflamatdrios e expressdo de seletinas-L nos NEU, seletinas-P e
seletinas E nas células endoteliais e plaquetas. As integrinas 2 expressas pelos NEU e
moléculas de adesao intracelular, I-CAM, nas células endoteliais, permitem uma forte adesao
pelas duas células. A migracao transendotelial pode ocorrer, quer paracelularmente, ou seja,
entre as células ou através das proprias células endoteliais. Todo este processo tem a duracao
de cerca de dois minutos (Carrick & Begg, 2008; Weiss & Wardrop, 2010).

Uma vez nos tecidos, os NEU fagocitam agentes patogénios. Esta accdo € optimizada
por processos de opsonizagdo e consiste em envolver o0s microrganismos com
imunoglobulinas, na presenga de factores do complemento (Peyron, Maridonneaus-Parini &
Stegmann, 2001). O processo de fagocitose despoleta a respiracdo oxidativa e a fusdo dos
fagossomas com granulos citoplasmaticos (Urban, Lourido & Zychlinsky, 2006). O resultado
deste processo origina a libertagdo de radicais livres, que por sua vez, através do factor
nuclear, NF-KB, estimulam a producao de mediadores proinflamatorios para atrac¢ao de mais

NEU e MON (Carrick & Begg, 2008).
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Neutropenia

O termo neutropenia refere-se a uma diminui¢do do nimero de NEU circulantes,
podendo esta ser por uma situagdo aguda, com duragdo de 24 a 48 horas, ou cronica, com
duracdo de dias a meses. A neutropenia aguda resulta de um desvio de NEU circulantes para o
pool marginal (Reed et al., 2004). Foi demonstrado que as endotoxinas promovem um
estimulo potente para a marginagdo de NEU circulantes dos capilares pulmonares. Um estudo
refere que a administracdo de endotoxinas a cavalos resultou numa neutropenia durante 90
minutos (Ward, Fessler, Bottoms & Turek, 1987). Deduziu-se que as endotoxinas sao
provavelmente co-factores da neutropenia durante processos associados a patologia
gastrointestinal, tal como em peritonite, enterite e salmonelose (Carrick & Begg, 2008). A
neutropenia, em cavalos septicémicos, € um achado laboratorial comum e considerado um
pardmetro de diagnodstico nos neonatos. A neutropenia cronica pode estar associada a um
aumento do uso dos NEU circulantes ou a uma diminui¢do da producdo na medula Ossea
Frequentemente, acompanha situacdes de infec¢do ou inflamagdo decorrentes de pleutrite,
pneumonia, peritonite, abcessos, enterites, queimaduras, vasculites ou doencas
imunomediadas (Cowel & Tyler, 2002; Reed et al., 2004). Quando ocorrem neutropenias por
aumento do uso de NEU, observa-se um desvio a esquerda, quer isto dizer, um aumento de
NEU em banda (Duncan & Prasse, 1977). A neutropenia associada a uma redugdo da poiése
dos NEU ¢ frequente em doengas mieloproliferativas, doengas imunomediadas, necrose da
medula dssea por infeccdo bacteriana, mielofibrose ou na inflamagdo granulomatosa
disseminada (Searcy & Orr, 1981; Cowel & Tyler, 2002; Reed et al., 2004). Na literatura foi
descrito um trotador com sindrome de neutropenia associado a trombocitopenia (Gordon,

1994).

Neutrofilia

A neutrofilia reflecte um aumento do niumero de NEU circulantes na circulagdo
periférica. Condi¢des associadas a neutrofilia sdo causas fisioldgicas, como o aumento de
glucocorticoides, epinefrina, excitagcdo, exercicio ou stress, inflamatdrias, infecciosas ou
neoplasicas (Cowel & Tyler, 2002; Kerr, 2002; Reed et al., 2004). A neutrofilia pode estar
associada a um proeminente desvio a esquerda, com a observacdo de metamieldcitos e
mieldcitos na circulagdo periférica, indicando a presenca de uma doenca inflamatoria severa,

sendo este fendmeno denominado de resposta leuquemoide (Duncan & Prasse, 1977).
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3.3.2 Monocitos

Os MON representam menos de dez por cento dos LEUC circulantes no sangue
periférico, com cerca de 0 a 1000 MON/uL (Weiss & Wardrop, 2010). Estas células sdo as
maiores em tamanho de todos os LEUC, com cerca de 15 a 20 um (Reagan et al., 1999). O
seu nucleo pode adquirir vérios formatos desde oval, bi-lobado, tri-lobado, forma de ferradura
ou irregular, com cromatina dispersa e apenas algumas areas de condensa¢do O citoplasma ¢
abundante, de cor azul-acinzentado e contém granulos azurofilicos pequenos, podendo ainda
ter uma pequena por¢do de vacuolos. Ocasionalmente, podem ser observadas projec¢oes
citoplasmaticas, designadas pseudopodia (Cowel & Tyler, 2002; Carrick & Begg, 2008). A

figura 6 ilustra um MON obtido de um esfregaco sanguineo de equino.

Figura 6 — Mondcito de equino, coloragao ‘Wright-Giemsa’, sob ampliacdo de 1000x
(Fotografia original).

Os MON sao as células percurssoras dos macrdofagos tecidulares. A fungdo primordial
dos MON ¢ restringir a replicacdo intracelular de microrganismos (Stafford, Neumann &
Belosevic, 2002). Outras fungdes dos MON incluem a activacao de macréfagos, defesa contra
microrganismos, processamento de antigénios, regulacdo do ferro nos fagossomas, remocao
de células mortas e tecido danificado e a interaccdo com células neoplasicas (Weiss &
Wardrop, 2010). Para a execu¢do das suas fung¢des, os MON possuem um sistema complexo
de receptores a superficie das suas membranas celulares (Stafford et al., 2002; Gordon, 2007).
Estes receptores podem ser agregados em categorias consoante as suas fungdes, incluindo
receptores de adesdo, de fagocitose, de crescimento, de diferenciagdo, de activagdo, de
migragdo e funcionais (Weiss & Wardrop, 2010). No entanto, muitos destes podem realizar
mais que uma fung¢ao, sendo os receptores mais relevantes os Fc, do complemento, ‘Toll-like’,
TLR, do CMH, ‘scavenger’, e para citoquinas e quimiocinas (Stafford et al., 2002).

Os MON sao chamados ao local da lesdo, em resposta a inflamag@o. A sua marginacao
e migracdo ¢ dependente da interaccdo de moléculas de adesdo, seletinas e integrinas, dos
receptores expressos no endotélio e quimioquinas libertadas no local de inflamacao (Rose &

Allen, 1983).
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Monocitopenia

Quando a contagem de MON ¢ inferior aos valores de referéncia temos uma
monocitopenia. Como raramente se observa esta célula na circulagdo periférica, a sua
auséncia num esfregaco sanguineo pode ser um achado normal, sendo apenas reportada na

resposta aguda a esterdides (Kerr, 2002; Carrick & Begg, 2008).

Monocitose

A monocitose ¢ um aumento do nimero de MON circulantes, estando associada a
inflamacdo aguda e cronica, a infecgdo bacteriana cronica, a administracdo de
corticoesterdides, a doencas autoimunes e a producdo excessiva aquando neoplasias da
medula 6ssea. Foi citada ainda na hemolise, hemorragia, na inflamagao piogranulomatosa e

neoplasia ndo hematopoiética (Cowel & Tyler, 2002; Carrick & Begg, 2008).

3.3.3 Eosinofilos

Os EOS sdao dos LEUC circulantes em menor propor¢ao a circular no sangue
periférico, correspondendo normalmente entre 0% a 3% da contagem total de LEUC e cerca
de 0 a 1000 EOS/uL num equino saudavel (Weiss & Wardrop, 2010).

Os EOS maturos possuem tamanho semelhante ao dos NEU, podendo também ser
ligeiramente maiores. Possuem um nucleo grande e segmentado, semelhante ao dos NEU, no
entanto os segmentos ndo estdo tdo definidos. O citoplasma possui cor azul palida e os
granulos citoplasmaticos sdo caracteristicos, rosa-alaranjados. Os granulos, na espécie equina,
sdao grandes e proeminentes, tornando o nucleo quase imperceptivel (Cowel & Tyler, 2002;
Lording, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). A figura 7 ilustra um EOS obtido de um esfregaco

sanguineo de um equino.

