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Resumo

O relatério de estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, aqui
apresentado, encontra-se dividido em quatro partes distintas. A primeira corresponde a
descricao do local de estagio, a segunda engloba a descricdo das atividades desenvolvidas
com a compilacdo da respetiva casuistica e a terceira consiste numa revisao de literatura sobre
as principais areas laboratoriais acompanhadas: Bioquimica, Hematologia e Urianalise. Na
guarta e Ultima parte € abordado um caso clinico de Leishmaniose Canina, acompanhado
durante o periodo de estagio. Este foi realizado no Laboratério Inno, Servicos Especializados
em Veterinaria, Lda., localizado em Braga, Portugal e abrangeu a area de Diagnostico
Laboratorial Veterinério.

A escolha do tema prendeu-se com o grande interesse pela area da Patologia Clinica,
associado a sua enorme importancia em Medicina Veterinaria.

No decorrer do estagio, foram solicitadas 29967 analises: 19437 bioquimicas, 2964
hematologicas e 1031 urianalises. Neste relatério pretende-se destacar a importancia destas

areas na formulagéo do diagnostico médico-veterinario.

Palavras-chave: Patologia Clinica, Diagndstico Laboratorial Veterinario, Bioquimica,

Hematologia, Uriandlise, Leishmaniose Canina.

Laboratory diagnosis in dogs and cats

Abstract

This report of my curricular training integrated in the Veterinary Medicine Master Degree of
Evora University is divided in three distinctive sections. The first one covers the description of
the place where | develop my work - INNO, a specialized Veterinary Laboratory focused mainly
on small animal diagnosis, placed in Braga, Portugal; the second one comprise the casuistic
and the third is a systematic review of the main laboratory areas of actuation — Biochemistry,
Hematology and Urinalysis. The fourth section describes one case of Canine Leishmaniosis
accompanied during the period of training.

In this period the lab received 29967 analysis, including the following specific exams by
areas: biochemistry (n=19437), hematology (n=2964) and urinalysis (n=1031).

The purpose of this report is enunciate and evolve about the main and crucial areas of medical

diagnostic in small animal practice.

Keywords: Clinical Pathology, Veterinary Laboratorial Diagnostic, Biochemistry,

Hematology, Urianalysis, Canine Leishmaniosis.
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E. Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

AATg: anticorpos anti-tireoglobulina

Ac: anticorpo

ACTH: adrenocorticotrophic hormone, em portugués, hormona adrenocorticotrofica
ADH: antidiuretic hormone, em portugués, hormona antidiurética

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADP: adenosina difosfato

Ag: antigénio

AHIM: anemia hemolitica imunomediada

AINE: anti-inflamatério ndo esteroide

ALT: alanina aminotransferase

ANA: anticorpos antinucleares

aPTT: activated parcial thromboplastin time, em portugués, tempo de tromboplastina parcial
ativada

ARN: acido ribonucleico

AST: aspartato aminotransferase

AT llI: antitrombina Il

ATP: adenosina trifosfato

CBC: count blood cells, em portugués, contagem de células sanguineas, isto €, hemograma
CHC: concentracao de hemoglobina corpuscular

CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média

CID: coagulacéo intravascular disseminada

CK: creatine kinase, em portugués, creatina quinase

DAPP: dermatite alérgica a picada da pulga

DEA: dog erythrocyte antigen, em portugués, antigénio eritrocitario canino

DTM: dermatophyte test médium, em portugués, meio de teste para dermatofitos
ECA: enzima conversora de angiotensina

EDTA: &cido etilenodiaminotetra-acético

ELISA: enzyme-linked imunosorbent assay, em portugués, ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima

EPO: eritropoietina

FA: fosfatase alcalina

FeLV: feline leucemia virus, em portugués, virus da leucemia felina

FIV: feline imunodeficiency virus, em portugués, virus da imunodeficiéncia felina
FSL: front scatter light, em portugués, luz dispersa frontal

GGT: gama glutamiltransferase

HCM: hemoglobina corpuscular média

HCT: hematdcrito
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Hpf: high power field, em portugués, campo de grande ampliacdo

IBD: inflamatory bowel disease, em portugués, doenga intestinal inflamatdria
ID: intestino delgado

IFI: imunofluorescéncia indireta

Ig: imunoglobulina

IL: interleucina

IPE: insuficiéncia pancreatica exocrina

IRA: insuficiéncia renal aguda

IRC: insuficiéncia renal cronica

IRIS: International Renal Interest Society

ITU: infecdo do trato urinario

L1: larvas de primeiro estadio

LCan: leishmaniose canina

LCR: liquido cefalorraquidiano

LLA: leucemia linfoblastica aguda

LLC: leucemia linfocitica crénica

LDH: lactato desidrogenase

Lpf: low power field, em portugués, campo de pequena ampliagdo

NK: natural killer

nRBCs: nucleated red blood cells, em portugués, eritrocitos nucleados
PAAF: puncéo aspirativa por agulha fina

PCV: packed cell volume, em portugués, volume globular compactado
PDFs: produtos de degradacéo da fibrina

PIF: peritonite infecciosa felina

PLI: pancreatic lipase immunoreactivity, em portugués, imunorreatividade da lipase pancreatica
PLT: plaquetdcrito

PNAAF: puncao nao aspirativa por agulha fina

PO: (administracdo) per os, em portugués, por via oral

PT: prothrombin time, em portugués, tempo de protrombina

PTH: parathyroid hormone, em portugués, hormona paratiroideia

PTHrp: parathyroid hormone related protein, em portugués, proteinas relacionadas com a
hormona paratiroideia

Racio A/G: racio albumina/globulinas

Récio Pur/Cur: racio proteina urinaria/creatinina urinaria

Razao N:C: razdo nucleo:citoplasma

RBC: red blood cells, em portugués, glébulos vermelhos ou eritrocitos

RDW: red cell distribution width, em portugués, indice de distribuicdo do tamanho dos
eritrocitos

SC: (administracéo por via) subcuténea
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SDMA: symmetric dimethylarginine, em portugués, dimetilarginina simétrica

SFL: side fluorescence light, em portugués, luz fluorescente lateral

sGOT: sérum glutamic oxaloacetic transaminase, em portugués, transaminase oxaloacética
glutdmica

sGPT: sérum glutamic pyruvic transaminase, em portugués, transaminase piravica glutamica
SSL:side scatter light, em portugués, luz dispersa lateral

T3: triiodotironina

TA4l: tiroxina livre

T4t: tiroxina total

TFG: taxa de filtracdo glomerular

TLI: trypsin-like immunoreactivity, em portugués, imunorreatividade semelhante a tripsina
TSH: tireostimuline hormone, em portugués, hormona tireoestimulina

TT: thrombin time, em portugués, tempo de trombina

VCM: volume corpuscular médio

VPM: volume plaquetario médio

WBC: white blood cells, em portugués, glébulos brancos ou leucécitos



I. Introducao

O presente relatério pretende descrever o estagio curricular de final de curso, incluido no
plano de estudos do 6° ano letivo do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da
Universidade de Evora. Este estagio teve a duracdo de quatro meses e foi realizado na area de
Diagnostico Laboratorial, no Laboratério Inno — Servigos Especializados em Veterinaria, Lda.,
em Braga, no periodo de 4 de novembro de 2013 a 7 de margo de 2014, sob a orientagdo da
Professora Doutora Maria Eduarda Marques Madeira da Silva Potes e a coorientacdo da
Doutora Maria Paula Martins Brilhante Simdes.

O objetivo geral do estagio foi proporcionar aprendizagem, treino e aprofundamento de
conhecimentos na area de Diagnéstico Laboratorial Veterinario, permitindo o desenvolvimento,
em contexto profissional, das competéncias adquiridas durante a formacdo académica,
nomeadamente, na vertente de Semiologia Médica.

O estagio teve como objetivos especificos 0 acompanhamento da rotina laboratorial, desde
a recegdo, processamento das amostras com aplicacdo pratica das varias técnicas de
diagnéstico laboratorial, relacionamento dos resultados obtidos com os possiveis significados
patolégicos até a emissao de diagndsticos compativeis.

O processo de reconhecimento da doenca engloba trés niveis, sendo o diagnéstico
laboratorial, quando necessario, o Ultimo nivel, apds o proprietario do animal (primeiro nivel) e
0 médico veterinario assistente (segundo nivel) (Saliki, 2006).

Para além do papel no diagnéstico, o laboratério pode desempenhar também funcdes de
consultoria, interpretagéo de resultados e de vigilancia epidemiologica.

Sendo o diagnéstico um processo complexo que envolve multiplas etapas, é essencial que
haja uma comunicacgéo clara entre os varios intervenientes — proprietario, médico veterinario e
patologista clinico — para se alcancar um diagndstico rapido e fiavel.

O relatério de estagio apresentar-se-a dividido em quatro partes distintas. A primeira
correspondera a descricdo do local de estagio, na segunda parte serd apresentada toda a
casuistica inerente ao periodo de estagio e referidas todas as atividades acompanhadas e
realizadas no mesmo. A terceira parte consiste numa revisao bibliogréafica sobre trés das areas
de patologia clinica com maior relevo no diagnéstico laboratorial veterinario: Hematologia,
Bioquimica e Urianalise. Por fim, na quarta parte é descrita a abordagem laboratorial de um

caso clinico de Leishmaniose Canina acompanhado durante o periodo de estagio.



Parte |: apresentacéo do local de estagio

A empresa Inno, com nome abreviado de innovation, surgiu em Braga no ano de 2007,
com o objetivo de facultar uma melhor prestacéo de cuidados de salde aos nossos animais de
companhia e de facilitar o trabalho do médico veterinario através do acesso a servigos de
laboratorio veterinario e consultoria veterindria.

O laboratério Inno trabalha em parceria com outros laboratérios de diagnéstico,
disponibilizando aos seus clientes um amplo catalogo de provas nas areas de Hematologia,
Coagulacao, Bioquimica e Doseamento de Farmacos, Uriandlise, Parasitologia, Microbiologia,
Imunologia, Biologia Molecular, Toxicologia, Endocrinologia, Alergologia, Citologia e
Histopatologia.

Para além disso, a empresa aposta numa equipa constituida essencialmente por médicos
veterinarios, em meios tecnologicamente avancados e em controlos de qualidade exigentes, de
modo a assegurar uma resposta rapida e rigorosa as solicitacdes das clinicas e hospitais
veterinarios que a ela recorrem, contribuindo assim para o bem-estar da comunidade animal.

Ao inicio de cada dia de trabalho, no ambito do controlo de qualidade interna, séo
analisadas amostras de controlo, isto €, solu¢cbes de composicdo analitica conhecida, cujos
resultados deverdo apresentar-se dentro dos intervalos de referéncia, em todos os
equipamentos automaticos. Este sistema de controlo de qualidade permite alertar sobre
alteracdes de reagentes e erros instrumentais, para que estes sejam rapidamente corrigidos,
ndo interferindo com a exatidao e precisdo dos resultados laboratoriais fornecidos.

O laboratério Inno encontra-se espacialmente dividido entre a zona de rececdo de
amostras, laboratério de analises clinicas e de citologia e o laboratério de histopatologia. A
zona de rececdo chegam diariamente amostras de todo o pais, através de correio e
transportadoras, e ainda de clinicas veterinarias das zonas de Aveiro, Porto e Braga, recolhidas
por viaturas préprias do laboratorio.

As amostras devem vir acompanhadas de uma requisicdo especifica, fornecida pelo
laboratério, na qual devera estar discriminada a identificacdo da clinica/hospital e do médico
veterinario requerente, os dados do animal (nome, espécie, raca, sexo, idade e histéria clinica),
do proprietéario, a indicacdo do material colhido (tipo, dia, hora e método da colheita e nimero
de amostras) e as andlises solicitadas. Podem ser requisitados parédmetros individuais ou perfis
analiticos.

As amostras que dao entrada no laboratério séo inseridas na base de dados interna, para
que lhes seja atribuida uma etiqgueta com um ndmero de identificacdo especifico. Esse nimero
interno de identificacdo é agrupado em listas de trabalho de forma a orientar o trabalho por

areas de atuacao especificas.



Parte II: casuistica

Durante o periodo de estagio foram solicitadas 29967 andlises, divididas pelas seguintes

areas apresentadas no grafico 1.
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Grafico 1: Frequéncia absoluta das analises solicitadas (n=29967), divididas pelas diferentes areas
laboratoriais. DTM — meio de teste para dermatdfitos.

Como se pode constatar pela observacéo do grafico acima, a maior parte dos pedidos foi
dirigida as areas de Bioquimica (n=19437), Hematologia (n=2964), Imunologia (n=1202) e
Uriandlise (n=1031). Estas areas, exceto a Imunologia, foram também as mais acompanhadas
durante o periodo de estagio e serdo, por isso, as mais desenvolvidas neste relatério.

As areas da Citologia e Histopatologia, por serem muito especificas, foram as menos
exploradas. No entanto, houve a oportunidade de preparar as laminas de citologia para
observagdo microscopica e de assistir ao processo de preparacdo das amostras
histopatolégicas, desde a andlise macroscopica, processamento automatico, impregnagéo,
incluséo, corte dos blocos de parafina e montagem em lamina até a respetiva coloracgao.

Nesta parte do relatério, as diferentes areas serdo abordadas por ordem de solicitacao de
analises, da area mais solicitada para a menos solicitada. Nao serdo exploradas as areas de
Microbiologia (exceto o meio de teste para dermatdfitos, DTM), Alergologia, Biologia Molecular
e Toxicologia, representadas no grafico na categoria “Outras”, por nao terem sido
acompanhadas durante o periodo de estagio, uma vez que estas analises sao efetuadas em
laboratérios parceiros. Os eletrélitos também néo serdo abordados devido aos mecanismos

complexos de regulagédo, impossiveis de descrever de forma muito sucinta.



1. Andlises bioquimicas

As andlises bioguimicas sdo um instrumento de diagnéstico e monitorizacdo poderoso em
pacientes doentes ou em pacientes que estédo sujeitos a terapia, mas igualmente importante na
assercao do estado saudavel de muitos animais (Rebar et al., 2004).

Um perfil bioquimico é feito a partir de multiplas determinagdes quimicas sanguineas que
tém como objetivo “aceder” simultaneamente a varios sistemas de 6rgaos e compreender o seu
estado vital (Rebar et al., 2004).

No laboratério Inno, o perfil bioquimico € o mais requisitado e, em geral, o que inclui mais
parametros a ser analisados. Durante o periodo de estagio foram requisitadas 19437 analises
bioguimicas, incluindo as enzimas hepaticas (ALT — alanina aminotranferase; AST — aspartato
aminotransferase; GGT — gama glutamil transferase; FA — fosfatase alcalina; LDH — lactato
desidrogenase), as enzimas pancreaticas (amilase, lipase, PLI (imunorreatividade da lipase
pancreética), TLI (imunorreatividade semelhante a tripsina)), a enzima muscular (creatina
quinase, do inglés, creatine kinase — CK), as proteinas plasmaticas (albumina, globulinas, racio
albumina/globulinas, proteinas totais e proteinograma), os nutrientes e eletrélitos (glucose,
colesterol, triglicéridos, folatos, cobalamina, ferro, calcio total e ionizado, fésforo, magnésio,
sédio, potéassio, cloro), os metabolitos (amonia plasmatica, bilirrubina total e bilirrubina direta,
acido Urico, ureia e creatinina), os acidos biliares, a frutosamina e, ainda, 74 doseamentos de
farmacos (fenobarbital, brometo de potassio, digoxina e levetiracetam). Estes parametros
constituem um importante complemento ao diagnéstico de determinadas doencgas, para além
de permitirem monitorizar a evolugdo do tratamento, e ainda, no caso de doseamento de
farmacos, saber se a dose administrada é a adequada.

A maioria das analises bioquimicas foram realizadas em amostras de canideos, como esta
evidenciado no gréfico 2. O grupo dos animais de espécies exdticas inclui nesta area, assim
como nas restantes areas de patologia clinica exploradas, essencialmente, aves domésticas e
animais de jardim zoolégico e de centros de recuperacgdo, tais como tartarugas, sitatungas,

cangurus, lamas, girafas, babuinos, bufalos, abutres e flamingos, entre outros.
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Grafico 2: Distribuigdo percentual das analises bioquimicas por espécie (n=19437).



A chegada ao laboratério de analises clinicas, as amostras de sangue destinadas a provas
bioguimicas, séo, caso seja necessario, imediatamente centrifugadas a 3000rpm durante 10
minutos, de modo a separar-se a fracdo liquida, isto é o soro ou plasma, onde se realizam os
doseamentos, da componente celular do sangue, consoante 0 sangue tenha sido colhido para
um tubo sem ou com anticoagulante, respetivamente. No primeiro caso, o fibrinogénio sera
convertido num coagulo de fibrina, obtendo-se soro. Se, por outro lado, se usar algum
anticoagulante aquando da colheita de sangue, esse inibira a cascata de coagulagdo, obtendo-
se plasma ap0s a centrifugacéo (Allison, 2012a).

A fase liquida do sangue deve ser separada da componente celular para evitar a
metabolizacdo de certas substancias séricas, nomeadamente a glicose, a qual é consumida
pelas células sanguineas a uma taxa aproximada de 10% por hora. Uma forma de evitar este
consumo de glicose, passa pela colheita para um tubo com fluoreto de sédio, o qual inibe a
acdo de enzimas glicoliticas celulares (Weiser, 2012a).

As provas bioquimicas realizam-se, geralmente, em soro. Uma alternativa é a utilizagéo de
plasma, podendo optar-se por um tubo com heparina, anticoagulante que néo interfere na
maioria das determinacBes bioquimicas. As excegbes sdo as proteinas totais, que serao
ligeiramente mais altas no plasma devido a presenca do fibrinogénio, e o potassio, que diminui
ligeiramente em comparacdo com o nivel sérico. A heparina é ainda necesséaria para a
determinacdo de amonia plasmatica sendo também muito usada em provas realizadas em
sangue total (Weiser, 2012a).

O EDTA, que se apresenta sob a forma de sais - dissddico (Naz), dipotassico (K2) ou
tripotassico (Ks), — atua como quelante de ibes com elevada afinidade para formar complexos,
tais como o Ca?* e o Mg?, essenciais para o processo de coagulacdo. Sendo assim, a
utilizacdo do plasma com EDTA é inapropriada para a mensuracdo dos niveis sédio ou
potassio, consoante o sal presente no tubo usado, de célcio e de magnésio, assim como para a
determinacdo da atividade de enzimas que usem esses catides divalente como cofatores, tais
como a fosfatase alcalina (Alves, 2013).

Apébs a separacao das amostras, 0 soro/plasma é avaliado, registando-se o seu grau de
hemdlise, lipemia e ictericia, que poderdo interferir nos testes e deverdo ser tidos em conta
aquando da interpretacéo dos resultados.

Na hemodlise, isto é, lise eritrocitaria, o soro/plasma aparece com uma coloragéo
avermelhada devido a libertacdo de hemoglobina. Pode ocorrer in vivo numa situacéo
hemolitica intravascular ou in vitro durante ou apos a colheita de sangue, sendo esta Ultima
mais frequente por colheita ou manuseamento impréprio da amostra. A hemélise pode interferir
com o0s ensaios espetrofotométricos por interferéncia da cor ou, menos comummente,
aumentar falsamente os analitos que também se encontram no interior dos eritrécitos, como o
K*, a CK e a AST, e deve ser evitada usando técnicas adequadas de colheita e separando a
fracdo liquida da componente celular, apés a formagédo do coagulo, que ocorre 15 a 30 minutos

apos a colheita do sangue (Weiser e Allison, 2012; Tvedten e Thomas, 2012).



Lipemia é a designacéo dada a coloragao esbranquicada e opaca do soro/plasma devida a
presenca de quilomicrons. Esta geralmente associada a colheitas pés-prandiais mas também
pode ocorrer em alteracBes do metabolismo lipidico. Pode impedir a transmissdo de luz na
espetrofotometria ou resultar numa aparente diluicdo das substancias na componente aquosa
do soro/plasma. Uma forma de a minimizar é fazendo colheitas ap6s um periodo de jejum de 8
a 12 horas (Weiser e Allison, 2012; Tvedten e Thomas, 2012).

A ictericia, isto €&, excessiva pigmentacdo amarela do soro/plasma, sugere
hiperbilirrubinemia e também pode interferir com os testes espetrofotométricos (Weiser e
Allison, 2012; Tvedten e Thomas, 2012). Na figura 1 encontram-se representados exemplos de

amostras de soro normal, hemolisado, lipémico e ictérico.

Figura 1: Fotografia representativa de amostras de soro normal (A), hemolisado (B e C), hemolisado e
lipémico (D) e ictérico (E e F).

Caso o soro ou plasma néo seja imediatamente analisado, devera ser refrigerado a quatro
graus Celsius durante 24 a 48 horas, ou entao congelado, para estabilizar a maioria dos seus
constituintes quimicos. Uma vez que as atividades enzimaticas diminuem rapidamente,
deverdo ser determinadas nas primeiras 24 horas apés a colheita. Sabe-se ainda que a
congelacdo pode acelerar significativamente a perda de atividade da ALT, ndo sendo
recomendada (Weiser, 2012a).

No laboratério Inno, a maioria das provas bioquimicas sédo efetuadas num equipamento
automatico de espetrofotometria de absorvancia (Mindray BS-380%) (Weiser, 2012b).

A espetrofotometria de absorvancia € muito usada nos doseamentos bioquimicos. Nesta
técnica analitica, um feixe de luz, com um determinado comprimento de onda, é direcionado
para uma solucdo contendo a substancia, ou o produto da mesma, que se quer detetar. Depois
de medir a quantidade de luz absorvida, isto €, a absorvancia da solucdo a analisar, é
determinada a concentracdo da substancia presente. Para medir as atividades enzimaticas o
equipamento recorre a um ensaio cinético. Uma solugdo contendo um substrato da enzima de
interesse € adicionado a amostra de soro/plasma, numa cuvete do espetrofotémetro. Quando a

enzima sérica/plasmatica comecga a converter o substrato em produto, inicia-se a medicao



periddica da absorvancia, controlando-se assim a taxa de formacdo de produto. Por fim, esta
taxa é convertida em atividade enzimatica, apresentada em UI/L (Weiser, 2012b).

A PLI, TLI, folato e cobalamina sdo analisados por imunoensaio quantitativo, usando
anticorpos espécie-especificos para detetar o antigénio (Ag) em questao. O sinal medido na
amostra pela formacdo do complexo antigénio-anticorpo é comparado com o sinal obtido de
padrées com concentragdes conhecidas de Ag (Jensen, 2012).

O ionograma — sodio (Na*), potassio (K*), cloro (CI) e calcio ionizado (Ca?*) — é executado
num equipamento que se baseia na técnica da potenciometria (StarlyteV®), método
eletroquimico fundamentado no desenvolvimento e consequente medigdo de diferengas de

potencial elétrico entre dois elétrodos ido-especificos (Weiser, 2012b).

2. Hematologia

A hematologia € o ramo da medicina que engloba a contagem e diferenciacdo dos
elementos sanguineos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas e reticulécitos), a determinagcdo dos
seus indices no hemograma, o estudo da morfologia celular e a pesquisa de agentes
infecciosos em esfregaco sanguineo e a tipificagdo do grupo sanguineo (Torrance, 2000)

No periodo de estagio, houve um total de 2964 amostras nesta area, distribuidas segundo
o grafico 3, sendo a maior parte pedidos de hemograma. O grafico 4 representa a distribuicdo

de analises por espécie, onde se destaca um grande predominio de amostras de canideos.

H Hemogramas

H Esfregaco

i Hemograma + Esfregaco

H Reticul6citos

M Hemograma + Esfregaco
+ Reticuldcitos

i Hemograma manual

i Microhematécrito

M Tipificagdo sanguinea

Grafico 3: Frequéncia relativa (em %) das analises hematoldgicas solicitadas (n=2964).
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Grafico 4: Frequéncia relativa (em %) das analises hematoldgicas por espécie (n=2964).

Para avaliacdo hematoldgica, o sangue devera ser colhido para um tubo contendo &cido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA), anticoagulante que melhor preserva o detalhe celular da
maioria das espécies veterinarias (Weiss e Tvedten, 2012a). A excecdo sao alguns répteis e
aves, cujo sangue hemolisa quando colhido para o0 EDTA, devendo-se nestes casos optar pela
heparina (Harvey, 2012). Outra vantagem da escolha do EDTA é nao interferir com a coloragao
dos leucdcitos quando sao usados corantes de Romanowsky (Metzger e Rebar, 2004a).

Uma forma de minimizar a ocorréncia de agregados plaquetarios e/ou leucocitarios, que
interferem com as contagens celulares no hemograma, reside na colheita de sangue para um
tubo de citrato ou pela colheita direta para um tubo de vacuo. No entanto, o tubo de citrato
geralmente ndo é usado para contagens celulares, devido a diluicdo do sangue em 10% pelo
anticoagulante. Caso se use este tubo para a contagem das plaquetas, € necessario corrigi-la
para esta diluicdo (Harvey, 2012).

Aquando da colheita de sangue, para qualquer tubo com anticoagulante, € muito
importante respeitar o volume recomendado pelo fabricante, de forma a obter-se a proporgéo
adequada de sangue e anticoagulante. Assim evitam-se falsas contagens e coagulactes
indesejadas. Apés a colheita, o sangue deve ser cuidadosamente homogeneizado para evitar a
sua hemdlise e coagulacao (Rebar et al., 2004a).

Quando déo entrada no laboratério, as amostras de sangue destinadas a hematologia séo
colocadas no agitador mecéanico, demonstrado na figura 2, durante cerca de 10 minutos, para
uma homogeneizac¢do adequada do sangue, antes de se iniciar o seu processamento.

Todos os tubos de sangue com anticoagulante devem ser examinados quanto a presenca
de coagulos macroscopicos, antes de serem submetidos a testes hematolégicos (Weiss e
Tvedten; 2012a).



Figura 2: Agitador mecanico homogeneizando as amostras de sangue com EDTA.

Caso ndo seja imediatamente analisado, o sangue devera ser refrigerado para minimizar
alteracdes principalmente na linha eritroide. Weiss e Tvdeten (2012a) referem que os eritrocitos
comecam a aumentar de volume seis horas ap0s a colheita, o que provoca falsos aumentos do
volume corpuscular médio (VCM) e, consequentemente, do hematécrito (HCT), e diminui¢cdes

da concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

2.1.Hemograma

O hemograma (do inglés, count blood cells — CBC) consiste num conjunto de testes
hematoldgicos usados para descrever quantitativa e qualitativamente as células sanguineas,
permitindo detetar muitas alteracdes e condicdes patolégicas (Weiss e Tvedten, 2012a). Esta
indicado na avaliacdo de qualquer paciente doente, com sinais vagos de doenca ou sujeito a
um tratamento prolongado, devendo, ainda, fazer parte de um painel pré-anestésico, geriatrico,
de dador de sangue ou de rotina. Outra das suas indicagBes é na monitorizacdo de animais
com alteracdes hematoldgicas ja diagnosticadas (Metzger e Rebar, 2004a).

O hemograma é constituido pelo leucograma, eritrograma e plaquetograma, que
correspondem, respetivamente, as contagens das linhas leucocitéria, eritrocitaria e plaquetaria.
O primeiro engloba a contagem de leucdcitos totais (por uL de sangue) e as contagens
diferenciais relativa (percentagem) e absoluta (nUmero de células por pL). O eritrograma
abrange o numero total de eritrécitos (por uL), a quantidade de hemoglobina (g/dL), o HCT (em
percentagem), o VCM (em fL), a hemoglobina corpuscular média (HCM, em pg), a CHCM (em
g/dL) e o indice de variacao de tamanho dos eritrocitos (do inglés, Red Cell Distribution Width —
RDW, em percentagem ou fL). Por fim, o plaguetograma consiste na contagem total de
plaquetas (por pL), plaquetdcrito (PLT, em percentagem) e volume plaquetario médio (VPM,
em fL).

As contagens celulares sao habitualmente feitas, de modo automatico, por métodos de
impedancia ou oticos (citometria de fluxo). O Sysmex XT — 2000iV® é um dos analisadores

hematoldgicos automaticos que apresenta estas duas metodologias.



No método de impedancia, a amostra de sangue é diluida numa solucdo eletrolitica e
lancada através de uma pequena abertura entre dois elétrodos. A passagem de cada célula
sanguinea através dessa abertura provoca uma alteracdo na impedancia elétrica e um pulso de
voltagem mensuravel. De acordo com o principio de Coulter, a frequéncia de pulsos indica o
namero de células e a magnitude na alteracdo da resisténcia elétrica determina o tamanho
celular (Rebar et al., 2004a). O equipamento esta calibrado para contar apenas as células que
se apresentam dentro de um determinado intervalo de volume, correspondente ao dos
eritrocitos e das plaquetas das diferentes espécies analisadas. A determinacdo do nimero de
eritrocitos e do seu tamanho permite calcular o hematécrito e as concentracdes de
hemoglobina (Weiss e Tvedten, 2012a).

E fundamental a observacdo do histograma de eritrécitos e plaquetas, fornecido pelo
equipamento automatico, para detetar erros na separacdo das duas linhas celulares. Isto é
bastante comum em sangues de felideos, nos quais é frequente a sobreposicao do tamanho
das grandes plaquetas com o dos pequenos eritrocitos e quando estdo presentes agregados
plaquetarios (Weiss e Tvedten; 2012a).

No método 6tico, as células, depois de diluidas e coradas com uma substancia fluorescente,
passam individualmente através de um feixe de laser, absorvendo e dispersando a luz (figura
3). As contagens de células baseiam-se nas descontinuidades na passagem de luz, enquanto o
tamanho e a complexidade celular interna sdo determinados pela luz dispersa frontal (do
inglés, front scatter light — FSL) e lateral (do inglés, side scatter light — SSL), respetivamente.
Por outro lado, a emissao do feixe laser para as células sanguineas fluorescentes produz uma
luz de maior comprimento de onda que a original. Quanto maior a concentracdo de corante,
gue depende do contelido de acido ribonucleico (ARN), maior é a intensidade da luz
fluorescente lateral (do inglés, side fluorescence light — SFL) (Harvey, 2012 e Sysmex
Corporation, 2009). O sistema de citdmetro de fluxo a laser fornece um diferencial leucocitario
de cinco populagcbes contagem de reticulécitos, eritrdcitos e de plaquetas 6éticas, com base no

tamanho e complexidade interna (Weiss e Tvedten, 2012a)

Luz fluorescente lateral:

quantidade de ARN/ADN Luz dispersa Ia_teral:
estrutura celular interna

Luz dispersa frontal:

. tamanho celular
Feixe de Laser

(A =633nm)

Figura 3: Representacédo esquematica do sistema de laser do analisador hematolégico automatico.
Adaptado de Sysmex®, 2015.
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Os resultados do hemograma sao apresentados sob a forma numérica e grafica, através de
histogramas e gréficos de dispersdo, 0s quais permitem uma visualizacdo rapida da
distribuicdo das diferentes linhas celulares. Outra das vantagens destes equipamentos é a
presenca de alertas (flags) sobre padrdes anormais detetados nos graficos.

Apesar da citometria de fluxo ser considerada o gold standard em hematologia automatica,
apresenta algumas limitacdes. Lillieh6ok e Tvedten (2009) destacam como principais limitacfes
do Sysmex XT — 2000iV® a incapacidade de detecdo de desvios a esquerda, de alteracbes
toxicas, de linfocitos atipicos, de agregados plaquetarios e eritrocitarios, de fragmentos de
eritrocitos, de eritrocitos resistentes a lise, de eritrocitos nucleados (nRBCs), de células
blasticas e mastdcitos; a ineficacia na identificacdo de baséfilos e no reconhecimento de

reticulécitos ponteados.

2.2.Hemograma manual

O hemograma de aves e répteis ndo pode ser realizado em analisadores automaticos
devido ao facto destes animais possuirem eritrécitos e plaquetas nucleados, que o
equipamento nado consegue diferenciar dos leucdcitos. Nestes casos, usa-se um
hematocitometro, como a camara de Neubauer modificada representada na figura 4 e recorre-
se ao método de Natt-Herrick, descrito no anexo 1, para realizacdo das contagens de

leucécitos e de eritrécitos.

l—1mm— 3mm |

WBC WBC
l : i T weusauen R R | N X‘IIE] |'>
% 0 S
- R 0.1mm3 1mm3
i (2.0ul)
00025mme | | iR R R |
0.1mm
WBC WBC
N

Figura 4: Fotografia da camara de Neubauer modificada usada no laboratério e representacéo
esquematica das suas divisdes com as respetivas medidas. Adaptado de Weiss e Tvedten, 2012a. WBC
— leucdcitos; R — eritrocitos.

Os leucocitos contam-se em todos os quadrados grandes da camara, sendo quantificados
pela formula: N° leucdcitos total/uL = n° células + 10% n° células x 200. Para quantificacao do

namero total de eritrécitos usam-se cinco quadrados pequenos (0s 4 das pontas e o central) do
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guadrado grande do meio e a formula: N° eritrocitos total/uL= n° células x 10000 (Campbell,
1995).

O hemograma manual engloba ainda a medicdo da fracdo do volume total de sangue que
€ ocupado pelos eritrocitos (packed cell volume — PCV), a qual é determinada apos
centrifugacdo do sangue num tubo capilar. Na figura 5 encontra-se representado um tubo de
microhematécrito apés a centrifugacao do sangue, no qual é possivel identificar trés fragoes
distintas: plasma, buffy coat e depésito de eritrdcitos. Dividindo a area ocupada pelos eritrécitos
pela area total preenchida com sangue, e multiplicando por 100, obtém-se o PCV em
percentagem, o qual pode ser faciimente determinado com o auxilio de uma escala de leitura
(Villiers, 2005).

Figura 5: Capilar de microhematdcrito evidenciando um soro ictérico.

2.3.Contagem de reticuldcitos

A contagem absoluta de reticuldcitos € indicada para avaliar a existéncia ou nao de uma
resposta regenerativa, perante uma situacdo de anemia. Weiss e Tvedten (2012b)
recomendam a sua realizacdo em cédes e gatos com hematécritos inferiores a 30% e a 20%,
respetivamente.

No laboratério Inno, a contagem de reticulécitos é geralmente feita no analisador
automatico, através da citometria de fluxo. Contudo, a contagem manual é também usada
recorrendo a uma mistura de igual volume de sangue com EDTA e de Novo azul-de-metileno.
A contagem manual é usada principalmente para confirmar a contagem emitida pelo citometro
de fluxo em casos de discordancia entre o grau de policromasia observado no esfregaco e a
contagem de reticuldcitos emitida no hemograma.

A contagem manual é muito mais morosa e imprecisa que a automatica, devido a grande

variacdo entre observadores. (Weiss e Tvedten, 2012b).

2.4. Esfregaco sanguineo

Por cada hemograma solicitado é rotineiramente realizado um esfregaco sanguineo, para
identificacdo de agregados plaquetarios, confirmagdo das contagens celulares emitidas pelo
equipamento automatico, observacdo da morfologia celular e identificagdo de hemoparasitas.

