Interpretacdo do HEMOGRAMA DE AVES

Os parametros eritrocitarios, leucocitarios e de trombdcitos séo
utilizados para avaliar a saude das aves, suas condi¢cles fisioldgicas,
para estabelecer diagnostico e prognostico. Os dados hematoldgicos séo
utilizados também para monitorar a ave doente durante o periodo de
reabilitacdo e nas aves de vida livre, detectar alterac6es nas condi¢cOes
fisiologicas e patoldgicas, e como parametro de bem-estar, da condicéo
em que vivem no meio ambiente (Artacho et al., 2007; Vaz et al., 2016;
Goulart et al., 2019).

A interpretacdo do hemograma de aves € um desafio, sendo
necessario conhecer a morfologia normal e as funcdes das células para

interpretar as alteragoes.

Nas aves de vida livre, os exames hematologicos e bioquimicos
sdo meétodos simples e pouco invasivos que avaliam a sanidade e
fornecem subsidios aos planos de conservacao de espécies ameacadas,
a abordagem clinica, para o manejo da vida selvagem e para avaliar os
efeitos da interacdo humana-animal em ambientes criticos e ameacados,
onde vivem as aves. Os resultados podem ajudar no manejo,
conservacao e monitoramento da saude (Vaz et al., 2016; Goulart et al.,
2019).

Esse texto aborda a interpretacdo do hemograma de aves e
descreve as alteracdes eritrocitarias, as causas de anemia, de

policitemia, as causas de alteragdes leucocitarias e dos trombdcitos.



Interpretacédo do ERITROGRAMA

1) Eritrograma

No eritrograma € realizado o diagnostico da anemia e da
policitemia. A anemia € comum em varias espécies de aves, como em
Pinguins-de-magalh&es (Spheniscus magellanicus), por exemplo, que
chegam debilitados as praias do Brasil durante o inverno. A anemia foi
observada em 83% dos pinguins que foram a oObito e em 50% dos que
sobreviveram (Coraiola et al., 2014). Nos Estados Unidos a ocorréncia
estimada de anemia em aves é de 12,7% e no Brasil os dados de

prevaléncia séo pouco relatados.

O valor da hemoglobina pode ser utilizado para avaliar o estado
nutricional da ave. A Hemoglobina é uma proteina que contém ferro, e
sua producdo € afetada por desnutricdo, inflamacdo, neoplasia e
doencas metabolicas. Um filhote de papagaio de cara-roxa (Amazona
brasiliensis), de vida livre, da llha Rasa (Parana), com bico quebrado, a

hemoglobina estava diminuida (Vaz et a., 2016).

Anemia € a diminuicdo do numero de eritrOcitos e no eritrograma
observa-se diminuicdo dos valores de hematocrito, do numero de
eritrocitos e da hemoglobina. Os indices hematimétricos Volume Globular
Meédio (VGM) e Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM)

sao utilizados para classificar a anemia.

O importante é saber a causa ou causas da anemia, sendo
necessario avaliar a resposta da medula 0ssea e classificar a anemia em

Regenerativa ou Nado Regenerativa, conforme o numero de reticuldcitos,



para auxiliar no diagndstico e progndéstico. Em mamiferos, a contagem
de reticulocitos estd padronizada e € realizada nos contadores
automatizados ou na extensdo sanguinea corada com azul de cresil
brilhante (corante supra-vital). Nas aves a avaliacao da resposta da
medula 6ssea também € realizada com a avaliacdo dos reticulécitos e

policromatofilos.
Eritrocitos imaturos — policromatéfilos e reticulécitos nas aves

Os eritrocitos maduros das aves tém forma eliptica ou oval, com
nacleo oval e centralizado. Nas coloragcbes de Giemsa e tipo
Romanowsky, o nucleo € azul e o citoplasma levemente roéseo

alaranjado.

Além dos eritrocitos maduros tipicos, outras células eritroides
(imaturas) podem ser observadas no sangue periféerico de aves
saudaveis. Os eritrocitos imaturos (policromatofilos na coloracdo de
Wright) sdo o penultimo estagio de desenvolvimento dos eritrocitos e tem
a forma mais redonda e nucleo redondo, com cromatina levemente
condensada e o citoplasma é azul, mais basofilico. A presenca de
poucos policromatoéfilos no sangue periférico (entre 1 a 5% do total de
eritrocitos circulantes) é normal e comum em aves saudaveis, mas
contagens elevadas sao denominadas de policromasia ou
policromatofilia e indicam aumento da eritropoese, como observado nas
anemias regenerativas. Com menor frequéncia, outras células eritroides
imaturas podem ser observadas no sangue periférico, como o0s

metarubrocitos (Fudge, 2000).