Figura 7 — Eosinofilo de equino, coloragdo ‘Wright-Giemsa’, sob ampliacdo de 1000x
(Fotografia original).
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Os EOS estdo comummente associados as infec¢des parasitdrias € a respostas a
processos de hipersensibilidade (Weiss & Wardrop, 2010). Estdo presentes em grande
quantidade no tracto gastro-intestinal dos equinos, mas também na pele e outros Orgaos
(Collobert-Laugier, Hoste, Sevin, Chartier & Dorchies, 2002; Benafara, Collins, Hamblin &
Cunningham, 2002; Huber, 2006; Weston, Cunningham & Collins, 2006). S3o responsaveis
por orquestrar uma série de processos de defesa, nomeadamente contra helmintas. A maioria
dos processos pelos quais os EOS realizam a sua fun¢do € por exocitose, desgranulagdo ou
lise celular (Scepek & Lindau, 1993; Melo, Spencer, Dvorak & Weller, 2008). Os granulos
dos EOS contém um arsenal quimico diverso, actuando quer sobre parasitas, quer activando
outros processos do sistema imunitario. Estes granulos possuem proteinas basicas, peroxidase
eosinofilica, proteinas cationicas proprias dos eosinofilos e uma neurotoxina derivada dos
EOS. Quando estas proteinas estdo na MEC sdo citotdxicas aos parasitas e a outras células.
Para além da funcdo anteriormente descrita, modulam respostas inflamatdrias, nomeadamente
por reduzir o numero de agentes infecciosos, estimular respostas patologicas imediatas,
remodelar tecidos e suprimir reacgdes de hipersensibilidade (Kroegel, Virchow, Luttmann,
Walker & Warner, 1994; Weiss & Wardrop, 2010). OS EOS juntamente com perforinas-
derivadas dos LINF T ligam-se as larvas opsonizadas com IgG e IgE ou complemento e
libertam o contetido dos granulos. De seguida migram pelo local onde a larva ficou danificada
(McEwen, 1992; Kroegel et al., 1994). As proteinas basicas libertadas pelos granulos
possuem também a capacidade de induzir a libertagio de histamina dos basoéfilos e
mastocitos. As peroxidases presentes nos granulos eosinofilicos e nos granulos neutrofilicos
sao distintas, nos EOS as peroxidases sdo toxicas aos parasitas, enquanto as dos NEU sdo
bactericidas. Outra fun¢do ¢ a fagocitose de imunocomplexos, ERT envolvidos com
anticorpos, granulos dos mastdcitos e fragmentos de bactérias e fungos. Os EOS promovem
ainda a libertagdo de mediadores lipidicos, nomeadamente, o factor de libertagao de PLQ, que
por sua vez estimula ainda mais a actividade dos EOS. Outros mediadores libertados pelos
EOS sao os leucotrienos, tromboxano A2 e prostaglandinas (Carrick & Begg, 2008; Weiss &
Wardrop, 2010).

Uma quimoquina potente dos EOS ¢ ‘eotaxin’, presente em maior quantidade no tracto
gastrointestinal dos equinos. Foi demonstrada a sua presenca também em lesdes cutineas
provocadas pela picada de uma mosca, a ‘sweet itch-queensland’ (Collobert-Laugier et al.,

2002; Benafara et al., 2006).
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Os EOS sao libertados sob ac¢do da IL-5, permanecendo poucos dias na circulacao

periférica, migrando posteriormente para os tecidos (Carrick & Begg, 2008).

Eosinopenia

O termo eosinopenia refere-se a uma diminui¢do no niimero de EOS circulantes. Pode
resultar de infec¢des agudas, doengas associadas com alteragdes dos corticoesterdides, a
administracdo exogena de corticoesterdides ou a stress. Como o intervalo de referéncia
comegca a 0%, a entidade eosinopenia ¢ pouco significativa (Cowel & Tyler, 2002; Reed et al.,

2004; Carrick & Begg, 2008).

Eosinofilia

A eosinofilia resulta de um aumento do nimero de EOS circulantes. Esta
frequentemente associada a infec¢des parasitarias, como a habronemiase e estrongilose, € a
respostas de hipersensibilidade tipo I, por reacgdes alérgicas (Cowel & Tyler, 2002; Reed et
al., 2004; Carrick & Begg, 2008). Estd descrito num cavalo a presenga de doenca
mieloproliferativa eosinofilica, e noutro a presenca de eosinofilia associada a um
linfossarcoma carcinoma celular transitério (Morris, Bloom, Roby, Woods & Tablin, 1984;

Duckett & Matthews, 1997).

3.3.4 Basofilos

Os BAS sdao LEUC em menor propor¢do na circulagdo sanguinea de um equino
saudavel. Estao presentes cerca de 0 a 290 BAS/uL na circulagdo periférica, representando de
0 a 4% dos LEUC totais (Weiss & Wardrop, 2010). O seu tempo de semi-vida em circulagao
¢ de 6 horas, embora nos tecidos possam permanecer por cerca de 2 semanas (Hirai,
Miyamasu, Takaishi & Morita, 1997). Sdo caracterizados morfologicamente pela presencga de
granulos citoplasmaticos proeminentes, de cor azul-escuro a violeta, que sobrepde o nucleo
tornando-o pouco visivel (Latimer & Prasse, 2003; Stockham & Scott, 2002). Os BAS
partilham muitas das suas fun¢des com os mastdcitos, tendo papel importante na fase tardia da
reac¢do de hipersensibilidade tipo-1, ou imediata, bem como na fase aguda de resposta a
hipersensibilidade mediada por células, tipo tardia (Costa, Weller & Galli, 1997; Knol, Mul &
Lie, 1996; Weiss & Wardrop, 2010). Sdo mediadores de respostas alérgicas, pela libertagcdo de
histamina (Ha & Reed, 1987; Carrick & Begg, 2008). Tem fung¢do fagocitica, na defesa contra
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helmintas e no desenvolvimento da inflamagdo cronica mediada por IgE, importante na
recruta de células inflamatorias como os NEU e EOS (Lunn & Horohov, 2004; Weiss &
Wardrop, 2010). Realizam também o controlo da hemostasia, promovendo a libertagdo de
heparina, inibindo a hemostase, ou pelo contrario, sdo fonte de kalicreina, que por sua vez
promove a hemostase (Holgate, 2000).

Os BAS sao chamados aos tecidos em situacdes imunoldgicas e inflamatorias, para tal,
os BAS marginam através das paredes dos vasos (Weiss & Wardrop, 2010). Apos
estimulacdo, os BAS libertam citoquinas, TNF e IL-4, que promovem a expressdo de
moléculas de adesdo pelas células endoteliais, iniciando-se a primeira etapa da marginagao. O
fenomeno de rolamento ¢ mediado por seletinas, expressas pelos BAS, que por sua vez,
promovem a adesdo através da ligagdo com moléculas de carbohidratos. Este processo de
adesdo ao endotélio vascular envolve ainda moléculas ICAM-1, ELAM-1 ¢ VCAM-1,
expressas a superficie das células endoteliais e integrinas que funcionam como receptores

para estas moléculas (Weiss & Wardrop, 2010).

Basopenia

Como o intervalo de referéncia comegca a 0%, a entidade basopenia ¢ pouco

significativa.

Basofilia

O termo basofilia descreve um aumento do numero de BAS circulante, estando
reportada nas doencas alérgicas, inflamacdo e neoplasias, bem como na doenca intestinal,

incluindo o parasitismo (Cowel & Tyler, 2002; Reed et al., 2004).

3.3.5 Linfocitos

Os LINF sao os LEUC circulantes em maior quantidade, a seguir aos NEU. Estao
presentes na circulagdo sanguinea, em média, cerca de 1500 a 7700 LINF/uL, representando
17 a 68% dos LEUC totais (Weiss & Wardrop, 2010). Os LINF maduros sdo os LEUC com
menor tamanho na circulacio sanguinea e morfologicamente sdo caracterizados por
possuirem um racio nucleo:cromatina elevado (Harvey, 2001; Carrick & Begg, 2008). LINF
ndo reactivos possuem citoplasma azul palido, nicleo redondo, oval e ligeiramente
segmentado (Harvey, 2001). Os LINF quando activados tornam-se reactivos, assumindo uma
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morfologia distinta, sendo na maioria LINF T e associados a processos antigénicos
prolongados. Possuem maior tamanho, com cromatina muito densa e citoplasma basofilico,
em tom azul mais escuro, podendo apresentar ainda uma zona perinuclear palida. Estas
células assemelham-se aos MON, sendo por vezes dificeis de distinguir. Os plasmocitos,
células resultantes da diferenciacdo dos LINF B, sdao raramente observados em circulagao,
dado que este processo ocorre com frequéncia no tecido linfatico (Latimer & Prasse, 2003;
Stockham & Scott, 2002). Possuem racio nucleo:cromatina baixo, intensa basofilia
citoplasmatica e aparelho de Golgi proeminente que se observa por uma zona palida
perinuclear (Harvey, 2001).

Podem ser ainda observados LINF granulares, estes possuem tamanho médio a grande,
tem racio niicleo:cromatina baixo e o seus granulos coram de vermelho a violeta. Estes LINF
sdo predominantemente células NK ou LINF T citotoxicos (Harvey, 2001). Foi citado na
literatura, um caso de um equino com leucemia linfocitica granular (Kaushansky et al., 1996).

A figura 8 ilustra um LINF obtido de um esfregago sanguineo de um equino.

Figura 8 — Linfocito de equino, coloracdo ‘Wright-Giemsa’, sob ampliagdo de 1000x
(Fotografia original).

Os LINF sao os primeiros mediadores a responder a processos celulares e humorais,
pela producdo de anticorpos (Kerr, 2002; Reed et al., 2004). Os LINF sdo produzidos na
medula 6ssea e quando libertos na circulagdo tomam caminhos diversos. Existem duas sub-
populacdes de LINF, os LINF T e os LINF B. Os LINF T adquirem o seu nome porque a
finalizacdo da sua maturagdo ocorre durante a sua migracao pelo timo, enquanto os LINF B
saem da medula 6ssea ja maturados (Reed et al., 2004). Apds os processos de maturagao os
LINF seguem para diversos Orgdos, onde serdo armazenados, por exemplo, linfonodos,
tonsilas, baco e tecido linféide associado a certos 6rgaos. Ambas as sub-populacdes acima

referidas possuem fungdes distintas (Carrick & Begg, 2008).
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Linfé6citos B

Os LINF B circulantes, sdo predominantemente células inactivas, expressando
imunoglobulinas a sua superficie, IgD e IgM (Stobo, 1998; Lunn & Horohov, 2004). A
activacdo dos LINF B requer estimulacao especifica pelos LINF T ‘helper’, Th, que ocorre
maioritariamente no tecido linfatico. Apos a activagao, inicia-se o processo de diferenciagdo
dos LINF B em plasmécitos, sendo que esta activagdo modifica a expressao de moléculas a
sua superficie, passando estes a exprimir apenas um tipo de imunoglobulina (Carrick & Begg,
2008).

