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APRESENTACAO

O roteiro do manual apresentado neste volume teve sua primeira edicao
elaborada em 1996, e se destina ao acompanhamento das aulas tedricas e
praticas da disciplina de Patologia Clinica Veterinaria.

Os assuntos deste manual sdo variados e abrangem grande parte da
rotina laboratorial veterinaria; sua abordagem visa basicamente fornecer
subsidios para imediata aplicagdo, quer seja no ensino de patologia clinica
veterinaria, quer seja na pratica diaria do laboratério clinico veterinario.

Os autores agradecem a todos aqueles que, desde sua primeira edicao,

direta ou indiretamente, auxiliaram na confecg&o deste manual.

Os Editores
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MODULO I: HEMATOLOGIA

PARTE 1. INTRODUGAO

1. 1. Sangue

O sangue é composto de uma parte liquida e outra celular. A parte liquida, denominada
plasma, é obtida apds centrifugagéo quando colhemos o sangue com anticoagulante, e contém
o fibrinogénio e o soro quando sem anticoagulante, o fibrinogénio coagula e restam no soro
0s mais variados solutos organicos, como minerais, enzimas, horménios, etc. Portanto o soro é
constituido do plasma sem o fibrinogénio.

A parte celular € composta pelos eritrocitos, leucécitos e plaquetas. Nas aves,
répteis, anfibios e peixes, todas as células possuem nucleo, e as plaquetas sdo deste modo,
chamadas de trombdcitos. Nos mamiferos, apenas os leucdcitos possuem nucleo; as hemacias
os perdem durante sua formagdo, e as plaquetas sdo fragmentos de citoplasma da célula
progenitora, os megacariocitos.

A principal fungdo do sangue é o transporte, quer de substancias essenciais para a
vida das células do corpo, tais como oxigénio, diéxido de carbono, nutrientes e hormonios, quer
de produtos oriundos do metabolismo, indesejaveis ao organismo, os quais sao levados aos
orgaos de excregao.

O volume sangiiineo normal nas espécies domésticas varia em torno de 6 a 10% do
peso corpdéreo, com grande variedade intra e interespécies, que é apresentada de forma
resumida dos volumes sanguineos de acordo com o peso corpdreo para as principais espécies
animais (tabela 1.1).

O hemograma ¢é o exame de sangue mais solicitado na rotina laboratorial devido a sua
praticidade, economia e utilidade na pratica clinica. Esta dividido em trés partes: 1.
Eritrograma, que compreende o hematécrito, dosagem de hemoglobina e a avaliagédo
morfolégica e contagem total de eritrécitos; 2. Leucograma, composto pela avaliagdo
morfolégica e contagem total e diferencial de leucécitos; 3. Plaquetas, que se compde de
avaliagdo morfologica e contagem de paquetas auxiliando a interpretagdo da hemostasia.
Ainda, apés a realizacdo do microhematdcrito, pode-se mensurar por refratometria as
proteinas totais plasmaticas, que auxiliam na interpretacdo de diversas situagdes fisiolégicas
e patoldgicas.

Sendo o sangue responsavel pela homeostasia do organismo, e o hemograma um
exame geral do animal, raramente o hemograma apresenta um diagnostico definitivo de
determinada patologia ou doencga. Ao invés disso, o hemograma oferece informagdes que
podem ser utilizadas como ferramenta pelo clinico para, em associagdo a outros sinais e
exames, realizar a busca diagnostica.

Assim sendo, o hemograma € solicitado por varias razdes, entre elas em um
procedimento de triagem para avaliar a saude do animal, na busca do diagnéstico ou
prognéstico do animal, e ainda para verificar a habilidade corporal as infecgbes e para
monitoramento do progresso de certas doengas. No entanto, a histéria e o exame clinico
sd0 essenciais para a interpretagdo dos dados hematoldgicos e outros testes laboratoriais que
serao objetos de investigagao.

Apenas quando descartadas as alteragdes ocasionadas por interferéncia na colheita de
amostras é que podemos com seguranga interpretar seus resultados de modo claro e
representativo. Isso porque alteracGes causadas pela excitagdo (adrenalina) e ou estresse
(corticoides) durante a colheita podem desencadear processos mediados por estes
horménios. Além disso, drogas administradas exdgenamente também podem interferir nos
resultados de um hemograma como, por exemplo, o uso de glicocorticdides. Resultados
anormais em um hemograma sao inespecificos, podendo estar associados a varias doencgas
ou condigbdes que provocam respostas similares; no entanto, como mencionado anteriormente,
o hemograma pode ser diagnéstico em certas patologias, como hemoparasitas ou leucemias.
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TABELA 1.1. Volume sanglineo nas diversas espécies animais segundo o peso

corporeo ]
PESO CORPOREO
ESPECIE mL/Kg %
Caes 77-78 8-9
Gatos 62 - 66 6-7
Vacas lactantes, bovino em crescimento 66 -77 7-8
Vacas leiteiras jovens, cavalos de sangue quente 88 -110 10-11
Vacas néo-lactantes, cavalos de sangue frio 62 - 66 6-7
Ovelhas, cabras, 62 - 66 6-7
Suinos adultos 55 5-6
Animais de laboratorio - 6-7

O ideal na pratica veterinaria € que a amostra laboratorial seja colhida no mesmo local
do seu processamento. No entanto, na maioria das vezes, este procedimento é realizado pelo
clinico em seu ambulatério, e enviado ao laboratério para a realizagdo do exame. Deste modo,
para se obter resultados confiaveis, uma colheita adequada constitui etapa tdo importante
quanto a propria realizagdo do exame e sua posterior interpretagao.

Uma colheita e acondicionamento adequados devem seguir rigidamente os métodos
preconizados pela técnica, bem como estarem condizentes com o procedimento do laboratério
que ira processar o material. Mesmo com a diversidade de amostras a serem colhidas,
algumas regras basicas sdo comuns a todas. A mais importante delas talvez seja a adequada
identificagdo da amostra, tanto junto ao frasco ou embalagem do material, como na guia de
requisicao do exame.

A identificagdo da amostra deve ser feita de modo a ndo se destacar ou sair durante o
acondicionamento, principalmente quando a amostra estiver sob refrigeragdo ou com cubos de
gelo em caixa de isopor. O numero ou nome do animal deve ser claro, escrito em letras nitidas,
se possivel com a data de colheita. A guia ou ficha de requisicdo também é de suma
importancia na realizagdo do exame laboratorial.

Exame N°:

Proprietario: RG: Data: / /
Espécie: Raca: Sexo Idade: Horério da colheita

Diagndstico Provisorio: Tratamento? [ SIM ONAO Qual?

Histéria Clinica Resumida

Observacoes:

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 1: colheita de sangue

1. 2. Colheita de sangue venoso periférico

= Conter o animal adequadamente proporcionando o minimo de estresse, para obter-se um
resultado hematolégico representativo;

=  Apds antissepsia introduzir agulha percutaneamente através da veia distendida por prévio
garrote manual abaixo do ponto de colheita. A colheita pela veia jugular é o local mais
adequado para analises hematolégicas na maioria das espécies (tabela 1.2);

= Conectar seringa descartavel graduada e colher o sangue lentamente, correspondente a
quantidade de anticoagulante contida no frasco de acondicionamento;

= Apd6s completar o volume desejado, retirar a seringa. Desfazer o garrote antes de
remover a agulha e comprimir manualmente o local de pungdo com algodao embebido
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em alcool iodado;

= Retirar a agulha e transferir o sangue colhido da seringa, com suave compressédo do
émbolo para evitar hemolise, dentro de vidro estéril contendo anticoagulante EDTA (2,0
mg/mL de sangue). Este anticoagulante é diluido a 10% na proporcéo de 0,1mL para cada
5mL de sangue. A amostra pode ser utilizada para a realizagdo do hemograma,
fibrinogénio e contagem de plaquetas.

TABELA 1. 2. Locais e agulhas mais utilizados na colheita de sangue periférico

Espécie animal Local de venopun¢ao Calibre da agulha
Céao Cefalica, Jugular, Safena 25x7,25x8,25x9;40x12
Gato Cefalica, Jugular, Safena 25x7, 25x8

Bovino Jugular, Caudal, Mamaria 40x12, 40x16

Equino Jugular 40x12, 40x16

Qvinos e Caprinos Jugular 40x10, 40x12, 40x16
Suinos Cava anterior, Marginal da orelha 40x12, 40x16

Coelhos Marginal da orelha, cardiaca 25x7; 40x12

*25x7 (22Gauge): 25mm de comprimento e 0,7mm de calibre

Importantes causas de hemolise:

= Calor excessivo, seringas e agulhas molhadas e/ou quentes. Certique-se de que tudo esta
seco e a temperatura ambiente;

= Demora na colheita, forte pressdo negativa na seringa. Caso a colheita se mostrar dificil,
“lave” a seringa e agulha com o anticoagulante previamente a colheita;

= Descarga violenta da seringa no frasco, ou feita com a agulha. Retire a agulha ao
transferir o sangue da seringa para o frasco;

= Homogeneizagdo violenta com o anticoagulante. Faga-a gentilmente, por inversédo do
tubo por pelo menos dez a doze vezes;

= Uso incorreto dos anticoagulantes.

1. 3. Anticoagulantes

EDTA (Etileno diamino tetra acetato de sédio ou de potassio)

Modo de agao: reage através de seus dois radicais acidos com calcio plasmatico, formando
um quelato com os elementos alcalino-terrosos, tornando-se insoluvel.

Uso: Recomendado para a rotina hematolégica porque nao interfere na morfologia celular,
preservando-a por até 24 horas quando refrigerado adequadamente. E pouco soltvel, e o sal
de potassio € o mais soluvel e mais caro. A diluicao é realizada a 10%, e toma-se 0,1mL de
EDTA para 5mL de sangue.

Fluoreto de sodio

Modo de agao: quelante de calcio, com a formacgao de sais insoluveis.

Uso: Como impede a glicdlise sanguinea, realizada in vitro principalmente pelos eritrécitos, é
indicado para determinagéo da glicose. Ha produto comercial pronto para uso, na medida de 1
gota para cada 3mL de sangue.

Heparina

Modo de acao: atividade como inibidor da trombina e tromboplastina

Uso: Alguns bioquimicos. Como interfere na coloragdo do esfregago sanguineo, ndo é
recomendado para hemograma. A diluicdo é de 0,1mL de solugdo a 1% para ndo coagular
5,0mL de sangue. A heparina retarda a coagulagdo do sangue por apenas 8 horas.

Citrato de sédio

Modo de agdo: quelante de calcio, com a formacgao de sais insoluveis.

Uso: Provas de coagulagéo (tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada).
Seu emprego se faz em solugdes 1,34g%, na proporgao de 10%, ou seja, 0,5mL para 4,5mL de
sangue.

1.4 Atividade extra: comparando diferentes anticoagulantes

e Colha adequadamente amostras de sangue em trés diferentes frascos com os seguintes
anticoagulantes: EDTA (tampa roxa), heparina (tampa verde) e fluoreto se sédio (tampa
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cinza);

e Abra os tubos. Raspe um giz de lousa (carbonato de calcio) na borda de cada tubo, de modo
que um pouco do poé de gis caia dentro de cada tubo;

e Cronometre o tempo que cada tubo leva para que ocorra a coagulagdo, movimentando o
tubo em angulo. Acondicione os frascos em temperatura ambiente por 12-24 horas.

O sangue dos frascos com EDTA e fluoreto de sédio (ambos quelantes de calcio)
coagulam apos um periodo de 8-12 minutos, visto que o gis oferece mais calcio que a
capacidade quelante no tubo. Grosseiramente, vocé acabou de realizar o tempo de
coagulagao.

O frasco com heparina ndo deve coagular com a adicdo do gis, pois sua atividade
anticoagulante ndo depende do célcio. No entanto, decorridas 8-12 horas, o efeito
anticoagulante cessa, e 0 sangue do tubo com heparina deve coagular apos este periodo.
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PARTE 2: ERITROGRAMA |

2. 1. Hematopoiese

A hematopoiese normal ocorre extravascularmente na medula éssea dos mamiferos,
mas pode acontecer em outros 6rgdos que participaram da hematopoiese na vida fetal e
recém-natal. Em aves, embora a granulopoiese ocorra extravascularmente, a eritropoiese e os
trombdécitos sédo produzidos intravascularmente.

Na vida embrionaria a hematopoiese inicia-se no saco vitelino, estagio em que ha o
inicio da formacgao vascular. Com o desenvolvimento fetal o figado, o bago e a medula dssea
sd0 0s maiores orgaos hematopoiéticos (figura 2.1). Durante a segunda metade do
desenvolvimento do feto a medula 6ssea e os 6rgaos linféides periféricos (para os linfécitos)
s&0 0s maiores locais de producdo de células sanglineas.

Apds o nascimento a hematopoiese passa a ocorrer somente na medula 6ssea nos
mamiferos. Inicialmente a medula 6ssea de todos os ossos participa desta atividade, mas
com a idade esta fungao vai limitando-se a medula 6ssea dos ossos chatos e epifises dos
ossos longos, isto porque a demanda por eritrécitos decresce com a maturidade. No animal
adulto, os principais ossos envolvidos no processo sao: o esterno, o cranio, o ilio, as costelas e
as extremidades do fémur e do umero.

A medula vermelha ou ativa com o tempo vai desaparecendo e deixa de ser
hematopoiética, sendo substituida por tecido gorduroso, o qual forma a medula amarela ou
inativa. Em casos de necessidade ocorre regeneragdo e a medula amarela passa a ser
vermelha. Nestes casos, a hematopoiese pode voltar a ser realizada pelo figado, bago e
linfonodos. Na fase senil a medula éssea amarela se torna medula fibrosada e é de dificil e
vagarosa expansao, o que dificulta a rapida resposta a anemia nestes animais.

Deste modo, podemos facilmente associar a hematopoiese a vida do individuo. A fase

de rapido crescimento do jovem estd associada a expansao do volume sanguineo, com pesada
demanda na medula por eritrocitos, portanto todos os ossos sdo capazes de hematopoiese.
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FIGURA 2. 1. Contribuicdo da produgao sangliinea no gato (Jain, 1986).

2. 2. Orgaos envolvidos na hematopoiese

O bago armazena e elimina hemacias (hemocaterese) e plaquetas, além de estar
envolvido na hematopoiese inicial, produz linfécitos e plasmdcitos, degrada hemoglobina,
estoca o ferro, remove corpusculos de Howell-Jolly, corpusculos de Heinz e parasitas dos
eritrécitos.



Lopes, Biondo e Santos. Santa Maria, 2007

O figado, responsavel pelo estoque de vitamina By,, folato e ferro, produz muitos dos
fatores de coagulagdo, albumina e algumas globulinas, converte a bilirrubina livre a conjugada
para excreta-la pela bile, participa da circulagao entero-hepatica do urobilinogénio, produz um
precursor (a-globulina) da eritropoietina ou alguma eritropoietina e retém seu potencial
embrionario para hematopoiese.

O estémago produz HCI para liberagéo do ferro do complexo de moléculas orgénicas e
o fator intrinseco para facilitar a absorgéo da vitamina B4,. A mucosa intestinal esta envolvida
na absorcdo da vitamina B4, e folato e controla a taxa de absorgao de ferro em relagao as
necessidades corporais. Os rins produzem eritropoietina, trombopoietina e degradam
excessivamente a hemoglobina filtrada do ferro e bilirrubina para excre¢do na urina.

O timo consiste em um 6rgéao linféide central responsavel pela diferenciagdo das células
precursoras, derivadas da medula 6ssea, em linfécitos T imunologicamente competentes,
envolvidos na imunidade celular e produgao de linfocinas. Os linfonodos e foliculos produzem
linfécitos que sob estimulagdo antigénica se transformam em plasmécitos, estando engajados
ativamente na sintese de anticorpos.

O sistema monocitico-fagocitario (sistema reticuloendotelial) consiste no maior
sistema fagocitico do organismo encarregado da defesa celular na infecgdo microbiana, destroi
vérias células sanglineas, degrada hemoglobina em ferro, globina e bilirrubina livre, estoca o
ferro e secreta macromoléculas de importancia bioldgica, por exemplo, fatores estimulantes de
colénia e complemento.

2. 3. Eritropoiese

O processo de eritrogénese que resulta na formacgéao de eritrécitos maturos é conhecido
como eritropoiese, levando em torno de sete a oito dias para se completar. O nucleo
eritrocitario & expulso no decorrer do processo de desenvolvimento nos mamiferos e fagocitado
por macrofagos locais. Enquanto nas aves, peixes, anfibios e répteis as hemacias séo
nucleadas.

As células ficam na medula 6ssea até a fase de metarrubricito, e nas fases finais de
maturagdo, como o reticulécito, podem ser encontrados no sangue periférico em algumas
espécies. Os reticuldcitos ndo sdo encontrados no sangue em condicdes de normalidade nos
equinos, bovinos, suinos e caprinos. A fase de proliferagdo, compreendida entre a célula
pluripotencial até o metarrubricito, leva de dois a trés dias, enquanto o restante consiste na
fase de maturagao, levando em torno de cinco dias.

A eritropoiese é formada na medula 6ssea a partir de uma célula pluripotencial de
origem mesenquimal chamada célula tronco ou célula mae que é estimulada a proliferar e
diferenciar-se em “burst” de unidade formadora eritréide (BUF-E) pela IL-3 e fator estimulante
de coldnia granulocitica-monocitica na presenga da eritropoietina (EPO).

Esta diferenciacdo ocorre sob influéncia do microambiente medular local e por
citocinas produzidas por macrofagos e linfocitos T ativados. A proliferagdo e diferenciacédo da
BUF-E para unidade formadora de colbnia eritrdide (UFC-E) resulta da presenga destes
mesmos fatores e pode ser potencializado por fatores de crescimento adicional. A EPO é o
fator de crescimento primario envolvido na proliferacdo e diferenciagdo de UFC-E para
rubriblasto, a primeira célula morfologicamente reconhecivel das células eritroides. A seguir
seguem as divisbes/maturagdes em que serao formados: pré-rubricito, rubricito, metarrubricito,
reticuldcito e eritrécito. Os eritrocitos sdo células encarregadas de transportar oxigénio dos
pulmdes aos tecidos e didxido de carbono no sentido inverso.

A eritropoiese normal envolve um minimo de quatro mitoses: uma na fase de
rubriblasto, outra no estagio de pro-rubricito e duas no estagio de rubricito basofilico. O
rubricito basofilico matura-se em rubricito policromatico, que se transformara em metarrubricito.
Ocasionalmente o rubricito policromatico pode se dividir. A denucleagao do metarrubricito leva
a formacao de reticulécito, o qual finalmente matura-se, dando origem ao eritrocito (figura 2.2).

A nomenclatura recomendada para as células eritroides morfologicamente
identificaveis é: Rubriblasto — pro-rubricito — rubricito basofilico — rubricito policromatico —
metarrubricito — reticuldcito — eritrocito.
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Multiplicagdo (2 a 3 dias) Maturagao 5 dias (24 a 48h)
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FIGURA 2. 2. Eritropoiese nos mamiferos domésticos (segundo Jain, 1986).

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 2: hematécrito

2. 4. Eritrograma

Como ja comentado no capitulo 1 o hemograma é o exame realizado com o sangue
periférico colhido com anticoagulante, com o objetivo de se obter informacgbes gerais sobre o
animal no momento da colheita. Ele € composto de trés partes: o Eritrograma, o Leucograma,
e as Plaquetas.

Na solicitacdo do exame é necessario adequada identificagdo da amostra: rétulo no
frasco de colheita, ficha contendo nome do proprietario, data, espécie animal, raga, sexo,
idade, hora da colheita, diagnostico provisério, tratamento, histéria clinica resumida, nome,
assinatura e CRMV do requisitante e do examinador.

O eritrograma compreende o numero total de hemacias/ul, concentragdo de
hemoglobina (g/dl), volume globular (%), VCM (fl), CHCM (%), proteinas plasmaticas (g/dl),
reticulécitos (%), metarrubricitos/100 leucdcitos. Observagdes no esfregagco sangiineo:
anisocitose, policromasia, hemoparasitas, etc.

2. 5. Valores Normais

Ha que se entender que os valores de tabela ou de referéncia sdo frutos da média de
exames realizados numa populagao clinicamente sadia e, portanto obedecem a uma curva
normal de distribuigdo. Deste modo pode existir um pequeno percentual de animais da
populagdo sadia com resultados laboratoriais préximos aos extremos (border line), ou fora
deles; e o inverso também, ou seja, animais doentes com valores dentro da faixa de referéncia.
Por isso estes exames devem ser interpretados clinicamente (figura 2.3).
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FIGURA 2. 3. Curva hipotética de distribuicdo normal de valores obtidos da
concentragao sérica de glicose (g/dL) numa populagao sadia, doente e sob efeito
da adrenalina (excitagéo).

2. 6. Hematécrito ou Volume Globular (%)

O hematoécrito (ou volume globular) é a percentagem de eritrocitos no sangue. Os
métodos de centrifugagdo ddo um volume de células sedimentadas, que corresponde a uma
mensuracdo muito exata. E um dos exames mais Uteis no estudo da série vermelha e com ele
podemos obter inimeras informagdes como: a coloragdo do plasma, a capa leucocitaria,
microfilarias e Tripanossoma spp.

O plasma normal é limpido e incolor (caninos e felinos) ou ligeiramente amarelado nos
equinos e bovinos, devido ao caroteno e a xantofila presentes na alimentagao dos herbivoros.
Plasma ictérico é amarelo e limpido; plasma hemoglobinémico é limpido, variando de rosa a
vermelho; plasma lipémico é esbranquigado e turvo.

Ao exame microscoépico do plasma, podemos observar as microfilarias e tripanossomas
logo acima da camada branca (capa flogistica). As principais informagbes estado
esquematizadas na figura 2.4.

O plasma obtido por este método pode ser empregado em outros exames, como
concentragdo de proteinas plasmaticas totais e concentracdo de fibrinogénio plasmatico,
utilizando-se a precipitagao pelo calor e refratometria.

Determinacao
Principio
Sedimentagéo dos elementos figurados do sangue, obtendo-se a proporcao destes elementos
em relagao ao plasma.
= Tomar o frasco com sangue mais anticoagulante e homogeneizar;
= Pegar o tubo capilar (75mm x 1mm ) e por capilaridade deixar o sangue preencher 2/3 do
tubo;
= Fechar a extremidade seca em chama de bico de Bunsen, girando-se o tubo;
= Centrifugar o tubo a 1.200rpm (aproximadamente 1580G) por 5 minutos;
= Ler em tabela que acompanha centrifuga, obtendo-se o resultado em %.
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incolor : cdo/gato/homem

Cor normal | amarela : herbivoros (caroteno)

Cor anormal | amarela : ictérico no cdo/gato/homem
PLASMA branca : fisiolégico (lipemia pés-prandial),
patolégico (diabetes, hipotireoidismo, outros).
vermelho : artefato de técnica (hemodlise),

patologico (anemia hemolitica :Lupus, Babesia, intoxicagao)

Quando avermelhado significa presencga de leptdcitos (s&o + leves).

// LEUCOCITOS | Nogao da contagem de leucécitos pela capa leucocitaria ou flogistica.

Pode também incluir o Fibrinogénio (ap6s banho-maria a 57 °C)

Leitura do volume globular eritrocitario (%)
HEMACIAS Nocéao da contagem global de eritrécitos

Visualizagéo de microfilarias (se movimentam ao microscopio em 25x)

FIGURA 2.4. Desenho esquematico do capilar de microhematécrito.

Existem fatores que afetam o hematécrito, hemoglobina e contagem de eritrécitos,
como anemias e alteragcdes na hidratagao, que podem refletir diretamente na proporgéo células
vermelhas/plasma do sangue (figura 2.5).

Células Vermelhas Plasma VG (%)

ANEMIAS

NORMAL

Anemia Relativa DIMINUIDO

Anemia Absoluta DIMINUIDO
POLICITEMIAS

Policitemia Relativa AUMENTADO

Policitemias Absoluta AUMENTADO

FIGURA 2.5. Curva Mudancas relativas ocasionadas na massa do eritrécito e volume de
plasma nas anemias e policitemias (JAIN,1993).
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Fatores que afetam o hematdcrito, hemoglobina e contagem de eritrécitos:

Alteragdes na massa do eritrdcito afetam os trés parametros;

A anemia produz valores baixos que podem ser desproporcionais se o tamanho celular
e/ou o contetdo de hemoglobina também estiverem alterados;

A policitemia absoluta produz valores altos;

A contragdo esplénica produz valores altos e é especialmente comum em cavalos
excitados;

Alteragoes na hidratagao (volume plasmatico) afetam os trés parametros;

Portanto o exame deve ser interpretado conhecendo-se o estado de hidratacdo do
animal, através do exame fisico e analise de proteinas plasmaticas totais;

Desidratagao produz valores altos;

Hidratagcdo excessiva causa redugao no volume, o que pode estimular anemia.

2. 7. Atividade extra: interferéncias no hematécrito

Ha uma série de fatores que podem interferir na correta obtengdo do hematécrito nos

animais domésticos. Vocé pode observar alguns deles sem riscos para os animais, seguindo o
protocolo abaixo'. Para esta atividade sdo necessarios material de contengdo dos animais e
colheita de amostras, centrifuga de micro-hematdcrito e refratbmetro com escala para proteinas

totais.

HCT (%) PT (mg/dL)

PROTOCOLOS Antes | Depois | Antes | Depois Obs:

1. Cavalo: 20 minutos de exercicio moderado

2. Cao: Adrenalina 0,1 mg/kg PV por via IV

3. Gato: Adrenalina 0,1 mg/kg PV por via IV

4. Cao: Hidrocortisona 25 mg/kg PV por via IV*

5. Altas quantidades de anticoagulante

6. Nao homogeneizar o sangue (cavalo)

*Succinato sédico

Observe os resultados obtidos.

Provavelmente vocé obervou um aumento dos hematécritos nos protocolos n° 1, 2 e 3.
No caso n° 1 isso ocorre devido ao deslocamento sangiiineo esplénico, mais visivel
no cavalo pois 0 seu bago é proporcionalmente maior que em outras espécies. Nos
casos n° 2 e n° 3 o deslocamento foi resultado da agao simpatica da adrenalina
contraindo a musculatura vascular e esplénica. Como o hematdécrito aumentou, isso
mostra que o bago ndo € uma reserva de sangue, mas sim uma reserva concentrada
(papa) de hemacias e plaquetas.

Provavelmente vocé ndo observou alteragdo no caso n° 4, pois o cortisol ndo tem efeito
perceptivel imediato no hematdcrito.

No caso n° 5 voce obervou hemodiluicdo pelo anticoagulante, ou seja, o sangue foi
diluido e o hematécrito diminuiu. O tempo tende a aumentar o hematdcrito, pois as
hemacias se incham com a entrada de liquidos do plasma.

O caso n° 6 varia. Se vocé introduziu o capilar no fundo do tubo, o hematdcrito
provavelmente aumentou, pois houve sedimentacdo do sangue. Se vocé introduziu o
capilar na parte do sobrenadante, o hematécrito diminuiu. Isso € claramente observado
nos cavalos, pois estes possuem uma alta velocidade de hemosedimentagao (VHS).
Agora procure interpretar os resultados em associagao as proteinas totais plasmaticas.

! Verifique antes se o uso de animais para esta aula possui aprovagdo no Comité de Etica da sua
Instituicdo. As doses de adrenalina e cortisol foram baseadas em prescricao terapéutica das mesmas.
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PARTE 3: ERITROGRAMA I

3. 1. Reticuloécitos

Os reticuldcitos apresentam um grau variavel de dobras membranosas e invaginagdes
de superficie. Eles contém ribossomos, polirribossomos e mitocéndrias, que os capacitam
a sintetizar mais de 20% do conteudo final de hemoglobina. Estas estruturas contribuem
para a policromasia dos reticulécitos.

Apoés coloragdo com corantes supravitais, como o novo azul de metileno ou azul
cresil brilhante, utilizado na contagem de reticulécitos, um arroxeado de ribossomos,
mitocéndrias e outras organelas citoplasmaticas aparecem nos reticulécitos como precipitados
em forma de corddes (reticulocitos agregados) ou esparsos (pontilhados).

Os reticuldcitos permanecem na medula éssea por dois a trés dias antes de entrar no
sangue por diapedese através de células endoteliais que contornam os sinusoides medulares.
A sua liberagado para o sangue & controlada por um nuimero de fatores que agem em conjunto,
incluindo a concentracao de eritropoietina, deformabilidade capilar e carga de superficie.

Variagdes interespécies podem ocorrer em consideracdo ao numero de reticulécitos
liberado no sangue sob condigdes fisioldgicas e patoldgicas. Por exemplo, o equiino nao libera
reticulécitos para o sangue periférico, mesmo em anemia severa. Caes e gatos respondem
vigorosamente com reticulocitose no sangue durante anemia regenerativa, porém os
ruminantes geralmente apresentam uma resposta leve (tabela 3.1).

Os reticuldcitos maturam-se em eritrocitos 24-48 horas na circulagido ou no bago,
onde podem ser seqlestrados temporariamente. O processo de maturagéo envolve a perda de
algumas superficies de membranas, receptores para transferrina e fibronectina, ribossomos e
outras organelas, obtengdo da concentragdo normal de hemoglobina, organizagéo final do
esqueleto submembranoso, redugao do tamanho celular e mudanga de forma para o aspecto
bicdbncavo.

TABELA 3. 1. Grau de resposta da medula 6ssea segundo o percentual de reticulécitos

GRAU DE % de reticulécitos
RESPOSTA Caes Gatos (agregados) Cavalos e Ruminantes
Normal 0-15 0-04 Ausentes
Leve 1-4 0,5-2,0 1 é sinal regenerativo
Moderada 5-20 3,0-40 -
Intensa 21 -50 >50 -

A contagem de reticulocitos € o melhor indicativo da atividade efetiva da
eritropoiese medular, mas sua contagem deve ser interpretada em relagdo as diferentes
espécies.

A contagem de reticulécitos é calculada pelo percentual de reticulécitos contados em
esfregaco sangliineo obtido com um corante supravital e multiplicado seu resultado pela
contagem global de eritrécitos. A percentagem de reticulécitos pode ser corrigida para o grau
de anemia pela seguinte férmula:

Reticulécitos corrigidos (%) = % reticuldcitos x VG paciente

VG médio normal*
*37% para o gato e 45% para o cao

Contagem de reticulécitos (/uL) = % reticulécitos x total eritrocitos /ulL

Por exemplo: Um cédo tem um VG de 28%, contagem de eritrécitos de 4,4 x 10° /uL e
contagem de reticulécitos de 15%, aplicando a férmula teriamos:

% de reticulécitos corrigida = 15% x 28 =9,3
45
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Uma contagem corrigida de reticuldcitos acima de 1% em caes e gatos (agregados) indica
eritropoiese ativa (anemia regenerativa). Usualmente ha necessidade de um periodo de 3 a 4
dias para que uma significante reticulocitose, seja encontrada no sangue periférico apés uma
hemorragia aguda e a resposta maxima pode levar de 1 a 2 semanas ou mais. Em uma anemia
hemolitica severa, entretanto, uma rapida liberagéo de reticuldcitos pode levar somente 1 ou 2
dias e ser seguida de uma intensa eritropoiese.

Apds hemorragias a resposta da medula 6ssea pode ser avaliada a partir do 3° dia
apos a perda de sangue, pois este € o tempo minimo necessario para a liberagdo de células
jovens apés a hipoxia.

Em quadros agudos a avaliagéo clinica do grau de anemia e estimativa de perdas é
muito mais util que os parametros laboratoriais isolados; deve-se, inicialmente, estabilizar o
paciente com transfusado e fluidoterapia.

Reticulocitos e eritrécitos jovens ocasionalmente podem manifestar uma morfologia
adicional. A fragmentagdo nuclear ou extrusdo incompleta dos nudcleos dos metarrubricitos
resultam na retengdo de nucleo pequeno remanescente chamado corpusculo de Howell-Jolly.
O corpusculo de Howell-Jolly é removido do reticuldcito quando este passa no bago e muitas
vezes € encontrado em individuos esplenectomizados ou quando a fungdo do bago esta
comprometida.

3. 2. Regulacao da Eritropoiese: eritropoietina

O estimulo fundamental para a eritropoiese é a tensdo tecidual de oxigénio (PO,). A
hipéxia tecidual desencadeia a produgéo de eritropoietina, um fator humoral especificamente
responsavel pela produgdo de eritrécitos. E produzida pelos rins (células corticais endoteliais,
glomerulares e intersticiais) e em menor proporc¢ao pelo figado (células de Kupffer, hepatdcitos
e células endoteliais). O rim é considerado a unica fonte de eritropoietina no cédo e o figado é o
sitio predominante no feto. A eritropoietina € gerada pela ativagao do eritropoietinogénio, uma
alfa-globulina, pelo fator eritropoiético renal ou eritrogenina, ou pela ativagdo da
proeritropoietina, produzida no rim, por um fator plasmatico (figura 3.1). A eritropoietina
estimula a eritropoiese em varias etapas, pela inducdo da diferenciagcdo de progenitores
eritréides (UFC-E) até rubriblastos, estimulando a mitose de células eritréides e reduzindo seu
tempo de maturagdo e aumentando a liberagao de reticuldcitos e eritrécitos jovens ao sangue
periférico.

Varios 6rgaos enddécrinos influenciam a eritropoiese, através de seus efeitos na sintese
de eritropoietina. A pituitaria media estes efeitos através da producdo de TSH, ACTH e
horménio do crescimento; as adrenais através da producgéo de corticosterdides; as glandulas
tiredides através da produgéo de tiroxina; e as gbnadas através da produgédo de andrégenos e
estrogenos. A Unica influéncia negativa é a do estrégeno.

Em conjunto com a eritropoietina a IL-3 produzida por linfécitos T; o FEC-GM por
linfécitos T, células endoteliais e fibroblastos; e o FEC-G por macréfagos, granulécitos, células
endoteliais e fibroblastos estimulam a multiplicagédo de uma célula progenitora eritréide jovem, a
unidade formadora de exploséo eritréide (UFE-E) e sua diferenciagéo na célula progenitora da
UFC-E. A UFE-E é relativamente insensivel a eritropoietina sozinha. Doses farmacolégicas de
andrégenos aumentam a taxa de globulos vermelhos, estimulando a produgao de eritropoietina
ou potencializando sua agéao, por isso, machos apresentam maior numero de eritrécitos que as
fémeas. Os estrogenos, por sua vez, apresentam efeito inibitério sobre a eritropoiese.
Hormonios tireoidianos, hipofisarios e adrenocorticais alteram a demanda de oxigénio nos
tecidos, alterando a necessidade de eritropoiese.

Para que ocorra a adequada multiplicagéo eritrocitaria, ha necessidade também de
substrato para possibilitar a divisdo celular, principalmente material nucléico. Os substratos que
constituem maior importancia sao: a vitamina B,, 0 acido félico, o cobalto e o acido nicotinico.
Na fase de maturagéo eritrocitaria, o RNA mensageiro encarrega-se da hemoglobinizagdo
citoplasmatica. Nesta fase sao importantes o ferro na forma ferrosa, o cobre e a piridoxina.
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FIGURA 3. 1. Ativacao e efeito da Eritropoietina nos animais domésticos.

Para uma adequada eritropoiese ha o requerimento de suprimento continuado de
nutrientes como vitaminas e minerais. A deficiéncia destes fatores por qualquer causa levara a
anemia. Uma causa comum de anemia é a deficiéncia de ferro. Anemias nutricionais no
homem e nos animais s&o aquelas causadas por deficiéncias de proteinas, vitamina B, folato,
niacina, vitamina E, selénio, cobre e cobalto.

3. 3. Destruicao Eritrocitaria

A duracdo média da vida do eritrécito varia com a espécie animal. Abaixo estao
representados o numero, o tamanho e a vida média das hemacias, de acordo com a espécie
animal (tabela 3.2).

TABELA 3. 2. Numero total, tamanho e vida média das hemacias nas diferentes espécies
animais

ESPECIE NUMERO TOTAL TAMANHO VIDA MEDIA
(miIh()es/mm3 ou pL) (um de didmetro) (dias)
Canino 6-8 7,0 120
Felino 5-10 5,8 70
Equino 9-12 57 150
Bovino 5-10 5,5 160
Ovino 9-15 4,5 100
Caprino 8-18 4,0 100
Suino 5-8 6,0 65

No estado de saude normal, o eritrécito deixa a circulagéo por duas vias: fagocitose por
macréfagos, que € a principal e a lise intravascular, com liberagdo de hemoglobina.

A deformabilidade é importante na sobrevida da hemacia e depende da manutengao da
sua forma, fluidez normal interna da hemoglobina e propriedades visco-elasticas intrinsecas da
membrana. Qualquer mudanga nestas caracteristicas pode ativar a destruigdo fagocitaria por
macréfagos, o que ocorre primariamente no baco e figado, podendo também ocorrer na medula
6ssea. Os macrofagos iniciam a fagocitose apos reconhecerem anticorpos IgG aderidos a
antigenos de membrana em eritrécitos danificados e/ou envelhecidos. A perda de eritrécitos é
continuamente balanceada por uma liberagdo de reticulécitos ou células jovens da medula
Ossea para o0 sangue periférico. Neste caso, os reticulocitos sdo importantes em casos de
anemia, para que se classifiquem as anemias em regenerativa ou arregenerativa. Em casos de
babesiose, no quarto ou quinto dia estas células comegam a aparecer no sangue periférico.
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3. 4. Hemoglobina

Trata-se de uma proteina conjugada formada de 96% de proteinas (globinas) e por um
grupo prostético de coloragdo vermelho chamado heme (4%), o qual é formado por ferro e
grupamentos porfirinicos.

A producdo hemoglobinica ocorre no citoplasma das células nucleadas precursoras de
eritrécitos. O ferro obtido pelas células eritrdides no processo normal de eritropoiese provém
dos macréfagos adjacentes que, por sua vez, recebem o ferro por endocitose da ferritina, uma
proteina transportadora, por meio de um processo chamado rofeocitose. As moléculas de
ferritina consistem em milhares de atomos de ferro envolvidos por uma proteina (apoferritina).
A ferritina pode ser visualizada como particulas densas, localizadas na membrana celular ou no
citoplasma de células eritréides e macrofagos. A ferritina € degradada e convertida a
hemossiderina pela acao das enzimas lisossomais intracelulares nos macrofagos. A ferritina é
hidrossoluvel enquanto que a hemossiderina ndo, porém ambas servem como estoques de
ferro que sdo mobilizados para a sintese da heme. Em anemias ocasionadas por doengas
cronicas, os estoques de ferro estdo aumentados, pois ha um sequestro nos macréfagos do
SMF.

Na formagao deficiente de hemoglobina, intervém fundamentalmente trés fatores:

1. deficiéncia de ferro por ingestéo deficiente ou absor¢do anormal deste elemento;

2. interferéncia na atividade normal das células macrofagicas (SRE) que produzem
normalmente a hemoglobina. Isto ocorre nos envenenamentos por metais,
toxemias, neoplasias e nefrites, entre outras causas;

3. Anormalidades renais que interferem na formacao da eritropoietina.

A hemoglobina é liberada na forma livre quando ocorre hemdlise, onde a unido entre a
hemoglobina e o estroma eritrocitario quebram-se pela agdo do agente hemolitico. A
hemoglobina livre no plasma é rapidamente decomposta por oxidagao, liga-se a haptoglobina e
é rapidamente excretada pelos rins, observando-se hemoglobinuria, ou ainda é destruida pelo
sistema fagocitario mononuclear (SMF). A hemoglobina confere a cor avermelhada do plasma
e esta condigdo é chamada de hemoglobinemia. O excesso livre é oxidado em meta-
hemoglobina, que se dissocia, liberando hematina. A hematina liga-se a hemopexina e
albumina sucessivamente, e estes complexos sdo removidos pelos hepatdcitos.

Nos macrofagos, o ferro da fragdo heme e os aminoacidos da fracdo globina séo
reciclados para uso. A protoporfirina € degradada em biliverdina pela heme microssomal
oxigenase; a biliverdina é entdo convertida a bilirrubina pela bilirrubina redutase. As aves
excretam somente biliverdina, pois ndo possuem bilirrubina redutase.

A bilirrubina liberada no plasma ¢ ligada a albumina para o transporte até as células
hepaticas, onde é conjugada em acido glicurénico pela enzima UDP-glucuronil transferase. A
bilirrubina conjugada é normalmente secretada através dos canaliculos biliares e excretada
pela bile na luz intestinal. No trato intestinal a bilirrubina é degrada a urobilinogénio para a sua
excregao nas fezes, com reabsorgéo parcial para a circulagdo geral e re-excregao biliar no ciclo
entero-hepético da bile. Uma pequena quantidade de bilirrubina conjugada e urobilinogénio
normalmente escapam a re-excregdo hepatica e sédo eliminados na urina (figura 3.2) e
quantidades aumentadas sdo muitas vezes excretadas naqueles animais com doenca
hepatica.

As duas formas de bilirrubina no plasma sdo chamadas de bilirrubina livre ou indireta,
ligada a albumina e bilirrubina conjugada ou direta. A bilirrubina ndo conjugada nao ¢é filtrada
pelo rim, somente a conjugada. O acumulo de bilirrubina no sangue leva a ictericia. Na anemia
hemolitica a maioria da bilirrubina no sangue esta na forma ndo conjugada, sendo que, na
obstrugao extra-hepatica do ducto biliar esta € amplamente conjugada e, ambas as formas em
doencga hepatocelular.