A eritropoese ocorre na medula éssea com a diferenciacdo e
maturacdo das células eritréides: rubroblastos, pro-rubrdcito, rubrécito,

metarubrocito, reticuldcito e eritrocito maduro.

Para avaliar a resposta eritroide nas aves deve ser utilizada a
contagem dos reticul6citos, que sdo observados somente na
coloracao supra-vital, de azul de cresil de brilhante, que preserva o
material basofilico granular (RNA e ribossomos). Entretanto, nas AVES
deve-se ter cuidado porque na coloracdo supra-vital aparecem quatro
tipos de reticulécitos, com diferenca na distribuicdo do material basofilico
granular (“reticulo”) no citoplasma. O reticulécito em anel tem o reticulo
ao redor do nucleo (perinuclear) e com a maturacdo da célula, o reticulo
dispersa e aparecem agregados citoplasmaticos espalhados, até
aparecerem em pontos (pontilhado) (Johns et al., 2008; Mitchell et al.,
2008).

A contagem (porcentagem) de reticulocitos em anel (com
agregados de reticulo em anel, continuo ou néo, ao redor de no minimo
metade do nucleo), obtida na coloracdo de azul de cresil brilhante é
recomendada como o melhor método de quantificacdo de
reticulécitos em aves e avaliacdo da resposta da medula 6ssea na
anemia, devido a forte correlacdo entre reticulocito em anel e os

policromatofilos (Johns et al., 2008).

Existe correlagcdo entre a % de reticulécitos em anel e a % de
policromatofilos, porém, na contagem dos eritrécitos policromatoéfilos
observa-se a COR do citoplasma da célula, sendo a avaliacdo subjetiva

e imprecisa. A avaliacdo dos eritrocitos policromatoéfilos geralmente é



realizada de maneira semiquantitativa na extensdo sanguinea corada

com Wright.

As células eritroides mais imaturas do que os reticuldcitos, os
metarubrocitos, sdo redondas e menores do que o0s reticulécitos ou
eritrocitos maduros, e tem citoplasma muito basofilico. O aumento do
namero desses eritrocitos imaturos € observado na resposta
regenerativa intensa em aves. A intoxicacdo por chumbo nas aves pode

causar aumento no numero de eritrécitos imaturos sem anemia.

Intervalos de referéncia para policromatéfilos (psitacideo
saudavel): 0,6% a 8% (media de 3,6%) e numero absoluto de 5.668 a

227.643 /uL (média de 131.204 /uL). (Johns et al., 2008).

Técnica de coloragdo para RETICULOCITOS das aves
Utilizar sangue total, mantido sob refrigeracao por até 24 horas.

(a) diluir o sangue total em corante supravital na diluicao 1:3 (corante

azul de cresil ou azul de metileno) e

(b) incubar por 10 minutos em temperatura ambiente (22° C);

homogeneizar e fazer uma extensao sanguinea;

OU colocar o corante azul de cresil brilhante e o sangue total
(previamente homogeneizado) em proporgbes iguais (1:1).
Sugere-se utilizar 50uL de corante para 50uL de sangue.
Homogeneizar e colocar o tubo em banho-maria a 37°C durante
20 minutos. ApOs esse tempo, homogeneizar novamente e fazer

uma extensdo sanguinea. ApOs a secagem da lamina, pode-se



contra cora-la com o corante Panotico rapido ou na coloragao de
Wright.

(c) contar o numero de reticulocitos em 1000 eritrocitos em objetiva de
imersao (100X). Para obter o valor em porcentagem (%), dividir o
namero de reticulécitos encontrado por 10. Para obter o valor
absoluto (em uL), multiplicar o valor relativo (em %) pelo nimero

total de eritrécitos.

A seguir estdo descritos os quatro tipos de reticulocitos das aves.

Nas figuras estéo os reticulécitos de arara canindé (Ara ararauna)



(A) reticulécito pontilhado 1 (centro, seta): com < 10 pontos de reticulo corado;
a direita um reticulécito em anel (t); lado inferior esquerdo um reticulocito agregado
(k); acima um reticulécito pontilhado 1 (z); (B) reticulécito pontilhado 2 (no centro,
seta): com = 10 pontos de reticulo corado; abaixo dois reticulécitos pontilhados 1; (C)
reticulécito agregado (no centro, seta): com agregados de reticulo corado difuso no
citoplasma; dois reticuldcitos em anel (x); trés reticulécitos pontilhado 1 (y); (D)
reticulocito em anel (no centro, seta): reticul6cito com agregado de reticulo corado
em forma de anel, continuo ou ndo, em pelo menos metade do ndcleo; acima
observar quatro reticulécitos do tipo pontilhado 1. Coloracéo: Azul de Cresil Brilhante,

contra corado com Wright (100x).
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ANEMIA

O diagnostico da anemia é realizado pelo histérico, sinais clinicos e
confirmac&o laboratorial. E importante determinar a causa e a severidade
da anemia. Os sinais clinicos da anemia sao fraqueza, letargia e sinais
respiratorios. No exame fisico observa-se membranas mucosas oral e
cloacal palidas, diminuicdo do tamanho da veia ulnar cutanea, pulso

arterial periférico fraco, taquicardia e murmurio cardiaco fisioldgico.