Os plasmocitos sao produtores de grandes quantidades de anticorpos, estes por sua vez
auxiliam o processo de opsonizag¢do de antigénios e promovem a fagocitose pelos NEU, MON
e macrofagos. Encontram-se em grandes concentracdes nos tecidos linfaticos onde se
presencia a assisténcia por LINF T (Latimer & Prasse, 2003; Stockham & Scott, 2002).

Os LINF B sao células efectoras do sistema imune humoral, no entanto também
podem ser células reguladoras, capazes de produzir citoquinas, tais como a IL-10, que ajuda a
manter o equilibrio entre Th 1 e Th2, inibindo a cascata de inflamagao e o TGF-f, que induz a
apoptose de LINF T efectores e a producdo de anticorpos para conexdo com factores
inflamatorios. Através da conexdao referida, estas células funcionam como células

apresentadoras de antigénio (Mizoguchi & Bhan, 2006;Carrick & Begg, 2008).

Linfocitos T

A semelhanga da distingéo feita na sub-popula¢do de LINF B e T, os LINF T também
sdo agrupados consoante os marcadores expressos a sua superficie, sendo estes responsaveis
pela funcdo que realizam. Aproximadamente 80% dos LINF circulantes sao LINF T e
expressam um complexo CD3. Na sua maioria, as células expressam moléculas CD4 ou CDS.
Os LINF que expressam as moléculas CD4, CD4+, sdo capazes de reconhecer antigénios
associados a CMH classe II, sendo que as células CD8+ reconhecem antigénios associados a
CMH classe I. Os LINF T CD4+, denominados LINF Th, sdo células que auxiliam a
diferencia¢do dos LINF B e estdo envolvidas em respostas de hipersensibilidade atrasada. Os
LINF Th, CD4+, estdo ainda divididos em subclasses, Th1 e Th2, consoante as citoquinas que
expressam. As Thl produzem dois tipos de citoquinas, interferdo gama e IL-2, estando
envolvidas na imunidade celular. As Th2 produzem trés tipos de citoquinas, IL-4, IL-5 e IL-

13, sendo células indutoras da producao de anticorpos, nomeadamente por activacdo de LINF
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B. Os LINF T CD8+ sao células predominantemente citotoxicas. Existe ainda outro subtipo
de LINF T, as células NK, que ndo exprimem nem CD3 nem imunoglobulinas a sua
superficie (Crisman & Scarratt, 2008; Carrick & Begg, 2008).

Os LINF circulantes podem permanecer na circulagdo sanguinea ou armazenados,
sendo capazes de regressarem ao local inicial apds a realizacdo das suas func¢des. Sao células
de vida longa, que ao contrario dos outros LEUC, replicam-se e transformam-se em mais
células maturas. O desenvolvimento de respostas imunes adaptativas da-se através de células

apresentadoras de antigénio (Lunn & Horohov, 2004; Carrick & Begg, 2008).

Linfopenia

O termo linfopenia reporta a uma diminuicdo do numero de LINF circulantes. Esté
citada no stress, apos administragdo de corticoesterdides, infecgdes virais e na
imunodeficiéncia combinada dos poldros éarabes (Kerr, 2002; Reed et al., 2004; Carrick &
Begg, 2008). E de notar que, com o avango da idade, o nimero dos LINF em circulagdo

diminui (McFarlene et al., 1998; McFarlene et al., 2001).

Linfocitose

A linfocitose, aumento do niimero de LINF circulantes, esta reportada apds excitagdo,
exercicio, neoplasias linfoéides, nomeadamente na leucemia linfocitica, estimulagdo imune
cronica e na administragdo de epinefrina exogena (Kerr, 2002; Reed et al., 2004; Carrick &

Begg, 2008).

3.4 Plaquetas

As PLQ, também conhecidas por trombdcitos, sdo as segundas células em maior
quantidade na circulagdo periférica, embora que em cavalos se apresentem em menor
quantidade comparativamente aos restantes mamiferos. A contagem de PLQ dos cavalos, em
condigdes normais, é de 100 a 250x10° PLQ/ pL (Boudreaux & Ebbe, 1998; Brooks, 2008;
Weiss & Wardrop, 2010).

As PLQ sado células pequenas comparativamente a outras espécies, com apenas 2,5 a
4,5 um de diametro. Geralmente possuem forma discéide, no entanto podem observar-se com
forma oval ou alongada, sdo anucleadas, tem citoplasma de cor azul claro e multiplos
granulos azurofilicos no seu citoplasma. Por vezes podem ser observadas projecgdes
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citoplasmaticas, pseudopodia, resultante da sua activagdo. Os granulos das PLQ reactivas
estao agregados, sendo por vez confundidos com nucleos (Weiss, 1984; Harvey, 2001; Weiss

& Wardrop, 2010). A figura 9 ilustra PLQ obtidas de um esfregaco sanguineo de equino.

Figura 9 — Plaquetas de equino, coloracdo ‘Wright-Giemsa’, sob ampliagcdo de 1000x
(Fotografia original).

No esfregaco sanguineo podem ser observadas PLQ com morfologias diferentes. As
macroplaquetas ou PLQ gigantes sdo células que, quando comparadas com os ERT, possuem
tamanho igual ou superior, cujo diametro ¢ de cerca de Sum (Harvey, 2001; Weiss &
Wardrop, 2010). Esta morfologia ¢ indicativa de um aumento da trombopoiese, em animais
com trombocitopenia (Harvey et al., 2003). Também estd descrita em animais com doengas
mielodisplésicas ou mieloproliferativas. As PLQ hipogranulares podem resultar da activacao e
producao de PLQ inactivas, bem como associadas a doencas mieloproliferativas (Harvey,
2001).

Os agregados plaquetarios sdo frequentemente observados em esfregagos sanguineos e
indicam ma anticoagulagdo da amostra, resultando em pseudotrombocitopenia. Outra hipdtese
citada na literatura ¢ a activacao plaquetaria por reac¢ao ao EDTA (Hinchcliff et al., 1993).

As PLQ sdo a primeira linha de defesa contra hemorragias, contribuindo também na
resposta inflamatoria e contra neoplasias. S3o essenciais na manutengdo da integridade dos
endotélios, constantemente integrando-se nas paredes dos mesmos. Em caso de danos a
parede do endotélio, o colagénio € exposto € uma camada Unica de PLQ fixa-se ao local.
Estdo presentes receptores na superficie da membrana celular, que funcionam como
sinalizadores a um sistema ‘network’, comunicando-os com outras biomoléculas, como por
exemplo, ides, proteinas, nucledtidos e fosfolipidos. Processos resultantes da interaccdo com
este sistema sdo adesdo, agregacdo, libertacdo de granulos e expressdo de moléculas pro-
coagulantes. Sdo ainda capazes de sintetizar proteinas (Carrick & Begg, 2008; Zimmerman &
Weyrich, 2008; Weiss & Wardrop, 2010).

A TPO ¢ a principal molécula reguladora humoral da trombopoiese, no entanto

factores de crescimento e citoquinas sdo co-ajudantes na mesma fungdo (Weiss & Wardrop,
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2010). A TPO para além de controlar a trombopoiese tem papel importante na hematopoiese,
dado que incrementa a expansdao das CEHP (Alexander et al., 1996). Trata-se de uma
glicoproteina produzida principalmente pelo figado, mas também pelo rim, musculo-
esquelético e medula dssea (Bartley et al., 1994; Lok et al., 1994; Beutler, 2005). A
maturidade dos megacariécitos, durante episodios de trombocitopenia, determina a sua
responsividade a TPO (Weiss & Wardrop, 2010). Processos inflamatérios, com envolvimento
dalL-6 podem induzir um aumento de producdo de TPO pelos hepatocitos, resultando em
trombocitose reactiva (Lok et al., 1994). Em casos severos de trombocitopenia idiopatica, os
niveis de TPO podem ndo estar aumentados, como se esperaria, devido a sua ligacdo em

receptores dos megacaridcitos (Weiss & Wardrop, 2010).

Trombocitopenia

A trombocitopenia, redu¢cdo do nimero de PLQ na circulagdo periférica, estd presente
quando a contagem de PLQ circulantes ¢ inferior a 1OOX103/],LL (Reed et al., 2004). A
ocorréncia de pseudotrombocitopenia ¢ comum na pratica clinica, sendo um artefacto
ocasionado pela ma técnica de colheita de amostras, pelo tipo de anticoagulante utilizado ou
pela presenca de agregacao plaquetéria associada a doengas (Hinchcliff et al., 1993; Sellon &
Grindem, 1994). Estd descrita a ocorréncia de agrega¢do plaquetdria associada ao
armazenamento da amostra em tubos com EDTA ou em tubos com heparina de baixo peso
molecular (Hinchcliff et al., 1993, Kingston et al., 2001). Na tentativa de evitar estes
artefactos, deve-se realizar uma técnica de colheita de amostras apropriada, optar por colocar
a amostra em tubo com citrato sodico e proceder a contagem de plaquetas através de um
esfregaco sanguineo (Sellon & Grindem, 1994). A trombocitopenia pode ocorrer por
diminui¢do da producdo, aumento do consumo, sequestro ou por aumento da destruicdo de
PLQ (Reed et al., 2004; Brooks, 2008). Os primeiros diagndsticos diferenciais de
trombocitopenia sdo as causas decorrentes da diminuicdo da sua produ¢do, sendo estes,
deficiéncias hereditarias, como a sindrome neutropenia e trombocitopenia descrita nos
trotadores, doengas mieloproliferativas, pancitopénia idiopatica ou por drogas
imunossupressoras, como a fenilbutazona, cloranfenicol e estrogénios (Henry et al., 1989;
Kohn, Swardson, Provost, Gilbert & Couto, 1995; Reed et al., 2004; Brooks, 2008). As causas
do aumento da utilizagdo de PLQ sdo hemorragia, trombose ou a coagulagao intravascular por
CID, sindrome urémica hemolitica ou hemangiossarcoma (Valentine, Ross, Bump & Eng,
1986; Morris, Robertson, Mann, Clark & Divers, 1987; Sellon et al., 1996). Uma causa de
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sequestro das PLQ, da circulagdo periférica, ¢ a esplenomegélia (Reed et al., 2004; Brooks,
2008). Os diagnosticos diferenciais de trombocitopenia, por aumento da destruicdo das PLQ,
sdo doengas infecciosas, como a anemia infecciosa equina ou por Erlichia equi, doencas
imunomediadas, como o lupus eritematoso sistémico ou doenca alloimune neonatal, doencas
secundarias a neoplasias, drogas ou toxinas (Duncan, Meyers & Reed, 1983; Court et al.,
1987; Madigan & Gribble, 1987; Tornquist & Crawford, 1997; Ramirez, Gaunt, McClure &
Oliver, 1999).