A concentragdo de bilirrubina no plasma do cavalo é alta, comparada com outras
espécies, e a maior parte esta na forma ndo conjugada. A concentragdo de bilirrubina, no
cavalo, aumenta durante anorexia e condigdes febris por causa da estrutura hepatica. Também
¢é alta a concentracdo de bilirrubina, nesta espécie, ao nascimento, assim permanecendo nos
potros. No entanto, a causa precisa da hiperbilirrubinemia neonatal em animais ¢é
desconhecida, observagcdo semelhante em neonato humano indica que varios mecanismos
estdo envolvidos. Estes incluem a perda do mecanismo excretdrio placentario da bilirrubina, um
nivel baixo da atividade de UDP-glucoroniltransferase no figado do neonato e uma maior
concentracdo de p-glucuronidase no intestino, o qual degrada a bilirrubina conjugada a
bilirrubina livre que é reabsorvida.
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FIGURA 3. 2. Esquema do catabolismo normal da hemoglobina.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 3: esfregaco sangiiineo

3. 5. Preparo do esfregago e coloragao

Esfregaco
= Preparar duas laminas novas e desengorduradas, sendo uma com os cantos arredondados;

= Homogeneizar o sangue no frasco de colheita fechado, por inversdo, e colocar com o
capilar do micro-hematdcrito, antes de fecha-lo, uma gota de sangue na lamina;

= Colocar a outra lamina (recortada) a frente da gota de sangue, num angulo de 45°. Fazer
um ligeiro movimento para tras até o sangue espalhar-se pela lamina;

= Com um movimento uniforme, para frente, fazer esta lamina deslizar sobre a outra. O
sangue se estendera por sobre a lAmina, formando o esfregaco (figura 3.3);

= Agitar a ldmina até secar o esfregaco completamente e identifica-lo com lapis na borda mais
espessa do esfregaco.
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FIGURA 3.3. Demonstragédo de como se faz um esfregago de sangue.

Corantes

A. Leishmann

- Preparo:

Diluir 1,5g de Eosina-Azul de Metileno segundo Leishmann em 1 litro de metanol;
Colocar em banho-maria a 37 °C por 24 horas. Acondicionar em frasco ambar;
Maturar o corante deixando-o em repouso por 1 semana, ao abrigo da luz;
Corrigir o pH, se necessario, para 7,6;

Filtrar e usar.

- Uso:

Colocar 20 gotas do corante e deixar agir por 3 minutos;

Acrescentar 20 a 25 gotas de agua destilada tamponada (pH % 7,2);

Deixar agir por 15 minutos;

Lavar em agua corrente e secar.

B. Panético
Solugao comercial pronta para uso com trés corantes em série.

3. 6. Morfologia dos Eritrécitos

e Tamanho

Normal: célula grande em caninos, sendo que os caprinos apresentam a menor hemacia das
espécies domésticas.

Anisocitose: é a diferenga de tamanho entre as hemacias. Quanto mais grave a anemia, maior
a ocorréncia de anisocitose.

Macrocitose: predominancia de hemacias grandes, geralmente jovens, recém-produzidas.
Presente em reticulocitose, metarrubricitos, hipertireoidismo, deficiéncia de fatores de
multiplicagdo, determinadas ragas, animais jovens.

Microcitose: predominancia de hemacias pequenas. Ocorre em anemias cronicas,
principalmente ferropriva. Quanto maior a quantidade, mais grave. E fisiolégica em animais
idosos e algumas ragas.

e Forma

Biconcava: normal.

Esferocitos: hemacias com formas esféricas, com intensa coloragéo pela perda de conteudo
de membrana sem perda de hemoglobina devido a eritrofagocitose parcial dos anticorpos
e/ ou complemento dos eritrécitos pelos macrofagos do sistema fagocitario mononuclear.
Presente em anemia hemolitica auto-imune primaria ou induzida por drogas ou transfuséo
incompativel.

Poiquildcitos: sdo alteragdes na forma das hemacias. No bago, devido a microcirculagao
esplénica, a hemacia muda de forma o que ocorre pela existéncia de glicoproteinas na
membrana do eritrocito. Podem ser removidos prematuramente da circulagdo, levando a

16



Manual de Patologia Clinica Veterinaria

uma anemia hemolitica. Existem varios tipos de poiquildcitos, entre eles:

Equinécitos: sdo hemacias espiculadas, com varias proje¢cdes regulares. Ocorrem em
amostras velhas, uremia, excesso de EDTA, coagulagao intravascular disseminada (CID).

Acantocitos: projegdes irregulares e variadas. Ocorrem em caes com hiperbilirrubinemia,
associados a hemangiossarcoma ou hemangioma esplénico e doencga hepatica difusa,
shunts porto-cava e dietas altas em colesterol.

Esquisocitos: fragmentos irregulares das hemacias. Ocorrem em falha renal, mielofibrose,
glomerulonefrite, deficiéncia cronica de ferro, fluxo sangtiineo turbulento.

Leptocitos: aumento do diametro e redugdo na espessura. Quando hipocrémicos ocorre por
produgéao reduzida de hemoglobina (anemia ferropriva); quando ha policromasia, consistem
em reticuldcitos  (indica regeneragédo); quando ha ortocromia, indicam anemia
arregenerativa. O mais comum é a aparéncia em alvo.

Dacriécitos: hemacias em forma de gota. Aparecem em mielofiborose ou desordens
mieloproliferativas.

Crenacdo: hemacias em forma de engrenagem. Comum em bovinos, artefato de técnica ou
desidratacdo em outras espécies.

e Coloracgao

Vermelho-claro: normal ao microscopio 6ptico (1000x).

Policromasia: algumas hemacias apresentam-se mais coradas que outras (RNA residual),
representando os reticulécitos. O aumento esta associado a atividade eritropoiética
aumentada e resposta a anemia regenerativa. A ocorréncia de algumas células
policromaticas € comum no c&o e no gato.

Hipocromia: hemacias com intensidade de coloragdo reduzida e area central palida
aumentada, causada por insuficiente hemoglobina na célula, sendo a etiologia mais comum
deficiéncia de ferro.

3. 7. Contagem de Reticulécitos

= Colher amostra de sangue com EDTA, homogeneizar adequadamente;

= Colocar em tubo de ensaio 0,5mL de sangue fresco;

= Adicionar 0,5mL do corante (Azul de Cresil Brilhante ou Novo Azul de Metileno);

= Homogeneizar a solugao;

= Levar ao banho-maria por 15 minutos (37°C);

= Retirar o tubo do banho-maria, agitar e fazer o esfregago em lamina;

= Contar os reticulécitos em no minimo dez campos e realizar a leitura em % dos demais
eritrécitos. Caso necessario fixar em laminula;

= Pode-se contra-corar a Idmina com corantes de rotina (ex: panético), para se obter uma
melhor visualizagado dos reticulécitos.

3. 8. Atividade extra: hemacias nas aves, peixes, répteis e anfibios

Ao contrario dos mamiferos, as hemacias adultas das aves, peixes, répteis e anfibios
sd0 normalmente nucleadas®. Apesar disso, embora exija mais atengdo em sua contagem,
estas espécies também possuem reticuldcitos. Siga o protocolo padrdo de contagem de
reticulécitos e observe a impregnagédo a margem do nucleo das hemacias nestas espécies.

2 Verifique antes se o uso de animais para esta aula possui aprovagdo no Comité de Etica da sua
Institui¢cao.
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PARTE 4: ANEMIAS E POLICITEMIAS

4. 1. Anemias

A anemia é definida como a presenga de eritrécitos, concentragdo de hemoglobina e/ou
hematécrito abaixo dos valores normais de referéncia.

Constitui-se raramente em uma doenga primaria; geralmente é o resultado de um
processo (doenga) generalizado. Portanto, € necessario que se conhega a causa da anemia
para que o tratamento racional seja empregado, pois ele ndo é direcionado, por si sé, para a
anemia, exceto como uma medida de emergéncia.

Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da anemia resultam da reduzida capacidade de o sangue carrear
oxigénio e de certos ajustes fisioldgicos para aumentar a eficiéncia da reduzida massa de
eritrécitos circulantes e reduzido trabalho do coragdo. Assim, o desenvolvimento de varios
sinais clinicos depende do grau e da causa da anemia. Os mais comuns sao dispnéia,
intolerancia ao exercicio, palidez das mucosas, aumento da freqliéncia cardiaca, algumas
vezes acompanhada de murmurios (sopro sistdlico), aumento da frequéncia respiratéria e
depressdo. Na anemia hemolitica aguda incluem-se ainda ictericia, hemoglobinemia,
hemoglobinuria e febre. Na perda crbnica de sangue, o organismo consegue manter a
homeostase circulatéria e em alguns casos, mesmo com menos de 50% da hemoglobina
normal, o animal pode nao apresentar sinais clinicos.

4. 2. Classificagao das anemias

A anemia pode ser classificada como relativa ou absoluta, em termos de massa total
de eritrécitos. A anemia relativa pode se desenvolver pela expansdo do volume plasmatico,
como em fémeas gestantes e neonatos ou apods fluidoterapia. A anemia absoluta é
clinicamente importante e merece ampla investigagdo. Trata-se da forma mais comum de
anemia, e é classificada de acordo com a morfologia dos eritrocitos, mecanismos patogénicos e
resposta eritréide da medula éssea. Embora nenhum destes fatores seja completamente
satisfatério quando considerado isoladamente, eles sdo complementares, e juntos
proporcionam meios logicos de se analisar a anemia. O objetivo de se classificar as anemias
em varios tipos € determinar possiveis mecanismos patofisiolégicos e causas provaveis.
Anemia por uma causa particular pode envolver mais de um mecanismo patogénico (por
exemplo, componente hemolitico como supressao da eritropoiese). Uma pratica comum é
avaliar inicialmente um hemograma para se classificar a anemia morfologicamente com base
no VCM (volume corpuscular médio) e no CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular
média). Evidéncia de reposta medular a anemia é entdo obtida através da determinagéo do
grau de reticulocitose ou policromasia no sangue.

A. Classificacao etioldgica ou mecanismo patogénico

A anemia pode ocorrer por perda de sangue (hemorragias), destruicao acelerada
dos eritrocitos ou diminuigcdo na producao eritrocitaria que é a hipoplasia ou aplasia da
medula éssea, incluindo a utilizacdo deficiente de nutrientes essenciais para a producao de
eritrécitos.

A hemorragia pode ser aguda ou crénica. A hemorragia aguda pode ser causada por
traumas, Ulceras gastro-intestinais, cirurgias, defeitos na hemostasia (intoxicagao por warfarina,
samambaia e outros), enquanto que as causas de hemorragia crénica podem ser: parasitismo,
Ulceras gastro-intestinais, hematuria, neoplasias, etc.

Os achados laboratoriais nas anemias por perda de sangue incluem: resposta
regenerativa, a qual ocorre apds dois a trés dias; reducdo na concentracdo de proteina
plasmatica total, se a hemorragia for externa, pois deste modo ndo ha reutilizagao de certos
componentes (ferro e proteina plasmatica), os quais podem ser reabsorvidos na hemorragia
interna.

Poucas horas apds a perda de sangue os valores do eritrograma permanecem
normais, embora ocorra o movimento intravascular de fluido para o espago extravascular,
assim a anemia nao € evidente nos primeiros momentos da perda aguda de sangue. A
expansao do volume plasmatico para um nivel normal é indicada devido a diminuigdo da
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concentracdo de proteinas plasmaticas, seguida pela diminuicdo dos parémetros do
eritrograma. Esta reducdo da proteina é evidente em uma hora apdés a perda aguda. Se
continuar a hemodiluigdo, ha uma significativa queda nos valores do eritrograma e proteinas
plasmaticas em quatro horas. A amostra de sangue colhida um ou dois dias apds hemorragia
revela anemia normocitica normocrdomica acompanhada por hipoproteinemia. A resposta dos
reticulécitos ocorre apods trés dias. A concentracao de proteina tende a aumentar em dois a trés
dias e geralmente retorna ao normal em cinco a sete dias antes dos paradmetros dos eritrocitos
terem sido restaurados. Persistindo a proteina reduzida, sugere uma continuidade da perda de
sangue.

A anemia por destruicdo acelerada dos eritrocitos € causada pela hemdlise, que
pode ser intra ou extravascular (fagocitose). A hemdlise intravascular pode ser causada por
bactérias como Clostridium perfringens tipo A ou C, Clostridium hemolyticum, Leptospira sp;
produtos quimicos como a fenotiazina, cebola, azul de metileno, cobre; imunomediada,
causada por transfusdo incompativel ou isoeritrélise neonatal. A hemodlise extravascular é
causada por parasitas de eritrécitos, como por exemplo, Mycoplasma haemofelis, Anaplasma
sp, Eperythrozoon sp; imunomediada, como AHAI (anemia hemolitica auto-imune), lupus
eritematoso, anemia infecciosa equina; defeitos eritrociticos intrinsecos, como deficiéncia da
enzima piruvato quinase.

Os achados laboratoriais presuntivos de anemia hemolitica s&o: resposta regenerativa,
se o tempo for suficiente para apresentar esta resposta da medula éssea; concentragdo normal
de proteina; leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda, devido ao estimulo da medula
Ossea; hiperbilirrubinemia, hemoglobinuria e hemoglobinemia (na hemodlise intravascular);
coloragao vermelha do plasma; hiperbilirrubinemia (cor amarela do plasma) associada com
uma diminui¢do do VG sugere uma fagocitose aumentada dos eritrocitos. Observa-se a lamina,
buscando-se evidéncias de parasitas eritrocitarios, eritrocitos fragmentados, esferécitos e
corpusculos de Heinz.

B. Classificacao patofisiolégica

|. Perda sanquinea ou anemias hemorragicas
- Aguda
e Procedimento cirurgico ou traumas;
e Lesbes hemostaticas, desordens da coagulacdo, deficiéncia de vit. K (dicumarol,
warfarin), CID.
- Cronica
Lesbes gastrointestinais (neoplasias, ulceras, parasitismo);
Neoplasias com sangramento cavitario (hemangiossarcoma no céo);
Trombocitopenias;
Parasitas (carrapatos, pulgas, parasitas gastrointestinais).

Il. Destruicao acelerada dos eritrécitos

e Parasitas sanguineos, virus, bactérias e riquétsias (podem ter um componente imuno-
mediado), incluindo Anasplasma sp, Babesia sp, Mycoplasmas (Haemobartonella,
Eperythrozoon), Ehrlichia sp, Clostridium sp, Cytauxzoon felis, Leptospira sp, mastite
estafilocécica e Anemia Infecciosa Eqlina;

e Drogas e quimicos (muitos sdo oxidantes): fenotiazina; acetominofen, em gatos e caes;
azul de metileno, em gatos e caes; vitamina K, em caes; cobre, chumbo, zinco;

e Plantas toxicas (muitas sao oxidantes) e acidentes ofidicos;

e Doencgas metabdlicas - falha hepatica, hiperesplenismo, no cavalo e torgédo esplénica;

e Defeitos intraeritrocitarios - deficiéncia da piruvato quinase em caes e gatos, deficiéncia
da fosfofruto quinase em cées, deficiéncia da glicose-6-fosfatase dehidrogenase no
cavalo;

e Destruicdo imunomediada do eritrocito — anemia hemolitica imunomediada (AHIM)
primariamente em cées, isoeritrélise neonatal, primariamente em cavalos e gatos,
Lupus eritematoso, primariamente em caes, reagdo transfusional, penicilina e
cefalosporina;

e Outras causas - intoxicagdo por agua em bovinos, administragdo de fluido hipoténico
em grandes animais.
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lll. Diminuicdo da producao dos eritrocitos (eritropoiese reduzida)

e Doenga renal crbnica: falta de eritropoietina;

e Proteinas: deficiéncia protéica;

e Minerais: deficiéncias em ferro, cobre, cobalto, selénio;

e Vitaminas: deficiéncia em vitaminas A, E, B,, acido félico, niacina, piridoxina, tiamina e
acido ascorbico;

¢ Doenca inflamatdria: inflamacéao crénica e neoplasia;

¢ Deficiéncias enddcrinas: hipotireoidismo, hipoadrenocorticismo, hipo-androgenismo;

e Dano citotéxico da medula 6ssea;

e Drogas anticancer citotoxicas, toxicidade por estrégeno, cloranfenicol, fenilbutazona,

trimetroprim-sulfadiazina, radioterapia;

e Agentes infecciosos: Ehrlichia sp, FelLV, tricostrongildides, parasitas ndo sugadores de
sangue nos ruminantes;

e Mielopatias: leucemias mielégenas, leucemias linféides, mieloma multiplo, linfoma
metastatico e mastocitoma;

e Doencas imunomediada;

e Aplasia seletiva eritréide em caes.

IV. Eritropoiese ineficaz
e Desordem da sintese da fragdo Heme: deficiéncia do ferro, cobre e piridoxina;
e Desordem da sintese do acido nucléico: deficiéncia de folato e vitamina Bs.

C. Classificacdao morfolégica das anemias

As anemias podem ser classificadas com base nos indices eritrocitarios, levando-se em
consideragéo o tamanho e a morfologia das hemacias. Os termos usados para o tamanho sé&o:
normocitica (normal), macrocitica (maior) ou microcitica (pequena) e para as propriedades
tintoriais da hemoglobina normocrémica (normal) e hipocrédmica (diminuida). Os indices
eritrocitarios s&o: volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). Esta classificagao pode ser confirmada pelo exame microscopico
da populagao eritrocitaria, mas devemos considerar que nao é especifica para a causa da
anemia, no entanto é util quanto ao mecanismo patofisiolégico o que ajuda na selegdo do
protocolo de tratamento. Os valores de VCM e CHCM podem ser calculados conforme férmulas
a seguir:

VCM = VG (%) x 10 CHCM= VG (%)

(fentolitros) Hemacias (Milhdes/uL) (%) Hemoglobina (g/dL) x 100

A anemia macrocitica normocrémica em humanos é caracteristica de deficiéncia de
vitamina B4, e acido félico e em bovinos, na deficiéncia de cobalto ou pastagem rica em
molibdénio. A anemia resulta de uma assincronia da eritropoiese causada por alteragdes na
maturagdo no estagio de pro-rubricito a rubricito basofilico, produzindo eritrécitos
megaloblasticos na medula éssea. Em cées poodle os eritrécitos macrociticos normocrémicos
ndo sdo acompanhados por anemia.

A anemia macrocitica hipocrémica é tipicamente observada durante remissdo em
perda aguda de sangue ou hemdlise aguda. O grau de macrocitose e hipocromia depende da
severidade da anemia, associada a intensidade da resposta eritropoiética medular, o que leva
a reticulocitose sangiinea. A reticulocitose em resposta a anemia aumenta o VCM e reduz o
CHCM. Entretanto, muitos dias devem passar desde a manifestagdo da anemia antes da
alteragédo da morfologia eritrocitica se mostrar aparente.

A anemia normocitica normocrémica ocorre pela depressao seletiva da eritropoiese
em doengas crénicas como infecgbes, doencga renal croénica, malignidades e certas desordens
endocrinas. Nestes casos, a resposta de reticuldcitos esta ausente ou insignificante. Os
esforgos devem ser direcionados mais para o diagndstico da doenga primaria do que para o
tratamento da anemia, uma vez que o uso de hematinicos esta contra-indicado, pois o tecido
eritropoiético nao pode fazer uso destas substancias.

A anemia microcitica hipocrémica resulta de deficiéncia de ferro ou incapacidade de
utilizagdo do ferro para a sintese da hemoglobina. Alteragdes na morfologia dos eritrécitos
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dependem da duragdo e severidade da anemia. Na anemia microcitica a divisdo celular é
normal, mas a sintese da hemoglobina é demorada com anormalidades na sintese do heme e
da globina, ocorrendo uma ou mais divisdes extras, durante o desenvolvimento das células
eritréides, resultando na formagdo de micrécitos. Outras causas de anemia microcitica sao:
doencas inflamatérias, devido aos mediadores inflamatérios que, direta ou indiretamente,
inibem a eritropoiese, reduzem o ferro no soro e encurtam a expansao de vida dos eritrécitos;
deficiéncia de piridoxina; deficiéncia de cobre, o que resulta em uma deficiéncia funcional de
ferro devido a mobilizagdo inadequada dos estoques de ferro, causada pela diminuicao na
concentragdo de ceruloplasmina circulante, a maior proteina que contém ferro no plasma;
toxicidade por drogas (cloranfenicol) ou quimicos (chumbo), pois estes agentes bloqueiam a
sintese do heme, formando eritrécitos microciticos. Na tabela 4.1. esta representada a
classificacdo morfolégica das anemias.

TABELA 4.1. Classificagdo morfolégica das anemias

VCM CHCM Caracteristicas

A Sempre regenerativas
HIPOCROMICA Perda aguda de sangue/anemia hemolitica aguda

MACROCITICA

Anemias ndo regenerativas (diminuicdo do CHCM ainda né&o esta
NORMOCROMICA presente)

Def. ac. félico, FeLV (sem nenhuma reticulocitose),

eritroleucemia, def. Vitamina B42

Deficiéncia de Ferro por perda:
) A - Perda crénica de sangue: tumores, Ulceras.
MICROCITICA  HIPOCROMICA - Parasitas: Ancylostoma, Haemonchus

Deficiéncia de ferro por fatores que atuam no seu uso
- Piridoxina, riboflavina, cobre

MICROCITICA NORMOCROMICA Doenga cronica

Hemorragia e hemolises aguda - sem tempo para a resposta,
def. de ferro (antes de predominar micrécitos), inflamagéo e
neoplasias crénicas, def. enddcrinas, aplasia eritroide seletiva,

NORMOCITICA NORMOCROMICA hipoplasia e aplasia da medula éssea, intoxicagdo por chumbo,
pode nado estar anémico

D. Classificacdo baseada na resposta medular

A eritropoiese é regulada pela eritropoietina, que é produzida primariamente pelos
rins em resposta a hipdxia tecidual. A sintese de eritropoietina é inversamente proporcional a
massa de eritrécitos e concentracdo de hemoglobina. A eritropoiese é estimulada pelo
recrutamento de células progenitoras, mitose acelerada e maturagcdo de células eritrdides e
rapida entrada de reticulécitos ou células jovens para a circulagdo. A liberagdo de grandes
reticulocitos (estresse) no sangue pode estar acompanhada pela liberagdo de um pequeno
numero de células vermelhas nucleadas.

Baseado na resposta eritropoiética medular evidente no sangue periférico, as anemias
podem ser classificadas como regenerativas ou arregenerativas. Esta é util na diferenciagao
de perda sangiinea e anemias hemoliticas (geralmente regenerativas) de anemias por
depresséo (arregenerativas) (tabela 4.2).

Na anemia regenerativa o eritrograma apresenta elementos que revelam regeneragao
ou resposta medular, que sao: reticulocitose, anisocitose e policromasia, podendo encontrar-se,
muitas vezes, presenga de metarrubricitos, principalmente no cdo e no gato e corpusculos de
Howell-Jolly. Sdo necessarios dois a trés dias para uma resposta regenerativa tornar-se
evidente no sangue.

A anemia arregenerativa, por sua vez, é causada por lesdes na medula 6ssea ou
auséncia de elementos necessarios para a producdo de eritrocitos. Este tipo de anemia
apresenta curso clinico crénico e inicio lento, &€ acompanhada de neutropenia e
trombocitopenia. Pode ser causada por eritropoiese reduzida (medula 6ssea hipoproliferativa),
na auséncia de eritropoietina (insuficiéncia renal crénica), na doenga enddcrina
(hipoadrenocorticismo, hiperestrogenismo, hipoandrogenismo), na inflamagao crénica, lesédo
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toxica da medula (radiagdo, quimicos, intoxicagdo por samambaia, infecgdo por virus e
ricketsias como a Ehrlichia canis). Sdo anemias normociticas normocrémicas. Na anemia
arregenerativa nao existem reticulécitos e nem policromasia.

TABELA 4.2. Classificagdo das anemias quanto a resposta medular

REGENERATIVA ARREGENERATIVA

- Perda sanguinea ¢ Doenca renal crbénica

e Traumas ou cirurgias ¢ Neoplasias crénicas e/ou metastaticas
¢ Intoxicagao por dicumarol e Leucemias

e CID e Erlichiose: destroem cel. pluripotencial

e Panleucopenia felina

- Hemdélise e Hiperestrogenismo

o Hemoparasitas e Hipoadrenocorticismo
e Anemia auto-imune e Hipoandrogenismo

e Reacao transfusional e Linfossarcoma

4. 3. Policitemias

E o aumento do numero de eritrécitos circulantes acima dos valores normais. Esta
classificada em policitemia absoluta (primaria ou secundaria) e relativa.

Quando o hematécrito alcanga 60%, suspeita-se de policitemia absoluta ou relativa.
Quando alcanga 70%, suspeita-se de policitemia primaria.

A. Policitemia Absoluta

Ocorre uma elevagéo do numero de eritrocitos circulantes, causado pelo aumento da
massa total de eritrocitos, mas a concentragao de proteina plasmatica esta normal. A cianose e
a congestao caracteristicas das membranas mucosas séo causadas pelo fluxo lento de sangue
desoxigenado que é exorbitantemente rico em células vermelhas. O excesso de massa de
eritrécitos aumenta a viscosidade sanglinea e a resisténcia vascular pulmonar e diminui o
débito cardiaco. Estas anormalidades levam a um fluxo sanglineo reduzido, oxigenagao
tecidual reduzida, disturbios neurolégicos e aumento do risco de trombose. A viscosidade
sanguinea e o grau de transporte de oxigénio alteram-se desproporcionalmente com aumentos
do hematdcrito acima de 50%. A policitemia absoluta esta classificada em primaria e
secundaria.

A policitemia primaria, verdadeira ou Vera consiste em uma desordem
mieloproliferativa, caracterizada por uma proliferacdo anormal das células eritroides, dos
leucécitos e dos megacaridcitos, levando a um aumento absoluto da massa de eritrécitos,
contagem de leucécitos e de plaquetas.

A policitemia secundaria ocorre pelo aumento da taxa de eritropoietina, ndo é
acompanhada de aumento nas contagens de leucdcitos e plaquetas nem de redugéo
significante no volume plasmatico. Os niveis de eritropoietina aumentam como uma resposta
fisiologica compensatéria pelos rins a hipdxia tecidual, ou como resultado de produgao
autbnoma independente de suprimento de oxigénio tecidual. E vista em animais levados a
grandes altitudes, doencga cardiaca e pulmonar crénica, tetralogia de Fallot (provoca mistura
dos sangues arterial e venoso, diminuindo a oxigenacgéo dos tecidos). Pode ocorrer também
devido a elaboragdo inadequada de eritropoietina, encontrada em alguns casos de
hidronefrose, cistos renais, tumores secretantes de eritropoietina (nefroma embrionario) e
certas doengas enddécrinas como o hiperadrenocorticismo.

B. Policitemia Relativa

E comumente encontrada nos animais como resultado da reducdo do volume
plasmatico causado pela desidratagdo. O consumo hidrico, por animais enfermos, geralmente é
inadequado para manter o conteudo de agua corporal normal. Doengas acompanhadas por
excessiva perda de agua (diarréia, vomito, polidria) podem rapidamente produzir desidratagéo.
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A hemoconcentracdo aumenta o hematdcrito e a proteina plasmatica devido a diminuicdo do
volume de plasma.

A policitemia relativa ocorre em animais facilmente excitaveis, como certas ragas de
caes e cavalos, tendo como resultado o aumento da massa de eritrécitos na circulagao devido
a contracdo esplénica. A contragcado esplénica também pode ocorrer em condigdes de severa
dor, como por exemplo, na sindrome colica. Os testes laboratoriais para se estabelecer o
diagnéstico do tipo de policitemia sdo a determinagdo da PO, arterial e a mensuragéo da
eritropoietina no soro.

Na vigéncia de policitemia secundaria, a PO, estara reduzida e a eritropoietina
aumentada; quando se trata de uma policitemia primaria, a PO, estara normal, enquanto que a
eritropoietina podera encontrar-se diminuida ou normal; em ocorréncia de policitemia relativa,
todos os parametros encontram-se dentro da normalidade.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 4: Contagem de hemacias

4. 4. Modificagdes eritrocitarias

Tamanho

Anisocitose: diferenca patologica de tamanho das hemacias. Quanto mais grave a anemia,
maior € a ocorréncia de anisocitose.

Macrocitose: predominancia de hemacias grandes. Geralmente hemacias jovens, recém
produzidas. Ocorrem nas reticulocitoses, hipertireoidismo, deficiéncia de fatores de
multiplicagéo (vit. B4,, acido félico e cobalto), em caes da raga poodle, mas sem anemia e caes
jovens.

Microcitose: predomindncia de hemacias pequenas. Ocorre em anemia cronica,
principalmente ferropriva. E fisiolégica em animais idosos e caes da raga Akita.

Forma
Biconcava: normal.
Poiquilocitos: sido alteragdes morfoldgicas indistintas da forma das hemacias.

Outras alteracdes das hemacias

Corpusculos de Howell-Jolly: inclusdes esféricas de restos celulares. Consiste em uma
resposta da medula 6ssea ao estado anémico, fungdo esplénica reduzida, uso de
glicocorticoides em cées.

Metarrubricitos: eritrocitos imaturos nucleados. Indicam anemia regenerativa, doencgas
mieloproliferativas ou hemangiossarcomas.

Corpusculos de Heinz: estruturas redondas na membrana interna do eritrécito, devido a
desnaturagdo oxidativa da hemoglobina. Normal em felinos até 50%; incomum em cées,
mas pode ocorrer em esplenectomizados e sob uso de glicocorticoides.

Reticuldcitos: Eritrécitos em 25% final de hemoglobinizagéo, cujas organelas (ribossomos,
RNA, etc) sdo vistos em sangue fresco com auxilio de coloragao supravital. Representam
hemacias jovens e indicam boa reposta medular.

Ponteado basofilico: hemacias que apresentam pequenos pontos basofilicos no citoplasma
(RNA residual). Ocorre em intensa eritropoiese, intoxicagdo por chumbo quando
acompanhada de metarrubricitos sem anemia e nas anemias em bovinos e ovinos.

Rouleaux: hemacias empilhadas. Ocorréncia normal em equinos sadios, desidratacdo ou
inflamagédo nas demais espécies. Em eqliinos severamente anémicos ou caquéticos,
pode estar ausente. Em ruminantes, é raro, tanto em animais sadios quanto em doentes.

Aglutinagcdo: aglomeracao espontanea dos eritrocitos. Ocorrem em doengas auto-imunes ou
transfusbes incompativeis, devido a presenga de anticorpos contra hemacias.

Parasitas: podem ocorrer dentro dos eritrocitos ou na superficie da célula. Os mais comumente
encontrados s&do: Haemobartonella felis, H. canis, Anaplasma marginalis, Babesia equi,
B. caballi, B. canis, Eperythrozoon suis e Cytauxzoon felis.

Alteragbes de forma, cor, tamanho, inclusdes, corpusculos e hemoparasitas estdo
ilustrados na figura 4.2.
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FIGURA 4.2. Diferentes formas e inclusdes em eritrocitos.

4. 5. Concentracao de Hemoglobina

O método mais usado para determinar a concentragcdo de hemoglobina é o cianometa-
hemoglobina, onde a margem de erro esta proxima dos 5%. Para que esta técnica seja
realizada, é necessario um fotocolorimetro ou espectrofotémetro.

Aparelhos automaticos medem diretamente a densidade 6tica da oxi-hemoglobina,
sendo bastante utilizados.

Outro método existente € o da hematina acida, bastante simples e barato, porém a
margem de erro esta dentro dos 12%. Para a sua realizagéo utiliza-se o hemoglobindmetro de
Sahli. A hemoglobina corresponde, em média, a 1/3 do hematdcrito.

24



Manual de Patologia Clinica Veterinaria

4. 6. Determinagao de hemoglobina

Método Cianometa-hemoglobina

Principio: diluicdo do sangue em solugdo contendo cianeto de potassio e ferrocianeto de
potassio (Reativo de Drabkin), que convertem a hemoglobina em cianometahemoglobina.
Solugao de Drabkin: Ferrocianeto de Potassio (20mg), Cianeto de Potassio (50mg) e agua
(destilada ou deionizada) 1000mL.

Método:

e Tomar o frasco com sangue mais anticoagulante e homogeneizar;

¢ Preencher pipeta de Sahli com 20uL do sangue;

e Limpar o sangue da parte externa da pipeta com gaze, adicionar a 4mL de reativo de Drabkin
e agitar por inversao;

e Repousar por um minimo de 10 minutos a temperatura ambiente;

e Ler em espectrofotdmetro a 546 nandmetros, usando-se tubos especificos;

¢ Obtém-se o resultado visualmente no aparelho na unidade de g%.

4. 7. Determinacao do numero total de hemacias

A contagem de eritrécitos pode ser feita por hemocitdmetro, mas tem valor limitado em
virtude da grande possibilidade de erros. A contagem por contadores automaticos permite
valores mais exatos. A diluicdo para contagem de hemacias pode ser feita utilizando-se apenas
solugao fisioldgica (0,9% NaCl). No entanto, para facilitar a visualizagdo das hemacias pode-se
utilizar os seguintes diluentes:

Diluente de Marcano Diluente de Gower (+ usado em ruminantes)
Sulfato de sédio 50g Sulfato de sddio 12,59
Formol 40% 10mL Acido acético glacial 33,3mL
Agua destilada q.s.p. 1000mL Agua destilada q.s.p. 200mL

Contagem do total de hemacias

Tomar o frasco com sangue mais anticoagulante e homogeneizar;

Com a pipeta de Thoma para glébulos vermelhos aspirar o sangue até a marca 0,5;

Limpar o sangue da parte externa da pipeta com gaze;

Diluir em seguida com solucéo fisiolégica até a marca 101;

Agitar, desprezar as primeiras gotas e encher a camara de Neubauer por capilaridade;

Contar as hemacias de cinco quadrados médios (figura 4.3), multiplicar o resultado por
10.000/pl.
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FIGURA 4.3. Esquema da camara de Newbauer para contagem de hemacias. Utilize a area
central para contar as hemacias na sua aula pratica, escrevendo os respectivos nimeros das
contagens parciais nos respectivos quadrados.

Calculo da Camara de Newbauer para contagem de hemacias

Area central: 1mm?
Profundidade: 1/10mm
Diluigado da pipeta: 1/200

Volume da area central: 1/10mm°®
Volume de cada quadrado médio central: 1/250mm?®

Numeros de quadrados médios centrais contados: 5

Portanto: 5

= 5 = 1 Ou seja,

250

Observagio: 1ul = 1mm®

200

50.000 10.000 o fator é x 10.000

TABELA 4.3. Locais de punc¢ao para medula dssea nas espécies

Espécie Local de colheita Contengao

e Cristailiaca Sedacéo e / ou anestesia
Caes e gatos o Fossa trocantérica femural ~ Antissepcia local

o Umero proximal Decubito lateral

e Esterno Sedacéo e / ou anestesia
Bovinos e equinos e Costela Antissepcia local

Decubito lateral ou Estagao

4. 8. Atividade extra: medula 6ssea

A colheita, analise e interpretagdo da medula éssea nos animais domésticos constitui
etapa fundamental da avaliagdo n&o apenas da série eritrocitaria, mas também das séries
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leucocitaria e plaquetéria3. Os locais de pungao encontram-se na tabela 4.3.

Técnica de puncao
e Introduzir a agulha rotacionando-a até que esta esteja firmemente fixada ao 0sso;

e Inserir a seringa de 20mL molhada com EDTA 3% na agulha e aspirar a medula 6ssea.
Um volume total de 0,5 a 1,0mL ¢ suficiente para adequada avaliagao;

e Soltar o émbulo da seringa assim que surgir medula éssea no interior da mesma;

e A medula 6ssea possui goticulas de gordura que facilitam sua identificagdo. A
aspiragdo de maior quantidade de medula pode diluir a amostra (hemodilui¢gdo).
Confeccionar imediatamente cinco esfregacgos e usar corantes de rotina;

e Caso seja necessario, colocar material medular em placa de Petri, e com auxilio do
capilar de microhematdcrito, recolher os grumos medulares para a confecgdo dos
esfregacos. A vantagem deste processo é uma correta avaliagdo nos casos de
suspeita de hipoplasia ou aplasia medular.

% Verifique antes se o uso de animais para esta aula possui aprovagdo no Comité de Etica da sua
Institui¢cao.

27



Lopes, Biondo e Santos. Santa Maria, 2007

PARTE 5: LEUCOGRAMA |

Os leucécitos ou glébulos brancos sao células produzidas na medula 6ssea que fazem
parte do sangue juntamente com os eritrécitos e as plaquetas.

Os leucécitos sdo produzidos na medula 6ssea a partir de uma célula pluripotencial,
também chamada célula-tronco ou “stem cell” que vai repopular a medula éssea. A capacidade
proliferativa da célula-tronco depende de estimulos apropriados de hormdnios estimuladores da
leucopoiese.

5. 1. Classificagcao dos leucécitos

Os leucécitos ou glébulos brancos séo classificados como polimorfonucleares e
mononucleares. Os leucécitos polimorfonucleares tém ndcleo condensado e segmentado.
S&o células comumente referidas como granuldcitos porque contém grande numero de
granulos citoplasmaticos que sdo lisossomas, contendo enzimas hidroliticas, agentes
antibacterianos e outros compostos. Os granulos presentes no citoplasma dos neutréfilos
sdo granulos primarios e secundarios. Os granulos primarios séo sintetizados no
citoplasma do mieloblasto ou no pré-mieldcito precoce. Os granulos secundarios aparecem
no estagio de mieldcitos. Trés tipos de granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos) sdo
identificados pelas caracteristicas de coloragdo de seus granulos secundarios.

Os leucocitos mononucleares no sangue sao classificados como linfécitos e
mondcitos. Estas células ndo sido destituidas de granulos, mas certamente tém menor
numero de granulos citoplasmaticos que os granuldcitos.

5. 2. Granulopoiese

A granulopoiese ou granulocitopoiese envolve a producao de neutréfilos, eosindfilos
e basdfilos, através de um processo ordenado. O tradicional conceito de granulopoiese
determina a formagao de neutrdfilos, eosindfilos e basoéfilos com origem em um precursor
celular, o pro-mieldcito. Recentes estudos, no entanto, tém demonstrado que cada um
destes trés tipos de granulécitos possui um pro-mieldcito jovem especifico e com
caracteristicas ultra-estruturais e citoquimicas proprias.

Na medula 6ssea, sob estimulos apropriados, a célula pluripotencial origina células
progenitoras confinadas que produzem os varios granulécitos. Esta célula com potencial de
producdo de neutréfilos e mondcitos é conhecida como Unidade Formadora de Colbnia
Granulocitica-Monocitica (UFC-GM), pois em seu estagio inicial é bipotencial. Em seguida,
sob estimulo apropriado, a UFC-GM diferencia-se em células unipotenciais, UFC-G e UFC-
M. Similarmente ha também a existéncia de progenitores celulares distintos para eosinofilos
(UFC-Eos) e basofilos (UFC-Bas).

As células unipotenciais sdo morfologicamente identificaveis e sao precursores
conhecidos como mieloblastos, que se dividem, diferenciam-se e maturam-se nos
granuldcitos sanguineos especificos.

5. 3. Regulacao da granulopoiese

O numero de leucdcitos especificos que adentram e deixam o sangue é mantido
constante mediante diversos mecanismos e condigdes, ver tabela 5.1.:

TABELA 5.1. Estimuladores e inibidores da granulopoiese

Processo Estimuladores Inibidores

Granulopoiese UFC-GM, UFC-G Fator inibidor de Colbnia
Granulopoietina Lactoferrina, Transferrinas
Linfocinas (IL-3) Certas linfocinas PGE e PGE>
Eosinofilopoietina Fator esplénico
Basofilopoietina Ferro em diferentes quantias

Linfopoiese Interleucina - Interferon Corticoide
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5. 4. Granulocinética

E a informagdo quantitativa sobre a producdo de granulécitos na medula dssea e
suas fases intravascular e tecidual. Em estudos dos granulécitos, no sangue e medula
O0ssea, marcados com radioisotopos, foi possivel determinar os compartimentos dos
neutréfilos em humanos. Também alguns estudos foram realizados em animais.

Trés compartimentos funcionais de granulécitos sdo reconhecidos na medula 6ssea:
1. Compartimento proliferativo ou mitético, consistindo de mieloblastos, pré-mieldcitos e
mielécitos; 2. Compartimento de maturagdo ou pods-mitdtico, consistindo de
metamieldcitos e bastonetes; 3. Compartimento de reserva ou estoque, primariamente
composto de neutréfilos maturo e alguns bastonetes.

Um precursor neutrofilico no compartimento de multiplicagdo geralmente sofre 4
mitoses, uma no estagio de mieloblasto, outra no de pré-mielécito e duas na fase de
mieldcito. Sob certas circunstancias, a mitose pode se manter ou mitoses adicionais podem
ocorrer, numa taxa de 3 a 7 mitoses (figura 5.1).
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FIGURA 5.1. Principais compartimentos de granulécitos.
5. 5. Neutroéfilos

Liberacao de Neutréfilos da medula éssea para o sangue

Neutréfilos maturos normalmente emergem a corrente sanguinea em torno de 3 a 5
dias no cao, 4 a 6 dias no bovino e 7 a 11 dias no homem. O compartimento de reserva é
geralmente extenso e pode suprir de neutrofilos o cao por 4 a 8 dias. Estas células do
compartimento de reserva podem ser rapidamente mobilizadas na demanda corpoérea, e a
deplecdo dos estoques reflete-se numa neutropenia e desvio a esquerda da medula dssea e
provavelmente também no sangue periférico. A expansado do compartimento de multiplicagdo
com acréscimo da granulopoiese efetiva ocorre em resposta ao consumo, gerando uma
neutrofilia; no entanto este fato leva em torno de 3 a 4 dias no cdo, € um pouco mais nos
bovinos.
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Fatores que influenciam a liberacéo de neutréfilos

A liberacao de neutrdéfilos no sangue é influenciada por varios fatores, incluindo micro-
ambiente medular, localizagao anatdmica, propriedades celulares como a deformabilidade,
fluxo nos sinusdides medulares, fatores de liberagdo celular e fatores neuro-hormonais. Os
neutréfilos maturos sao os primeiros a migrar através das jungbes intercelulares dos
sinusdides medulares, pois possui maior capacidade de deformabilidade e motilidade.

Compartimentos funcionais de neutréfilos

O compartimento marginal é primariamente localizado no bago e pulmdes, e consiste
de leucécitos aderidos transitoriamente na parede de capilares e pequenos vasos sanguineos.
A capacidade deste compartimento varia com a espécie, sendo que o cao, bovino e equino
possui no marginal metade dos neutroéfilos vasculares, enquanto que no gato esta reserva
chega a 2,5 vezes o compartimento circulante. Bezerros de 8 a 16 dias de idade tém um maior
compartimento de granuldcitos que bovinos de 6 meses a um ano de idade. Os neutrdfilos no
sangue permanecem em um equilibrio dinamico. O compartimento marginal pode ser
mobilizado rapidamente sob a influéncia de epinefrina e corticdides enddgenos liberados por
estimulos fisioldgicos ou patolégicos como estresse, exercicio, traumas e infecgdes.