O esfregaco sanguineo permite identificar inimeras alteragdes morfologicas ndo detetadas
pelo analisador hematologico, por isso a sua avaliagdo deveria constar de qualquer
hemograma. E recomendada a realizacdo do esfregaco na primeira hora apés a colheita do
sangue, evitando-se assim alteracdes artefactuais, que distorcem a morfologia eritrocitaria e

leucocitaria, e a agregacao plaquetaria. Os artefactos mais comuns associados ao
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envelhecimento da amostra sdo a crenagdo eritrocitaria, hipersegmentacao neutrofilica,
distorcdo nuclear nos linfécitos e vacuolizacdo nos neutréfilos e mondcitos (Metzger e Rebar,
2004a).

De entre as varias técnicas de preparacédo de um esfregaco sanguineo, o método das duas
laminas, representado na figura 6 e descrito no anexo 1, é o mais usado. O angulo entre as
duas laminas podera ser ajustado de acordo com a viscosidade do sangue, isto &, diminuido

em sangues mais viscosos e aumentado em sangues mais fluidos (Harvey, 2012).

= = ~—

Figura 6: llustracdo da técnica de preparacdo de esfregacos sanguineos usada.

O objetivo é obter um esfregaco de qualidade, constituido por trés zonas distintas: o corpo,

a monocamada e o bordo (figura 7).

‘ Ponto de aplicacdo

| Monocamada ‘

Identificacao

Figura 7: Identificagcao dos varios componentes de um esfregago sanguineo. Adaptado de Metzger e
Rebar, 2004a.

O esfregaco, devidamente identificado, no canto fosco da lamina, com o nome e cédigo de
identificacdo do animal, deve ser imediatamente seco e corado com coloracbes do tipo
Romanowsky, como a Wright, Wright-Giemsa, ou coloracdes rapidas do tipo Diff-Quick®. E
importante realizar uma boa secagem, fixacdo e lavagem para evitar artefactos de coloracéao,
tais como inclusdes eritrocitérias refrateis e precipitados de corante (Harvey, 2012).

O exame sistematico do esfregaco sanguineo ao microscépio 6tico deve iniciar-se com
uma objetiva de menor ampliagéo (10x ou 20x), observando-se a lamina na totalidade para
verificar a espessura, distribuicdo celular e diferenciacdo das trés zonas. Avalia-se o bordo em

busca de microfilarias, organismos fagocitados, células atipicas e agregados plaquetéarios. O
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corpo do esfregaco é examinado para pesquisa de rouleaux ou aglutinacédo eritrocitaria. De
seguida, passa-se a objetiva de 40x para verificar as contagens total e diferencial de leucécitos
na zona de monocamada, isto €, uma area fina na qual os eritrécitos estdo justapostos mas
raramente se tocam, evidenciando a sua palidez central, depois de corados (Weiss e Tvedten;
2012a). Por ultimo, recorre-se a objetiva de imersao (50x ou 100x) para analisar a morfologia
das diferentes linhas celulares, identificar eventuais hemoparasitas e, se necessario, efetuar

uma contagem estimada do nimero total de plaquetas (Metzger e Rebar, 2004a).

2.5. Tipificagdo sanguinea

Os testes de tipificacdo sanguinea sdo geralmente usados para conhecer 0 grupo
sanguineo de um possivel dador ou recetor de sangue, permitindo fazer transfusfes
sanguineas seguras.

No Laboratério Inno, usam-se kits de tipificacdo constituidos por cartdes teste, onde sao
realizados ensaios de aglutinacdo, uma solucéo de controlo positivo (apenas no kit destinado a
cées) e uma solucéao diluente.

Os cartdes contém pocos de reacdo com liofilizados de anticorpos. Estes cartdes possuem
um poco de teste de autoaglutinacdo, no qual € apenas diluido o sangue do paciente a testar.
Na presenca de autoaglutinagdo é recomendada a lavagem de eritrocitos para evitar
interferéncias nos resultados. Depois de excluida a autoaglutinacao, testa-se, no cartdo para
cdo, o controlo positivo, o qual devera aglutinar quando misturado com o diluente no pogo
especifico. Por fim, no Ultimo (s) poco (s) do cartdo, testa-se o tipo de sangue do paciente
misturando uma gota do seu sangue com uma gota de diluente. Na figura 8 encontra-se uma
representacao de um sangue canino DEA 1.1 positivo e de um sangue felino do tipo B. Estes
kits rdpidos permitem testar apenas o tipo DEA 1.1, o mais comum em cées, € o0s tipos A, B e
AB em gatos (Brown e Vap, 2012).

O DEA 1.1 é considerado o grupo sanguineo canino mais antigénico e clinicamente
relevante, podendo as suas incompatibilidades causar reagfes hemoliticas agudas fatais,
quando transfundido para caes previamente sensibilizados (Kessler et al., 2010; Ferreira et al.,
2011).

Tém sido descritos mais de 12 grupos sanguineos caninos, muitos dos quais pertencentes
ao sistema DEA (dog erythrocyte antigen): DEA 1, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. O sistema DEA 1 contém
trés alelos (DEA 1.1, 1.2 e 1.3), podendo os eritrocitos de cada individuo canino nédo exprimir
os genes de nenhum destes alelos ou exprimir apenas de um, para além da expressao
independente dos genes dos restantes grupos sanguineos (Brown e Vap, 2012).

Uma das principais limitagdes da tipificacdo por ensaio de aglutinacdo em cartdo é a sua
baixa sensibilidade para detetar Ag DEA 1.1, quando estes se encontram em niveis inferiores
aos dos anticorpos (Ac) presentes no poco de reacao, devido ao fendmeno prozona. Nesse

caso, deve ser adicionada uma gota adicional de diluente, de modo a obter-se uma propor¢éo
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equilibrada de Ac e Ag. Uma forma de evitar esse fenomeno é concentrar os eritrécitos de
animais com PCV<10%. Outro aspeto negativo desta técnica € a possibilidade de ocorréncia
de falsos positivos, provavelmente por reacdo cruzada com Ag DEA 1.2. Assim, apenas as
reacbes de aglutinacdo inequivocas (i.e., =2+) devem ser interpretadas como 1.1 positivas.
ReacBes de aglutinacdo fracas devem ser confirmadas por outros testes de tipificacdo
sanguinea, tais como a imunocromatografia em cartucho, migragdo em gel e a tradicional
técnica de aglutinacdo em tubo (Kessler et al., 2010; Brown e Vap, 2012).

Uma vez que estes kits caninos de aglutinacdo e imunocromatografia testam apenas a
presenca de Ag DEA 1.1, devem ser usados apenas para testar potenciais dadores. Caso
estes sejam DEA 1.1 negativos, é recomendada a testagem posterior com antissoros mais
especificos, de modo a descartar a presenca de DEA 1.2, outro dos antigénios muito comum
na populacdo canina e capaz de causar uma severa reacdo de incompatibilidade quando

transfundido para cées previamente sensibilizados (Brown e Vap, 2012).

Rapld (T | Rapid|[351l
(Canine DEA 1.1) (Feline A, B, AB)
Cat__ Date
Dog_____ Date
Auto-
lutination
:‘l‘i‘;:a-tion gﬂzinc Screen
Saline Screen
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L DEA1a
Positive
Control

Patient
Test

100-264:AH

dmalaboratones, inc
A Product of Agrolabo S.p A Italy 2 Darts Mill Road. Flem -:.,:._\-\_ N{
RapidVet ia a trademark of dms laboratories, inc. FagrbIVet n a regisbrnd Cradenmark of dmala
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Figura 8: Fotografias de um cartdo de tipificacdo sanguinea de cé@o (esq.) e de um de gato (dir.),
evidenciando um sangue DEA 1.1 + e outro de tipo B (esq. — esquerda; dir. — direita: adaptado de Brown e
Vap, 2012).

3. Imunologia

Os testes imunoldgicos podem ser usados para detetar Ag em amostras bioldgicas ou,
mais comummente, evidenciar a presenca de Ac especificos para determinado agente,
demonstrando assim que o animal foi exposto a determinado organismo. Podem ainda ser
feitas medicBes seriadas de Ac 1gG ou IgM, com semanas de intervalos, de modo a evidenciar

infecBes progressivas ou regressivas (Day e Schultz, 2011).
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A area de imunologia foi a terceira mais solicitada durante o estagio no laboratério Inno,
com 1202 pedidos, entre provas de pesquisa de Ag e de Ac, essencialmente por ELISA e
imunofluorescéncia indireta (IFI). O grafico 5 evidencia que o teste mais solicitado foi, de longe,
a pesquisa de Ac de Leishmania infantum pelo método ELISA (Leiscan®). Na fatia “Outros”
estao incluidas testes serolégicos de Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, Babesia
caballi, Encephalitozoon cuniculi, Borrelia burgdorferi, Neospora spp., Brucella canis,
Panleucopenia e Calicivirus felinos, anticorpos vacinais caninos e felinos, anticorpos anti-

nucleares, fator reumatoide e ainda a pesquisa de Ag de Parvovirus spp. nas fezes.

HLeishmania infantum ELISA

A
Ifihcr%ichia canis (Ac)
% 5,20%

5’ 4,60% EFelV (Ag)

®EBabesia canis (Ac)

' 3,70% HFIV (AC)

EToxoplasma (IgM/IgG)
2,90% HRickettsia conorii (Ac)
2,40% & Coronavirus felino (Ac)
2.20% uOutros

. EHespervirus (Ac)

1:2802 Leptospira spp. (IgG)
0,60% ELeishmania infantum IFI

(Ac)
i Dirofilaria immitis(Ag)
uRaiva (Ac)

uEsgana (IgM/IgG)

Grafico 5: Frequéncia relativa (em %) das analises solicitadas na area de imunologia (n=1202). Ac —
anticorpos, FelLV — virus da leucemia felina, Ag — antigénio, Ig — imunoglobulina, IFI — imunofluorescéncia
indireta.

3.1. Teste de imunofluorescéncia indireta (IFI)

A imunofluorescéncia indireta € um teste de imunodetecdo que usa Ac marcados com
fluorescéncia para destacar antigénios presentes em células ou dentro de secgdes histoldgicas
(Warren, 2014).

Neste procedimento, o agente (isolado ou associado a culturas de células onde cresceu)
estd espalhado e fixo a superficie de laminas. Ao juntar o soro, devidamente diluido, se o
animal for positivo, ocorre a ligacdo Ag-Ac evidenciada pelo antissoro conjugado com um
fluorocromo posteriormente adicionado. Quando a lamina é depois observada ao microscopio,
sob feixe de ultravioletas, a ligacdo Ag-Ac torna-se visivel (Day e Schultz, 2011; Warren, 2014).

Como exemplo deste teste de diagnéstico, o Inno disponibiliza a detecédo de anticorpos IgG
para Leishmania infantum, Ehrlichia canis, Esgana, Babesia canis, Rickettsia conorii e

Neospora canis.
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3.2. ELISA

Os ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sédo testes imunoenzimaticos para
detecdo de Ac ou Ag. Na detecdo de Ac (ELISA indireto), o Ag de interesse encontra-se na
base dos pocos da placa ELISA e os soros diluidos a processar sao entdo adicionadas aos
pocos, seguindo-se uma lavagem para remover os Ac ndo ligados ao Ag. E depois adicionado
um antissoro que, conjugado com uma enzima, se liga a ligacdo Ac-Ag. Apés uma segunda
lavagem é, por fim, adicionado um substrato cromogéneo que inicia uma mudanca de cor
medida, posteriormente, no espetrofotometro (Day e Schultz, 2011; Warren, 2014).

Este método de diagnéstico é usado no diagnostico de Leishmania infantum, virus da
esgana, coronavirus felino, virus da imunodeficiéncia felina (feline imunodeficiency virus — FIV),
etc. Por outro lado, o teste ELISA para detecédo e quantificacdo de Ag (ELISA direto), possui
inicialmente um antissoro na base dos po¢cos com Ac especificos para o Ag de interesse. Ao
adicionar o soro do animal, caso o Ag esteja presente na amostra, liga-se ao antissoro do teste
(Day e Schultz, 2011; Warren, 2014). Como exemplo de testes para detecdo de Ag temos a
pesquisa do virus da leucemia felina (feline leucemia virus — FelLV) e a pesquisa de Dirofilaria

immitis.

3.3. Aglutinacao

A aglutinacdo é um teste imunoldgico que envolve a interacdo direta entre 0 Ag e 0 Ac, a
qual pode ser observada macro ou microscopicamente (Day e Schultz, 2011).

E 0 método de eleicéo para diagndstico de Leptospira spp., no qual as bactérias vivas se
ligam aos Ac, aglutinando (Greene et al., 2012).

Um tipo particular de aglutinacdo é a hemaglutinacéo indireta, na qual o Ag de interesse se
encontra na superficie de eritrécitos e, quando em contacto com os Ac especificos do soro a
analisar, provoca uma aglutinacédo visivel (Day e Schultz, 2011). Este é um dos métodos de
diagnodstico de Toxoplasmose, no qual se pode quantificar o titulo de Ac anti-Toxoplasma
gondii, assim como diferenciar a presenca de anticorpos 1gG e IgM ao usar um reagente que
inibe a capacidade de aglutinagdo das IgM (Toxo-Hai Fumouze®, distribuido por Fumouze

diagnostics).

4. Urianalise

A uriandlise (ou analise de urina) € um teste laboratorial econémico e sensivel, de
execucao facil e rapida, que fornece informac8es muito Uteis sobre o estado geral do paciente
(Wamsley e Alleman, 2007). A andlise completa da urina inclui a avaliagdo das suas
caracteristicas fisicas (cor, turvacdo e densidade urinaria) e quimicas (pH, concentracdo de

proteinas, glicose, cetonas, bilirrubina, urobilinogénio, sangue oculto, leucdcitos e nitritos) —
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urianalise tipo | — bem como o exame microscopico do seu sedimento — urianalise tipo Il (Chew
et al., 2011).

Como se pode ver pela observacédo do grafico 6, a urianalise tipo | foi a andlise de urina
mais solicitada durante o periodo de estagio, com 377 pedidos num total de 1031 analises,
provavelmente por estar incluida no perfil analitico destinado a animais geriatricos, sendo a
andlise mais solicitada na espécie canina, ao contrario da espécie felina, com maior nimero de
urianalises tipo Il.

A area da urianalise engloba ainda o racio proteina urinaria/creatinina urinaria (Pur/Cur) e o
estudo, qualitativo ou quantitativo, da composi¢cao dos calculos urinarios, o qual é realizado
num laboratério externo. As culturas bacteriol6gicas de urina ndo sao apresentadas no grafico,
porque foram incluidas na seccao da microbiologia.

O racio Pur/Cur é determinado através da divisdo das concentracbes de proteina e de

creatinina, determinadas por espetrofotometria de absorvéncia, numa amostra de urina.
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completa urinarios Pur/Cur
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Grafico 6: Frequéncia absoluta dos varios tipos de analises realizadas em amostras de urina das
diferentes espécies. C+F — Canideos + Felideos; Racio Pur/Cur — racio proteina urinaria/creatinina
urinéria.

7

A analise de amostras de urina, como meio de diagnostico, é essencial, ndo s6 para
descartar ou confirmar o diagnoéstico de afe¢gBes suspeitas do trato urinario, mas também para
fornecer informacao sobre o funcionamento de outros érgéos e sistemas. Assim, a urianalise é
muitas vezes incluida em perfis de investigacdo geral em pacientes com afecdo de origem
desconhecida, auxiliando no diagnéstico de varias afecBes ndo urinarias, tais como,
hiperadrenocorticismo, diabetes mellitus ou insipidus central, falha hepatica, doencas
hemoliticas, rabdomidlise, polidipsia psicogénica, azotemia pré-renal e acidose sistémica.
Permite, também, detetar patologias assintomaticas e monitorizar a evolugdo de qualquer

doenga, em termos de reversibilidade e de progressao. Para além disso, a analise de urina
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possibilita, ainda, a supervisdo da eficacia e da seguranca da terapéutica, em termos de
nefrotoxicidade (Osborne e Stevens, 1999; Meuten, 2012a).

Para a obtencdo de todos os beneficios desta andlise e de modo a evitar interpretacdes
erréneas dos resultados obtidos, a realizacdo de uma uriandlise completa (tipo | e 1) é
recomendavel (Wamsley e Alleman, 2007). Se houver necessidade, podem ainda ser feitas
uroculturas e bioquimicas urinarias quantitativas (Barber, 2004).

Segundo Grauer (2009), a observacdo microscopica da urina para interpretacdo da
urianalise pode ser comparavel a observacdo microscépica do esfregaco sanguineo para
interpretacdo do hemograma, uma vez que a interpretagdo dos dados fisicos e quimicos esta
totalmente dependente do conhecimento da composicdo do sedimento urinario.

Na altura de interpretar os resultados da andlise de urina deve ter-se em conta a hora e o
volume da colheita e 0 modo como a urina foi colhida e armazenada, pois 0 objetivo é obter
uma urina in vitro representativa da urina in vivo. Para minimizar ao maximo os erros de
interpretacdo da urianadlise, a urina devera ser recolhida antes de se iniciar qualquer
tratamento, nomeadamente fluidoterapia, antibioticos, glucocorticoides, diuréticos, anti-
hipertensores e meios de contraste radiogréaficos. Todos estes fatores devem ser referidos na
folha de requisigdo de analises, de modo a permitir uma interpretacéo o mais fidedigna possivel
dos resultados obtidos (Wamsley e Alleman, 2007).

A urina, idealmente 10 a 12 mL e no minimo trés mL, deve ser colhida para um recipiente
estéril selavel e identificado e, de preferéncia, opaco, e deve ser analisada, nos primeiros trinta
minutos apos a colheita (Wamsley e Alleman, 2007; Chew et al.,, 2011). Caso ndo seja
possivel, devera ser imediatamente refrigerada a 4°C até 12 horas, devendo ser estabilizada a
temperatura ambiente antes de ser examinada (Barsanti, 2012). A congelacdo e o uso de
conservantes estédo contraindicados (Wamsley e Alleman, 2007).

A refrigeracéo inibe a proliferacao bacteriana, preserva a morfologia celular e dos cilindros,
contudo, pode inibir as reacdes enzimaticas da tira urinaria, aumentar artefactualmente a
densidade urinaria e induzir a formacgédo de cristais in vitro, principalmente de oxalato de célcio
dihidratado e de estruvite. Dai a importdncia de analisar amostras de urina que foram
previamente estabilizadas a temperatura ambiente. O aumento da temperatura tende a
dissolver cristais artefactuais, no entanto, caso estes se continuem a observar no sedimento
urinario, devera realizar-se um novo sedimento com uma amostra fresca de urina, de modo a
confirmar o achado (Wamsley e Alleman, 2007).

A figura 9 ilustra o material usado na realizacdo de qualquer uriandlise tipo | no laboratério

Inno. As técnicas usadas em urianalise encontram-se descritas no anexo 1.
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Figura 9: Fotografia ilustrativa do material usado na realizagdo de uma uriandlise tipo | (lista de trabalho,
tira urinaria, refratdbmetro e falcon com amostra de urina).

5. Endocrinologia

Durante o periodo de estagio realizaram-se 847 andlises endocrinolégicas. As analises
mais requisitadas (n=765), que estdo representadas nos graficos 7 e 8, permitem avaliar a
funcdo da glandula tiroide, das glandulas adrenais e a fungdo ovérica. A determinacdo dos
niveis de progesterona é também muito usada para identificar o momento ideal de cépula das
cadelas ou para realizacdo de cesarianas. As restantes 82 analises na area da endocrinologia
correspondem a doseamentos de hormona paratiroideia (PTH) intacta, insulina, somatomedina,
hormona antidiurética (ADH), renina, angiotensina, aldosterona, relaxina e de estrogénio.

As andlises endocrinologicas foram realizadas, maioritariamente, através de imunoensaios
guimioluminescentes altamente sensiveis na Immulite 1000®, em amostras de soro, plasma ou
urina.

Como se pode constatar pela observacdo dos graficos 7 e 8, a tiroxina total (T4t) foi a

andlise mais solicitada, tanto na espécie canina como felina.
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Gréafico 7: Frequéncia absoluta das andlises endocrinolégicas mais solicitadas na espécie canina
(n=480). T4 — tiroxina, TSH — hormona tireoestimulina, ACTH — hormona adrenocorticotréfica, U — urina,
Hemog — hemograma, Bq — analises bioquimicas.
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Grafico 8: Frequéncia absoluta das analises endocrinolégicas mais solicitadas na espécie felina (n=285).
T4 — tiroxina, Hemog — hemograma, Bqg — andlises bioquimicas, TSH — hormona tireoestimulina.

5.1. Avaliacdo da tiroide

A determinagdo da concentragdo sérica da T4t permanece o teste inicial de eleicdo para o
diagnostico da forma classica de hipertiroidismo felino, devido a sua alta sensibilidade e
especificidade (Peterson et al., 2015). O seu baixo custo faz com que seja rotineiramente
usada para diagndstico da doenca em gatos com sinais clinicos compativeis, tais como, perda
de peso, polifagia, polidria, polidipsia, aumento da vocalizacdo, agitacdo e aumento da
atividade, taquipneia e taquicardia, vomitos, diarreia e alopecia difusa (Carney et al., 2016).
Contudo, nem todos os gatos hipertiroides apresentam um aumento da concentracdo de T4t.
Peterson et al. (2015), referem que até 10% dos gatos hipertiroides e mais de 30% dos gatos
com hipertiroidismo precoce ou ligeiro, assim como, animais afetados por doencas n&o

tiroideias concomitantes, podem apresentar concentragfes séricas inalteradas de T4t.
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Outros testes endocrinologicos que podem ajudar ao diagnostico de formas nao classicas
de hipertiroidismo felino sdo a T4 livre por equilibrio de didlise, TSH associada a T4t,
aumentando assim a sua especificidade de 69.9 para 98.8%, e o teste de supressdo com
triildotironina (T3) (Peterson et al., 2015; Carney et al., 2016).

A determinacéo da T4t é um teste muito sensivel mas pouco especifico para o diagnostico
de hipotiroidismo. Se por um lado, uma concentracdo de T4t> 2 pg/dl permite excluir a doenga,
concentragdes baixas de T4t ndo permitem confirma-la, devido ao facto de doencas nédo
tiroideias e alguns farmacos poderem inibir a secre¢do de T4 pela glandula tiroide. Assim, para
confirmar uma suspeita clinica de hipotiroidismo, é recomendada a combinacédo da T4t com a
TSH. Uma baixa concentracdo de T4t associada a uma alta concentracdo de TSH, em caes
com quadro clinico compativel, confirma o diagnéstico (Alenza, 2011). Contudo, ha cerca de
um terco dos cédes hipotiroides que apresenta uma TSH dentro do intervalo de referéncia
(Espineira et al., 2007). Pode ser necessario realizar testes adicionais, tais como a T4 livre por
qguimioluminescéncia ou por equilibrio de dialise, quando a combinagdo da T4t e TSH nédo é

conclusiva (Alenza,2011).

5.2. Avaliacdo das glandulas adrenais

Outra analise bastante solicitada foi a determinacdo do cortisol canino, tanto basal como
apo6s estimulagdo com hormona adrenocorticotréfica (ACTH) ou apdés supressao com baixas

doses de dexametasona.

5.2.1. Teste de estimulacdo com ACTH

O teste de estimulacdo com a ACTH avalia a reserva adrenocortical, sendo considerado o
gold standard, para os diagnosticos de hipoadrenocorticismo e de hiperadrenocorticismo
iatrogénico (Parry, 2013). E menos usado para o diagnostico de hiperadrenocorticismo
espontaneo devido a baixa sensibilidade (57-63% em caes com tumores adrenais, 80-83% em
cdes com a forma hipofisaria) e variavel especificidade (59-93%) (Behrend et al., 2013). E o
Unico teste que permite a distingdo entre as formas iatrogénica e espontanea de
hiperadrenocorticismo, para além de ser (til na monitorizacdo de terapias com trilostano ou
mitotano, usados no tratamento de hiperadrenocorticismo (Herrtage, 2004; Parry, 2013).

Engloba dois doseamentos de cortisol sanguineo, um antes e outro uma hora apés a
administracdo endovenosa de ACTH sintética. Deve evitar-se a administracdo de drogas que
possam diminuir a resposta a ACTH, por suprimirem o eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal,
tais como, progestagénios, glucocorticoides e cetoconazol (Behrend et al., 2013).

Em caes saudaveis, a concentragcao de cortisol basal encontra-se dentro do intervalo de
referéncia e aumenta trés a cinco vezes apés a administracdo de ACTH. Por um lado, caes
com hipoadrenocorticismo tipico, por atrofia adrenocortical, apresentam concentracdes baixas

de cortisol basal, que se mantém abaixo dos niveis normais apés a estimula¢do, tal como nos
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animais com hiperadrenocorticismo iatrogénico. Por outro lado, concentragfes altas de cortisol
poés-estimulagdo com ACTH indicam hiperadrenocorticismo espontaneo. Nos casos de
hipoadrenocorticismo natural secundario, por deficiéncia da ACTH enddgena, os niveis de
cortisol basal séo baixos a normais e pode aumentar ligeiramente em reposta a administracéo
de ACTH (Parry, 2013).

5.2.2. Teste de supressdo com baixas doses de dexametasona

O teste de supressdo com baixas doses de dexametasona € considerado o teste de
eleicao para o diagnoéstico de hiperadrenocorticismo espontaneo. Apresenta uma sensibilidade
de 85 a 100% e uma especificidade de 44 a 73% (Behrend et al., 2013).

Consiste numa primeira colheita para determinacdo do cortisol basal, administracédo
endovenosa de dexametasona e na colheita de uma segunda e terceira amostras de sangue,
guatro e oito horas apés a administragdo (Peterson, 2007).

Em cades saudaveis a concentracdo sérica de cortisol as quatro e oito horas apds a
administracdo de dexametasona encontra-se abaixo ou muito proxima do limite de detecdo dos
ensaios analiticos. O diagnéstico de hiperadrenocorticismo é feito quando ndo se verifica
supressdo na concentracdo de cortisol oito horas pés-administracdo. Ocasionalmente,
tratamentos com fenobarbital podem produzir falsos positivos (Behrend et al., 2013).

Na presenca de um padrao inverso — no qual a concentragdo de cortisol oito horas pés-
dexametasona esta abaixo do cut-off e as quatro horas estd aumentada —, muito sugestivo de
hiperadrenocorticismo, devem fazer-se testes adicionais para confirmar a suspeita (Behrend et
al., 2013).

O teste de supressdo com dexametasona pode ajudar a distinguir as formas hipofisaria e
adrenal de hiperadrenocorticismo. Se ocorrer supressao € provavel que se trate da forma
hipofisaria, pois em cdes com tumores adrenais ha uma secrecdo independente de cortisol,
ndo controlada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal. Contudo, a auséncia de supressao
ndo permite confirmar a origem adrenal, uma vez que em 25% dos cdes com a forma
hipofisaria ndo ha supressédo. Uma supressdo as quatro horas abaixo de 50% da linha basal,
num teste com baixas doses de dexametasona, confirma a forma hipofisaria (Behrend et al.,
2013).

6. Citologia

A citologia, isto é, a avaliagdo microscopica das células, € um exame muito Gtil para o
médico veterindrio no estabelecimento de um diagnéstico provisério ou mesmo definitivo, na
determinacdo do prognéstico e ainda na formulacdo de um plano terapéutico (Radin e
Wellman, 1998).

As suas principais vantagens sdo a facilidade e variedade de colheitas possiveis, de

amostras provenientes de liquidos, 6rgdos, massas ou outras lesdes, minimamente invasivas,
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raramente necessitando de sedacdo, com raras complicacdes associadas; simplicidade da
preparacdo dos espécimes; e rapidez dos resultados (Radin e Wellman, 1998). As principais
desvantagens estdo relacionadas com a ma qualidade das amostras - falta de
representatividade da lesdo, mau espalhamento ou acondicionamento das amostras — e a
auséncia da arquitetura tecidular. Sempre que necessario, devera recorrer-se a histopatologia
de modo a confirmar ou complementar o diagnéstico citolégico (Radin e Wellman, 1998).

Existem varias técnicas de colheita de amostras citolégicas: a puncao, aspirativa ou nao
aspirativa, por agulha fina (PAAF/PNAAF); impressdo ou aposi¢do; a raspagem; e a colheita
por zaragatoa. A escolha da técnica a usar dependerd, essencialmente, do material a colher e
do local onde seré feita a colheita. (Meinkoth et al., 2008).

Na preparacdo de laminas de citologia, € necessario o espalhamento do material. Para
amostras semissolidas, mucosas ou com grumos € utilizada a técnica de compressdo ou
squash, representada na figura 10 e descrita no anexo 1, tendo como objetivo a obtencdo de

uma monocamada celular que facilita a penetracdo do corante, aquando da coloracéo, e a

avaliacdo citoldgica individual (Meyer et al., 2010).

Figura 10: Fotografias ilustrativas da aplicacéo da técnica de squash para espalhamento de materiais na
preparacdo de laminas citoldgicas.

No caso de fluidos, a dispersédo do material pode ser feita através da técnica de esfregaco
usada em hematologia. A velocidade de espalhamento deve ser ajustada a viscosidade do
fluido. Assim, em fluidos mais liquidos 0 movimento devera ser mais rapido, enquanto nos mais
viscosos devera ser mais lento (Meyer et al., 2010).

Em fluidos turvos e sanguinolentos, ou aparentemente pouco celulares (transudados,
LCR), podera recorrer-se, respetivamente, a duas técnicas de concentracdo: a centrifugacao e
a citocentrifugacdo. No primeiro caso, as laminas séo feitas com a técnica de compressao a
partir do sedimento ressuspendido, apés rejeicdo do sobrenadante. Na citocentrifugacéo, as
células sédo todas condensadas num pequeno quadrado diretamente na lamina, com o auxilio
de um dispositivo especifico, representado na figura 11 (Meyer et al., 2010).
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Figura 11: Fotografia de dispositivo usado para a citocentrifugacéo, com resultado final a direita.

Depois de preparadas, as laminas sdo devidamente identificadas, coradas com a coloracao
usada na hematologia (Rapid-Diff 1l Stain®) e fixadas com um meio de montagem (resina

transparente) e uma lamela, preservando assim o material para avaliagdes posteriores.

6.1.Envio de amostras para o laboratério

No envio de amostras ao laboratorio é necessario ter alguns cuidados. Os fluidos devem
ser imediatamente colocados em tubos com EDTA, para prevenir a formagédo de coagulos e
preservar a morfologia celular (Meyer et al., 2010). Caso o transporte até ao laboratério demore
mais de 24h, o tubo de EDTA deve ser também acompanhado de laminas preparadas na
clinica, de modo a evitar as rapidas alteracdes celulares que se produzem em meios liquidos.
Outro aspeto essencial é evitar o contacto do material com vapores de formol, os quais fixam
as células, interferindo com a posterior coloracdo (Meinkoth et al., 2008).

Quando se pretende fazer também uma cultura bacteriolégica ou fungica, devera optar-se
por uma colheita asséptica para um frasco estéril ou uma zaragatoa com meio de cultura,

conforme a amostra em causa (Meyer et al., 2010).

A casuistica da area de Citologia esta representada no grafico 9, no qual se pode observar

um grande predominio da citologia simples.
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Grafico 9: Frequéncia absoluta das analises citoldgicas realizadas (n=834).

7. Histopatologia

Durante o periodo de estagio foram solicitadas 811 analises histopatologicas,
representadas no grafico 10, de acordo com o tipo de analise.

A analise histopatolégica engloba o processamento e observacdo macro e microscopica
dos tecidos obtidos por bidpsia incisional ou excisional (exérese). A bidpsia incisional é um
método pouco invasivo que consiste na remocéo cirirgica de parte de uma lesdo para exame
microscépico e para diagnostico. A bidpsia excisional permite a remocéao total de uma lesdo e
inclui sempre tecido sdo adjacente. Esta apresenta uma finalidade terapéutica e de diagnostico,
contudo no caso de lesdes malignas, é impreterivel incluir uma margem alargada (idealmente
superior a trés centimetros) de tecido normal. A decisdo e a capacidade de efetuar uma
excisdo com margens curativas € condicionada pela localizagdo e pelo tipo do tumor em causa
(Ehrhart e Withrow, 2007). No laboratério Inno efetuaram-se também raras analises
histopatolégicas de tecidos ou érgaos recolhidos durante a necropsia dos animais.

Para se alcancar um diagnostico é necessario recorrer a um conjunto de técnicas
histolégicas essenciais na preparacdo de finos fragmentos de tecido, com cerca de trés
micrémetros de espessura, que permitam a visualizagdo microscopica da arquitetura tecidular
(Bacha e Bacha, 2003).

O material recolhido deve ser armazenado em formol a 10%, numa proporgédo
tecido:fixador de um para dez e enviado para o laboratério. Neste € sujeito, numa primeira fase,
a observacdo e corte em pequenos fragmentos representativos das lesdes (macroscopia).
Estes pequenos fragmentos de tecido séo depois submetidos a uma série de processamentos
que consistem, de forma resumida, na fixacdo de tecidos, seguida de desidratacéo,
impregnacdo, inclusdo, microtomia (corte fino), coloracdo, montagem das laminas e

observagdo microscopica (Bacha e Bacha, 2003).
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Na montagem das laminas utiliza-se um meio de montagem (resina transparente) e uma
lamela associada. Este processo, para além de assegurar a conservacdao do corte corado,

melhora a visualizagdo ao microscaépio 6tico (Junqueira e Carneiro, 2004).

E Bidpsia
HEXxérese

M Tecidos de necropsia

Grafico 10: Frequéncia absoluta das analises histopatoldgicas realizadas (n=811).

8. Parasitologia

A parasitologia é a &rea que se dedica ao estudo dos parasitas.

As analises parasitologicas realizadas no laboratério Inno sédo a analise coprologica, para
pesquisa de parasitas gastrointestinais, a pesquisa de Cryptosporidium e Giardia, a técnica de
Baermann, para isolamento e identificacdo de larvas de parasitas pulmonares, a pesquisa de
microfilarias pela técnica de Knott, a pesquisa de ectoparasitas, em raspagens cutaneas ou
amostras de cerimen e a pesquisa de hemoparasitas em esfregaco sanguineo. Esta ultima foi

abordada na seccao de Hematologia, ndo estando por isso representada no grafico 11.

0,
2 9% IZ,ZA

4,8%

@ Andlise coproldgica (1A/3A)

H Pesquisa de Cryptosporidium e Giardia
M Técnica de Baermann

HPesquisa de ectoparasitas

1 Técnica de Knott

Gréfico 11: Frequéncia relativa (em %) das diferentes andlises realizadas na area da Parasitologia
(n=272).
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8.1. Andlise coprologica

A andlise coprolégica — mais solicitada durante o estagio, com 221 pedidos, num total de
272 analises parasitologicas — é composta por duas partes: a avaliacdo do aspeto
macroscopico das fezes, em termos de forma e de substancias presentes, e a observacao

microscopica do resultado da flutuagao fecal em solugdo de sulfato de zinco a 45%.

a) Avaliacdo macroscépica

Quanto a forma, as fezes classificam-se em moldadas, moldadas ligeiramente pastosas,
pastosas, diarreia pastosa, diarreia mucosa e diarreia liquida. A presenca de materiais
estranhos como o0ssos, alimento por digerir, sangue, ervas, parasitas adultos ou proglotes de
cestodes também devem ser referidos. Esta primeira parte € muito importante pois pode
orientar-nos em direcdo ao diagndstico de doencas parasitarias (ou nao parasitarias)

especificas (Zajac e Conboy, 2012).

b) Processamento

A pesquisa de parasitas gastrointestinais baseia-se na técnica de flutuacao, ilustrada na
figura 12 e descrita no anexo 1. O principio subjacente a esta técnica é que o material
parasitario (ovos e quistos) presente nas fezes é menos denso que a solucdo de flutuacéo,
permitindo que ascenda a superficie do recipiente, sendo depois recolhido para observagéo
microscopica, sendo que a maioria dos detritos sedimentam (Zajac e Conboy, 2012).