Trombocitose

A trombocitose ¢ o termo utilizado para descrever o aumento do nimero de PLQ
circulantes. Sdo diagnodsticos diferenciais, as doengas mieloproliferativas primarias, pela
producdo de megacariocitos na medula Ossea, ou secundarias a neoplasias, condigdes
inflamatorias agudas ou cronicas e ap6s hemorragias. Pode ocorrer ainda trombocitose apds

exercicio ou excitacdo devida a contraccao esplénica (Sellon et al., 1997; Reed et al., 2004).

4. Indicacdes do Hemograma

Algumas das indicagdes para a realizagdio de um hemograma sdo avaliar
analiticamente o estado de saude de um paciente, auxiliar o diagndstico de patologias,
nomeadamente por detec¢do de alteragdes quantitativas dos elementos celulares ou alteragdes
nos indices eritrocitarios, detectar e quantificar estados de desidratacdo e avaliar a evolugao
de eventuais patologias, quer sejam inflamatdrias ou infecciosas. O estudo de um esfregaco
sanguineo fornece informagdo estimativa das contagens totais e diferenciais de LEUC e
contagens totais de PLQ, possibilita a deteccdo de parasitas ou inclusdes por Ricketsias.
Através do mesmo podemos ainda caracterizar anemias, policitemias, leucocitoses,
leucopenias, tromobocitopenias, bem como verificar as caracteristicas morfologicas dos ERT,
LEUC e PLQ e maturagdo e modificacdo inflamatorias dos LEUC (Cowell & Tyler, 2002;
Willard & Tvedten, 2004).

O seu papel pode ser importante no despiste precoce de eventuais disfungdes organicas
e funcionais, subtis ou sub-clinicas, que podem, a termo, limitar as performances do cavalo e

no caso de excesso de treino (Rose & Hodgson, 1982; Rose & Allen, 1983; Bayly, 1987).
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5. Limites do Hemograma

E importante ter em conta os limites potenciais do hemograma, para evitar erros de
sobre interpretacao, infelizmente frequentes na pratica clinica (Amory, 2006).

A interpretagdo do hemograma deve ser feita sempre a luz dos dados clinicos
individuais dos animais e nunca de forma independente. E também fundamental interpreta-lo
considerando os diferentes factores de variagdo, tais como raca, idade, sexo, estado
nutricional, tempo de repouso ap6s tltimo esforco fisico, nivel de treino, forma fisica, grau de
excitacdo e hidratacdo do animal, eventuais tratamentos administrados, condi¢des de colheita
e transporte, equipamento utilizado e metodologia da analise das amostras. (Amory, 2006;
Weiss & Wardrop, 2010)

Tendo em conta a morfologia de cada equino, na interpretacdo dos valores de
referéncia os clinicos classificam os seus pacientes como pertencendo ao grupo de ‘hot-blood’
ou ‘cold-blood’. Na literatura foi ainda citado um terceiro grupo, intermédio, os cavalos
‘warm-blood’, WB. Os equinos classificados como ‘hot-blood’ correspondem aqueles
descendentes do antigo cavalo arabe, conhecendo-se hoje em dia varias racas da qual
descendem, entre elas, os Arabes, os Puro-Sangue Lusitanos, PSL e os Puro-Sangue Inglés,
PSI. Os cavalos ‘cold-blood’ correspondem aos cavalos de tiro, poneis e burros. A ultima
categoria, WB inclui os Trotadores e ‘Quarter-horse’ (Lording, 2008; Weiss & Wardrop,
2010). Na literatura estdo documentadas diferencas no hemograma destes trés grupos.
Comparando os cavalos ‘hot-blood’ com os ‘cold-blood’, a literatura referencia valores
superiores relativamente ao nimero ERT, concentracdo de Hb, HTC e volume sanguineo e
valores inferiores de VCM relativos aos primeiros (Jain, 1986). Estdo documentadas ainda
caracteristicas hematoldgicas dos cavalos de raca ‘American Miniature’, apresentando estes
HTC, concentragdo de Hb e contagem de ERT mais baixas (Harvey, Hambright & Rowe,
1984). No grupo de cavalos ‘cold-blood’ alguns estudos foram realizados, nomeadamente
entre varias ragas de burros e comparagao com poéneis, constatando-se um VCM bastante mais
elevado nos burros (Zinkl, Mae, Guzman, Farver & Humble, 1990; French & Patrick, 1995;
Folch, Jordana & Cuenca, 1997; Mori et al., 2004; Caldin et al., 2005). Em relacao aos
valores leucocitérios, cavalos WB apresentaram contagens totais de LEUC mais elevadas em
comparagdo aos cavalos ‘cold-blood” (Jain, 1986). Foi documentado o racio
neutr6filo/linfécito consoante os diferentes grupos, sendo que nos ‘hot-blood’, o wvalor
referenciado foi 1.0, para os cavalos de WB foi 1.7 e para os poneis o valor 0.67 (Harvey et

al., 1984).
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A idade também compreende um factor de variabilidade importante, traduzindo-se em
diferentes valores de referéncia dos parametros hematologicos consoante sejam animais
adultos, jovens ou neonatos. Estudando os valores eritrocitarios constata-se que, desde o
nascimento até ao primeiro ano de vida, ocorrem variagdes no hemograma. Nas primeiras 12
horas, os poldros, apresentam nimeros de ERT, valores de Hb ¢ HTC elevados, de seguida,
até as 24 horas observa-se uma redugdo brusca nos mesmos valores, tornando-se gradual nas
primeiras 2 semanas de vida. A elevagdo dos valores a nascenga estd explicada pela
transferéncia de sangue da placenta ao feto. Pensa-se que, a diminuigdo brusca decorrente nas
primeiras vinte e quatro horas, esteja relacionada com a secrecao de catecolaminas e com o
ajustamento de fluidos corporais, devido a ingestdo de imunoglobulinas presentes no colostro.
A diminui¢do gradual observada nas primeiras 2 semanas podera estar relacionada com o
tempo de semi-vida reduzido dos ERT, com a diminui¢do de ferro associada ao crescimento,
por reducdo do estimulo para producdo de EPO, pela elevagdo do conteudo sanguineo de
oxigénio e pelo aumento da sua distribuicdo. Quando se estudam os valores do VCM dos
poldros observa-se que, 4 nascenga, estes apresentam-se elevados mas vao reduzindo
drasticamente até aos 3 a 5 meses, ndo voltando a serem restabelecidos (Jain, 1986; Harvey,
1999). O valor do VCM nos burros ¢ maior comparativamente aos cavalos (Mori et al., 2004).
Os cavalos geriatricos, ou seja com mais de 20 anos de idade, possuem ERT aumentados de
tamanho e valores de VCM normais (Ralston, Nockels & Squires, 1988).Em referéncia aos
valores leucocitarios, observa-se um numero reduzido de LEUC nos fetos com 300 dias de
gestagdo, aumentando apds o nascimento e voltando a diminuir, com cerca de 4 a 6 meses, até
valores normais equiparados com os adultos (Allen, Myers, Seacry & Fretz, 1998; Harvey,
1999). A concentragdo de NEU em poldros nascidos a termo ¢ elevada comparativamente aos
prematuros. J& a contagem de LINF ¢ baixa a nascenca, aumentando até aos 3 meses e
normalizando ao primeiro ano de vida (Weiss & Wardrop, 2010). O racio NEU/LINF ¢
reduzido desde o nascimento até ao primeiro ano de vida. Nao se observam alteragdes nos
restantes LEUC (Jain, 1986; Harvey, 1999). Os burros, por sua vez, possuem valores de NEU
reduzidos até aos 10 meses de idade, voltando a atingir valores normais aos 18 meses de
idade. Para além dos valores de NEU alterados, os burros possuem valores de EOS elevados
até aos 2 anos de idade (Brown & Cross, 1969). Relativamente as PLQ, foi reportado um
numero superior em equinos até 3 anos (Finocchio, Coffman & Osbaldiston, 1960).

Na literatura estdo documentadas diferencas ligeiras no hemograma de machos e

fémeas. Nos machos adultos foram referenciadas contagens de ERT, concentracdo de Hb e
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valores de HTC ligeiramente superiores as fémeas. Por outro lado, as fémeas adultas
apresentaram valores de HCM, CHCM e LEUC superiores (Jain, 1986). Asininos fémeas
gestantes demonstraram hemogramas com aumento dos valores do VCM, contagem de LEUC
e NEU relativamente aos machos (Zinkl et al., 1990). Em relagdo as contagens das PLQ, foi
reportado um numero superior em equinos machos (Finocchio, 1960).

O hemograma de éguas em final de gestacdo e éguas durante as primeiras semanas de
lactagdo demonstra valores de HTC, Hb e contagem de ERT ligeiramente inferiores aos
valores referenciados na literatura. Este fenomeno estd explicado pelo aumento do volume
plasmatico (Jain, 1986).