Fatores envolvidos na marginacdo dos neutréfilos

Os fatores que estdo envolvidos na marginagdo dos neutréfilos incluem: Cba,
prostaciclina (PGl,) produzidas pelas células endoteliais das paredes dos vasos e, com maior
importancia, alguns componentes dos granulos dos neutrdéfilos, incluindo moléculas de adesao
dos leucécitos. A adrenalina diminui a aderéncia dos neutréfilos por aumentar a produgao de
AMP ciclico.

Expansao de vida intravascular dos neutréfilos

O compartimento circulante € composto dos neutréfilos que livremente circulam pelo
sangue, estes possuindo uma meia vida em torno de 7 a 14 horas. Os neutrdfilos
aleatoriamente saem da circulagéo para os tecidos e cavidades corpéreas, normalmente sem
retorno, onde podem permanecer por 2 a 3 dias fisiologicamente ou menos quando em
processos patoldgicos. A excegao € para os neurdfilos leucémicos.

Funcéao dos neutréfilos

A funcdo primaria dos neutrdfilos € a fagocitose e morte de microorganismos. Os
neutréfilos também podem causar dano tecidual e exercer efeito citotéxico, como atividade
parasiticida mediada por anticorpo e atividade tumoricida. A liberagao de substancias bioativas
ou sua producdo pelos neutrofilos tem sido reconhecida, como exemplo: liberagdo de
pirdgenos enddgenos e moléculas de adesao. Os neutréfilos ativados secretam citocinas como
o fator de necrose tumoral (TNF), FEC-G e FEC-M.

O papel do neutréfilo para a manutengao da salde pode ser melhor entendido pela
sequéncia de eventos que podem ocorrer apds uma infecgdo local com estafilococos ou
coliformes. Inicialmente as toxinas bacterianas elaboradas localmente e substancias quimicas,
liberadas dos tecidos lesados, aumentam a permeabilidade vascular, principalmente a
liberacao de proteinas do plasma e acumulagao de leucécitos, predominantemente neutrofilos,
na area inflamada. Subseqliientemente, a liberagdo de substancias quimicas dos neutréfilos
danificados ou mortos, assim como a geragdo de componentes complementos ativados,
acentuam o processo inflamatério. Com o tempo, a atividade fagocitica e bactericida dos
neutréfilos e mondcitos infilirantes, a agao de anticorpos e componente complemento ativado
controlam o crescimento bacteriano.

Varios passos estdo envolvidos na resposta funcional dos neutréfilos para o controle
da infecgdo. Alguns eventos geralmente ocorrem quando os mondcitos atuam similarmente.
Estes passos incluem adesdo, quimiotaxia, opsonizagdo, fagocitose, degranulagdo, acao
microbicida e exocitose. As fungdes caracteristicas dos neutréfilos sao:

Aderéncia: extravasamento de neutréfilos (diapedese) que se inicia logo apods a infecgao
microbiana e é normalmente seguida por atragdo quimiotatica até o microorganismo e sua
destruigdo fagocitica. Durante a diapedese, os neutréfilos circulantes primeiro aderem-se ou
margeiam ao redor da superficie endotelial venular alterada, emigrando através das juncgdes
intracelulares, pela membrana basal, até penetrar no tecido. A adesédo de neutréfilos ao
endotélio vascular e extravasamento sdo influenciados pelas moléculas de adesdo da
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superficie da célula.

Quimiotaxia: é definida como um movimento direcionado dos leucocitos a um alvo em
particular (bactérias principalmente), sob influéncia do gradiente de concentragdo de
substancias quimiotaticas no local. A quimiotaxia € um processo ativo e envolve a participacéo
de componentes citoesqueléticos e outras proteinas de mobilidade, como a miosina.

Fagocitose e Degranulagio: a fagocitose € um processo ativo de ingestdo de uma particula
microscopica pelo leucdcito por meio da extensao de pseudopodes citoplasmaticos ao redor do
alvo. A pinocitose refere-se a internalizagdo da vesicula fluida por células especificas. Células
imaturas como bastonetes e metamieldcitos possuem menor capacidade fagocitaria, enquanto
que mielécitos e precursores imaturos sao geralmente afuncionais na defesa do hospedeiro.

A fagocitose é influenciada por varios fatores fisicos e quimicos, tanto do fagécito como
da particula, e também pelas condigdes micro-ambientais. A aderéncia de opsoninas na
superficie da bactéria e outras particulas estranhas alteram as suas caracteristicas superficiais
e atuam como receptores para a fagocitose.

Atividade antimicrobiana: granulos lisossomais no interior dos vacuolos fagociticos
fundem-se com a membrana vacuolar para formar um fagolisossomo e liberar seus
componentes para matar e digerir a bactéria (tabela 5.2).

TABELA 5.2. Mecanismos microbicidas dos neutroéfilos

Principais mecanismos microbicidas

Oxigénio dependente Mieloperoxidase independente Oxigénio independente
H202 Acidez fagossomal

Mieloperoxidase Anion superoxido Lisozima / lactoferrina
Radical hidroxila Proteases / Fosfol.A2

Exocitose: refere-se a descarga extracelular de conteudo celular através da fusdo dos
vacuolos fagociticos com a membrana celular. Bactérias mortas, produtos de bactérias
degradadas ou granulos dos neutréfilos e seus componentes podem ser exocitados.

Anormalidades funcionais e morfolégicas dos neutréfilos
Marcadas mudangas qualitativas e quantitativas nos neutréfilos podem predispor a

infecgdo. Alguns fatores contribuem para a diminuigdo da resisténcia as infecgbes, o qual
podem ser fatais, como: defeito de aderéncia, migracédo, quimiotaxia, degranulagao, ingestéo e
atividade antimicrobiana.

Anormalidades morfolégica

As anormalidades morfoldgicas nos neutréfilos geralmente incluem aberragdes de
maturagéo, tamanho da célula, forma nuclear, caracteristicas dos granulos e citoplasma. Estas
anormalidades sdo chamadas de mudangas toxicas. S&o vistas em pacientes com severa
infeccdo bacteriana, septicemia, condi¢do inflamatéria aguda e extensiva destrui¢do tecidual.
Os efeitos toxicos durante a granulopoiese sao refletidos como basofilia citoplasmatica,
presenca de granulos téxicos e corpusculo de Déhle, nucleo hipersegmentado e a produgao
de neutrdfilos gigantes e bizarros. A basofilia é o resultado da retengéo de ribossomos e RER.
Os granulos toxicos tornam-se visiveis nos neutréfilos mieldcitos toxicos e entre os neutréfilos
maturos pela retengcdo do acido mucopolissacarideo. Corpusculo de Doéhle sdo inclusdes
citoplasmaticas que resultam da agregacdo lamelar do RER. S&o mais comuns em gatos do
que em outras espécies animais.

5. 6. Eosinofilos

Local de producao

O maior sitio de produgao de eosindfilos € a medula éssea, embora também ocorra
em menor grau em outros tecidos como bacgo, timo e linfonodos cervicais. Em geral, os
eosinodfilos sdo produzidos em torno de 2 a 6 dias e adentram no sangue periférico
aproximadamente 2 dias apds. Sua meia vida intravascular é de 4 a 6 horas em humanos e
menos de 1 hora nos caes; a seguir entram tecidualmente e normalmente nao retornam
para a circulagdo sanguinea.
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A entrada de eosindfilos para os tecidos é influenciada por quimiotaticos locais e
especificos. Varias substancias sdo quimiotaticas para eosindfilos, incluindo complexos
antigeno-anticorpo envolvendo primariamente IgE, produtos de mastécitos como histamina
e fator quimiotatico a eosindfilos (FQE), componentes da ativacdo do complemento
(C5a,C567), metabdlitos do acido aracddnico, linfocinas, fibrinogénio e fibrina, e alguns
produtos resultantes do dano tecidual.

Os eosindfilos tém participagdo na regulagéo alérgica e resposta aguda inflamatéria
e pode induzir dano tecidual. Podem ainda, participar na coagulagao e fibrindlise através da
ativagéo do fator Xl e plasminogénio.

As principais fungbes dos eosindfilos sdo: fagocitose e atividade bactericida,
atividade parasiticida, regulagdo das respostas alérgicas e inflamatérias e injuria tecidual.

Regulacao da resposta alérgica e inflamatéria
O papel regulatério dos eosindéfilos na resposta alérgica tem sido sugerido pelas
seguintes observacgoes:

= Os eosinodfilos podem fagocitar complexos imunes e granulos dos mastécitos;

= As prostaglandinas (PGE; e PGE;) e zinco dos eosindfilos inibem a liberacdo de
histamina, serotonina e FAP dos mastdcitos;

= Os eosindfilos contém fatores que inibem o fornecimento de histamina
pelos mastécitos;

= A histaminase dos eosindfilos inativa a histamina livre;

= A fosfolipase C dos eosindfilos inibe a liberagdo FAP pelos mastécitos.

O papel regulatério dos eosindfilos na inflamagéo aguda tem sido inferido as
propriedades anti-histaminica e antiinflamatéria dos eosindfilos. Além disso, os granulos
dos eosindfilos contém substancias que inibem as propriedades de indugdo do edema
como a serotonina e bradicinina.

Atividade parasiticida dos eosindfilos

As agbes parasiticidas dos eosinoéfilos ocorrem por intermédio da interagdo com os
mastdcitos e os linfécitos.

A infecgdo, pelo parasita, estimula a resposta humoral e celular. Os anticorpos IgG
especificos produzidos podem se ligar ao parasita, fixar complemento, iniciar a reagao
inflamatéria e provavelmente infligir algum dano ao parasita. Enquanto isso, os anticorpos IgE
especificos irdo ligar-se aos mastocitos teciduais e causar a degranulagdo e liberagéo de
substancias bioativas como histamina, fator de anafilaxia quimiotatico para eosindfilos (FQE-A)
e fator de ativagéo plaquetaria (FAP). As linfocinas (IL-3, IL5, FEC-Eos, FECrescimento-Eos.),
produzidas pelos linfocitos T ativados pelos antigenos dos parasitas, podem estimular a
producéo e liberagéo de eosindfilos, sendo refletido no sangue como eosinofilia.

O influxo de eosindfilo da medula para o sangue é também influenciado pelos niveis
circulantes de histamina, que resulta da degranulagado dos mastécitos nos tecidos. A eosinofilia
tecidual resulta da resposta a quimiotaticos como a histamina e componentes da ativagdo do
complemento que séo gerados no local da infec¢do parasitaria.

5. 7. Basofilos

Sao0 células pouco estudadas porque s&o raras no sangue e medula éssea. Os
basdfilos sdo freqlientemente comparados com os mastocitos por causa de algumas
similaridades morfoldgicas e funcionais.

A produgao dos baséfilos € na medula 6ssea semelhante aos demais granulécitos, no
entanto os mastdécitos sdo produzidos de células mesenquimais indiferenciadas no tecido
conectivo da medula dssea.

Os basofilos e os mastocitos contém varias substancias de importancia biologica, e
podem sintetizar inimeras substancias imunoldgicas e ndo imunoldgicas. A composi¢cdo dos
granulos varia entre espécies. Seus granulos sdo particularmente ricos em histamina, heparina
e em algumas espécies serotonina. Quando estimulado antigenicamente sintetiza importantes
fatores como Fator ativador plaquetario (FAP), substancias de reagdo a anafilaxia (SRA) e
tromboxano A, (TxA,). Os mastdcitos contém um fator chamado Fator quimiotatico eosinofilico
de anafilaxia (FQE-A) e os basdfilos sintetizam-os quando estimulados.

A basofilia e eosinofilia algumas vezes ocorrem simultaneamente, devido a interacao
dos dois tipos de células.
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5. 8. Monocitos

Cinética dos mondcitos

O mondcito € um descendente da célula progenitora bipotencial, a UFC-GM, que
pode produzir tanto neutréfilos como mondcitos. A diferenciagao de UFC-GM em UFC-M e
a proliferagdo dos precursores monociticos (monoblastos e pré-monécitos) em mondcitos
sao influenciados por um fator especifico chamado fator estimulador de colénia monocitica
(FEC-M).

O monoblasto divide-se uma vez e o pro-mondcito uma ou duas, mas o monécito
normalmente ndo se divide na medula éssea. Os mondcitos aparecem em pequena
quantidade na medula déssea, mas os monoblastos e pré-mondcitos sdo raros de se
observar. O tempo médio de liberagdo dos mondcitos na medula éssea € em torno de 2 a
2,5 dias. Nao ha reserva de mondcitos na medula 6ssea, como para os neutréfilos; no
entanto mondcitos jovens sao rapidamente liberados, num periodo de até 6 horas. Os
mondcitos sdo distribuidos no sistema vascular entre os compartimentos circulatério e
marginal na proporcao de 1:3,5. A meia vida de sobrevida na circulagdo sanguinea é
estimada em tornode 8 a 71 horas.  Os mondécitos geralmente deixam o sangue para
adentrar aos tecidos.

Os macroéfagos teciduais sédo originados dos mondcitos, mas sdo mais numerosos
que os mondécitos circulantes; aproximadamente uma propor¢cdo de 50:1. Os mondcitos
migram para os tecidos através de regides interendoteliais das paredes vasculares; no
entanto a demanda é mais suprida pela proliferagéo local de macréfagos que se dividem
que pelos mondcitos sanguineos (figura 5.2).

Funcdes dos mondcitos

As fungdes dos mondcitos e macréfagos incluem a transformagéo de mondcitos em
células efetoras teciduais; agado fagocitica e microbicida; regulagdo da resposta imune;
remogao fagocitaria de debris e outros restos celulares; secre¢do de monocinas, enzimas
lisossomais, e outros; efeito citotoxico contra células tumorais e eritrécitos; regulacdo da
hematopoiese: granulo, mono, linfo e eritro; regulagdo da inflamacgao e reparo tecidual e ainda
coagulagao e fibrindlise.

Principais produtos secretados pelo Sistema Fagocitico Mononuclear

Dentre os produtos secretados pelos monécitos e macréfagos, citam-se componentes
do sistema complemento, substancias citotdxicas e antimicrobianas, produtos do metabolismo
do acido aracdénico, enzimas lisossomais, fatores moduladores de outras células incluindo
interleucinas, fatores fibrinoliticos e pro-coagulantes e outros fatores.

5. 9. Linfécitos

Linfopoiese e cinética linfocitaria

Os linfécitos representam um grupo heterogéneo de células tanto morfolégica como
funcionalmente. Eles sdo a base no desencadeamento e execugdo da resposta imune. Os
linfécitos sdo produzidos na medula 6ssea, nos 6rgéos linféides como o timo, linfonodos e
baco, além dos tecidos linféides viscerais, que incluem as placas de Peyer, tonsilas e
apéndices. A medula 6ssea nos mamiferos & o maior 6rgao linfopoiético; no entanto exceto no
suprimento de precursores linfdides para colonizagdo dos 6érgaos linféides periféricos, a
linfopoiese na medula éssea e timo é ineficaz.

Durante a vida intra-uterina a célula tronco pluripotencial indiferenciada origina-se
primeiro do saco vitelino e depois do figado, bagco e medula éssea fetais. Sob influéncia de
apropriado micro-ambiente e outros estimulos, estes progenitores linféides originados na
medula éssea continuamente colonizam os érgaos linféides primarios - Bursa de Fabricius nas
aves ou medula éssea nos mamiferos, e o timo. Nestes sitios duas populagdes funcionais e
fenotipicamente distintas de precursores linfociticos desenvolvem-se. Estas células entdo
migram para os 6rgaos linféides secundarios ou periféricos (como linfonodos e bago), onde se
tornam preferencialmente localizadas em porgdes tipicas e dao inicio, em resposta a estimulo
antigénico apropriado, a proliferagdo de subséries imunocompetentes de linfécitos T ou B.
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FIGURA 5.2. Esquema de formagéo de mondcitos e macrofagos.

Os linfécitos que suprem o sangue sado produzidos de maneira passo a passo,
primariamente nos linfonodos e, em extensao limitada, em outros tecidos linféides. Linfoblastos,
pré-linfécitos e linfocitos podem ser identificados morfologicamente, mas suas linhagens T e B
nao. O tempo de produgéo dos linfécitos € estimada entre 6 e 8 horas, e em alguns casos
podem levar menos de 2 horas. O niumero de mitoses envolvido varia com o tipo celular (6 a 8h
para células T e 2 a 3h para B). A linfopoiese é estimulada por exposicdo antigénica e
deprimida por corticoides, hormbnios sexuais e ma nutrigao.

Subpopulacdes

A populacéo total de células B e T no sangue da maioria das espécies animais esta em
torno de 70% de células T, 20% de células B e o restante provavelmente composto por células
“nulas”, de fungdo e origem desconhecidas. Dentre os tecidos linfoides, as células T
predominam no timo, linfonodos e ducto linfatico toracico; as células B predominam na medula
Ossea e bago. No sangue e varios tecidos a maior parte das células T sdo de vida longa, e a
maioria dos linfécitos B sdo de vida curta; as células T e B de meméria s&o de vida longa. A
média de meia vida dos linfécitos humanos de vida longa é estimada em 4,3 anos e em torno
de 1% sobrevivem até 20 anos. A sobrevida de linfécitos de vida curta se situa entre poucas
horas a 5 dias.

Recirculacao
Em contraste com os granuldcitos, em torno de 70% dos linfécitos do sangue periférico

que saem através do tecido retornam ao sistema vascular para recirculagédo. Esta propriedade
dos linfocitos torna dificil e imprecisa a estimativa da meia vida dos linfocitos. A populagéo
recirculante demora em torno de 15 a 48 horas para recircular e consiste primariamente de
linfécitos T e linfécitos B, exceto os de memoria que sao considerados nédo circulantes.

O fendbmeno de recirculagdo é de suma importancia biolégica porque proporciona um
mecanismo de distribuicdo generalizada de células linféides ocupadas com a resposta imune
sistémica. Como resultado, um grande numero de linfocitos podem ser expostos a um antigeno
depositado localmente no tecido. Estas células antigenicamente expostas podem ser
transportadas por varios lugares no corpo para propagar e montar uma vigorosa resposta
imune.
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Os linfécitos recirculam do bago, timo e medula dssea para o sangue periférico dai vao
aos tecidos, dos tecidos a linfa, linfonodos e assim sucessivamente.

Funcdes
Os linfocitos T e B exercem diferentes funcbes e possuem receptores de membrana

para o reconhecimento de antigenos. Existe uma terceira populacdo de linfécitos que nao
expressam receptores de antigenos em suas membranas, as células exterminadoras naturais
(Natural Killer), sdo derivadas da medula éssea e sdo funcionalmente distintas das células T e
B pela sua habilidade de lisar certas linhagens de células tumorais sem prévia sensibilizagdo.
Do ponto de vista morfologico estas células sao linfocitos grandes granulares. Estes linfécitos
apresentam granulos no seu citoplasma que constituem os lisossomas primarios e aparelho de
Golgi bem desenvolvidos.

Principais funcdes linfocitarias
As principais fungdes dos linfocitos incluem a imunidade humoral, imunidade celular,
regulagao imune, atividade citotodxica e vigilancia imune e secregao de linfocinas.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 5: Contagem de leucécitos

O leucograma é a parte do hemograma que pesquisa alteragdes quantitativas e/ou
morfoldgicas das séries leucocitarias. Ele € composto da contagem global de leucécitos e suas
contagens diferenciais, consideradas em seu ndmero relativo e absoluto. Além disso, devem
ser registradas as observagdes sobre as alteragbes morfolégicas encontradas no esfregaco
sanguineo; defeitos funcionais somente serdo notados quando acompanhados de morfologia
alterada.

5. 10. Contagem total de leucécitos

Determinacao do numero total de leucécitos

=  Tomar o frasco com sangue mais anticoagulante e homogeneizar;

=  Com a pipeta de Thoma para glébulos brancos aspirar o sangue até a marca 0,5;

= Limpar o sangue da parte externa da pipeta com gaze;

=  Diluir em seguida com solugéo fisiologica até a marca 11;

= Agitar, desprezar as primeiras gotas e encher a cdmara de Neubauer por capilaridade;

=  Contar os leucdcitos dos quatro quadrados grande-angulares (figura 5.3) e multiplicar por
50/ul.
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FIGURA 5.3. Esquema da cédmara de Newbauer — Contagem de leucécitos. Utilize a area
central para contar as hemacias na sua aula pratica, escrevendo os respectivos niumeros das
contagens parciais nos respectivos quadrados.

Calculo
Calculo da Camara de Newbauer para contagem de leucécitos
Area lateral: 4 x Tmm Volume de cada quadrado lateral: 1/10mm?®
Profundidade: 1/10mm Volume total dos 4 quadrados laterais: 4/10mm?®
Diluicao da pipeta: 1/20 Numeros de quadrados médios centrais contados: 5
Portanto: 4 X 1 = 4 = 1 Ou seja,

10 20 200 50 o fator é x 50
Observagio: 1pl = 1mm®

Estimativa da contagem de leucécitos

A contagem dos leucdcitos pode ser também estimada indiretamente no esfregaco
sanguineo. Na interpretacdo do leucograma deve ser utilizado o resultado absoluto da
contagem leucocitaria, pois o resultado relativo ndo expressa a realidade leucocitaria.

Um caminho adicional na avaliagdo de um leucograma é examinar rapidamente a
proporgao neutréfilos maturos para linfocitos, usando a seguinte proporgéo normail:

Ciao-2,5a3,5:1 Cavalo - 1,5:1 Suino -0,7:1
Gato - 1,8:1 Bovino - 0,5: 1

Exemplo: Se um diferencial revela 95% de neutréfilos e 5% de linfécitos em um céo, ha
uma linfopenia ou uma neutrofilia ou a combinacao de ambas? Se a contagem de leucécitos
for 20000 teria uma neutrofilia (3000-12000) e linfécitos normais (1000-4900) ao passo que,
se a contagem de leucécitos for 8 000 o que é evidente € uma linfopenia.

Observagéo: E necessario fazer a corregdo da contagem de células nucleadas que s&o
contadas nos contadores automaticos.
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Correcdo da contagem total de leucdcitos

N° de células nucleadas X 100

Contagem corrigida = 100 + n° de eritrocitos nuclucleados em 100 leucdcitos

Exemplo: Se a contagem de leucdcitos for 20 000/pl.
Diferencial revelar 80% neutrdéfilos segmentados, 20% linfocitos, mas também 40 eritrécitos
nucleados.
Aplicar a formula de corregéo: X = 20.000 x 100 = 14.285 células/pl.
100 + 40
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PARTE 6: LEUCOGRAMA I

6. 1. Interpretacao dos parametros leucocitarios

A interpretagdo dos parametros leucocitarios requer um conhecimento dos fatores que
podem influenciar os valores hematoldgicos. Informagbes sobre a coleta da amostra,
morfologia normal das células, caracteristicas especificas e variagbes fisioldgicas séo
necessarias para o reconhecimento de anormalidades hematoldgicas. A histéria e o exame
clinico do paciente complementam os resultados laboratoriais para o diagndstico das doencas.

A contagem diferencial e total de leucécitos, o qual compreendem o leucograma, sao
de ajuda valiosa na avaliagdo hematoldgica da resposta do hospedeiro a infecgéo bacteriana e
no diagnodstico de leucemias e outras doencgas. Na interpretagcdo do leucograma é necessario
conhecer nao somente a contagem total e diferencial dos leucécitos, mas reconhecer que,
mudancgas morfolégicas pertinentes aos leucécitos e informacdes sobre outros componentes
sangliineos devem ser obtidos, como proteina plasmatica total, concentragao de fibrinogénio.
Também sio importantes informagbes sobre o eritrograma, a contagem de reticulécitos e
células nucleadas.

6. 2. Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda produzida no figado. Nos processos
inflamatérios de varias causas, a concentragcado do fibrogénio pode elevar-se entre 3-4 dias e
permanecer alto por varios dias ou semanas como nas doengas crbnicas. Geralmente a
resposta do fibrinogénio inicia-se com a resposta dos leucdcitos, persistindo por mais tempo
que os leucdcitos.

Em bovinos o fibrinogénio € um importante parametro a ser avaliado, porque pode ser
a Unica indicagdo de uma resposta inflamatéria ativa. Nas doengas que ocorrem excessivo
depdsito de fibrinogénio tecidual sua concentragdo no sangue pode nao estar elevada, ficando
entre os valores de referéncia ou até mesmo abaixo destes valores.

6. 3. Leucocitose

A contagem total de leucécitos varia com a espécie animal e também ¢é influenciada
pela idade. Esta é alta ao nascimento e diminui gradualmente para atingir valores de adulto
entre 2 a 12 meses de idade. A contagem total de leucdcitos € definida pelo aumento, acima
dos valores de referéncia, como leucocitose ou pela diminuigao, como leucopenia. Os sufixos
citose e filia denotam um aumento na contagem de leucécitos, entretanto, penia indica uma
diminuicdo comparada com os valores de referéncia. As leucocitoses sdo muito mais comuns
que as leucopenias e ndo sdo um sinal de mau prognéstico como a leucopenia.

Tipos de leucocitose

A leucocitose pode ser fisiolégica, reativa e proliferativa (autbnoma). As mudancgas na
contagem total de leucdcitos podem envolver anormalidades de producéo, liberacéo,
distribuicao intravascular, vida média e ingresso tecidual de varios leucécitos. Por exemplo: os
neutrdéfilos circulantes estdo num equilibrio dinamico com os neutréfilos no compartimento
marginal e de reserva da medula 6ssea. Uma demanda funcional imediata de neutréfilos é
feita primeiro pela mobilizagao das células do pool marginal e circulante, seguida pela reserva
da medula 6ssea e finalmente pelo aumento da granulopoiese e liberacdo acelerada. O
aumento de liberagdo de células é observado no sangue periférico como um desvio a
esquerda. Assim o tamanho dos compartimentos marginal, circulante, reserva e capacidade
proliferativa da medula éssea, sdo determinantes importantes na resposta dos leucécitos as
doengas (figura 6.1).
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COMPARTIMENTOS (POOL) DE NEUTROFILOS

Medula Ossea (2 - 3 dias) ® Teddo (5-7 dias)

POOL MLTIPLICAGAD | [ PODL. MATERAGRO

Micloblasto Metamielodto
Pro-mieloat Basi t
Mielodto Neutrdfilo
MO CAD:

MM MARGTNAL 1: 1 CIRCIEANTE

ND GATO:
N MARGTNAL 3 : 1 CIRCUEANTE

FIGURA 6.1. Esquema dos compartimentos dos neutrdfilos.

A. Leucocitose fisiolégica

A leucocitose fisiolégica ocorre como uma resposta a adrenalina, no qual o
compartimento marginal de neutrdéfilos e/ou linfécitos sao mobilizados para a circulagéo geral,
aumentando a contagem total de leucdcitos e o numero de neutréfilo absoluto e/ou linfocitos.
Assim uma neutrofilia ou linfocitose transitéria, ou ambas, podem se manifestar. Esta condigao
€ comum em animais jovens e geralmente é desencadeada por disturbios emocionais e fisicos.
Raramente o nimero de mondcitos e eosindfilos aumenta.

Leucocitose induzida por corticosterdide ou estresse — a leucocitose pode ocorrer em
condicao de saude (fisiolégica) ou nas doengas (patoldégica). A liberagdo de glicocorticéide
endoégeno ou administrado terapeuticamente causa consideraveis mudangas hematoldgicas.
Tipicamente produz leucocitose causada por neutrofilia, usualmente sem desvio a esquerda,
linfopenia e eosinopenia. Monocitose ocorre no cdo. A neutrofilia ocorre pela mobilizagdo dos
neutrofilos segmentados do compartimento de reserva da medula éssea e pela diminuigdo da
diapedese das células para os tecidos. A linfopenia ocorre principalmente pela linfélise dos
linfécitos T sensiveis a esterdides no sangue e tecido linféide, ou pela marginacao e sequestro
dos linfocitos nos locais extravasculares. Eosinopenia ocorre principalmente pela diminui¢cdo da
saida destas células da medula éssea, devido a interferéncia com o efeito quimiotatico da
histamina nos eosinodfilos. A causa de monocitose permanece desconhecida. A resposta dos
basdfilos, ao corticoide, € similar a dos eosindfilos, mas ndo é reconhecida usualmente, porque
os basodfilos sdo raros no sangue.

B. Leucocitose reativa

A leucocitose reativa ocorre em resposta as doencgas. Certas doengas podem induzir
uma resposta especifica, mas usualmente um padréo geral de resposta dos leucdcitos &
evidente, independente da doencga. A leucocitose reativa pode ocorrer com ou sem desvio a
esquerda. O grau de leucocitose varia com as espécies e é usualmente relativa para a relagdo
neutrdfilos: linfécitos (N:L). Animais com alta relagdo N:L, como o cédo e o gato, apresentam
uma maior resposta que animais com baixa relagdo N:L como equiinos e bovinos.

Uma resposta induzida por corticosterdide ou, menos comumente, por adrenalina pode
ocorrer simultaneamente com uma leucocitose reativa. A diferenciagdo da leucocitose reativa
da leucocitose por corticosterdide ou epinefrina pode ser feita pois a leucocitose é considerada
reativa quando um ou mais dos seguintes itens sdo encontrados: Leucocitose com desvio a
esquerda; Hiperfibrinogenemia; Monocitose em outras espécies que ndo o céo; Auséncia de
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linfopenia ou eosinopenia.
No cado a monocitose acompanhada de um ou mais dos outros quatro critérios,
ou o valor da contagem absoluta de mondécitos deve ser duas vezes maior que o normal.

C. Leucocitose proliferativa

A leucocitose proliferativa ou autdnoma resulta de uma mudanga neoplastica da célula
pluripotencial. As formas mais comuns de leucemias s&o: linfociticas, mieldgenas,
mielomonocitica e monocitica. As leucemias eosinofilicas e basofilicas sdo raras. E importante
observar que muitas vezes o cancer das células sanglineas ndo manifesta uma leucocitose,
portanto, a contagem de leucécitos pode estar normal ou mesmo diminuida e a populacao de
células na medula éssea pode estar alterada com pequena ou nenhuma evidéncia no sangue
periférico.

6. 4. Leucopenia

A leucopenia, em muitos animais, ocorre por neutropenia e linfopenia. A neutropenia é
causa primaria de leucopenia em animais com uma relagdo N:L maior que 1, e linfopenia em
animais que a relagdao N:L € menor que 1. A neutropenia € mais comum em infecgdes
bacterianas e linfopenia em infecgbes virais. Severas infecgdes bacterianas e virais podem
causar leucopenia associada com neutropenia e linfopenia, ou ambas e também podem reduzir
0 numero de outros leucdcitos. Salmonelose no cavalo e mastitis coliformes sao exemplos
classicos de infecgao bacteriana que leva a neutropenia e linfopenia e a infecgdo do virus da
panleucopenia felina € um exemplo de infecgéo viral. O retorno dos linfocitos e dos eosindfilos
no sangue, determinado por hemogramas sequenciais, indica convalescéncia e é geralmente
um sinal de bom prognéstico. A leucopenia ocorre freqientemente durante o estagio precoce
da cinomose e € seguida de leucocitose por uma infeccdo bacteriana secundaria. Uma
marcada linfopenia € um quadro consistente na cinomose, devido a atrofia e necrose do tecido
linféide, produzido pelo virus. Ambos os linfocitos T e B estdo reduzidos e a imunidade humoral
e celular estdo suprimidas em animais sobreviventes. Em caes sobreviventes, o numero de
linfécitos no sangue permanece baixo por um periodo prolongado.

Tipos de leucopenia

As leucopenias ocorrem principalmente por neutropenias, que podem ser agrupadas em
sobrevivéncia reduzida de neutréfilos maturos, produgdo reduzida pela medula 6&ssea,
producéo ineficaz de neutrdéfilos e sequestro de neutrofilos.

A. Sobrevivéncia reduzida de neutréfilos maturos

Ocorre quando ha uma demanda tecidual aguda e maci¢a que esgota rapidamente o
compartimento de neutréfilos no sangue. Uma demanda excessiva, continuada, leva a
exaustdo da medula éssea (estoque) e excede a produgdo, resultando em um desvio a
esquerda degenerativo, ha mais neutrofilos imaturos que maturos. A contagem total de
neutrofilos pode estar normal ou diminuida. Desvio a esquerda degenerativo indica uma
situacao sistémica desfavoravel. Mudangas morfoldgicas toxicas sdo muitas vezes observadas
nos neutréfilos. Estas mudangas incluem: basofilia citoplasmatica, vacuolizagdo e corpusculo
de Doéhle.

B. Producao reduzida pela medula 6ssea

E associada com a faléncia primaria da medula 6ssea. Outras linhas de células podem
também ser afetadas. A neutropenia ndo € acompanhada por desvio para a esquerda. Causas
conhecidas incluem: infecgbes (parvovirose canina e felina, Ehrlichia sp, virus da leucemia
felina, virus imunossupressivo felino), drogas (trimetoprim fenilbutazona, estrégeno, agentes
quimioterapicos) e hematopoiese ciclica dos collies cinzas.

C. Producéo ineficaz

Neutropenia imuno-mediada, resultando em sobrevivéncia reduzida. Ocorre em
animais, mas nado tem sido bem documentada. Ndo ha desvio para a esquerda e o
compartimento de estoque na medula 6éssea aparece normal ao exame.
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D. Neutropenia por seqiiestragao

Ocorre com o choque anafilatico e endotoxemia, causando um rapido desvio para
compartimento marginal. As endotoxinas causam efeito via ativagdo do complemento,
resultando na agregacdo e sequestracdo dos neutrédfilos e plaquetas nos capilares
pulmonares.

As principais causas de leucocitoses e leucopenias estdo apresentadas a seguir na
tabela 6.1.

Tabela 6.1. Causas de leucocitoses e leucopenias

PRINCIPAIS CAUSAS

Infecgao bacteriana; efeito de esterdides; desordens linfoproliferativas;
Leucocitose Peritonite Infecciosa Felina; necrose tecidual e severa inflamacéo;
prenhés e paricdo em cadelas; desordens mieloproliferativas;
hipertireoidismo em gatos

Doencas virais; severa infecgdo bacteriana; anafilaxia; drogas e quimicos
Leucopenia toxicos; neoplasias de medula 6ssea; toxemias enddgenas: uremia;
Toxoplasmose / Ehrlichiose /Leishmaniose

Diferencial de Leucécitos

O diferencial leucocitario é realizado no exame do esfregago sanguineo, em contagem
percentual de 100 leucécitos. Ha uma técnica padrdo para a confecgdo do esfregago
sanguineo e leitura diferencial leucocitaria, para que se tenha homogeneidade dos resultados.
Um esfregago com sangue mal homogeneizado, principalmente em cavalos, podera trazer
diferencas diagnésticas pela desuniformidade na distribuigdo dos leucdcitos na lamina.

6. 5. Classificagao dos desvios de Neutréfilos

A. Desvio a esquerda

Normalmente o sangue periférico contém pequeno numero de neutréfilos imaturos. Em
muitas espécies este consiste de menos de 300 bastonetes/ul de sangue. O aumento da
liberagdo da medula éssea de neutrofilos imaturos para o sangue ocorre quando aumenta a
demanda funcional de neutrdéfilos para os tecidos ou em casos de leucemias mielégenas ou
mielomonociticas agudas ou cronicas. A presenca de neutréfilos imaturos no sangue, acima do
numero normal para a espécie, constitui um desvio a esquerda. A extensdao do desvio a
esquerda indica a severidade da doencga, entretanto a magnitude da contagem de células
reflete a habilidade da medula 6ssea para suprir a demanda.

Desvio a esquerda regenerativo

A contagem total de leucdcitos € moderadamente ou marcadamente elevada por
causa da neutrofilia e o numero de neutréfilos imaturos (bastonetes) encontra-se abaixo do
numero de neutréfilos maturos (segmentados). Isto indica uma boa resposta do hospedeiro, e
ocorre quando a medula éssea tem tempo suficiente (usualmente 3-5 dias) para responder a
demanda tecidual aumentada de neutrofilos.

Desvio a esquerda degenerativo

A contagem total de leucdcitos varia, podendo ser normal, abaixo do normal ou
moderadamente elevada. A resposta principal é a presenga de neutrdéfilos imaturos acima dos
neutréfilos maturos. O desvio degenerativo a esquerda indica que a medula 6ssea, para o
momento, tem um esgotamento no compartimento de reserva de neutréfilos segmentados e
consequentemente ocorre a liberagdo de células imaturas, ultrapassando os neutrofilos
maturos. Em muitas espécies isso € um sinal de progndstico desfavoravel que requer um
rigoroso protocolo terapéutico. No entanto, em bovinos o desvio a esquerda degenerativo &
comum durante o estagio inicial de doencgas infecciosas ou inflamatérias hiperagudas a
agudas. Isso ocorre, provavelmente, devido ao compartimento de reserva da medula éssea de
bovinos ter um suprimento limitado de neutrdfilos maturos. Sendo assim, o desvio a esquerda
degenerativo em bovinos ndo deve ser considerado como um sinal sério no prognéstico, a néo
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ser que este tenha persistido por varios dias.

B. Desvio a direita

E a presenca no sangue circulante de varios neutréfilos hipersegmentados, isto é;
neutréfilos com mais de 5 I6bulos. A hipersegmentagdo nuclear ocorre devido a presenga
circulante de corticosteroides, tanto enddégenos como exdgenos. A deficiéncia da Vitamina B,
também pode levar a hipersegmentagéo, mas € uma condigdo muito rara.

C. Reagéo leucemoide
A reacao leucemdide é geralmente uma leucocitose reativa, consistindo de uma alta
contagem de leucécitos com uma contagem absoluta de um tipo de leucdcito, ou também um
acentuado a extremo desvio a esquerda sugestivo de leucemia. Portanto, € um processo
patolégico benigno, embora se assemelhe a leucemia granulocitica. Geralmente a reagao
leucemdide envolvendo os neutréfilos é similar ao desvio a esquerda regenerativo e,
infreqientemente, um severo desvio a esquerda degenerativo pode dar esta indicagao.
Ocasionalmente, o quadro sanglineo leucemodide pode envolver outros tipos de leucécitos,
como os linfocitos ou eosindfilos. Os resultados laboratoriais e a avaliagdo do paciente revelam
que a doenga nao é uma leucemia. Exemplos de reagdes leucemoéides:
= extremo desvio a esquerda regenerativo visto na piometra e peritonite ativa
crbnica em cées;
= acentuada linfocitose em condigbes supurativas crbnicas como, por exemplo,
reticulite traumatica.

6. 6. Alteragoes leucocitarias quantitativas

As alteragdes quantitativas dos leucdcitos sdo a leucocitose e a leucopenia. Para
avaliar estas alteragbes é fundamental ter em mente os valores normais da espécie
considerada, visto que normalmente a leucocitose no cao é devido a neutrofilia, e nos bovinos
pode ser pela linfocitose. Essas alteragbes serdo apresentadas a seguir, dentro de cada série
de leucdcitos.

A. Neutréfilos Segmentados

Normal do cdo: Auséncia de Mieldcitos e Metamielécitos
Bastonetes: 0 -3% (0 - 300/pul)
Neutrofilos: 60 - 77 (3 a 11.500/ul)

TABELA 6.2. Alteracdes orgénicas que levam a neutrofilia e neutropenia

Leucocitose associada a neutrofilia Leucopenia associada a neutropenia
Infecgbes locais ou generalizadas Degeneragao

Intoxicagdes Depressao

Reabsorg¢éao tecidual Deplecédo ou exaustao

Leucemias Destruicao

Corticoides

O corticoide atua na neutrofilia de diversas formas:

= Prolongando a meia vida dos neutrdfilos;

Retendo mais tempo os neutréfilos na circulagéo, impedindo-os de sair para os tecidos;
Liberando os neutrofilos da parede vascular (Compartimento marginal);

Liberando neutréfilos da medula 6ssea (Compartimento de armazenamento).

A leucopenia por neutropenia pode ser causada por:

Degeneragdo: o agente ou toxina compromete o compartimento de maturagéo, causando,
portanto predominancia de células jovens.

Depressao: principalmente doengas cronicas, comprometendo o compartimento de
multiplicagdo, causando predominéncia de células adultas.

Deplecdo ou exaustdo: causada geralmente por consumo agudo, pelo grande afluxo de
neutrdéfilos para o local de inflamagéo. Ocorre na mastite bovina e coélica eqliina. A leucopenia
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é geralmente transitéria, com neutrofilia responsiva em 2 a 4 dias.

Destruigao: caracterizada por pancitopenia, isto &, diminuicdo de todas as células sanguineas.
Causado por drogas, infecgéo bacteriana grave, etc.

TABELA 6.3. Causas de neutrofilias e neutropenias

Neutrofilia

a. Fisiolégica

Adrenalina (medo, excitagdo)

Glicocorticoides enddgenos e exdgenos (trauma, dor, hiperadrenocorticismo,
estresse cronico severo)

b. Reativa

Infecgbes estabelecidas local ou sistémica (bacteriana, viral, fungica,
parasitaria)

Necrose tecidual

Doengas imuno-mediadas (inflamatdria: artrite reumatéide e nao inflamatoria:
anemia hemolitica autoimune)

Tumores

Toxicidade por estrogeno (inicial)

c. Proliferativas

Leucemia mieléide aguda ou cronica

Neutropenia

a. Sobrevivéncia diminuida

Infeccdo bacteriana aguda

Septicemia

Toxemia

Anafilaxia

Esplenomegalia

b. Produgdo diminuida

Infecgdes agudas (Bacteriana, viral e riquétsias como Ehrlichia)
Drogas e quimicos téxicos (estrégeno)
Radiagao

Leucemia mieldide ou linféide
Hematopoiese ciclica canina

c. Granulopoiese ineficaz aumentada
Virus da leucemia felina

Mieloptise

Leucemia mieldide ou linféide

B. Eosindfilos

Normal do céo: 2 - 10% (100 a 1.250/pul)

TABELA 6.4. Causas de eosinofilia e eosinopenia

Eosinofilia

Perda Tecidual crbnica, especialmente reagdes alérgicas; parasitismo
(migragédo / respiratérios / hipersensibilidade cutadnea / microfilaria);
hipoadrenocorticismo; terapia por drogas; estro em cadelas;
predisposicao racial; desordens purulentas; eosinofilia reacional

Eosinopenia

Estresse agudo (adrenalina); estresse cronico (glicocorticéides enddgenos);
hiperadrenocorticismo; administracao de esteroides;
inflamagdes/infec¢des agudas.