De acordo com Zajac e Conboy (2012), a centrifugacdo aumenta a sensibilidade da técnica
de flutuacdo, sendo particularmente Gtil em infegcBes de baixa carga parasitaria, como as
causadas por Trichuris spp. e Giardia spp. em canideos e felideos.

Na figura 13 encontram-se fotografias de alguns ovos mais comummente observados, em

amostras de fezes de canideos e felideos sujeitas a técnica de flutuacdo, durante o estagio.

Figura 12: Fotografia ilustrativa da técnica de flutuacdo com consequente preparac¢éo das laminas para
a observagao microscoépica.
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Figura 13: Fotografias de ovos parasitarios mais comumente observados, em fezes de canideos e
felideos sujeitas a técnica de flutuagdo, durante o periodo de estagio (A — oocistos de Isospora spp. e
quistos de Giardia spp. 200x; B — quistos e trofozoitos de Giardia spp. 200x; C — quistos e trofozoitos de
Giardia spp. 400x; D — ovos de Toxocara spp. e raros oocistos de Isospora spp. 100x; E — ovo de
Thrichuris vulpis 200x; F — ovo de Ancylostoma spp. 200x).

8.2. Pesquisa de Cryptosporidium e Giardia

A pesquisa de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. é feita em esfregacos de fezes corados
com uma coloracé@o especifica — Ziehl-Neelsen modificada — cujo protocolo esta descrito no
anexo 1. Os esporozoitos de Cryptosporidium spp. surgem como estruturas de pequenas
dimensdes de coloracéo rosada e a Giardia spp. como pequenas estruturas verdes.

Durante o periodo de estagio ndo houve nenhuma pesquisa positiva.

8.3.Técnica de Baermann

A técnica de Baermann é usada para identificar larvas de nematodes de primeiro estadio
(L1), causadores de infe¢gOes respiratorias, em amostras de fezes (Zajac e Saleh, 2013).

E importante usar fezes frescas para evitar a interferéncia de larvas que possam eclodir de
ovos presentes nas amostras, como estréngilos e ancilostomatideos, e ser confundidas com
larvas pulmonares (Zajac e Conboy, 2012).

Esta técnica é executada no aparelho de Baermann, representado na figura 14, de acordo
com o protocolo exposto no anexo 1. As larvas presentes na amostra tém tendéncia a migrar
distalmente ao longo do dispositivo, acumulando-se na ponta da pipeta, colocada no fundo de

um tubo de plastico (Zajac e Conboy, 2012).
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O quadro 1 auxilia na identificacé@o de larvas isoladas com este procedimento

Figura 14: Fotografia ilustrativa do aparelho de Baermann, antes da recolha da primeira gota de
solucgdo fecal para pesquisa microscopica de larvas pulmonares.

Quadro 1: Infe¢Ges parasitarias de caes e gatos passiveis de diagndstico usando o teste de Baermann.
Adaptado de Zajac e Saleh, 2013.

Bronquiolos
Aelurostrongylus o ) 360-400 um; cauda curva em . )
Gato terminais, canais ) Muito difundido
abstrusus forma de S com espinho
alveolares L
acessorio
B Strongyloides ] 150-390 um; cauda lisa com . )
Cao ) Intestino delgado o ) ] Muito difundido
stercoralis primoérdio genital proeminente
260-340 um; cauda com um o
. ) . o . Principalmente
Céo Crenosoma vulpis Bronquiolos desvio ligeiro mas sem torgéo o
) Canada Atlantico
ou espinho
. Artérias 340-399um; cauda semelhante Europa,
. Angiostrongylus . L.
Céo pulmonares, as espécies de Newfoundland-
vasorum o
coracao direito Aelurostrongylus Labrador

8.4.Técnica de Knott

A técnica de Knott € um dos métodos de concentracao de microfilarias em circulacao.
Este método, cujo protocolo se encontra no anexo 1, baseia-se na lise dos eritrécitos e na
fixacdo e concentracdo das microfilarias existentes em circulacao, facilitando a sua detecao

(Zajac e Conboy, 2012). Apesar de ser altamente especifico, apresenta uma baixa
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sensibilidade, existindo por isso muitos resultados falsos negativos, principalmente em felideos,
pois raramente apresentam microfilaremia (Lapin, 2012).

A Sociedade Americana de Dirofilariose e o Conselho Cientifico Europeu de Parasitas dos
Animais de Companhia (ESCCAP) recomendam a realizacdo do teste em qualquer cdo que
tenha apresentado um resultado positivo na pesquisa de Ag de Dirofilaria immitis, para
determinar a necessidade de tratamento microfilaricida (Zajac e Conboy, 2012).

Também pode ser usada individualmente no diagnéstico de Dirofilariose, apesar da
dificuldade em distinguir a microfilaria da Dirofilaria immitis de outro tipo de microfilarias menos
patogénicas detetadas na Europa, como a da Dirofilaria repens, da Acanthocheilonema
reconditum e da A. Grassi, que parasitam o tecido subcutdneo e a da Acanthocheilonema

dracunculoides que parasita o peritoneu (Zajac e Conboy, 2012).

8.5. Pesquisa de ectoparasitas

A pesquisa de ectoparasitas, isto é, de parasitas externos ao corpo do seu hospedeiro, é
Gtil para a identificacdo de acaros, devido as suas dimens@es microscopicas, permitindo
também detetar infestagBes por pulgas e piolhos. O material recolhido por raspagem, fita-cola e
escovagem cutanea e o cerimen deverdo ser recolhidos para uma lamina de vidro. Para
observagdo microscépica, deve usar-se 6leo mineral e uma lamela. Apesar de ter uma
especificidade de 100%, apresenta uma sensibilidade relativamente baixa (cerca de 50%),
falhando muitas vezes na detecao dos parasitas (Hill, 2002).

Durante o periodo de estagio ndo se observou nenhuma pesquisa positiva.

9. Provas de coagulacédo

As provas de coagulacdo sdo usadas para diagnéstico de desordens da heméstase, tais
como hemorragia ou tromboembolismo, e para monitorizacdo de terapias anticoagulantes (ex.:
heparina). A hemdstase é uma interacdo equilibrada entre vasos sanguineos, plaquetas e
fatores sollUveis na formacao e dissolucéo de coagulos, que tem como objetivos a preservagao
da estrutura e funcao vasculares e a manutencao da fluidez do sangue (Boudreaux et al., 2011;
Tvedten, 2012).

9.1. Colheita e manuseamento de amostras

O sangue deve ser colhido para um tubo de plastico com 3,8% de citrato trissédico, tendo o
cuidado de evitar o arrastamento de fatores tecidulares que possam ativar falsamente as
plaquetas e os fatores de coagulacdo. E essencial a mistura suave de uma parte de citrato com
nove partes de sangue, de modo a evitar coagulacdes indesejadas ou diluicbes dos fatores de
coagulacdo. A separacdo do plasma citrato dos restantes componentes sanguineos devera

ocorrer nos primeiros 30 minutos apés a colheita. Caso ndo seja imediatamente analisado,
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poderd preservar-se os fatores VIl e VIII, durante seis horas a 20°C, durante 48 horas a 4°C, ou
através da congelacdo por tempo indeterminado (Tvedten, 2012).

As provas de coagulacao realizadas durante o periodo de estagio estdo representadas no
grafico 12 e permitem avaliar o funcionamento da heméstase secundaria e da fibrindlise. A
excecao das provas de antitrombina (AT) lll, que foram realizadas num laboratério externo,
todas os testes de coagulacdo representados (tempo de protrombina — PT, tempo de
tromboplastina parcial ativada — aPTT, tempo de trombina — TT e concentracéo de fibrinogénio)
foram executados num analisador de coagulagéo baseado no método 6tico (Sysmex CA-540°),
que deteta o aumento da turvacdo da amostra de plasma provocado pela formacdo de fibrina
(Boudreaux et a., 2011).
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Gréfico 12: Frequéncia absoluta das provas de coagulagdo realizadas (n=176), distribuidas por espécie.
aPTT — tempo de tromboplastina parcial ativada, PT — tempo de protrombina, TT — tempo de trombina, AT
Il — antitrombina III.

9.2. Tempos de coagulacédo

Os tempos de coagulagdo correspondem ao tempo (em segundos) necessario para a
formagdo de um coagulo de fibrina em plasma citrato, apés a adicdo de um ativador por
contacto do sistema intrinseco (no caso do aPTT) ou extrinseco (no caso do PT) ou da adigdo
de trombina (TT), associados ao calcio. A detecdo de aumento do PT ou do aPTT indica,
respetivamente, uma atividade de fatores de coagulagéo da via intrinseca ou extrinseca inferior
a 30% da atividade normal (Tvedten, 2012).

9.2.1. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT)

O aPTT avalia as vias intrinseca e comum da cascata de coagulagdo, ou seja, todos os
fatores de coagulaco, exceto o VII. E usado para detetar a diminuicdo de um ou mais fatores
de coagulacdo, como na hemofilia, coagulacdo intravascular disseminada (CID), deficiéncia

adquirida de vitamina K, envenenamento por varfarina e insuficiéncia hepatica (Tvedten, 2012).
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9.2.2. Tempo de protrombina (PT)

O PT avalia as vias extrinseca e comum da cascata de coagulacdo. Geralmente é usado
como unico teste de coagulacdo para identificar envenenamentos por antagonistas da vitamina
K, uma vez que o fator VIl (via extrinseca) &, entre todos os fatores dependentes da vitamina K
(I, VII, IX e X) o que apresenta menor tempo de meia vida (quatro a seis horas), fazendo com
que o PT seja o primeiro tempo a aumentar nessas situagdes. E utilizado em conjunto com o

aPTT para detetar outro tipo de coagulopatias (Tvedten, 2012).

9.2.3. Tempo de trombina (TT)

O TT avalia a concentracdo de fibrinogénio funcional, sendo inversamente proporcional a
concentracdo deste. Pode estar aumentado em casos de diminuicdo da concentracdo de
fibrinogénio (< 100mg/dL) ou da sua funcionalidade (disfibrinogenemias), ou na presenca de
inibidores da acg&o da trombina, como produtos de degradacg&o da fibrina (PDFs) ou heparina. E
um parametro (til no controlo da terapia com heparina (Boudreaux et al., 2011).

O painel de coagulacdo engloba ainda o doseamento da concentracdo plasmatica de
fibrinogénio. Este € uma proteina plasmatica solivel que é convertida numa forma insolGvel
(coagulo de fibrina) pela acdo da trombina. O tempo de trombina é inversamente proporcional a
concentracdo plasmatica de fibrinogénio. O teste usado no laboratério mede o tempo de
coagulacdo do plasma quando se adiciona excesso de trombina. Este tempo é depois
comparado com o tempo de coagulagcdo de preparagbes de fibrinogénio com concentragbes
conhecidas

A prova de AT lll ndo foi acompanhada durante o estagio, ndo sendo por isso abordada

neste relatorio.

10. Dermatophyte test medium (DTM)

Durante o periodo de estagio foram solicitados 51 analises microbiolégicas de DTM.
O meio de teste de dermatéfitos constitui, até a data, o método mais eficiente para cultura de
dermatdéfitos, contendo antibidticos para inibir o crescimento bacteriano e anti metabolitos para
inibir o crescimento de contaminantes fungicos. No entanto, esta supressao de crescimento de
microrganismos nao é 100% efetiva. Por outro lado, falhas na colheita, condi¢cdes de cultura e
limites na identificacdo das culturas geram falsos negativos (Angus, 2005; Moriello e DeBoer,
2012).
De maneira a minimizar o numero de falsos negativos, é aconselhado:
« Recolher no minimo 10-20 pelos, com aspeto partido e fraco, e/ou escamas da periferia
da lesdo com sinais de inflamag&o ou com pustulas. E de grande vantagem recolher
pelos com fluorescéncia na lampada de Wood (Angus, 2005), mas néo s0, pois apenas

50% dos isolados de Microsporum canis fluorescem, para além de poderem ocorrer
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falsos positivos devido a tratamentos tépicos e a presenca de agregados de queratina
(Donaldson, 2011);

« Realizar suave higienizacdo da area de recolha de material com gaze embebida em
alcool e deixar secar antes da colheita. Este procedimento diminuira o
sobrecrescimento bacteriano e de fungos saproéfitos que pode impedir o crescimento de
dermatofitos (Medleau e Hnilica, 2006);

e Manter, apds colheita, durante 0 armazenamento e durante a cultura, as amostras em
tubos/frascos ndo fechados, em ambientes humidos a uma temperatura compreendida
entre os 24 e os 27°C, de modo a permitir a entrada de oxigénio e evitar a dissecacdo
(Angus, 2005; Moriello et al., 2010; Moriello e DeBoer, 2012) (Moriello et al. (2010)
referem que a quantidade de luz néo interfere no crescimento das coldnias);

e Permitir o crescimento das colénias (Microsporum canis cresce normalmente em 14
dias, sendo que o género Tricophyton spp. pode demorar 21 dias) (Sharma et al.,
2012).

No laboratorio Inno, os meios de cultura semeados sdo observados diariamente de modo a
registar-se a cor de meio (amarelo/vermelho) e a caracterizagdo das colonias, quanto a cor,
aspeto, tamanho e nimero. A viragem de cor do meio, de amarelo para vermelho, aquando do
aparecimento de uma determinada colénia, pode ser um indicador da presenca de
dermatdfitos, uma vez que o DTM tem um indicador de pH, que muda para vermelho na
presenca de metabolitos alcalinos, produzidos pelos géneros Microsporum, Tricophyton e
Epidermophyton (Medleau e Hnilica, 2006).

Ao fim de 14 ou 21 dias apds o cultivo, recolhem-se as col6nias com fita-cola e observam-
se ao microscépio Gtico, com o auxilio da coloracdo de Novo azul-de-metileno, para

identificacdo do fungo presente.
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Parte Ill: Revisao bibliografica

A. ANALISES BIOQUIMICAS

Al. Parametros hepaticos:

O figado é um 6rgao do sistema digestivo que apresenta iniUmeras fungdes: o metabolismo
de hidratos de carbono, de lipidos, de proteinas, de hormonas e de vitaminas; a destoxificacdo
e excrecdo de metabolitos e substancias toxicas; a digestdo de gorduras e a producdo da
maioria dos fatores de coagulacdo. Tem uma grande capacidade de reserva, por isso, a
insuficiéncia hepatica sé se desenvolve apds a perda de 70 a 80% da sua massa funcional
(Allison, 2012b).

Os testes laboratoriais para pesquisa de doenca ou insuficiéncia hepatica dividem-se em

dois grandes grupos: testes de lesdo hepéatica e provas de funcao hepatica.

Al.l. Lesao hepatica:

Os principais parametros indicadores de leséo hepética, no cédo e no gato, sdo as enzimas
intra-hepatocitarias — ALT e AST — e as enzimas induzidas por colestase, acao de farmacos e
de hormonas — GGT e FA. E importante ter em conta que nem todas estas enzimas s&o
hepatoespecificas, podendo o seu aumento ter origem noutros 6rgdos ou tecidos, e que as

suas atividades variam consoante a espécie (Bain, 2011).

Al.1.1. Alanina aminotransferase (ALT)

A ALT, anteriormente referida como sGPT, do inglés sérum glutamic pyruvic transaminase,
encontra-se, maioritariamente, livre no citosol dos hepatécitos, sendo por isso, a enzima mais
especifica de lesdo hepatica. No entanto, a sua presenca no soro/plasma também pode ter
origem numa necrose muscular ou em lise eritrocitaria (Bain, 2011).

Aumentos ligeiros podem dever-se a lesdes musculares, a exercicio fisico ou a hemdlise.
Por outro lado, aumentos significativos, isto é, trés vezes acima dos valores de referéncia,
ocorrem comummente em anoxia ou fraca perfusdo hepatica, trauma espontaneo ou poés-
cirargico, hepatite crénica, cirrose, colangite e colangiohepatite, obstrucéo biliar aguda, necrose
e lipidose hepaticas, pancreatite aguda, neoplasia, hiperadrenocorticismo canino e
hipertiroidismo felino, sépsis, apés administracdo de determinadas drogas hepatotdxicas e,
ainda, na hepatite crénica associada a aumentos dos niveis hepaticos de cobre, nas racas
Dobermann pinscher, Bedlington terrier, Dalmata, West Highland white terrier e Labrador
retriever (Allison, 2012b; Willard e Twedt, 2012).

Al.1.2. Aspartato aminotransferase (AST)

A AST, anteriormente designada por sGOT, do inglés sérum glutamic oxaloacetic
transaminase, esta presente, em grande concentracdo, ndo s6 nos hepatdcitos — livre no
citosol ou no interior das mitocéndrias — mas, também, nos muasculos esquelético e cardiaco e

nos eritrocitos (Bain, 2011). Assim, aumentos significativos poderdo ter origem nas mesmas
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causas referidas anteriormente para a ALT, para além de les6es musculares e hemdlise in vivo
ou in vitro (Allison, 2012b). Segundo Willard e Twedt (2012), aumentos significativos da AST
hepéatica tendem a refletir lesbes mais severas nos hepatdcitos, uma vez que, as mitocéndrias

ndo sdo danificadas tdo rapidamente quanto a membrana celular.

Al.1.3. Gama glutamiltransferase (GGT)

As enzimas de inducdo hepatica (GGT e FA) estdo associadas a membrana celular dos
hepatdcitos e das células epiteliais biliares.

A GGT existe em maiores concentracdes no pancreas e no rim, mas o aumento da sua
atividade sérica indica colestase ou hiperplasia biliar, pois a pancreatica é libertada nos ductos
pancreaticos e a renal na urina, ndo se encontrando no sangue. Outra causa de aumento desta

enzima é também a acéo de esteroides (Allison, 2012b).

Al.1.4. Fosfatase alcalina (FA)

A FA esta presente também em outros tecidos: 0sso, mucosa intestinal, cértex renal e
placenta. Para além destas isoformas enzimaticas, existe, ainda, a isoforma induzida por
corticosteroides em caes, forma modificada da isoenzima intestinal (Allison, 2012b).

Uma vez que, o tempo de meia-vida da FA intestinal, renal e placentaria sdo escassos
minutos, o aumento da atividade da FA é comummente secundario a colestase, aumento da
atividade osteoblastica, inducdo por determinadas drogas ou hormonas, principalmente em
cées, e a varias doencas cronicas, como a diabetes mellitus e o hipertiroidismo felino (Bain,
2011; Allison, 2012b; Willard e Twedt, 2012).

Willard e Twedt (2012) referem que as principais causas de aumentos superiores a trés
vezes o valor normal da FA, em cées, sdo a doenca hepatobiliar, hiperadrenocorticismo, stress,
terapia com glucocorticoides ou anticonvulsivos, sendo que os esteroides enddgenos ou
ex0genos e a obstrucao biliar extra-hepatica podem aumentar a FA até mais de 10 vezes.

Uma forma de distinguir as varias isoformas de FA é mensurando a atividade desta enzima
a 65°C. As Unicas isoformas cuja atividade ndo é suprimida pelo calor sdo a isoenzima
intestinal e a sua derivada isoforma induzida por corticosteroides (Allison, 2012b). Assim, tendo
em conta o reduzido tempo de meia vida da primeira, comparando a atividade da FA, depois de
sujeita a altas temperaturas, com a atividade inicial, podemos tirar conclusdes quanto a origem
do aumento da sua atividade enzimatica.

Considera-se que se esta na presenca da isoforma induzida por corticosteroides, quando
se mantém mais de 15% da atividade da FA depois de ter sido sujeita a 65°C. Este teste é
bastante eficiente no diagnoéstico de hiperadrenocorticismo canino quando usado em situagoes
em que a atividade da enzima ultrapassa as 150U/L. Num estudo realizado em 1989, com 146
cdes com suspeitas de hiperadrenocorticismo, apresentou uma sensibilidade de 92% e uma
especificidade de 44%. Esta falta de especificidade deve-se ao facto da atividade da FA a 65°C
poder dever-se a outras patologias, como a diabetes mellitus e o hipotiroidismo caninos ou a

administracdo de drogas anticonvulsivas, como por exemplo o fenobarbital, que induzem as
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enzimas microssomicas. Apesar de ndo ser aceitavel para o diagnostico definitivo da doenca, é
um teste de triagem rapido, econémico e fiavel na detecdo de hiperadrenocorticismo canino
(Teske, 1989).

Nos gatos, qualquer aumento de FA é significativo, uma vez que, para além de terem
menores niveis de FA hepatocelular, excretam-na rapidamente pelos rins (Willard e Twedt,
2012).

A FA felina é um indicador altamente especifico de colestase, pois apesar de existirem
outras isoenzimas (a excepgdo da induzida por corticosteroides, que € exclusiva dos caes),
estas tém um tempo tao curto de meia-vida, inferior as seis horas da isoenzima hepatobiliar,
que ndo chegam a acumular-se em circulacdo de gatos eutiroides (Metzger e Rebar, 2008).
Por outro lado, em gatos com hipertiroidismo podera detetar-se também a isoenzima 6éssea em
circulacdo, para além da hepética, diminuindo assim a especificidade da FA na identificacéo de
doenca colestatica (Galgut, 2013). Contudo, a sua sensibilidade para detecdo de colestase é
baixa, devido ao facto de ser produzida em pequenas quantidades e ter um tempo de meia-
vida muito reduzido (<6h) (Metzger e Rebar, 2008)

Al.2. Funcgao hepatica

Os testes de fungdo hepatica incluem a medicdo da concentracdo sérica de substancias
gue, habitualmente, séo removidas do sangue pelo figado e metabolizadas ou excretadas pelo
sistema biliar — bilirrubina, acidos biliares, aménia, glicose e colesterol — e de compostos
sintetizados pelo figado — albumina, globulinas, ureia, glicose, colesterol e fatores de
coagulacdo. No entanto, importa ter em atengéo que as altera¢gdes destes compostos nem

sempre tém origem numa insuficiéncia hepatica (Allison, 2012b).

Al1.2.1. Bilirrubina

A bilirrubina é o pigmento resultante, principalmente, da degradacédo da protoporfirina do
grupo heme da hemoglobina, que ocorre apés fagocitose eritrocitaria pelos macréfagos do
baco, figado e medula 6ssea. Esta destruicdo pode ocorrer em eritrécitos envelhecidos, em
processos hemoliticos intra- e extravasculares ou apds hemorragias internas, dando origem a
bilirrubina ndo conjugada ou indireta (Allison, 2012b). Esta é transportada, ligada a albumina,
até ao figado, onde sofre uma reacdo de glucorunidacéo, transformando-se numa molécula
hidrossoluvel, a bilirrubina conjugada ou direta (Bain, 2011). A maior parte desta bilirrubina é
secretada ativamente, contra o gradiente de concentracdo, para o sistema biliar, que a conduz
até ao intestino delgado, sendo que uma pequena porcao € reabsorvida. Caso ndo se ligue a
proteinas é rapidamente excretada pelo rim. Por outro lado, se formar ligag6es covalentes com
a albumina — bilirrubina delta ou biliproteina — permanece durante mais tempo em circulacéo
(Bain, 2011; Allison, 2012b).

A hiperbilirrubinemia, isto €, o aumento das concentracfes de bilirrubina, pode ter origem

pré-hepética, hepatica ou pés-hepatica e traduzir-se numa coloracdo amarela de tecidos ou
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fluidos corporais — ictericia. A primeira relaciona-se com o aumento da producéo de bilirrubina
secundaria a doenca hemolitica ou hemorragica, que ultrapassa a capacidade de captacao,
conjugacdo e/ou secrecao do figado. A segunda ocorre devido a perda das funcbes de
captacdo ou conjugacdo hepatica e na sépsis e, a Ultima, verifica-se na colestase, por
obstrucao do fluxo biliar intra-hepatico (neoplasia, lipidose hepatica ou hepatopatia por
corticosteroides) ou extra-hepatico (colangite, colelitiase, colecistite, pancreatite e enterite)
(Bain, 2011).

Willard e Twedt (2012) defendem que a medicdo das duas fracdes, conjugada e néo
conjugada, nao tem qualquer utilidade, uma vez que, as doencas hemoliticas, hepaticas e
biliares provocam variacbes imprevisiveis na concentracdo de cada uma. A melhor forma de
identificar a origem da hiperbilirrubinemia é avaliar outros parametros laboratoriais, tais como o
hemograma e esfregaco sanguineo e as atividades enzimaticas da GGT e de FA, de modo a
poder confirmar ou descartar a existéncia de uma anemia, sugestiva de doenca hemaolitica, ou
de uma doenca colestatica, respetivamente (Bain, 2011).

Nao faz sentido falar em diminuicdes dos niveis de bilirrubina, uma vez que podem ser

fisiologicamente nulos (Krimer, 2011).

A1.2.2. Acidos biliares

Os acidos biliares primarios — acido colico e acido quenodesoxicélico — sao produzidos nos
hepatocitos, a partir do colesterol. Depois sdo conjugados com aminoacidos, formando sais
biliares, e armazenados, juntamente com a bilis, na vesicula biliar. A ingestdo de alimento
estimula, via hormonal, a contracdo da vesicula biliar, levando a libertagdo dos acidos biliares
no intestino delgado, onde bactérias anaerébias os convertem na forma secundaria — acido
desoxicdlico e litocdlico (Hall e German, 2005; Allison, 2012b).

A sua funcao é a emulsificacdo das gorduras, facilitando a digestdo e absorcdo destas e
das vitaminas lipossolUveis. Depois de a cumprirem, sdo maioritariamente reabsorvidos pela
circulacdo portal e reciclados, ou seja, captados pelo figado e lancados novamente na vesicula
biliar, através da circulagdo enteroportal. S6 uma fragdo minima se perde pelas fezes. Isto faz
com que, em animais saudaveis, os niveis pos-prandiais de &acidos biliares aumentem
ligeiramente (Allison, 2012b).

O teste de estimulacdo de acidos biliares é o segundo teste mais sensivel da funcéo
hepética, logo depois do teste de tolerancia a aménia (Willard e Twedt, 2012). Faz-se uma
primeira colheita de sangue ap6s um jejum de cerca de 12 horas, de seguida, fornece-se ao
animal alimento com uma quantidade moderada de gordura e, duas horas depois, volta a
colher-se sangue (Bain, 2011).

Apesar de muito sensivel, 0 aumento da concentracdo sérica de acidos biliares ndo é
especifico de insuficiéncia hepatica, podendo observar-se também em alteragBes da circulagéo
portal, que desviam o sangue da passagem pelo figado, impedindo-o de desempenhar a sua

funcdo de captacdo; na diminuicdo da excrecdo biliar, com consequente refluxo dos acidos
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biliares para a circulagdo sanguinea; e na contracdo espontanea da vesicula biliar durante o
jejum (Bain, 2011).

E importante ter em conta que a hemolise e a lipemia podem interferir no doseamento por
espetrofotometria, originando, respetivamente falsas diminuicdes e falsos aumentos, segundo
Allison (2012b). No entanto, Willard e Twedt (2012) referem que, tanto a hemdlise como a
lipemia podem diminuir artefactualmente a concentragéo de acidos biliares. Estas divergéncias
entre autores estdo provavelmente relacionadas com o uso de diferentes metodologias no

teste.

Al.2.3. Amonia

A amoénia é largamente produzida pela degradacdo dos aminoacidos e da ureia pela
microflora gastrointestinal, sendo depois transportada pela circulagdo portal até ao figado, onde
vai ser transformada em ureia através de um ciclo enzimatico. Uma insuficiéncia hepatica
traduz-se habitualmente no aumento da concentracdo de amoénia plasmatica devido a
incapacidade da sua metabolizacao por parte do figado (Bain, 2011).

O facto de ser uma substancia muito volatil obriga a cuidados especiais na obtencéo e no
acondicionamento da amostra. O sangue deve ser recolhido, apés um jejum de 8 a 12 horas,
para um tubo com heparina, o qual deve ser imediatamente centrifugado para separacdo do
plasma heparina da fracao celular. Este deve ser refrigerado e analisado nos primeiros 15 a 30
minutos ou, entdo, rapidamente congelado e examinado dentro de dois dias (Bain, 2011).
Colheitas ap6s exercicios extenuantes, em cées, atrasos na separacdo do plasma e a sua
conservagdo a temperatura ambiente, podem aumentar, artefactualmente, a concentracdo de
amonia (Allison, 2012b).

A hiperamoniemia sugere uma insuficiéncia hepatica, com perda de mais de 70% de
hepatécitos funcionais, um shunt portossistémico congénito ou secundario a cirrose hepatica,
ou, raramente, a presenca de deficiéncias no ciclo da ureia (Bain, 2011). Os niveis de amédnia
também podem aumentar apds administracdo de acido valproico, asparaginase, narcéticos,
diuréticos causadores de hipocalemia e alcalose, hiperalimentagédo, ingestdo de sais de amédnia
e de refeigBes ricas em proteina, incluindo sangue de hemorragias gastrointestinais (Willard e
Twedt, 2012).

Nos gatos, a hiperamoniemia podera dever-se a deficiéncias dietéticas em arginina, um
aminoacido essencial necessario para a conversdo enzimatica da aménia em ureia (Burns,
2015).

A diminuicdo dos niveis de amoénia pode resultar da administracdo de antibioticos
intestinais, lactulose, culturas de Lactobacillus acidophilus, enemas e difenidramina (Willard e
Twedt, 2012).

Ao contrario dos &cidos biliares, os niveis de aménia ndo sao afetados pela colestase, uma

vez que a sua captacdo e metabolizacdo hepaticas sdo independentes do fluxo biliar,
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dependendo apenas da circulagéo portal, sendo por isso mais especificos da funcéo hepatica,

contudo, menos sensiveis (Allison, 2012b).

Al.2.4. Proteinas plasmaticas

Em conjunto, as proteinas plasmaticas desempenham uma fungdo nutritiva, exercem
pressdo osmética coloidal, participam na resposta inflamatéria e imune e no processo de
coagulacao, para além de auxiliarem na manutengédo do equilibrio acido-base (Evans, 2011).

As proteinas plasmaticas distribuem-se por dois grandes grupos: albuminas e globulinas. A
albumina, produzida no figado e regulada por citoquinas, € a proteina mais pequena e mais
abundante, contribuindo para 75% da atividade osmética coloidal do plasma. E uma importante
proteina de transporte de acidos gordos e biliares, bilirrubina, calcio, hormonas e drogas. Por
isso, alterages na sua concentracdo sérica influenciam os niveis destas substancias (Allison,
2012a). As globulinas, produzidas essencialmente pelo figado e ainda pelo tecido linfoide, sao
um grupo heterogéneo de proteinas que inclui as imunoglobulinas, proteinas do complemento,
fatores de coagulacédo, enzimas e proteinas de transporte de lipidos, vitaminas, hormonas,
hemoglobina extracelular e ides metalicos. Geralmente sao classificadas, de acordo com a sua
mobilidade eletroforética, em alfa (a), beta (B) e gama (y) globulinas, uma vez que séo as
Unicas que existem em quantidade suficiente para interferir no padrdo da eletroforese. Por
vezes as imunoglobulinas (gamaglobulinas) IgM e IgA migram para a fracao 3, produzindo uma
ponte entre as regides (3 e y (Allison, 2012a; Johnson, 2012).

A albumina e as a- e B-globulinas sdo conhecidas como proteinas de fase aguda negativa
e positivas, respetivamente, devido ao fato das suas concentragfes séricas sofrerem
diminuigBes e aumentos durante a resposta sistémica aguda a inflamagdo. Outras importantes
proteinas de fase aguda positivas sdo a proteina amiloide-A, no cdo e no gato, e a proteina C-
reativa no cdo (Allison, 2012a). Estas proteinas sao importantes na resposta imune, protegem
contra o stress oxidativo gerado durante a resposta inflamatoria e tém propriedades anti
infecciosas (Evans, 2011).

Determinacdes falsamente baixas de albumina podem ocorrer com a administracdo de
anticonvulsivos e certos antibiéticos, os quais competem com esta pela ligacdo ao verde de
bromcresol, corante usado na metodologia mais comum de quantificacdo laboratorial
veterinaria das concentracfes de albumina Esta ligacdo provoca um desvio da coloracao
normal que interfere com a leitura espetrofotométrica (Evans, 2011).

A hipoalbuminemia seletiva, isto €, a diminuicdo da concentracdo de albumina nao
acompanhada pelo decréscimo da concentracdo de globulinas, ocorre, comummente, por
diminuicdo da producdo, na insuficiéncia hepatica (cirrose, neoplasia) e no shunt
portossistémico, na inani¢cdo, ma digestdo ou ma absorcao intestinal, e na inflamacao; ou por
aumento da perda, na enteropatia ou nefropatia com perda de proteina, por sequestro em
cavidades corporais devido a efusfes, lesbes exsudativas cutineas generalizadas, ou para

manutencdo dos niveis normais de proteinas totais, associada a hipergamaglobulinemia. O
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parasitismo gastrointestinal € outra das causas importantes tanto por diminuigdo da producao
como por aumento da perda (Allison, 2012a; Johnson, 2012).

A diminuicdo conjunta de albumina e globulinas, que se traduz em hipoproteinemia, deve-
se a sobrehidratacdo ou a perda de ambas as proteinas numa hemorragia, enteropatia com
perda de proteina, doencas cutaneas exsudativas severas e doencas efusivas (Allison, 2012a).

A hiperalbuminemia deve-se, por norma, a um aumento relativo da concentracdo de
albumina secundario a desidratacdo, a qual também pode aumentar concomitantemente as
globulinas séricas (Evans, 2011). Um aumento absoluto da concentracdo de albumina é raro
mas pode ocorrer, segundo Allison (2012a), ap6s a administracdo de glucocorticoides.

As o- e [B-globulinas sao sintetizadas pelo figado, enquanto as gamaglobulinas
(imunoglobulinas) tém origem no tecido linfoide. Assim, uma insuficiéncia hepética provoca
ligeiras alteracdes nas globulinas séricas (Allison, 2012a). Os niveis de globulinas sé&o
determinados por subtracdo dos niveis de albumina ao total de proteinas séricas e estédo
intimamente relacionados com as imunoglobulinas (Johnson, 2012).

A hipoglobulinemia seletiva, ou seja, ndo acompanhada por diminuicdo da albuminemia,
deve-se geralmente a uma diminuicdo da concentracdo de (- ou y-globulinas e ocorre,
ocasionalmente, em cédes e gatos com imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas. Estas
Ultimas verificam-se, em geral, secundariamente a quimio- ou radioterapia, farmacos, téxicos
ou a doencas linfoproliferativas, mas também podem ter origem numa falha da transferéncia da
imunidade passiva (Allison, 2012a; Johnson, 2012).