Diferentes variaveis condicionam o factor exercicio, nomeadamente a raga, idade,
quantidade de exercicio recebida, intensidade e modalidade a exercer. Alteragcdes nos valores
eritrocitarios sdo observadas em cavalos que realizam exercicio intenso, como o aumento da
contagem de ERT, valores de Hb e HTC. Estas alteracdes sdo atribuidas a libertacdo de
epinefrina, ao aumento do ténus simpdtico e a contrac¢do esplénica. As alteracdes
leucocitarias induzidas pelo exercicio em resposta ao cortisol e a epinefrina, sdo variaveis,
sendo documentada leucocitose por neutrofilia com linfocitose ou linfopenia. Todavia nao foi
demonstrada uma relacdo directa entre performance e o hemograma dos cavalos (Rose &
Hodgson, 1982; Rose & Allen, 1983; Bayly, 1987).

O factor stress condiciona a leitura de um hemograma num cavalo, mediante inducao
de respostas fisiologicas que alteram os parametros hematoldgicos. Em situacdes de excitagao
ou stress, os numeros de ERT totais em circulagdo aumentam, este facto ¢ explicado pela
resposta adrenérgica e libertagdo de epinefrina, que por sua vez leva a contrac¢ao esplénica.
Dado que o baco armazena uma grande quantidade de ERT circulantes, a sua contrac¢ao
ocasiona uma policitemia relativa, com aumento do HTC (Reed et al., 2004; Lording, 2008).
No que refere ao leucograma, podem ser distinguidos dois tipos de resposta, o leucograma
fisiologico, associado frequentemente a leucocitoses € o leucograma de stress, caracterizado
por leucopenias, no entanto estas alteracdes ndo sdo consistentes, sendo que os LEUC
respondem a estimulos de modos diferentes. Um leucograma denominado fisioldgico ¢
caracterizado por um aumento transiente de LEUC totais, podendo atingir os 12000 a 25000
LEUC/uL. A libertagdo de catecolaminas, induzida por condigdes dolorosas ou excitagao
devido ao meio ambiente ou a manipulacdo, provoca um aumento do ‘output’ cardiaco,
aumento da pressdo hidrostatica sanguinea, activagdo muscular e contrac¢do esplénica. Esta

ultima, por sua vez, resulta num aumento do nimero de NEU e LINF circulantes, sendo este
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aumento explicado porque o bago armazena cerca de 50% dos NEU circulantes. No entanto,
autores reportam que o ‘pool’ marginal esplénico de LINF ¢ maior que o dos NEU,
esperando-se assim uma linfocitose marcada, chegando aos 6000 a 14000 LINF/uL e uma
reducdo no racio NEU:LINF (Carrick & Begg, 2008; Weiss & Wardrop, 2010). Outro aspecto
importante ¢ que o mesmo tipo de estimulo induz a libertagdo de NEU marginais dos vasos
para a circulagdo periférica e que o ‘pool’ marginal dos NEU armazena quantidades
semelhantes aos presentes no ‘pool’ circulante (Snow, 1983). Um leucograma de stress, como
nome indica, estd associado a situacdes de stress cronico, como por exemplo, a estabulacao
em determinados animais ou o transporte prolongado. Este leucograma ¢ resultado da
libertagdo de cortisol ou corticoesterdides e ¢ caracterizado por neutrofilia moderada,
linfopenia e eosinopenia. A neutrofilia presente ¢ causada pela libertacdo de formas imaturas
pela medula 6ssea e também pela diminuigdo da marginacdo dos NEU e emigragdo para os
tecidos, obrigando-os a circular por mais tempo. Podem ainda ser observado um desvio a
direita. A linfopenia ¢ causada pelo sequestro temporario de LINF nos tecidos linfaticos
(Snow, 1983; Reed et al., 2004; Weiss & Wardrop, 2010).

Intimeros erros de pratica, como técnicas de amostragem ou laboratoriais, resultam na
alteracdo morfologica ou quantitativa dos elementos celulares pertencentes ao sangue
periférico, mascarando situagdes patologicas ou pelo contrario, fornecendo informagao errada
em animais saudaveis. Alguns dos erros mais comuns que resultam na hemolise da amostra
sdo colheitas realizadas demasiados rdpidas, utilizacdo de agulhas com calibre inapropriado,
utilizacdo de ‘vacuteiners’, aplicacdo de pressao negativa quando a agulha ndo se encontra na
vela e ja existe sangue na seringa, colocagdo da amostra no tubo de acondicionamento através
da agulha acoplada na seringa, agitacdo violenta dos tubos com o fim de homogeneizar a
amostra, amostras lipémicas e refrigeracdo inadequada das amostras (Kerr, 2002). Na
literatura estd documentado que o fluoreto de sddio, contido em determinados tubos de
acondicionamento, ¢ toxico para os ERT, interferindo com o seu metabolismo. O tempo de
processamento da amostra prolongado, outro factor que pode ocasionar hemolise, também
causa alteracdo da morfologia e quantificacdo de parametros hematoldgicos, entre eles a
edemaciacao dos ERT, aumento do HTC ¢ VCM e diminui¢do do CHCM, no caso da
linhagem vermelha e fragilidade e alteracdo da morfologia dos LEUC, no caso da linhagem
branca (Kerr, 2002). O volume excessivo de amostra colocado num tubo de
acondicionamento resulta na formag¢do de coagulos sanguineos, ou pelo contrario, um volume

reduzido da amostra em relagdo ao volume necessario especifico de cada tubo de
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acondicionamento resulta em encolhimento dos ERT e diminui¢do do HTC (Willard &
Tvedten, 2004). Esta também demonstrado que a utilizagdo de tubos de acondicionamento
com EDTA ou heparina de baixo peso molecular induzem a formagdo de agregados
plaquetarios (Hinchcliff et al., 1993, Sellon & Grindem, 1994; Kingston et al., 2001). Est4
desaconselhada a utilizagdo de heparina, como anticoagulante, quando se pretende avaliar um
esfregaco sanguineo, dado que os LEUC ndo coram devidamente pela suposta ligagdo entres
os mesmos e o corante (Rebar et al., 1981). Os equinocitos sao ERT com morfologia alterada,
resultantes de mé técnica de processamento por excesso de EDTA, ma preparagdo do
esfregaco sanguineo ou tempo prolongado até processamento da amostra (Cowel & Tyler,

2002; Weiss & Wardrop, 2010).

6. Particularidades dos cavalos de desporto

O estudo das particularidades nos cavalos de desporto deve ter em conta varios
factores que influenciam a leitura de um hemograma. Este capitulo especifica
individualmente, para os indices eritrocitarios e para o leucograma, os indicadores de
variabilidade mais importantes, como a influéncia do bago, excitacdo ou stress, idade, raca,
nivel de treino e desvio de fluidos corporais (Snow, 1983; McGowan, 2008).

No estudo dos indices eritrocitarios, os parametros principais a ter em conta num
hemograma de um cavalo de desporto sdo a contagem de ERT, a concentragdo de Hb e o
HTC. No entanto, a sua correlacdo com o nivel de performance deve ser cuidadosa, dado a
existéncia de factores de variabilidade (Snow, 1983; McGowan, 2008). E necessario ter
atencdo especial as condi¢des da colheita do sangue dado que a contrac¢do esplénica devida a
excitacdo, promove a libertagdo de catecolaminas, mobilizando ERT para a circulacdo e
aumentando a sua contagem no hemograma. Os processos pelos quais o factor exercicio esta
implicado na alteracdo do hemograma sdo semelhantes aos referidos anteriormente. A
elevagao do nimero de ERT resulta num aumento do HTC, em cerca de 0.20 a 0.25 L/L. No
entanto, apods a realizacdo de exercicio, o aumento do HTC deve-se em parte a um desvio de
fluidos corporais, com um aumento em cerca de 15% da concentracdo de proteina plasmatica.
O volume de ERT aumenta com a idade e treino e estd correlacionada com a performance em
cavalos de corrida (Stewart, Riddle & Salmon, 1977; Persson, 1983; Snow, Ricketts &
Mason, 1983; Revington, 1983). Cavalos desportistas, na idade compreendida entre 2 a 9

anos, apresentam ao longo do tempo, uma diminui¢do do nimero de ERT e um aumento do
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VCM e CHCM (Allen & Snow, 1986; Allen, 1989). Persson em 1968 demonstrou uma maior
massa eritrocitaria em PSI relativamente a trotadores. Estudos longitudinais citam um
aumento no VCM em cavalos de desporto durante as primeiras 7 semanas de treino (Tyler-
McGowan, Golland, Evans, Hodgson & Rose, 1999). A mobilizagdo de fluidos corporais por
sudorése, durante condigdes climaticas adversas, como as altas temperaturas ¢ humidade, por
desidratacao, por exercicio ou pelo tipo de alimentacdo pode estar associada a alteragdes no
hemograma de cavalos em repouso. Estudos comprovam uma redugdo do VCM e HTC, em
cavalos a realizar excesso de treino sobre uma passadeira rolante comparativamente a grupos
de controlo (Hamlin, Shearman & Hopkins, 2002; Golland, Evans, McGowan, Hodgson &
Rose, 2003). A realizagdo de exercicio intenso provoca fragilidade dos ERT, por aumento da
concentragdo de Hb e bilirrubina séricas, estando associada a observagdo de equinocitos nos
esfregacos sanguineos (Poso, Soveri & Oksanen, 1983). Esta teoria estd suportada pela
ocorréncia da diminui¢do do pH sanguineo e aumento da temperatura (Hanzawa, Kai, Hiraga
& Watanabe, 1999).