C. Basofilos

Causas de Basofilia: dermatites alérgicas, eczemas e reagdes de hipersensibilidade.

D. Mondcitos

Normal do cédo: 3 — 10% (150 a 1.350/pl) gato: 1 -4 (0 a 850/ul)
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Causas de Monocitose

Efeitos esteroides Inflamacgao/ infecgdo aguda ou crénica
Hiperadrenocorticismo Outras doencgas causando dano e necrose tecidual
Administracdo de esteréides/ACTH Produgéo reduzida de granulécitos

Estresse severo — piometra Animais idosos

Doencas imunomediadas Leucemia monocitica ou mielomonocitica

E. Linfécitos
Normal do cdo: 12 - 30% (1.000 a 4.800/ul)

TABELA 6.5. Causas de linfocitose e linfopenia

Linfocitose Linfopenia
Idade: animais jovens Efeitos esterdides (Hiperadenocorticismo,
Fisiolégico: medo / excitagao / esforgo Administracao de corticoides / ACTH, Estresse
Leucemia linfocitica ou linfossarcoma severo)
Virus da imunodeficiéncia felina Infecgdo Sistémica Aguda
Estimulacdo antigénica prolongada Viral recente (cinomose)
Infecgao cronica Bacteriana severa ou incomum
Hipersensibilidade Toxoplasmose / Ehrlichiose / Leishmaniose
Doencgas auto-imunes Perda de linfécitos
Pds-vacinagao Lesao de linfonodos
Hipoadrenocorticismo neoplasias
Terapia com drogas inflamacao cronica
Deficiéncia adquirida de linfécitos T (raro)
Quimioterapia imunossupressiva
Radiagcao
Imunodeficiéncia hereditaria (raro)
Atrofia linfoide
Demodicose generalizada

Os corticdéides (endégenos e exdgenos) atuam de varias formas na linfopenia e
consequente imunodepressao, tais como inibindo a mitose linfocitaria, lisando linfécitos
circulantes, reduzindo a liberagdo de histamina, estimulando o catabolismo protéico,
reduzindo formagcdo de anticorpos e recirculagao (circulagdo sangliinea para a circulagdo
linfatica).

6. 7. Alteragoes leucocitarias qualitativas

Muito embora haja os contadores automaticos para facilitar a confecgdo do
leucograma, a tecnologia eletronica é falha na identificacao de anomalias, células imaturas da
linhagem mieldide e hemoparasitas; isto significa menos de 50% dos casos, mas tende a se
agravar quando sdo utilizados laboratorios de analises humanas. Deste modo torna-se
indispensavel a experiéncia citoldgica a leitura do esfregago sanguineo. O Corpusculo
de Baar € um prolongamento caracteristico do nucleo dos neutréfilos e representa a cromatina
sexual da fémea, sendo de ocorréncia normal e de grande auxilio na conferéncia do exame.

A. Granulagao téxica

Granulagao téxica e/ou difusa basofilia citoplasmatica acontece quando ha continuado
estimulo a granulopoiese, pela extensdo e/ou duragdo de um processo inflamatério, ha
diminuicdo dos prazos de maturagdo das células precursoras, e os neutréfilos chegam ao
sangue com persisténcia da granulagado primaria, propria dos pré-mielécitos, normalmente
substituida pela granulagao secundaria, ténue e caracteristica. Os granulos primarios sao ricos
em enzimas e coram-se em pardo escuro com o0s corantes usuais, e impropriamente
denominados de granulagdes téxicas. A verdade é que a presenga destes granulos exprime a
duracao e gravidade de um processo inflamatério, mas é exagero atribuir a esta ocorréncia um
significado progndstico.
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B. Corpusculos de Dohle

Sao areas, na periferia dos neutrofilos, nas quais houve liquefagdo do reticulo
endoplasmatico. Sao de rara ocorréncia, mas possuem interesse diagnostico por refletirem
infecgOes graves e/ou sistémicas.

C. Neutrofilos multisegmentados

No sangue normalmente predominam os neutréfilos com 2 a 4 lébulos nucleares,
havendo poucos com cinco ou mais. O aumento ou predominio de neutréfilos com mais de
cinco loébulos - multisegmentados - € visto quando ha uma maior permanéncia destes na
circulagdo. Esta sobrevida intravascular prolongada caracteriza o desvio a direita. Isto
acontece na insuficiéncia renal cronica, neutrofiias de longa duragdo, tratamentos com
corticoides ou estresse, defeitos genéticos raros ou em sindromes mieloproliferativas,
degeneragdo em amostras envelhecidas.

D. Linfécitos ativados

A ocorréncia de linfocitos ativados acontece quando ha um estimulo da série
linfocitaria, com o aparecimento de linfécitos com citoplasma aumentado e basofilico, em parte
seguindo a diferenciagédo para plasmocitos, cuja presenga € rara na circulagdo. A ativagéo de
linfécitos na circulagdo deve-se principalmente a uma exacerbada resposta humoral ou a uma
leucemia de células plasmocitarias (Mieloma Multiplo).

E. Inclusdes e outros achados

Corpusculo de Lentz: corpusculo eosinofilico no citoplasma de leucécitos patognomoénico da
cinomose canina. Sua ocorréncia se limita a fase de viremia do processo infeccioso, sendo,
portanto de pouca sensibilidade diagnéstica.

Ehrlichia canis: mérula basofilica no interior de leucdcitos caracteristica da erliquiose.
Hepatozoon canis: inclusdo semelhante a um cubo de gelo encontrada no interior de
leucdcitos de cées. Ainda podem ser encontrados: Toxoplasma, Leishmania, Histoplasma,
Microfilarias: Dirofilaria imitis e Diptalonema.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 6: diferencial leucocitario

DIFERENCIAL LEUCOCITARIO

Esfregaco sangiiineo

= Preparar duas ladminas novas e desengorduradas, sendo uma com o0s cantos
arredondados;

Ll Homogeneizar o sangue no frasco de colheita fechado, por inversdo, e colocar com o
capilar do micro-hematécrito, antes de fecha-lo, uma gota de sangue na lamina;

=  Colocar a outra lAmina (recortada) a frente da gota de sangue, num angulo de 45°. Fazer
um ligeiro movimento para tras até o sangue espalhar -se pela lamina;

= Com um movimento uniforme, para frente, fazer esta lamina deslizar sobre a outra. O
sangue se estendera por sobre a lamina, formando o esfregaco;

= Agitar o esfregaco até seca-lo completamente e identifica-lo com lapis na borda mais
espessa do esfregago.

Corante de Leishmann

= Corante: diluir 1,59 de Eosina-Azul de Metileno segundo Leishmann em 1 litro de
metanol. Colocar em banho-maria a 37 °C por 24 horas.Acondicionar em frasco ambar.
Maturar o corante deixando-o em repouso por 1 semana, ao abrigo da luz. Corrigir o
pH, se necessario, para 7,6. Filtrar e usar.

= Coloragao: colocar 20 gotas do corante e deixar agir por 3 minutos. Acrescentar 20 a
25 gotas de agua destilada tamponada (pH % 7,2). Deixar agir por 15 minutos. Lavar em
agua corrente e secar.
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Contagem

Observar o esfregago sanguineo corado em objetiva de 40x (aumento de 400x),
verificando a contagem global aproximada por estimativa de leucécitos / campo;

Visualizar também homogeneidade na distribuigédo leucocitaria;

Colocar em objetiva de imersao (aumento de 1000x) e realizar observagao minuciosa da
morfologia e colora¢ao dos leucocitos e demais estruturas;

Realizar contagem diferencial de leucdcitos em forma de “torre” a cada 3 ou 4 campos,
até atingir o total de 100 leucdcitos (figura 6.3);

Transformar os dados relativos obtidos nesta contagem em dados absolutos, através da
multiplicagao dos percentuais parciais pelo numero total de leucdcitos.

—
—
_;
—

FIGURA 6.3. Esfregaco sangtuineo - contagem em torre.
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1. Barr 2. Bastonete 3. Hipersegmentado 4. Monécito

2ol SE A0

5. Linfocito 6. Eosinéfilo
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[\
9. Linfécito 10. Corpusculo de 11. Leishmania 12. Lentz
reativo e atipico Dohle

FIGURA 6.2. Leucécitos, inclusdes, protozoarios, riquétsias e fungos.
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PARTE 7: HEMOSTASIA

7. 1. Introdugao

A hemostasia € o mecanismo que mantém a fluidez do sangue pelos vasos. Inclui o
controle da hemorragia e a dissolugdo do coagulo por meio de eventos mecanicos e
bioquimicos. Didaticamente pode-se dividir a hemostasia em primaria, secundaria e terciaria,
embora os trés processos estejam inter-relacionados. Na hemostasia primaria, tem-se
vasoconstricdo local, adesdo e agregacao plaquetaria com conseqiiente formagao de um
tampao plaquetario inicial. A hemostasia secundaria compreende uma série de reagdes em
cascata cujo resultado final é a formagédo de fibrina a partir do fibrinogénio que confere
estabilidade ao coagulo. A hemostasia terciaria ou fibrindlise é ativada na mesma ocasido da
coagulagao, existindo um equilibrio fisiolégico entre as mesmas, onde a plasmina atua
degradando a fibrina e desfazendo o coagulo formado. Os vasos sanguineos também
participam ativamente no processo de coagulagao.

7. 2. Vasos sanguineos

O endotélio é inerte, mas quando o sangue é exposto ao colageno sub-endotelial, os
mecanismos hemostaticos sao ativados com consequente adesdo e agregacao plaquetaria,
liberagdo de mediadores e em seguida a ativagédo do fator Xll (hemostasia secundaria). Além
disso, as células endoteliais sdo ricas em tromboplastina que também ativam o sistema de
coagulagao.

Desordens vasculares podem ocorrer por problemas congénitos (raro) como a
deficiéncia de colageno ou adquiridos como em uma extensa lesdo por desordens
inflamatérias, imunes ou tumores. Dentre as causas adquiridas destacam-se as desordens
inflamatérias — como as causadas por bactéria, virus, etc; desordem imune e tumores, trauma.

O diagnodstico de desordem vascular é feito quando os problemas plaquetarios e de
coagulagdo sao descartados. Nao existe técnica laboratorial que mega o status funcional dos
vasos sanguineos diretamente, suspeita-se de disturbios vasculares em animais com
hemorragias superficiais em que os demais testes da coagulagéo estdo normais.

7. 3. Hemostasia primaria: vasos e plaquetas

Na hemostasia primaria, tem-se vasoconstricdo local, adesao e agregacao plaquetaria
com consequente formagdo de um tampao plaquetéario inicial. Por agregagédo plaquetaria
entende-se a fixacdo de uma plaqueta em outra e por adesido entende-se a fixagdo de uma
plagueta no vaso sanguineo. Para que ocorra a agregagao e a adesao é necessario que esteja
presente o Fator de von Willebrand (FVW), uma glicoproteina que facilita estas agées.

A. Cinética plaquetaria

As plaquetas sédo formadas na medula dssea, a partir da célula pluripotencial (steam
cell), que vai dar origem a linha megacariocitica. A primeira célula da linha dos megacariocitos
€ 0 megacarioblasto que vai formar o pré-megacaridcito e megacariocito. A divisao celular
cessa, mas a divisdo nuclear continua. Pode-se encontrar células de 4 a 64 nucleos. Este
processo é chamado endomitose. As plaquetas sdo pequenos fragmentos do citoplasma do
megacariocito liberados na corrente sangiinea. O citoplasma do megacariécito é formado por
longos pseudopodes que penetram nos sinusodides das células endoteliais, liberando as
plaguetas que sdo observadas como pequenos discos com granulos vermelhos com 2 a 5 um
de didmetro (em gatos o tamanho é variavel) na circulagao sanguinea.

Apods o estimulo, as plaquetas aparecem entre 3 e 5 dias, e sdo controladas pela
trombopoetina e também pela eritropoetina, possuem uma vida média em torno de 8 dias,
sendo que cerca de um tergo das plaquetas sdo seqlestradas pelo bago. O valor normal de
plaguetas € em torno de 300.000/uL, sendo que menos que 100.000/uL é claramente uma
trombocitopenia, até 50.000/uL é suficiente para prevenir hemorragia e com 30.000/uL ou
menos espera-se observar inclusive hemorragia espontanea.

48



Manual de Patologia Clinica Veterinaria

B. Fun¢ao plaquetaria

A funcao primaria das plaquetas € a manutengdo da hemostasia por meio da interagéo
com as células endoteliais mantendo a integridade vascular. Adeséo, agregacgéo e liberagdo
plaquetaria sdo eventos que podem ocorrer simultaneamente ou independentemente,
dependendo das condi¢des de estimulos e circunstancias. O transtorno de qualquer um destes
processos pode levar a desordens hemorragicas. A adesdo é a aderéncia das plaquetas no
local da lesdo. Esta adesao plaquetaria ao endotélio é efetuada por meio de seus receptores
de superficie para o colageno e Fator de von Willebrand que o liga plaqueta ao colageno do
subendotélio. A agregag¢dao € uma resposta basica para a liberagcdo de ADP (adenosina
difosfato) na presenga do calcio e é mediada pelo fibrinogénio presente no plasma. A
compactacado do agregado se da pela contragao dos filamentos de actinomiosina presentes no
citoplasma plaquetario. A reagdo de liberagdo promove a agregacdo de agrupamentos
plaquetarios e o acumulo de mais plaquetas e assim uma série de reagbes em cadeia para
formar uma capa para deter a hemorragia.

As plaquetas se aderem ao coldgeno do subendotélio e liberam aminas vasoativas
(serotonina, catecolaminas, adrenalina e outras) que promovem a vasoconstrigdo local com
liberagdo de ADP. O vaso contrai-se diminuindo o fluxo de sangue no local, causando a
agregacao das plaquetas em resposta a liberagdo de ADP na presenga dos ions calcio,
formando a primeira camada de plaquetas. Estas plaquetas agregadas liberam ATP (adenosina
trifosfato) que é degradado a ADP por ATPase que facilita a maior agregagéo das plaquetas no
local da parede do vaso lesionado, sendo o suficiente para deter a hemorragia, constituindo a
primeira fase da coagulagao.

As plaquetas também sdo importantes na coagulagdo sangiinea por fornecer
fosfolipidio plaquetario (fator Il plaquetario que atua como um acelerador dos processos de
coagulagao) e por carrear varios fatores de coagulagdo em suas superficies.

Apés a formagdo da primeira camada, inicia-se um depdsito dos fatores de coagulagéo,
culminando com a transformacdo do fibrinogénio em fibrina, havendo um depdsito sobre as
plaquetas, formando um trombo que constitui a fase terminal da coagulagdo sanguinea.

Apds a formagéo do tampao hemostatico, iniciam-se os mecanismos fibrinoliticos, que
promovem a degradacéo enzimatica do fibrinogénio e da fibrina e outros fatores da coagulagéo
ativados, permitindo o reparo definitivo da lesdo vascular e o controle sobre os eventos
tromboéticos. A manutencao do sangue dentro dos vasos e a sua fluidez por dentro dos mesmos
€ mantida pelo equilibrio entre a coagulagao e a fibrindlise.

Funcédo resumo

» Adesdo — é a aderéncia das plaquetas no local da les&o. E efetuada por meio de seus
receptores de superficie para o colageno e facilitada pelo FvW que liga a plaqueta ao
colageno do subendotélio.

= Liberagao — promove vasoconstricao local e agregacao plaquetaria.

= Agregacio — Significa a ligacédo entre as plaquetas e é uma resposta a liberagado de
ADP na presenca do calcio.

7. 4. Hemostasia secundaria: fatores de coagulagao

A hemostasia secundaria compreende uma série de reagdes em cascata cujo resultado
final € a formagédo de fibrina a partir do fibrinogénio que consolida esse agregado e da
estabilidade ao coagulo.

A. Cascata de coagulagiao

A cascata de coagulagdo € um mecanismo complexo de reagbes seqlenciais que
culmina na formagéo de fibrina a partir do fibrinogénio. O conjunto de fatores que atuam na
coagulagao, a maioria proteases, esta representado na tabela 7.1. Os fatores de coagulagao
sao ativados predominantemente por exposi¢cdo a tromboplastina tecidual, expressada na
superficie das células edoteliais ou fibroblastos extravasculares. Logo apds a ativagao inicial,
os fatores vao se ativando seqliencialmente e amplificando o estimulo inicial por feedback. A
cascata de coagulacéao tradicionalmente se divide em sistema intrinseco, extrinseco e comum
(figura 7.1).

O sistema intrinseco ¢é a via que se inicia pelo contado do sangue com o colageno do
subendotélio da parede vascular traumatizada ou corpo estranho. Neste momento ocorre a
ativagao plaquetaria e do fator Xll que se ativa e subseqlientemente ativa o fator Xl (para essa
reagdo € necessaria a presenga de cininogénio de alto peso molecular, calicreina e
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precalicreina) este ativa o fator IX que ativa o fator VIII.

O sistema extrinseco se inicia por lesdo vascular ou contato com tecido extravascular
que contém uma proteina de membrana denominada fator tecidual. O tecido danificado
também libera tromboplastina que ativa o fator VIl (sistema extrinseco da coagulagio).

Tabela 7.1. Fatores de coagulagéo

, Meia vida
Fator Nome Local de sintese plasmética
I Fibrinogénio Figado 1,5 - 6,3 dias
Il Protrombina Figado, macréfagos 2,1 —4 .4 dias
Constituinte de fibroblastos e
1] Tromboplastina tecidual membrana plasmatica de
células musculares lisas
\% Célcio
\% Proacelerina Figado, macrofagos ;5 —24
oras
VIl Proconvertina Figado, macréfagos 1—6 horas
VIII:C Fator anti-hemofilico Figado 2,9 dias
IX Fator de Christmas Figado 24 horas
X Fator de Stuard - Prower  Figado, macréfagos gz 48
oras
Antecedente da .
Xl tromboplastina do plasma Figado (provavelmente) 30 horas
Xl Fator de Hageman Figado (provavelmente) :13;352
Xl Estabilizador da fibrina Figado (provavelmente) 4,5 -17,0 dias
Precalicreina Fator de Fletcher Figado (provavelmente) 35 horas
Cininogénio de
alto peso Fator de Fitzgerald Figado (provavelmente) 6,5 dias
molecular

Fonte: modificado de Thrall et al. (2004)

A ativacdo destes fatores, mais a presencga de fosfolipidios plaquetarios e calcio dao
inicio ao sistema comum, pela ativagcao do fator X que em conjunto com esses fatores ativam
a protrombina (fator Il) que se converte em trombina (fator Il ativado) que converte o
fibrinogénio em fibrina. Apds esta conversao, o fator Xlll confere estabilidade a esta fibrina
através de ligagdes covalentes entre seus mondmeros resultando numa malha firme de fibrina
sobre o endotélio lesado e o tampao plaquetario. A trombina é um potente pro-coagulante
capaz de acelerar as reagdes da cascata formando grandes quantidades de fibrina.
Recentemente um novo esquema, onde a ativagao inicial pela tromboplastina tecidual que
forma uma quantidade de trombina, que daria inicio a amplificagdo e ativagao dos sistemas
intrinseco, extrinseco e comum foi sugerido.

A vitamina K é essencial na formagéo de varias proteinas da coagulacdo. Os fatores
chamados vitamina K dependentes sao: I, VII, IX e X que estao distribuidos nos trés sistemas
da cascata de coagulagao. Sao sintetizados em uma forma afuncional (acarboxiladas) e sofrem
uma reacgao de carboxilagdo em que a vitamina K participa como cofator produzindo centro de
ligacédo para o calcio, necessario para sua fungao normal. Durante esta reacéo a vitamina K é
convertida num metabdlito inativo (vitamina K-epdxido). A enzima epodxido-redutase é
responsavel pela reciclagem deste metabdlito, convertendo-o para a forma ativa, razao pela
qual a necessidade diaria de vitamina K é pequena.

Desordens na cascata de coagulagédo conferem ao animal uma coagulopatia.
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CASCATA DE COAGULACAO

SIS A INTRINSECC i . L
SISTEMA INTRINSECO SISTEMA EXTRINSECO

Colageno do subendotélio IIT - Tromboplastina tecidual
XII — Hangeman
XI - Tromboplastna plasmatica
IX - Chnistmas

VIII - Anti-hemalitico

VII - Proconvertina

PF-3
IV - Calcio SISTEMA COMNTUN

N = Stuard

V — Faror Labil

Calcio

p Trombimna
IT - Protrombina < — XIIT .
—~f—» FIBRINA ———»p FIBRINA
ESTAVEL

Figura 7.1. Esquema simplificado da cascata de coagulacao.

7. 5. Hemostasia terciaria: fibrinodlise

A fibrindlise é ativada na mesma ocasido da coagulagdo, existindo um equilibrio
fisiologico entre as mesmas. A plasmina atua localmente no interior do coagulo degradando a
fibrina e é imediatamente removida da circulagao por liquidos organicos sistémicos.

Os produtos de degradagéao da fibrina (PDFs) formados pela agdo da plasmina sobre a
fibrina, sdo removidos por macréfagos.

7. 6. Testes laboratoriais para desordens hemostaticas

A seguir estdo os testes minimos a serem realizados para disturbios hemostéticos.
Outros testes especificos podem ser indicados apds o resultado dos preliminares.

A. Contagem de plaquetas

E a avaliagdo quantitativa das plaquetas. Valores acima da referéncia da espécie
conferem uma trombocitose e valores abaixo, uma trombocitopenia. A contagem pode ser
automatica ou em um hemocitdmetro. A amostra deve ser coletada de forma nao traumatica,
pois o trauma pode causar a ativagado plaquetaria com formacdo de agregados que podem
falsamente diminuir o nimero de plaquetas. Requer amostra com EDTA (etileno diamino-
tetraacetato de sédio ou potassio). A contagem em hemocitdmetro possui alto coeficiente de
erro (20 a 25%). A contagem em gatos é dificil devido ao grande tamanho das plaquetas.

As plaquetas podem ser estimadas pela observagdo no esfregago sanguineo com
objetiva de 100x. Deve-se contar no minimo 10 campos e fazer uma média:
= 10 a 20 plaquetas/campo = normal
= 4 a 10 plaquetas/campo = trombocitopenia
= < que 4 plaquetas/campo = severa trombocitopenia
» 1 plaqueta/campo = 15.000 a 20.000 plaquetas/uL
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A avaliagdo da morfologia das plaquetas também deve ser feita, a presenga de
macroplaquetas ou agregados plaquetarios exerce influéncia sobre a contagem e funcgao
plaquetaria e por isso devem ser descritos no laudo. Os valores normais de plaquetas/pL séo:
Cao: 200.000 a 500.000; Gato: 200.000 a 500.000; Equino: 100.000 a 600.000 e Bovino:
200.000 a 800.000.

B. Avaliagdo de medula 6ssea

Pode ser indicada em casos de trombocitopenia e trombocitose para a investigagdo da
causa, principalmente nos casos de trombocitopenia persistente e pancitopenia. A avaliagcédo
dos megacariécitos na medula 6ssea é baseada em seu numero por espicula e adequada
maturagédo. O numero normal de megacariécitos, em campo de pequeno aumento em um cao é
de um a trés. Para avaliagdo do estagio de maturagéo, levam-se em consideracéo trés grupos
de células: megacarioblastos, pré-megacaridcitos e megacariocitos. Em um cdo normal, cerca
de 70 a 84% da série megacariocitica sdo células maduras e 16 a 30% imaturas
(megacarioblastos e pro-megacariocitos).

Quando o0s megacariécitos estdo presentes, 0s possiveis mecanismos da
trombocitopenia sao: destruigdo ou consumo de plaquetas. Nestes casos 0 numero pode estar
aumentado. No caso dos megacariécitos estarem ausentes ou com maturagdo anormal, 0s
provaveis mecanismos sao: producao diminuida ou destruicdo de megacariocitos.

A avaliagdo da medula 6ssea é contra indicada nos casos de coagulopatias severas.
Pode ser indicada em casos de trombocitopenia para procurar 0 mecanismo. Megacariécitos
presentes: destruicdo ou consumo de plaquetas (devem estar aumentadas). Megacariécitos
ausentes com maturagao anormal: producao diminuida ou destruicdo de megacariocitos.

C. Teste de fungao plaquetaria
Tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) — tempo de sangria

E uma prova de fungdo plaquetaria e s6 tem valor diagnostico quando o nimero de
plaquetas estiver acima de 75.000 plaquetas/uL. O procedimento consiste em um corte de
0,5cm na mucosa oral onde se observa o tempo decorrido até a formagéo do primeiro coagulo.
O tempo normal varia de 1,7 a 4,2 minutos.

Se o numero de plaquetas estiver diminuido, o TSMO estara prolongado. Se o animal
estiver com anormalidades na hemostasia secundaria, o TSMO estara normal, porém pode
ocorrer sangramento posterior a formagao do tampéao inicial.

Existem outras técnicas para verificar o tempo de sangramento, como o corte da parte
viva de uma unha (no cao o sangramento deve cessar em 5 minutos e no gato em 3 minutos),
plano nasal e gengiva.

D. Tempos de coagulagao
Tempo de coaqulacao ativado (TCa)

E um teste bastante utilizado na clinica veterinaria por ser rapido e de facil execucdo. E
baseado na ativagdo da coagulacao pelo contato do sangue venoso com ativadores de contato,
portanto avalia o sistema intrinseco e comum da coagulagéo.

O método consiste em adicionar 2mL de sangue venoso em um tubo estéril, pré
aquecido a 37°C contendo proteinas de contato. Apés a adigdo do sangue deve-se colocar o
tubo em banho-maria observando-o a cada 5 a 10 segundos até a formagdo do coagulo. O
resultado do teste consiste no tempo decorrido da adigao do sangue a formagao do coagulo e é
medido em segundos. E pouco sensivel, necessita muita atengdo e auséncia de contaminag&o
com tromboplastina tecidual. Animais com trombocitopenia severa também podem alterar o
TCa. Anticoagulantes, alguns antibioticos, salicilatos e barbituricos também podem prolongar o
teste. Valores normais de TCa (segundos): Cdo: 60 a 90, Eqliino: 145 a 181 e Bovino: 127 a
163.

Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

O TTPa (ou tempo de cefalina) recebe a denominagao "tromboplastina parcial" porque
ele é efetuado com o emprego da cefalina, a qual é parte da tromboplastina, apos extragéo por
meio de cloroférmio.

O TTPa é o tempo que o plasma leva para formar coagulo de fibrina apés a mistura
com cefalina (tromboplastina parcial), caolim (ativa fator Xll) e calcio. A cefalina € um substituto
do fator plaquetario. Avalia o sistema intrinseco e comum. Requer amostra em citrato de sédio
a 3,8% na relacdo de 1:9 (anticoagulante:sangue) e plasma separado por centrifugacédo. Este
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teste mede a deficiéncia de fatores abaixo de 30%. Valores normais de TTPa (segundos): Cao:
6 a 16; Gato: 9 a 20; Equino: 27 a 45 e Bovino: 20 a 35.

Muitos tipos de ativadores de contato sdo usados comercialmente para o TTPa, deve-
se, portanto, proceder este teste em duplicata e de preferéncia concomitantemente com um
animal normal. Além de se estabelecer valores de referéncia locais. A coleta ndo traumatica é
extremamente importante, pois a contaminagdo com tromboplastina tecidual pode prolongar o
resultado do teste pela ativagdo do sistema extrinseco. A atividade do fator Xlll da coagulagao
nao € avaliada neste teste.

Esperam-se valores de TTPa prolongados em hemcofilicos, deficiéncia de fatores XiIl,
coagulagao intravascular disseminada (CID), venenos cumarinicos e doenga de von Willebrand
(dependendo da severidade).

Tempo de protrombina (TP)

O TP avalia o sistema extrinseco e comum pela adicdo de um fator tecidual,
estimulando a coagulagdo pela via extrinseca. Os procedimentos com a amostra séo
semelhantes aos do TTPa.

Método: Faz-se a adicdo de tromboplastina tecidual (fator extrinseco) consequente
recalcificagdo da amostra, cronometrando o tempo até a formagdo do coagulo de fibrina.
Valores normais de TP (segundos): Cao: 6,4 a 7,4; Gato: 7 a 11,5 e Eqliino: 9,5 a 11,5.

Os valores de referéncia variam na literatura, deve-se, portanto, proceder este teste em
duplicata e estabelecer valores de referéncia locais. Pode-se usar um paciente controle. Se a
diferenca for de mais de 5 segundos tem-se um problema de coagulagcdo. Espera-se TP
prolongado em deficiéncia do fator VII, CID, veneno cumarinico e deficiéncia de fator |
(fibrinogénio abaixo de 50mg/dl.)

E. Fibrindlise
Produtos de degradacéao da fibrina (PDF)

A fibrina é quebrada pela plasmina em fragmentos. O aumento de PDFs indicam
excessiva fibrindlise. O método utiliza aglutinagao em latex por kits comercias, € principalmente
utilizado para diagnéstico de CID, mas também pode estar aumentado apds cirurgia. Os
valores normais sdo Cao: < 40ug/mL; Gato: < 8ug/mL e Equino: < 16ug/mL.

Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma proteina de coagulacéo (fator | da coagulagéo) produzida pelo
figado. Também é chamado de proteina de fase aguda porque sua concentragdo no sangue
aumenta rapidamente em resposta a processos inflamatérios. A amostra de sangue deve ser
coletada com EDTA a 10%. O método consiste no aquecimento do plasma a 56-58°C por 3
minutos e posterior centrifugacdo. O aquecimento do plasma precipita o fibrinogénio e a
centrifugagdo o separa dos demais constituintes plasmaticos. Faz-se entdo a leitura das
proteinas plasmaticas totais por refratometria e posteriormente a leitura do plasma com o
fibrinogénio precipitado. A diferengca dos valores obtidos refere-se a concentragdo de
fibrinogénio plasmatico. Esta diminuido na CID. Valores normais de fibrinogénio (g/L): Cado: 1 a
5; Gato: 0,5 a 3; Cavalo: 1 a4; Bovinos: 2a 7.

7. 7. Distarbios hemostaticos

A. Desordens plaquetarias

A avaliagéo das plaquetas é realizada em dois niveis: quantitativos e qualitativos. Para
avaliagdo quantitativa faz-se a contagem de plaquetas e para a quantitativa o TSMO. A
trombocitopenia (nUmero reduzido de plaquetas) é a anormalidade mais comum das plaquetas.

Desordens plaquetarias quantitativas

Trombocitose

E o aumento do nimero de plaquetas acima do valor de referéncia para a espécie. A
trombocitose pode ser reativa ou primaria e ocorre com menos freqiéncia. As causas incluem
resposta: Reativa: doenga cronica, deficiéncia de ferro, hiperadrenocorticismo, neoplasias,
desordens no trato digestivo e doengas enddcrinas; Transitoria: mobilizacdo esplénica ou
pulmonar (exercicio); e Trombocitose maligna: leucemia granulocitica megacariocitica.
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Trombocitopenia

E a diminuigdo do nimero de plaquetas abaixo do valor de referéncia para a espécie A
trombocitopenia é a anormalidade mais comum encontrada nas plaquetas e provavelmente é a
causa mais comum de diatese hemorragica. Sdo cinco os mecanismos que podem levar a uma
trombocitopenia:

1. Producido diminuida de plaquetas: Esta relacionada com problemas ligados a medula
Ossea onde os megacariécitos se encontram reduzidos e geralmente cursa com pancitopenia.
E indicado, portanto fazer uma avaliagdo de medula éssea para diagnéstico diferencial. Dentre
as causas mais comuns, estdo as seguintes:

1.1. Mieloptise (geralmente pancitopenia): Células neoplasicas, Mielofibrose.

1.2. Drogas (geralmente pancitopenia): quimioterapia — antagonistas do acido félico (vitamina
B12), excesso de estrogeno — megacariocitopoiese reduzida e antibidticos e agentes anti-
fungicos.

1.3. Estagios crbnicos de doencas infecciosas: infecgdo por Ehrlichia canis: na fase crénica
causa hipoplasia medular, destruicdo imunomediada de precursores megacariociticos.

1.4. Redugéo seletiva de plaquetas (pancitopenia pode n&o estar presente): raros, e inclui
produgéo defeituosa de trombopoetina e hereditariedade ou congenicidade.

2. Destruigdo de plaquetas: E a diminuigdo das plaquetas na circulagéo por causas externas
a medula éssea. Os megacariécitos se encontram aumentados. E indicado fazer uma avaliagdo
de medula 6ssea para diagnostico diferencial de problema de produgéo. O principal mecanismo
€ a retirada das plaquetas da circulagéo pelo sistema mononuclear fagocitario (SMF). Dentre
as causas mais comuns, estdo os processos envolvendo Infecgdo (produtos de endotoxinas,
bactérias, virus), infecgdo por Ehrlichia canis na fase aguda e Anaplasma platys, tumores
(hemangioma e hemangiossarcoma), imunomediada ou auto-imune, e ainda por drogas:
podem servir como carreadoras de proteinas as quais revestem as plaquetas e sao
reconhecidas por anticorpos. Removidas pelo SMF.

3. Consumo de plaquetas: ocorre na coagulagao intravascular disseminada (CID). Nao é
condigao primaria e ocorre secundariamente a uma ampla variedade doengas. A CID também
interfere na fungdo plaquetaria e na cascata de coagulagéo. Atividade fibrinolitica produz
quebra da fibrina aumentando os produtos de degradagédo (PDF) que tém potente atividade
anticoagulante, aumentando a didtese. Os megacariocitos se encontram aumentados.

4. Seqiiestro ou distribuicio anormal de plaquetas: As principais causas sao:
esplenomegalia, hepatomegalia, hipotermia, endotoxemia, neoplasia.

5. Perda de plaquetas: ocorre devido a perda massiva de sangue ou transfusédo incompativel.

Desordens plaquetarias qualitativas (trombocitopatias)

As desordens plaquetarias qualitativas podem ser congénitas ou adquiridas. Se um
animal tem trombocitopatia, isto implica que existe uma falha no mecanismo de aderéncia
(plagueta + vaso), uma falha na liberacdo de constituintes intracelulares, falha no mecanismo
de agregacdo (plaqueta + plaqueta), fosfolipidio (FP-3), ou qualquer combinagdo destes
fatores. O numero de plaquetas pode estar normal.

Desordens congénitas

1. Doencga de von Willebrand (DvW): pode afetar varias espécies animais e o homem. O
Fator de von Willebrand é uma glicoproteina multimérica produzida por megacariécitos e
células endoteliais que facilita a adesdo da plaqueta ao colageno e vaso sanguineo, a
agregacao plaquetaria no plasma se associa com fator VIl estabilizando este fator e
aumentando seu tempo de circulacdo. E a mais comum das desordens de sangramento
hereditarias, sendo reconhecidas em mais de 54 racas de caes. Existem trés tipos da doenca
de acordo com o tipo de defeito na molécula ou fungao:

Tipo I: multimeros normais, mas diminuidos. Severidade variavel é a forma mais comum,
comum em Dobermanns; Tipo Il: multimeros com defeito de fungéo, de severidade variavel,
comum em Pointer Alemao; Tipo lll: forma mais severa, comum no Scottish Terrier.

2. Trombopatia trombasténica canina: falha na agregacao, ocorre em Otter hounds, Scottish
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terriers, foxhounds.

3. Sindrome do Chediak-Higashi: granulos lisossdmicos gigantes, com agregacao plaquetaria
diminuida, observada em bovinos e gatos.

Desordens adquiridas

Sao multifatoriais, mas essencialmente envolvem defeitos de ativagdo, aderéncia,
agregacdo e reacdo de liberacdo por causa de substancias anormais no plasma ou
anormalidade estrutural adquirida.

1. Doen¢a renal com uremia: adesividade reduzida ao endotélio. Esta anormalidade das
plaquetas se deve aos metabdlitos da uréia como o acido guanidino succinico e fendlico.

2. Coagulagao intravascular disseminada (CID): Os produtos de degradagdo da fibrina
formados na CID envolvem as plaquetas e reduzem a sua aderéncia além de bloquearem os
receptores de fibrinogénio, reduzindo a agregagédo. Também ocorre trombocitopenia, consumo
dos fatores de coagulagao e aumento dos PDFs.

3. Disproteinemias (macroglobulinemia) ou mieloma multiplo: Afetam a membrana da
plaqueta diminuindo a aderéncia.

4. Drogas

4.1. Antiinflamatérios néo esteroidais: A. Acido acetilsalicilico: Inibe Tromboxano A; (iniciador
da agregacdo plaquetéaria). A inibicdo é irreversivel, portanto a fungédo plaquetéaria fica
dependente de uma nova produgao. B. Ibuprofeno, fenilbutazona e indometacina causam
inibicao plaquetaria reversivel.

4.2. Outras drogas: Sulfonamidas, penicilinas, tranquilizantes prozaminicos causam respostas

variaveis.

B. Coagulopatias
O termo coagulopatia refere-se a deficiéncia ou defeito de um ou mais fatores da

coagulacao. Estas podem ser congénitas ou adquiridas e geralmente estdo associadas a falha
na sintese dos fatores de coagulagao

Coagulopatias hereditarias
S0 causadas por problemas de conteido genético. Sempre suspeitar quando frente a
animais jovens, com raga definida que apresentem diatese hemorragica.

Hemofilia A — Fator VI

Conhecida também como hemofilia classica, a hemofilia A se caracteriza pela auséncia do
fator VIII da coagulagéo ou globulina anti-hemofilica e acomete principalmente animais jovens.
E uma doenca congénita hereditaria caracterizada por hemorragias espontaneas ou causadas
pelos menores traumatismos. Causa sangramento severo em caes, cavalos, gatos e bovinos
Hereford. Também pode ocorrer hemartrose, hematomas e sangramento pelo trato
gastrointestinal e urogenital.

E referida como uma doenga recessiva ligada ao cromossomo x, o que significa que o gene
defeituoso esta localizado no cromossomo feminino ou “x” agindo como caracteres recessivos
ligados ao sexo, portanto afetando apenas machos. O tratamento é feito por transfusdo de
sangue fresco, plasma ou crioprecipitado. A argenina-vasopressina sintética (DDAVP) pode
promover a liberagéo do fator VIII dos hepatécitos para a circulagao. O diagnoéstico laboratorial
inclui Tempo de sangramento normal (diferencial de vWD), TP normal e TTPa prolongado.

Hemofilia B — Fator IX

E também conhecida como doenga de Christmas e se caracteriza pela auséncia do fator
hemofilico B ou fator IX. Assim como na hemofilia A é ligada ao sexo e afeta somente machos,
com ocorréncia rara em caes e gatos. O perfil de diagndstico é semelhante a hemofilia A, para
diferencia-las e necessario testes especificos em laboiratérios especializados. O diagnéstico
laboratorial é feito com Tempo de sangramento: normal, TP: normal e TTPa: prolongado.

55



Lopes, Biondo e Santos. Santa Maria, 2007

Doenca de von Willebrand — (DvW)

A DvW é uma trombocitopatia hereditaria que em quadros severos afeta a estabilidade do
fator VIIl gerando uma coagulopatia apesar do fator VIII ndo estar deficiente. E a mais comum
das coagulopatias congénitas (54 racas). O diagnostico é obtido tendo-se Tempo de
sangramento prolongado (diferente das hemofilias), TP: normal, TTPa: prolongado.

Outros fatores:

Deficiéncia de fator VII - sistema extrinseco: Afeta varias ragas de caes, principalmente os
Beagles. No diagndstico observa-se TP: prolongado e TTPa: normal.

Deficiéncia de fator Xll - sistema intrinseco: as principais racas de caes afetadas sao:
poodle, pointer alemao e sharpei. Também afeta gatos. Diagnéstico com TP: normal e TTPa:
prolongado.

Deficiéncia de fator Xl - sistema intrinseco: Afeta cdes e cabras. Diagnostico com TP:
normal e TTPa: prolongado.

Deficiéncia de fator X - Sistema comum: Afeta Cocker Spaniel e Jack Russel Terrier.
Diagnéstico com TP: prolongado e TTPa: prolongado.

Coagulopatias adquiridas

Deficiéncia de Vitamina K

A vitamina K é essencial na formagéo de varias proteinas da coagulacdo. Os fatores
vitamina K-dependentes sao: Il, VII, IX e X, portanto um problema relacionado com a vitamina
K afeta os trés sistemas. Esses fatores s&do sintetizados em uma forma afuncional
(acarboxiladas) e sofrem uma reagédo de carboxilacdo em que a vitamina K participa como
cofator, produzindo centro de ligagdo para o calcio, necessario para sua fungao normal.
Durante esta reacao a vitamina K é convertida num metabdlito inativo (vitamina K-epdxido). A
enzima epoxido-redutase é responsavel pela reciclagem deste metabdlito, convertendo-o para
a forma ativa, razédo pela qual a necessidade diaria de vitamina K é pequena. Dentre as
principais causas de problemas hemostaticos relacionados com a vitamina K est&o:
= Ingestdo de rodenticidas anticoagulantes que levam a inibicdo desta enzima, e a rapida

deplegéo dos estoques de vitamina K do organismo (ex: warfarina e cumarinicos).
= Deficiéncia de sais biliares no intestino: impede a absorgéo da vitamina K que é lipossoluvel.
= Doenca hepatica pode resultar na falta de utilizacdo da vitamina.

O diagnéstico laboratorial tipico inclui TP: prolongado e TTPa: prolongado.

Doenca hepatica
O figado é o local de sintese de proteinas da coagulacédo (fatores protéicos).

Problemas de coagulagdo causados por doenga hepatica s6 acontecem em casos severos,
nestes casos todos os sistemas da coagulacao sao afetados, pois todos os sistemas possuem
fatores produzidos pelo figado. Cerca de 50% dos gatos com lipidose hepatica podem
apresentar problema. O diagndstico da doenga hepatica deve ser feito com uma boa avaliagdo
clinico-laboratorial e previamente aos testes de coagulacdo deve-se utilizar os testes lesédo e
fungdo hepética, bidpsia e pungao por agulha fina, diagndstico por imagem, etc. Devido a meia
vida do fator VII ser curta, a determinagédo da atividade deste fator é utilizada como auxilio
diagnéstico de doencga hepética aguda ou crénica.
O diagnéstico laboratorial pode incluir TP: prolongado e TTPa: prolongado.