A hiperglobulinemia seletiva tem origem no aumento das proteinas de fase aguda, aumento
das imunoglobulinas, apés estimulagédo antigénica em inflamacdes crénicas, ou na producao de
imunoglobulinas anormais, nas doencas linfoproliferativas (paraproteinemia) (Johnson, 2012).

A concentragdo sérica de proteinas totais € um reflexo direto do nivel conjunto das
albuminas e globulinas, dando uma ideia da homeostase proteica. E importante salientar que
0s animais muito jovens tém valores de albumina e globulinas fisiologicamente mais baixos. Ao
longo da idade, a albumina tem tendéncia a diminuir e as globulinas a aumentar, devido

principalmente as imunoglobulinas e proteinas de fase aguda (Evans, 2011; Johnson, 2012).

Al.2.4.1. Racio albumina/globulinas (A/G)

O réacio albumina/globulinas (A/G) é calculado matematicamente, sendo usado como
auxilio na interpretacdo dos resultados das proteinas totais. O racio mantém-se dentro dos
intervalos de referéncia quando se verificam alteragbes, isto é, diminuicbes ou aumentos,
semelhantes nas duas fracdes proteicas. A existéncia de um racio anormal indica que ha
predominio da alteragdo numa fragdo. Assim, a diminuicdo do racio ocorre quando ha uma
diminuicdo importante das albuminas, e/ou um aumento significativo das globulinas e o
aumento do racio ocorre secundariamente a diminuicdes consideraveis das globulinas (Evans,
2011).
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Al.2.4.2. Proteinograma

O proteinograma consiste na separacao, por eletroforese, e quantificacdo das principais
proteinas no fluido a analisar. A eletroforese é realizada numa substancia de suporte, como o
acetato de celulose ou gel de agarose, na qual é colocada uma pequena quantidade de fluido,
préximo da extremidade em que se encontra o catodo, e aplicada uma corrente elétrica. A taxa
de migracdo das proteinas varia consoante a intensidade da carga negativa e o tamanho de
cada tipo de proteina. A albumina, como € a proteina mais pequena e apresenta a maior carga
negativa em relagdo ao seu tamanho, migra mais rapidamente em dire¢do ao anodo, durante o
tempo permitido para migracdo. Contrariamente, as gamaglobulinas sdo as proteinas que
menos migram para o anodo (Weiser, 2012a).

Assim que a separacéo eletroforética esta completa, as fracdes proteicas séo identificadas,
consoante a sua ordem de migracdo, com a ajuda de corantes adicionados ao meio. Para
facilitar a identificacdo e permitir a quantificacdo das diferentes proteinas separadas, as bandas
de proteina sao digitalizadas por um densitometro, o qual determina a percentagem de proteina
em cada fracdo, ao projetar luz através delas. Um fotodetetor determina a largura e a
densidade de cada fragdo emitindo um eletroforetograma, isto €, um gréfico de distribuigdo das
diferentes proteinas identificadas (albumina, al-, a2, B- e y-globulinas. O equipamento possui
ainda um pequeno processador que calcula a quantidade absoluta de proteina em cada fracao,
depois de se introduzir a concentracao sérica de proteinas totais (Weiser, 2012a).

O proteinograma € indicado principalmente quando existe uma hiperglobulinemia de origem
desconhecida, permitindo identificar inflamacdes agudas e distinguir gamopatias monoclonais e
policlonais (Allison, 2012a; Johnson, 2012).

A sintese de proteinas de fase aguda (o- e B- globulinas) em resposta a uma inflamacao
pode resultar numa hiperglobulinemia ligeira (Allison, 2012a)

As gamopatias, isto €, o aumento das y-globulinas, podem ser classificadas em
monoclonais ou policlonais, com base na homogeneidade do pico de y-globulinas no padréo
eletroforético. As policlonais tém picos de base larga, ou seja, mais larga que a base do pico
das albuminas, que se devem ao aumento das quantidades de diferentes imunoglobulinas
produzidas por uma populacédo heterogénea de linfocitos B ou plasmécitos. Por outro lado, as
gamopatias monoclonais aparecem como altos picos de globulinas (com uma altura superior a
guatro vezes a largura da base das albuminas) de base estreita, com largura semelhante a do
pico das albuminas, e resultam da producao aumentada de um Unico tipo de imunoglobulinas
por um Unico clone de linfocitos B ou plasmaécitos. Excecionalmente podem aparecer dois picos
de base estreita (gamopatia biclonal), quando um clone neoplasico produz imunoglobulinas que
migram separadamente (Allison, 2012a).

Condicdes geralmente associadas a gamopatias policlonais sdo a inflamacdo ou
estimulagdo antigénica cronicas (infegGes, doengas imunomediadas e doenca hepatica
especialmente a forma crénica) e, mais raramente, o linfoma e a leucemia linfocitica. As

gamopatias monoclonais normalmente tém origem no mieloma multiplo, plasmocitoma
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extramedular e também no linfoma e na leucemia linfocitica. Causas menos comuns destas
sdo a erliquiose canina, pioderma crénica, enterocolite plasmocitica, leishmaniose visceral
canina, estomatite linfoplasmocitica felina e ainda situacBes idiopaticas ou de significado
indeterminado (Allison, 2012a).

Al.2.5. Glicose

O figado tem um papel importante na homeostase da glicose. Esta, depois de ser
absorvida no intestino delgado, é transportada, pela circulagdo portal, até ao figado, onde é
convertida pelos hepatécitos em glicogénio. Outras funcBes destas células sdo a
gluconeogénese e a glicogendlise em situacdes de hipoglicemia. Uma insuficiéncia hepatica
tanto pode causar hipoglicemia como uma hiperglicemia pds-prandial prolongada (Allison,
2012b).

Causas extra-hepaticas de hipoglicemia sdo: o consumo excessivo de glicose por células
normais, associado a hiperinsulinemia (iatrogénica ou patolégica) ou nao (no caso de células
ndo dependentes da agdo da insulina para captacdo de glicose sanguinea), ou por células
neoplasicas; défices em hormonas hiperglicemiantes (glucagon, cortisol e hormona de
crescimento), baixa ingestdo ou ma absorcéo de glicose ou de outras substancias necessarias
para a gluconeogénese, a sépsis e alguns farmacos como o etanol, salicilatos e sulfonilureia
(Evans, 2011; Nelson, 2012).

Contrariamente, défices ou resisténcias a insulina (hipoglicemiante) ou doencas que
causem aumentos de hormonas hiperglicemiantes, assim como a administracdo de
determinados fluidos (dextrose) ou drogas (corticosteroides, acetato de megestrol, morfina,
progestagénios, diuréticos tiazidicos, detomidina, quetamina, xilazina e fenotiazina) conduzem

a hiperglicemia extra-hepatica (Evans, 2011; Nelson, 2012).

Al1.2.6. Ureia

Sendo a ureia sintetizada pelos hepatdcitos, a partir da amoénia (gerada pelo catabolismo
das proteinas ingeridas e endodgenas), a perda de funcdo hepatica provoca acumulacao de
amoénia no sangue e a consequente diminuicdo da concentracdo sérica de ureia (Allison,
2012b).

No entanto, os niveis de ureia podem estar diminuidos por outras causas ndo hepaticas,
tais como, ingestdo de baixos niveis de proteina, administracdo de esteroides anabdlicos,
hipertiroidismo, aumento da diurese, final da gestacdo em fémeas ou interferéncias no
transporte de amania até ao figado (Grauer, 2009; Barsanti, 2012; Meuten, 2012).

Os animais jovens podem apresentar uma menor concentracao fisiolégica de ureia sérica
devido a maior ingestao de liquidos, e consequente maior producéo de urina, associada a uma

taxa anabolica superior, caracteristica de individuos em crescimento (Tripathi et al., 2011).
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Al.2.7. Colesterol

O colesterol é produzido, principalmente, pelo figado e excretado, em grande parte, pela
bilis. Assim uma alteracao hepatica pode originar hipocolesteremia, por diminuicdo da sintese,
em casos de insuficiéncia hepdatica, ou hipercolesterolemia, associada a colestase (Allison,
2012b).

A diminuicdo dos niveis séricos de colesterol pode verificar-se também em enteropatias
com perda de proteina (ex.: linfagiectasia intestinal), determinadas neoplasias e na desnutrigdo
severa (Nelson, 2012).

O aumento da sua concentracdo sérica esta ainda associado a dietas com alto contetido
de gorduras, a colheita de sangue imediatamente apés a alimentacdo, a hiperlipidemia primaria
ou secundaria a diabetes mellitus, hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo, e ao sindrome
nefrético (Nelson, 2012).

Evans (2011) refere que as alteracBes priméarias ou hereditarias do metabolismo do

colesterol sdo raras em animais domésticos, a excecao da raca canina Schnauzer miniatura.

Al1.2.8. Fatores de coagulacéo

O figado é a unica fonte dos fatores de coagulacédo dependentes da vitamina K (ll, VII, IX e
X) e do fibrinogénio, para além de produzir também substancias anticoagulantes (antitrombina,
proteina C e proteina S). A colestase, consequente a uma doenca hepatica, impede a absor¢céo
de vitamina K, lipossoltvel, diminuindo assim a atividade dos fatores de coagulacao derivados
desta (Allison, 2012b). Quando a atividade destes é diminuida abaixo dos 30% verificam-se
aumentos dos tempos de protrombina e de tromboplastina parcial ativada (Bain, 2011). Outra
das consequéncias da interferéncia no fluxo biliar € a menor funcionalidade das substancias
anticoagulantes. Assim, a doenca hepética pode originar defeitos ndo s6 na hemdstase, mas
também na fibrindlise, e ainda diminuicdo do numero e disfuncdo das plaquetas (Allison,
2012b).

A2. Parametros pancreaticos:

O pancreas é um o0rgao anexo do sistema digestivo constituido, maioritariamente, por uma
porcao exdcrina (=80%), composta por epitélio gandular produtor de enzimas digestivas, e uma
porcdo endécrina — ilhotas de Langerhans — responsavel pela sintese de hormonas
reguladoras da homeostase de glicose (Allison, 2012c).

O diagndstico das principais desordens do pancreas exocrino baseia-se em dois factos:
gue a inflamagdo do seu parénquima — pancreatite — pode levar a ativacdo prematura e
libertagdo de enzimas pancreédticas para o sangue, originando aumentos da sua atividade
sérica; e que a perda de células acinares pancreaticas, que ocorre na insuficiéncia pancreatica
exécrina (IPE), resulta na producdo e secrecdo insuficientes de enzimas pancreaticas,

comprometendo a funcao digestiva (Allison, 2012c).
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Na area das bioguimicas, sdo analisadas as seguintes enzimas pancreaticas: amilase,
lipase, PLI e a TLI.

A amilase e a lipase ndo sdo exclusivamente produzidas pelo péancreas, por isso, a
alteragcdo das suas atividades ndo é especifica de alteragGes neste 6rgdo. Apesar de nédo ter
qgualquer utilidade em gatos, o seu doseamento conjunto pode ser Util na detecdo de
pancreatite em caes, através de aumentos mais pronunciados das suas atividades séricas.
Tendo em conta a baixa contribuicdo do péncreas para a sua atividade sérica, a diminuicao da

amilasemia e da lipasemia ndo sugerem IPE (Tarpley e Bounous, 2011).

A2.1. Amilase

A amilase é produzida, essencialmente, pelo pancreas, figado e intestino delgado, sendo
responsavel pela hidrélise do amido em maltose e glucose. Depois de ser lancada na
circulacéo, é filtrada pelo glomérulo, reabsorvida e inativada pelo epitélio tubular renal. Como
tem baixa especificidade (57-77%) no diagnéstico de pancreatite canina, o seu doseamento é
raramente indicado (Tarpley e Bounous, 2011).

O aumento da sua atividade sérica — hiperamilasemia — ocorre, mais severamente, na
pancreatite (cerca de trés a cinco vezes o limite superior do intervalo de referéncia segundo
Allison (2012c)) mas também, em niveis ligeiros a moderados, na diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular, e doencas que aumentem a producdo ou diminuam a clearance da
macroamilase (complexo de amilase ligada a imunoglobulinas), na diabetes mellitus, doenca
gastrointestinal e doenca hepatobiliar, em neoplasias como o linfo- e 0 hemangiossarcoma e na
manipulagéo cirdrgica do pancreas (Bounous e Tarpley, 2011; Twedt e Willard, 2012) E
importante ter em conta que um resultado normal ndo exclui a presenca de pancreatite, devido
a sua fraca sensibilidade (62-78% em céaes) (Tarpley e Bounous, 2011).

A hipoamilasemia esta normalmente associada a amostras lipémicas ou a administragao

de corticosteroides (Tarpley e Bounous, 2011).

A2.2. Lipase

A lipase é produzida, essencialmente, no pancreas e no estdmago e libertada no trato
gastrointestinal para a digestdo dos triglicéridos. E recolhida da circulagéo e inativada pelos
rins. As baixas sensibilidade (60-75%) e especificidade (50-75%) fazem com que esta analise
seja raramente recomendada no diagnéstico de pancreatite em caes (Tarpley e Bounous,
2011; Willard e Twedt, 2012).

Para além da pancreatite (na qual ha geralmente, segundo Allison (2012c) um aumento de
3 a 5 vezes o limite superior do intervalo de referéncia), a doenca renal com diminui¢édo
associada da taxa de filtracdo glomerular, a peritonite, a gastrite, a enterite, as doencas
hepaticas (necrose e degenerescéncia gorda), a obstrucao intestinal, a manipulagéo durante a
laparotomia, as neoplasias (pancreas, figado e ducto biliar e coragdo) e a administracao de
corticosteroides também podem aumentar a atividade sérica da lipase (Tarpley e Bounous,

2011; Allison, 2012c; Willard e Twedt, 2012). O doseamento da lipase ndo devera ser feito em
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soro hemolisado, devido ao risco de inibicao da sua atividade enzimatica (Tarpley e Bounous,
2011).

A2.3. Imunorreatividades da lipase pancredtica e semelhante a tripsina
A PLI e a TLI sao testes laboratoriais especificos da funcdo pancreética pois detetam

apenas a lipase, tripsinogénio e tripsina produzidos pelo pancreas (Allison, 2012c).

A2.3.1. Imunorreatividade da lipase pancreatica (PLI)

Atualmente, a PLI é o teste laboratorial mais indicado no diagnéstico de pancreatite em
cées e gatos. A sua sensibilidade varia proporcionalmente a severidade da doenca, e é de 65-
82% no cdo e de 54-100% no gato. A especificidade é superior a 90% nas duas espécies
(superior a 95% no céo e de 91% no gato) (Allison, 2012c).

Valores superiores a 400 pg/L, em cées, sugerem inflamacao ou necrose pancreatica,
enquanto, no gato, a presenga de pancreatite € provavel com concentracdes acima de 5.4 ug/L
(Willard e Twedt, 2012).

Tarpley e Bounous (2011) referem que a taxa de filtracdo glomerular, a gastrite e a
administracéo oral de prednisona nao interferem nos resultados. No entanto, os valores podem
estar aumentados em gatos com diabetes mellitus.

As concentra¢cfes de PLI podem ser fisiologicamente nulas, ndo se falando por isso em

diminui¢cbes da sua concentracdo (Willard e Twedt, 2012).

A2.3.2. Imunorreatividade semelhante a tripsina (TLI)

A TLI €, no cdo e no gato, altamente especifica de doenca pancreatica, pois o tripsinogénio
e a tripsina caninos e felinos tém origem exclusiva no pancreas. Numa situacéo fisiolégica, uma
pequena quantidade dessas substancias € libertada para o sangue. Enquanto uma lesdo
pancreética provoca aumentos, a perda de massa pancreatica funcional origina diminui¢des
dos niveis séricos de TLI (Tarpley e Bounous, 2011). Tem sensibilidade (33-36%) e
especificidade baixas (65-90%) no diagnéstico de pancreatite em caes e gatos, sendo usada
principalmente para o diagndstico de IPE (Allison, 2012c).

Para doseamentos exatos de TLI recomenda-se um jejum de pelo menos 12 horas, para
evitar falsos aumentos e, ao mesmo tempo, a lipemia que pode interferir com a medicéo
(Allison, 2012c).

Na IPE, a diminuicdo da TLI é mais especifica e sensivel que a diminuicdo da PLI. O
diagnéstico de IPE é feito quando se encontram concentrages de TLI inferiores a 2.5ug/L no
cdo e a 8 ug/L no gato. Em cées saudaveis, medicSes constantes entre o cut-off e o limite
inferior do intervalo de referéncia, isto €, >2.5 e <5.0 ug/L, sao consistentes com IPE subclinica
secundaria a atrofia pancreatica parcial. Nestes casos deve voltar-se a repetir o teste. Alguns
cédes acabam por desenvolver a doenca e outros ndo (Tarpley e Bounous, 2011; Willard e
Twedt, 2012).
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Valores elevados de TLI podem ocorrer quando hd uma pancreatite, ma nutricdo, ou uma
azotemia pré-renal ou renal (Bounous e Tarpley, 2011; Willard, 2012). Uma vez que, o
tripsinogénio é filtrado e catabolizado pelas células tubulares renais, a diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular prolonga a circulacdo de TLI, aumentando a sua concentracdo sérica
(Tarpley e Bounous, 2011).

Segundo Allison (2012c), o doseamento de cobalamina e folatos é fortemente
recomendado sempre que se determina a TLI sérica, uma vez que sao comuns as suas
alteracdes em cédes e gatos com IPE, devendo ser prontamente corrigidas de modo a evitar

interferéncias na resposta ao tratamento da mesma.

A3. Cobalamina e folato

O doseamento de cobalamina (vitamina B12) e de folato é usado para avaliar a capacidade
de absorcao intestinal, em casos inexplicados de perda de peso ou de diarreia cronica do
intestino delgado (ID). No entanto, as fracas sensibilidade e especificidade destes testes
geralmente impossibilitam a chegada a um diagndstico etiolégico preciso, devendo por isso ser
associados a outras analises (Seddon, 2012).

A cobalamina é uma vitamina hidrossolavel libertada das proteinas da dieta apds a
digestao pela pepsina géstrica, ligando-se depois a haptocorrina, de modo a ficar indisponivel
para absorcdo no estdmago. As proteases pancreaticas libertam a vitamina B12 no intestino
delgado, para que se ligue ao fator intrinseco, sintetizado pela mucosa gastrica canina e pelo
pancreas canino e felino, de forma a ser absorvida. Este complexo fator intrinseco-cobalamina
€ absorvido na parte distal, do ID, maioritariamente no ileo, através de um recetor especifico, a
cubilina, presente nos enterdcitos (Tarpley, 2011; Seddon, 2012).

A diminuicdo da concentracdo sérica de cobalamina — hipocobalaminemia — pode ter
origem numa doenca severa do intestino delgado redutora da absorcéo intestinal, tal como
doenca intestinal inflamatéria (do inglés, Inflamatory Bowel Disease - IBD) ou neoplasias; no
sobrecrescimento bacteriano, no qual as bactérias, especialmente as anaerébias, se ligam a
cobalamina tornando-a indisponivel para ser absorvida, para além de poderem produzir
substancias téxicas para os enterdcitos, com capacidade de danificar a bordadura em escova,
interferindo com a absorcdo de cobalamina; na IPE e na ressecédo cirirgica do ileo (Steiner,
2004; Tarpley e Bounous, 2011; Seddon, 2012). Segundo Seddon (2012), determinadas racas
caninas, como Border Collie, Schnauzer Gigante, Pastor Australiano e Beagle, tém
predisposicdo para apresentarem recetores deficientes do complexo fator intrinseco-
cobalamina, podendo exibir uma ma absorgéo seletiva de cobalamina. Willard e Twedt (2012)
referem ainda as doencgas hepdticas e o hipertiroidismo como causas possiveis de diminuicdo
da concentracdo sérica de cobalamina em gatos. DiminuigBes artefactuais ocorrem apos a
exposicdo a luz solar, a qual degrada rapidamente a vitamina B12 (Seddon, 2012; Willard e
Twedt, 2012).
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A hipercobalaminemia, apesar de ser incomum, pode ter origem numa suplementacéo
vitaminica ou numa lesdo do parénquima hepético, local de armazenamento da cobalamina
(Seddon, 2012).

O folato, &cido félico ou vitamina B9, proveniente de plantas de folhas verdes e de
bactérias intestinais, é absorvido, sob a forma monoglutamica, através de transportadores
especificos presentes no intestino delgado proximal, principalmente no jejuno (Tarpley e
Bounous, 2011; Seddon, 2012).

A diminuigdo da concentracdo sérica de folato ocorre em doencas do ID proximal, tais
como IBD e neoplasias infiltrativas, ao interferirem com a absorgéo intestinal; ou apés a
administracdo de antibiéticos (Seddon, 2012). A hipocobalaminemia, ao inibir a sintese de
acidos nucleicos, essenciais para a rapida divisdo celular do epitélio intestinal, também
interfere na absorcéo de folato devido a atrofia das criptas (Bounous e Tarpley, 2011).

Por outro lado, o aumento dos niveis séricos de folato sucede das excessivas
suplementacdo vitaminica ou ingestdo, da producdo bacteriana exacerbada, no caso de
sobrecrescimento bacteriano; ou do aumento da absorcéo, estimulado pela diminuicdo do pH
intestinal, secundario ao excesso de suco gastrico ou a diminui¢cdo da secre¢éo de bicarbonato,
gue podem ocorrer em casos de IPE (Seddon, 2012). Outra possivel causa de hiperfolatemia é
a diminuicdo do uso de folato para a sintese de acido desoxirribonucleico (ADN) secundaria a
hipocobalaminemia, uma vez que, a vitamina B12 € necessaria para a conversao de metilfolato
em tetrahidrofolato, a forma ativa na sintese de ADN (Tarpley e Bounous, 2011). Aumentos
artefactuais da folatemia podem ocorrer secundariamente a hemdlise (Seddon, 2012).

O aumento de antigénios no lumen intestinal, associado a dietas especificas, pode
conduzir ao desenvolvimento de enteropatias que tanto podem estimular como inibir a
absorcéo de folato, aumentando ou diminuindo a sua concentracédo sérica (Bounous e Tarpley,
2011; Seddon, 2012).

O quadro 2 auxilia na interpretagdo dos niveis séricos de TLI, cobalamina e folato.

Quadro 2: Alteragdes laboratoriais tipicas nas concentracdes séricas de folato, cobalamina e TLI em
véarias desordens de ma absorgdo. TLI — imunorreatividade semelhante a tripsina, IPE — insuficiéncia
pancreatica exdcrina, N — normal, ID — intestino delgado. Adaptado de Tarpley e Bounous, 2011.

Desordem TLI Cobalamina Folato
IPE Diminuido Diminuida Aumentado ou N
Sobrecrescimento o
) N Diminuida Aumentado
bacteriano
Doenca ID o
] N N Diminuido
proximal
Doenga ID distal N Diminuida N
Doenga difusa ID N Diminuida Diminuido
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A4. Parametros renais:

Os rins sdo 6rgdos do sistema urindrio superior que apresentam multiplas funcdes —
fitracAo glomerular, reabsorcdo e secrecdo tubular, participacdo no sistema renina-
angiotensina-aldosterona, sintese de eritropoietina e conversao da vitamina D na sua forma
metabolicamente ativa (1,25-dihidroxicolecalciferol) — sendo essenciais para manter o volume e
a composicao do fluido extracelular equilibrados (Heiene e Lefebvre, 2007).

O glomérulo filtra o sangue, produzindo o filtrado glomerular, o qual é langado nos tibulos
renais. Estes reabsorvem a agua, glicose, proteinas de baixo peso molecular e eletrélitos
consoante as necessidades do organismo, originando a urina, produto final, através do qual, os
metabolitos séo excretados do organismo (Verlander, 2013)

Nao existe um Unico teste laboratorial que permita avaliar simultaneamente todas as
funcdes renais, contudo, Heiene e Lefebvre (2007) afirmam que a forma mais competente e
sensivel de avaliar toda a funcao renal é estimando a taxa de filtracdo glomerular (TFG).

A ureia e a creatinina sdo produtos metabdlicos excretados essencialmente pelos rins, em
cées e gatos, por isso, a mensuracao dos seus niveis séricos, principalmente da creatinina é

usada como indicador indireto da TFG (Squires, 2005).

A4.1. Ureia

A ureia existente em circulacao € livremente filtrada pelo glomérulo, mas depois difunde-se
passivamente (40-70%), do lumen tubular para o sangue, de acordo com o estado de
hidratacdo do animal e com o fluxo do filtrado glomerular dentro dos tlbulos renais. Quanto
maior for este dltimo, menor serda a reabsorcdo de ureia. Isto faz com que ndo seja um
indicador téo fiavel da TFG quanto a creatinina, a qual é totalmente eliminada pela filtragcao
glomerular, pois ndo ha qualquer reabsorgdo tubular. No entanto, este indicador carece de
sensibilidade, tendo em conta que, o aumento da concentracdo sérica de creatinina s ocorre
apos a perda de trés quartos da massa funcional renal, evidenciando a grande capacidade de
reserva renal (Tripathi et al., 2011; Meuten, 2012a).

Visto que existem fatores extrarrenais que influenciam as concentraces séricas de ureia e
creatinina, devem ser doseadas em conjunto, para se poder chegar a conclus@es diagndsticas.

Fatores extrarrenais que podem aumentar apenas o0s niveis de ureia sdo a ingestao de
uma dieta altamente proteica, a hemorragia gastrointestinal, a administracdo de

corticosteroides ou de tetraciclina e febre (Barsanti, 2012).

A4.2. Creatinina

A creatinina € um metabolito muscular, sintetizado a partir da creatina e creatina fosfato
(Meuten, 2012a). A maioria da creatinina sérica tem origem enddgena, a uma taxa constante,
com uma pequena parte proveniente das fibras musculares absorvidas da dieta carnivora
(Tripathi et al., 2011).
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A diminuicdo dos niveis de creatinina sérica pode estar associada a diminuigdes da massa
muscular, que ocorrem na caguexia cronica severa e no hipertiroidismo, ou, raramente, a
insuficiéncia hepatica crénica, por diminuicdo da sintese hepatica de creatina (Meuten, 2012a).
E normal gatinhos e cachorros de dois a seis meses de idade apresentarem valores mais
baixos devido a menor massa muscular e maior TFG (Barsanti, 2012).

O aumento isolado da sua concentracéo, isto €, ndo acompanhado por um aumento da
ureia, pode derivar de trauma muscular ou de uma ingestédo recente de carne (Tripathi, 2011;
Barsanti, 2012). Meuten (2012a) refere que situa¢gBes que aumentem o catabolismo muscular,
como sépsis e caquexia, podem aumentar a libertagdo de creatina e assim aumentar
ligeiramente a producédo de creatinina, ndo interferindo, em regra, com a interpretacéao clinica.

De modo a evitar variagbes da concentracdo de creatinina, devido a influéncias
extrarrenais, a Sociedade Internacional dedicada ao estudo das alteracdes renais (International
Renal Interest Society — IRIS) recomenda a determinacdo da sua concentracdo sanguinea em
duplicado, em pacientes estaveis em jejum.

O aumento conjunto das concentragbes séricas de ureia e creatinina é designado por
azotemia e resulta de diminuicdes da TFG. Esta diminuicdo pode ter origem em causas pré-
renais, renais ou pés-renais, permitindo classificar a azotemia em trés tipos (Barsanti, 2012).

Qualquer condicédo que diminua a perfusdo renal pode resultar em azotemia pré-renal. Esta
desenvolve-se ap6s hipovolemia, principalmente por desidratacdo ou choque, ou devido a
hipotensado, associada a insuficiéncia cardiaca ou a formacédo de trombos aérticos ou renais
(Grauer, 2009; Tripathi et al., 2011).

A azotemia renal ocorre devido a perda de fungéo de cerca de 75% dos nefrénios (Tripathi
et al., 2011). A azotemia pés-renal é causada por uma obstrucao ao fluxo de urina ou por rutura
do trato urinario, com extravasamento de urina para a cavidade abdominal (Grauer, 2009). A
diferenciacdo das azotemias pré-renal e renal obriga a realizac@o de outros testes laboratoriais,
tais como, a densidade urindria, racio creatinina urinaria: creatinina sérica, excrecdo fracionada
de sddio, sedimento urinario, hemograma, e niveis de sodio, potassio, célcio, proteinas totais,
albumina e glicose (Grauer, 2009; Barsanti 2012)

As azotemias pré-renal e pos-renal resolvem, habitualmente, apos a remocado da causa,
exceto em situacBes crénicas ou severas, que, ao desencadearem lesdes no parénquima

renal, evoluem para uma azotemia renal secundaria (Grauer, 2009).

A4.3. Symmetric dimethylarginine (SDMA)

Estimar a TFG pode auxiliar na avaliacédo clinica da funcao renal. O marcador bioquimico
da TFG mais usado é a concentracdo de creatinina sérica. Contudo, a sua insensibilidade para
detetar diminui¢cdes precoces na fungéo renal e o facto de ser afetada por fatores extrarrenais,
como o teor de massa muscular, fazem com que ndo seja o marcador mais fidedigno do

funcionamento renal (Nabity et al., 2015).
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A SDMA (symmetric dimethylarginine) é uma arginina derivada da metilacdo intranuclear
da L-arginina pela metiltransferasse arginina-proteina, que é libertada para a circulagdo apés
protedlise, sendo primariamente eliminada pelo rim. Para além das suas influéncias
extrarrenais serem menores que as da creatinina sérica, € uma molécula altamente estavel no
soro e no plasma, mesmo apoés varios ciclos de congelacdo e descongelacdo. Outras das suas
vantagens comparativamente a creatinina € o facto de acompanhar a progresséo da doenga
renal em cées e gatos, estando fortemente correlacionada com a TFG, e identificar a
diminuigdo da funcédo renal mais precocemente que a concentragcdo de creatinina sérica e que
a TFG. A SDMA deteta consistentemente perdas da fung&o renal inferiores a 30% em cées
com doenca renal crénica (Nabity et al., 2015).

Segundo as guidelines mais recentes da IRIS, um aumento persistente na concentracéo de
SDMA > 14ug/dL sugere diminuicdo da funcao renal e pode permitir identificar o estadio | da
doenca renal crénica em caes e gatos com concentracdes normais de creatinina sérica (isto é,
<1.4 ou <1.6 mg/dL, respetivamente), assim como, pode levar a passagem do estadio 2 e 3
para os estadios 3 e 4, respetivamente, na presenca de concentracdes de SDMA=25 pug/dL e
>45 pg/dL, em pacientes com baixa condi¢do corporal, uma vez que o grau de disfuncéo renal

esta subestimado pela diminuigdo da percentagem de massa muscular.

Ab5. Frutosamina

7

A frutosamina é uma proteina glicosada muito usada em medicina veterinaria, para
determinacé@o da concentracdo média de glicose durante as duas a trés semanas anteriores,
devido a sua ligacéo irreversivel ao grupo amina das proteinas plasmaticas (Evans, 2011).

Como a sua concentracao sérica s6 aumenta em hiperglicemias crénicas, permite distinguir
diabetes mellitus de hiperglicemia ou de glicosuria renal induzidas pelo stress. E também
usada na monitorizacao do tratamento da diabetes mellitus (Evans, 2011).

Os seus niveis podem estar artefactualmente diminuidos (isto €, sem diminui¢cdo associada
da glicemia) em hipoproteinemias no gato; hipoalbuminemias, hiperlipidemia e azotemia em
céaes; hipertiroidismo no gato; infecdes parasitarias por Angiostrongylus vasorum em caes; ou
por manutengdo da amostra a temperatura ambiente; e falsamente aumentados em cédes
hipotiroides (Allison, 2012c). A interferéncia das duas primeiras pode ser eliminada através do
uso de féormulas especificas para cdes e gatos, que tém em conta 0s niveis séricos das
proteinas de transporte da frutosamina felina canina (albuminas) e felina (Allison, 2012c)

O aumento da concentracéo de frutosamina indica aumento persistente da glicemia ou mau
controlo terapéutico da glicose sanguinea em animais sujeitos a insulinoterapia. Este teste tem
uma sensibilidade de 93% em gatos e de 88% em cées, e uma especificidade de 86% em
gatos e de 99% em cées no diagndstico de diabetes mellitus (Allison 2012c).

A diminuicdo dos niveis séricos de frutosamina é compativel com hipoglicemia persistente,

a qual pode derivar de um insulinoma (Allison, 2012c).
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A6. Creatina quinase (CK)

A CK é uma enzima vital para a producdo de energia muscular, ao transferir uma ligagao
fosfato altamente energética da creatina fosfato para a adenosina difosfato (ADP),
transformando-a em adenosina trifosfato (ATP), necessaria para a contracdo muscular. E
também responséavel pela transferéncia inversa do grupo fosfato (do ATP para a creatina
fosfato), quando o musculo esta em repouso (Hall e Bender, 2011).

E uma enzima dimérica constituida pelas subunidades B (cérebro) e M (musculo), existindo
guatro tipos de isoenzimas: a CK-BB esta presente no cérebro, nos nervos periféricos, no
liquido cefalorraquidiano (LCR) e em pequenas quantidades em visceras como o bago e rim; a
CK-MB encontra-se no musculo cardiaco, nos intestinos, nos pulmdes e no bago; a CK-MM
localiza-se nos musculos esquelético e cardiaco e a CK-MT existe no interior de mitocéndrias
de varios tecidos (Hall e Bender, 2011; Allison, 2012d)

As diferentes isoenzimas podem ser separadas por eletroforese ou por métodos
imunoldgicos especificos para cada espécie, permitindo a determinacéo de cada fracdo (Hall e
Bender, 2011).

A primeira e a terceira apresentam maior atividade sérica e, uma vez que, a CK derivada
de lesdo cerebral se encontra apenas no LCR, pois a barreira hematoencefalica impede que
ela atinja o sangue, as alteracfes séricas sdo especificas de lesédo muscular (Allison, 2012d).

Pode ser doseada no soro ou no plasma, apresentando no primeiro uma atividade maior
devido a libertacdo de CK, das plaquetas, durante a formacédo do coagulo sanguineo (Allison,
2012d).

Os aumentos da sua atividade sérica podem derivar de les6es no muasculo esquelético (por
trauma, toxinas, rabdomidlise de exercicio, miosites bacterianas, virais ou parasitarias,
convulsdes, hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo e distrofia muscular), no musculo cardiaco e
no musculo liso, ou do catabolismo muscular em animais anoréticos. A magnitude do aumento
correlaciona-se com a gravidade da lesdo muscular (Allison, 2012d).

E importante ter em conta a idade e a raca do animal, quando se analisam amostras
caninas. Cachorros até um més de idade podem ter valores de CK quatro vezes superiores aos
de um adulto, os quais sao atingidos entre os sete e 0os doze meses de idade (Allison, 2012d).
Hall e Bender (2011) referem ainda que cédes de racas pequenas tendem a ter maiores
atividades de CK.