No estudo dos pardmetros leucocitarios em cavalos de desporto, o racio NEU/LINF ¢é
o indice mais reportado, embora que ainda ndo exista evidéncia cientifica que correlacione o
estudo do leucograma com o nivel de performance. O papel do bago ¢ importante na
circulacdo de NEU periféricos, e estd estimado que cerca de 50% dos NEU circulantes
estejam armazenados no ‘pool’ marginal do baco. Por esta razdo condigdes de stress,
excitacdo, exercicio, transporte ou administracdo exdgena de corticoesterdides ou
catecolaminas podem alterar o leucograma (Snow, 1983; Carlson, 1987; McGowan, 2008;
Weiss & Wardrop, 2010). No entanto o aumento do numero de ERT e volume sanguineo
pode mascarar situacdes de contraccdo esplénica. A alteracdo decorrente da realizagdo de
exercicio ou de stress, no leucograma, ¢ a reducdo do racio NEU/LINF, como descrito
anteriormente, o nimero de LINF libertados do ‘pool’ marginal no baco ¢ relativamente
maior que o dos NEU (Revington, 1983; Snow et al., 1983). Exercicios de baixa intensidade
produzem alteragdes no leucograma, como leucocitose por neutrofilia marcada, linfopenia,
eosinopenia e um aumento no racio NEU/LINF (Rose & Allen, 1983; Wong, Smith, Thong,
Opdebeeck & Thornton, 1992). Este fendmeno estd explicado pela libertagdo de cortisol, que
por sua vez, diminui a marginagdo de NEU, aumenta a sua libertacdo pela medula 6ssea e
diminui o numero de LINF e EOS circulantes. Por outro lado, a eosinopenia esta reportada em

cavalos que realizam exercicio intenso (Snow, 1983; Tyler-McGowan, 1999).
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7. Objectivo

O presente estudo teve como objectivos contribuir para o estudo do hemograma dos
equinos de raca PSL e comparar os resultados obtidos com valores de referéncia de
parametros hematologicos publicados de outra raca de equinos, como os PSI e outra

populacdo de equinos, como os WB.

8. Justificacao

A interpretacdo do hemograma ¢ influenciada pelos dados clinicos individuais e por
factores de variabilidade, tais como a raca, idade, sexo, estado reprodutivo, nivel de treino,
grau de excitacdo, colheita, acondicionamento e metodologia de andlise das amostras, bem
como o estado nutricional, tempo de repouso apo6s o ultimo periodo de esforco, estado de
hidrata¢dao do animal e tratamentos administrados. Tendo conhecimento dos vastos factores de
variabilidade implicados na leitura do hemograma, o conhecimento dos mesmos e dos
intervalos de referéncia especificos € essencial para a interpretagao correcta do hemograma.

Um aspecto importante em ter em mente ¢ o de que os cavalos sdo dos mamiferos que
apresentam uma maior influéncia do hemograma, relativamente ao factor raga.

Outra justificacdo ¢ a escassez de dados especificos objectivos relativos ao

hemograma do PSL.
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9. Materiais e Métodos

Na elaboragao deste estudo foram incluidos 61 equinos de raca PSL, dos quais 42
machos inteiros, 3 machos castrados e 16 fémeas. As idades dos animais estdo compreendidas
num intervalo entre os 4 ¢ os 16 anos (9.54 + 3.4; média e desvio-padrdo). Os animais
amostrados habitavam nas regides da Beira Litoral, Estremadura e Ribatejo e Lisboa e Setibal
do pais, nomeadamente em centros hipicos, coudelarias ou propriedades privadas.

Os critérios de inclusdo dos equinos neste estudo, para além da raga, foram a idade,
compreendida entre 4 e 18 anos, confinamento a estdbulo, realizacdo de exercicio fisico
regular, que se compreende como minimo de 1 hora por dia ao longo de 6 dias por semana,
alimentagdo baseada em concentrado e feno ou palha, distribuidos no minimo por 3 tomas
diarias e agua ad libitum, exame fisico geral de pardmetros normais, condi¢do corporal entre
2.5 a 3.5 sobre 5, no caso de éguas ndo se apresentarem gestantes e, segundo o proprietario,
desparasitados e vacinados contra a gripe equina. As colheitas das amostras foram realizadas
no minimo 2 horas ap6s a primeira refei¢do e sem que os animais tenham realizado exercicio
fisico no proprio dia. Dado que a inducdo de stress no momento de colheita, devido ao maneio
ou a venopuncdo, resulta na contraccdo esplénica, foi realizado um maneio o mais calmo
possivel, com o animal permanecendo no seu estdbulo e restringido pelo tratador ao qual
habituado.

A colheita das amostras de sangue periférico foi realizada através de venopuncao do
terco médio da veia jugular esquerda, com utilizacdo de agulha com 18G e seringa de 2 mL,
mediante garrote caudal por pressdo digital da mesma. Imediatamente apds a remogdo do
volume de sangue necessario, a agulha foi desacoplada da seringa, sendo a amostra transferida
para um tubo de anticoagulante com EDTA K3 de 1mL ‘IDEXX Vet Collect ImL Veterinary
Blood Collection Tube K3EDTA’ e os tubos foram invertidos levemente 20 vezes de forma a
homogeneizar a amostra, posteriormente os tubos foram transferidos para um contentor
apropriadamente refrigerado.

Apds um periodo compreendido entre 2 a 6 horas apds a colheita, as amostras foram
processadas na analisadora hematologica automatica ‘IDEXX Lasercyte Hematology
Analyser®’ e realizados os esfregaco sanguineos. Os parametros hematologicos foram
obtidos directamente apds a leitura da analisadora hematoldgica, indirectamente através de
calculo automatico da analisadora e por estimacao da contagem total e diferencial de LEUC e
estimacdo da contagem total PLQ, pela observacao dos esfregacos preparados ao microscopio

optico ‘Olympus CX31®’.
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Os esfregacos sanguineos foram preparados pela técnica de ‘wedge’, em que uma gota
da amostra foi colocada sobre a extremidade de uma lamina e de seguida uma segunda lamina
foi aposta, formando um angulo entre 30° a 45° e retraida até esta de modo a permitir que a
gota de sangue corra por capilaridade sobre a superficie de contacto entre as duas laminas. De
seguida, com movimento rdpido e preciso a lamina espalhadora foi avangada no sentido
contrario da gota, levando a amostra consigo. Apos a secagem dos esfregacos ao ar livre,
todas as amostras foram identificadas. As laminas foram coradas pelo método de ‘Wright-
Giemsa’, em que se fez emergir o esfregaco num pequeno contentor contendo metanol,
durante 5 minutos. Posteriormente foi preparada uma solugdo de coloragdo, com diluicao de
1:5, em que se colocou num contentor 1 mL de ‘Giemsa’ e 5 mL de solu¢do tampdo e as
solugdes foram homogeneizadas por agitacdo. Colocou-se a lamina previamente fixada no
contentor, com solu¢@o preparada, por 6 minutos. Por fim, removeu-se o excesso de coloragao
por lavagem do esfregaco em agua tépida e deixou-se secar ao ar livre.

Apos a realizacao dos esfregacos sanguineos e coloragdo dos mesmos, procedeu-se a
contagem estimativa manual, total e diferencial de LEUC e a contagem estimativa total de
PLQ. Antes de se proceder a contagem de LEUC, toda a extensdo da lamina foi explorada
para a presenca de agregados leucocitarios. Para a contagem total de LEUC, a zona de
monocamada dos esfregagos sanguineos foi observada ao microscopio 6ptico, sob ampliagdao
de 100x. Em cada lamina preparada, os LEUC foram contados pelo método de ‘battlement’,
em 10 campos de visualizagdo distintos. A média aritmética de LEUC presentes nos 10
campos visualizados foi multiplicada por 100 e o resultado obtido expresso em niimero de
LEUC por pL. Para a contagem estimativa diferencial de LEUC, a zona de monocamada dos
esfregacos sanguineos foi observada ao microscopio optico, sob ampliacao de 400x. Em cada
lamina de esfregagco sanguineo amostrada, foram contados 100 LEUC, identificando
individualmente cada subtipo de LEUC enumerado. A soma das células obtidas por cada
subtipo de LEUC enumerado corresponde a percentagem de cada subtipo de LEUC presentes
na amostra. O valor absoluto correspondente a cada subtipo de LEUC foi obtido por
multiplica¢do de cada percentagem ao valor total de LEUC estimado. Cada valor absoluto
estimado foi expresso em niimero de células por pL. Para a contagem estimada total de PLQ,
toda a extensdo da lamina foi explorada para a presenga de agregados plaquetarios. Procedeu-
se a contagem estimativa do numero total de PLQ por observacao ao microscopio optico da
zona de monocamada dos esfregagos sanguineos, sob a ampliagdo de 1000x, ou seja na

objectiva de imersdo, sendo contadas as PLQ presentes em 10 campos de visualizacdo
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distintos. A soma das PLQ presentes nos 10 campos explorados foi multiplicada por 15000 e
o resultado obtido em niimero de PLQ por puL.

Os resultados obtidos foram processados e comparados com valores de referéncia
publicados no‘The Beaufort Cottage Laboratories Guide to Equine Clinical Pathology’, com a
utilizacdo do programa estatistico ‘SPSS 16.0 IBM Corporation®’. Para a andlise estatistica
de cada parametro, foram realizados o teste de normalidade de ‘Kolmogorov-Smirnov’ e o
teste ‘t-student’. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando ‘P
value’< 0,05 e foram apresentados no texto como médias e desvio padrao.