Coaqulacao Intravascular Disseminada (CID)

E um disturbio na qual ocorre trombose intravascular difusa com excessiva ativacdo da
coagulacdo. E uma doenca secundéaria de consumo e deve-se sempre buscar a causa. Ela se
manifesta como um defeito hemostatico causado pela redugédo dos fatores da coagulagdo e
plaquetas, resultando da sua utilizacgdo no processo tromboético. As propriedades
anticoagulantes dos PDFs gerados pela ativagdo do sistema fibrinolitico também contribuem
para o defeito hemostatico. Varias doengas ativam a cascata de coagulagdo, consumindo
fatores e plaquetas. Os principais fatores consumidos sao: V, VII, e | (fibrinogénio).

As causas incluem: 1. Aumento do contato — ativagédo do sistema intrinseco (viremia,
endotoxemia) e 2. Aumento da Tromboplastina tecidual - ativa sistema extrinseco
(trauma/necrose tecidual e hemdlise intravascular). Como conseqliiéncias pode haver
sangramentos e disfungéo de 6rgaos pela deposigao de fibrina, ou ainda anemia hemolitica.
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O diagnéstico laboratorial de suspeita inclui TP: prolongado, TTPa/TCa: prolongado,
PDF: aumentado, Contagem de Plaquetas: diminuida, Tempo de sangramento: prolongado,
Fibrinogénio: diminuido, fragmentos de eritrécitos podem ser vistos no esfregago sanguineo.

Acidente ofidico

O veneno das serpentes do género Bothrops possui agao anticoagulante, proteolitica e
vasculotdxica, afetando todas as fases da hemostasia principalmente pelo consumo de
fibrinogénio que gera incoagulabilidade sanguinea.

Avaliagao clinico-laboratorial

A avaliacao para as desordens hemostaticas depende de uma histéria clinica detalhada
e de um bom exame fisico. Na histéria clinica deve-se destacar histéria de sangramentos,
trauma, cirurgia e levar em consideracao idade, sexo, raga e terapia com drogas. No exame
fisico deve-se observar o tipo de sangramento. Hemorragias superficiais como petéquias e
equimoses sdo sinais de problemas na hemostasia primaria (trombocitopenia ou
trombocitopatia) ou lesdo vascular. Hemorragias, hematomas e hemartroses sao provaveis
sinais de problemas na hemostasia secundaria, ou seja, nos fatores de coagulagao.

Quando um animal apresentar quadro de hemorragias superficiais, aconselha-se a
seguir os seguintes passos:
1. Contagem de plaquetas: no caso de uma trombocitopenia, procurar a causa. Os possiveis
mecanismos para a trombocitopenia sdo: produgao diminuida, destruigdo, consumo, sequestro
ou perda. Para diferenciar problemas de produgao pode-se fazer aspirado de medula éssea e
observar o numero e morfologia dos megacariocitos. No caso das plaquetas estarem em
numero normal, seguir 0 passo 2.
2. Tempo de sangramento na mucosa oral: no caso do tempo estar prolongado, tem-se uma
trombocitopatia, deve-se, portanto diferencia-la em congénita ou adquirida. No caso do tempo
de sangramento estar normal, deve-se suspeitar de desordem vascular.
3. Testes de coagulagdo: séo indicados quando na suspeita de coagulopatias. Coagulopatias
congénitas e ou hereditarias sdo mais freqlientes em animais jovens e de raga definida. Os
sinais mais comuns sao hemorragias e hematomas. Deficiéncias de fatores de coagulagao néo
tendem a formar petéquias e equimoses, porém os testes plaquetarios devem ser realizados
previamente, pois trombocitopenias severas podem causar sangramentos confundindo o
diagnéstico e deve-se estar atendo a coagulopatias adquiridas como CID que afeta as trés
fases da coagulagdo e com a DvW que apesar de ser uma trombocitopatia pode gerar
sangramento pela interferéncia no fator VIl da cascata.

7.8. Hemostasia — Aves

Nas aves a hematopoiese se da fora da medula éssea. O mesénquima embrionério da
origem a “ilhas de sangue” de células na aorta e saco vitelinico. Os eritrocitos nas aves séo
provenientes do endotélio destas ilhas e os trombécitos (semelhante as plaquetas)
provavelmente sdo provenientes da mesma origem, porém de outra linhagem progenitora
mononuclear que ndo a megacariocitica, portanto a trombopoiese nas aves € intravascular. Os
trombdcitos nas aves sao ovais e assim como os eritrocitos possuem nucleo.

Os valores de referéncia para trombdécitos na maioria das espécies varia de 20.000 a
30.000/pL ou 10 a 15 trombdcitos para cada 1000 eritrocitos. Agrupamentos de trombdcitos
sdo bastante comuns dificultando a contagem.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 7: testes de hemostasia

Tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) — tempo de sangria

Como ja referido, € uma prova de fungao plaquetaria e s6 tem valor diagnéstico quando
0 numero de plaquetas estiver acima de 75.000 plaquetas/uL. O procedimento consiste em um
corte de 0,5 cm na mucosa oral onde se observa o tempo decorrido até a formagéo do primeiro
coagulo. O tempo normal varia de 1,7 a 4,2 minutos. Existem outras técnicas para verificar o
tempo de sangramento, como o corte da parte viva de uma unha (no cdo o sangramento deve
cessar em 5 minutos e no gato em 3 minutos), plano nasal e gengiva.
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Tempo de coagulagao de Lee White — tempo de coagulagao

O tempo de coagulagéo de Lee White avalia qualitativamente a hemostasia secundaria,
ou seja o sistema da cascata de coagulacdo. Para tanto, deve-se realizar a colheita de sangue
sem anticoagulante (se possivel 3mL), e neste momento disparar o cronémetro. Colocar 1mL
de sangue em cada um de trés tubos, e leva-los ao Banho Maria a 37 °C. A cada 30 segundos,
verificar a coagulagdo completa do primeiro tubo, por inversao parcial do tubo. Apds ocorrer a
coagulagdo do primeiro tubo, fazer o mesmo no segundo tubo. Em seguida, realizar
procedimento semelhante no ultimo tubo; o tempo deste ultimo tubo é o tempo de coagulagéo.
O uso de trés tubos consecutivos torna o tempo de coagulagdo mais préximo da realidade,
visto que o movimento dos tubos para visualizar a coagulagdo auxilia na antecipagdo da
coagulagao do referido tubo.

Contagem de plaquetas

Contagem na camara de Neubauer

=  Tomar o frasco com sangue mais anticoagulante e homogeneizar;

=  Com a pipeta de Thoma para glébulos vermelhos, aspirar o sangue até a marca 1;

= Limpar o sangue da parte externa da pipeta com gaze;

=  Diluir em seguida com solugéo de oxalato de aménio a 1% (liquido de Brecher) até a marca
101;

Agitar por aproximadamente 5 minutos;

Desprezar as primeiras gotas e encher a camara de Neubauer por capilaridade;

Deixar a cAmara em repouso por 20 minutos;

Contar as plaquetas dos 5 quadrados pequenos centrais de cada lado da camara
totalizando 10 quadrados (figura 7.2) e multiplicar por 2500.

Contagem estimativa no esfregago sanguineo

= Na objetiva de 100x do microscopio;

Contar no minimo 10 campos e fazer uma média;

10 a 20 plaquetas / campo = normal;

4 a 10 plaquetas / campo = trombocitopenia;

< que 4 plaquetas / campo = severa trombocitopenia;
= 1 plaqueta = 15.000/uL.

Total: Total:
L B
Total: ___ Total:
H —_— ]
- Total: _______ Total:
H e
H
. Total: Total:
em L= Total: _______ Total:
CAMARA DE NEWBAUER TOTAL: TOTAL:
X 2500'= ful

TOTAL

FIGURA 7.2. - Esquema da camara de Newbauer — Contagem de plaquetas. Utilize a area
central para contar as plaquetas na sua aula pratica, escrevendo os respectivos nimeros das
contagens parciais nos respectivos quadrados.
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Compare os valores encontrados na camara de Neubauer com a contagem estimativa
na lamina. Observe para a presengca de macroplaquetas e agregados plaquetérios. Os
agregados plaquetarios inferem contagens diminuidas das plaquetas, caso presentes, uma
nova colheita deve ser efetuada.

Diluicdo em tubo de ensaio (macrodiluicio)

Em um tubo de ensaio colocar 2mL da solugao diluente;

Acrescentar 20 uL de sangue homogeneizado;

Homogeneizar a solugéo final por inversao do tubo;

Preencher a cAmara de Neubauer com o auxilio da pipeta ou de um tubo capilar;
o Contar as plaquetas dos 5 quadrados pequenos centrais de cada lado da camara
totalizando 10 quadrados e multiplicar por 2525.

(el el elNe]

Calculo do fator

Calculo da Camara de Neubauer para contagem de plaguetas

Area central: 1mm? Volume da area central: 1/10mm°
Profundidade: 1/10mm Volume de cada quadrado médio central: 1/250mm?
Diluicdo da pipeta: 1/100 Numeros de quadrados médios centrais contados: 10
Portanto: 10 X 1 = 10 = 1 Ou seja,
252,5 100 25250 2525 o fator é x 2525

Observagio: 1pl = 1mm?®

7. 9. Atividade extra: coagulograma

Colheita da amostra para coagulograma

O sucesso dos exames de coagulagdo depende de uma colheita cuidadosa e
anticoagulante correto e na propor¢cao exata. Deve-se evitar garroteamento prolongado e
sucessivas pungdes. Essas praticas contaminam a amostra com substancias teciduais e
podem alterar os exames com a formagéo de coagulos.

O sangue deve ser fresco, pois os fatores de coagulagdo possuem vidas médias curtas
e o material de colheita deve ser plastico e os tubos siliconados. O vidro pode agir como fator
de contato e ativa o sistema intrinseco da coagulagao.

Para contagem estimativa na lamina utiliza-se tubos com EDTA (tampa roxa), para os
tempos de coagulacao (TTPa e TP) utiliza-se tubos com citrato de sédio (tampa azul) e para o
tempo de coagulagéo ativado, amostra sem anticoagulante.

Anticoagulante: Citrato de s6dio

Modo de agdo: quelante de calcio, com a formacgao de sais insoluveis.

Uso: E o anticoagulante de escolha para provas de coagulagdo (tempo de protrombina, tempo
de tromboplastina parcial ativada) por ser um quelante fraco onde o processo é facilmente
revertido sendo possivel mensurar os tempos de coagulagdo a partir da adicdo de calcio. A
proporcéo indicada para os testes € de 1 parte de anticoagulante para 9 de sangue. A amostra
deve ser centrifugada e separada rapidamente e o plasma é utilizado.

Tempo de coagulagao ativada

» Coletar amostra de sangue venoso sem anticoagulante;

= Adicionar imediatamente 2mL num tubo pré aquecido a 37°C contendo diatomaceous earth
(ativador de contato);

= Disparar o crondbmetro e colocar o tubo em banho-maria e observar a cada 5 a 10
segundos até a formagéo do coagulo;

= Ao formar o coagulo, parar o crondmetro e observar o tempo decorrido.
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MODULO 2: BIOQUIMICA CLINICA

PARTE 8: FUNGCAO RENAL

8. 1. Fungoes dos rins

O rim dos mamiferos é um 6rgédo de grande importancia, encarregado de uma série de
responsabilidades relacionadas a manutencdo da homeostasia corporal e controle da maior
parte dos constituintes dos liquidos organicos. Suas fungbes basicas séo:

1. Eiltrar o sangue e_excretar os produtos terminais do metabolismo corporal que s&o inuteis ao
organismo;

2. Recuperar o material filtrado necessario ao organismo como proteinas de baixo peso
molecular, agua e eletrdlitos;

3. Manutenc¢ao do equilibrio acido-basico pela retengao ou eliminagao de agua ou eletrolitos;

4. Producao e liberacdo de hormdnios que exercem um papel vital no controle da pressao
sangulinea sistémica (renina) e na produgéo de células sanglineas vermelhas (eritropoietina).

8. 2. O néfron

A unidade funcional do rim é o néfron, o conhecimento da sua fung¢ao é essencial para

entender a fungao renal. O niumero de néfrons varia consideravelmente entre as espécies, de
190.000 néfrons/rim no gato a 4.000.000 néfrons/rim no bovino. Ele é composto por varios tipos
celulares incumbidos de efetuar funcdes individuais, e preparados para responder, quando
necessario, a uma série de sinais diretos e indiretos. O néfron é formado pelo glomérulo que é
responsavel pela filtragdo e pelo sistema tubular que é dividido em varios segmentos, onde o
liquido filtrado é transformado em urina durante o seu trajeto até a pelve renal.
Os dois rins juntos recebem aproximadamente 25% do débito cardiaco. O sangue entra no
glomérulo pela arteriola aferente e sai pela arteriola eferente. O glomérulo € uma rede de até
50 capilares paralelos, ramificados e anastomosados, recobertos por células epiteliais e
envoltos pela capsula de Bowman. A pressao do sangue no glomérulo acarreta a filtragdo do
liquido para o interior da capsula de Bowman, e a partir dai, o liquido flui para o tabulo
proximal, localizado no cértex renal juntamente com o glomérulo.

Do tubulo proximal, o liquido passa para a Al¢a de Henle, que mergulha na massa
renal, com algumas das algas atingindo a parte inferior da medula renal. Cada alga é dividida
em ramo descendente e ascendente. A porcdo descendente e a extremidade inferior da
ascendente sdo extremamente finas, sendo chamadas segmento delgado da alga de Henle.
A outra porgao da alga ascendente possui mesma espessura das outras porgdes tubulares, e é
denominada de segmento espesso do ramo ascendente. Apds passar pela al¢a de henle o
liquido atinge o tuabulo distal, no cértex renal. Até 8 tubulos distais formam o tabulo coletor,
que volta a mergulhar na medula e sua extremidade passa a constituir o canal coletor. Os
canais coletores unem-se para formar canais coletores maiores. Estes irdo se langar na
pelve renal pelas papilas renais que sdo projecbes da medula que fazem protusdes para
dentro dos calices renais (recessos da pelve renal).

A medida que o filtrado glomerular flui através dos tubulos, mais de 99% de sua agua e
quantidades variaveis de seus solutos sdo reabsorvidos normalmente para o sistema vascular,
e pequenas quantidades de algumas substancias sdo também secretadas para os tubulos. O
restante da agua tubular e das substancias dissolvidas passa a constituir a urina (Figura 8.1).

Uma rede de capilares peritubulares responsabiliza-se pela irrigagcado sanguinea do rim.
Esta rede recebe o sangue proveniente das arteriolas aferentes apds passagem pelo
glomérulo.

A fungao basica do néfron consiste em “depurar” o plasma sanglineo de substancias
indesejaveis como os produtos finais do metabolismo proteico (uréia), muscular (creatinina),
acido urico e uratos. Os ions sadio, potassio, cloro e hidrogénio que tendem a acumular-se em
quantidades excessivas também sao filtrados pelos néfrons. Os mecanismos basicos da fungéo
renal sao filtragdo, reabsor¢cdo de substancias necessarias para o metabolismo e secrecdo
(tabela 8.1).
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FIGURA 8.1. Esquema ilustrativo das atividades de absorgao, reabsorgao e excregao em
cada parte da estrutura do néfron.

Tabela 8.1. Estruturas renais e suas fungdes de acordo com os segmentos celulares

ESTRUTURA

FUNCAO

Glomérulo

Filtracdo do sangue

Tubulo proximal

Reabsorgéo volumosa da agua e solutos filtrados

Segmento delgado da al¢a de Henle

Manutengao da hipertonicidade medular pelo mecanismo
de contra-corrente

Segmento espesso do ramo ascendente da

alca de Henle

Reabsorgédo de NaCl , geragéo da hipertonicidade medular,
diluicho do fluido tubular e reabsorgcdo de cations
divalentes

Tubulo contornado distal

Reabsor¢gdo de NaCl, diluicdo do fluido tubular e
reabsorcdo de cations divalentes

Sistema de ductos coletores

Controle final da taxa de excregdo de eletrolitos, controle
acido—base e da agua

8. 3. Filtragao glomerular

O glomérulo constitui uma rede de capilares especificamente designado para reter
componentes celulares e proteinas de alto e médio peso molecular no sistema vascular
enquanto provem um fluido tubular que inicialmente possui uma composicado eletrolitica e
aquosa idéntica a do plasma. O fluido tubular inicial € chamado de filtrado glomerular e o seu
processo de formagao é conhecido como filtragao glomerular. A taxa de filtragdo glomerular
(TFG) é um parametro para avaliagdo da fungao renal.

O tufo glomerular é coberto por uma camada de células epiteliais denominada Capsula
de Bowman. A area entre o glomérulo e a capsula de Bowman é denominada espago de
Bowman onde é o sitio da colecdo de filtrado glomerular que vai desembocar no primeiro
segmento tubular, o tubulo proximal.

A estrutura dos capilares glomerulares é importante para determinar a taxa e
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seletividade da filtragcdo glomerular. A permeabilidade desses capilares é de 100 a 500x maior
comparado a um capilar normal. A presenga de numerosas fenestras nas células endoteliais
dos capilares glomerulares permite esta permeabilidade. Devido a isso, o volume filtrado
produzido € muito grande porém com uma grande seletividade para tamanho molecular. A
membrana glomerular é praticamente impermeavel a todas as proteinas plasmaticas, porém é
altamente permeavel a outras substancias dissolvidas no plasma normal. Essa permeabilidade
seletiva é responsavel pelas diferentes taxas de filtragdo do sangue. Em condi¢gées normais, o0s
componentes celulares e proteinas plasmaticas de tamanho igual ou superior ao da albumina
(aproximadamente 6nm), ndo atravessam a barreira de filtracdo enquanto a agua e os solutos
sdo livremente filtrados. Outro aspecto é a carga elétrica das proteinas plasmaticas. A parede
glomerular possui glicoproteinas de carga elétrica negativa incorporadas a membrana basal
que repelem negativamente proteinas plasmaticas de carga negativa reduzindo a passagem
pela barreira de filtragcdo. O formato e a deformidade também sdo aspectos relevantes na
filtragao.

O alto grau de seletividade da membrana esta relacionado ao tamanho dos poros
(permite a passagem de proteinas até 8nm) e a elevada negatividade dos poros glomerulares
que repulsam moléculas protéicas.

A composigao do filirado glomerular é semelhante ao liquido intersticial (solutos e eletrdlitos).
Diariamente, o ritmo de filtragdo glomerular no cao é de 53,3 litros/dia. O filtrado difere do
plasma por ndo possuir suficiente quantidade de proteinas.

8. 4. Reabsorgao e secregao tubular

A reabsorcgao tubular € um processo seletivo que ocorre nos tubulos proximais, alga de
Henle, tubulo distal e canal coletor. Nesse processo, 99% do filtrado glomerular é reabsorvido
pelo epitélio onde a glicose e aminoacidos sdo totalmente reabsorvidos e K+ e H+ séo
eliminados.

O rim é o responsavel pelo transporte ativo da glicose, aminoacidos, ca®, K', CI,
H,CO,, P* e ions urato. A glicose e os aminoacidos s&o transportados da luz tubular através da
borda em escova pelo processo co-transporte de sédio onde se fixam a proteina carreadora do
s6dio que penetra na membrana e desloca ambos os compostos. Dentro da célula ha
separacao da proteina carreadora e essa desloca-se por difusdo facilitada para os capilares
peritubulares.

Os tubulos proximais sdo altamente permedaveis a agua e o transporte ocorre de
maneira passiva através do epitélio tubular. Quando os diferentes solutos sao transportados
para fora do tubulo e através do epitélio tubular, a concentragdo produz osmose de agua na
mesma direcdo em que foram transportados os solutos. Algumas por¢des do sistema tubular
sdo muito mais permeaveis a agua que outras e isso € importante no mecanismo de controle
da concentragao urinaria.

Aproximadamente metade da uréia permanece no liquido tubular, aumentando a sua
concentragdo. A diferenca da concentragao de uréia que se estabelece entre o liquido tubular e
peritubular permite a difusdo. Este mesmo efeito ocorre também para outros solutos tubulares
que ndo sdo reabsorvidos ativamente, mas que sdo difusiveis através da membrana tubular.
Uma grande proporgdo de uréia permanece nos tubulos e é perdida na urina habitualmente
cerca de 50% de toda quantidade que penetra no filtrado glomerular. A permeabilidade da
membrana tubular para reabsorgéo de creatinina, insulina (um grande polissacarideo), manitol
(um monossacarideo) e sacarose € nula, o que significa que uma vez que essas substancias
foram filtradas para dentro do filtrado glomerular sdo na totalidade eliminadas pela urina.

O controle da permeabilidade do canal coletor a agua é feito pelo ADH. Em situagdes
onde ha secregdo excessiva desse hormbnio, a agua é reabsorvida para o intersticio medular
em grandes quantidades, reduzindo assim o volume de urina e concentrando a maioria dos
solutos. A segunda caracteristica importante do epitélio do canal coletor é sua capacidade de
secretar H+, contra um gradiente muito alto desses ions; desempenhando um papel
extremamente importante no controle do equilibrio acido-basico dos liquidos corporais.

8. 5. Fatores que afetam a filtragdo glomerular

Os rins possuem habilidade para manter a taxa de filtragdo glomerular (TFG) dentro
dos padrdes fisiologicos em um nivel relativamente constante a despeito das mudangas de
pressao sanguinea e do fluido sanguineo renal. A TFG é controlada pela modulagdo da
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pressdo sangiinea sistémica e volume intravascular, pelo controle intrinseco do fluxo
sanguineo renal, pressao capilar glomerular e o coeficiente de ultrafiltracdo (Cf). Esses efeitos
sdo mediados primariamente por fatores humorais, sendo o mais importante o sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAA). O controle intrinseco da perfusdo capilar glomerular é
mediado também por sistemas de controle da resisténcia do fluxo nas arteriolas aferentes e
eferentes. Estes dois sistemas autoreguladores sdo, o reflexo miogénico e o feedback
tubuloglomerular.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € um mecanismo importante no controle da
TFG e fluxo sangiineo renal (FSR). A renina € um horménio produzido por células
especializadas da parede da arteriola eferente, as células mesangiais granulares
extraglomerulares. A liberagao da renina é estimulada por uma diminui¢do da pressao de
perfusao renal (figura 8.2).

Retencéo
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FIGURA 8.2. Esquema representativo do sistema renina-angiotensina-aldosterona no controle
da TFG.

Niveis elevados de angiotensina Il também estimulam a produgdo e liberacdo de
prostaglandinas vasodilatadoras renais (PGE; e PGl,) que s&o fatores moderadores do sistema
renina-angiotensina-aldosterona. A fungdo deles é contrapor ao efeito vasoconstrictor da
angiotensina Il na vascularizac&o intrarenal e auxiliar na manutencdo da resisténcia renal
vascular em niveis normais ou proximos do normal. Sem este efeito, a vasoconstricao
generalizada resultaria numa reducdo da TFG e FSR, a despeito da elevagdo da presséo
sanguinea.

8. 6. Urinalise

A. Colheita
A colheita da urina é de fundamental importancia e varia de acordo com a espécie. A
urina pode ser obtida das seguintes formas:

Miccao natural

A amostra de urina pode ser obtida no momento da micgao natural, por meio de
recipiente direcionado oportunamente. Mais indicado para grandes animais, principalmente
pela dificuldade de cateterizagdo. A micgdo pode ser estimulada em bovinos e equinos por leve
massagem perigenital. Em caes pode-se estimular a mic¢éo realizando um breve passeio.
Deve-se desprezar a porgao inicial da amostra de urina colhida por mic¢ao natural, pois podera
conter detritos celulares, leucdcitos e exsudato provenientes da uretra, prepucio e trato genital.

63



Lopes, Biondo e Santos. Santa Maria, 2007

Cateterismo

A amostra de urina pode ser obtida por cateterismo vesical, utilizando-se sondas
apropriadas para a espécie, sexo e tamanho do animal. Indicado quando ha necessidade
rapida de colheita, ou quando terapéutico, como em urolitiases ou cirurgias.

Deve-se tomar cuidado para evitar contaminagdo com substéncias que possam
interferir na urinalise, a exemplo das substancias lubrificantes; evitar a traumatizagao da uretra.

Cistocentese

Constitui a técnica de colheita de urina mais adequada para animais de pequeno porte
pela facilidade, baixo custo e confiabilidade no resultado do exame. Especificamente indicada
para obtenc&do de amostras destinadas a cultura bacteriana e antibiograma.

A cistocentese so6 é praticavel quando a bexiga estiver com volume de urina suficiente,
permitindo a puncdo sem riscos de injdrias aos 6rgdos abdominais. O paciente deve ser
preparado com tricotomia e antissepsia local e o procedimento deve ser realizado com auxilio
de uma seringa estéril de 10 ou 20mL e agulha hipodérmica 25x7/30x8. Para facilitar a
identificagdo do 6rgao, pode-se fazer a pungdo com auxilio da ultrassonografia.

B. Acondicionamento

A urina deve ser colhida em recipiente limpo, podendo ser de vidro ou plastico e
obrigatoriamente estéril se a amostra for submetida a isolamento bacteriano e antibiograma. Se
a amostra de urina nao for analisada imediatamente apds a colheita, os frascos escuros sao
preferiveis pois a luz ambiental pode ocasionar a degradacao de certos constituintes da urina,
tais como bilirrubina e urobilinogénio, em menos de uma hora.

A primeira urina da manha é preferivel, pois provavelmente contém os elementos de
significado diagnostico, enquanto a ingestao de liquidos durante o dia dilui a urina.

Sempre que possivel, a amostra deve ser processada imediatamente apds a colheita,
pois apos 2 horas ja ocorrem alteragdes dos componentes iniciais. Podem ser verificadas
alteracbes quimicas e fisicas em um breve espacgo de tempo quando a amostra for deixada a
temperatura ambiente. Nesse caso, as bactérias, quando presentes, proliferam rapidamente e
se forem redutoras de uréia irdo alcalinizar a amostra. A urina alcalina, por sua vez, tende a
dissolver os cilindros e ocasionar a cristalizagdo dos solutos alterando o aspecto macro e
microscopico da urina.

Uma boa maneira de conservar a urina € manté-la em temperatura de refrigeragao (1 a
4°C) por até 12 horas pés colheita, tomando-se o cuidado de deixar a urina retomar a
temperatura ambiente previamente ao exame. Temperaturas inferiores a de refrigeracao
podem elevar a densidade especifica da amostra e podem degradar os constituintes celulares.

Quando nao for possivel a realizagdo imediata da urindlise, ou quando n&do houver
condicdo de acondiciona-la adequadamente, pode-se utilizar substancias conservantes de
acao antibacteriana, tais como o tolueno, o timol e a formalina. A formalina deve ser utilizada
na diluigdo de uma gota a 40% para cada 30mL de urina. Este modo de conservagéo torna
inviaveis as provas quimicas da urina.

O frasco contendo a urina deve ser identificado, e enviado junto com a requisi¢ao
devidamente preenchida.

Exame n° :

Proprietério : RG: Data: / |/
Espécie : Raca: Sexo : Idade : Horario colheita :
Diagnéstico provisério: Sob Tratamento? Qual?

Historia Clinica resumida :

Colheita: () Cistocentese () Cateterismo () Micgao natural

C. Exame da urina
O exame de urina deve ser realizado e interpretado segundo estas informacgdes:

Exame Fisico

O exame fisico da urina é de simples realizagdo, e pode fornecer informagdes
importantes.
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Volume (mL)

A quantidade de urina excretada por dia por animais normais depende de alguns
fatores, a saber: dieta, ingestdo de liquidos, temperatura ambiente e umidade relativa do ar,
atividade, tamanho e peso do animal. Como em animais a obtencdo de urina padrao de 24
horas & muito dificil, o volume é na verdade a quantidade de urina recebida pelo laboratério. O
volume minimo para a realizagdo adequada do exame é de 10mL.

Em condi¢des de saude, o volume urinario é inversamente proporcional a densidade
urinaria especifica; portanto, o aumento da quantidade de urina excretada, ou poliuria, esta
associada a densidade especifica baixa; e a oliguria, diminuicdo do volume urinario esta
associada a densidade especifica elevada (quadro 8.1).

Cor

A cor da urina deve sempre ser considerada associada a densidade especifica e volume
urinario. A intensidade da coloragao urinaria depende da concentragao de urocromos, € varia
inversamente com o volume urinario. A coloragdo normal da urina pode variar do amarelo-palha
ao ambar claro, e em equinos até a tonalidade amarronzada. Entre as cores mais importantes:

- Palida ou amarelo-clara: geralmente € uma urina diluida com densidade baixa e associada a
poliuria. Pode ser observada na doenga renal terminal, ingestdo excessiva de liquidos,
Diabetes insipidus, hiperadrenocorticismo, piometra, fase polidrica da nefrose toxica.

- Amarelo-escura ao ambar: urina concentrada com densidade elevada e associada a oliguria.
Pode ser associada a febre, desidratagao, diminuigdo de ingestédo hidrica, nefrite aguda
(fase oligurica), nefrose toxica.

- Alaranjado-ambar a amarelo-esverdeada: forma uma espuma alaranjada ou esverdeada
quando agitada e se relaciona com a presencga de bilirrubina.

- Avermelhada: pode indicar presenga de hemoglobina e/ou hemécias. Apds a centrifugagao ou
sedimentagdo a hematuria simples apresenta-se com sobrenadante limpido.

- Marron: pode indicar presenga de hemoglobina, mioglobina, ou urina normal de equinos apos
certo tempo (oxidagao por pirocatequina).

- Azul-esverdeada: pode ser devido ao azul de metileno, que comumente é encontrada na
composicao de antissépticos urinarios.

A urina normal quando agitada forma uma certa quantidade de espuma branca, tipica.
Na proteinuria, a quantidade de espuma é abundante e demora a desaparecer. Na bilirrubinuria
a espuma frequentemente apresenta-se esverdeada ou acastanhada; na hemoglobindria, a
espuma apresenta-se avermelhada.

Odor

A urina Sui generis ou normal dos herbivoros tem um odor aromatico, mais intenso nos
ruminantes, enquanto que nos carnivoros é picante e alidceo. O odor da urina dos machos de
certas espécies € pronunciado, e as vezes até repugnante (suino, felino e caprino). O odor
normal da urina é conferido pela presencga de acidos organicos volateis. Entre os odores mais
importantes:

- Putrido: indica necrose tecidual de vias urinarias.

- Adocicado: presencga de corpos cetdnicos; associado a Diabetes melito e acetonemia da vaca
leiteira.

- Amoniacal: observado na urina de animais com infecgao bacteriana.

Aspecto

A maioria das espécies domésticas apresenta normalmente urina transparente ou
limpida; a unica excegdo € o equino, cuja urina é turva devido a presenga de cristais de
carbonato de calcio e muco. Apresenta-se turva quando alterada e pode representar uma
grande quantidade de leucécitos, eritrocitos, células epiteliais de descamacdo, muco e
bactérias do trato urinario. A contaminag¢ao da urina por exsudato de trato genital também pode
ser a causa da turvacdo da urina colhida sem cateterizagdo. A melhor forma de detectar a
causa da turvacao da urina é através do exame do sedimento.
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QUADRO 8.1. — Condig¢des nao patologicas e patologicas de alteragdes da densidade

Nao patolégico ( transitério ) Patolégico
Diabetes melito
Diabetes insipido

ingestao excessiva de agua Insuficiéncia renal aguda e
cronica
POLIURIA Terapia diurética Hipoplasia renal
(¥ densidade) fluidoterapia Pielonefrite
Adm. de ACTH / corticéides Piometra
Hepatopatias
Hiperadrenocorticismo
Redugao de ingestao de agua Desidratacao por perda
OLIGURIA Temperatura elevada Febre

(1 densidade) Hiperventilagao
Alta atividade fisica
Nao patolégico ( transitério ) Patolégico
Diabetes melito
Diabetes insipido

ingestédo excessiva de agua Insuficiéncia renal aguda e
cronica
POLIURIA Terapia diurética Hipoplasia renal
(¥ densidade) fluidoterapia Pielonefrite
Adm. de ACTH / corticéides Piometra
Hepatopatias
Hiperadrenocorticismo
Redugao de ingestao de agua Desidratacao por perda
OLIGURIA Temperatura elevada Febre

(1 densidade) Hiperventilagcao
Alta atividade fisica

Sedimento

Avaliado apoés a centrifugagdo de no minimo 5mL de amostra e em animais normais
apresenta-se discreto. Quando abundante pode ser devido a alta concentracdo urinaria de
cristais, leucdcitos ou outros componentes. A cor do sobrenadante é também importante, em
especial para diferenciar hemoglobinuria (avermelhado) de hematuria (limpido).

Consisténcia
Normalmente liquida, e levemente viscosa em equinos. Altera-se na leucocituria ou
piuria, cristaluria, etc.

Densidade

Representa a concentragdo dos solidos em solugdo urinaria e retrata o grau de
reabsorgao tubular ou da concentragao renal. Preferencialmente é obtida por refratometria uma
vez que as tiras urinarias ndo sado eficazes para determinar a densidade em caninos. Para
determinacgao, prefere-se 0 uso do sobrenadante apés a centrifugagéo.

A densidade urinaria é influenciada por fatores como peso corporal, dieta, exercicio,
idade, condicdes climaticas e metabolismo.

Os valores normais de densidade especifica urinaria variam entre limites muito amplos.
De um modo geral, pode-se considerar uma variagédo entre 1015 e 1045, sendo que uma unica
determinacéao fora destes limites nao significa, obrigatoriamente, alteragéo renal. Portanto, deve
ser interpretada junto ao grau de hidratacédo e ingestao hidrica recente do animal.

Quanto a classificagéo, a urina pode ser denominada de hipostenurica (menor ou igual
a 1007), isostenurica (entre 1008 a 1012) e de elevada densidade urinaria (acima de 1030 para
caes e 1035 para gatos). Em algumas doencgas renais, observa-se ha perda da capacidade
renal de concentrar a urina, reduzindo a densidade. As causas mais frequientes de alteracdes
na densidade especifica urinaria estdo representadas no quadro 8.1.
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Exame Quimico

O exame quimico da urina é realizado com o auxilio de fitas reagentes de quimica
seca, obtidas comercialmente para laboratérios humanos. E importante lembrar que uma baixa
densidade urinaria significa diluigdo dos constituintes quimicos urinarios.

pH

A concentragao hidrogenidnica da urina é particularmente influenciada pela dieta.
Animais mantidos com dieta predominantemente vegetal apresentam urina alcalina, devido a
presenca de bicarbonato de calcio soluvel; por outro lado, os animais cuja alimentagao € rica
em proteinas e cereais apresentam urina acida, devido a presenca de fosfatos acidos de sédio
e calcio.

O pH urinario €&, portanto acido nos carnivoros (5,5 a 7,0) e alcalino (7,5 a 8,5) nos
herbivoros. Animais novos, em fase de amamentagao, apresentam pH urinario acido, mesmo
que o adulto da mesma espécie tenha predominantemente pH urinario alcalino. As alteragdes
do pH urinario geralmente indicam mais uma alteragdo sistémica do que um processo
localizado em nivel de sistema urindrio.

Sao causas de urina alcalina: atraso no processamento e ma conservacado da amostra,
cistite associada a bactérias produtoras de urease (Staphylococcus sp. e Proteus sp.),
administragdo de alcalinizantes (bicarbonato de sddio, lactato de sdédio, citrato de sddio),
retengéo urinaria vesical e alcalose metabdlica ou respiratéria.

No caso de urina acida, dentre as causas podem ser mencionadas: dieta hiperproteica,
administracdo de acidificantes (cloreto de aménio, cloreto de calcio, DL-metionina, fosfato acido
de sodio), catabolismo de proteinas organicas (febre, jejum, Diabetes melito), acidose
metabdlica ou respiratoria, principalmente uremia e Diabetes melito.

Proteinas (mg/dl)

A proteinuria deve ser sempre interpretada em associagdo com a densidade especifica
e outros dados clinicos e laboratoriais. Em condigbes normais a quantidade de proteina na
urina é muito pequena e geralmente as tiras urinarias ndo detectam.

As tiras de urinalise sdo sensiveis para albumina e nao para proteinas Bence-Jones.
Geralmente o pH urinario elevado pode interferir o resultado desse método e nesse caso (pH
urinario acima de 7,5) recomenda-se os testes de precipitagdo acida (acido sulfosalicilico) para
detecgdo semiquantitativa de proteina na urina. Essa técnica detecta albumina e demais tipos
de proteina. O grau de proteinuria ndo é necessariamente proporcional a severidade da doenga
principalmente na proteindria renal. As causas de proteinudria sdo relacionadas no quadro 8.2.

Glicose (mg/dl)

A urina normal € isenta de glicose, pois a glicose filtrada pelo glomérulo é totalmente
reabsorvida pelos tubulos contorcidos proximais. A glicosuria ocorre sempre que a glicemia
exceder a capacidade de reabsorgéo renal (tabela 8.2)

A (glicosuria pode estar associada a hiperglicemia na Diabetes melito, no
Hiperadrenocorticismo, no tratamento parenteral com glicose e frutose, na pancreatite necrética
aguda, na ingestdo excessiva de agucares e administracdo parenteral de adrenalina. Nos
casos em que se observa glicosuria ndo associada a hiperglicemia pode-se relacionar a
nefropatias congénitas ou hereditarias e a doengas renais com comprometimento da porgéo
tubular proximal.

A glicosuria falso-positiva pode ocorrer por reagdo quimica cruzada apés administragédo
de certos antibidticos, substancias redutoras de agucar e outros medicamentos.

TABELA 8.2. Valores de glicemia a partir dos
quais observa-se glicosuria (adaptado de
Latimer et al., 2003).

Espécie Glicemia (mg/dl)
Bovinos > 100
Caninos > 180
Felinos > 280
Aves > 600
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QUADRO 8.2. Causas de proteinuria.

PROTEINURIA FISIOLOGICA

- Exercicio muscular excessivo

- Convulsoées

- Ingestao excessiva de proteinas

- Fungéo renal alterada nos primeiros dias de vida

PROTEINURIA PATOLOGICA

Origem Significado Patologias
Pré-renal - Doenga primaria nao renal. Hemoglobinuria
Mioglobinuria
y - Globulinuria
- Aumento da permeabilidade capilar Nefrose / Cistos renais
Renal - Doencga tubular com perda funcional Glomerulonefite
- Sangue ou exsudato inflamatdério renal Nefrite / Pielonefrite
Neoplasias / Hipoplasia
Pés-renal - Infecgbes do trato urinario inferior Pielite / Ureterite
- Hematuria pos-renal Cistite / Uretrite
- Obstrugao por célculos (urolitiase) Vaginite / Postite

Acetona (corpos cetdnicos)

Os corpos cetbnicos (acido aceto-acético, p-hidrobutirico e acetona) s&o produtos do
metabolismo lipidico e normalmente estdo ausentes na urina. A elevagao destas substancias
no sangue € denominada cetose ou acetonemia. As tiras usadas na rotina ndo sdo capazes de
mesurar o acido B-hidrobutirico. Para esse metabdlito pode-se usar tiras especificas para
determinagao no leite, urina e liquido ruminal.

As causas de cetonuria variam conforme a patogenia e as particularidades do
metabolismo das diferentes espécies. Geralmente, a cetonuria esta relacionada a acidose, ao
jejum prolongado, a hepatopatias, a febre em animais jovens e a Diabetes melito em pequenos
animais. Em vacas leiteiras, ocorre na cetose por balan¢o energético negativo e em ovelhas
prenhes, cetose associada a hipoglicemia.

Bilirrubina
A bilirrubinuria deve sempre ser interpretada em associagcdo a densidade especifica
urinaria. A urina obtida de cdes sadios normalmente contém alguma quantidade de bilirrubina,
principalmente quando a amostra possui elevada densidade especifica. O limiar de excregéo
de bilirrubina no cao é baixo em condi¢gées normais e por isso, normalmente, ndo se observa.
A Dbilirrubinuria esta relacionada a hepatopatias (hepatite infecciosa canina,
Leptospirose e neoplasias) e a obstrugao das vias biliares com colestase intra e extra-hepatica.

Urobilinogénio

O urobilinogénio € um cromoégeno formado no intestino por agao bacteriana redutora de
bilirrubina. Uma parte do urobilinogénio é excretada através das fezes, mas outra é absorvida
pela circulagédo porta, retornando ao figado e sendo eliminada pela bile. Pequena quantidade
de urobilinogénio atinge os rins através da circulagédo, sendo excretado pela urina.

O “kit” comercial de fitas reagentes € geralmente insensivel ao urobilinogénio. Para
melhor interpretacdo deve-se realizar a prova de Ehrlich. A urina de caes e gatos geralmente
possui reagao positiva de urobilinogénio até diluigdo de 1:32.

A auséncia ou diminuicdo do urobilinogénio urinario estd relacionado a disturbios
intestinais de reabsorgao (diarréia) enquanto que o aumento pode ser associado a hepatite por
incapacidade funcional de remogao do urobilinogénio da circulagéo, cirrose hepatica e ictericia
hemolitica.

Sangue oculto

Normal quando ausente. Os testes laboratoriais de rotina ndo diferenciam hematuria de
hemoglobinuria e para isso, deve-se centrifugar a amostra e observar sedimento e
sobrenadante. Na hematuria verdadeira o sobrenadante fica limpido enquanto na
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hemoglobinuria, fica avermelhado.

As causas de hemoglobintlria estdo relacionadas a certas doengas infecciosas
(Leptospirose, Piroplasmose e determinadas estreptococoses), fotossensibilizagdo e plantas
toxicas, intoxicagdo por agentes quimicos (Cobre e Mercurio), transfusdes sanguineas
incompativeis, Anemia Infecciosa Eqliina e doenga hemolitica do recém-nascido.