A ave pode ter sinais evidentes de perda de sangue, como
traumas, penas quebradas com sangue, hematomas, melena e
hematoquesia. A causa da anemia pode n&o ser evidente, e deve ser

realizado diagnostico adicional.

Na suspeita de anemia, coletar uma amostra de sangue para

hemograma.

A anemia em aves € definida quando o hematocrito € menor que
35%. O intervalo de referéncia normal do hematoécrito de aves € de 35 a
55%. Os valores inferiores a 35% indicam anemia e maiores que 55%
indicam policitemia relativa (desidratacdo). Nos psitacideos, entretanto,
o hematécrito normal é maior do que 45%, logo, devem ser avaliados os

valores de referéncia conforme a espécie.
Hematdcrito segundo a severidade da anemia:
hematocrito de 25% a 35%: anemia moderada

hematocrito menor do 20%: anemia severa



Anemia regenerativa X Anemia ndo regenerativa

A contagem de reticulécitos em anel € o melhor método para
determinar a resposta da medula 6ssea e a regeneracao eritréide. Usar o
grau de policromasia (policromatofilia) para estimar a regeneracdo quando

nao for possivel contar os reticulocitos em anel.

Nas aves saudaveis e sem anemia Sao observados poucos
policromatofilos no sangue periférico (1 a 5% dos eritrocitos circulantes).
O numero elevado €& denominado de POLICROMASIA ou
POLICROMATOFILIA e indica aumento da eritropoese, como observado

nas anemias regenerativas.

A reticulocitose aumentada ou policromasia (> 5% a 10% dos
eritrocitos) indica resposta eritrOide regenerativa a anemia. Se essa
porcentagem é de magnitude adequada, ndo € necessario 0 exame da
medula 0ssea. Nas aves anémicas com 5% ou menos de policromatofilos

no sangue NAO estad ocorrendo resposta & anemia ou o periodo é

insuficiente para resposta da medula 6ssea.



Causas de Anemia em Aves

Na anemia REGENERATIVA observa-se aumento da
policromatofilia (eritrécitos imaturos) no sangue, ou seja, aumento do
namero dos reticulécitos em anel (coloracdo supra-vital). O numero de
reticulocitos varia de 1 a 5% em ave saudavel e na anemia regenerativa
a ave deve ter 10% ou mais no sangue periférico, e podem ser
observados outros eritrocitos imaturos, como 0s metarubrocitos. Esse
aumento de eritrocitos imaturos é indicativo de regeneracgdo eritroide.
Importante: nas aves anémicas deve ser realizada a contagem dos
reticulécitos em anel, considerada a melhor técnica para avaliar a

resposta eritréide.

Na anemia regenerativa a medula 0ssea aumenta a eritropoese
devido a hipoxia e niveis elevados de eritropoetina. As causas podem ser

hemorragicas e hemoliticas.

Anemia hemorragica
As anemias por perda de sangue sao regenerativas, exceto se a
perda de sangue é aguda. Causas:
v’ traumatismos: lacerac¢des, fraturas, cirurgias
v’ parasitismo: carrapatos, coccidios, acaros

v/ problemas na coagulacdo: coagulopatias primarias (rara);
congénita (rara); infeccdo viral (polyomavirus, doenca de
Pacheco, reovirus); doenca hepéatica grave; septicemia

bacteriana; toxinas (warfarina, aflatoxina de alimento mofado)



v intoxicacbes por rodenticidas, aflatoxicose, intoxicacdo por

cumarinico, que causam coagulopatias
v' hemorragias gastrointestinais: parasitismo, Ulceras e neoplasias

v' hemorragias na cloaca: papilomas ulcerados, laceragdes, prolapso,

infeccOes

v neoplasias ulceradas

Anemia Hemolitica

As aves com anemia hemolitica podem ter hemoglobinuria ou
biliverdindria. As causas sao hemoparasitas, septicemia, toxinas
(chumbo, zinco, produtos de petroleo) e imuno-mediadas. Exames
adicionais podem ser usados para confirmar a hemolise e avaliar as
causas: teste de aglutinacéo, radiografias, aspirado ou biopsia hepatica,

bidpsia do baco, aspirado de medula 6ssea.