As citagdes e referéncias bibliograficas presentes nesta dissertacao foram realizadas

mediante as normas da ‘American Psychological Association’, APA.
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10. Resultados

O valor médio da contagem total de ERT da populagdo de PSL estudada foi de 8.04
x10%pL, com desvio-padrio de 1.04 x10°uL e intervalos de confianga a 95% de 7.77
x10%pL a 8.36 x10%/uL. O valor médio da contagem total de ERT referenciada na literatura
utilizada como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, é de 9.7 x10°/uL e no
caso de WB de 8.2 x10%pL. O valor médio da contagem total de ERT da populagdo de PSL
foi significativamente inferior aos PSI. O grafico 1 ilustra, comparativamente, os resultados

da contagem total de ERT.

Grafico | - Contagem total de ERT dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em ERT x 10%pL entre valores absolutos referentes aos ERT no PSL, PSI ¢ WB.
O valor médio de HTC da populacdo de PSL estudada foi de 43.6%, com desvio-
padrdao 5.76% e intervalos de confianga a 95% de 41.9% a 45.2%. O valor médio de HTC
referenciado na literatura utilizada como base de dados comparativa neste estudo, no caso de
PSI, ¢ de 40% e no caso de WB de 37%. O valor médio de HTC da populagdo de PSL foi
significativamente superior aos PSI, bem como dos WB. O grafico 2 ilustra,

comparativamente, os resultados do HTC.
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Grafico 2 - Calculo do HTC dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em % entre valores absolutos referentes ao HTC no PSL, PST e WB.

O valor médio da concentragdo total de Hb da populacdo de PSL estudada foi de 13.21
g/dL com desvio-padrao 1.37 g/dL e intervalos de confianca a 95% de 12.8 g/dL a 13.6 g/dL.
O valor médio da concentragao total de Hb referenciado na literatura utilizada como base de
dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 14.9 g/dL e no caso de WB de 13.5
g/dL. O valor médio da concentragao total de Hb da populacdo de PSL foi significativamente
inferior aos PSI. O grafico 3 ilustra, comparativamente os resultados da concentracao total de

Hb.

Grafico 3 -Mensuragdo da concentracdo de Hb dos PSL comparada aos PSI ¢ WB.
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\(;]r]z;ﬁco comparativo expresso em g/dL entre valores absolutos referentes a concentragdo de Hb no PSL, PSI e

O valor médio de VCM da populagdo de PSL estudada foi de 54.05 fL com desvio-
padrdo 1.99 fL e intervalos de confianga a 95% de 53.5 fL a 54.6 fL. O valor médio de VCM
referenciado na literatura utilizada como base de dados comparativa neste estudo, no caso de
PSI, ¢ de 40.7 fL e no caso de WB de 46 fL.. O valor médio de VCM da populagido de PSL foi
significativamente superior aos PSI, bem como aos WB. O grifico 4 ilustra,

comparativamente, os resultados do valor médio de VCM.
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Grafico 4 -Medi¢do do VCM dos PSL comparada aos PSI ¢ WB.
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Grafico comparativo expresso em fL entre valores absolutos referentes ao VCM no PSL, PSI e WB.

O valor médio de HCM da populagdo de PSL estudada foi de 16.48 pg com desvio-
padrao 1.26 pg e intervalos de confianga a 95% de 16.13 pg a 16.83 pg. O valor médio de
HCM referenciado na literatura utilizada como base de dados comparativa neste estudo, no
caso de PSI, ¢ de 15.4 pg e no caso de WB de 16.6 pg. O valor médio de HCM da populacao
de PSL foi significativamente superior aos PSI. O grafico 5 ilustra, comparativamente, os

resultados do valor médio de HCM.

Grafico 5 - Calculo do HCM dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em pg entre valores absolutos referentes a0 HCM no PSL, PSI e WB.

O valor médio de CHCM da populacdo de PSL estudada foi de 30.50 g/dL com
desvio-padrao 2.18 g/dL e intervalos de confianga a 95% de 29.9 g/dL a 31.1 g/dL. O valor
médio de CHCM referenciado na literatura utilizada como base de dados comparativa neste
estudo, no caso de PSI, ¢ de 37.8 g/dL e no caso de WB de 36.1 g/dL. O valor médio de
CHCM da populagao de PSL foi significativamente inferior aos PSI, bem como aos WB. O

grafico 6 ilustra, comparativamente, os resultados do valor médio de CHCM.
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Grafico 6 - Calculo do CHCM dos PSL comparada aos PSI ¢ WB.
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Grafico comparativo expresso em g/dL entre valores absolutos referentes a0 CHCM no PSL, PSI ¢ WB.

O valor médio da contagem total de LEUC da populagdo de PSL estudada foi de 9.06
x10*/uL com desvio-padrio 1.75 x10*/uL e intervalos de confianga a 95% de 8.57 x10°/uL a
9.55 x10°/uL. O valor médio da contagem total de LEUC referenciado na literatura utilizada
como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 8.2 x10*/uL e no caso de
WB de 7.5 x10°/uL. O valor médio da contagem total de LEUC da popula¢io de PSL foi
significativamente superior aos PSI, bem como aos WB. O grafico 7 ilustra,

comparativamente, os resultados da contagem total de LEUC.

Grafico 7 - Contagem total de LEUC dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes aos LEUC no PSL, PSI ¢ WB.

O valor médio da contagem total de NEU da populacdo de PSL estudada foi de 4.67
x10°/uL com desvio-padrdo 0.97 x10°/uL e intervalos de confianca a 95% de 4.4 x10°/uL a
4.9 x10*/uL. O valor médio da contagem total de NEU referenciado na literatura utilizada
como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 4.6 x10°/uL e no caso de
WB de 4.4 x10°/uL. O valor médio da contagem total de NEU da populacio de PSL foi
significativamente superior aos WB. O grafico 8 ilustra, comparativamente, os resultados da

contagem total de NEU.
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Grafico 8 - Contagem de NEU dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes aos NEU no PSL, PSI ¢ WB.

O valor médio da contagem total de LINF da populacdo de PSL estudada foi de 3.63
x10°/uL com desvio-padrio 1.13 x10°/uL e intervalos de confianga a 95% de 3.32 x10°/uL a
3.94 x10°/uL. O valor médio da contagem total de LINF referenciado na literatura utilizada
como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 2.8 x10°/ pL e no caso de
WB de 2.6 x10*/uL. O valor médio da contagem total de LINF da populagdo de PSL foi
significativamente superior aos PSI, bem como aos WB. O grafico 9 ilustra,

comparativamente, os resultados do valor médio da contagem total de LINF.

Grafico 9 - Contagem LINF dos PSL comparada aos PSI ¢ WB.
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Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes aos LINF no PSL, PSI e WB.

O valor médio da contagem total de MON da populacdo de PSL estudada foi de 0.29
x10°/uL com desvio-padrio 0.12 x10°/uL e intervalos de confianga a 95% de 0.26 x10°/uL a
0.32 x10*/uL. O valor médio da contagem total de MON referenciado na literatura utilizada
como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 0.36 x10°/pL e no caso de

WB de 0.3 x10°/uL. O valor médio da contagem total de MON da populagdo de PSL foi
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significativamente inferior aos PSI. O grafico 10 ilustra, comparativamente, os resultados da

contagem total de MON.

Grafico 10 - Contagem total de MON dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes aos MON no PSL, PSI e WB.

O valor médio da contagem total de EOS da populagdo de PSL estudada foi de 0.45
x10°/uL com desvio-padrio 0.22 x10°/uL e intervalos de confianga a 95% de 0.39 x10°/uL a
0.51 x10°/uL. O valor médio da contagem total de EOS referenciado na literatura utilizada
como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, ¢ de 0.1 x10°/ pL e no caso de
WB de 0.2 x10°/uL. O valor médio da contagem total de EOS da populagdo de PSL foi
significativamente superior aos PSI, bem como aos WB. O grifico 11 ilustra,

comparativamente, os resultados da contagem total de EOS.

Grafico 11 - Contagem de EOS dos PSL comparada aos PSI e WB.
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Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes aos EOS no PSL, PSI ¢ WB.

O valor médio da contagem total de PLQ da populag¢do de PSL estudada foi de 82.58
x10°/uL com desvio-padrio 31.99 x10°/uL e intervalos de confianca a 95% de 74 x10°/uL a
91 x10°/uL. O valor médio da contagem total de PLQ referenciado na literatura utilizada

como base de dados comparativa neste estudo, no caso de PSI, é de 170 x10%/ pL e no caso de
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WB de 156 x10°/uL. O valor médio da contagem total de PLQ da populacio de PSL foi
significativamente inferior aos PSI, bem como aos WB. O grafico 12 ilustra,

comparativamente, os resultados da contagem total de PLQ.

Grafico 12 - Contagem total de PLQ dos PSL comparada aos PSI e WB.

200
150 —
o
—
o 100
50 l
0 T

I I
PSI PSL WE

Grafico comparativo expresso em K x10°/uL entre valores absolutos referentes as PLQ no PSL, PSI ¢ WB.
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11. Discussao

Actualmente, no conhecimento da autora, ndo existe nenhum estudo publicado, com
vista a contribuir para a caracterizacdo do hemograma do cavalo Puro Sangue Lusitano. Por
outro lado, os intervalos de referéncia actualmente utilizados para a interpretacdo do
hemograma em cavalos sdo bastante largos, pois, entre outras razdes, para a sua determinagao
foram incluidos valores obtidos em diferentes ragas, podendo, por isso, ser pouco
representativos dos valores dos PSL (Latimer & Prasse, 2003).