A hemoglobinuria deve ser diferenciada da mioglobinuria. Para isto realizar o
seguinte:

1. Identificar as amostras positivas para mioglobina - hemoglobina pela tira reagente.
2. Saturar 5mL de urina com Sulfato de Aménio (+2,89).
3. Agitar fortemente e centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.
4. Passar a tira reagente novamente no sobrenadante.
POSITIVO — Mioglobina NEGATIVO — Hemoglobina

S0 causas de mioglobinuria: mioglobinudria paralitica dos equinos e acidente botrépico
(cascavel).

Exame do Sedimento

O exame do sedimento deve ser padronizado e para um exame representativo, deve-
se utilizar 5 a 10mL de urina fresca e centrifuga-la a 1500rpm por 5 a 10 minutos. O sedimento
€ obtido desprezando-se o sobrenadante e ressuspendendo-o em aproximadamente 1mL. Uma
gota é colocada sobre uma ladmina e coberta por uma laminula.

A leitura deve ser realizada em microscépio 6ptico em objetiva de 40x e para aumentar
o contraste, deve-se abaixar o condensador. No entanto, uma observagdo em menor aumento
(100 ou 200x) deve ser realizada previamente a leitura, para verificar-se homogeneidade do
sedimento e macroestruturas como coagulos e pus. Observar a densidade urinaria, pois pode
haver diluicdo do sedimento.

Células epiteliais de descamagio

Normal quando ausente ou discreta presenga. Quando em quantidade elevada
(>5células/campo) podem indicar lesdo local ou difusa. As células podem ser diferenciadas
quanto sua morfologia como do epitélio renal, pelve, vesical, uretral e vaginal (tabela 8.3). Em
urinas de retengdo ou quando ha demora de exame, as células podem apresentar-se
degeneradas.

TABELA 8.3. Causas provaveis do elevada quantidade de células epiteliais na urina

CAUSAS DA PRESENGCA DE CELULAS EPITELIAIS NA URINA

Renais degeneragao tubular aguda, intoxicagdo renal, isquemia renal e processo
inflamatério

Pelve pielite, pielonefrite

Vesicais cistite, cateterizagao agressiva

Uretrais uretrite, cateterizagdo agressiva

Neoplasicas diagndstico por morfologia citolégica do sedimento

Hemacias

As hemacias sdo menores que os leucdcitos e normal quando na quantidade de 1 a
2/campo de observagao no microscopio e quando superior a 5/campo pode ser considerado
hematuria.

A hematuria, que pode ser macro ou microscopica esta relacionada a Inflamagbes do
trato urinario (pielonefrite, ureterite, cistite, pielite, prostatite), traumas (cateterizacao,
cistocentese, neoplasias renais vesicais ou prostaticas), congestao passiva renal, infarto renal,
certos parasitas (Dioctophima renale, Sthefanurus sp, Dirofilariose), intoxicagao (cobre e
mercurio), disturbios hemostaticos, estro e pos-parto.

Leucécitos

Apresentam-se como células granulares maiores que as hemacias, porém menores
que as células epiteliais. Normal quando 1 a 2/campo e quando maior que 5/campo é
considerado leucocituria ou piuria. Em pH alcalino, os leucécitos tendem a apresentar-se sob a
forma de grumos.

As causas de leucocitdria podem ser inflamagdes renais (nefrite, glomerulonefrite,
pielonefrite), inflamagdes do trato urinario inferior (uretrite, cistite) e inflamagdes do trato genital
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(vaginite, prostatite e metrite).

Cilindros

Sao constituidos primariamente de mucoproteina e proteina que aderem-se ou nao a
outras estruturas; normal quando ausentes. Representam moldes dos tubulos onde sé&o
formados, como nos ductos coletores, tubulos contorcidos e alga de Henle.

A formacdo dos cilindros da-se na porgdo renal tubular, onde a urina atinge
concentragcdo maxima e acidez, o que favorece a precipitagcdo de proteinas e mucoproteinas.
Qualquer lesédo tubular presente no momento da formacdo dos cilindros pode refletir na
composigdo dos mesmos. Deste modo os cilindros sdo classificados conforme o material que
contém (quadro 8.3). IMPORTANTE: os cilindros nao se formam em baixas densidades ou em
pH alcalino.

Bactérias

Normal quando quantidade discreta e deve ser interpretado considerando o método de
colheita. Normalmente a urina é estéril até atingir o pdlo distal da bexiga e observa-se em cées
que ha uma populagdo bacteriana normal maior na extremidade distal. Cuidado com falsa
bacteriuria por tempo prolongado de exposi¢ao da amostra de urina previamente ao exame.

Uma grande quantidade de bactérias em amostra de urina fresca sugere infecgao
bacteriana em algum ponto do trato urinario, especialmente quando associada a outros sinais
de inflamag&o como piuria, hematuria e proteindria.

QUADRO 8.3. Tipos de cilindros urinarios, sua composi¢ao e interpretacao.

CILINDROS URINARIOS
Tipo Composicao Interpretagao

= hialino Mucoproteinas e | Geralmente associados a proteindria, Processos
proteinas transitérios como febre e congestao, Doencga renal.

= hematico Muco + hemacias | Hemorragia glomerular e tubular, Glomerulonefrite aguda,

Nefropatia crénica em fase evolutiva.

= leucocitario Muco + Associados a inflamacao renal, Pielonefrites e abscessos
leucécitos renais.

= epiteliais Muco + restos | Semelhante a presenga de células isoladas, Inflamagdes
celulares renais.

= granuloso Muco + outras | Degeneracao tubular, Necrose de células tubulares
estruturas

= céreo Cilindros Devido a grande permanéncia tubular, Fase final da
angulares degeneracéo tubular, Lesao tubular crbnica

Cristais

Sao produtos finais da alimentagcdo do animal e dependem para sua formagéo do pH
urinario. A grande quantidade pode indicar urolitiase, embora possa haver célculos sem
cristaluria e vice-versa. Exemplos de cristallria em pH alcalino e acido no quadro 8.4.

QUADRO 8.4. Cristais encontrados em diferentes pH.

CRISTALURIA
pH ALCALINO pH ACIDO
Fosfato triplo Urato amorfo
Fosfato amorfo Oxalato de calcio
Carbonato de calcio Acido hipurico
Urato de aménio Cistina (raro)

Outros achados:

Espermatozéides: Normal no cao. Em outras espécies, como no bovino, pode indicar disturbio
reprodutivo.

Muco: Sao filamentos mucodides, normal quando em quantidade discreta. Aumentam em
processos inflamatorios.

70



Manual de Patologia Clinica Veterinaria

Fungos ou leveduras: contaminantes ou infecg&o fungica

Ovos e parasitas: Stephanurus sp (suinos), Dioctophyme renale (caes), Capillaria spp (cées e
gatos) e Dirofilaria immitis (caes).

Lipidios: sem interpretagao clinica (pode ser artefato da sondagem).

8. 7. Provas de fungao renal

Os testes bioquimicos de fungdo renal sao realizados para o diagndstico de doenca
renal e para a monitorizacao do tratamento. Os testes devem ser realizados apds um criterioso
exame clinico e analisado juntamente com a urindlise. A amostra deve ser obtida sem
anticoagulante, porém, eventualmente algumas técnicas permitem o uso de plasma
heparinizado ou com EDTA. Alguns cuidados devem ser tomados na colheita de sangue, como
garroteamento prolongado, hemdlise e obtengdo de amostra suficiente para realizagdo dos
testes.

Provas bioquimicas

As principais provas bioquimicas de fung¢ao renal incluem a determinagao da uréia e
creatinina séricas/plasmaticas. Outras provas como sddio, potassio e fésforo séricos podem ser
uteis no diagndstico de doencgas renais uma vez que sédo elementos excretados normalmente
pela urina.

Uréia (BUN)
A uréia é produzida no figado através da arginase e é o principal produto final do
catabolismo protéico.

Arginase
Arginina - Ornitina + Uréia

Por ser de baixo peso molecular, a uréia difunde-se igualmente pelos fluidos organicos.
A uréia é excretada através do filtrado glomerular, em concentracdo igual a do sangue. Parte,
em torno de 25 a 40%, é reabsorvida através dos tubulos, na dependéncia do fluxo urinario e
60% ¢ eliminada através da urina. Quando ha maior velocidade de fluxo ha menor absorgao de
uréia e vice-versa. Em situagdes em que ocorre diminuigdo da filtragdo glomerular, observa-se
maior retencéo da uréia. Isso ocasiona um aumento da concentragdo sanguinea, mas somente
sera considerada azotemia renal primaria quando 75% dos nefrons de ambos os rins estéo
afuncionais.

A concentragdo de uréia é afetada por fatores extra-renais como ingesta protéica
elevada e jejum prolongado. Devido a essas interferéncias, a uréia ndo € um bom indicador do
funcionamento renal quando analisada unicamente. Para se analisar a funcdo renal, esse
parametro deve ser interpretado juntamente aos niveis de creatinina, proteina e densidade
urinarias. Os fatores que interferem nos niveis de uréia estao relacionados no quadro 8.5.

QUADRO 8.5. Causas de elevacao dos niveis de uréia sanglinea.

Ingestéo proteica elevada

Aumento da sintese . : .
Hemorragia gastrintestinal

Extra-renais - -
Febre e trauma tecidual generalizado

Catabolismo tecidual Aplicacado de glicocorticoide e tetraciclina

Pré-renais = Diminui¢ao do fluxo renal;

= Diminuicdo da pressao glomerular;
= Hipotenséao e choque;

= Insuficiéncia cardiaca;

= Aumento de pressido osmdtica;

= Desidratacéo.

Renais = Quando % ou mais dos nefrons estao afuncionais

Pés-renais = Ruptura e/ou obstrugéo do trato urinario

A reducdo dos niveis de uréia pode ocorrer pela diminuicdo da produgdo como em
casos de Insuficiéncia hepatica, na cirrose, no Shunt porto-sistémico e em casos de reducéo da
proteina dietética e hipoproteinemia.
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Creatinina

A creatinina é formada através do metabolismo da creatina e fosfocreatina muscular. O
nivel sanguineo nao é afetado pela dieta, idade e sexo embora elevado metabolismo muscular
possa aumentar os niveis de creatinina na circulagdo. A creatinina é totalmente excretada pelos
glomérulos, ndo havendo a reabsorgao tubular. Devido a isso, pode ser usada como indice de
filtracdo glomerular. Além disso, por ser facilmente eliminada (4 horas), a elevagdo na
circulagédo ocorre mais tardiamente nos estados de insuficiéncia renal, quando comparado com
a uréia sanguinea (1,5 horas).

A creatinina pode estar elevada no soro devido a fatores pré-renais como diminuigao
do fluxo sangiineo, renais como a diminuigdo da filtragdo glomerular e poés-renais como a
ruptura e/ou obstrugdo do trato urinario.

Eletrélitos
Saodio
Normalmente o sdodio € filtrado e reabsorvido, dependendo da quantidade na dieta. Na

nefropatia crénica generalizada ha perda de sédio, pois este acompanha a agua na deplegao
hidrica para manter a isotonicidade. A reducao de sodio € a hiponatremia.

Potassio

O potassio fisiologicamente ¢é filtrado nos glomérulos, reabsorvido nos tubulos
contorcidos proximais e excretado pelos tubulos distais. A concentragdo sérica de potassio
varia com a dieta. Na nefropatia com oliguria ou anuria ha perda de funcéo excretora renal e
retencao de potassio, levando a hipercalemia.

Calcio

Na nefropatia aguda nado ha alteragdo nos niveis séricos de calcio. Na nefropatia
cronica generalizada ha perda da capacidade de reabsorg¢édo, com conseqiiente hipocalcemia.
Quando perdura, esta hipocalcemia estimula a paratiredide a mobilizar célcio 6sseo para
manter a homeostase, levando ao hiperparatireoidismo secundario renal.

Fésforo
Na nefropatia crénica progressiva e na doenga renal generalizada ha redugdo na
velocidade da filtragdo e perda na capacidade de excregdao de fdsforo, levando a
hiperfosfatemia em caes e gatos. Em grandes animais este aumento ndo é uma constante.
Quando perdura a hiperfosfatemia ha um estimulo a paratiredide, no sentido de
mobilizar calcio 6sseo para manter a homeostase sanguinea. Este processo leva ao
hiperparatireoidismo secundario renal.

8. 8. Uremias

Realizados os exames de fungao renal, outro passo importante € a interpretagédo
destes resultados. Na presencga de concentragdes séricas ou plasmaticas aumentadas de uréia
e creatinina, mas ainda sem os sinais clinicos caracteristicos deste acumulo, tem-se a
chamada azotemia.

Quando ha evolugédo do processo surgem os sinais clinicos caracteristicos, tais como
halito urémico, ulceras na cavidade bucal e lingua, diarréia profusa até sanguinolenta e
vomitos. Nesta fase a concentragdo de uréia e creatinina € maior no sangue que na urina. A
associacdo destes sinais clinicos com o aumento sanguineo de uréia e creatinina sao
denominadas de uremia.

Devido a diversidade da funcao renal, as interpretacdes dos testes determinadores da
fungdo renal devem ser sempre realizadas em conjunto considerando todas as alteragdes
(quadro 8.6).

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 8: colheita e exame da urina

Coletar no minimo 10mL de amostra. Identificar as amostras pela espécie e método de
colheita.
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Coleta de urina pelos seguintes métodos:

- Micgao espontanea em caninos ou ruminantes (através da massagem perineal)
- Cateterismo: machos caninos

- Cistocentese: pode ser auxiliada por ultrassonografia

Exame de urina:
Transferir 5mL de amostra para um tubo conico

1. Exame fisico

- Mensurar a quantidade de amostra em cada frasco.

- Determinar a coloragao de cada amostra.

- Classificar a amostra através do grau de turvagdo. Avaliar colocando o tubo contra uma folha
com escritas em preto. Amostras limpidas permitem que seja feita a leitura do escrito quando
colocado contra o papel.

2. Exame quimico:

- Com o auxilio de uma pipeta Pasteur plastica, pipetar uma gota de amostra em cada
almofada reagente. Apds o tempo sugerido, fazer a leitura comparando com a graduagéo
fornecida pelo fabricante.

3. Sedimento

- Colocar 5mL (no minimo 2mL) de urina em um tupo cénico, fechar e centrifugar a 1500rpm
por 5 minutos. Apds, observar a presenga ou auséncia de sedimento e gordura que deve ser
removida da camada superior do sobrenadante.

- Analisar a densidade urinaria. Pipetar 1 gota na lente do refratdmetro e fazer a leitura. Se a
densidade for superior a escala, diluir a urina 1:1 com agua destilada e duplicar os 2 Ultimos
digitos da leitura (ex. 1024=1048) ou usar o urodensimetro.

- Retirar cuidadosamente o sobrenadante com pipeta Pasteur e deixar 1mL para ressuspender
o pellet. Em amostras de reduzido volume, usar 20% da quantidade total.

- Ap6s ressuspender o sedimento: Adicionar 1 gota em uma lamina limpa, cobrir com laminula;
e em outra lamina, pipetar 1 gota do sedimento em uma lamina e 1 gota do corante azul de
metileno.

- Exame no microscépio:

Abaixar o condensador para melhor visualizagado das estruturas. Usar a objetiva de 10x para
verificar a presenca de cilindros e células epiteliais. Anotar os numeros em campos de pequeno
aumento (CPA). Usa-se a objetiva de 40x para observar as seguintes estruturas:

- Bactérias: descrever morfologia e quantidade (+,++,+++); - Cristais: tipo e quantidade
(+,++,+++); - Eritrocitos/CGA (normal=0-5); - Leucécitos/CGA (normal=0-5); - Muco (positivo ou
negativo); - Goticulas de gordura (positivo ou negativo); - Parasitas e fungos (tipo e morfologia);
- Espermatozoides (+,++,+++); - Cristais e cilindros pode ser visualizados em sedimento nio
corado enquanto células e microrganismos, em sedimento corado.

Para essa atividade, pode-se usar amostras de rotina adequadamente armazenadas.
Para isso, apds a amostra ser analisada, a mesma pode ser conservada no proprio tubo cénico
que sera vedado com plastico. A amostra deve ser refrigerada por tempo indeterminado.

8.9. Atividade extra: diferenciar hemoglobina de mioglobina

Como ja mencionado, hemoglobinuria deve ser diferenciada da mioglobinuria, sendo as
causas mais comuns de hemoglobinuria anemia hemolitica imunomediada, e de mioglobinuria
a mioglobindria paralitica dos equinos e acidente botropico (cascavel).

Obtenha dois tubos de ensaio, um contendo 1mL de sangue recém colhido misturado
com 9mL de agua destilada (para romper as hemacias) e outro contendo 1mL de extrato de
musculo fresco (se possivel bater no liquidificador) também adicionado a 9mL de agua
destilada. Identificar os tubos com nimeros de modo a ndo induzir ao resultado final. Em
seguida proceder ao método padréo descrito neste capitulo.
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QUADRO 8.6. Comparacao das alteragbes encontradas na urindlise em algumas doencas

renais e nao renais.

Doenga

Exame fisico/quimico

Sedimento

Doenga renal aguda

densidade normal
densidade reduzida
proteinuria

cilindros

leucécitos e hemacias

Insuficiéncia Renal Aguda

densidade reduzida*

cilindros

(IRA) leucdcitos e células epiteliais
Insuficiéncia Renal Crbnica | densidade reduzida*® o

(IRC) oH reduzido poucos ou sem cilindros

Cistite proteinuria pds-renal bacteriuria, leucocituria

Neoplasias urinarias

densidade normal

células neoplasicas

densidade baixa hematuria
. hemoglobinuria .
Hemolise - . hematuria
urobilinogénio elevado
. bilirrubina cristais de bilirrubina
Hepatopatia

urobilinogénio alterado

Diabetes melito

glicosuria, cetondria

bacteriuria, leucocituria

Diabetes insipido

densidade reduzida, poliuria

*Animal desidratado/ cdo — densidade abaixo de 1030 e gato abaixo de 1034.
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PARTE 9: FUNGAO HEPATICA

9. 1. Anatomia do figado

O figado é a maior glandula isolada do corpo, e corresponde a 2-5% do peso corporal
no organismo. As numerosas e variadas fungdes hepaticas sdo desempenhadas por dois tipos
celulares: o hepatdcito e a célula de Kupffer. A célula de von Kupffer, um componente do
sistema macrofagico, reveste regides dos sinusdides hepaticos, estando intimamente
associada ao hepatocito. A atividade fagocitaria do figado € explicada pela fungdo dessa
célula.

O potencial mitético dos hepatocitos € mantido durante toda a vida do organismo. Esta
propriedade, somada a hipertrofia, sdo os principais responsaveis pela restauragdo do 6rgao
lesado. Embora a lesdo aguda por substancias toxicas possa ser seguida pela completa
recuperacdo do 6rgdo, a exposigcdo crbnica geralmente resulta na alteragcdo da funcgao
organica, na diminuicdo do tamanho do 6rgdo e no aumento do tecido conjuntivo fibroso intra-
hepatico (cirrose).

O figado é composto de lobos recobertos por uma capsula fibrosa de tecido conjuntivo
que se continua com o tecido conjuntivo intersticial (interlobular). O tecido conjuntivo intersticial
€ proeminente naquelas regides interlobulares chamado espago porta. Os Iébulos hepaticos,
delineados pelo tecido conjuntivo interlobular, sdo a unidade morfolégica do figado. Essas
massas prismaticas e poligonais sado formadas por placas ou laminas de hepatécitos
interdigitadas entre os capilares sinusodides anastomosados. As placas celulares e de
sinusdides parecem irradiar-se a partir de um vaso centralmente posicionado, a veia
centrolobular. Os sinusoides hepaticos formam o leito vascular intralobular. O sangue dos
vasos interlobulares é transportado pelos sinuséides para as veias centrolobulares.

O sistema de ductos biliares do figado é formado pelos canaliculos biliares, pelos
ductos intra-hepaticos e pelos ductos extra-hepaticos, para a condugéo da bile dos hepatécitos
para o duodeno. Os sistemas de células secretoras e de tubulos condutores formam os
componentes glandulares exécrinos do figado.

9. 2. Fungodes do figado

As funcgdes hepaticas diretamente relacionadas com os hepatdcitos sdo as seguintes:

Sintese e armazenamento

Além de sintetizar substancias necessaérias para a integridade funcional e estrutural das
células componentes, os hepatdcitos sintetizam albumina, fibrinogénio, o e pB-globulinas,
lipoproteinas e colesterol. O glicogénio € sintetizado a partir da glicose (glicogénese) e
armazenado nos hepatdécitos sendo que a liberagédo de glicose dos estoques (glicogendlise)
ocorre em casos de demanda somatica. Da mesma forma, ocorre com os estoques lipidicos do
figado. Vitaminas como A, D, K e complexo B também sdo armazenadas e sintetizadas no
figado. Embora a sintese e a secre¢ao de proteinas correspondam as principais fungbes dos
hepatécitos, ndo parece haver armazenamento de proteinas no figado. Elas sdo secretadas
para o sangue a medida que sado sintetizadas. O figado produz ainda todos os fatores de
coagulacado, com excegao do fator VIl e do Calcio.

Secregao e excregao

As fungdes excretoras do figado estdo relacionadas a sintese e secrecdo de
substancias que séo langadas a_bile (fungdo exdcrina do figado). Os constituintes primarios da
bile sdo os sais biliares, compostos basicamente de sais de sodio e potassio, do acido
glicocolico e acido taurocélico. O acido cdlico, formado a partir do colesterol, € conjugado com
a glicina e a taurina para a formagado dos sais biliares. Estes emulsificam as gorduras do
intestino delgado, formando complexos hidrossoluveis com os lipidios de modo a facilitar a
absorcéo lipidica e a ativar as lipases intestinais.

A bilirrubina é um pigmento biliar derivado do metabolismo da hemoglobina. Ela é
conjugada a um acido glicurénico pela glicuronil-transferase nos hepatdcitos. Embora a
bilirrubina forme a porgéo pigmentada das secregdes exocrinas dos hepatdcitos, a conjugagao
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da bilirrubina com o acido glucurénico € uma importante fungdo detoxificante das células
hepaticas. O colesterol, as gorduras, os fosfolipidios, os eletrélitos e outros compostos
organicos também sdo componentes da bile. A reabsorcao seletiva de alguns componentes da
bile e a sua ressecrecdo posterior pelo figado sao realizadas através da circulagdo entero-
hepatica.

Biotransformacgao

O organismo produz (horménios, metabdlitos), absorve (toxinas) ou recebe a
inoculagéo (drogas) de muitos compostos biologicamente ativos e/ou téxicos. Muitos destes
compostos sofrem a acédo do figado, que altera sua toxicidade, reduz sua atividade e os
elimina. Esses processos, considerados de forma geral como detoxificagdo, nem sempre
resultam na neutralizagdo das substancias selecionadas. Em consequéncia de alguns tipos de
atividades hepaticas, algumas drogas se tornam mais toxicas para o organismo apds sua
metabolizagao.

A biotransformacao de muitos compostos quimicos ocorre no reticulo endoplasmatico
liso, na mitocondria e no citosol dos hepatécitos. As reacdes biotransformadoras podem ser
divididas em reagdes de sintese e ndo-sintéticas. A reagao de sintese ou conjugagao envolve a
unido de substancias a varios compostos reativos enddgenos - glicuronato, acido acético,
sulfatos ou aminoacidos. As reagdes nao-sintéticas envolvem as reagdes oxidativas, redutoras
e hidroliticas. O figado produz diversas enzimas envolvidas no ciclo de excre¢céo de residuos
proteicos (amdnia) na forma de uréia.

A fungéo fagocitaria das células de Kupffer complementa a atividade biotransformadora
do hepatécito.

Metabolismo

O figado esta envolvido em todos os aspectos do metabolismo dos carboidratos, das
proteinas e dos lipidios. A gliconeogénese, a sintese de glicose a partir dos aminoacidos
glicogénicos, os intermedidrios do ciclo do acido lactico, sdo aspectos significantes do
metabolismo dos carboidratos nos hepatdcitos.

A maior parte da oxidagédo das gorduras ocorre nos hepatdcitos. A formagao de corpos
cetbnicos também ocorre no figado.

O metabolismo proteico inclui diversas reagdes. A desaminagcdo e a producido de
acetoacidos sado importantes na sintese de lipidios (aminoacidos cetogénicos) e de
carboidratos (aminoacidos glicogénicos). O figado tem a capacidade de sintetizar aminoacidos
nao-essenciais, sendo que o figado e outros tecidos podem converter um aminoacido em outro,
através das reagOes de transaminagao. A alanina amino transferase (ALT) € uma transaminase
hepato-especifica dos carnivoros e utilizada para avaliagdo de lesdo hepatica, pois é liberada
por hepatécitos lesados. A formagao de uréia nos hepatocitos € o meio pelo qual o organismo
excreta os produtos residuais nitrogenados. A uréia também contribui para o0 mecanismo de
contra-corrente do rim; ela influencia portanto a concentragéo de urina.

Embora o figado assuma um papel passivo no armazenamento de vitaminas, a fungao
hepatica e a secre¢do da bile sdo essenciais para a absorgdo de vitaminas lipossoluveis
(A,D,E,K) no trato intestinal. O figado também assume um papel ativo no metabolismo da
vitamina D.

Hematopoiese
Embora a hematopoiese seja uma fungdo hepatica durante o desenvolvimento fetal, o
potencial para a produgao de células sanguineas € mantido no adulto.

9. 3. Avaliacao de funcgao e lesao hepaticas

Dos sistemas e 6rgdos que podem ser avaliados por dados de patologia clinica, o
figado € um dos que causam maior frustragdo. A funcdo de metabolismo e detoxicagdo o
tornam associado a diversas outras patologias extra-hepaticas. Além disso, as proprias
doengas hepaticas, como doengas inflamatérias severas, toxicas e neoplasicas, devem ser
consideradas. Muitas vezes apenas a biopsia hepatica é auxilio diagndstico seguro de
diferenciacdo da doenga hepatica primaria e secundaria. Em todos os casos, os dados de
laboratério clinico devem ser avaliados a luz dos sinais clinicos e histéria do paciente.

Os testes bioquimicos especificos utilizados para avaliar a fungao hepatica podem ser
caracterizados em quatro grupos:
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1. Testes indicativos de: Extravasamento hepatocelular - Alanina aminotransferase (ALT),
Aspartato aminotransferase (AST) e Sorbitol desidrogenase (SDH); Indugdo na resposta a
colestase ou drogas - Fosfatase Alcalina (FA), Gama-glutamil transferase (GGT);

2. Testes relacionados a entrada, conjugagéo e secregao hepatica: Bilirrubina e Acidos biliares;

3. Testes relacionados com o “clearence” portal: Acidos biliares e Aménia;

4. Testes relacionados com a sintese hepatica: Albumina, Glicose, Uréia e Fatores de
coagulagao.

9. 4. Indicagoes para exames hepaticos especificos

Os exames bioquimicos de fungdo hepatica devem ser requisitados somente apds
histérico detalhado do paciente e exame clinico criterioso. Caso seja indicado, realizar primeiro
os exames de primeira linha (urinalise, hemograma e exame de fezes). As principais indicagbes
destes exames especificos séo:

1. Doenga hepatica primaria (com ou sem ictericia): hepatite infecciosa, necrose tdxica,
hemangioma hepatico, hepatite supurativa e adenoma do ducto biliar;

2. Doenga hepatica secundaria: lipidose infiltrativa: hipotireoidismo e Diabetes melito, doengas
pancreaticas, congestédo passiva: cardiopatias e intoxicagoes;

3. Diagnostico diferencial das ictericias: pré-hepatica: hemolitica, hepatica e pds-hepatica:
obstrugoes;

4. Sinais de desvios no metabolismo sem causa determinada: proteinas: emagrecimento,
ascite, edemas; carboidratos: emagrecimento, apatia e lipidios: emagrecimento;

5. Progndstico: avaliagdo da terapéutica, avaliagdo da lesao tecidual e riscos anestésicos a
cirurgia.

A. Provas enzimaticas

A utilizagdo de dosagens enzimaticas como método auxiliar nos problemas hepaticos é
largamente utilizada na medicina veterindria. Estas enzimas aumentam na circulagcao a medida
que séo liberadas pelas células de origem. Esta liberagao pelos hepatdcitos pode ocorrer por:

- Alteracdo na permeabilidade celular: reagdes inflamatdrias, degeneragéo celular;
- Necrose celular: ingestdo de drogas hepatotdxicas, cirrose crdnica (pode possuir valores
normais de ALT ou diminuidos).

Dependendo da espécie, as enzimas podem ser localizadas em maior ou menor
quantidade no hepatdcito ou em outros 6rgéaos além do figado. Dessa maneira, a ALT esta em
maior quantidade nos hepatécitos de pequenos animais enquanto que em ruminantes e
equiinos a AST é predominante. Além dos hepatocitos, a FA pode estar localizada em
quantidades significativas no tecido 6sseo, mucosa intestinal, placenta e rins. A GGT esta
localizada também em ductos biliares, rins, pancreas e intestinos. Devido a essa diversidade de
locais € impreterivel que a interpretagéo seja feita aliada a histéria clinica do paciente.

Enzimas hepatocelulares

Aminotransferases

As aminotransferases (ALT e AST) s&do enzimas intracelulares que tém por fungdo a
transferéncia de grupos amino durante a conversdo de aminoacidos a a-oxo-acidos. Ambas
sdo encontradas no citosol celular enquanto a AST também possui uma isoenzima
mitocondrial.

Alanina amino transferase (ALT ou TGP)

Os testes que mensuram a atividade desta enzima sérica podem ser considerados
como validos para indicar uma lesédo hepatica apenas em céaes e gatos. A ALT é considerada
hepato-especifica porque um significativo aumento em sua atividade sérica somente é
observado na degeneracao ou necrose hepatocelular. Entretanto, tem reduzida especificidade,
pois animais com doenga hepatica severa como cirrose ou neoplasia podem apresentar valores
normais de ALT. A necrose muscular severa pode elevar os valores de ALT em cées sem que
haja doenga hepatica concomitante; no entanto degeneragbes ou necrose focal da massa
muscular ndo elevam sua atividade sérica.

Um discreto aumento na atividade da ALT esta relacionada a congestao e esteatose
hepaticas. Embora a magnitude da elevagcdo da ALT ndo esteja correlacionada com a
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gravidade da doenga primaria, aumentos marcantes na atividade da ALT (trés vezes o normal)
sdo observados em hepatites téxicas ou infecciosas, necrose celular, congestdo hepatica,
colangites e colangiohepatites, obstrugcdo de ducto biliar e determinadas neoplasias
(carcinoma). Devido a proximidade do pancreas ao figado, eventualmente as pancreatites
podem induzir um dano mecanico no figado promovendo a elevagdo da ALT sérica. Um
aumento significativo da ALT pode ser observado na cirrose hepatica, porém valores normais
sao relatados devido a substituicdo dos hepatdcitos por tecido fibroso.

Outras causas de aumento da atividade da ALT s&o: hemdlise da amostra e
administragdo de determinadas drogas como acetominofen (em gatos), nitrofurantoina,
penicilinas, fenilbutazona e sulfonamidas. A redugédo da ALT n&o possui significado clinico.

Aspartato amino transferase (AST ou TGO)

A AST em caninos, felinos e primatas tem pouco valor diagnoéstico devido as reduzidas
concentragbes em varios tecidos. Nessas espécies, a AST esta localizada na mitocéndria do
hepatdcito e por isso, a elevagao da atividade dessa enzima esta relacionada a severidade da
agresséo hepatica.

Para ruminantes, eqlinos, lagomorfos e aves é indicada para diagnostico de lesdes
hepaticas e eventualmente musculares.

Outros tecidos como o tecido muscular e eritrocitos possuem quantidades significativas
de AST. O exercicio intenso e a necrose muscular podem elevar tardiamente a atividade da
AST no soro. Nesses casos, a creatina quinase (CK) estara elevada sendo que seus niveis
reduzem antes mesmo dos niveis da AST.

O aumento, desde que se excluam lesbes musculares e cardiacas, pode ser
interpretado como sendo consequéncia de uma lesao hepatica. Isto porque ha um aumento da
atividade sérica na degeneragédo e/ou necrose de hepatécitos e/ou musculos esqueléticos e
cardiacos. Outras causas de elevagao da AST sdo a hemdlise e a administragdo de drogas
hepatotodxicas.

Sorbitol desidrogenase (SDH)

O sorbitol desidrogenase (SDH) é uma enzima hepatoespecifica na maioria das
espécies, com minima atividade em outros tecidos. O seu uso néo é rotineiro na bioquimica
clinica veterinaria, pois se trata de uma enzima muito instavel. Estudos recentes, no entanto,
tém demonstrado que ha consideravel estabilidade em equinos e pequenos animais.

Enzimas colestaticas

Fosfatase Alcalina (FA)

A fosfatase alcalina € uma enzima mitocondrial que pode ser encontrada em varios
tecidos, principalmente tecido dsseo, sistema hepato-biliar e mucosa gastro-intestinal; em
menor grau nos rins, placenta e bago. Esta enzima é recomendada para avaliar colestase em
caes e bovinos.

O aumento pode estar relacionado a doengas que lesem os ductos hepaticos, como a
colestase intra ou extra-hepatica; mas também por atividade das isoenzimas extra-hepaticas,
como crescimento 6sseo nos filhotes, isoenzima esteroidal induzida por corticoide,
observada apenas em canideos. Devido a isso, a interpretacdo dos valores de FA deve ser
feita aliada a histéria clinica do paciente.

Felinos domésticos possuem menores quantidades de FA hepatocelular e por isso,
qualquer elevagao da atividade nessa espécie é significativa para o diagndstico de disturbios
hepatocelulares. Nem todos os felinos com doenga hepatocelulas podem apresentam elevagao
da FA. Alteracgdes nos valores dessa enzima estao relacionadas a: lipidose hepatica, colangites
e colangiohepatites, hipertireoidismo e diabetes melito.

Em caninos, a elevagdo da FA (trés vezes o valor normal) é observada nas doengas
hepatobiliares (inclusive neoplasias), no hiperadrenocorticismo, na administragao de
glicocorticéides e anticonvulsivantes, nas fraturas. Outras causas de elevacdo da atividade da
FA néo relacionados a doencgas hepatobiliares sdo: hemolise e crescimento 6sseo (animais
jovens).

Em eqliinos e bovinos, existe uma variagdo muito grande no seu nivel sérico em
animais normais, o que dificulta a interpretacdo dos resultados. Nestas espécies torna-se
necessario realizar outros testes em associagao, como a GGT e as bilirrubinas.
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Gama glutamil transferase (GGT)

A gama glutamil transferase € um marcador enzimatico sérico valioso nas desordens
do sistema hepatobiliar resultando em colestase. Possui alta atividade principalmente nas
espécies bovina, equlina e em pequenos ruminantes; apresenta-se em baixas concentragdes
em céaes, onde preferencialmente realiza-se a fosfatase alcalina. Em gatos, a GGT tem maior
sensibilidade e especifidade para determinar doengas hepatobiliares exceto a lipidose hepatica
onde observam-se valores elevados da FA. Portanto, a GGT é indicada para avaliar
colestase em gatos e eqiiinos.

As causas de elevagdo nos niveis séricos de GGT sao similares aquelas observadas
para FA em pequenos animais com exceg¢ao de disturbios ésseos (principalmente fraturas).
Além de sua atividade hepatica, outras isoenzimas estdo localizadas nos rins, pancreas e
intestinos.

B. Provas funcionais

Prova de excregdo de bromossufaleina (BSP)

Apds a aplicacdo intravenosa de BSP, a substancia é rapidamente eliminada do
organismo, pelo sistema hepato-biliar. A velocidade de excrecdo € um indice da massa
hepatica funcional, embora esteja também na dependéncia da velocidade do fluxo sanguineo e
da permeabilidade normal das vias biliares. Causas de aumento nos valores de BSP incluem
problemas hepato-celulares, e ainda o infarto do miocardio e necrose do musculo esquelético,
e a pancreatite aguda e necrose renal. Esta prova foi abandonada na rotina laboratorial
humana e veterinaria ha pelo menos uma década.

C. Outras provas bioquimicas

Uréia sanguinea
Apenas nas lesdes hepaticas extensas pode-se observar diminuigdo do nivel de uréia
sérica, desde que ndo haja lesdes renais retardando muito sua eliminagao.

Tempos de coagulagao (TP, TTPa)
Quase todos os fatores de coagulagao séo produzidos no figado, e consequentemente
ha um aumento nos tempos de coagulagado em extensas lesdes hepaticas.

INDICACAO DE PROVAS ENZIMATICAS

Lesao hepatocelular aguda Colestase Lesao hepatocelular crénica

ALT (cédo e gato) Bilirrubinas BSP

AST (grandes animais) FA (céo, gato) Proteinas séricas: albumina/globulina
SDH GGT (bovino) Perfil protéico eletroforético
Urinalise

Nas ictericias e lesdes hepaticas pode ocorrer bilirrubinuria e presenga de cristais de
amonia.

9. 5. Proteinas plasmaticas

As proteinas plasmaticas s&o sintetizadas principalmente no figado e sdo constituidas
de aminoacidos obtidos apds quebra e absor¢do intestinais. Na interpretagdo da
hipoproteinemia deve-se buscar as causas basicas desta fisiologia:

“falha na ingestéo, falha na absorcao, falha na sintese ou perda protéica”

Sua classificagdo quanto a forma quimica é a seguinte:

1. Proteinas simples contendo os elementos basicos dos aminoacidos: carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio e enxofre.

2. Proteinas conjugadas a outros elementos ou compostos: metaloproteinas - ferritina (ferro);
glicoproteinas - glicohemoglobina; fosfoproteinas - caseina (fosfato); lipoproteinas -
colesterol, triglicérides; nucleoproteinas - ribossomais.

A unidade fundamental para a estrutura protéica nos animais sao os vinte aminoacidos
naturais. Nove destes ndo sdo sintetizados (essenciais) e devem ser obtidos da dieta; os
aminodacidos ndo-essenciais sdo sintetizados através de reacdes de transaminagéo.

O maior sitio de sintese de proteinas plasmaticas é o figado, com o segundo maior sitio
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sendo constituido pelo sistema imune e seus tecidos como o sistema reticulo endotelial,
linfécitos e plasmacitos; outras proteinas sintetizadas nos tecidos e células somaticas estao
presentes em menor quantidade. Em geral, o plasma contém em torno de 5 a 7g/dl de
proteinas totais; se a hemoglobina for incluida este valor chega a 20g/dl.

A. Fungodes das proteinas

As fungdes protéicas no organismo sao inumeraveis. As proteinas formam a base da
estrutura celular, orgdos e tecidos, mantém a pressao coloido-osmética, catalisam reagdes
bioquimicas na forma de enzimas, mantém o equilibrio acido-base, sdo reguladoras como
horménios, atuam na coagulagdo sanguinea, na defesa humoral como anticorpos, s&o
nutritivas e servem de carreadores e transporte a muitos constituintes plasmaticos.

B. Fragoes das Proteinas Plasmaticas

As principais fracdes sao a albumina e as globulinas, mas ha diversas outras proteinas
sanguineas. Ha em torno de 200 proteinas plasmaticas diferentes descritas no homem e
animais. Os tipos e os percentuais de cada proteina sdo caracteristicos, variando, portanto a
proporcao das fragdes entre as espécies e também entre os individuos de uma mesma espécie
(figura 9.1). As fragbes das proteinas, suas funcdes e algumas alteracbes estdo apresentadas
no quadro 9.1.

POLICLONAL
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Albumina Globulinas Albumina Globulinas
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ELETROFORESE DE
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] 1
a4y o By Bo ¥
Albumina Globulinas

FIGURA 9.1. Fragbes da proteina no céo.

Importante: o aumento ou diminuigdo das proteinas plasmaticas totais deve ser interpretado de
modo a se individualizar o maximo possivel as fragbes responsaveis por esta alteragdo. A
generalizagdo diagndstica na hiper ou hipoproteinemia invariavelmente induz ao erro.

Pré-albumina

A pré-albumina possui a mais rapida migragédo eletroforética, sendo que pode nao
existir em algumas espécies animais. A unica fungédo conhecida é a de ligagéo e transporte da
tiroxina.

Albumina

A albumina é a mais abundante das proteinas séricas eletroforéticas. Nos animais faz
parte de 35 a 50% do total de proteinas séricas.

A albumina é sintetizada no figado, como as demais proteinas exceto as
imunoglobulinas, e é catabolizada por tecidos metabolicamente ativos. Ela é a maior reserva
organica de proteinas e transporte de aminoacidos.

Também, devido a sua abundancia, € a proteina mais osmoticamente ativa,
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responsavel por 75% da atividade osmética do plasma. Quando ha hipoalbuminemia ocorre
extravazamento de liquidos por perda da pressdo osmética, causando ascite e edemas. Outra
importante fungéo € a de proteina de ligagéo e transporte de muitas substancias séricas, como
a tiroxina e a bilirrubina n&o conjugada.

Globulinas

a-globulinas: constituem a fragdo que mais rapidamente migra das globulinas, por isso o
nome “alfa”. Possui duas fragbes: a rapida (a1) e a lenta (0¢2). A grande maioria destas
proteinas é sintetizada no figado, e cada um dos diversos tipos possui atividade especifica.
Atuam no transporte de tiroxina, lipidios, insulina, cobre, hemoglobina, na inibigao da tripsina,
quimiotripsina, trombina, como anticoagulante, proteases, etc. O seu decréscimo ocorre nas
hepatopatias, malnutricdo, sindrome nefrética; o seu aumento principalmente nas doencas
inflamatérias agudas.

B-globulinas: as mais importantes proteinas desta fracdo sdo os complementos (C3, C4),
hemopexina, transferrina, ferritina e proteina C reativa. O fibrinogénio também & um importante
indicador proteico de fase aguda, isto é, seu aumento indica um processo inflamatério agudo.

y-globulinas: compdem-se das imunoglobulinas e suas fragbes IgA, 1gG, IgM, IgE. A
identificagdo e quantificagdo especifica destas imunoglobulinas requerem o uso de técnica
imunoquimica sofisticada. A fonte das imunoglobulinas é os plasmacitos, diferenciados a partir
de linfocitos sensibilizados por estimulagdo antigénica, parte do processo imunolégico da
resposta humoral.