Aumentos artefactuais ligeiros ocorrem em amostras hemolisadas, decorrentes
essencialmente da libertagdo de enzimas eritrocitarias e seus intermediarios que podem afetar
as reacgOes espetrofotométricas, em amostras ictéricas e em amostras de sangue
contaminadas com fluido muscular aquando da venopuncédo (Hall e Bender, 2011; Allison,
2012d). Diminuicdes artefactuais da CK tém origem na manutencdo da amostra a temperaturas

elevadas ou no uso de amostras congeladas (Levine e Levine, 2012).
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B. HEMATOLOGIA
B1. Avaliacao leucocitéaria

Do ponto de vista morfol6gico, os leucécitos séo classificados em polimorfonucleraes ou
em mononucleares, consoante a segmentacdo do seu ndcleo. Os leucdcitos
polimorfonucleares dos mamiferos sédo também designados de granulécitos, por conterem
grande numero de granulos citoplasmaticos, e incluem os neutrdfilos, eosindéfilos e basofilos.
Estes distinguem-se pelas caracteristicas de coloragcdo dos seus granulos. Os mondcitos e o0s
linfocitos séo leucocitos mononucleares ou agranulécitos (Harvey, 2012).

Todos os leucdcitos participam na defesa do organismo, mas de modo funcionalmente
independente (Weiss e Tvedten, 2012a).

Na avaliacéo leucocitaria do esfregaco deve verificar-se a sua contagem total e diferencial,
assim como, a sua morfologia, registando-se a presenca de células imaturas, alteragGes
téxicas nos neutrofilos, presenca de mondcitos ativados e de linfocitos atipicos, aumento do
namero de linfocitos reativos (superior a cinco por cento em animais adultos) e inclusdes

infecciosas (Harvey, 2012).

B1.1. Alteracdes quantitativas

Para confirmar a leitura feita no hemograma deve fazer-se uma estimativa do nimero de
leucécitos por pL de sangue. Para estimar o niUmero total de leucdcitos, Harvey (2012) sugere
a multiplicacdo do numero médio de leucocitos por campo de 100x, por 100 a 150, ou a
multiplicagdo, por 400 a 600, do numero médio de leucécitos por campo de 200x. O fator de
correcdo usado dependerd do microscopio. Metzger e Rebar (2004b) recomendam dois
métodos alternativos. A determinacdo do numero total de leucécitos contando trés a cinco
campos de 200x ou a contagem do nimero médio em campos de 100x multiplicada por 2000.
Sendo, que no primeiro caso, um valor de dez a vinte leucdcitos por campo é considerado
normal. A estimativa da contagem diferencial pode ser feita identificando 100 leucécitos
consecutivos, em diferentes campos, com a objetiva de imersédo, num padréo que abranja tanto
os bordos como o centro do esfregago. A percentagem de cada tipo de leucocito é depois
multiplicada pelo numero total de leucdcitos, obtendo-se assim o nimero absoluto de cada tipo
celular por microlitro de sangue (Harvey, 2012).

O termo leucocitose designa o aumento do ndmero total de leucécitos em circulacéo,
enquanto a designacdo leucopenia € usada para descrever a sua diminuicdo. O aumento do
namero absoluto dos diferentes tipos de leucécitos, em circulacdo, designa-se por neutrofilia,
eosinofilia, basofilia, linfocitose e monocitose, e a sua diminuicéo é referida como neutropenia,
eosinopenia, basopenia, linfopenia e monocitopenia (Weiss e Tvedten, 2012a).

Os leucdcitos sao células inflamatérias, por isso as alteragfes no leucograma sao usadas,

sobretudo, para identificar doencas inflamatérias e caracteriza-las, consoante o tipo e a
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severidade. Sendo o neutrdfilo o leucocito mais frequente no sangue, a leucocitose deve-se na

maioria dos casos a neutrofilia (Tvedten e Raskin, 2012).

B1.1.1. Neutrofilos

O termo neutroéfilo deriva do facto dos seus granulos nao corarem, ou aparecerem rosa
palido, nas colorag6es de rotina, da maioria dos mamiferos. Apresentam um citoplasma rosa
claro ou ligeiramente basofilico e um nlcleo segmentado, quando maduro, com cromatina
condensada, que cora de azul a roxo (Harvey, 2012).

Os neutrofilos sédo essenciais na defesa contra microrganismos, principalmente bactérias,
atuando através da libertacdo de armadilhas extracelulares, e da habitual fagocitose, de modo
a destruir os agentes bacterianos ou flngicos. A excecdo sao as espécies de Yersinia, Listeria
e Mycobacterium, que conseguem sobreviver dentro dos fagdcitos (Harvey, 2012).

A neutrofilia pode ser consequéncia do aumento da producao e/ou libertagédo de neutréfilos
da medula 6ssea, da diminui¢cdo da sua migragéo para os tecidos, e do seu movimento do pool
marginal para o pool circulante (Harvey, 2012). Tvedten e Raskin (2012) referem que os
principais diagnosticos diferenciais de leucocitose neutrofilica sdo a inflamacao, stress
associado a glucocorticoides enddégenos ou exdgenos, para além do exercicio, medo ou
excitacdo desencadeadores da libertacdo de epinefrina. Nestes Ultimos casos, a leucocitose é
temporaria e classificada como fisiolégica (Tvedten e Raskin, 2012).

Um desvio a esquerda, isto é, o aumento do nimero de neutréfilos imaturos nédo
segmentados, como por exemplo, neutréfilos banda, metamiel6citos ou mielécitos, € um
indicador especifico de inflamacédo, sendo as suas severidades proporcionais (Metzger e
Rebar, 2004b; Tvedten e Raskin, 2012).

Uma vez que os neutréfilos sao os leucécitos predominantes em circulagdo, a neutropenia
traduz-se normalmente em leucopenia (Tvedten e Raskin, 2012). Deve-se geralmente a
diminuigdo da libertacdo de neutréfilos da medula 6ssea (neutropenia primaria), a aumento da
migragao tecidular ou da destruicéo ao nivel da circulagéo (neutropenia secundaria). O primeiro
caso pode ter origem numa diminuicdo das células progenitoras (hipoplasia generalizada ou
neutrofilica ou mieloptise) ou numa disgranulopoiese, que consiste numa maturagdo anormal
das células precursoras (Harvey, 2012)

Condicdes hipoplasicas incluem reac8es idiossincraticas a drogas (ex.: fenilbutazona,
trimetropim-sulfa, griseofulvina, cefalosporinas e fenbendazol), toxicidade por estrogénios,
guimioterapicos citotoxicos, doencgas virais ou por riquétsias e alterages hereditarias (Harvey,
2012).

As desordens mieloptisicas caracterizam-se pela substituicdo, na medula 6ssea, das
células hematopoiéticas por células anormais, como as células neoplasicas. Para além de
existir alteracdo do microambiente medular, verifica-se também um comprometimento da

hematopoiese (Harvey, 2012).
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Por outro lado, a neutropenia secundaria, poderd derivar de uma demanda tecidular
excessiva ou duma reacdo imunomediada. Em condicdes sépticas extensas e em
endotoxemias, a neutropenia associa-se, normalmente, um desvio a esquerda degenerativo
(Harvey, 2012). Fala-se em desvio degenerativo quando o nimero de neutréfilos segmentados
€ inferior ao de ndo segmentados (Tvedten e Raskin, 2012). Por outro lado, a destruicdo
imunomediada pode ser induzida por alguns farmacos ou agentes infecciosos, como o

Anaplasma phagocytophilum (Harvey, 2012).

B1.1.2. Eosindfilos

Os eosindfilos sdo leucdcitos polimorfonucleares, embora menos lobulados que os
neutréfilos, que devem o seu nome a afinidade dos seus granulos citoplasmaticos para a
eosina. O tamanho, forma e nimero de granulos variam consoante a espécie. Na maioria das
espécies, tém granulos redondos, mas no gato, os granulos tém forma de bastonete. Nos caes,
os granulos podem ser excecionalmente grandes. Os eosindfilos dos galgos destacam-se pela
abundante vacuolizacdo (Harvey, 2012).

Os eosindfilos destroem parasitas, regulam a intensidade das reacBes de
hipersensibilidade mediadas pela imunoglobulina (Ig) E e tém capacidade para promover a
inflamacéo e causar danos nos tecidos (Tvedten e Raskin, 2012).

A eosinofilia ocorre em desordens que aumentam a producao de interleucina 5 (IL-5). Pode
estar associada a doencas parasitarias, nomeadamente por nematodes ou trematodes, mas
também por &caros; a inflamacdes eosinofilicas da pele, pulmdes e intestinos — 6rgaos ricos
em mastocitos; reacdes de hipersensibilidade mediadas pela IgE, como dermatite alérgica a
picada da pulga (DAPP) e asma; a leucemia eosinofilica cronica ou ao sindrome
hipereosinofilico. Pode ocorrer ainda em granulomas eosinofilicos idiopaticos e, raramente, em
granulomatose linfomatoide e outros tipos de tumores (Harvey, 2012).

Perante um aumento do nimero total de eosinéfilos em circulacdo, deve procurar-se, em
primeiro lugar, processos parasitarios ou alérgicos, sendo estes 0s principais causadores. Na
auséncia destes, devera pensar-se noutras reac8es inflamatdrias, infec6es por qualquer tipo de
microrganismo ou em neoplasia, sem esquecer o sindrome hipereosinofilico e o0 complexo do
granuloma eosinofilico. Rottweiler, Husky Siberiano, Malamute do Alasca e Cavalier King
Charles sdo algumas das racas com maior predisposi¢éo para desenvolvimento de inflamacdes
eosinofilicas (Tvedten e Raskin, 2012).

Uma vez que a contagem total de eosindfilos pode ser nula, a eosinopenia ndo tem grande
significado (Krimer, 2011).

B1.1.3. Basoéfilos

Os basotfilos séo leucécitos polimorfonucleares de granulos acidos com afinidade para o
corante basico, azul-de-metileno. Geralmente, o citoplasma é azul palido e o niicleo menos

segmentado que o dos neutrdfilos. Nos cées, os granulos citoplasmaticos sdo escassos e

55



roxos, sendo que nos gatos, sdo redondos ou ovais, violeta e mais numerosos, podendo
camuflar o nacleo (Harvey, 2012).

Em animais saudaveis, sdo muito raros no sangue de caes e pouco frequentes em gatos e,
por isso, podem ndo ser detetados pela contagem manual. Para além disso, ndo sédo
identificados pelo Sysmex XT-2000iV®, dificultando a quantificacdo sanguinea destas células
(Tvedten e Raskin, 2012)

Estas células sdo um componente das reacdes de hipersensibilidade, em conjunto com os
mastécitos e os eosindfilos, sendo a basofilia acompanhada, geralmente, de eosindfilia.
Participam na hemdstase, no metabolismo lipidico, na morte de células neoplasicas, para além
de promoverem a rejeicao de carracas (Harvey, 2012).

A basofilia pode estar associada a lipemia, a mastocitomas ou, raramente, a leucemia

basofilica crénica, para além das causas ja referidas de eosinofilia (Tvedten e Raskin, 2012).

B1.1.4. Linfécitos

A maioria dos linfécitos encontra-se nos drgédos linfoides — linfonodos, timo, bago e medula
0ssea — e apenas uma pequena percentagem (dois a cinco por cento) circula no sangue. Séao
classificados em linfacitos B ou T, consoante a diferenciacdo ocorra na medula dssea/placas
de Peyer do intestino (cdes) ou no timo. A percentagem de cada um deles na circulacao varia
entre 50 e 75% para os T e entre 10 e 40% para os B, dependendo da espécie e da
variabilidade individual. Os linfocitos natural killer (NK) correspondem somente a 5 a 10% dos
linfécitos circulantes. Os diferentes tipos de linfécitos sdo morfologicamente indistinguiveis, ndo
sendo possivel quantifica-los através do exame do esfregago sanguineo (Harvey, 2012).

Os linfocitos sé@o leucécitos mononucleares de tamanho variavel, com elevada razao
nucleo:citoplasma (N:C), principalmente nos mais pequenos. O nlcleo é normalmente redondo,
podendo ser oval ou ligeiramente dentado, com um padrdo de cromatina inconstante. O
citoplasma é geralmente azul palido, sem granulos, exceto nos linfécitos granulares, que
apresentam granulacao ocasional (Harvey, 2012).

Fazem parte da imunidade especifica, sendo que os linfécitos B sdo responsaveis pela
imunidade humoral, ao diferenciarem-se em plasmdcitos produtores de anticorpos, e 0s
linfocitos T, através da producdo e libertagcdo de citoquinas, estdo envolvidos na imunidade
celular (Rebar et al., 2005a)

A contagem total de linfocitos sofre grande variagdo ao longo da vida, por isso,

importante ter valores de referéncia adaptados ndo sé a espécie, mas também a faixa etaria.

@ M o

normal os cdes e 0s gatos mais jovens terem contagens superiores (Harvey, 2012; Tvedten
Raskin, 2012).

A linfocitose persistente significa, normalmente, uma estimulacdo do sistema imunitario
secundaria a uma inflamagcdo ou infecdo, principalmente crénica, viremia, doenca
imunomediada (ex.: anemia hemolitica imunomediada - AHIM) ou a imunizacdo recente

(Tvedten e Raskin, 2012). Pode dever-se também a exercicio ou excitagdo, principalmente nos
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gatos, sendo, nestes casos, uma alteracdo temporaria, e mais raramente a
hipoadrenocorticismo. Outras das causas possiveis séo as leucemias linfoblastica aguda (LLA)
ou linfocitica crénica (LLC) (Harvey, 2012).

A linfopenia ocorre em resposta a glucocorticoides enddgenos e exdgenos, 0s quais
provocam sequestro nos orgdos linfoides e potenciam a apoptose dos linfécitos mais sensiveis.
A libertacdo de glucocorticoides enddégenos deve-se a um stress severo, o qual pode ser
induzido por desordens sistémicas severas ou por inflamagfes agudas (Harvey, 2012). A
diminuigdo do nimero de linfécitos circulantes pode dever-se também a muitas infe¢des virais,
através do dano celular direto e da redistribuicdo dos linfocitos secundaria ao stress e a
exposicdo ao antigénio. A destruicdo por farmacos imunossupressores, a irradiacédo, e a perda
de linfa rica em linfécitos no quilotérax, na enteropatia com perda de proteina e na
linfagiectasia (cdo), e as falhas da circulagdo linfatica normal, por inflamacéo, infecdo ou

neoplasia séo outros causadores de linfopenia (Harvey, 2012; Tvedten e Raskin, 2012).

B1.1.5. Mondcitos

Os mondcitos sdo leucécitos mononucleares com nucleo pleomorfico, que pode variar
entre a forma de rim, banda ou contorcido, cuja cromatina é difusa ou ligeiramente agregada. O
citoplasma é geralmente azul acinzentado e contém, muitas vezes, vaclUolos de tamanho
variavel, para além de poder apresentar uma granulacéo fina roxa rosada. Sdo normalmente
maiores que os linfécitos e a razdo N:C é inferior ou igual a um (Harvey, 2012).

Sao precursores dos macréfagos tecidulares, cujas funcdes sdo remover detritos
necroticos, destruir fungos e alguns parasitas, inativar virus, tentar remover corpos estranhos,
retirar glébulos vermelhos anormais ou envelhecidos da circulagdo e destruir células
neoplasicas. Sendo assim, a monocitose é esperada em doencas inflamatérias em que haja
grande necessidade de macréfagos, tais como, inflamagBes piogranulomatosas e
granulomatosas, necrose, neoplasia, doencas hemorragicas ou hemoliticas e doencas imuno-
mediadas (Tvedten e Raskin, 2012). Também pode estar associada a administracdo de
glucocorticoides, principalmente em caes, a leucemias monociticas ou mielomonociticas
agudas e ao sarcoma histiocitico canino (Harvey, 2012).

A monocitopenia geralmente ndo é reportada, uma vez que o nimero de mondcitos em

circulagdo pode ser baixo ou mesmo nulo em caes e gatos saudaveis (Harvey, 2012).

B1.2. Avaliacdo morfolégica

B1.2.1. Neutrofilos téxicos
Classificam-se como toéxicos todos os neutréfilos que apresentam qualquer sinal de
toxicidade no seu citoplasma - corpos de Dohle, granulagdo toxica, aumento da basofilia,

vacuolizacdo espumosa e granulacdo téxica, — ou no seu nulcleo — caridlise, cariorréxis,
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hiposegmentacdo, nucleo em donut e binucleacdo. Nos gatos é frequente, também, a
existéncia de neutrdéfilos gigantes com alteracdes nucleares (Harvey, 2012).

E importante notar que, os corpos de Déhle — inclusdes angulares azuladas constituidas
por agregados de reticulo endoplasmatico rugoso —, estdo muitas vezes presentes em nimero
reduzido em neutréfilos de gatos sédos (Metzger e Rebar, 2004b; Harvey, 2012).

Estas alteragdes toxicas ocorrem na medula 6ssea, antes dos neutréfilos serem libertados
para a circulacdo, devido ao aumento da sua taxa de produgdo e necessidade de libertagédo
precoce em resposta a sinais inflamatorios (Metzger e Rebar, 2004b).

Os neutrdfilos tdxicos estdo, maioritariamente, associados a endotoxinas bacterianas,
derivadas de infeces como pneumonia, piotérax, piometra, prostatite canina severa, peritonite
e septicemia. Contudo, também podem ocorrer em infe¢des virais (parvovirus canino e felino e
infecBes respiratdrias superiores), na anemia hemolitica imunomediada canina, na pancreatite
aguda, na insuficiéncia renal aguda (IRA), na diabetes cetoacidética, na lipidose hepatica
felina, na necrose tecidular, na intoxicagéo por zinco ou chumbo e no tratamento com farmacos
citotoxicos (Metzger e Rebar, 2004b; Harvey, 2012).

Aquando da avaliagdo da toxicidade neutrofilica € importante registar a percentagem de
neutrofilos toxicos (5-10% = poucos; 11-30% = moderados; > 30% = muitos) e a severidade da

alteracao toxica, de acordo com o quadro 3 (Tvedten e Raskin, 2012)

Quadro 3: Gradacao da toxicidade neutrofilica de acordo com as alteragdes citoplasmaticas. Adaptado de
Harvey, 2012.

Moderada o o
o Moderada Basofilia Basofilia com
Corpos de - - basofilia e o . .
. Ligeira basofilia basofilia e intensa e granulos
Do6hle corpos de

Dohle

vacuolizacdo vacuolizagéo toxicos

B1.2.2. Neutréfilos banda

Sao neutréfilos imaturos que se caracterizam por ndo apresentarem nenhuma area do
nacleo com diametro inferior a dois tercos de qualquer outra area do mesmo. Nestas células o
ndcleo torce para se adaptar ao espaco citoplasmatico, tomando comummente a forma de U ou
S. A cromatina é proeminentemente condensada (Harvey, 2012).

O aumento do seu numero em circulacdo — desvio a esquerda - indica inflamacédo de
origem infeciosa ou secundéaria a uma doenca imunomediada ou infiltrativa da medula Gssea,
podendo ocorrer, ainda, em leucemias mieloides crénicas e na anomalia de Pelger-Huét
(Harvey, 2012). Esta € uma alteracdo hereditaria do desenvolvimento leucocitario que se
caracteriza por hipossegmentacao nuclear dos granuldcitos e mondcitos, 0s quais apresentam
cromatina condensada, e poucas ou nenhumas constricdes nucleares, e que esta associada a

um forte desvio degenerativo a esquerda (Tvedten e Raskin, 2012).
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B1.2.3. Hipersegmentacao

Um lobo nuclear consiste numa parte do nucleo arredondada focal e distinta. Fala-se em
hipersegmentacdo, ou desvio a direita, quando os neutréfilos, da maioria dos animais
domésticos, apresentam pelo menos cinco lobos nucleares. Esta alteracao esta relacionada
com o processo de envelhecimento normal do neutréfilo, podendo ocorrer na inflamacéo
cronica, administracao de glucocorticoides ou no hiperadrenocorticismo, devido ao aumento do
tempo em circulagdo. Outras causas possiveis sdo a neoplasia mieloide, defeitos hereditarios
na absorcdo de cobalamina em cées, deficiéncia em folato em gatos (raro), toxicidade por

oxazolidinona e anfetamina e a administracdo prolongada de fenitoina em cées (Harvey, 2012).

B1.2.4. Linfécitos reativos

Sao linfécitos que proliferam, nos tecidos linfoides, em resposta a uma estimulagéo
antigénica (vacinagao recente ou doencga infecciosa), aumentando de tamanho e exibindo uma
basofilia citoplasmatica mais acentuada. Geralmente, sdo poucos 0s que entram em circulagéao.
Podem parecer-se com plasmécitos e conter, raramente, corpos de Russel no seu citoplasma.
Estes correspondem a reticulo endoplasmatico dilatado com imunoglobulinas no seu interior.
Nesta situacéo os linfécitos designam-se por células Mott (Metzger e Rebar, 2004b; Harvey,
2012). Segundo Tvedten e Raskin (2012), € normal encontrar raros linfécitos reativos em
esfregacos sanguineos de animais saudaveis e 0 aumento do seu nimero em circulacao néao
tem grande significado diagnéstico uma vez que, nem sempre € proporcional ao grau de
imuno-estimulacdo nem é patognoménico de nenhuma doenga em concreto.

Quando apresentam nucleo contorcido, podem ser dificeis de distinguir dos mondcitos. As
grandes dimensfes também dificultam a sua diferenciagédo dos linfécitos neoplasicos. Nestes
casos podem ser classificados como linfécitos atipicos. Para além disso, podem ainda ser

confundidos com precursores eritroides basofilicos (Harvey, 2012).

B1.2.5. Linfécitos atipicos

Sao linfocitos anormais de maiores dimensfes, com ndcleo dentado, que podem
apresentar grandes granulos citoplasmaticos azurdéfilos, e estar presentes em doencas
infecciosas ou neoplasicas. A sua presenca alerta para uma investigacdo adicional, como o
estudo da medula dssea e avaliacao citologica e histopatol6gica de tecidos linfoides (Metzger e
Rebar, 2004b).

B1.2.6. Linfécitos granulares
Sao linfocitos médios a grandes, com maior quantidade de citoplasma, em detrimento do
tamanho do nucleo, ponteado com granulos roxos ou vermelhos. Pensa-se que possam ser

células NK ou linfécitos T citotoxicos (Harvey, 2012).
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B1.2.7. Mondcitos ativados

Sao mondcitos circulantes que se diferenciam em macréfagos quando ha necessidade de
fagocitose a nivel sanguineo (Rebar et al., 2005b). Estimulos como a presenca de produtos
microbianos, certas citoquinas e alguns agentes inertes desencadeiam esta ativacao, que se
traduz num aumento do metabolismo celular, do funcionamento das enzimas lisossémicas e
das atividades microbicidas e citocidas (Webb e Latimer, 2011).

Caracterizam-se por apresentar maior quantidade de citoplasma, com vacuolizagdo mais
proeminente e nlcleo redondo a oval (Rebar et al., 2005b). Os monécitos ativados podem
ainda conter material fagocitado com importancia diagnostica, tais como: eritrécitos em caso de
AHIM, leveduras em caso de infe¢des flngicas sistémicas, ou protozodrios, como a Leishmania
(Rebar et al., 2005b).

B1.2.8. Inclusdes parasitarias/infecciosas

» Protozoarios e Fungos

O Hepatozoon spp. é um protozodrio do qual se conhecem cerca de 50 espécies capazes
de infetar mamiferos, mas apenas duas espécies estdo documentadas em cées, H. canis e H.
americanum. A ocorréncia do Gltimo foi reportada apenas nos EUA. Os gamontes de H. canis
observam-se no citoplasma de neutréfilos circulantes, os quais aparecem como grandes
bastonetes com nlcleo fracamente corado. Para além do H. canis, outras espécies de
Hepatozoon podem infetar os gatos (Harvey, 2012).

Os neutréfilos e mondécitos podem conter organismos fagocitados de Leishmania infantum
e de Histoplasma capsulatum. Os mondcitos felinos podem, ainda, apresentar grandes

esquizontes de Cytauxzoon felis (Harvey, 2012).

> Bactérias

Apesar de a bacteriemia ser comum, raramente € identificada em esfregagcos de sangue
corados, devido ao baixo nimero de bactérias em circulagdo. O diagnoéstico so deve ser feito
quando se observam fagocitadas no interior das células sanguineas, por existir um elevado
risco de contaminacdo dos corantes, principalmente quando estes também sédo usados para
corar laminas de citologia (Harvey, 2012).

O Mycobacterium spp. aparece como bacilos ndo corados no citoplasma de neutrdéfilos e

mondcitos (Harvey, 2012).

> Riquétsias

Nos granuldcitos, durante a fase aguda da infecdo, podem ser observadas morulas de
Ehrlichia ewingii e de Anaplasma phagocytophilum. Estas aparecem como agregados
basofilicos de organismos dentro dos fagossomas, nos esfregacos corados, sendo mais

frequentes nos neutrofilos que nos eosindfilos (Harvey, 2012).
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Nos mondcitos circulantes, podem ser raramente observadas moérulas basofilicas de

Ehrlichia canis, E. chaffeensis e Neorickettsia risticii (Harvey, 2012).

» Esgana

As inclusdes do virus da esgana formam-se nas células precursoras dos neutrofilos, na
medula 0ssea, e podem ser observadas nas células circulantes durante a fase aguda. No
esfregaco sanguineo corado, aparecem como inclusdes neutrofilicas vermelhas, redondas,

ovais ou com forma irregular (Harvey, 2012).

B2. Avaliacéo eritrocitaria

Os eritrocitos dos mamiferos sé@o células anucleadas, que na maioria das espécies
apresentam a forma de um disco biconcavo, sendo conhecidos por discécitos. E esta forma
que justifica a palidez central observada em esfregacos sanguineos corados. Os caes séo a
espécie que apresenta eritrécitos maiores e com palidez central mais proeminente (Harvey,
2012)

As suas funcBes sdo transportar oxigénio aos tecidos, retornando o diéxido de carbono

destes aos pulmdes, e tamponar os ides hidrogénio (Harvey, 2012).

B2.1. Alteracdes quantitativas: eritrocitose vs anemia

Harvey (2012) define eritrocitose ou policitemia como um aumento no hematdécrito, na
quantidade de hemoglobina e na contagem de eritrcitos, acima dos valores de referéncia
normais para determinado animal.

A eritrocitose pode ser relativa ou absoluta. O primeiro caso deve-se a hemoconcentracao
por perda do volume plasmatico, que acontece em situagdes de desidratagcdo, ou a contragao
esplénica (Weiss e Tvedten, 2012b). Apesar do hematdcrito estar elevado, a massa total de
eritrocitos estd normal (Harvey, 2012). Por outro lado, a eritrocitose absoluta advém do
aumento da producdo de eritrécitos pela medula éssea e classifica-se em primaria ou
secundaria (Weiss e Tvedten, 2012b). A eritrocitose primaria corresponde a uma neoplasia
mieloproliferativa, resultante de uma multiplicacdo autbnoma de precursores eritroides isto &,
independente do estimulo da eritropoietina (EPO). A secundaria € uma consequéncia do
aumento dos niveis da hormona estimulante da eritropoiese, que ocorre em situacdes de
hipoxemia crénica; doencas renais que provoquem hipoxia local; tumores secretores de EPO e
proteinas ou hormonas tipo EPO que mimetizem a acao da ultima (Harvey, 2012). De acordo
com Weiss e Tvedten (2012), a eritrocitose secunddria pode ser classificada como adequada
ou inadequada, consoante ocorra ou ndo por necessidade de adaptacdo do organismo.

O termo anemia define a diminuicdo da massa de eritrécitos dentro do organismo. Fala-se
em anemia relativa quando os parametros eritrocitarios estdo diminuidos a nivel circulatério,
apesar da massa eritroide total estar normal, como por exemplo, numa situacdo de

sobrehidratacéo (Harvey, 2012).
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A anemia é um achado clinico e laboratorial frequente que, por si s6, ndo constitui
diagndstico. O grande objetivo do veterinario devera ser a determinacdo da sua patogénese, de
modo a instituir um tratamento adequado. Weiss e Tvedten (2012b) referem trés causas para a
sua origem: diminuicdo da producao efetiva de eritrécitos pela medula 6ssea, perda de sangue
(hemorragia) ou aumento da destruicao de eritrocitos (hemolise).

O grau de severidade da anemia pode ser um parametro Util para determinar a sua origem,

sendo estabelecido consoante o valor do hematécrito (quadro 4).

Quadro 3: Classificagdo da anemia, em termos de severidade, com base no valor de hematdcrito em
percentagem. Adaptado de Tvedten, 2010.

Céo Gato
Ligeira - 33 | 202 |
Moderada 20-29 14-19
Severa 13-19 10-13
Muito severa <13 <10

As anemias ligeiras sao geralmente secundarias a patologias em 6rgdos nao
hematopoiéticos, como, por exemplo, a anemia de doenga inflamatéria, neoplasia e de
doengas renais, hepaticas, nutricionais ou enddcrinas e resolvem-se corrigindo a causa. Por
outro lado, as anemias moderadas a severas indicam mais frequentemente uma doenca
hematoldgica primaria e exigem uma abordagem mais detalhada (Weiss e Tvedten, 2012b).

Além da severidade da anemia, € necessario avaliar a capacidade de resposta pela
medula 6ssea. Para isso, faz-se geralmente uma primeira abordagem recorrendo aos indices
eritrocitarios, VCM e CHCM, fornecidos pelo hemograma. O VCM permite classificar a anemia
em microcitica, normocitica ou macrocitica, consoante o volume corpuscular médio se encontre
diminuido, normal ou aumentado, respetivamente. J& no que diz respeito a CHCM, usam-se 0s
termos hipocrémica ou normocrémica, quando a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média esta diminuida ou normal. Nao existem anemias hipercromicas, porque 0 aumento da
CHCM ¢ artefactual. Teoricamente, uma anemia regenerativa € macrocitica hipocrémica, uma
semirregenerativa ou ferropénica é microcitica hipocrémica, e uma anemia nao regenerativa
apresenta-se como normocitica normocrémica (Harvey, 2012).

Contudo, sendo estes indices valores médios, podem néo refletir aumentos pequenos ou
médios de eritrocitos macrociticos hipocromicos ou microciticos hipocrémicos (Weiss e
Tvedten, 2012). DeNicola et al., 2006, referido por Weiss e Tvedten, 2012, reportaram que
apenas 8% das amostras de sangue de 6752 cdes com anemia regenerativa apresentaram
aumento do VCM e diminuicdo da CHCM.

O indicador mais fiavel de regeneracdo no cdo e no gato é a contagem absoluta de

reticulécitos, reportada em nimero de células por microlitro de sangue. Assim, considera-se
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como anemia regenerativa, aquela em que se verifica um aumento adequado da eritropoiese,
com um incremento da producao de reticul6citos proporcional a severidade da anemia (Weiss e
Tvedten, 2012). Quando isto ndo se verifica, estamos perante uma anemia ndo regenerativa ou
pré-regenerativa, uma vez que sdo necessarias 48 a 72 horas para que a resposta da medula
Ossea seja percetivel a nivel periférico (Metzger e Rebar, 2004c).

Os reticulécitos séo eritrécitos imaturos, de maiores dimensdes, constituidos por
ribossomas, compostos por ARN para a sintese de hemoglobina, os quais, quando corados
com Novo azul-de-metileno, aparecem como granulos azuis. S&o classificados em ponteados
ou agregados, consoante a distribuicdo celular do seu ARN ribossémico, sendo que a sua
evolucdo varia consoante a espécie. Os reticulécitos caninos transformam-se em eritrécitos
maduros um dia depois de serem libertados para o sangue. E esta maturacdo rapida que faz
com que os reticul6citos de cao sejam maioritariamente agregados. Nos gatos, os reticulécitos
agregados transformam-se, em cerca de meio-dia, em ponteados. Estes, por sua vez,
demoram 10 a 12 dias a evoluir para o estado maduro, acumulando-se por isso em maior
namero no sangue (Weiss e Tvedten, 2012b).

A contagem manual de reticulécitos € muito mais imprecisa que a automatica, devido a
grande variagdo entre observadores. No entanto, € (til para detetar reticulocitos ponteados
felinos, uma vez que nenhum equipamento 0s consegue contabilizar totalmente (Weiss e
Tvedten, 2012b).

De modo a interpretar a resposta regenerativa felina, é importante estimar a percentagem
de cada um deles num esfregaco sanguineo corado com Novo azul-de-metileno, sendo que os
ponteados apresentam trés a 12 pontos isolados, e os agregados pelo menos 12 a 15 (Weiss e
Tvedten, 2012b).

A presenca de resposta regenerativa sugere que a anemia resulta de hemorragia ou de
hemdlise. Uma anemia nao regenerativa indica geralmente uma diminuicdo da producao de
eritrécitos pela medula 6ssea (Weiss e Tvedten, 2012b).

Quando se avalia o eritrograma, € importante ter em conta variacdes fisioldgicas que
ocorrem em determinadas racas, como é o caso dos Galgos, que apresentam valores mais
altos de hematdcrito, e em determinadas idades. E normal os cachorros apresentarem uma

menor massa eritrocitaria (Weiss e Tvedten, 2012b).

B2.2. Alteragdes morfoldgicas

B2.2.1. Macrocitose

E o0 aumento do VCM, que se traduz na presenca de eritrécitos de maiores dimensdes no
esfregaco sanguineo. A principal causa € a reticulocitose, isto €, o aumento do ndmero
absoluto de reticulocitos, mas também pode dever-se a presenca de eritrocitos maduros

provenientes de eritropoiese acelerada, ao intumescimento artefactual dos eritrécitos
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provocado pelo contacto prolongado com o EDTA, a diseritropoiese congénita em caniches, a

estomatocitose e a infecdo pelo FeLV (Weiss e Tvedten, 2012b).

B2.2.2. Microcitose

E a diminuicdo do VCM, expresso, no esfregaco, pela observacdo de eritrécitos de
menores dimensdes. Ocorre frequentemente associada a deficiéncias em ferro, que impedem a
producéo adequada de hemoglobina. Também é comum em cdes com shunt portossistémico e
atrofia hepatica. Esta, ainda, presente em anemias sideroblasticas e em algumas sindromes
mielodisplasicas caninas. E normal em cédes de certas racas orientais, como Akita, Shiba e
Chow-chow (Weiss e Tvedten, 2012b).

B2.2.3. Anisocitose

E a variacdo no diametro dos eritrocitos, em esfregacos de sangue corados (Harvey, 2012).
No hemograma € determinada pelo aumento do RDW. Ocorre devido a presenca de diferentes
populacdes celulares apds uma transfusdo sanguinea, para além de poder ter origem na
producdo em quantidades significativas de eritrocitos menores ou maiores que o normal. Pode
ser um sinal de regeneracdo, uma vez que o0s reticulécitos sdo macrdcitos ou de
diseritropoiese, quando associado a anemias ndo regenerativas (Harvey,2012; Weiss e
Tvedten, 2012b).

B2.2.4. Hipocromasia

E a diminuicdo da CHCM, traduzida pelo aumento da area de palidez central em
esfregacos sanguineos corados. Deve-se a caréncia em ferro. A hipocromasia ndo deve ser
confundida com os tordcitos, que correspondem a eritrécitos com artefactos de

armazenamento (Harvey, 2012).