Neste estudo, os PSL apresentaram um valor médio de contagem de ERT
significativamente inferior ao dos PSI e semelhantes ao dos WB. Também num estudo em
Lipizzanos, os valores de ERT foram inferiores aos dos PSI. Esta semelhanca baseia-se
provavelmente tanto numa similaridade genética entre os PSL e os Lipizzanos, ambos
originarios dos cavalos Andaluzes (Cebulj-Kadunc, Bozic, Kosec, & Cestnik, 2002), como no
facto de os PSI terem sido, ao longo do tempo, seleccionados com vista a obtencdo de
performances desportivas excelentes. Apesar dos valores baixos de ERT, a média do valor de
HTC e VCM nos PSL foi significativamente superior aos PSI e WB. Também os Lipizzanos
possuem valores de HTC e VCM superiores aos dos WB (Cebulj-Kadunc et al., 2002). O
facto de o VCM ser superior nos PSL pode justificar que o HTC seja também superior nesta
raca, dado que ambos os valores estdo relacionados de forma directamente proporcional. Por
outro lado, o analisador automatico utilizado neste trabalho ndo mede directamente o HTC,
mas calcula o seu valor, através da multiplicagdo do VCM pelo nimero total de ERT. Este
facto pode levar a resultados de HTC alterados, se o valor obtido for por algum motivo
impreciso. Para confirmar a acuidade do calculo do HTC teria sido interessante medi-lo de
forma manual, por microcentrifugacdo. Poderia também ser interessante, medir as proteinas
totais séricas ¢ relacionar o valor obtido com o0 HTC e com a medida da EPO, tendo assim
mais uma forma de afinicdo de exactitude do HTC. A policitemia relativa ¢ uma causa
frequente de aumento do HTC, que pode ter origem na hemoconcentra¢do, devido a
desidratagcdo ou a contrac¢do esplénica, induzida por stress durante a colheita (Reed et al.,
2004). Dado que os cavalos utilizados para este estudo estavam todos aparentemente
sauddveis e que o exame clinico foi normal, nada leva os autores a crer que estariam
desidratados, por outro lado a colheita foi feita num ambiente ao qual o animal estava
habituado, o que pode afastar também a hipotese de contracgdo esplénica, por stress. Alguns

autores descreveram um aumento de HTC e VCM associado ao processamento tardio das
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amostras (Kerr, 2002). Neste estudo, todos os hemogramas foram realizados até, no maximo,
6 horas apds a colheita do sangue. O valor médio da concentragdo de Hb nos PSL foi
significativamente inferior comparativamente ao dos PSI, no entanto o valor médio do HCM
foi superior. Segundo Cebulj-Kadunc e colegas, 2002, o valor elevado do HCM nos PSL pode
ser explicado pelo valor reduzido dos ERT. O valor médio de CHCM nos PSL foi
significativamente inferior comparativamente aos PSI e WB, a semelhan¢a do que se verifica
nos Lipizzanos (Cebulj-Kadunc et al., 2002), podendo este facto ser explicado pelo valor de
Hb obtido, relativamente reduzido.

A contagem média de LEUC ¢ significativamente superior na populacao estudada,
tanto comparativamente aos PSI, como aos WB. Relativamente a contagem diferencial de
LEUC, a média dos NEU, LINF e EOS, sdo significativamente superiores nos PSL,
comparativamente aos WB, ao contrario dos MON, que sdo significativamente inferiores na
populacdo estudada, tanto relativamente aos PSI, como aos WB. Todos os resultados dos
valores leucocitarios foram confirmados por leitura de esfregaco de sangue. Foi reportado por
alguns autores que os machos apresentam valores de LEUC superiores aos das fémeas,
embora 0 mesmo nao tenha sido observado num estudo em Lipizzanos (Cebuli-Kadunc et al,
2003; Weiss & Wardrop, 2010). No presente estudo 74% da populacdo correspondeu a
machos e 26% a fémeas. Se também em PSL os machos tiverem mais LEUC do que as
fémeas, o desequilibrio proporcional entre sexos pode ter contribuido para a obtencdo de
valores relativamente elevados de LEUC totais, assim como de NEU, LINF e EOS. Existem
diversas causas para aumento dos LEUC, como a excitagdo, medo ou exercicio, que induz
uma leucocitose fisioldgica, transiente, tipicamente caracterizada por uma ligeira neutrofilia,
em auséncia de desvio a esquerda ou alteracdes toxicas (Schalm, 1962; Welles, 2010). O valor
médio relativamente elevado dos LEUC observado no nosso estudo ndo parece corresponder a
uma leucocitose fisiologica, pois as amostras foram colhidas em ambiente calmo, sem que
nenhum dos individuos apresentasse sinais de excitagdo ou medo e a colheita foi realizada
antes do exercicio fisico diario. Outras causas de aumento de LEUC sdo o stress ou
corticoterapia, que originam um leucograma de stress, caracterizado por neutrofilia moderada
sem desvio a esquerda, linfopenia e eosinopenia (Osbaldiston & Johnson, 1972). Nos
resultados deste trabalho ndo foram verificados diminui¢do dos LINF nem dos EOS, para
além de que os individuos ndo estavam sob o efeito de nenhum tipo de stress, nem de
corticoterapia, logo o valor de LEUC elevado ndo se pode justificar por um leucograma de

stress. Ainda outro factor responsédvel pelo aumento do numero de LEUC ¢ a presenga de uma

60

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Medicina Veterinaria



Helena Isabel Soares Borges ¢ Silva / Contribuic¢ao para o estudo do hemograma do cavalo Puro Sangue
Lusitano

inflamacao (Welles, 2010), o que ndo parece ser o caso na populacao estudada, pois todos os
cavalos apresentavam um exame clinico normal, ndo apresentavam sinais de doenca clinica
nem subclinica e ndo tinham histéria de doenga recente. Para confirmar de forma absoluta a
auséncia de inflamacao, poder-se-iam ter realizados outros testes para despiste de inflamagao,
tais como a electroforése das proteinas totais séricas, ou a medida de proteinas inflamatorias
séricas, como o fibrinogénio ou a haptoglobina. O aumento relativo de EOS observado pode
ser correlacionado com parasitismo ou exposicao a alergenos (McGraw & Slocombe 1982).
Foi critério de inclusdo no nosso estudo que os cavalos tivessem sido submetidos a uma
desparasitagdo recente, o que, aparentemente, reduz as hipoteses de que este aumento de EOS
tenha origem parasitdria, no entanto este facto ndo pode ser comprovado objectivamente.
Seria interessante realizar uma pesquisa de parasitas a populagdo estudada. Por outro lado,
este aumento relativo de EOS pode ter origem no contacto dos cavalos com alergenos
ambientais, aos quais estdo normalmente expostos. Finalmente este aumento relativo pode
também ser real, caracteristico da raga, como € o caso nos caes de raca Pastor Alemao (Day,
Mackin & Littlewood, 2000). Dados os factores supracitados, o aumento relativo de LEUC
observado na nossa populacdo ¢, aparentemente, real e caracteristico dos PSL. A diminui¢ao
relativa dos MON observada ¢ de dificil interpretagdo, dado que em cavalos saudaveis pode-
se verificar uma monocitopenia (Carrick et al, 2008).

O valor médio da contagem de plaquetas foi inferior na populacdo estudada, tanto
relativamente aos PSI, como WB. A trombocitopenia, se real, ¢ geralmente acompanhada de
uma doenga subjacente (Sellon et al, 1996). A trombocitopenia pode também ser
consequéncia de administracdo de farmacos, tais como a fenilbutazona, o trimetropim ou a
penicilina (Lavergne & Trepanier, 2007). Como exposto no presente capitulo, a populacao
estudada estava isenta de doenca e ndo foi sujeita a nenhum tratamento médico, o que advoga
o facto de estarmos perante uma pseudotrombocitopenia. Varios aspectos podem justificar a
obtenc¢do destes valores, nomeadamente a agregacao plaquetéria observada nos esfregacos de
sangue, devida a utilizagdo de EDTA como anticoagulante ou erro de leitura pela analisadora
hematologica automatica.

De acordo com os critérios de inclusdo foi possivel integrar 61 cavalos, dos quais 42
machos inteiros, 3 machos castrados ¢ 16 fémeas, compativeis com as caracteristicas
necessarias para fazer cumprir o objectivo geral. Estes cavalos foram obtidos sob processo
aleatorio, em coudelarias e centros hipicos, distribuidos em diversas areas geograficas da

regido centro do pais, sendo estas instituicdes em epigrafe representativas da regido. Para
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fazer cumprir os pressupostos de avaliagdo e inferéncia estatistica, efectuou-se o teste de
normalidade de ‘Kolmogorov-Smirnov’, verificando-se que os diversos parametros avaliados
estdo normalmente distribuidos, preconizando-se desta forma uma abordagem paramétrica.
Assim, no plano estatistico definiu-se que iria ser efectuado o teste t para uma amostra para
comparag¢do com valor de referéncia. Estes valores e andlise estatistica embora limitados pelo
tamanho amostral, cumprem as exigéncias estatisticas ¢ do desenho do estudo e apresentam
validade interna e externa, sendo os resultados passiveis de interpretacdo pela comunidade

cientifica e com valores sugestivos dignos de apreciagao.
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Conclusao

A média dos valores do hemograma da nossa populacdo de PSL apresenta diferengas
estatisticas quando comparado com valores previamente publicados em PSI e WB, o que
contribui positivamente para a caracterizagdo do hemograma do PSL e para a determinagdo
dos valores de referéncia proprios da raca.

A maioria dos variados factores susceptiveis de afectar os valores do hemograma, tais
como exercicio prévio a colheita de sangue, técnica de transporte e andlise, stress, entre
outros, foram ponderados e evitados ou estandardizados, de forma a ndo serem criados, pelos
proprios investigadores, factores de erro e potenciais artefactos capazes de adulterar os
resultados.

Os valores obtidos, presumivelmente resultado de selec¢do, podem constituir uma
ajuda ao médico veterindrio, se forem tomados em considera¢do aquando da interpretacao de

hemogramas de PSL.
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