C. Interpretacao das disproteinemias

Influéncias fisiolégicas

Idade e desenvolvimento

No feto, a concentragdo de proteinas totais e albumina progressivamente aumentam
com uma ligeira mudanca nas globulinas e quase auséncia da fragdo de proteinas y-globulinas.
Nos ruminantes e eqliinos ao nascimento é normal, portanto esta auséncia sera suprida pela
ingestdo do colostro materno; apds esta ingestdo havera um aumento transitoério das proteinas
totais. Em quase todos os animais ha um aumento nas proteinas totais, um decréscimo na
albumina e um aumento nas globulinas com o avancgar da idade, e nos idosos as proteinas
totais tornam a declinar.

Horménios

Efeitos hormonais agem nas proteinas séricas quando atuam no anabolismo ou
catabolismo protéico. A testosterona, estrogeno e o horménio do crescimento sdo geralmente
anabdlicos, aumentando as proteinas. Do contrario, a tiroxina e os corticdides (tenuamente)
promovem uma redugdo nas proteinas.

Gestacao e lactagao

Geralmente durante a gestagdo ha um decréscimo da albumina e um aumento das
globulinas, seguido de queda pds-parto nas espécies que possuem colostro. A lactagdo
promove mudangas semelhantes, devido ao consumo das reservas protéicas e alta atividade
metabdlica.

Nutricao

As proteinas do plasma séo sensiveis as influéncias nutricionais, mas na maioria dos
casos torna-se dificil sua interpretacdo. Quando ha deplegdo da dieta protéica dos animais
ocorre hipoproteinemia e hipoalbuminemia.

Estresse e perda de liquidos

Estresse de temperatura, quente ou frio, € associado a perda de nitrogénio, aumento
na atividade adrenal e catabolismo protéico, com decréscimo nas proteinas totais e albumina.
O mesmo ocorre em animais que sofrem injurias como fraturas 6sseas e extensas cirurgias.

No processo inflamatério ha saida de liquido e proteinas para os tecidos, com queda
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nas proteinas; o mesmo é observado em hemorragias ou exsudacdo. Na desidratacdo ocorre
uma hemoconcentragdo, aumentando os valores das proteinas.

QUADRO 9.1. Fragdes das proteinas, suas fungdes e algumas alteragdes.

Proteina Funcao Mudanga na doencga
Pré-albumina transporte tiroxina 1 | sindrome nefrotica
U | hepatopatia, def. proteica
1+ | desidratacao
Albumina pressdo osmoética, transporte | & | probl. hepatico,renal,intestinal
subnutri¢gdo, perda sanguinea
G 1 transporte de lipidios e outros | ©+ | doenga inflamatéria aguda
I o 2 inibe enzimas {4 | probl. hepatico,renal,intestinal
o} haptoglob. transporte hemoglobina © | doenga inflamatéria aguda
b Prot. C protease, anticoagulante © | doenga inflamatéria aguda
u 1e2 transporte lipidios © | doenga inflamatéria aguda
I Transferrina transporte de ferro 1 | anemias, def. ferro
i B Ferritina ¥ | doencga hepatica, inflam.aguda
n C3eC4 fatores do complemento 1 | doenca inflamatéria aguda
a Fibrinogénio precursor da fibrina 1 | doenca inflamatéria aguda
s | v Anticorpos imunidade humoral 1 | ativagdo imune,hepatopatia
U | def. anticorpos

Relagao Albumina: Globulina (A:G)

A melhor maneira de se avaliar as alteragdes das proteinas séricas & através da
interpretacdo da relagcdo albumina:globulina (A:G), associada, quando possivel, com o perfil
eletroforético das proteinas. No quadro 9.2 estdo representadas as relagbes A:G, perfil

eletroforético e provaveis causas e patologias.

QUADRO 9.2. Interpretacdo das disproteinemias.

Relagao Perfil Causas provaveis Provaveis patologias
A:G eletroforético
0 Albumina Perda seletiva de albumina (doenga renal e
gastrintestinal), decréscimo de sintese de
albumina (hepatopatia, ma nutricéo)
@ 1 a-globulina Doengca inflamatéria aguda, severa hepatite
£ ativa, nefrite aguda ou sindrome nefroética
g Alterado 3 1 B-globulina Hepatite aguda, sindrome nefrética,
% dermatopatias supurativas
&t y-globulina Doenga inflamatdria cronica, doenga infecciosa,
hepatite crbnica, abscesso hepatico, doenga
supurativa, doenga imuno-mediada, tumores
(linfossarcoma, mieloma multiplo)
Hiperproteinemia Desidratacéo (vomito, diarréia, queimaduras)
Hipoproteinemia  Super hidratagdo, perda aguda de sangue,
Normal Normal perda externa de plasma (doengas exsudativas,

diarréia), perda interna de plasma (doenca
gastrointestinal, parasitas)
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9. 6. Bilirrubinas

Fungao normal

As bilirrubinas sdo formadas através da degradagido da hemoglobina. A hemoglobina é
essencial para a manutencgéo da vida pois carreia e libera oxigénio para os tecidos. Em torno
de 400 milhdes de moléculas de hemoglobina estao presentes num eritrécito. A hemoglobina é
uma proteina conjugada composta das fragdes heme e globina. A fragdo heme é sintetizada na
mitocéndria eritrocitaria, e somente é produzida em células eritréides imaturas, até o estagio de
reticulocito. A sintese da fragdo globina ocorre em ribossomos no citoplasma de eritrécitos
nucleados. As diferengcas nas sequéncias de aminoacidos das cadeias globina define a
variagao morfoldgica intra e inter-espécie.

A sintese final de hemoglobina na hemacia acontece com a penetragao do ferro a partir
da transferrina, com sua associagao a protoporfirina que é sintetizada em grande parte da
glicina e succinil CoA nas mitocdndrias, para formar o heme. Uma molécula de heme esta
fixada a uma das cadeias do polipeptideo globina e uma molécula final de hemoglobina é
composta de quatro unidades heme/globina.

A hemoglobina é liberada na forma livre quando ocorre hemolise, onde a unido entre a
hemoglobina e o estroma eritrocitario quebra-se por este agente hemolitico. A hemoglobina
livre no plasma é rapidamente decomposta (meia vida de 4 horas) por oxidagao, liga-se a
haptoglobina e é rapidamente excretada pelos rins com hemoglobindria, ou destruida pelo SRE
(sistema reticulo endotelial). O excesso livre é oxidado em meta-hemoglobina, que se dissocia
e libera hematina. A hematina liga-se a hemopexina e albumina sucessivamente, e estes
complexos sdo removidos pelos hepatécitos.

Nos macréfagos o ferro da fragdo heme e os aminoacidos da fragdo globina séo
reciclados para uso. A protoporfirina € degradada em biliverdina pela heme microssomal
oxigenase, na presenga de oxigénio e NADPH. A biliverdina é entdo convertida a bilirrubina
pela bilirrubina redutase, na presenga de NADPH. As aves excretam somente biliverdina, pois
nao possuem bilirrubina redutase.

A bilirrubina liberada no plasma é ligada a albumina para o transporte até as células
hepaticas, onde é conjugada em acido glicurdnico pela enzima UDP - glicuronil transferase. A
bilirrubina conjugada é normalmente secretada através dos canaliculos biliares e excretada
pela bile na luz intestinal. No trato intestinal a bilirrubina é degradada por bactérias (a
antibioticoterapia pode mata-las) a urobilinogénio para sua excregao via fezes, com reabsorgéo
parcial para a circulacdo geral e re-excrecao biliar, no ciclo entero-hepético da bile. Pequenas
quantidades de bilirrubina conjugada e urobilinogénio normalmente escapam a re-excregao
hepatica e sdo eliminadas na urina. A bilirrubina indireta ndo passa em condi¢gdes normais para
a urina, devido ao alto peso molecular do complexo bilirrubina-albumina (carreador), mas séo
circulantes e portanto também responsaveis pela ictericia.

Alteragao das bilirrubinas

A bilirrubina é formada fisiologicamente através da degradacdo de hemoglobina de
hemacias velhas pelos macrofagos. A bilirrubina ndo conjugada (indireta) € liberada pelos
macrofagos e carreada pela albumina até o figado. Os hepatdcitos removem a bilirrubina da
albumina e formam um diglicuronato de bilirrubina (direta ou conjugada) que sera secretada
pelos canaliculos biliares até a bile. Deve-se lembrar que normalmente ao existir sinais clinicos
de problemas hepaticos 80% deste 6rgao estda comprometido.

Ictericia

A ictericia pode ser detectada no exame fisico ou quando o plasma ou soro é
examinado no laboratdrio, e nestas condi¢des ha um valor de bilirrubina total acima de 1mg/dL.
A hiperbilirrubinemia sempre indica doenga hepatobiliar ou hematopoiética. Entretanto, ha
doengas hepéticas e hematopoiéticas néo relacionadas com a ictericia, e as doencgas nestes
sistemas podem ser ainda secundarias a outras doengas. A presenca ou auséncia de ictericia
nao pode ser avaliada com sentido diagndstico ou progndstico. Septicemia, ruptura vesical e
enterites algumas vezes podem causar disfungdo hepatica secundaria, podendo ocorrer
ictericia.

Hiperbilirrubinemia

O aumento de bilirrubina, caracterizado pela ictericia, pode ser classificado quanto a
sua origem de trés formas. Liberagao de bilirrubina em grande quantidade na circulagao: pré-
hepatica; falha de conjugacgéo: hepatica e deficiéncia na secrecéo: pos-hepatica.
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Pré-hepatica

Este tipo de ictericia & causado quando ha aumento de aporte de bilirrubina ao figado,
causando uma sobrecarga a conjugagdo hepatica (figura 9.2). Os sinais clinicos mais
observados sdo urina e fezes escuras. O principal cuidado neste caso é retirar a causa
hemolitica e deter bastante atengc&o ao quadro hematoldgico do animal.

A causa principal é a hemdlise intravascular, que leva a hemoglobinemia (plasma
avermelhado), gerando :
- 44 & bilirrubina ndo conjugada - ¢ hematdcrito ou volume globular
- 1+ urobilinogénio sanguineo e urindrio
- { ou ndo da bilirrubina conjugada

W MACROFAGOS
/ -' SR WTR AT S W
HEMOLISE € HEME GLOBINA | po BACO E 0S50S
INTRAVASGULAR i 1 Proteina

41 BILIRRUBINA NAQ GONJUGADA (INDIRETAS i
@ [Albumina + Bilirubina) ’

VASOS

UROBILINOGENIO

~ 1 UROBILINA
1 BILIRRUBINA GONJUGADA

FIGURA 9.2. Esquema da Ictericia pré-hepatica.

Hepatica

A ictericia hepatica é causada por uma disfungéo hepatica, com conjugagao parcial da
bilirrubina pelos hepatécitos devido a redugdo na capacidade enzimatica (figura 9.3). Esta
les&o acaba obstruindo os canaliculos biliares, levando secundariamente a colestase.

A causa principal é a lesdo téxica ou infecciosa, que leva ao comprometimento da
fungéo hepatica, gerando:
- ©+ © bilirrubina ndo conjugada devido a disfungao
- {1t da bilirrubina conjugada
- ©* do urobilinogénio circulatério e wurinario. Pode ndo haver este aumento por
comprometimento do ciclo enterohepético.
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FIGURA 9.3. Esquema da Ictericia hepatica.

Pés-hepatica

A ictericia pos-hepatica ocorre por obstrugdo das vias biliares gerando uma colestase,
isto é, um acumulo de bilirrubina conjugada (figura 9.4). Os sinais observados sao esteatorréia,
fezes claras e bilirrubindria acentuada.

A causa principal é a lesdo dos canais biliares, que leva ao aumento acentuadoda:
- 1 1 bilirrubina conjugada devido a obstrucéo
- + ou ndo da bilirrubina ndo conjugada, dependendo da lesdo hepatocelular causada pela
colestase compressiva.
- Na obstrucéo total o urobilinogénio estara ausente.
- Observar sempre a histéria e clinica do animal, para tentar diferenciar a etiologia pds-hepatica
da hepatica.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 9: dosagem de bilirrubinas

Analise

A bilirrubina pode ser mensurada no soro ou plasma sanguineo por espectrofotometria.
A bilirrubina é estavel a 4°C por até 7 dias se ndo for exposta a luz; cuidado fundamental no
acondicionamento desta amostra portanto € envolver o tubo de colheita em papel aluminio. Ha
diferentes técnicas para separar-se a bilirrubina indireta (ndo conjugada) da direta (conjugada),
variando segundo o “kit” de dosagem utilizado.

Severa hemolise pode atrapalhar as dosagens espectrofotométricas, aumentando seus
valores. Um falso decréscimo ocorre quando ha exposi¢ao a luz (em torno de 50% em 1 hora),
e um falso aumento em amostras com lipemia. Valor normal em caes: 1,0 mg/dL.

No cavalo um fendmeno fisiolégico causa um problema na interpretagdo das
bilirrubinas. A anorexia ou jejum por 24 horas ou mais podem resultar em ictericia, que é
causada em parte por metabdlitos (como acidos biliares) competindo com a bilirrubina pela
demanda dos hepatécitos.
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FIGURA 9.4. Esquema da Ictericia pds-hepatica.
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PARTE 10: FUNCAO PANCREATICA

O pancreas é composto de duas partes, as por¢cdes enddcrina e exdcrina, com um
estroma unico. Deste modo, problemas principalmente inflamatérios, que acometam uma
destas porgdes podem por contigiidade afetar a outra.

10. 1. Pancreas exocrino

A. Fisiologia pancreatica exécrina

A secrecgao pancreatica € composta de uma mistura de enzimas e substancias diluidas
em solucdo de agua e bicarbonato. As enzimas sdo produzidas por células acinares do
pancreas, arranjadas em aglomerados ao redor dos ductos pancreaticos terminais. O fluido
pancreatico no cao possui um pH entre 8,0 e 8, 3, isosmético com o plasma.

As células acinares secretam uma mistura de enzimas através dos ductos pancreaticos
(um ou dois) localizados na porgéo do duodeno inicial, e estas enzimas estao envolvidas na
digestao de proteinas, gorduras e carboidratos. O controle hormonal da secregéo pancreatica é
realizado principalmente pela secretina e colecistoquinina (CCK), liberadas pela mucosa
duodenal mediante estimulo vagal do sistema parassimpatico.

As principais enzimas proteoliticas, que sao secretadas como pré-enzimas inativas, séo
tripsinogénio, quimiotripsina e procarboxipeptidase. A ativagdo destas enzimas ocorre
fisiologicamente na luz intestinal, e sua ativacdo prematura pode ocorrer, causando destruigao
tecidual. A lipase pancreatica é secretada na forma ativa, mas sua atividade é exacerbada
pelos sais biliares. Estes aumentam a eficiéncia da lipdlise por ampliarem a area superficial de
interface agua-6leo, proporcionando acdo da lipase hidrossoluvel. A lipase pancreética exibe
atividade 6tima em condi¢bes alcalinas e hidrolisa triglicerideos a acidos graxos e glicerol, mas
mono e diglicerideos também sao produtos finais.

A amilase pancreatica cataliza a hidrélise de amido e glicogénio para formar maltose e
glicose residual. Varios outros drgéos, além do pancreas, contém amilases e sua diferenciagéo
pode constituir um problema no diagnéstico das disfungdes pancreaticas.

B. Doenca pancreatica exécrina

A doenca pancreatica, em suas varias formas, ndo € incomum em caes e gatos,
podendo ocorrer também nas demais espécies. O pancreas exocrino pode ser afetado por
processos agudos ou crbnicos, que podem levar a problemas digestivos associados a
insuficiéncia pancreatica.

C. Pancreatite aguda

A pancreatite aguda nas espécies pode ser de variavel intensidade, causando desde
discreto edema até necrose do tecido pancreatico. As causas desta patologia ainda ndo sao
completamente conhecidas, e provavelmente sejam multifatoriais. Dentre os fatores incluem-
se obesidade, dieta desbalanceada e rica em gorduras, isquemia tecidual, refluxo biliar,
traumas abdominais, hipercalcemia e calculos pancreaticos, hiperlipemia obstrutiva e agentes
infecciosos.

A liberac&do de enzimas proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas ativadas dos constituintes
pancreaticos sdo 0 mecanismo principal da patogénese da pancreatite aguda. Este processo
ativa diversas vias inflamatdrias, como a via de complemento, cininas, coagulacao, e sistema
fibrinolitico.

O diagndstico de pancreatite aguda é feito pelos sinais de dor abdominal aguda,
vomitos, apatia e anorexia. Em associagdo ao hemograma, podem ser realizados exames
bioquimicos mais especificos. A hiperamilasemia ocorre somente apds 12 horas do inicio do
processo, e pode ser um indicativo da injuria das células acinares e da obstrugcdo do ducto
pancreatico. Entretanto as concentracbes séricas de amilase no cido podem aumentar por
causas extrapancreaticas, devido as isoenzimas localizadas nos intestinos, rins, utero, ovarios
e testiculos. Assim admite-se que somente um aumento de 3 a 4 vezes nos valores desta
enzima pode ser diagndstico para a pancreatite aguda.

As concentragdes de lipase perduram por mais tempo elevadas, quando comparado a
amilase. No entanto também ha problemas na utilizagido isolada desta enzima como recurso
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diagnostico, ja que o tecido renal e hepatico também possuem estas isoenzimas. Deste modo
deve ser avaliado o aumento conjunto de lipase e amilase, e excluir ao maximo as causas
extrapancreaticas deste aumento sérico. Isto pode ser obtido com exames de fungao renal e
hepatica, associado a exame clinico criterioso. Como o pancreas produz um fator clarificador
do plasma, a lipoproteina lipase, na sua auséncia pode haver lipemia plasmatica evidente, que
pode ser relacionada a necrose do tecido pancreatico. Pode-se observar ainda na pancreatite
aguda, aumento de TGP ou ALT, fosfatase alcalina e colesterol.

D. Insuficiéncia pancreatica

A pancreatite cronica é resultado de repetidos ataques de pancreatite aguda com
destruicdo progressiva do tecido acinar e reposigdo com tecido conectivo fibroso, e pode levar
a insuficiéncia funcional do pancreas, que se caracteriza por perda de peso, polifagia e
esteatorréia. Estes sinais sdo decorrentes da insuficiéncia na produgdo de enzimas
pancreaticas, devido a destruicdo do tecido secretorio.

A amilase e lipase séricas podem estar aumentadas numa exacerbacao inflamatéria do
processo. No entanto, com a completa destruicdo do tecido acinar e conseqliente fibrose,
provavelmente as enzimas estardo nos valores normais, ou mesmo reduzidas.

O exame das fezes constitui exame de triagem importante. O encontro de gorduras por
meio de coloragdo de Sudam e visualizagao microscépica de fibras musculares mal digeridas
sdo indicios de disfuncao pancreatica.

Ha teste de funcdo pancreatica de facil realizagdo que podem fornecer importantes
informacdes a cerca deste 6rgéo.

10. 2. Pancreas endoécrino

A. Fisiologia pancreatica endécrina

O pancreas enddcrino € encarregado de manter o equilibrio nutricional do organismo, e
o faz através do glucagon e insulina, produzidos respectivamente pelas células a e B das
ilhotas de Langerhans.

A liberagao de insulina é estimulada pela glicose, aminoacidos, hormdnios (glucagon,
gastrina, secretina). Sua liberagédo € inibida pela hipoglicemia e somatostatina. O figado é o
sitio primario de degradacado da insulina, e este horménio possui uma meia vida de 5 a 10
minutos. A principal agdo da insulina € agir nas membranas celulares de maneira a permitir a
entrada de glicose, mas também possui agdo anabdlica e de sintese, de ingestdo alimentar e
quociente respiratério, reduzindo os niveis séricos de glicose, cetona, acido graxo, fosfato,
potassio e aminoacidos.

B. Doenga pancreatica endécrina

A doenca pancreatica enddcrina principal e mais freqliente é a diabetes melito. A
doenca ocorre em caes mais velhos, mais em fémeas, frequentemente em associacao ao estro
e sem predisposi¢cao racial. Esta deficiéncia funcional pode ser causada por insuficiente
secregao de insulina (tipo I) ou ainda por redugao nos receptores periféricos (tipo ).

A diabete tipo | esta diretamente relacionada a deficiéncia do pancreas em produzir
insulina e, portanto seu tratamento € baseado na administragdo exégena deste horménio.
Dentre os fatores predisponentes, inclui-se genética, gestagdo, pancreatites, alteracdes
hormonais, obesidade, medicamentos (glicocorticoides).

A diabete tipo II, também chamada insulina ndo dependente por apresentar niveis
normais de insulina, ocorre mais em animais velhos e obesos. O aumento de tecido adiposo
parece ter influéncia na inibicdo da agédo da insulina nos seus receptores. O tratamento é
realizado com base na dieta alimentar associado a hipoglicemiantes, e o monitoramento deve
ser constante, pois esta patologia pode evoluir para o tipo .

Em ambos os casos, a baixa de insulina ou perda de sua acgao, resulta em liberagao de
glicose, aminoacidos e &cidos graxos livres, com gliconeogénese a partir de aminoacidos.
Como a glicose esta indisponivel, o organismo utiliza a via alternativa de obtengéo energética,
a partir das gorduras. Ha aumento sérico de corpos cetbnicos devido ao metabolismo
gorduroso, com cetonemia, cetonuria, acidose sistémica com cetoacidose, traduzindo os sinais
de vomito, anorexia, depressao e fraqueza. A hiperglicemia é evidente, com consequente
glicosuria, poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso.

Para obtengdo de diagndstico, o primeiro passo é a realizagdo de urindlise com
encontro de glicosuria acompanhada ou ndo de cetonuria, em associagao a histéria e sinais
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clinicos caracteristicos. Em caso afirmativo, pode-se realizar:

C. Testes bioquimicos pancreaticos

Dosagem sérica de glicose

A dosagem sérica de glicose deve ser precedida de jejum por no minimo doze horas,
se a condigao do animal permitir. A hiperglicemia pode estar associada a diabetes melito, mas
também é observada em animais anestesiados (mobilizagdo de glicogénio hepatico para a
circulagdo), em animais em choque (aumento de glicocorticdides) e pancreatites. A
hipoglicemia pode ser encontrada no aumento de insulina (tumores), na acetonemia (vacas
leiteiras e ovelhas gestantes), na hipoglicemia dos leitdes.

Dosagem sérica de colesterol

Como a via normal de obtencdo energética estd bloqueada, o organismo utiliza os
lipidios como fonte de energia. O aumento de colesterol é encontrado na diabetes melito, mas
também em animais com dieta rica em gorduras, no hipotireoidismo, na ictericia obstrutiva e
pancreatites. Na doencga renal cronica e hepatopatias também ha aumento de colesterol devido
a hipoalbuminemia, pois a albumina € o carreador de colesterol. A diminuigdo de colesterol é
observada nas hepatites graves, hipertireoidismo e nas caquexias e anemias graves.

Teste de tolerancia a glicose

Este teste confirma o diagndstico de diabetes melito, e pode ser utilizado para se saber
0 grau do processo e o tipo de diabete. Deve ser realizado paralelamente em animal controle
sadio. Para que se tenha maior controle, o ideal é a administragc&o intravenosa de glicose, na
dose de 0,5g/kg, diluida. Os niveis séricos de glicose devem retornar ao normal dentro de 60 a
90 minutos. Caso a administragéo seja por via oral, o prazo é de 120 minutos.

QUADRO 10.1. Quadro comparativo entre os exames, pancreatite aguda e Insuficiéncia
Pancreatica.

Exames Pancreatite aguda Insuficiéncia pancreatica

Fezes aspecto pode estar normal fétida, palida, volumosa, mole,
gorduras e proteinas mal digeridas gorduras e proteinas mal digeridas
tripsina presente tripsina ausente

Lipidios absorg¢ao normal ou reduzida reduzida

Enzimas séricas | aumento de lipase e amilase (>4 x) lipase e amilase aumentadas ou ndo

Glicose normal ou aumentada aumentada

Lipemia (jejum) | positiva negativa

Outros aumento de amilase urinaria glicosuria
aumento de uréia / creatinina leucocitose por neutrofilia ou ndo
aumento de colesterol ou ndo curva glicémica anormal
leucocitose por neutrofilia aumento de colesterol

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 10: funcdo pancreatica

Teste de absorgao

Avalia funcdo de lipdlise e absorcao de lipidios. Deve ser realizado em animal sadio
paralelamente ao teste. Apds jejum de 12 a 24 horas, colher sangue com heparina e
centrifugar. Administrar ao animal 3mL/kg PV de 6leo de milho, colhendo amostras sanguineas
seriadas com heparina, apdés 30 minutos, uma, duas e trés horas. Observar turbidez do plasma
apos centrifugacgéao (figura 10.1):

Mantendo-se limpido o plasma do animal teste, repetir a prova com administragdo conjunta de
pancreatina (composto enzimatico pancreatico com lipase).
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PLASMA
(PRE-PRANDIAL)

Plasma Plasma

PLASMA APOS 1 e 2 HORAS
[(POS-PRANDIAL)

Administracéo de 3ml F kg
de dleo de milho via oaral

Plasma
LinP Do

limpidao limp

TUBO 1 TUBO 2

PLASMA
(PRE-PRANDIAL)

Plasma
limpido

Plasma
limpido

TUBO 1 TUBO 2

TUBO 1 TUBO 2

PLASMA APOS 1 e 2 HORAS
[POS-PRANDIAL)

Administracdo de 3ml f kg
de 6leo de milho via oral
+

ENZIMA PANCREATICA

Plasma

LRVO
Plasma INSUFICE NGIA
TLRVo PANCREATICA

TUBO 1 Plasma

LiMrP Do
SINDROME

TUBO 1: CONTROLE POSITIVO
TUBO 2: TESTE

MA-ABSORCAO

TUBO 2

FIGURA 10.1. Esquema ilustrativo da prova do éleo de milho.

Prova do filme de raios-X

Avalia a presencga de tripsina. Deve ser feito em trés amostras: uma sem fezes, outra
com fezes de animal sadio e outra de fezes teste. Acompanhe a seguir:

1 parte de fezes normais
+

9 partes de bicarbonato 5%

TUBO 1:
CONTROLE POSITIVO

10 partes de
bicarbonato 5%

TUBO 2:
CONTROLE NEGATIVO

TUBO 3:
TUBO TESTE

1 parte de fezes teste

+
9 partes de bicarbonato 5%

FILAME TRANSPARENTE

TRIPSINA PRE SENTE

TUBO 1:

ADICIONAR UMA

A CADA TUBO

TIRA DE RAIO X USADO I

CONTROLE POSITIVO

FALME ESCLRO

|

INCUBAR POR
1 HORA A 37 °C
oL
2,5 HORAS A 26 °C

TRIPSINA AUSENTE

TUBO 2:;
GCONTROLE NEGATIVO

FILME COR 7

TRIPSINA 7

TUBO 3:
TUBO TESTE

FIGURA 10.2. Esquema ilustrativo da prova dos Raios-X.

Prova da gelatina

Avalia a presencga de tripsina. Deve ser feito em trés amostras: uma sem fezes, outra
com fezes de animal sadio e outra de fezes teste, conforme figura 10.3:
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2mi gelatina 7.5% GELATINA LiQubA
1mi bicarbonao 5% SN SENTE
1m] fezes normais (1:106)

TUBO 1: TUBO 1:

CONTROLE POSITIVO CONTROLE POSITIVO

. INCUBAR POR
1HORA A 37°C

—{ 2mi gelatina 7,5% GELATINA SOLIDA

1ml bicarbonato 5% l TREPSINA AUSENTE
1mil solugdo fisiolagica
' REFRIGERADOR

TUBO 2: POR 20 minutos THBO
CONTROLE NEGATIVO CONTROLE NEGATIVO

|| : GELATINA 7
2mi gelatina 7,5%

1ml bicarbonato 5%
v 1m! fezes teste (1:16)

TRIPSINA 7

TUBO 3:

TUBO 3:
TUBO TESTE

TUBO TESTE

FIGURA 10.3. Esquema ilustrativo da prova da gelatina.
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MODULO 3: CITOLOGIA

PARTE 11: DERRAMES CAVITARIOS

11. 1. Fisiologia dos liquidos corpéreos

O volume de agua corporal nos animais corresponde a cerca de 65% do peso total.
Esta percentagem esta mais relacionada com a massa dos tecidos magros; os animais magros
possuem maior percentagem de agua que os obesos. A distribuigdo do volume de agua néo é
equitativa porque os tecidos e érgaos do corpo contém quantidades diferentes e caracteristicas
de agua. Esta distribuicdo desigual de agua é divisivel em dois compartimentos — o liquido
extracelular e o liquido intracelular. O liquido extracelular corresponde aproximadamente 24%
do volume de liquido total e inclui o plasma (4%), o liquido tissular ou intersticial (15%) e o
liquido transcelular (5%). O liquido transcelular € aquele que ocorre nas cavidades corporais,
nas visceras ocas, nos olhos e nos produtos de secregéo das varias glandulas.

O plasma ou a fase intercelular liquida do sangue contém numerosos e variados
cristaldides, assim como proteinas plasmaticas. Os cristaléides ndo deixam o sangue em
quantidades significativas sob condi¢gdes normais; apenas a agua e os cristaldides tém livre
acesso aos tecidos conjuntivos. O liquido tissular, portanto, € o plasma desprovido da maioria
de suas proteinas caracteristicas. O liquido tissular que ganha acesso aos capilares linfaticos é
chamado de linfa. A linfa ndo contém quantidades significativas de proteinas, mas as proteinas
plasmaticas que adentram o intersticio retornam indiretamente para a circulacdo geral pelos
vasos linfaticos.

Os metabdlitos e o oxigénio devem atravessar o liquido tissular antes de atingir as
células. Os produtos residuais do metabolismo atravessam o liquido tissular e s&o
transportados no sangue para os seus locais adequados de excregao (rins) ou troca (pulmdes).
As substancias dissolvidas no sangue se movem a favor do seu gradiente de concentragdo
(difusao) de forma aleatéria, para fora ou para dentro do compartimento vascular através das
fenestras das células endoteliais. A permeabilidade seletiva da célula endotelial impede, exceto
por uma pequena quantidade, o transporte de macromoléculas (proteinas) por meio desta
barreira.

O movimento do fluido e de substancias € governado pelas relagbes entre a pressao
hidrostatica e oncética que regulam o delicado equilibrio liquido do organismo. A pressao
hidrostatica no interior dos capilares move continuamente o liquido e as substancias nele
dissolvidas para o tecido conjuntivo. A perda de liquido do espago vascular poderia ser
continua, se a pressao oncoética das proteinas plasmaticas do leito vascular ndo recuperasse
os liquidos do espaco intersticial de volta para o espaco intracapilar.

O movimento e a distribuigdo de fluidos no organismo depende do balango de quatro
fatores, que governam a direcdo e quantidade de liquidos que sdo movidos e/ou mantidos nos
varios locais, esses fatores sdo: a pressao hidrostatica do capilar, a pressido hidrostatica
intersticial, a presséo coloidosméstica do capilar e a presséo coloidosmética intersticial (tabela
11.1).

TABELA 11. 1. Pressoes arteriolar e venular do cdo

Presséo (mmHg) Arteriolar Venular
Hidrostatica do plasma 30 17
Hidrostatica do tecido 8 8
Oncodtica do plasma 25 25
Oncodtica do tecido 10 10

Presséo de filtragdo: (30 — 8 ) — (25 — 10) = 7mmHg; Pressao de reabsorgdo : (17 — 8) — (25 — 10) = -6mmHg

A presséao hidrostatica capilar € iniciada e mantida pela forca mecanica do coragéao.
Embora a presséao hidrostatica capilar caia aprecialvelmente no lado arterial dos capilares para
30mmHg, esta pressdo excede a pressdo hidrostatica intersticial, que é de 8mmHg. As
proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, contribuem para a pressédo coloidosmotica
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do sangue. Esta é de aproximadamente de 25mmHg no lado arterial do leito capilar; a pressao
coloidosmdtica do liquido tissular é de aproximadamente 10mmHg. Deste modo, no leito capilar
arterial ha uma pressao resultante de 7mmHg, também chamada de presséo 0 de filtragao, a
favor do liquido para o tecido.

No lado venoso ha uma queda na pressdo hidrostatica capilar para 17mmHg, sendo
que as demais pressdes mantém-se aproximadamente nos mesmos valores. A pressio
resultante desta vez ocorre a favor da entrada de liquido para o interior dos vasos, em torno de
6 mmHg, também chamada de pressao de reabsorgao. A reabsorgdo movimenta, de volta para
o leito vascular, cerca de 90% do liquido filtrado para o tecido conjuntivo. Os 10% restantes do
liquido que nao retorna para o leito vascular desequilibrariam essas correlagdes entre a
filtragcao e a reabsorgao, se fosse permitido a esse fluido a sua permanéncia no intersticio. Para
evitar este problema, o liquido e a pequena quantidade de proteinas, resultante desta diferenca
de 1mmHg entre a filtracdo e a reabsor¢éo, sdo devolvidos para a circulagdo geral por meio
dos vasos linfaticos.

11. 2. Alteragoes nas trocas de fluidos

Numerosos fatores podem influenciar e alterar o delicado equilibrio que existe entre os
componentes liquidos dos compartimentos do sistema vascular, do sistema linfatico e do tecido
conjuntivo. Alteracbes como ingestdo excessiva ou inadequada de &gua, desequilibrio
eletrolitico, deficiéncia de proteinas, processos inflamatérios e doencas sistémicas podem se
manifestar na troca de uma perturbacéo generalizada do equilibrio fluido.

O edema ¢é a retencdo e o subsequiente acumulo de liquido tissular, resultante da
transformacdo da pressao hidrostatica intersticial em positiva. As condi¢des edematosas
sistémicas e/ou regionais nao ocorrem facilmente. Como manifestacdo clinica, o edema
geralmente é resultado de sérios processos patolégicos.

Dois mecanismos especificos proporcionam uma margem de seguranga para o
acumulo de fluidos. A substancia fundamental, representada pela propriedade intrinseca de
absorgéo do tecido conjuntivo, pode absorver cerca de 30% de liquido além do seu conteudo
normal. O mecanismo de fluxo linfatico proporciona uma margem de seguranga adicional. Este
fluxo € influenciada pela pressao hidrostatica intersticial negativa, pelo bombeamento dos
capilares linfaticos e pelo mecanismo de arrastamento de proteinas intersticiais pela agua. O
sistema de fluxo linfatico gera um mecanismo que requer um aumento de 70% da presséo
hidrostatica capilar antes que o edema seja observado. Ainda é necessario que haja uma
reducao aproximada de 70% da pressao coloidosmoética do capilar antes que seja atingida uma
condigdo edematosa.

Apesar destes fatores de seguranga, o edema ocorre. Quatro mecanismos basicos
provocam a formacao excessiva de liquido tissular:

A. Obstrucao linfatica

A obstrucao linfatica influencia este processo em duas vias. Inicialmente a obstrucao
linfatica impede o retorno do liquido tissular para a circulagao, resultando no aumento gradual e
continuo de liquidos no tecido conjuntivo. Isto aumenta a pressdo hidrostatica do liquido
tissular. Ocorre também uma acumulagéo progressiva de proteinas no tecido conjuntivo. As
proteinas elevam a pressdo coloidosmética do tecido conjuntivo, resultando numa tendéncia
para atrair e reter mais agua. As causas podem incluir linfangite e linfadenoma, tumores e/ou
metastases, abcessos e extirpagao cirurgica de cadeia linfatica.

B. Aumento da permeabilidade capilar

Elevacdo da permeabilidade capilar resulta no vazamento de plasma para o
compartimento do tecido conjuntivo. A elevada pressao coloidosmatica intersticial devido ao
excesso de proteinas no tecido conjuntivo provoca o aumento da quantidade de liquido tissular.
O fato mais significante é a diminuigdo da capacidade do sangue para atrair a agua de volta
para os capilares. As causas podem ser processos inflamatdrios, reacdes alérgicas,
substancias téxicas e venenos e queimaduras.

C. Diminuigcao da pressao oncética capilar

A baixa da pressao coloidosmética esta associada a baixa concentragao de proteinas
plasmaticas. Este tipo de deficiéncia resulta na diminui¢do da habilidade do sangue de remover
fluidos do tecido conjuntivo. A hipoproteinemia pode ser resultado de distirbios hepaticos,
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perda excessiva de proteinas na urina (disturbios renais), desnutrigao protéica, perda excessiva
de proteinas pelo tubo digestivo e parasitismo.

D. Aumento da pressao hidrostatica capilar

A obstrugcdo venosa resulta na elevagdo da pressao hidrostatica capilar. Quando a
pressao hidrostatica excede a pressao coloidosmatica capilar, os liquidos séo retidos no tecido
conjuntivo. A elevagéo da pressao hidrostatica capilar pode resultar de insuficiéncia cardiaca
congestiva ou estase portal, inflamagao ou obstru¢do dos vasos, compressdo com bloqueio dos
vasos por tumores ou nédulos, aumento da resisténcia pulmonar e colocagao apertada de
bandagens.

11. 3. Classificacao dos derrames cavitarios

Os derrames cavitarios sdo denominados de acordo com o local de formagéo (tabela
11.2) e classificados conforme o tipo de liquido (caracteristicas fisicas, quimicas e citolégicas)
em transudato puro, transudato modificado e exsudato.

A. Transudato puro

Caracteristicas: limpidos e incolores (cdes e gatos), amarelados (herbivoros), pequena
quantidade de proteina total (<2,5g/dL), poucas células nucleadas (CTCN<1.500/ulL), pH
alcalino, densidade (<1.017), células predominantes: mesoteliais, poucos linfécitos e neutréfilos
integros e raros macrofagos e hemacias.

Causas: diminui¢cdo da concentragao das proteinas plasmatica, ou seja, diminui¢ao da pressao
coloidosmatica na nefropatia, hepatopatia crbénica, enteropatia e deficiéncia nutricional.

TABELA 11.2. Nomenclatura dos liquidos cavitarias de acordo com o local de formagao

Cavidade abdominal Hidroperitdnio ou ascite

Cavidade pleural ou toracica Hidrotorax

Pericardio Hidropericardio

Cavidade articular Hidroartrose

Bolsa escrotal Hidrocele

Espago subaracnoide nervoso Hidrocéfalo,liquor ou liquido céfalorraquidiano
Tecido conjuntivo Edema

B. Transudato modificado

A citologia do transudato modificado depende da sua origem, mas geralmente
apresenta neutrofilos ndo degenerados em pequena quantidade, células mesoteliais reativas,
pequenas quantidades de linfécitos e macréfagos, poucas hemacias. Pode ser denominado de
acordo com o local de formacgao (tabela 11.3).

Caracteristicas: leve a moderadamente turvo, quantidade de proteina total moderada (2,5 a
7,0g/dL), baixa a moderada celularidade (CTCN 1.000-7.000/uL), células predominantes:
mesoteliais, poucos linfécitos e neutrdfilos integros, macréfagos e hemacias.

Causas: aumento da pressséo hidrostatica capilar: estase venosa portal, ruptura de bexiga,
ureter e uretra, insuficiéncia cardiaca, ruptura do ducto biliar, neoplasias, hemorragias intra-
cavitarias, bloqueio das veias que drenam os tecidos, tor¢do pulmonar. Bloqueio do sistema
linfatico: massas, tumores e outros.

QUADRO 11.3. Nomenclatura dos transudatos modificados de acordo com o local de formacao

Cavidade abdominal Hemoperitdnio, uroperitdnio, quiloperitdnio
Cavidade pleural ou toracica Hemotoérax, quilotérax

Pericardio Hemopericardio

Cavidade articular Hemartrose

Bolsa escrotal Hemocele

Caracteristicas de alguns fluidos especiais (Transudato modificado)

Efusdo Quilosa: formada pelo extravasamento de linfa, cor creme (branca) ou rosada devido a
presenca de hemacias, proteina total 2,0 a 6,5g/dL, células nucleadas: 1.000 a 17.000/uL,
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células predominantes: linfécitos, podendo estar presentes neutréfilos e macréfagos,
concentragao de triglicerideos no fluido maior que no soro, concentragdo de colesterol do fluido
menor que No Soro.

Peritonite Infecciosa Felina (PIF): aguda: pouco quimiotactante - fluido com poucas células,
alta proteina, incolor, viscoso, neutréfilos degenerados, macrofagos, plasmocitos, céls.
mesoteliais e linfécitos; cronica: menor quantidade de neutréfilos, maior de outras células

Peritonite Biliar: ruptura da vesicula ou ducto biliar, amarelo - alaranjado, PT e CTCN
moderada a alta, pigmento biliar em macréfagos, concentragao de bilirrubina do fluido maior do
que no soro.

C. Exsudato

O exsudato possui formagao ativa e origem inflamatéria, com presenca de substancias
vasoativas e quimiotaticas, que aumentam respectivamente o conteudo de proteinas e células
do liquido que sdo as substancias vasoativas - aumento da permeabilidade vascular (4
proteina), e substancias quimiotactantes - aumento de células.

Caracteristicas: turvos, cor: branca, rosa, ambar, vermelha, etc, proteina total (>3,0g/dL),
densidade (>1020), pH acido, células nucleadas (CTCN>7.000/uL), geralmente coagulam,
citologia: predominancia de neutrofilos, macrofagos e células mesoteliais; bactérias podem
estar presentes. Exsudatos podem ser divididos em:

A - Sépticos: agentes bacterianos, fungicos, etc.

B - Assépticos: uroperitdnio, peritonite biliar, pancreatite necrética e neoplasias.

TABELA 11.4. Classificagdo dos derrames cavitarios

Parametro Transudato Trans. Modificado Exsudato
PT (g/dL) <25 25-7,5 >30
CTCN / uL <1.500 1.000 - 7.000 > 7.000
Densidade <1017 1017 - 1025 > 1025
Bactérias ausentes ausentes variavel
Linfécitos
Células Mononucleares Mondcitos Neutréfilos
Predominantes Mesoteliais Mesoteliais Macréfagos
Hemacias Mesoteliais

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 11: exame de liquido

abdominal

11. 4. Abdominocentese

A Abdominocentese € um exame clinico complementar, de grande valia para
estabelecimento de um diagndstico. Porém, assim como outros exames, ndo deve ser
executada sem prévio exame clinico completo, pois o insucesso em uma colheita ndo significa
auséncia de anormalidades, e, ao contrario, pode ser um sinal para a realizacdo de outros
exames clinicos complementares.