B2.2.5. Hipercromasia
E o aumento artefactual da CHCM, que pode estar associado ao aumento dos esferdcitos,
presenca de corpos de Heinz ou de lipemia, hemdlise intravascular e lise eritrocitaria durante

ou apos a colheita (Brockus, 2011).

B2.2.6. Policromasia

E a designacdo dada a presenca de eritrocitos vermelho-azulados, em esfregacos de
sangue corados. Estes eritrocitos policromatofilos sdo reticulécitos, que coram de vermelho e
azul devido a combinacdo de hemoglobina e ARN ribossémico, no seu citoplasma. Em
pequenos nimeros, sdo normais em caes e gatos saudaveis. Em grande quantidade sugere
uma medula 6ssea com atividade eritropoietica (Harvey, 2012). A policromasia deriva
essencialmente dos reticuldcitos agregados, ja que os ponteados nao tém ARN suficiente para
adquirirem a cor azul da coloracio Romanowsky. A sua magnitude reflete o grau de

eritropoiese nos trés a sete dias anteriores (Weiss e Tvedten, 2012b).
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B2.2.7. Poiquilocitose

E o termo que descreve a presenca de poiquildcios, ou seja, de eritrocitos com formas
anormais no esfregaco sanguineo. Ocorre em varias alteracbes relacionadas com
fragmentacdo eritrocitaria, tais como, coagulacdo intravascular disseminada (CID), doenca
hepética, neoplasia mieloide, mielofibrose, glomerulonefrite, hemangiossarcoma (cées) e,
ainda, na anemia ferropénica severa, em danos oxidativos, toxicidade por doxorrubicina e na
diseritropoiese canina (Harvey, 2012). Outra causa de poiquilocitose é a crenacdo causada,
principalmente por artefactos, mas também por alteracbes eletroliticas, uremia e

envenenamento por cascavel, que origina os equindcitos (Metzger e Rebar, 2004c).
Harvey (2012) refere designacgfes especificas consoante a forma dos poiquildcitos:

> Acantécitos: eritrécitos com espiculas de tamanho variavel e irregularmente
espacadas, que se formam devido ao excesso de colesterol comparado com a
quantidade de colesterol na membrana eritrocitaria. Isto pode dever-se ao aumento da
colesterolemia ou a presenca de lipoproteinas com composicdo anormal. Estdo
relacionados com doenca hepatica ou com alteragdes que induzam fragmentacdo
eritrocitaria canina, como o hemangiossarcoma, CID e glomerulonefrite.

> Queratocitos: eritrocitos com uma ou duas projecfes produzidas por rutura das
vesiculas dos pré-queratécitos. Sdo reportados em anemia ferropénica, alteracbes
hepaticas, toxicidade por doxorrubicina em gatos, sindrome mielodisplasica e em
varias desordens caninas em que haja também equindcitos e acantécitos.

» Estomatécitos: eritrécitos com areas ovais ou alongadas de palidez central. Geralmente
sdo um artefacto de esfregacos espessos, mas também podem ocorrer em sangues
mais acidos, associados a distribuicdo preferencial de drogas na camada interna da
bicamada lipidica ou ao maior nivel de agua eritrocitaria na estomatocitose hereditaria
do Schnauzer e Lulu da Pomerania.

> Esferécitos: eritrécitos de forma esférica que perderam a sua forma biconcava devido a
perda de parte da membrana celular ou a alteracdes estruturais desta (Metzger e
Rebar, 2004c). Apresentam um diametro diminuido e nao exibem palidez central, tendo
uma coloracdo mais intensa em esfregacos de sangue corados. Sao dificeis de
identificar nos gatos, uma vez que, 0s seus eritrécitos apresentam uma palidez central
menos evidente. Devem ser reportados sempre que existam mais de quatro a seis por
campo de imersdo A principal causa em cdes € a anemia hemolitica imunomediada
(Metzger e Rebar, 2004c). Podem estar também associados a envenenamento por
cobras, picadas de abelhas, toxicidade por zinco, parasitas eritrocitarios, transfuséo de
sangue armazenado e diseritropoiese familiar em cées.

» Esquizécitos: fragmentos eritrocitarios formados por lesdes mecanicas dos eritrocitos
circulantes. Mesmo em baixo nimero séo clinicamente relevantes (Metzger e Rebar,

2004c). Podem estar presentes em anemia hemolitica microangiopatica associada a
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CID e hemangiossarcoma, anemia ferropénica severa, mielofibrose, insuficiéncia
cardiaca, glomerulonefrite, sindrome hemolitico urémico, sindrome da veia cava caudal
ou Dirofilariose, intoxicacdo por doxorrubicina, doenca hepatica e diseritropoiese
canina. Outra causa possivel é a deficiéncia canina em piruvato quinase, estando,
neste caso, associados a acantocitos.

Leptocitos: eritrocitos finos com excesso de membrana celular, que tém, muitas vezes,
aspeto hipocrémico. Podem aparecer dobrados, com uma barra de hemoglobina no
centro ou como codécitos (células-alvo). Estes Ultimos apresentam um centro denso,
rodeado por uma area clara e um rebordo de hemoglobina periférica, e podem
encontrar-se em pequeno nimero em caes saudaveis, estando aumentados na anemia
regenerativa e na diseritropoiese congénita caninas. Os leptécitos podem ser vistos na
anemia ferropénica e raramente na insuficiéncia hepatica.

Eccentrécitos: eritrocitos cuja hemoglobina estd deslocada para um lado da célula,
deixando uma area palida visivel. Estdo associados a dano oxidativo em caes e gatos,
como na ingestdo de cebola e alho, administragcdo de acetaminofeno, diabetes
cetoacidoticos, inflamacédo, neoplasia (principalmente linfoma), infecdo por Babesia
canis, administracdo de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), vitamina K,
rodenticidas antagonistas da vitamina K e naftaleno e, ainda, na anestesia prolongada
com propofol.

Eliptdcitos/Ovaldcitos: eritrécitos com forma eliptica ou oval. Nos gatos, tém sido

identificados em alteragcbes da medula 6ssea, como neoplasia mieloide e leucemia
linfoblastica aguda, para além da lipidose hepatica, do shunt portossistémico e da
toxicidade por doxorrubicina. J& nos caes as causas s&o: mielofibrose, sindrome
mielodisplasica, glomerulonefrite (equinoeliptécitos) e eliptocitocitose hereditaria.
Dacriécitos: eritrocitos em forma de lagrima, que apresentam uma extremidade
alongada ou pontiaguda. Estao associados a neoplasias mieloides em cédes e gatos e a
glomerulonefrite ou hiperesplenismo em caes.

Eritrocitos lisados: podem aparecer no esfregaco sanguineo como eritrocitos fantasma,

se tiverem origem numa hemodlise intravascular recente ou numa hemolise in vitro no
tubo apos a colheita de sangue; ou como borrées vermelhos, caso a lise ocorra durante
a preparacao do esfregaco sanguineo, a qual estd comummente associada a amostras
lipémicas.

Eritrocitos nucleados (nRBCs): é normal encontrar pequenos nameros de rubricitos e

metarrubricitos no sangue de cdes e gatos saudaveis. Metzger e Rebar (2004c)
consideram insignificativa a presenca de até quatro nRBCs por cada 100 WBC, numa
contagem leucocitaria normal. O aumento do seu nimero é frequentemente visto em
anemias regenerativas, podendo ocorrer, na auséncia de anemia, em intoxicacfes por
chumbo e em casos de lesdo medular, como na septicemia, choque endotdxico,

administracdo de drogas, e ainda no choque de calor, doenca cardiovascular, trauma,
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hiperadrenocorticismo e varias inflamag8es. O precursor eritroide mais frequente no
sangue periférico € o metarrubricito. A presenca frequente de precursores mais
imaturos em anemias nao regenerativas sugere mielodisplasia, neoplasia
hematopoiética, doenca infiltrativa da medula éssea, diminuicdo da funcdo esplénica e

diseritropoiese hereditaria (Harvey).

B2.2.8. Rouleaux

O termo rouleaux designa a adeséao de eritrocitos em forma de pilha de moedas, que surge
frequentemente em gatos saudaveis. A sua formacéo esta relacionada com a diminuicdo das
cargas nhegativas repulsivas da superficie da membrana eritrocitaria, que pode ser
caracteristica de algumas espécies, como é o0 caso dos gatos, ou que pode estar associada a
presenca de maiores concentragfes de proteinas plasmaticas de alto peso molecular, como o
fibrinogénio, haptoglobinas e imunoglobulinas. Podem ocorrer também em doencas
linfoproliferativas que estimulem a secrecdo de imunoglobulinas (Harvey, 2012; Weiss e
Tvedten, 2012b).

B2.2.9. Aglutinacéo

A aglutinacao consiste na agregacgdo de eritrécitos em cachos, de forma desordenada,
devido a presenga de Igs na sua superficie (Harvey, 2012). A sua presenca sugere um
processo imunomediado, como uma anemia hemolitica imunomediada ou induzida por
farmacos, como por exemplo as cefalosporinas e a penicilina, reportadas por Metzger e Rebar
(2004c). Harvey (2012) refere um caso de um gato com aglutinacdo mediada pelo EDTA.

Deve ser distinguida dos rouleaux através da diluicdo, em lamina, de uma gota de sangue
em EDTA com duas ou mais gotas de solucdo salina isotonica. Como nestes, ha ligacdes mais
fracas entre os eritrécitos, eles dispersam-se, ao contrario da aglutinacdo, em que existem

imunocomplexos (Metzger e Rebar, 2004c).

B2.2.10. Inclusdes intraeritrocitarias

» Corpos de Howell-Jolly

Sao pequenos fragmentos nucleares de forma esférica presentes nos eritrécitos, que
coram de azul com coloragBes tipo Romanowsky. S&o fisiologicamente removidos da
circulagdo pelos macréfagos do baco, podendo surgir em baixo nimero em gatos saudaveis,
devido a arquitetura e menor capacidade eritrofagocitaria do baco felino (Metzger e Rebar,
2004c). No céo, estdo normalmente associados a anemia regenerativa ou a esplenectomia,
aumentando também secundariamente a tratamentos com glucocorticoides ou quimioterapicos,
que induzam a fragmentacdo nuclear (ex.: vincristina e ciclofosfamida). Estdo ainda presentes

na macrocitose benigna dos caniches (Harvey, 2012).
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» Corpos de Heinz

Sao agregados de hemoglobina oxidada e precipitada ligados a superficie interna da
membrana eritrocitaria. Aparecem, nos esfregacos sanguineos corados, rosa palidos a
vermelhos com colorac¢des tipo Romanowsky, e azuis na colora¢cdo com Novo azul-de-metileno
(Harvey, 2012).

Podem aparecer como proje¢Oes arredondadas de superficie nos eritrécitos intactos ou nos
eccentrdcitos, ou como inclusGes dentro dos eritrécitos lisados, em situagées de hemolise
intravascular (Harvey, 2012).

E normal encontrar até 5% de Corpos de Heinz nos eritrocitos felinos devido & maior
fragilidade da hemoglobina a oxidantes e a menor eficiéncia esplénica nesta espécie (Harvey,
2012). O aumento do seu numero pode ocorrer em gatos secundario a diabetes mellitus,
principalmente cetoacidoticos, hipertiroidismo, linfoma, repetidas anestesias com propofol e,
ainda, secundariamente a administracéo de fenazopiridina, metionina e propilenoglicol. No céo,
a sua presenga ocorre em animais saudaveis esplenectomizados e na ingestdo de zinco e
vitamina K. Causas comuns de corpos de Heinz nas duas espécies sdo a presenca de
substancias oxidantes, tais como, cebolas, acetaminofeno, azul-de-metileno, benzocaina,

venenos de abelhas, cobras e aranhas. (Metzger e Rebar, 2004c; Harvey, 2012)

> Ponteado basofilico

E visto nos esfregacos de sangue corados, com uma coloragdo tipo Romanowsky, como
pequenos agregados de ponteado azuis-escuros, correspondentes a ribossomas (Metzger e
Rebar, 2004c). Ocorre, ocasionalmente, em anemias regenerativas em caes e gatos, e €
frequente em intoxicagdes por chumbo, sendo também reportado num cédo com diseritropoiese
(Harvey, 2012).

» Inclusbes siderdticas

Sao inclusBes de ferro — corpos de Pappenheimer — que aparecem nos eritrécitos maduros
(siderocitos) ou nucleados (sideroblastos), como granulos basofilicos, nos esfregacos de
sangue corados com coloragdo Romanowsky. A confirmacgéo da sua presenga s6 pode ser feita
apos coloracdo com o azul da Prussia. A presenca de qualquer siderécito ou de sideroblastos
anormais ou em grande numero indica diseritropoiese e pode estar associada a tratamento
com cloranfenicol, anemia sideroblastica ou a sindromes mielodisplasicas (Weiss e Tvedten,
2012h).

» Agentes infecciosos

Nos eritrocitos caninos e felinos podem também ser visualizados parasitas protozoarios
intracelulares (Babesia spp. e Cytauxzoon felis), bactérias epicelulares (Mycoplasma canis e M.
haemofelis) e inclusdes do virus da esgana (Harvey, 2012).

Para a identificacdo de micoplasmas é importante que a amostra de sangue seja fresca e

ndo refrigerada (Metzger e Rebar, 2004c).
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B3. Avaliacéo plaquetéria

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos, libertados pelos megacariécitos,
na medula éssea. O seu citoplasma adquire uma coloragao azul clara com pequenos granulos
roxos avermelhados, em esfregaco corados com coloracdes de rotina. O seu tamanho varia
consoante a espécie, sendo muito variavel na espécie felina (Harvey, 2012; Tvedten, 2012).

As plaquetas séo responsaveis pela heméstase primaria, que, por sua vez, desencadeia a
acdo da cascata de coagulacao da hemoéstase secundaria, mantendo assim um equilibrio entre
a coagulacdo e a fibrindlise, de modo a preservar a estrutura e fungdo vascular e a fluidez
sanguinea (Tvedten, 2012).

A presenca de qualquer defeito na parede vascular estimula a agregacao plaquetaria, para
assegurar a hemdstase. As plaquetas de gato sdo particularmente sensiveis a agregacgédo, o
que pode interferir na uniformidade da distribuicdo de plaquetas. Para avaliar a precisao de
qualquer contagem feita pelo equipamento automatico € essencial a observacédo do esfregaco
sanguineo. Tvedten (2012) refere que a presenca de poucos agregados plaquetérios, de
pequena dimensao, ndo parece interferir nas contagens, contudo, a existéncia de agregados
frequentes ou de grande dimensédo, tornam qualquer contagem, automatica ou manual,
imprecisa, situacdo que deve ser reportada.

Quando necessario, deve ser feita uma estimativa da contagem de plaquetas, na zona de
monocamada do esfregaco sanguineo. Multiplica-se o nimero médio de plaquetas, por campo
de imerséo, por 15000 a 20000, obtendo-se, assim, o nimero aproximado de plaquetas por

microlitro de sangue (Harvey, 2012).

B3.1. Avaliacdo quantitativa: trombocitose vs trombocitopenia

A trombocitose consiste no aumento da contagem total de plaquetas acima do intervalo de
referéncia (Harvey, 2012). Sabe-se que o baco € uma grande reserva de plaguetas (um quarto
a um terco da massa plaquetaria total), por isso, a esplenectomia e a contracao esplénica, em
resposta a uma estimulacdo adrenérgica, pode levar a um aumento do niumero de plaquetas
em circulacdo (Tvedten, 2012).

A maior parte dos casos de trombocitose sdo reativos, por aumento da libertagcdo de
trombopoietina. Esta maior concentragdo de hormona pode dever-se a varias condi¢des
inflamatérias e neoplasicas, por intermédio de varias citoquinas. A eritropoietina também induz
trombocitose, em cdes e gatos, em anemias agudas e ferropénicas por perda crénica de
sangue (Harvey, 2012). Outras potenciais causas sdo as endocrinopatias
(hiperadrenocorticismo canino e hipertiroidismo felino) e os tratamentos imunossupressores
(Harvey, 2012; Tvedten, 2012).

Quando se descartam todas as causas de trombocitose reativa, devera pensar-se numa

trombocitose neoplasica. Esta poderd ocorrer em varias neoplasias mieloides: trombocitemia
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essencial, leucemia megacarioblastica aguda, leucemia mieloide cronica e, possivelmente, na
eritrocitose primaria em gatos (Harvey, 2012).

Existem ainda as falsas trombocitoses, associadas a presenca de fragmentos eritrocitarios,
fragmentos citoplasmaticos de células nucleadas, lipemia, bactérias ou crioglobulinas (Harvey,
2012).

A trombocitopenia, isto &, a diminuicdo do nimero de plaquetas circulantes, pode ter varias
origens, inclusive, em erros de colheita e manuseamento da amostra ou laboratoriais. Assim,
antes de investigarmos a sua origem, devemos certificar-nos de que se trata de uma
verdadeira trombocitopenia (Tvedten, 2012). As causas primarias incluem a diminuicdo ou
defeitos da producdo (agentes infecciosos, toxicidade e neoplasia medular), aumento da
utilizacdo na formacao de trombos (doencas inflamatérias e CID) e aumento da destruicdo
(imunomediada). A trombocitopenia de origem infecciosa (virus, bactérias e protozoarios)
aparenta ser multifatorial, pois tanto pode ocorrer por interferéncias na trombopoiese como por
acao imunomediada. Outras causas menos comuns Sa0 0 sequestro esplénico e hemorragias
externas agudas e massivas (Metzger e Rebar, 2004c; Harvey, 2012). Segundo Tvedten
(2012), a severidade da trombocitopenia ajuda na sua interpretacdo e na escolha do
tratamento.

E importante ter em conta a raca do animal quando se esta a interpretar a contagem de
plaguetas no hemograma, uma vez que, certas ragas caninas, tais como Galgo, Cavalier King
Charles Spaniel e Polish Ogar, apresentam uma contagem fisioldgica geralmente mais baixa
(Harvey, 2012).

B3.2. Alteragdes morfoldgicas

B3.2.1. Macroplaquetas

As macroplaquetas sao plaquetas com um volume plaquetario médio aumentado, sendo
que Harvey (2012) designa por macroplaqueta qualquer plaqueta com didmetro igual ao
superior ao do eritrécito. Ocorrem, normalmente, em situagées de maior taxa de trombopoiese,
em resposta ao incremento das necessidades periféricas (Metzger e Rebar, 2004c), exceto nos
gatos, nos quais € normalmente comum encontrar plaguetas com o tamanho dos eritrocitos
(Harvey, 2012).

Podem observar-se em cédes com trombocitopenia regenerativa ndo imunomediada e em
condicdes inflamatérias que estimulem o consumo ou destruicdo das plaquetas. Contudo,
também podem estar presentes em cdes e gatos com neoplasias mieloides, em gatos com
trombocitopenia induzida pelo FeLV ou com hipertiroidismo, e em cdes com deficiéncia em
fosfofrutoquinase eritrocitaria e muscular esquelética. Sao também frequentes na
macrotrombocitopenia hereditaria dos Cavalier King Charles (Harvey, 2012).

O volume plaquetar médio esta, em geral, inversamente correlacionado com a contagem

total de plaquetas. Assim, as macroplaquetas sdo comummente observadas em esfregacos
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sanguineos de cdes trombocitopénicos. A sua maior atividade funcional faz com que algumas
trombocitopenias severas, em caes, passem despercebidas (Tvedten, 2012).

Contudo, ao contrario do esperado, nem todas as trombocitopenias apresentam
macroplaquetas, como é o caso da trombocitopenia canina imunomediada, devido a
fragmentacao plaquetéria (Harvey, 2012).

Tvedten (2012) refere, ainda, as macroplaquetas artefactuais presentes em amostras de

sangue com EDTA refrigeradas durante mais de quatro horas.

B3.2.2. Plaguetas ativadas

Durante a colheita e manuseamento da amostra de sangue, as plaquetas podem sofrer
uma ativacdo parcial, apresentando, no esfregaco sanguineo, uma forma irregular com
processos citoplasmaticos — pseuddpodes — que se estendem do corpo celular esférico. A total
ativacdo faz com que os seus granulos se agreguem centralmente, como se fosse um nucleo
celular. Os agregados plaquetarios formam-se frequentemente apds esta ativacdo in vitro,
podendo depois desgranular, aparecendo como um material azul claro no esfregaco corado
(Harvey, 2012; Tvedten, 2012).

B3.2.3. Agentes infecciosos

O Unico agente infeccioso reportado como capaz de infetar especificamente as plaguetas
caninas e felinas é o Anaplasma platys. Esta riquétsia aparece sob a forma de inclusdes azuis
intra-plaquetarias, em esfregacos sanguineos corados com coloragBes tipo Romanowsky
(Harvey, 2012).

C. URIANALISE

C1.Colheita de urina

A selecdo do método de colheita de urina deve ter em atencao o estado clinico do paciente
e 0 uso pretendido para a amostra (Wamsley e Alleman, 2007).

A cistocentese, isto €, a puncao da bexiga, € o Unico método que permite a obtencao de
uma amostra estéril, sendo o método de eleicdo para culturas bacteriolégicas e para
determinagcdo da concentracdo de proteina urinaria. No entanto, ndo devera ser usada em
animais com diatese hemorragica, cistite enfisematosa, carcinoma de células de transicao,
atonia da bexiga, incontinéncia urinaria, piometra ou outros abcessos intra-abdominais junto a
bexiga ou apés uma cistotomia recente (i.e. ha menos de uma semana). Também nado é
recomendada para pesquisa de hematuria, devido a possibilidade de hemorragia iatrogénica
induzida pela prépria puncéo vesical (Wamsley e Alleman, 2007; Chew et al., 2011; Barsanti,
2012).

Caso se opte pela colheita por cateterizacdo, deve limpar-se previamente o orificio uretral e

a area circundante, para reduzir a contaminagdo da amostra de urina, e prevenir a introdugéo
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de agentes patogénicos no trato urinario. A algaliagdo deve ser o menos traumatica possivel,
precavendo contaminagdes com eritrocitos e células epiteliais de transicdo e consequentes
obstrug@es urinarias, principalmente em gatos (Chew et al., 2011).

Na miccdo espontanea, a rejeicdo dos primeiros e dos Ultimos jatos de urina, minimiza a
sua contaminacao com a flora dos tratos urinario inferior e genital (Tripathi et al., 2011). Este
ultimo método é aceitavel para uma avaliagao inicial e o melhor para diagndstico de hematdria,
para além de nao trazer qualquer risco para o paciente e poder ser usado pelo préprio dono do
animal (Chew et al., 2011).

A colheita da primeira urina da manha s6 é vantajosa quando se pretende avaliar a
capacidade de concentracao urinaria. O facto de a urina estar muito tempo armazenada na
bexiga pode diminuir a viabilidade de possiveis microrganismos mais fastidiosos, produzindo
falsos negativos nas culturas urinarias, e degenerar as suas células, devido ao contacto
prolongado com o pH agressivo da urina e 0s seus compostos nitrogenados (Wamsley e
Alleman, 2007).

C2. Andlise de urina
C2.1. Caracteristicas fisicas

C2.1.1. Cor e turvacéo

A urianalise inicia-se com a avaliagdo visual da cor e da turvacédo, apdés homogeneizacgao
cuidada da amostra de urina. A urina normal pode apresentar varios tons de amarelo,
facultados pelos urocromos - pigmentos urinarios naturais —, de acordo com a sua
concentracdo. A urina mais concentrada tende a apresentar uma tonalidade mais carregada,
enquanto as mais diluidas podem ser praticamente incolores. A presenca de bilirrubina pode
conferir-lhe um amarelo mais forte. O amarelo escuro estd normalmente associado a
fotodegradacg&o dos urocromos. Uma coloragcéo rosada ou avermelhada ocorre na presenca de
porfindria, hematdria ou hemoglobinaria. O vermelho acastanhado deriva da mioglobindria, o
castanho ou preto da conversdo da hemoglobina em metahemoglobina em pH &cido. E, por
fim, a oxidacao in vitro da bilirrubina em biliverdina, a administracdo de azul-de-metileno e a
infecdo do trato urinario com Pseudomonas spp. resultam na producdo de uma urina
esverdeada (Wamsley e Alleman, 2007; Chew et al., 2011).

A turvacdo pode ser determinada pela leitura de papel através da urina, e indica a
presenca ou auséncia de particulas em suspensdo, como cristais, bactérias, fungos, contetido
celular, goticulas de gordura, muco e sémen (Oshorne e Stevens, 2007; Wamsley e Alleman,
2007). A urina normal de caes e gatos é geralmente limpida. A presenca de turvagdo, mesmo
que ligeira, alerta para uma posterior investigacdo do sedimento urinario, de modo a poder

identificar-se a sua origem (Tripathi et al., 2011).
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C2.1.2. Densidade urinéaria / Gravidade especifica

A gravidade especifica ou densidade urinaria € a comparagdo entre o peso da urina e o
peso de igual volume de agua, refletindo a quantidade e o peso total de solutos presentes na
urina (Chew et al., 2011). Da-nos uma indicagdo sobre a capacidade dos tlbulos renais
responderem a estimulacéo pela hormona antidiurética e conservarem a agua, produzindo uma
urina concentrada (Wamsley e Alleman, 2007). Deve ser determinada com o auxilio do
refratdbmetro, que determina o indice refratil da urina em comparagédo com o da agua, uma vez
gue a tira urinaria humana nao é um indicador fiavel da densidade urinaria dos animais.
Idealmente, deveria usar-se um refratbmetro com escalas de densidade urinaria independentes
para cées e gatos e com compensacao da temperatura (Chew et al., 2011).

Barsanti (2012) refere que qualquer valor pode ser normal num cdo ou gato
convenientemente hidratado, uma vez que a densidade urinaria depende do teor de agua e da
quantidade de solutos da dieta excretados pelo rim, da funcéo renal e do estado de hidratacédo
(Chew et al., 2011). A densidade urinaria deve, por isso, ser interpretada tendo em conta
determinados dados do animal, como a idade, estado hidrico, doencas concomitantes,
concentragdes de ureia e creatinina séricas e de glicose e proteina na urina e a administracéo
recente de agentes terapéuticos (Wamsley e Alleman, 2007). Este teste é particularmente
importante na avaliagdo da funcéo renal em animais desidratados ou azotémicos, sendo que
em caso de desidratacdo, a urina de um cédo, com mais de quatro semanas de idade, devera
apresentar uma densidade superior a 1,030 e a de um gato uma densidade maior que 1,035,
para se poder descartar uma insuficiéncia tubular renal (Barsanti, 2012). E importante realcar
gue a densidade urinaria pode nao representar, apenas, a fungdo de concentragdo tubular,
estando falsamente aumentada em situag8es de glicosuria ou proteindria severas (Wamsley e
Alleman, 2007).

De modo a evitar a interferéncia de elementos celulares ou cristais presentes na leitura da
densidade urinaria no refratbmetro, deve usar-se o sobrenadante de urina sujeita a
centrifugacdo (Wamsley e Alleman, 2007).

A urina é classificada em hipostendrica, isostendrica ou hiperestendrica, consoante a sua
densidade seja, respetivamente, inferior, igual ou superior a do filtrado glomerular, que varia
entre 1,008 e 1,012 (Barsanti, 2012).

C2.2. Caracteristicas Quimicas

A tira urindria apresenta secg¢8es coloridas impregnadas com reagentes especificos para
cada teste, permitindo uma avaliagdo semiquantitativa dos componentes quimicos da urina. A
alteracdo da cor indica a presenca ou auséncia de determinadas substéncias, permitindo

estimar de forma aproximada a sua quantidade (Tripathi et al., 2011). Os resultados devem ser
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interpretados a luz da densidade urinaria para se ter uma ideia da sua significancia (Chew et
al., 2011).

Chew et al. (2011) recomendam a utilizacdo do sobrenadante de urina centrifugada, exceto
na avaliagdo da bilirrubina, a qual pode ser adsorvida por cristais de calcio presentes,
impedindo a sua detecdo pela tira. Os autores ndo recomendam a utilizacdo de urina
refrigerada, devido ao risco de inibicdo das reacBes enzimaticas e interferéncia na densidade
urinaria.

Apesar de ser um método simples e rapido na avaliagdo quimica da urina, apresenta
algumas limitacdes: os nitritos e urobilinogénio ndo tém qualquer utilidade na abordagem a
cées e gatos, a densidade urinaria indicada pela tira néo é fiavel e a reacéo dos leucécitos ndo

€ sensivel para caes nem especifica para gatos (Wamsley e Alleman, 2007).

C2.2.1. pH

O pH da urina resulta da regulacdo renal das concentragdes sanguineas de hidrogeniéo
(H*) e de bicarbonato (HCOz3") (Tripathi et al., 2011). Apesar do pH urinério variar consoante a
dieta e o equilibrio acido-base, ndo é um indicador fiavel do pH sanguineo (Chew et al., 2011).
A dieta carnivora faz com que o pH fisiolégico da urina de cées e gatos varie entre 5 e 7,5,
contudo, Barsanti (2012) refere que qualquer pH pode ser normal.

Uma interpretacao eficiente do pH urinario requer conhecimentos sobre o estado acido-
base do paciente, administrac6es terapéuticas, altura da colheita de urina em relagdo a
alimentacéo e os achados do sedimento (Wamsley e Alleman, 2007).

A urina &cida (pH<7) pode estar associada a ingestdo de carne, acidose metabolica ou
respiratéria, aciddria paradoxal na alcalose metabdlica com deplecdo de cloro e potassio
(vomitos, diarreia), catabolismo proteico (anorexia e febre) e administracdo de agentes
acidificantes. Contrariamente, a urina alcalina (pH>7) ocorre ap6s refeicdes recentes, em dietas
ricas em vegetais e cereais, administracdo de agentes alcalinizantes, alcalose metabdlica ou
respiratéria, acidose tubular renal, infecdo do trato urinario (ITU) por bactérias produtoras de
urease (geralmente Staphylococcus ou Proteus spp.), contaminacdo bacteriana ou por
desinfetantes durante ou apos a colheita, ou ainda devido a exposigdo prolongada da urina ao
ar, por evaporacao do didxido de carbono (COz) (Chew et al., 2011; Barsanti, 2012).

Por outro lado, saber o pH da urina também é essencial na interpretacdo de outros
achados, tais como a proteinuria, falsa auséncia de células e cilindros no sedimento e o tipo de

cristais e urdlitos que se poderéo vir a formar na urina (Wamsley e Alleman, 2007).

C2.2.2. Proteina

Numa situacao fisiolégica, a filtracdo glomerular permite apenas a passagem de globulinas
de baixo peso molecular e de uma pequena quantidade de albumina, as quais séo
maioritariamente reabsorvidas do filtrado pelos tabulos renais, permanecendo na urina uma

guantidade minima de proteina nao detetada pelos testes laboratoriais (Tripathi et al., 2011).
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As tiras de urina detetam essencialmente a presenga de albumina, sendo pouco sensiveis
as globulinas e proteinas de Bence Jones, devendo ser usadas apenas como primeira
abordagem (Tripathi et al., 2011).

A proteindria, isto €, uma concentracdo excessiva de proteina na urina, devera ser sempre
investigada. Em primeiro lugar, tem de se averiguar se é verdadeira ou artefactual, associada
ao uso e armazenamento impréprio da tira, contacto com residuos de antissépticos, ou ao pH
muito alcalino da urina (pH=9). De seguida, deve avaliar-se a sua severidade a luz da
densidade urinaria. Para termos 0 mesmo grau de proteina na tira urinaria, tem de haver uma
maior perda numa urina diluida relativamente a uma urina concentrada. Uma proteindria
insignificante pode ser ignorada, exceto em animais com terapias nefrotéxicas, as quais devem
ser imediatamente interrompidas, de modo a evitar o desenvolvimento de uma insuficiéncia
renal. E por fim, & necessario determinar a sua origem: pré-renal, renal ou pés-renal (Barsanti,
2012).

A proteindria pré-renal deriva da presenga de pigmentos proteicos enddégenos
(hemoglobina e mioglobina) ou de proteinas de Bence Jones, e pode ser descartada com o
auxilio do teste de sangue oculto da tira e com o doseamento sérico de globulinas. A
proteindria pos-renal € a mais comum e esta associada a hemorragia ou inflamagédo ao nivel da
ou caudal a pélvis renal. O exame do sedimento urinario é essencial para poder descartar
estas causas (Barsanti, 2012).

O diagnostico de proteindria renal s6 pode ser confirmado depois de excluir todas as
possibilidades anteriores. E importante saber se esta é temporaria ou persistente. A proteinGria
renal tempordria raramente é significativa e pode advir de exercicio extenuante, febre,
convulsBes e congestdo venosa renal. No caso de ser uma situagdo persistente (isto €, uma
proteindria detetada pelo menos trés vezes, com duas ou mais semanas de intervalo entre as
determinacdes), associada a disfuncdo glomerular ou tubular, € recomendada a realizacao de
um réacio Pur/Cur de modo a determinar a sua gravidade (Barsanti, 2012).

A tira urinaria pode ndo detetar a proteina (falsos negativos) em urinas muito acidas ou
diluidas (Tripathi et al., 2011).

C2.2.2.1. Réacio proteina/creatinina na urina (Pur/Cur)

O racio Pur/Cur deveréa ser usado para determinar a severidade da proteindria, depois de
se descartar fontes de proteindria extrarrenais, tais como causas pré-renais, hemorragia e
inflamacéo. A determinacéo do racio Pur/Cur permite, com uma Unica amostra de urina, obter
uma informacdo semelhante a veiculada pela determinacdo de proteina em urina de 24h
(Barsanti, 2012). No entanto, Tripathi et al. (2011) referem ainda que o racio pode nao ser
totalmente fiavel por refletir a fungdo renal num curto periodo de tempo.

Na auséncia de causas pré- e pés-renais, um racio Pur/Cur inferior a 0.2 é considerado

normal, por outro lado se for superior a 0.4 em gatos e superior a 0.5 em cées, respetivamente,
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confirma a proteindria renal. Valores intermédios séo considerados duvidosos (Guidelines IRIS,
2016).

A determinacdo do racio pode ser usada para ajudar a estabelecer o prognéstico de
doencas renais crénicas caninas recentemente diagnosticadas e, quando realizado
seriadamente, permite estadiar a progresséo da doenca renal e avaliar a resposta a terapia anti
hipertensora e anti proteindrica (Wamsley e Alleman, 2007). De acordo com as guidelines mais
recentes da IRIS, o racio deve ser determinado em pelo menos duas amostras de urina
colhidas de forma assética, ao longo de duas semanas. Pacientes que apresentem
persistentemente uma proteindria inconclusiva, devem ser reavaliados num prazo de dois

meses.

C2.2.3. Glicose

A glicose do filtrado glomerular é praticamente toda reabsorvida nos tubulos renais
proximais, ndo se encontrando, geralmente, em quantidades que permitam a sua detecao, pela
tira, na urina. A glicosuria ocorre quando a concentracdo sanguinea de glicose ultrapassa a
capacidade de reabsor¢do do rim, o que se verifica na diabetes mellitus, hiperglicemia
temporaria induzida pelo stress em gatos, hiperadrenocorticismo, pancreatite aguda,
administracdo de determinadas drogas e, raramente, na acromegalia, diestro,
hiperglucagonemia e hipertiroidismo e no feocromocitoma; ou quando existem doencas,
congénitas ou adquiridas, dos tdbulos renais proximais que interfiram com a reabsorcdo de
glicose, tais como, sindrome de Fanconi, glicosuria renal primaria, toxicidade por
aminoglicosideos ou insuficiéncia renal aguda com severa patologia tubular associada
(Wamsley e Alleman, 2007).