Por se tratar de um exame relativamente facil de ser efetuado, o clinico veterinario
deve se habituar a sua realizagao e ter sempre a mao os equipamentos necessarios a colheita
e acondicionamento do conteddo abdominal, para encaminhamento laboratorial.

Por meio de uma abdominocentese é possivel diagnosticar varios tipos de alteragdes
do liquido abdominal, podendo ser de origem traumatica (sangue, conteudos digestivos, urina),
infecciosa (conteudo purulento), inflamatdria (fibrina), entre outras. Este exame €& mais
comumente utilizado para confirmagao do diagndstico de peritonite, contribuindo também para
o estabelecimento do progndstico. Para a execu¢cdo de uma abdominocentese, é necessario
que se tenha uma boa conten¢édo do animal pois o local de eleicdo para a colheita é a regido
xiféide, podendo ocorrer acidentes tanto para o veterinario e seus auxiliares, quanto para o
animal.
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Pequenos animais

A paracentese abdominal em pequenos animais com propésito diagnostico tem sido
muito utilizada, e possui uma taxa de sucesso em torno de 50%. Frequentemente a agulha
entope com o contato de visceras ou omento. Assim, somente grandes volumes de fluido
abdominal (5 a 7mL) podem ser detectados por este método. Para otimizar este meio
diagnéstico, é utilizado a dialise ou lavagem abdominal com auxilio de um cateter especial.
Com esta técnica, o indice de sucesso em detectar o fluido aumenta para em torno de 80%,
podendo detectar volumes de 1,0mL/kg PV. Além do aumento de volume de trabalho, o cateter
tem vantagem na retirada do liquido porque possui calibre maior, e com fenestragbes laterais
na porgao final.

A parede abdominal do paciente deve ser tricotomizada, e pode ser aplicado
anestésico local. Com o paciente em decubito dorsal, realiza-se uma incisdo na linha alba com
auxilio de bisturi, caudalmente ao umbigo uns 2 a 3cm, aproximadamente. O cateter é entédo
introduzido através da parede abdominal, na direcdo caudal, utilizando-se uma seringa de
20mL para retirada do material. Se nao for obtido aspirado com este procedimento, 22 mLI/kg
de solucgéo fisiolégica pode ser infundido para o abdome. O paciente pode ser levemente
movimentado para os decubidos laterais para que o fluido se disperse. O lavado final é colhido
por drenagem gravitacional, ndo sendo necessario a colheita do total de liquido infundido.

Grandes animais

Deve-se ter em mente que os bovinos tem uma capacidade muito acentuada de
restringir processos inflamatérios a nivel abdominal, levando, na maioria das vezes, a quadros
circunscritos de peritonite, dificultando a colheita deste material. Ao contrario, nos equinos a
peritonite tende a ser difusa, mas mesmo assim a grande deposi¢éo de fibrina pode “impedir” a
saida de conteudo representativo. Apds a contengéo, deve-se efetuar tricotomia (+ 20 x 20cm)
e apos antissepsia do local, com tintura de iodo, iodo povidine ou outro desinfetante disponivel.
Pode ser feita uma anestesia local ao redor da regido, porém dependendo da indole do animal
pode n&o ser preciso.

Durante a colheita, use sempre luvas cirurgicas, pois além de protegdo pessoal, este
procedimento € invasivo e pode levar a uma infecgdo iatrogénica. Use também agulha e
trocarter estéreis, pelo mesmo motivo. As agulhas devem ser longas e de calibre grosso (40x15
ou 40x20), podendo também ser usado trocarter ou mesmo uma sonda de teto (com ponta
romba e aberturas laterais), sendo necessario neste caso a perfuragao da pele por meio de um
bisturi. Tenha em m&os uma seringa para sucgéo, pois muitas vezes s6 assim se recuperara
algum conteldo. Separe também pelo menos dois vidros pequenos identificados com etiqueta
(um sem anticoagulante e outro com EDTA), para que se possa visualizar se ocorre ou néao
coagulagdo do conteudo, e também para poder enviar o material ao laboratério (dentro de
isopor com gelo). Se necessario, pode-se efetuar esfregago em lamina, dependendo do
aspecto do conteudo coletado. Ndo esquecer de referir o uso de antimicrobianos, caso o
material seja enviado para cultivo.

O local exato de colheita devera ser escolhido em fungéo da observagao do animal (por
exemplo: pode haver irregularidades no aspecto do abdome, sugerindo presenca de conteudo
abdominal). Geralmente a colheita é feita tomando-se como referéncia a cicatriz umbilical,
adiantando-se 4 a 5 dedos e desviando-se para a direita 4 a 5 dedos. Nesta regido as chances
de sucesso na colheita sdo maiores (€ a regido mais baixa do abdome).

O sucesso da colheita ocorre quando se recupera o contetudo abdominal. Porém sabe-
se que nos bovinos e eqliinos sadios a quantidade de liquido existente é de apenas alguns
mililitros, sendo, portanto muito frequente a auséncia de liquido abdominal no ato da colheita,
sem que isso seja considerado um insucesso.

11. 5. Atividade extra: colheita e analise do liquor

O exame do liquido céfalo-raquidiano é de especial importancia nos casos de suspeita
de patologias primarias ou secundarias ao sistema nervoso®.

Colheita do liquor
Finalidade do exame: Recurso complementar na avaliagao do sistema nervoso central (SNC).

* Verifique antes se o uso de animais para esta aula possui aprovacédo no Comité de Etica da
sua Instituigao.
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Indicagbes: A indicacdo da realizagdo do exame do liquido cefalorraquidiano é dada
principalmente pela evidéncia clinica sugerindo enfermidade do SNC. Além disso, possui valor
diagnostico no auxilio a clinica e anamnese, no prognéstico de determinadas enfermidades, e
ainda como terapia em casos de aumento da pressao intra-craniana. evidéncia clinica de
alteracbes no SNC, progndstico, diagndstico e monitoramento terapéutico, pesquisa do efeito
de farmacos sobre o SNC e auxilio na monitoragao radiografica do SNC.

Riscos e contra-indicagoées: Como contra-indicagdes temos os animais que ndo possam ser
anestesiados ou bem contidos, pois trata-se de colheita delicada. Em suspeita de aumento de
pressao intracraniana, como edemas, traumas, hemorragias, neoplasias, deve-se ter muito
cuidado com a descompressao repentina. A colheita do liquor € também contra-indicada
quando houver infecgdo cuténea localizada a regido de pung¢ao (contaminagao), ou ainda em
animais com desidratagédo severa (baixa presséo liquérica) ou distirbios de coagulagéo (riscos
de hemorragias).

Material necessario: Agulha hipodérmica - tamanho 25x7 ou 30x7 (caes), *agulha especifica
para puncgdo liqudrica, Agulha metalica com mandril - tamanho 80x10 a 100x10 (bovinos),
anestésicos para a pré-anestesia e anestesia geral, material para tricotomia, acool iodado, trés
frascos para o acondicionamento do liquor.

Locais de colheita: Regido suboccipital (cisterna magna) ou lombossacra. Em caes e gatos
deve-se posicionar o animal em decubito lateral direito ou esquerdo estando o animal sob
anestesia geral. Em bovinos e equinos pode-se proceder com leve sedagéo e decubito lateral
esquerdo. Os principais locais de colheita do liquor sdo a via lombar, no fundo de saco dural
(entre as vértebras lombares L5 e L6 ou entre L6 e L7), via cisternal ou suboccipital na cisterna
magna; via ventricular, mais rara, realizada nos ventriculos laterais.

Técnica de puncdo: Depois de realizada tricotomia e antissepsia local, introduzir a agulha no
ponto médio entre as margens craniais das asas do atlas e a protuberancia occipital externa
(bovinos e caes).

1. Atingida a cisterna magna o liquor fluira pela agulha e sera acondicionado em trés frascos
separadamente. A quantidade de liquor colhida devera ser aproximadamente de 1mL
para cada 5Kg de peso vivo. Em grandes animais cerca de 5mL sao suficientes para o
exame. Remeter o material imediatamente ao laboratério.

2. A colheita do liquor deve ser realizada por profissional experiente, e apos adequada sedagéo
ou tranquilizagdo do animal. Como em parte das vezes, principalmente em grandes
animais, o animal em questdo apresenta-se em decubito e depressao, normalmente
nestes casos uma boa contencdo pode ser mais adequada que os riscos anestésicos.

3. O local de puncao é medida importante e deve ser escolhido previamente segundo a espécie
animal e a indicagdo clinica (tabela 11.5), ou seja, se a localizagdo do processo
patolégico € raquiana, meningo-encefalica ou craniana. Colheitas em diferentes locais
de puncao podem fornecer diferentes amostras.

4. Os cuidados gerais envolvem o preparo do animal na sedagéo, se necessario, contengao,
tricotomia local e antissepcia. O liquor deve ser colhido com agulha apropriada para a
espécie e porte do animal, e a colheita realizada em trés frascos identificados e
numerados, se possivel um deles com anticoagulante. Como a quantidade de liquor
obtida é pequena e o risco de contaminagdo com sangue durante a colheita € alto, a
colheita sequencial em trés frascos minimiza estes riscos.

5. O liquor, por conter células e outras estruturas de rapida degeneracgéao, deve ser processado
imediatamente apés a colheita, num periodo maximo em torno de trinta minutos.

TABELA 11.5. Locais de puncao para colheita do liquido céfalo-raquidiano

Espécie Local Profundidade (volume max) Agulhas
Cao Suboccipital / lombar 1 —4cm (1mL/5kg PV) 30-50 x 7-8
Gato Suboccipital 1-2cm (0,5a1,0mL) 30 x 6-7
Equinos Suboccipital / lombar 5-7cm (5a7mL) 100 x 10-12
Bovinos Suboccipital / lombar 5—-7cm (5a7mL) 80-100 x 10-12
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MODULO 4: HEMOTERAPIA

PARTE 12: TRANSFUSAO EM CAES E GATOS

12.1. Introducgao

Desde os primeiros relatos de transfusbes sanglineas no século XVII, quando se
transfundia sangue heterdlogo na tentativa de se alterar o comportamento de quem o recebia,
a medicina transfusional tem evoluido muito. Hoje as indicagdes para a transfusdo de sangue
total ou de um de seus componentes sdo a necessidade do restabelecimento da capacidade de
transporte de oxigénio pelo sangue, deficiéncias na hemostasia, transferéncia de imunidade
passiva e hipoproteinemia, além da hipovolemia nao responsiva ao tratamento convencional.
Atualmente, a terapéutica transfusional com componentes especificos do sangue é preferida ao
uso rotineiro de transfusdo com sangue total. Esta atitude n&o apenas conserva os estoques de
sangue, uma vez que, cada unidade doada pode beneficiar diversos pacientes, mas também
permite que sejam transfundidas grandes quantidades de um determinado componente que o
paciente necessite, diminuindo o risco de sobrecarga circulatéria.

12.2. Tipos Sangiiineos

As hemacias possuem antigenos proprios (glicoproteinas ou glicolipideos) na
superficie da membrana celular que as classificam em grupos sanguineos. A consequéncia
destes antigenos na superficie das hemacias é a formacgédo de anticorpos anti-hemacias no
receptor contra hemacias do doador. Dependendo da espécie animal, esses anticorpos tém
ocorréncia natural (gatos) ou podem ser produzidos apds sensibilizagdo em transfusdes
anteriores (caes). A presenga de anticorpos contra hemacias do doador pode causar reagdes
transfusionais hemoliticas imuno-mediadas severas e até fatais, como acontece em gatos tipo
B recebendo sangue tipo A; podem levar também a formacdo de anticorpos para um
determinado tipo sanguineo (no caso do cdo); ou ainda acarretar uma perda da eficacia da
transfusado sanguinea realizada, pela diminuigdo da sobrevida das hemacias transfundidas.

Caes

Foram identificados varios tipos sanglineos em caes. Estes compreendem os AEC
(antigeno eritrocitario canino) 1 (1.1, 1.2, 1.3), 3, 4, 5, 6, 7, 8. Os tipos sanglineos que tém o
maior potencial antigénico sdo o AEC 1.1, 1.2 e 7. Transfus&o de sangue tipo AEC 1.1 positivo
em um paciente com AEC 1 negativo resulta na formagdo de aloanticorpos anti-AEC 1.1,
diminuindo a sobrevida das hemacias transfundidas. Além disso, uma segunda transfusdo com
AEC 1 positivo, resultara em reacdo transfusional hemolitica imuno-mediada aguda severa.
Similar a incompatibilidade do AEC 1.1, a transfusdo de AEC 1.2 em um c&o negativo para
AEC 1, mas que apresenta aloanticorpos contra AEC 1.2, causa uma diminuicdo da meia vida
das hemacias transfundidas para 12 horas. Em contraste, cdes que sédo negativos para AEC 7
podem possuir anticorpos naturais contra AEC 7, porém a sua importancia é ainda discutida.
Por essas razdes o doador ideal seria o cao negativo para AEC 1.1,1.2e 7.

Gatos

Os gatos possuem apenas trés grupos sanglineos: A, B e AB, porém, possuem altos
titulos de anticorpos naturais, sendo estes responsaveis por reagdes transfusionais hemoliticas
severas na primeira transfusao ou em filhotes de fémeas primiparas. A freqiiéncia dos tipos de
sangue em gatos varia de acordo com a raga e localizagdo geografica, mas a maioria dos
animais (>95%) séo do tipo A. O tipo sanguineo B tem uma prevaléncia de aproximadamente
5% da populagao total, porém essa incidéncia aumenta em animais de raga pura, sendo que na
raga British shorthair ha uma prevaléncia de 77%. A maioria dos gatos tipo B apresenta grande
quantidade de anticorpos contra o sangue tipo A, sendo que uma transfusdo de tipos
sanguineos diferentes nestes animais pode acarretar uma severa reagao hemolitica aguda e
irreversivel. A meia-vida das hemacias transfundidas neste caso é de uma hora. Ja nos gatos
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tipo A recebendo sangue tipo B, a meia-vida dessas células é de dois dias, sendo a transfusao
inefetiva. Gatos AB aparentemente, ndo possuem anticorpos contra os tipos sanguineos A e B.
E importante lembrar que com o aumento de gatos de ragas a incidéncia de reagdes
transfusionais imuno-mediadas nesta espécie tende a aumentar. Desta forma, a tipificagao
sanglinea e/ou a prova de reagao cruzada constituem procedimentos indispensaveis antes de
qualquer transfusdo sanguinea nesta espécie.

12.3. Selegao dos Doadores

O doador canino ideal deve ter entre 2 e 8 anos de idade, peso acima de 28kg e ser
AEC 1.1, 1.2 e 7 negativos. Caes pesando acima de 28kg podem doar 450mL de sangue a
cada 3 semanas sem efeitos adversos ou necessidade de suplementacgao nutricional com ferro.
Se estiverem recebendo suplementagéo nutricional podem doar22mlL/kg a cada 10 a 21 dias, o
que hoje ndo é recomendado. O ideal € que a doagéo tenha intervalos de 3 a 4 meses. Os
doadores podem ser machos e fémeas castradas e/ou nuliparas. O sangue total e o plasma de
animais que ja estiveram prenhes ou que receberam transfusdo sanguinea prévia ndo devem
ser usados devido a possibilidade de exposicdo a hemacias estranhas e subseqliente
formacao de aloanticorpos. Os caes doadores devem ser submetidos a exame clinico e
hemograma antes de qualquer doagéo e anualmente deve ser realizado perfil bioquimico sérico
e sorologias para Brucela canis, Erlichia sp, Dirofilaria immitis, Borrelia burgdorferi, Babesia sp,
Leischimania sp., dependendo da localizagdo geografica e da incidéncia destes
microorganismos no local onde o c&o vive.

Os doadores felinos devem ter entre 2 e 5 anos de idade, peso acima de 4kg, sendo
preferivel um peso entre 5 e 7kg, porém o animal ndo deve ser obeso. O volume sangtiineo
maximo a ser colhido em felinos € de 11 a 15mL/kg a cada 21 dias. Entretanto esse volume
representa uma maior porcentagem do volume sanglineo total dos felinos em comparagao
com a porcentagem do volume sangiineo total dos cées. Por esta razdo, gatos podem
desenvolver hipotensao durante ou logo apds a doagdo de sangue. Quando for preciso sedar
estes animais, deve-se escolher sedativos que minimizem a hipotensdo. Outra medida que
pode ser tomada é a administragdo de solugao salina intravenosa, na dose de 2 a 3 vezes o
volume sanguineo colhido. Os doadores podem ser machos e fémeas. Anualmente deve ser
feito perfil bioquimico completo e devem ser testados para dirofilariose, micoplasmose, virus da
leucemia viral felina (FeLV) e virus da imunodeficiéncia viral felina (FIV). Os gatos doadores
devem ser regularmente vacinados contra rinotraqueite, calicivirus, panleucopenia, clamydia e
raiva, ou que sejam animais de vida restrita.

O comportamento dos doadores caninos e felinos € uma consideragédo importante, ja
que a escolha cuidadosa dos mesmos elimina a necessidade de tranquilizacado, diminuindo o
tempo da colheita e a relutancia dos proprietarios em trazer os animais para serem doadores.

12.4. Colheita do sangue

Para a colheita e 0 armazenamento do sangue, devem ser utilizadas bolsas proprias
contendo anticoagulantes, adicionados de fatores nutricionais ou preservativos para hemacias.
Quando o volume é menor e o uso do sangue for imediato ou em um periodo de até 24 horas,
0 sangue também pode ser colhido em seringas heparinizadas.

Os anticoagulantes mais freqlientemente utilizados sdo o citrato fosfato dextrose
adenina (CPDA-1), o citrato acido dextrose (ACD), citrato de sédio e a heparina. Apenas os
dois primeiros (CPDA-1, ACD) contém substancias nutritivas para as hemacias, e, portanto,
sdo os indicados quando se pretende estocar o sangue colhido. O sangue colhido com citrato
de sédio ou heparina deve ser transfundido logo apds a colheita.

Em cées e gatos o sangue pode ser colhido da veia jugular ou veia cefalica, sendo que
nesta ultima o tempo de colheita pode ser maior. A veia jugular é preferida devido ao facil
acesso e a rapidez na colheita, porém a contengdo do animal é mais trabalhosa. O local da
puncao para colheita de sangue deve ser preparado com tricotomia e antissepsia cirurgica.
Quando for necessario colher pequenos volumes de sangue de caes ou, principalmente de
gatos, pode-se fazer uso de seringas estéreis com heparina ou CPDA-1, com uma proporgéo
de 1 parte de anticoagulante para 9 partes de sangue. Porém, deve-se tomar cuidado com a
quantidade total de heparina administrada ao paciente, pois esta pode resultar em deficiéncia
de coagulagao.

Apds a pungéo e o estabelecimento do fluxo de sangue, a bolsa deve ser movimentada
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suavemente com o objetivo de homogeneizar o sangue com o anticoagulante sem causar
hemolise. Para facilitar o fluxo de sangue o garrote deve ser mantido e a bolsa de sangue ser
posicionada em local mais baixo do que o doador. O tempo de colheita ndo deve ultrapassar 15
minutos, evitando-se assim estresse excessivo nestes animais. O recomendado é fazer o uso
de uma balanga para pesar a bolsa constantemente durante a colheita, sendo o peso ideal
desta, 500g, com sangue e anticoagulante. Apds a colheita e retirada da agulha deve ser feita
compressdo da veia durante aproximadamente 2 a 4 minutos, para evitar sangramento e
formagdo de hematoma. E muito importante que na retirada da agulha ndo ocorra
contaminagao da bolsa com a entrada de ar através do equipo.

Para o armazenamento dos componentes sanglineos deve-se usar freezer e geladeira
exclusivos para o banco de sangue, com termémetro marcando temperatura maxima e minima.
Além disso, é importante respeitar os critérios de temperatura e periodo de armazenamento de
cada componente. Antes de qualquer componente ser usado, € necessaria a avaliagado
cuidadosa do material para detec¢ao de qualquer alteragédo que comprometa a seguranga ou a
eficacia do produto durante e apos a transfusdo sanguinea, sendo que as unidades suspeitas
devem ser descartadas.

12.5. Sangue Total e seus Componentes

O sangue fresco total € o sangue colhido ha no maximo oito horas e que contém
hemacias, leucdcitos, plaquetas, todos os fatores de coagulagao e proteinas plasmaticas. Ele
pode ser utilizado diretamente para transfusdes ou a partir dele podem ser separados todos os
componentes sanguineos, o que hoje é o mais indicado.O sangue total estocado é o sangue
fresco total colhido com CPDA-1 ou ACD e armazenado a temperatura de 1° a 6°C. O CPDA-1
tem propriedades preservativas de hemacias melhores que o ACD, permitindo a estocagem do
sangue por 28 até 35 dias. O sangue total estocado pode ser utilizado para fornecer hemacias,
proteinas plasmaticas e fatores de coagulagdo estaveis. O sangue fresco total pode ser
separado em papa de heméacias e plasma por centrifugagdo. Apds a separagéo, a papa de
hemacias deve ser colocada em temperaturas entre 1° e 6°C, o mais rapido possivel. O sangue
total e a papa de hemacias estocados por mais de 14 dias podem conter concentragbes de
amodnia inaceitaveis para pacientes com doencas hepaticas severas, recomendando-se a
utilizagdo de sangue fresco para transfusdo nestes pacientes.

O plasma fresco congelado é o plasma colhido, separado e armazenado a -18°C até 8
horas apés a colheita. O congelamento rapido protege os fatores de coagulagao labeis V e VIII,
e, portanto o plasma fresco congelado contém todos os fatores de coagulagdo, além de
proteinas plasmaticas e imunoglobulinas (Igs). Ja o plasma congelado provém de um sangue
que ndo foi processado rapidamente (periodo superior a 8 horas). O plasma congelado
conserva concentragbes adequadas apenas dos fatores de coagulagdo dependentes de
vitamina K (I, VII, IX, X), além de proteinas plasmaticas e Igs. O plasma fresco congelado e o
plasma congelado mantém suas caracteristicas por um a dois anos, respectivamente, quando
armazenados a -18°C. O plasma fresco congelado ainda pode ser processado em
crioprecipitado e crioplasma pobre. O crioprecipitado €& o precipitado obtido apds o
descongelamento parcial (a temperaturas entre 1° e 6°C) do plasma fresco congelado e contém
uma alta concentragdo do fator de coagulagdo VIII, do fator de Von Willebrand e de
fibrinogénio. Este componente deve ser mantido a -18°C, tendo assim validade de 1 ano apés
a colheita. Apds a preparagao do crioprecipitado, o produto restante € chamado de crioplasma
pobre que é rico em albumina e imunoglobulinas e também pode ser armazenado por até 1 ano
a -18°C. O concentrado de plaquetas pode ser obtido apds centrifugacdo do plasma fresco. O
concentrado de plaquetas deve ser conservado a temperaturas entre 20 e 24°C e sob
movimentagao constante durante, no maximo, 5 dias.

12.6. Calculo do volume a ser transfundido

Sangue Total ou Papa de Heméacia

Em pequenos animais o objetivo da transfusdo em pacientes com anemia € aumentar o
hematdcrito pos transfusional para 25 a 30% em cées e 15 a 20% em gatos. O volume de
sangue a ser transfundido pode ser calculado através das formulas:
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Volume (mL) = Fator* x Peso do Paciente x (Ht% Pretendido — Ht% Paciente)
Ht% Doador

(*Fatores: 90 para céo e 70 para gato)

ou
Volume (mL) = Peso do Paciente x (Ht% Pretendido — Ht% Paciente) x 2,2* ou 1,1**

(*Sangue Total, ** Papa de Hemacia), considerando o Ht% do Doador entre 40 e 45%

Plasma

A quantidade de plasma requerido para tratamento de hipoproteinemia/
hipoalbuminemia pode ser calculada através da féormula descrita no quadro que segue abaixo.
Porém, este tratamento é considerado uma solugdo emergencial, ndo dispensando o suporte
nutricional ao paciente. Ainda, o volume aplicado seguindo-se a formula acima pode resultar em
sobrecarga circulatéria, uma vez que o liquido aplicado, devido a sua pressao coloidosmética,
sofre redistribuicdo para o leito extravascular. Em emergéncias ou quando o paciente nao
responde bem a diuréticos na diminuicdo do edema periférico pode-se fazer o uso de 10 —
15mL/kg do plasma, havendo em caes uma resposta imediata satisfatéria. Caes que nao
ingeriram o colostro podem-se beneficiar com a aplicagdo de plasma para aumentar a imunidade
passiva na dose de 6 a 10mL/kg em uma Unica aplicagao.

Em pacientes com disturbios hemostaticos, o objetivo é controlar o sangramento. O
plasma fresco congelado e o plasma congelado sdo administrados em caes e gatos na dose de
6 a 10mL/kg, devendo ser repetido a cada 8 a 12 horas até o término do tratamento. O
concentrado de plaquetas deve ser administrado na dose de 5mL/kg. Este volume aumenta a
contagem plaquetaria em 5.000 a 10.000 plaquetas/mm3.

Volume (mL) = Volume plasmatico do Receptor x (PTP pretendida — PTP do receptor)
PTP do Doador

Volume Plasmatico = Volemia x % Plasma no sangue x Peso; onde a Volemia = 90 em cées e 70 em gatos, e % Plasma|

no sangue = 0,6 cées e gatos. OBS: a mesma férmula pode ser utilizada substituindo-se o valor da PTP (proteina total

plasmatica) pelo valor da albumina.

12.7. A Transfusao Sanguinea

Os componentes sanguineos, ndo devem ser aquecidos de forma aleatéria antes de
serem transfundidos, pois o0 aquecimento incorreto e acima de 37°C acarreta destruicido dos
fatores de coagulacao estaveis e labeis, precipitagdo de fibrinogénio e de proteinas plasmaticas
e destroem a habilidade das hemacias em recuperar a capacidade de carrear oxigénio, além de
hemolise destas. A forma de aquecimento correta é o uso de aparelhos calibrados e apropriados
para este fim ou manter o componente sanguineo envolto por um saco plastico impermeavel em
banho-maria por no maximo 10 minutos a temperatura de 22°C. Lembrando que, como a
velocidade inicial de infusdo € muito lenta, isso se faz desnecessario.

Os componentes do sangue podem ser administrados em cées e gatos pela veia
cefélica, veia safena ou veia jugular, além da via intradssea, que pode ser utilizada em
pacientes pequenos ou neonatos, ou ainda em pacientes com perfusdo periférica deficiente.
Para a infusdo de qualquer componente sanguineo (sangue total, papa de hemacias, plasmas),
deve-se, obrigatériamente, utilizar equipos préprios para transfusdo, com filtro para remover
coagulos e outros materias particulados como os agregados plaquetarios. Nunca usar
juntamente com os componentes sanguineos ou no mesmo cateter solugbes contendo dextrose
que causam aglomeracdo de hemacias e também solugdes contendo célcio como a solugéo de
ringer com ou sem lactato, pois estas solugdes levam a formagédo de coagulos decorrente da
deplegdo do citrato. Sé usar, quando necessario, solugéo fisiolégica com componentes
sanguineos.

A transfusdo sangiinea deve ser feita em um periodo maximo de 4 horas, pois periodos
mais longos de exposi¢cdo do componente sanguineo a temperatura ambiente aumentam em até
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70% o risco de contaminagdo bacteriana da bolsa exposta, além de perda funcional dos
elementos sanguineos. Em caes e gatos a velocidade de administragdo deve ser muito lenta
nos primeiros 30 minutos (0,25 a 0,50mL/kg). Caso o paciente ndo apresente nenhuma reagéo,
pode-se aumentar a velocidade para 4 a 5mL/kg/hora, se o animal estiver desidratado até 10 a
15mL/kg/hora. Em animais cardiopatas ou nefropatas deve-se respeitar a velocidade de 1 a
2mL/kg/hora. Ja em hemorragias severas a velocidade de infusdo pode chegar a 22mL/kg/hora.

12.8. Reagoes Transfusionais

A severidade da maioria das reagdes transfusionais € dose-dependente e seu
reconhecimento precoce pode evitar maiores complicagdes. Assim, o paciente deve ser
cuidadosamente monitorado, principalmente nos primeiros 30 minutos da transfusao. Quando se
suspeitar de reagbes adversas, a transfusdo deve ser interrompida imediatamente (por, no
minimo, 10 a 15 minutos) e o paciente avaliado. Deve-se verificar se a velocidade usada esta
correta.

Sinais de febre leve ou de hipersensibilidade tipo | geralmente desaparecem e a
transfusdo pode ser reiniciada lentamente. Em cées, as reagdes de hipersensibilidade leves a
moderadas (prurido, eritema e urticaria) costumam responder bem a Difenidramina ou
Prometazina e Hidrocortisona ou Succinato de Prednisolona. A transfusdo pode ser retomada
em ritmo mais lento 15 a 30 minutos, apds melhora do quadro clinico.

Sinais de hemolise ou febre alta indicam, principalmente, reagdo hemolitica imuno-
mediada aguda ou contaminagdo bacteriana. Nestes casos, deve-se interromper a transfusdo
imediatamente, enviar a bolsa de sangue para cultura bacteriolégica e avaliar a fungéo renal do
paciente e trata-lo para choque, com fluidoterapia intensiva. A reagdo hemolitica imuno-mediada
aguda é a reagédo transfusional mais severa com alta taxa de mortalidade (em gatos 100%),
sendo que para diminuir o risco deve ser realizada a tipificagdo sanguinea e/ou a prova de
reagdo cruzada antes de qualquer transfusdo sanguinea.

Vérios outros tipos de reagdes transfusionais podem ocorrer em caes e gatos, porém é
importante lembrar que a transfusdo sanguinea nada mais é que uma espécie de transplante,
desta forma vale ressaltar que além de salvar vidas, a transfusdo sanguinea feita de forma
desnecessaria e incorreta pode causar danos graves ao paciente veterinario.

Controle dos parametros clinicos do paciente recebendo Transfusdao Sanguinea

Periodo Transfusao Temperatura Pulso/ FC FR Mucosas TPC

Pré-transfusao

Durante a transfusdo (minutos)

15, 30, 45, 60, 1,5h

2h; 2,5h; 3h; 3,5; 4h

Pés-transfusdo (minutos)

15, 30, 1h

FC (frequéncia cardiaca), FR (frequéncia respiratéria), Mucosas (coloracdo), TPC (tempo
preenchimento capilar)

12.9. Testes de compatibilidade

Para se verificar a compatibilidade entre plasma e hemacias de doadores e receptores,
e identificar a presenca de anticorpos pré-existentes responsaveis por hemodlise ou
hemoaglutinacéo utiliza-se a prova de reacdo cruzada ou prova de compatibilidade.

Esta prova tem como objetivo diminuir o risco de reagdes transfusionais hemoliticas
imuno-mediadas, principalmente onde a tipificagdo sangliinea nao é feita. Embora a ocorréncia
de reagbes transfusionais hemoliticas agudas nos caes em uma primeira transfusao seja rara,
€ recomendado que se faga a prova da reagdo cruzada antes de qualquer transfusio
sanguinea, principalmente quando a indicagdo para esta transfusdo sdo problemas imuno-
mediados. Deve ser obrigatoriamente realizada em caes a partir da segunda transfusdo e em
gatos é imprescindivel que se faga ja na primeira transfusdo, pois o gato tem anticorpos
naturais, ndo necessitando de sensibilizacdo prévia. E importante lembrar que em caes a prova
de reagdo cruzada nao evita a sensibilizagdo aos grupos AEC 1.1 e 1.2, ela simplesmente
indica que no presente momento ndo ha anticorpos significantes contra as hemacias. Para
prevenir a sensibilizagao, o sangue deve ser tipificado. A prova de reagéo cruzada nao evita
reagOes transfusionais de hipersensibilidade a outros antigenos como proteinas plasmaticas,
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leucécitos e plaquetas.

A prova de reacao cruzada € dividida em maior € menor. Na reag¢do cruzada maior, as
hemacias do doador sido testadas com o plasma do receptor para verificar a presenca de
anticorpos no receptor contra as hemacias do doador. Esta prova é a mais importante, devendo
ser sempre compativel, pois em uma reagdo incompativel todas as hemacias transfundidas
serao destruidas. Ja na prova menor testa-se as hemacias do receptor com o plasma do
doador para verificar a existéncia de anticorpos no plasma do doador contra as hemacias do
receptor. E usada concomitantemente com a anterior, principalmente na segunda transfuséo,
porém é menos importante quando se utiliza papa de hemacias, devido a pequena quantidade
de plasma do doador no receptor (paciente). Porém, se a transfusao for de plasma ou sangue
total € importante a realizagdo da prova de reagao cruzada.

A incompatibilidade manifesta-se por hemélise ou aglutinagao, sendo que a aglutinagao
deve ser avaliada macro e microscopicamente.

ROTEIRO DE AULA PRATICA N. 12: compatibilidade sangiiinea

12.10. Prova de Reagao Cruzada (ou Prova de Compatibilidade Sanguinea)

1. Colher sangue em tubos com EDTA do Receptor (paciente) e dos possiveis Doadores ou
separar amostras de sangue da bolsa de colheita;

2. Centrifugar (1000 x g por 5 minutos) para separar o plasma das hemacias (papa de
hemacias);

3. Remover o Plasma de cada amostra com uma pipeta e transferir para um tubo limpo de vidro
ou plastico identificado;

4. Lavar as hemacias 3 vezes com salina tamponada (centrifugar a 1000 x g por 5 minutos em
cada lavagem e retirar a salina apds cada centrifugagéo); apos a ultima lavagem, retirar a
salina restante;

5. Ressuspender as hemacias em uma solugao de 3 a 5 % (5 gotas de papa de hemacias + V2
a 1 mL de NaCl tamponada);

6. Preparar para cada doador 4 tubos identificados com Prova Maior (A), Prova Menor (B),
Controle do Receptor (C) e Controle do Doador (D) .

7. Adicionar em cada tubo 4 gotas (100ul) de plasma e 2 gotas (50ul) da suspensao

de hemacias, como a seguir:

TUBO A — Prova Maior: Plasma de Receptor + Hemacias do Doador
TUBO B — Prova Menor: Plasma do Doador + Hemacias do Receptor
TUBO C - Controle do Receptor: Plasma do Receptor + Hemacias do Receptor

TUBO D - Controle do Doador: Plasma do Doador + Hemacia do Doador

8. Homogeneizar gentilmente e incubar por 15 minutos em temperatura ambiente e a 36C;

9. Centrifugar por 15 a 30 segundos a 1000 x g;

10. Examinar o sobrenadante para verificar Hemdlise;

11. Ressuspender gentiimente o “botdo” de hemacias para verificar aglutinagdo macroscdépica;
12. Se aglutinagdo macroscoépica nao for observada, transferir uma pequena quantidade da
amostra para uma lamina e analisar através da microscopia a presenca ou auséncia de
aglutinacao;

13. Analise dos resultados:

Positivos — presencga de hemodlise e/ou aglutinagao

Negativo — auséncia de hemdlise e/ou aglutinacdo » SANGUE COMPATIVEL
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Sugestao para Ficha de Resultados da Prova de Reagao Cruzada

Nome do Paciente (Receptor):

RG do Receptor:

Espécie: Idade: Raca:
Sexo: _
Dados do Doador (es):
Nome: RG: Idade: Raca: Sexo:
Nome: RG: Idade: Raca: Sexo:
Resultados:

RC Maior RC menor Controle

Doador: H A H A H A
Doador: H A H A H A
Receptor X X H A
(paciente)

RC = reacdo cruzada
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PARTE 13. VALORES DE REFERENCIA

[ Canino [ Felino [ Bovino | Equino [ Ovino |  cCaprino | Suino
Bioquimicos
Acido urico (mg/dL) 0-2 0-1.0 0-2 09-11 0-1.9 03-1.0 0.5-1.95
Albumina (g/dL) 26-33 21-33 3.3-3.55 26-37 24-3.0 2.7-39 1.8-3.3
ALT (UI/L) 21-86 28 - 83 11-40 3-23 6 -19 24 - 83 31-58
Amilase (UI/L) 185 — 700 75-150 75150
AST (UIIL) 6.2-13 6.7-11 20-34 58 — 94 43 -132 8.2-21.6
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.1-0.5 0.15-0.50 0.01-0.5 1-2.0 0.1-0.5 0-0.1 0-10
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0.06 —0.12 0.04 — 0.44 0-0.27 0-0.3
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0.01-0.49 0.03 02-2.0 0-0.12 0-0.3
Calcio (mg/dL) 9.0-11.3 6.2-10.2 9.7-124 11.2-13.6 11.5-12.8 89-117 71-11.6
Colesterol (mg/dL) 40-78 40 - 86 80 —120 75— 150 52-76 80 —130 36 -54
CPK (U/L) 1.5-284 7.2-282 4.8-121 2.4 -23.4 8.1-12.9 0.8-8.9 24 -225
Creatinina (mg/dL) 05-15 0.8-1.8 1-2 1.2-1.9 1.2-1.9 1.0-1.8 1.0-2.7
Fosfatase Alcalina (UI/L) 20 — 156 25-93 0-488 143 —395 68 — 387 93 — 387 118 — 395
Fésforo (mg/dL) 26-6.2 4.5-8.1 5.6-6.5 3.1-56 50-73 4.2-91 53-9.6
Gama GT (UI/L) 1.2-6.4 1.3-5.1 6.1-174 43-134 20 - 52 20 — 56 10 — 60
Glicose (mg/dL) 70-110 70-110 45-75 75-115 50 - 80 50-75 85 -150
Globulinas (UI/L) 27-44 26-51 3.0-3.48 2.62-4.04 3.5-57 2.7-41
indice ictérico (U)
LDH (U/L) 45 - 233 63 — 273 692 — 1445 162 — 412 238 — 440 123 — 392 380 — 634
Lipase (U/L) 13 — 200 0-83
Proteina Total (Soro) (g/dL) 54-7.1 54-78 67-74 52-79 6.0-7.9 64-7.0 7.9-89
Uréia (mg/dL) 21.4 —59.92 42.8 -64.2 42.8 - 64.2 21.4 -51.36 17.12-42.8 21.4-428 21.4-64.2
Eletrélitos
Bicarbonato (mmol/L) 18 -24 17 -21 17 -29 20-28 20-25 18 - 27
Calcio (mmol/L) 2.25-2.83 1.556-2.55 2.43-3.10 2.80 - 3.40 2.88 -3.20 2.23-2.93 1.78 -2.90
Cloreto (mmol/L) 105 -115 117 =123 97 111 99 - 109 95 -103 99 -110.3 94 - 106
Fosforo (mmol/L) 0.48-2.0 1.45-2.62 1.81-2.10 1.0-1.81 1.62 — 2.36 1.71-3.10
Magnésio (mmol/L) 0.74 — 0.99 0.74 - 0.95 0.90-1.15 0.90 - 0.31 0.31-1.48 1.11-1.52
Oxigénio (mmHg) 85— 100 75-100
pH sangue 7.31-7.42 7.24 -7.40 7.31-7.53 7.32-7.44 7.32-7.54
Potassio (mmol/L) 4.37-5.35 4.0-45 39-58 24-4.7 39-54 35-6.7 44-6.7
Sdédio (mmol/L) 141 - 152 147 — 156 132 - 152 132 — 146 139 — 152 142 — 155 135 - 150
Fonte: Clinical Biochemistry of Domestic Animals
| Canino [ Felino [ Bovino [ Equino [ Ovino [ cCaprino | Suino
Eritrograma
Eritrécitos (x10°) 55-8.5 5.0-10.0 5.0-10.0 6.8-12.9 9.0-15.0 8.0-18.0 5.0-18.0
Hemoglobina (g/dL) 12.0-18.0 8.0-15.0 8.0-15.0 11.0-19.0 9.0-15.0 8.0-12.0 10.0 - 16.0
VG (%) 37-55 24 - 45 24 — 46 32-53 27 - 45 22 - 38 32-50
HGM (pg) 19-23 13-17 11-17 10 -20 8—12 52-8.0 17-21
VGM (fl) 60 -77 39-55 40 - 60 37 - 58 28 - 40 16 - 25 50 — 68
CHGM (%) 32 -36 31-35 30 — 36 31-36 31-34 30— 36 30 - 34
Leucograma
Leucocitos 6.000 - 17.000 | 5.500 —19.500 | 4.000 - 12.000 | 5.400 —14.500 | 4.000 — 12.000 | 4.000 - 13.000 11.000 — 12.000
Totais
Bastonetes 0-300 0-300 0-120 0-100 raros raros 0-800
(ML/%) 0-3 0-3 0-2 0-4
Neutrofilos 3.000 - 11.500 | 2.500 — 12.500 600 — 4.000 2.260 — 8.580 700 — 6.000 1.200 — 7.200 3.200 - 10.000
(ML/%) 60 -77 35-75 15-45 10 -50 30 -48 28 — 47
Linfécitos 1.000 —4.800 1.500 — 7.000 2.500 — 7.500 1.500 — 7.700 2.000 —9.000 2.000 —9.000 4.500 — 13.000
(uL/%) 12-30 25-55 45-75 40-75 50-70 39-62
Eosindfilos 150 — 1.250 0-1.500 0-2.400 0-1.000 0-1.000 50 - 650 50 —2.000
(ML/%) 2-10 2-12 2-20 0-10 1-8 1-11
Mondcitos 150 — 1.350 0 -850 25 -840 0-1.000 0-750 0-550 250 —2.000
(ML/%) 3-10 1-4 2-7 0-6 0-4 2-10
Basofilos raros raros 0-200 0-290 0-300 0-120 0 -400
(ML/%) 0-2 0-3 0-2 0-2
Fibrinogénio Plasmatico 200 - 400 50 — 300 300 - 700 100 — 400 100 - 500 100 — 400 100 - 500
(mg/dL)
Proteina Total 6.0-8.0 6.0-8.0 7.0-85 58-8.7 6.0-7.5 6.0-7.5 6.0-8.0
(g/dL)
Plaquestas 200 - 500 300 - 800 100 - 800 100 - 350 300 - 600 300 - 600 100 - 900
(x10%)
Reticulécitos 0-1.5 0-0.4 (Ag)
(%) 1.4-10.8 (P)

Fonte: SCHALM's Veterinary Hematology (2000).
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