Falsos positivos poderdo ocorrer em hemorragias urinarias em pacientes com ligeira
hiperglicemia, em gatos com obstrucdo uretral (pseudoglicoslria), apés a administracdo de
drogas como a cefalexina, amoxicilina, clavulanato, enrofloxacina e nitrofurantoina e na
presenca de oxidantes, como o peréxido de hidrogénio e o hipoclorito. Por outro lado, falsos
negativos tém origem em sobrecrescimento bacteriano in vitro, cetondria, altas densidades ou
baixos pH urinarios e na presenca de acido ascorbico, tetraciclinas ou formaldeido (Wamsley e
Alleman, 2007; Chew et al., 2011; Barsanti, 2012).

C2.2.4. Cetonas

As cetonas — betahidroxibutirato, acetoacetato e acetona — sdo pequenos acidos organicos
produzidos, normalmente, em quantidades minimas, aquando da metabolizagdo dos acidos
gordos para a producédo de energia. Ndo sédo detetadas na urina de animais saudaveis sujeitos
a uma alimentacdo equilibrada. O aumento da demanda de energia, devido a alteracdes no
metabolismo de hidratos de carbono, como por exemplo na diabetes mellitus e na glicosuria
renal, estimula a lipélise, aumentando a producdo de subprodutos do catabolismo lipidico,

dando origem a cetondria (Wamsley e Alleman, 2007). As tiras de urina ndo detetam o
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betahidroxibutirato, cetona mais abundante em cades e gatos e responsavel pela acidose
(Barsanti, 2012).

A causa mais comum de ceton(ria é a cetoacidose diabética (Dibartola et al., 2010). Outras
potenciais causas sdo a anorexia prolongada, principalmente em animais jovens, dieta rica em
gorduras e pobre em acgucares, febre, exercicio ou frio extremos, hiperglucagonemia,
hipoglicemia persistente, doengca de armazenamento do glicogénio, lactacao e gestacéo e pos-
pancreatectomia (Wamsley e Alleman, 2007).

Falsas cetondrias podem ocorrer associadas a varios farmacos, cistindria, baixos pHs ou
altas densidades. A presenca de bactérias pode diminuir os niveis de cetonas na urina, levando

a falsos negativos (Wamsley e Alleman, 2007).

C2.2.5. Bilirrubina

O normal metabolismo da hemoglobina, proveniente dos eritrécitos senescentes, resulta na
formagédo hepatica de bilirrubina conjugada, a qual é removida do organismo principalmente
pela bilis, via trato gastrointestinal, e em menor extenséo pela urina, apos filtragdo glomerular
(Wamsley e Alleman, 2007).

A bilirrubina ndo conjugada, por estar ligada a albumina, permanece em circulacdo, exceto
em causas de nefropatia com albumindria. No entanto, a tira urinaria s deteta a bilirrubina
conjugada (Wamsley e Alleman, 2007).

A bilirrubindria, mesmo que ligeira, € um forte indicador de doenca hemolitica ou
hepatobiliar obstrutiva em gatos, devido ao seu alto limiar de excrecdo renal de bilirrubina
conjugada. No entanto, ndo é muito (til em cées, porque para além de apresentarem um limiar
de excrecao renal baixo em urinas concentradas (DU>1,030), as suas células epiteliais
tubulares tém a capacidade de converter a hemoglobina em bilirrubina conjugada, e excreta-la
na urina (Wamsley e Alleman, 2007). Por esta razdo, o grau de bilirrubindria canina devera ser
interpretado em conjunto com a densidade urinaria. E considerado fisioldgico, uma urina canina
concentrada apresentar uma bilirrubindria vestigial (+/-) a 1+. Maiores concentracdes de
bilirrubina poderao indicar hemolise, doenga hepatica, obstrugao biliar extra-hepatica, febre e
jejum prolongado (Chew et al., 2011).

A bilirrubina é sensivel a luz, ao acido ascorbico e ao ar, podendo, na presenca destes, ser
degradada ou oxidada a biliverdina, originando falsos negativos (Wamsley e Alleman, 2007). A
bilirrubina urinaria pode estar artefactualmente aumentada apds a administracdo de grandes

quantidades de fenotiazinas (Barsanti, 2012).

C2.2.6. Urobilinogénio

O urobilinogénio € um metabolito da bilirrubina conjugada, produzido no intestino pela acao
bacteriana. E absorvido do intestino para o sangue portal, sendo reciclado no figado e
excretado, em grande parte, na bilis. Uma pequena quantidade é filtrada pelo glomérulo e

eliminada na urina (Tripathi et al., 2011).
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O esperado é encontrar uma pequena fracdo na urina. A auséncia de urobilinogénio
urindrio pode dever-se a obstrucdo do ducto biliar e variagdo diurna dos niveis de
urobilinogénio. Por outro lado, o0 aumento da sua concentra¢do na urina pode estar associado a
doencas hemoliticas ou a diminuicdo da massa hepéatica funcional (Wamsley e Alleman, 2007).

A variacdo diurna dos seus niveis, a interferéncia de varias drogas, a instabilidade da
substancia, e a baixa sensibilidade do teste da tira urinaria na sua detecéo, fazem com que a
pesquisa de urobilinogénio em amostras de urina ndo tenha grande significado clinico em

medicina veterinaria (Wamsley e Alleman, 2007).

C2.2.7. Sangue oculto

O teste de sangue oculto da tira urinaria baseia-se na reacdo da peroxidade da
hemoglobina e mioglobina, detetando a presenca de eritrocitos intactos, hemoglobina derivada
da lise eritrocitaria, intravascular ou urindria, ou a presenca de mioglobina proveniente de
midcitos lesionados (Chew et al., 2011; Tripathi et al., 2011). A distincao entre estes achados
s6 é possivel com o auxilio do sedimento urinario, investigacdo de hemdlise sérica e de leséo
muscular. Caso seja necessario, pode recorrer-se também ao teste de precipitacdo da
hemoglobina pelo sulfato de amoénia ou a um proteinograma da urina, de modo a distinguir
entre hemoglobindria e mioglobindria (Chew et al., 2011)

O teste é muito sensivel, conseguindo detetar o correspondente a um a dois eritrocitos por
hpf (isto é, 400x), o que é considerado normal (até 5 RBCs/hpf) (Barsanti, 2012).

A presenca de agentes oxidantes (por exemplo, desinfetantes) ou de fezes de pulgas
podem produzir um falso positivo neste teste, contrariamente a presenca de acido ascorbico,
captopril ou formol, que podem originar falsos negativos (Wamsley e Alleman, 2007; Barsanti,
2012).

A hemoglobindria, secundaria a hemdlise sistémica, pode advir de uma transfusao
sanguinea incompativel, anemia hemolitica imunomediada, CID, sindrome da veia cava na
Dirofilariose, torcéo esplénica, choque de calor, hiposfosfatemia severa, toxicidade por zinco ou
de deficiéncias enziméaticas eritrocitarias (Chew et al., 2011). J& a hemoglobindria devida a lise
de eritrécitos pode ocorrer pelo contacto com urinas diluidas ou alcalinas (Barsanti, 2012).

A mioglobindria, derivada de rabdomidlise severa, tem origem em contracdes musculares
persistentes na epilepsia, atropelamento, apés exercicio fisico, choque de calor ou numa
hipocalemia severa (Chew et al., 2011).

A origem da hematuria sera abordada na avaliagdo do sedimento urinario.

C2.2.8. Leucdécitos

A pesquisa de leucdcitos na tira urinaria baseia-se na atividade da esterase leucocitaria, a
gual é usada, em humanos, para indicar a presenca de inflamacao ou infecao do trato urinario
el/ou genital. Este teste da tira urinaria é pouco fiavel em cées e gatos (Tripathi et al., 2011) Nos
cées, apesar de ser bastante especifica (93,2%), € pouco sensivel (46%) para a pidria,

originando muitos falsos negativos. Na urina felina, apresenta uma sensibilidade moderada
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(77%) mas baixa especificidade (34%), produzindo muitos falsos positivos. A confirmacéo de
pilria em cées e gatos obriga, assim, a analise microscopica do sedimento urinario (Osborne e
Stevens, 1999; Chew et al., 2011).

C2.2.9. Nitritos

Os nitritos s&o a forma reduzida, por acdo bacteriana, dos nitratos, constituintes normais da
urina, provenientes da alimentacdo. Um teste positivo sugere bacteridria significativa, no
entanto, um resultado negativo, ndo permite excluir a sua presenca. Por isso, ndo tem utilidade

em cées e gatos (Osborne e Stevens, 1999).

C2.3. Sedimento urinario

O exame do sedimento urinario deve estar incluido em todas as urianalises de rotina,
principalmente, quando se detetam alteracdes na urianalise tipo |.

A observacdo microscopica do sedimento permite determinar semi-quantitativamente a
concentracdo de células, cilindros, microrganismos ou cristais, indicando potenciais alteracfes
do trato geniturinario (Wamsley e Alleman, 2007).

De modo a minimizar interferéncias na interpretacao de resultados, o sedimento devera ser
preparado e examinado de forma padronizada. A urina devera ser o mais fresca possivel, uma
vez que os cilindros e as células presentes degeneram rapidamente em contacto com a urina
(Chew et al., 2011). Caso nao seja analisada nos primeiros trinta minutos apés a colheita,
devera ser refrigerada, de modo a evitar as alteracdes de pH, secundarias a proliferacdo de
bactérias contaminantes e a evaporacdo do CO2. As bactérias produtoras de urease, ao
converterem a ureia em amonia, alcalinizam a urina, levando a fragmentacédo de células e
cilindros e induzindo a formacao de cristais in vitro (Osborne e Stevens, 1999).

As recomendacdes para a preparacdo do sedimento urinario variam consoante os autores.
Enquanto, Osborne e Stevens (1999) recomendam a centrifugacéo ligeira (1500-2000 rpm
durante 3-5 minutos), num tubo de fundo conico, de 5 mL de urina, e 0 uso de 0.5mL de urina
para ressuspensdo do sedimento; Wamsley e Alleman (2007) referem que o volume de
sobrenadante usado para ressuspender o sedimento urinario devera corresponder sempre a
20% do volume total de urina centrifugada, o que no caso de 5 mL equivale a 1mL de
sobrenadante.

Varios corantes podem ser usados para auxiliar na distincdo das diferentes células e
bactérias no exame a fresco do sedimento urinario. No entanto podem formar precipitados ou
apresentar microrganismos contaminantes. Visto que, o corante acaba por diluir a
concentracao de células na urina, ndo deve ser usado para as contagens, devido ao risco de
subestimacao (Wamsley e Alleman, 2007).

Uma vez que a densidade urinaria fornece informacdes Uteis acerca da concentracao
relativa de agua e elementos no sedimento urinario, os resultados deste devem ser sempre

interpretados de acordo com a densidade da urina. Para além disso, é importante ter em conta
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gue urinas diluidas, com uma densidade inferior a 1.008, podem induzir a lise celular (Osborne
e Stevens, 1999).

O significado da presenca de células e bactérias ndo pode ser interpretado sem ter em
atencdo o método de colheita da urina. Células e bactérias em amostras ndo colhidas por
cistocentese poderdo ter origem numa contaminacdo do trato genital, assim como o0s
eritrocitos, caso ndo se opte pela miccdo espontanea, podem resultar de um traumatismo
associado ao método de colheita (Osborne e Stevens, 1999).

O numero dos diferentes tipos de células considerado fisiologico depende do método de
colheita de urina e sera descrito aquando da abordagem dos eritrécitos, leucdcitos e células

epiteliais.

C2.3.1. Eritrécitos

Os eritrocitos aparecem, geralmente, em sedimentos urinarios ndo corados, como
estruturas ligeiramente refrateis, sem conteddo interno, com uma coloracao laranja palida. A
sua forma é determinada pela densidade urinaria, apresentando-se com um aspeto crenado e
distorcido em urinas concentradas, ou globular em urinas diluidas, podendo mesmo lisar nestas
Gltimas. Em urinas isostendricas mantém a sua forma bicdncava (Wamsley e Alleman, 2007;
Tripathi et al., 2011). A permanéncia prolongada na urina faz com que percam a hemoglobina,
aparecendo como células fantasma incolores (Osborne e Stevens, 1999).

E normal estarem, ocasionalmente, presentes no sedimento urinario de um animal
saudavel, sendo aceitavel encontrar até trés, cinco ou oito eritrécitos/hpf em urinas colhidas,
respetivamente, por cistocentese atraumatica, algaliagdo ou micgdo espontanea, de acordo
com Chew et al. (2011). Wamsley e Alleman (2007) concordam com 0s valores anteriores no
caso da cistocentese, mas discordam dos valores referidos para a algaliacdo e miccao
espontanea, considerando fisiolégico encontrar até oito eritrocitos/hpf em urinas colhidas por
estes dois métodos.

A existéncia de um numero excessivo de eritrocitos na urina é designada por hematuria, a
gual pode ser macroscopica ou apenas microscopica. Pode ter origem em qualquer local do
trato urinario ou numa contaminacdo pelo trato genital, em casos de doenca prostatica,
secrecBes penianas e prepuciais, doenca uterina e corrimentos vaginais, vestibulares ou
vulvares. Causas urinarias de hematiria sdo traumas (exdgenos ou iatrogénicos), urolitiase,
neoplasia, inflamacéo ou infecao do trato urinario, cistite idiopatica felina, lesées induzidas por
farmacos, doencas hemorragicas sistémicas (intoxicacdo por varfarina, CID e trombocitopenia),
nefrite ou nefrose, hematoma renal, infecdes parasitarias principalmente por Dictiophyma
renale e Capillaria spp., €, mais raramente, enfarte renal (Chew et al., 2011). No céo, a causa
mais comum €é a ITU, enquanto no gato, ocorre mais frequentemente associada a cistite
idiopatica felina (Barsanti, 2012).

E importante ter em conta que as contagens poderdo estar falsamente diminuidas em

urinas hipostenuricas ou alcalinas devido a hemdlise (Barsanti, 2012).
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Caso a hematuria seja evidente a olho nu, o momento de saida de sangue na urina, ajuda
a localizar a origem da hemorragia. A eliminacdo de sangue independente da miccdo ou mais
intensa no seu inicio sugere uma hemorragia com origem na uretra, prostata ou prepucio em
cédes machos, ou Utero ou a vagina em fémeas. Por outro lado, a saida de sangue no final da
miccao sugere uma origem vesical. A hematdria que persiste durante todo o periodo de mic¢éo

podera ter origem em qualquer parte do trato urogenital (Barsanti, 2012).

C2.3.2. Leucdcitos

Na urina, podem ser encontrados neutréfilos (em maior niumero), eosindfilos, linfécitos e
mondcitos/macréfagos. O seu aspeto € variavel, depende do tipo de leucécito presente e da
influéncia de varios fatores, como a densidade urinaria, pH e possiveis toxinas bacterianas, na
sua morfologia. Em urinas frescas, aparecem como estruturas redondas com uma dimenséo
1.5 a 2 vezes maior que os eritrocitos, com ou sem granulagao citoplasmatica, e com nucleo
que pode ser redondo ou segmentado. Tal como os eritrocitos, retraem em urinas
concentradas e expandem em urinas diluidas. A granulacéo citoplasmatica pode ser propria do
leucécito, no caso dos granulécitos, ter origem numa degeneragdo nuclear ou corresponder a
material fagocitado, dificultando a distincdo dos diferentes leucécitos numa preparacdo néo
corada (Osborne e Stevens, 1999).

A contagem pode diminuir artefactualmente em urinas alcalinas, hipoténicas ou que sao
sujeitas, durante um longo periodo de tempo, a temperatura ambiente (Barsanti, 2012).
Osborne e Steven's (1999) referem que o nimero de leucécitos reduz para metade por cada
hora que a urina € mantida nao refrigerada.

E considerado normal, para Chew et al. (2011), a presenca até trés, cinco ou oito
leucécitos/hpf em sedimentos de urinas colhidas por cistocentese, algaliacdo ou micgdo
espontanea, respetivamente. Wamsley e Alleman (2007) concordam com 0s autores anteriores
relativamente ao valor referido para a cistocentese mas referem que nos outros dois métodos
de colheita é normal a presenca até oito leucocitos/hpf.

O aumento do numero de leucocitos na urina é designado por pidria e indica uma
inflamacéo, séptica ou ndo, nalguma secc¢do do trato urinario ou uma contaminagao a partir do
trato genital, a qual é, a partida, descartada numa colheita por cistocentese (Dibartola et al.,
2010; Barsanti, 2012).

A ITU é a principal causa de pilria em caes e gatos, seguida da urolitiase e da neoplasia
(Barsanti, 2012). A prostatite, a piometra e, menos comummente, as infecfes por virus,
micoplasmas e ureaplasmas também podem originar pidria (Wamsley e Alleman, 2007). Chew
et al. (2011) referem as infecdes por fungos e leveduras como causas raras de pidria.

Numa situacao de pilria deve investigar-se, com atencgéo, sinais de uma possivel ITU, tais
como a presenga de agregados leucocitarios e de bactérias, no sedimento urinario. Para que
sejam visiveis ao microscopio 6tico é necessaria a presenca de pelo menos 10000 bacilos/mL

ou 100000 cocos/mL de urina (Wamsley e Alleman, 2007).
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Mesmo que a pilria ndo seja acompanhada por outros indicios de infecédo, é recomendada
a realizacdo de uma cultura bacteriolégica de urina (Chew et al., 2011; Barsanti, 2012). Esta
também pode ser falsamente negativa quando os microrganismos ndo se encontram viaveis
devido a uma administracdo prévia de antibiéticos, armazenamento prolongado da urina, ou
devido a presenca de microrganismos altamente fastidiosos (Wamsley e Alleman, 2007).

Também pode acontecer o oposto, isto €, bacteridria sem pilria associada, em
contaminagBes da amostra de urina, durante a mic¢do ou algaliacdo, uma vez que um trato
urinario saudavel s6 é estéril até a meio da uretra; ou mesmo durante o processamento, em
sobrecrescimento bacteriano in vitro em urinas mal acondicionadas; e, ainda, em infecdes
urinarias silenciosas em individuos com hipercortisolemia, diabetes mellitus ou outros estados

imunossupressores (Wamsley e Alleman, 2007).

C.2.3.3. Células epiteliais

A superficie epitelial do trato urogenital esta em constante renovacgao, por isso, é frequente
encontrar um pequeno nimero de células epiteliais (<5/cpa) em amostras de urinas normais. O
aumento do seu nimero pode ocorrer em amostras colhidas por algaliagdo ou em pacientes
com inflamacao, hiperplasia ou neoplasia do trato urogenital (Wamsley e Alleman, 2007).

O trato urogenital é revestido por diferentes tipos de células epiteliais (escamosas, de
transicdo e tubulares renais) sendo assim, a identificacdo do tipo presente no sedimento
urinario pode auxiliar a reconhecer a sua origem. No entanto, a presenca de células de
transicao altamente pleomorficas, associada ao fato de todas as células epiteliais se tornarem
redondas em fluidos e degenerarem em contacto com a urina, torna a tarefa quase impossivel,

principalmente em sedimentos ndo corados (Wamsley e Alleman, 2007).

C2.3.4. Cilindros

Os cilindros sdo moldes cilindricos dos tubulos renais compostos por uma matriz de
mucoproteina de Tamm-Horsfall, libertada pelas células epiteliais tubulares distais, com ou sem
células associadas. E o seu componente predominante que os permite classificar em hialinos,
celulares, granulares ou cerosos (Chew et al., 2011).

Formam-se por precipitacdo de material que possa estar presente no limen tubular
(células, restos celulares, goticulas de gordura, hemoglobina e bilirrubina), principalmente a
nivel distal, devido a maior acidez, maior concentracdo de soluto e menor fluxo de urina nos
tubulos distais e ductos coletores. Um aumento da quantidade de proteinas plasmaticas
presentes no fluido tubular também favorece a precipitagdo de mucoproteina de Tamm-
Horsfall. Caso estejam presentes algumas células aquando da sua formacdo, estas
continuardo a degenerar ao longo do tempo, transformando o cilindro celular em granular e por
fim num cilindro ceroso, rico em colesterol (Wamsley e Alleman, 2007; Chew et al., 2011).

O numero de cilindros observados no sedimento ndo esta correlacionado com a severidade
ou reversibilidade da doenca renal, e a sua auséncia nao permite excluir a existéncia de uma

alteracao tubular, uma vez que, tendem a ser eliminados de forma intermitente e sao frageis,
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estando sujeitos a uma rapida degeneracao, principalmente em urinas alcalinas (Wamsley e
Alleman, 2007; Tripathi et al., 2011).

E considerada normal a presenca de até dois cilindros hialinos e até um cilindro granular
por low-power field — Ipf — isto €, por campo de 100x do sedimento urinario. Os cilindros
celulares sdo sempre um achado patolégico. A presenca de nimeros anormais de cilindros no
sedimento urinario € designada por cilindriria e reflete alteragbes da atividade tubular renal
(Chew et al., 2011).

Barsanti (2012) refere ainda os pseudocilindros, que se podem formar por degeneracéo

das células uroteliais em urinas colhidas ha mais de 10 horas.

C2.3.4.1. Cilindros hialinos

Os cilindros hialinos séo estruturas incolores e transparentes compostas por mucoproteina,
gue podem apresentar um pequeno numero de goticulas de gordura ou lipidos. Tém
normalmente um minimo significado patoloégico, podendo formar-se temporariamente em
situagBes de febre, exercicio e congestdo renal passiva. O aumento do seu nimero pode
ocorrer ainda na proteinudria de origem renal (Wamsley e Alleman, 2007; Chew et al., 2011).

N&do devem ser confundidos com filamentos de muco, os quais ndo apresentam lados
paralelos, nem extremidades regulares. O muco esta normalmente associado a irritacdo uretral

ou a secrecdes genitais em caes e gatos (Chew et al., 2011; Tripathi et al., 2011).

C2.3.4.2. Cilindros celulares

Sao designados de acordo com o tipo de célula predominante no seu interior. Raramente
se observam devido ao atraso entre a colheita de urina e o exame do seu sedimento,
associado ao facto das suas células degenerarem rapidamente. E normalmente necessario
examinar a urina nos primeiros 15 minutos apés a colheita para os poder detetar (Chew et al.,
2011).

Os cilindros de leucécitos sdo raros e indicam inflamacéo renal tubulointersticial. Esta pode
estar associada a pielonefrite, nefrite intersticial aguda ou subaguda, nefrose ou
glomerulonefrite exsudativa. A degeneracdo celular pode impossibilitar a diferenciagdo entre
estes e os cilindros de células epiteliais tubulares renais (Chew et al., 2011; Barsanti, 2012).

Os cilindros de eritrocitos sdo ainda mais raros que os de leucécitos, devido a sua maior
fragilidade. A sua presenca indica hemorragia para o interior dos tibulos ou lesdo glomerular
severa, como é o caso da glomerulonefrite, vasculite ou enfarte renal. Estes cilindros podem
aparecer sob a forma de cilindros de hemoglobina, devido a perda da membrana celular dos
eritrécitos (Chew et al., 2011; Barsanti, 2012).

Os cilindros de células epiteliais contém células de descamagdo dos tubulos renais e
ocorrem em doencgas renais em que ha lesédo tubular severa, como a necrose tubular aguda ou
a pielonefrite (Chew et al., 2011; Barsanti, 2012).
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Existem ainda os cilindros mistos nos quais se consegue identificar mais que um tipo
celular. Quando se ndo se consegue distinguir o tipo de células presente no cilindro, este é

classificado com cilindro de células degeneradas (Chew et al., 2011).

C2.3.4.3. Cilindros granulares

Os cilindros granulares sao o tipo mais comum e séo constituidos por células degeneradas
e, ocasionalmente, detritos tubulares associados a matriz mucoproteica. Em nimero excessivo
sugerem degeneracédo tubular acelerada, podendo ocorrer também em pacientes com doenga
glomerular, nos quais grandes quantidades de proteinas plasmaticas filtradas precipitam na
urina (Chew et al., 2011; Tripathi et al., 2011).

C2.3.4.4.Cilindros cerosos

Os cilindros cerosos sdo estruturas mais largas sem conteddo granular e com
extremidades retas, que contém muitas vezes fissuras. Formam-se nos ductos coletores, apos
degeneracdo dos cilindros granulares, e indicam lesdes tubulares cronicas, severa estase
urindria e mau prognéstico. Estdo associados a estados avancados de doencgas renais crénicas
(Chew et al., 2011; Tripathi et al., 2011).

C2.3.5. Cristais

A presenga de cristais na urina € denominada por cristaliria e indica a sua
sobressaturacdo com substéncias cristalogénicas. Uma vez que a formacdo de cristais é
bastante influenciada por fatores in vitro como a temperatura, evaporagdo, pH da urina e pela
técnica de preparacdo do sedimento, a pesquisa de cristais deve ser feita em urinas
recentemente colhidas e nao refrigeradas (Tripathi et al., 2011). Segundo Chew et al., (2011), a
refrigeracdo aumenta a precipitacdo de qualquer tipo de mineral presente.

Os cristais de estruvite, oxalatos e fosfatos amorfos sdo comuns na urina de cdes e gatos
saudaveis e geralmente tém pouco significado clinico (Tripathi et al., 2011).

A cristalria ndo é sinénimo de urolitiase, assim como a urolitiase nem sempre se
manifesta por cristallria. No entanto, uma cristalUria persistente, numa urina fresca, € um fator
de risco para o desenvolvimento de urélitos e também para a formacado de rolhfes uretrais em
gatos.

A observacgéao de cristais no sedimento urinario devera ser reportada descrevendo o tipo de
cristal presente, a quantidade aproximada, o tamanho e a sua disposicdo (individual ou
agregada). Aquando da interpretacédo destes achados, deve ter-se sempre em conta o intervalo
de tempo entre a colheita e a andlise e a existéncia ou nao de refrigeracado da urina (Chew et
al., 2011).

Na avaliacdo de sedimentos de urina recentemente colhida, a existéncia de um grande
namero de cristais, cristais de maiores dimensdes ou que estejam agregados, sugere uma

maior probabilidade de urolitiase (Chew et al., 2011).
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O quadro 5 indica o pH urinario e as causas mais comuns associadas a formacdo dos

diferentes tipos de cristais encontrados comummente na urina de cées e gatos.

Quadro 5: pH de formagdo e potenciais causas associadas a formagdo dos diferentes tipos de cristais
encontrados comummente na urina de cées e gatos. Adaptado de Wamsley e Alleman, 2007.

Cristal

Estruvite (fosfato
amoniaco
magnesiano)

pH de formacgéo

Neutro e alcalino

Potenciais causas

Refrigeragdo por mais de uma hora
Comum em animais saudaveis
ITU por bactérias urease-positivas
Alcalinizacdo da urina
Urdlitos estéreis ou associados a infegédo

Oxalato de calcio di-
idratado

Em qualquer pH
urinario

Armazenamento superior a uma hora (com ou sem
refrigeracéo)
Animais saudaveis
Acidificacéo da urina
Urolitiase de oxalato de calcio
Hipercalciuria (por hipercalcemia ou hipercortisolemia)
Hiperoxaliria (ingestéo de vegetais ricos em oxalato,
etilenoglicol ou chocolate)

Oxalato de calcio
monoidratado

Acido ou neutro

Hiperoxaluria

Comuns, em pequeno numero, em urinas caninas
concentradas, principalmente de machos

biurato de amoénia

Bilirrubina Acido Alteracdo do metabolismo da bilirrubina (doenca
hemolitica/ hepatobiliar)
Fosfatos amorfos Alcalino Insignificantes, em animais saudaveis
Ma formagéo portossistémica
Uratos amorfos e ) Doenca hepatica severa
Acido Urolitiase de biurato de aménia

Sem significado patolégico quando presentes em baixo
namero em Dalmatas e Bulldog Inglés

Cistina

Acido e neutro

Defeito no transporte de aminoacidos nos tubulos renais
proximais

latrogénicos:
- Sulfonamidas
- Xantina
- Meio de contraste

Acido e neutro
Acido

Administracdo de antibidticos sulfonamidas
Administragcéo de alopurinol
Administracao de agentes de contraste radiografico

C2.3.6. Gordura

A gordura aparece sob a forma de goticulas altamente refrateis de tamanho variavel, as

quais se encontram num plano superior as células, ndo devendo ser confundidas com

eritrécitos. A sua presenca na urina nao tem, geralmente, qualquer significado patoldgico e é

comum em gatos (Tripathi et al., 2011).

C2.3.7. Espermatozoides

A presenca de espermatozoides € comum na urina, colhida por miccdo espontéanea, de

machos inteiros ou fémeas recentemente inseminadas (Tripathi et al., 2011).
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Parte IV: Caso Clinico — Leishmaniose Canina

a) ldentificacdo

O J6 é um canideo macho, inteiro, de raca indeterminada, com 6 anos de idade.

b) Histéria clinica

Vivia exclusivamente fora de casa, em Miranda do Douro, e a Unica profilaxia que tinha feito
era a vacina antirrdbica (Rabigen da Virbac®), ndo sendo desparasitado interna nem
externamente.

Em Agosto de 2015, o proprietario notou o aparecimento de lesdes cutaneas, que se foram
tornando cada vez mais exuberantes, apatia e perda progressiva de peso.

Foi a consulta no dia 11 de Janeiro de 2016, com queixa de lesdes cutaneas nos quatro

membros, hiporrexia, prostracéo e baixa condicdo corporal.

c) Diagndsticos presuntivos

O J6 apresentava sinais clinicos inespecificos. Contudo, tendo em conta a auséncia de
desparasitagcdo ou vacinagdo, 0s principais diagnoésticos diferenciais foram infecGes
parasitarias, fungicas, bacterianas e/ou virais. Outras causas possiveis eram afecdes alérgicas
ou neoplasias. De modo a investigar-se a etiologia do processo, foram requisitados meios

complementares de diagnostico a um laboratorio veterinario.

d) Abordagem laboratorial

No dia 12 de Janeiro de 2016, recebeu-se no laboratério Inno, uma amostra de sangue com
EDTA e uma amostra de soro. As analises requisitadas foram o hemograma e conjunto de
bioguimicas séricas (creatinina, ureia, ALT, proteinas totais, albumina e globulinas).

Os resultados da analitica solicitada encontram-se nos quadros 6 e 7. Os valores a negrito

estado fora dos intervalos de referéncia.

Quadro 6: Hemograma realizado a 12 de Janeiro de 2016. WBC — White Blood Cells, RBC — Red Blood
Cells, VCM — Volume Corpuscular Médio, CHM — Concentracdo de Hemoglobina Média, CHCM —
Concentracédo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW — Red cell Distribution Width, PLT — Plaquetas.

Parametros Resultados valores de Unidades
referéncia
WBC 5.69 6.0-17.0 x103/uL
Neutréfilos 4.42 3.0-11.8 x103/uL
Linfécitos 0.75 1.0-4.8 x103/uL
Mondcitos 0.14 0.2-2.0 x103/uL
Eosindfilos 0.38 0.1-1.3 x103/uL
Basofilos 0.00 0.0-0.5 x103/uL
RBC 5.81 5.50-8.50 x108/uL
Hemoglobina 13.2 12.0-18.0 g/dL
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Hematécrito 41.3 37.0-55.0 %
VCM 71.1 60.0-74.0 fL
CHM 22.7 19.5-24.5 pg

CHCM 32.0 31.0-36.0 g/dL
RDW 18.0 12.0-18.0 %
PLT 250 200-500 X10%/uL

Quadro 7: Parametros bioquimicos analisados a 12 de Janeiro de 2016. ALT — Alanina aminotransferase.

Valores de .
Parametros Resultados Unidades

referéncia

Creatinina 0.87 0.5-1.7 mg/dL
Ureia 25.6 17.0-60.0 mg/dL
ALT 24.5 10.0-109.0 u/iL

Proteinas totais 8.6 5.4-7.5 g/dL

Albumina 3.31 2.3-3.7 g/dL

Globulinas 5.30 2.7-4.4 g/dL

e) Interpretagéo de resultados
Leucopenia com linfopenia ligeiras.

Hiperproteinemia com hiperglobulinemia.

f) Recomendagdes
Com o objetivo de identificar as alteracdes responsaveis pela hiperglobulinemia, o
laboratério recomendou a realizacéo do proteinograma sérico, cujos resultados estdo descritos

no quadro 8. Na figura 15 esta representado o eletroforetograma sérico.

Quadro 8: Proteinograma sérico. A/G — Albumina/globulinas

Valores de .
Parametros Resultados Unidades

referéncia

Proteinas totais 8.6 5.4-7.5 g/dL
Albumina 3.31 2.3-3.7 g/dL
Globulinas 5.30 2.7-4.4 g/dL

al-globulinas 0.12 0.2-0.5 g/dL
a2-globulinas 1.34 0.3-1.1 g/dL
B-globulinas 1.21 0.6-1.2 g/dL
y-globulinas 2.63 0.5-1.8 g/dL
Réacio AIG 0.63 0.6-1.1 -
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Figura 15: Electroforetograma sérico realizado no dia 12 de Janeiro de 2016.

O paciente J6 apresentava aumento das 0-2, 3 e y-globulinas e gamopatia policlonal
(evidenciada na figura 15), indicativas de estimulagdo antigénica cronica.

Uma vez que o animal vivia numa area endémica de leishmaniose e ndo fazia qualquer
profilaxia, a principal suspeita recaiu sobre a infecdo com Leishmania infantum. Para confirmar
a infecéo foi solicitada a realizagdo da pesquisa de Ac anti-Leishmania, através do método de
ELISA indireto (Leiscan®). O resultado da serologia, que se encontra no quadro 9, evidencia um

alto titulo de Ac, indicativo de infecao e de leishmaniose clinica.

Quadro 9: Serologia quantitativa realizada no dia 12 de Janeiro de 2016. Rz — Razao.

Parametro Resultado Valor de referéncia

Leiscan® Positivo muito alto (Rz=4.1) Negativo (Rz<0.9)

g) Diagndstico definitivo

Leishmaniose clinica canina com alteracdes cutaneas secundarias.

h) Tratamento

A médica veterinaria assistente instituiu tratamento especifico para a leishmaniose
composto por miltefosina durante 28 dias e alopurinol ad eternum.

Foi colocada uma coleira de libertacdo lenta impregnada com deltametrina e uma pipeta de
permetrina e imidaclopride. Aconselhou-se também o proprietario a pulverizar as paredes e
telhados do abrigo do canideo com inseticidas de longa duracéo.

A medicacédo englobou ainda AINEs, antibidticos e champfs para tratamento das lesdes

cutaneas.
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i) Monitorizacao de tratamento

Um més ap0os o inicio do tratamento da leishmaniose, foi requisitada uma nova avaliacédo
laboratorial do hemograma, bioquimicas séricas (proteinas totais, albumina, globulinas, glicose,
creatinina, ureia, ALT, FA e bilirrubina total séricas) proteinograma e serologia quantitativa por
ELISA indireto. Os resultados obtidos estéo registados nos quadros 10, 11, 12 e 13, sendo que
os valores a negrito se encontram fora dos intervalos de referéncia.

Foi também solicitada a realizagdo de esfregago sanguineo para identificacao de alteracdes
morfologicas. Observaram-se abundantes agregados de eritrécitos, que apos a prova de soro,
se comprovou serem rouleaux e ndo autoaglutinacao.

Na figura 16 encontra-se a representacdo do padrdo eletroforético das proteinas séricas
obtido apds 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol.

Na folha de requisicdo vinha a informacéo que o paciente encontrava-se clinicamente muito
melhor: as lesGes cutdneas comecaram a cicatrizar, estava muito ativo, tinha recuperado o

apetite e algum do peso perdido.

Quadro 10: Hemograma realizado apdés 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol. WBC — White
Blood Cells, RBC — Red Blood Cells, VCM — Volume Corpuscular Médio, CHM — Concentracdo de
Hemoglobina Média, CHCM — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW — Red cell
Distribution Width, PLT — Plaquetas, VPM — Volume Plaquetar Médio.

Parédmetros Resultados valores (.1e Unidades
referéncia
WBC 12.30 6.0-17.0 x103/uL
Neutréfilos 7.50 3.0-11.8 x103/uL
Linfécitos 2.46 1.0-4.8 x10%/uL
Mondcitos 0.74 0.2-2.0 x103/uL
Eosindfilos 1.60 0.1-1.3 x103/uL
Basdfilos 0.00 0.0-0.5 x10%/uL
RBC 4.97 5.50-8.50 x108/uL
Hemoglobina 10.5 12.0-18.0 g/dL
Hematécrito 30.3 37.0-55.0 %
VCM 61.0 60.0-74.0 fL
CHM 21.1 19.5-24.5 PY
CHCM 34.7 31.0-36.0 g/dL
RDW 18.0 12.0-18.0 %
PLT 577 200-500 x103/uL
VPM 10.3 5.0-15.0 fL
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Quadro 11: Resultados dos parametros bioquimicos analisados apds 28 dias de tratamento com
miltefosina e alopurinol. ALT — Alanina aminotransferase, FA — Fosfatase Alcalina.

Valores de .
Parametros Resultados Unidades

referéncia

Proteinas totais 8.5 5.4-7.5 g/dL
Albumina 3.28 2.3-3.7 g/dL
Globulinas 5.22 2.7-4.4 g/dL

Glicose 50.2 76.0-119.0 mg/dL
Creatinina 1.1 0.5-1.7 mg/dL
Ureia 45.0 17.0-60.0 mg/dL
ALT 375 10.0-109.0 u/iL
FA 44 1.0-114.0 u/L
Bilirrubina total 0.0 0.0-0.3 mg/dL

Quadro 12: Proteinograma sérico realizado ap6s 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol. A/G
— Albumina/globulinas

. Valores de .
Parametros Resultados . Unidades
referéncia

Proteinas totais 8.5 5.4-7.5 g/dL
Albumina 3.28 2.3-3.7 g/dL
Globulinas 5.22 2.7-4.4 g/dL

al-globulinas 0.07 0.2-0.5 g/dL
a2-globulinas 1.10 0.3-1.1 g/dL
B-globulinas 1.43 0.6-1.2 g/dL
y-globulinas 2.62 0.5-1.8 g/dL
Réacio AIG 0.63 0.6-1.1 -

Figura 16: Eletroforetograma sérico obtido apds 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol.
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Quadro 13: Serologia realizada apés 28 dias de tratamento com miltefosina e alopurinol.

Parametro Resultado Valor de referéncia

Leiscan® Positivo muito alto (Rz=3.6) Negativo (Rz<0.9)

j) Interpretacdo de resultados
Eosinofilia ligeira. Anemia ligeira normocitica normocréomica. Rouleaux (no esfregaco
sanguineo). Trombocitose ligeira.
Hiperproteinemia com hiperglobulinemia.
Aumento das (3 e y-globulinas. Gamopatia policlonal.

Alto titulo de Ac anti Leishmania infantum.

k) Discusséao de resultados

A leishmaniose canina (LCan) provocada pela Leishmania infantum é uma grave doenca
zoon@tica com distribuicdo mundial, que tem ganho uma importancia crescente tanto em
regibes endémicas como em regifes nao endémicas (Solano-Gallego et al., 2009).

Em Portugal, Shalig et al. (2013) referem a existéncia de quatro focos principais de LCan: a
provincia de Tras-os-Montes e Alto Douro, a regido de Lisboa, a provincia do Algarve e o
municipio de Evora.

Sendo o paciente J6 um cdo exclusivamente de exterior, numa area onde a infecéo é
endémica (Miranda do Douro), estava constantemente exposto a picada de mosquitos vetores
do género Phlebotomus, uma vez que ndo fazia qualquer profilaxia repelente de insetos
(Baneth e Solano-Gallego, 2012).

Os sinais clinicos manifestados pelo animal — lesdes cutaneas generalizadas, diminuicdo do
apetite, prostracdo e baixa condi¢cdo corporal — eram inespecificos e poderiam ter diversas
etiologias. Todavia, a anamnese apontava para uma maior probabilidade de se tratar de um
processo parasitario ou infeccioso, pelo facto do animal ndo ser desparasitado, nem vacinado.

A LCan é uma doenga sistémica cronica que pode envolver qualquer 6rgédo, tecido ou fluido
biolégico. Os sinais clinicos manifestados pelos animais afetados sdo muito variados,
dependendo dos mecanismos patogénicos causadores de doenca, dos 6rgdos atingidos e da
diversidade da resposta imunitaria de cada hospedeiro (Solano-Gallego et al., 2009).

As alteracbes mais frequentes na leishmaniose canina sé@o, por ordem decrescente, as
lesBes cutaneas, linfoadenomegalia, intolerancia ao exercicio, perda de peso progressiva,
prostracdo, polidipsia, lesdes oculares, anorexia, vomitos e diarreia, alteragcdes locomotoras,
onicogrifose, esplenomegalia palpavel, epistaxe e melena (Baneth e Solano-Gallego, 2012).

Nos casos atipicos da doenca, que sdo cada vez mais frequentes, podem observar-se
alteracdes neuroldgicas e cardiovasculares, lesGes osteoliticas e osteoproliferativas (Verde et
al., 2013).

A abordagem diagnéstica ao paciente Jo foi realizada de forma integrada e gradual, tendo

em conta a histoéria, os sinais clinicos encontrados e os resultados de analises laboratoriais
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béasicas (ndo especificas) e andlises especificas para a avaliagdo da resposta imunitaria do
hospedeiro (Paltrinieri et al., 2010).

As andlises realizadas incluiram hemograma e esfregaco sanguineo, bioquimica e
proteinograma séricos e serologia quantitativa. Apesar de ser recomendada a realizacao de
uma urianalise e de um racio Pur/Cur, estes ndo foram realizados, pois o animal ndo
apresentava sinais de comprometimento renal, tais como, polilria, polidipsia ou azotemia
(Platrinieri et al., 2010).

Os resultados da analitica sanguinea revelaram, numa primeira fase, uma leucopenia com
linfopenia, hiperproteinemia com hiperglobulinemia, por aumento das [ e y-globulinas,
gamopatia policlonal e alto titulo de Ac anti Leishmania infantum. Numa segunda fase, ap6s um
més de tratamento especifico contra a leishmaniose, para além das alteracBes bioquimicas
referidas, identificou-se uma eosinofilia ligeira, anemia ligeira normocitica normocrémica e
trombocitose ligeira, que substituiram a leucopenia e linfopenia prévias. No esfregaco
sanguineo observaram-se rouleaux.

Estas alteragGes clinico patologicas estdo de acordo com a literatura cientifica. Baneth e
Solano-Gallego (2012) referem que os achados mais comuns sdo a hiperproteinemia com
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia com consequente diminuicdo do racio A/G, proteindria,
anemia ligeira a moderada geralmente ndo regenerativa, teste de Coombs positivo, aumento
do titulo de Ac antinucleares (ANA), trombocitopenia, aumento da atividade da ALT e FA,
azotemia, leucocitose ou leucopenia.

A hiperproteinemia é geralmente atribuida a hiperglobulinemia B e y e esta quase sempre
associada a uma hipoalbuminemia. Esta deve-se, em regra, a perda de proteina por nefropatia,
doengca hepatica, ma nutricdo prolongada ou a uma combinagdo entre ambas. A
hipoalbuminemia também pode ter origem numa compensagédo da hiperglobulinemia, de forma
a manter os niveis normais de proteinas séricas (Koutinas et al., 1999).

A proteindria e a azotemia, muitas vezes presentes, advém do comprometimento renal
secundario a glomerulonefrite por deposi¢cao de imunocomplexos (Solano-Gallego et al., 2009).

O aumento da atividade das enzimas hepéticas deve-se a presenca de lesdo hepaética
secundaria a infecdo por Leishmania infantum (Solano-Gallego et al., 2009).

A anemia, na LCan, pode ser ligeiramente regenerativa ou ndo regenerativa dependendo do
mecanismo patogénico que a origina. No primeiro caso, dever-se-a a uma perda de sangue
(epistaxe ou melena) ou a hemoalise (por autoanticorpos, imunocomplexos ou por alteragao das
proteinas da membrana eritrocitaria). Por outro lado, a anemia ndo regenerativa derivara de
uma diminuicdo da eritropoiese (secundaria a interferéncia de mediadores inflamatdrios no
processo eritropoiético associada a infecédo crénica, a deficiéncia em ferro, a insuficiéncia renal
cronica (IRC) ou a displasia eritroide) ou da existéncia de infecbes concomitantes, tais como a
erliquiose monaocitica (Saridomichelakis, 2009).

A trombocitopenia tem, geralmente, origem numa destruicdo imunomediada secundaria a

infecdo por Leishmania (Tvedten, 2012; Harvey, 2012).
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Apesar de nao ser muito frequente, o paciente Jo apresentava um aumento do nimero total
de plaquetas circulantes. Este pode ser explicado pela existéncia de mediadores inflamatérios
que estimulam a producdo de trombopoietina, originando uma trombocitose reativa; ser uma
consequéncia da resposta medular a maior concentracdo de eritropoietina produzida
secundariamente a anemia; ou ser apenas resultado de uma contracdo esplénica. Esta
contragdo ocorre apo6s estimulagcdo adrenérgica do bago, resultante da excitagcdo causada pela
manipulagdo no consultério veterinario (Tvedten, 2012; Harvey, 2012).

A leucocitose ocorre em resposta a inflamacédo e ao stress induzido pela infecéo parasitaria
(Tvedten e Raskin, 2012).

A linfopenia é esperada num processo inflamatério agudo e/ou severo. Outra das causas
possiveis é a perda de linfa rica em linfécitos, quando ha interferéncias na circulacdo linfatica
por doencas inflamatdrias/infecciosas (Tvedten e Raskin, 2012).

A presenca de infecdo por Leishmania infantum ndo significa obrigatoriamente doenca.
Cées infetados clinicamente saudaveis, isto €, com infecdo subclinica, ndo apresentam nem
alterag6es no exame fisico, nem alteragcdes nos testes laboratoriais de rotina, tais como,
hemograma, perfil bioquimico e urianalise, apesar de terem infecao confirmada. Por outro lado,
um cao doente, isto € com leishmaniose clinica, apresenta sinais clinicos e/ou alteracdes
clinico patolégicas associadas a infe¢do (Solano-Gallego et al., 2011).

De acordo com Baneth e Solano-Gallego (2012), a resposta imunitaria desenvolvida pelos
cdes no momento da infecdo, ou posteriormente a esta, parece ser o fator mais importante na
determinacéo da suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca. Os linfécitos T-helper CD4*,
podem induzir o sistema imune a desenvolver uma resposta humoral (Th2) ou uma imunidade
celular (Thl). O predominio de citoquinas Th2 confere maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de leishmaniose clinica, sendo que a resisténcia a esta advém de um
predominio de citoquinas Thl (Paltrinieri et al., 2010).

A partir do momento em que as formas promastigota de Leishmania s&o inoculadas na pele
do animal, pelo fleb6tomo, sédo reconhecidas trés vias possiveis: a eliminacdo do parasita,
combatendo a infecdo; uma resposta imune celular Thl adequada, com desenvolvimento de
infecdo subclinica, sem ou com sintomas muito ligeiros; ou uma resposta humoral Th2 ineficaz,
gue leva ao aparecimento de sinais clinicos com diferentes graus de severidade. A resisténcia
do cdo ao desenvolvimento de leishmaniose clinica depende do desenvolvimento de uma
resposta imune celular tipo Thl eficaz, envolvendo CD4*, através da sintese de IL-2, IL-12,
fator de necrose tumoral a e interferdo y. Este Gltimo ativa a producdo de radicais toxicos de
oxigénio e azoto, que apresentam efeito leishmanicida. Por outro lado, se a resposta derivar
dos linfécitos Th2, a producdo de IL-4 e IL-10 leva ao agravamento do quadro clinico.
Estudos recentes parecem demonstrar que a capacidade do animal desenvolver uma resposta
imune protetora tem uma base genética. Assim existem racas mais resistentes a leishmaniose

clinica, tais como, o Podengo de Ibiza, Yorkshire Terrier e Caniche, e ragas mais suscetiveis,
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como Pastor Alem&o, Boxer, Cocker Spaniel e Rottweiler (Miranda et al., 2008; Solano-Gallego
et al., 2011; Mur, 2012).

Testes especificos para detetar a infecdo/doenca por Leishmania infantum dividem-se em
testes diretos e em testes indiretos. Os testes diretos englobam a demonstracdo microscépica
do protozoario em preparacdes citolégicas ou espécimes histopatolégicos, a cultura do
organismo num meio apropriado e a detecdo de ADN do mesmo usando métodos de biologia
molecular. Nos testes indiretos, ndo se deteta o parasita, mas a resposta imunitaria especifica
do hospedeiro, como € o caso da serologia. Esta técnica determina a presenga, ou ndo de Ac
anti-Leishmania infantum no soro de um possivel hospedeiro, podendo quantifica-los, caso se
trate de um método quantitativo (Paltrinieri et al., 2010).

Para confirmar o diagndstico de leishmaniose em animais com histéria clinica e alteracfes
anatomopatolégicas sugestivas, a abordagem de eleicdo inclui a identificacdo do parasita
através das técnicas de citologia ou imunohistoquimica, em lesbes cutaneas, e a avaliacdo dos
niveis de Ac especificos, recorrendo a um teste serol6gico quantitativo (Verde et al., 2013).

As técnicas serolégicas quantitativas, ao detetarem e quantificarem as imunoglobulinas anti-
Leishmania presentes, sdo as mais usadas no diagnéstico definitivo de um animal doente,
sendo também muito Uteis na investigacdo de animais com infe¢Ges subclinicas. As técnicas
mais usadas séo a IFI, o ELISA e o Western blotting. Niveis elevados de Ac indicam infegao e
doenca. Na maioria dos casos clinicos, um titulo alto, isto é, duas a quatro vezes o titulo basal
(titulo limiar de positividade ou cut-off) pode ser considerado diagnostico de leishmaniose
clinica. Contudo, a presenca de um baixo titulo de anticorpos (uma ou duas vezes superior ao
limiar), implica o uso de técnicas diretas para confirmar ou descartar a infecéo por Leishmania
(Verde et al., 2013; Paltrinieri et al., 2010).

Neste caso em particular, usou-se apenas a serologia quantitativa, através de ensaio
imunoenzimatico (Leiscan®), para confirmar a leishmaniose clinica, uma vez que o titulo de Ac
do paciente era muito alto (Rz=4.1). Num estudo de 2014, Solano-Gallego et al. verificaram que
este teste tem uma melhor performance no diagnéstico serolégico da LCan que a IFI,
apresentando uma sensibilidade de 92.5% e uma especificidade de 100%, contra os respetivos
86.9% e 91.7% da IFI.

Os resultados do Leiscan® s&do apresentados sob a forma de uma razdo entre as
absorvancias da amostra testada e do controlo positivo baixo. O valor obtido esta
correlacionado com o titulo de Ac correspondente na IFI. O Jé apresentaria assim um titulo de
Ac superior a 1:1280 na IFI, usando um cut-off de 1:80 (Leiscan® da Esteve Veterinaria).

De acordo com as guidelines mais recentes (2011) do LeishVet — grupo de cientistas
veterinarios, provenientes de instituicbes académicas da Europa e bacia do Mediterraneo, com
grande interesse clinico e cientifico na LCan — o paciente J6 encontrava-se no segundo estadio
clinico (de quatro) de LCan, correspondente a doenga moderada, cujo prognéstico € bom a

reservado (Solano-Gallego et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011).
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Este sistema de estadiacdo da LCan baseia-se nos sinais clinicos, nas alteragfes clinico
patolégicas e no status serologico de cédes infetados com Leishmania infantum e sugere
diferentes protocolos de tratamento de acordo com o estadio em que cada paciente se
encontra (Solano-Gallego et al., 2011).

A médica veterinaria assistente instituiu um plano terapéutico composto pela associacao
oral de miltefosina com alopurinol, durante 28 dias, em alternativa ao mais comummente usado
(antimoniato de meglumina (SC) e alopurinol (PO)), evitando assim possiveis efeitos de
nefrotoxicidade e o desenvolvimento de abcessos cutaneos ou celulite. Para além, disso sendo
uma medicagdo por via oral, facilitava a sua administracdo em casa pelo proprietario (Solano-
Gallego et al., 2011).

Um estudo recente refere que ambas as terapias (miltefosina ou antimoniato de
meglumina), combinadas com alopurinol, produzem melhorias clinicas significativas em cées,
com grande reducdo da carga parasitaria dos linfonodos, apés trés meses de tratamento.
Nesse estudo houve recidiva em quatro cées tratados com miltefosina e em apenas um céo
tratado com antimoniato de meglumina, sugerindo que este (ltimo apresenta melhor eficacia
clinica que o primeiro. Os autores referem ainda que o uso do alopurinol como terapia de
manutencao é essencial para estabilizar a leishmaniose canina (Manna et al, 2015).

A domperidona é outro principio ativo eficaz, tanto no tratamento de infecdes ligeiras e
moderadas, como na prevencdo da LCan (Mur, 2012). E uma droga anti dopaminérgica que
pode atuar como citoquina proinflamatéria capaz de estimular uma resposta imunitaria tipo Thi,
induzindo os linfécitos NK e a ativacao dos macroéfagos (Roura, 2013).

As vantagens do seu uso sdo o baixo custo, a administracdo oral, a auséncia de reacfes
adversas e uma eficacia preventiva de 80% (Ochoa et al, 2002; Roura, 2013).

O Jo, tal como a maioria dos cées, apresentou uma melhoria clinica apés um ciclo de
tratamento de 28 dias. Contudo, continuava com um alto de titulo de Ac anti-Leishmania.
Solano-Gallego et al. (2011) recomendam a avaliagdo da histdria clinica, um exame fisico
completo e testes laboratoriais de rotina — incluindo hemograma, perfil bioquimico, eletroforese
sérica e urianalise completa com racio Pur/Cur em cées proteinlricos — apés o primeiro més de
tratamento e a cada trés a quatro meses durante o primeiro ano. Caso o animal recupere
completamente com a terapia, deve-se voltar a reavaliar de seis em seis meses ou de ano a
ano. Segundo estes autores, a serologia devera ser realizada a cada seis meses ou a cada
ano, apos o tratamento inicial.

Embora muitos cdes consigam eliminar a doengca, a Leishmania raramente é
completamente eliminada com os farmacos disponiveis (Baneth e Solano-Gallego, 2012).
Assim, os cdées tratados geralmente continuam a ser um reservatdrio da infecdo para os
vetores, mas numa menor extensdo do que antes do tratamento (Solano-Gallego et al., 2011).

O tratamento com alopurinol pode ser descontinuado na auséncia de alteragfes clinicas e
laboratoriais associada a uma diminuigdo marcada dos niveis de Ac, isto &, até se obter uma

serologia quantitativa negativa ou borderline (i.e., duvidosa) (Solano-Gallego et al., 2011). A
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interrupgdo também deve ocorrer quando é ndo é possivel controlar ou diminuir a xantindria
com dietas de baixo teor de purinas ou com doses mais baixas de alopurinol, evitando o
desenvolvimento de cristais/urdlitos de xantina (Solano-Gallego et al., 2011).

De acordo com Baneth e Solano-Gallego (2012), sdo frequentes as recidivas que
necessitam de novos ciclos de tratamento.

Foi recomendado, ao proprietario do J6, o uso de produtos veterinarios com principios
ativos repelentes de fleb6tomos, evitando o aumento da sua carga parasitaria e também o
contagio de outros animais ou mesmo humanos.

Solano-Gallego et al., 2011 recomendam a aplicacdo de inseticidas tépicos de longa acédo
em cdes que vivem ou que vao viajar para areas endémicas. Pipetas com permetrina e
imidaclopride tém atividade repelente contra o vetor Phlebotomus perniciosus durante trés
semanas e devem ser aplicadas dois dias antes da viagem. Ja as coleiras com deltametrina
repelem o mosquito durante cinco a seis meses, devendo ser colocadas pelo menos uma a
duas semanas antes de viajar.

E também aconselhada a administracdo da domperidona durante 30 dias, duas a trés vezes
por ano, dependendo da endemicidade da infe¢cdo na area geogréafica em questdo (Roura,
2013).

Um estudo recente demonstrou que o risco dos cdes tratados com domperidona
desenvolverem a leishmaniose clinica é sete vezes menor que nos cédes nao tratados.
Verificou-se que a implementacédo de um programa de tratamento que englobasse quatro ciclos
de 30 dias de tratamento com a domperidona, por ano, reduziria o risco de desenvolvimento da
LCan clinica em areas com alta prevaléncia da doenca (Sabate et al, 2014).

Existem apenas duas vacinas caninas registadas que conferem protec&o significativa contra
a Leishmaniose Canina: Leismune®, no Brasil, e a CaniLeish® na Europa. Estas sédo
constituidas por frag6es purificadas de Leishmania infantum associadas a adjuvantes derivados
da saponina. Induzem uma forte imunidade, predominantemente do tipo Thl, de longa
duracéo, de modo a controlar a progressdo da infecdo e a transmissibilidade do parasita ao
vetor (Gradoni, 2015).

Segundo Oliva et al. (2014), a CaniLeish® apresenta uma eficacia de 68.4% na prevencao
da infecdo ativa e confere um nivel de protecao de 92.7%.

A CanilLeish®, quando administrada de acordo com as recomendacdes do fabricante (isto é,
uma vacinagao primaria composta por trés doses aplicadas com trés semanas de intervalo,
seguido de um refor¢co anual), providencia uma reducédo significativa do nimero de animais
ativamente infetados e uma diminuicdo significativa da probabilidade de desenvolvimento da
doenca clinica. Nos cées que, apesar de vacinados, desenvolvem a doenca, a sua progressao
€ geralmente mais lenta e a severidade menor. Uma vez que a vacina ndo confere protecéo
completa a todos os cées, deve ser combinada com repelentes de insetos e inseticidas. Desta
forma, aumenta-se a capacidade do sistema imunitario controlar qualquer infegdo, ao mesmo

tempo que se diminui o risco de transmissdo da Leishmania (Oliva et al., 2014).
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A vacina deve ser combinada com os inseticidas topicos, de modo a prevenir o
estabelecimento de infecdo introduzida pela picada dos vetores que resistiram ao inseticida
(Solano-Gallego et al., 2011).

Outras medidas sugeridas na prevencdo da picada dos mosquitos sdo: manter os cées
dentro de casa do anoitecer até ao amanhecer, durante a época dos flebétomos, isto €, do final
da Primavera até ao final do Outono; evitar o desenvolvimento de micro-habitats favoraveis aos
fleb6tomos préximos dos locais que o animal frequenta; e usar inseticidas ambientais (Baneth e
Solano-Gallego, 2012; Paltrinieri et al.,, 2010).

) Concluséo

O diagnéstico da LCan é dificil e complexo, devido ao grande namero de sinais clinicos e
anatomopatoldgicos que podem ser compativeis com outras doencas e, também, devido ao
facto de nao existirem provas laboratoriais que sejam 100% especificas e sensiveis.

E, portanto, essencial que haja integracdo de todos os elementos recolhidos, desde a
historia clinica e exame fisico até a meios complementares de diagnostico mais especificos,
gue permitam a identificac@o do protozodrio e/ou a presenca de Ac anti-Leishmania infantum.

A presenca frequente do parasita e da doenca em Portugal alerta para a grande
necessidade de medidas profilaticas, tais como, a aplicacdo de inseticidas/repelentes tépicos
nos cdes e a sua vacinacdo. Os inseticidas/repelentes tdpicos, para além de prevenirem o
desenvolvimento de infegdo em cées saudaveis, ao serem aplicados em animais ja infetados,
previnem a eventual transmissdo do parasita a outros cdes, e, a outros hospedeiros,
nomeadamente o Homem, tornando mais segura a convivéncia entre pessoas e animais.

O acompanhamento deste caso clinico permitiu, a estagiaria, a aquisicdo de novos
conhecimentos sobre a LCan, principalmente na area de diagndéstico laboratorial. Para além
disso, alertaram-na para a necessidade de incluir frequentemente a doenca nas listas de
diagndsticos diferenciais, devido ao facto de poder manifestar-se de diversas formas e de ser

endémica em Portugal.
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Conclusao

A realizagdo deste estagio permitiu, a autora, compreender a grande importancia do
diagndstico laboratorial em Medicina Veterinaria.

Apesar de todas as limitacBes derivadas, essencialmente, da dissociacdo do Laboratério
da éarea Clinica, tais como: a impossibilidade de contacto direto com o animal na sua
apresentacao clinica e a perda de dados necessarios ao processo de diagndstico, na ponte
fracamente estabelecida entre o médico veterinario assistente e o patologista clinico, o
Laboratorio € essencial para a confirmagdo de um diagnéstico presuntivo, através da
realizacdo de analises especificas em equipamentos automaticos e precisos, que muitas vezes
ndo estdo ao dispor dos Centros de Atendimento Médico-Veterindrios, e da interpretacdo dos
resultados obtidos por uma equipa especializada em Patologia Clinica.

Durante a realizacdo do estagio constatou-se que ainda se cometem muitos erros no envio
das amostras para laboratério. E imprescindivel que o médico veterinario responséavel pelo
caso clinico forneca dados da historia e exames clinicos, assim como, suspeitas de
diagnéstico, de modo a direcionar a investigacgéo e facilitar a obtengéo de um diagndstico.

Verificou-se um grande predominio de analises realizadas em amostras de canideos, na
maioria dos testes acompanhados durante o periodo de estagio. Quantos as areas laboratoriais
houve um maior nimero de analises efetuadas em Bioquimica, Hematologia e Urianalise, para
além da Imunologia, o que realca a importancia dessas trés areas na investigacao laboratorial
de qualquer afecéo.

Ao longo do periodo de estagio notou-se, também, uma solicitacdo crescente de provas
laboratoriais, evidenciando a preocupacéo cada vez maior dos proprietarios com a saude dos
seus animais de companhia.

As areas mais exploradas pela autora foram a Hematologia e a Urianalise, integrando a
realizacdo de esfregagos sanguineos e de urianalises, observagdo microscopica de esfregacos
sanguineos e de sedimentos urinarios, a leitura de microhematdcritos e da densidade urinaria
em refratbmetro e a interpretacdo de todos os resultados obtidos. A area das Analises
Bioquimicas foi também muito acompanhada, através da discussdo dos resultados obtidos e
sua relacdo com possiveis afe¢des. Por outro lado, a area da Citologia néo foi tdo abrangida,
tendo ficado a curiosidade e o interesse de saber mais.

O estéagio realizado no Laboratério Inno foi imensamente (til para a autora, uma vez que,
Ihe possibilitou a consolidacdo de conhecimentos adquiridos nas disciplinas de cariz
laboratorial e clinico ao longo do curso de Medicina Veterinaria e a aquisicdo de experiéncia

em muitas técnicas e procedimentos laboratoriais.
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Anexo 1 — Métodos e técnicas aplicadas durante o periodo de estagio

Método de Natt-Herrick para hemogramas manuais de aves e répteis

Num tubo eppendorf, juntam-se 995 uL de corante Natt Herrick com 5 pL de sangue, de modo a obter
uma diluicdo de 1:200, e coloca-se no agitador durante 15 minutos. Com um tubo capilar coloca-se uma
gota da solugdo no bordo da lamela que se encontra sobre a camara. Coloca-se papel de filtro himido na
base de uma placa de Petri e, sobre ele, a cdmara de Neubauer, permitindo o repouso da solugéo
sanguinea, durante pelo menos cinco minutos, e a contagem de células num so6 plano, para além de

evitar a desidratacéo. Observa-se ao microscopio 6tico (Campbell, 2012).

Técnica de esfregaco — Método das duas laminas

Usando um capilar de microhematécrito, coloca-se uma pequena gota de sangue com EDTA,
devidamente homogeneizado, proximo de uma extremidade de uma lamina de vidro nova. Apoia-se o
bordo de uma segunda lamina a frente da gota de sangue, formando um angulo de 30° a 45° sobre a
primeira, e desliza-se para tras. Assim, que a lamina de espalhamento toca o sangue, deixa-se que este
se disperse ao longo do seu bordo e, com um movimento rapido e suave, empurra-se até ao final da
lamina de apoio, criando um esfregaco longo em forma de bala ou cometa (Harvey, 2012).

O esfregaco é devidamente identificado no canto fosco da lamina com o nome e cddigo de identificagéo
do animal, e seco ao ar, para depois ser corado com Rapid-Diff | Stain®. Esta é uma coloragado rapida do
tipo Diff-Quick®, pertencente ao grupo das coloracdes Romanowsky. E constituida por trés solucdes, o
fixador (metanol), o corante vermelho (solugédo de eosina) e o corante azul (azul-de-metileno) (Rebar e
Metzger, 2001). Depois de convenientemente lavado, para remover 0 excesso de corantes, € bem seco

com o auxilio do secador, de modo a evitar a formagao de artefactos (Rebar e Metzger, 2001).

Uriandlise tipo |

A uriandlise inicia-se com a analise da cor e da turbidez da amostra de urina, apds homogeneizagéo
cuidada. A turbidez é avaliada com base na facilidade de leitura de uma folha de papel através da
amostra urina e classificada em limpida, ligeiramente turva ou turva.

Na uriandlise tipo |, determina-se a densidade urinaria especifica com o auxilio do refratdmetro. Os
componentes quimicos sao depois avaliados através da tira urinaria, colocando, com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, uma gota de urina em cada quadrado da tira, evitando que a urina arraste os reagentes
ao longo desta e, escorrendo lateralmente e, de forma rapida, o excesso de urina. A leitura de cada teste
deverd ser feita entre 30 e 120 segundos de acordo com as indicagbes do fabricante. Na presenca de
uma urina muito pigmentada opta-se por centrifugar a amostra a baixas rotagdes, usando-se depois o

sobrenadante para analise da tira, facilitando assim a leitura dos resultados.

Uriandlise tipo Il

Coloca-se um volume representativo da amostra de urina, de preferéncia 3 a 5mL, num tubo de fundo
conico, o qual ird ser submetido a uma centrifugacdo de 1500rpm, durante 5 minutos. De seguida,
remove-se 0 sobrenadante com uma pipeta, permitindo que cerca de 0,5mL permanegam no fundo do
tubo. Com o auxilio da pipeta, ressuspende-se o sedimento no sobrenadante remanescente, e transfere-
se uma gota para uma lamina de vidro, cobrindo-se depois com uma lamela quadrada. A observacéo ao

microscopio o6tico é feita, sem qualquer corante, com o diafragma fechado para criar contraste.
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Técnica de squash para espalhamento de amostras citolégicas

Coloca-se uma pequena quantidade de amostra na extremidade de uma lamina de vidro e apoia-se uma
segunda lamina perpendicular a esta, de forma a comprimir suavemente o material entre as duas,
fazendo-se deslizar esta Ultima sobre a primeira, permitindo o espalhamento e redistribuicdo do material

ao longo da lamina inicial.

Técnica de flutuacéo

Com o auxilio da vareta, coloca-se uma pequena quantidade de fezes (trés a cinco gramas) num gobelé,
adiciona-se cerca de 15 mL de solugcdo de sulfato de zinco a 45% e mistura-se bem até dissolucao
completa. Transfere-se o conteddo do gobelé, através de um funil revestido com gaze, para um tubo de
fundo conico, o qual é colocado a centrifugar a 1500 rpm, durante cinco minutos. Apoés a centrifugacéao,
perfaz-se o tubo com a solucéo de flutuagéo até formar um menisco convexo e coloca-se uma lamela por
cima. Aguarda-se cerca de 30 minutos para que todo o material parasitario flutue junto a lamela, a qual é
depois colocada sobre uma gota de soluto de Lugol, aplicada previamente numa lamina de vidro
devidamente identificada (figura 10). A observagdo microscépica é feita com a objetiva de 10x, podendo
recorrer-se a objetiva de 20x ou de 40x para confirmar ou descartar a presenca de determinada forma
parasitaria.

Pesquisa de Cryptosporidium e Giardia — Coloracao de Ziehl-Neelsen Modificada

Faz-se um esfregaco fecal e deixa-se secar ao ar. Fixa-se em metanol durante trés minutos, depois
cobre-se a lamina com fucsina carbdlica forte e deixa-se atuar durante 15 a 20 minutos. Remove-se
totalmente o corante com agua corrente. Cobre-se a lamina com metanol com 1% HCI durante 15 a 20
segundos. Lava-se bem com agua corrente. Adiciona-se verde malaquite a 0,4% durante 30 a 60
segundos e volta a lavar-se minuciosamente com agua da torneira. Deixa-se secar ao ar e observa-se ao

microscopio 6tico recorrendo as objetivas de 40x e 100x.

Técnica de Baermann

Embrulha-se uma pequena quantidade de fezes numa gaze ou compressa e coloca-se dentro de um
passador, o qual é colocado no funil do aparelho de Baermann. Coloca-se uma ponta de pipeta de 1 mL
na extremidade inferior do tubo do aparelho, a qual é hermeticamente fechada. Enche-se com agua a
37°C e deixa-se repousar durante 8 horas. De seguida, abre-se cuidadosamente o fecho do tubo e
recolhe-se a primeira gota que sai da ponta de pipeta para uma lamina de vidro. Cobre-se com uma

lamela quadrada (24x50mm) e observa-se ao microscopio 6tico com as objetivas de 4x ou 10x.

Técnica de Knott

Num tubo de fundo cénico mistura-se 1 mL de sangue com EDTA com 9 mL de formol a 2%. Coloca-se a
agitar no agitador mecanico até a solugdo ficar limpida. Centrifuga-se a 1500rpm, rejeita-se o
sobrenadante e reconstitui-se o sedimento para recolher uma gota para uma lamina de vidro. Junta-se
uma gota de Novo azul-de-metileno para criar contraste. Coloca-se uma lamela e observa-se ao

microscopio 6tico com a objetiva de 10x.
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