Causas de anemia hemolitica:

v' hemoparasitas: sdo observados na extensdo sanguinea corada. Os
principais hemoparasitas que causam anemia hemolitica s&o o
Plasmodium e Rickettsia (Aegyptianella spp.). O Plasmodium causa
anemia hemolitica e mortalidade em passeriformes; ocorréncia em
varias espécies de aves. Os parasitas Haemoproteus e
Leucocytozoon geralmente ndo causam hemolise ou outros efeitos
adversos, exceto nos casos de infeccdo severa e nas aves

imunocomprometidas. O Atoxoplasma spp. (esporozoitas s&o



encontrados somente dentro dos leucdcitos mononucleares);
Trypanosoma spp (parasitas extracelulares); Aegyptianella spp

(intraeritrocitario); microfilarias (extracelulares).

e Aves com hemoparasitas podem n&o ter anemia. Em
passeriformes (sabia-branco, Turdus leucomelas), por exemplo,
a infeccdo por hemoparasitas ndo causou alteragdes nos

parametros hematolégicos (Lobato et al., 2011).

v toxinas: metais pesados sdo causas comuns de anemia hemolitica
em aves. As intoxicacbes causadas por zinco, chumbo (com
diminuicdo da meia vida do eritrécito) e produtos de petroleo. Na
intoxicacdo aguda por metais pesados ocorre hemolise intravascular;

observar o plasma hemolisado.
v' Hemolise secundaria a ingestao de cebolas (mais rara)
v’ aflatoxicose

v’ anemia hemolitica imuno-mediada: é rara em aves; pode ocorrer

secundaria a infeccéo por Salmonella ou Borrelia

v' anemia hemolitica imuno-mediada primaria é rara e foi relatada em

psitacideos

v Septicemia: salmonelose



Anemia Nao Regenerativa

Na anemia néo regenerativa ndo ha resposta da medula 0ssea e

nao aparecem os eritrocitos imaturos, os policromatofilos (reticulécitos

em anel) no sangue periférico. Uma causa importante de anemia nao

regenerativa € anemia de Doenca Inflamatoria que ocorre devido a

diminuicdo da producdo dos eritrocitos (eritropoese) e diminuicdo da

meia vida dos eritrocitos. A anemia por falta de eritropoese instala-se

rapidamente nas aves, possivelmente devido a meia vida curta do

eritrocito.
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Causas:

doencas inflamatorias: aguda ou crbnica, infecciosa ou nhao
infecciosa

doencas inflamatorias crbnicas = anemia de doenca cronica:
aspergilose, tuberculose, clamidofilose (clamidiose), infeccao
bacteriana cronica, peritonite; neoplasias

neoplasia hematopoiética: leucemia

neoplasia mesenquimal

doencas virais (circovirus)

deficiéncia nutricional: deficiéncia de ferro, acido folico, inanicéo,
hipoproteinemia

drogas: ciclofosfamidas e corticosteroides

hepatopatias

nefropatias, insuficiéncia renal

hipotireoidismo, hiperestrogenismo

toxinas: intoxicagao por chumbo, zinco, aflatoxinas



v Poliomavirus em psitacideo: durante a viremia; causa doenca renal

e diminuicao da eritropoetina, fator estimulador da eritropoese

Para confirmar a causa da anemia nao regenerativa devem ser
realizados testes adicionais, como exames para doencas infecciosas
(sorolégicos, PCR), exames toxicologicos, radiologia, ultrassom e
aspirado de medula 6ssea.

O aspirado de medula 6ssea pode ser feito no esterno, 0sso
tibiotarso proximal (comum), ou nos 0ssos longos ndo pneumatizados. A
ave deve ser anestesiada antes da coleta da medula 6ssea devido a dor
e estresse do procedimento.

Na hipocromia, o citoplasma do eritrocito aparece menos corado,
devido a quantidade diminuida de hemoglobina e esta associada a perda
de sangue aguda, inflamacao, deficiéncia de ferro e anemias pouco
regenerativas nas aves. A inflamacao causa redistribuicdo das reservas
de ferro e diminuicdo do ferro disponivel para eritropoese e resulta em
deficiéncia funcional do ferro. A perda de sangue aguda e a deficiéncia
nutricional de ferro podem causar anemia hipocromica, pouco

regenerativa ou anemia nao regenerativa devido a falta absoluta de ferro



POLICITEMIA

A policitemia € o aumento relativo ou absoluto do namero de
eritrocitos, acima dos parametros fisioldgicos. A policitemia absoluta
pode ser de origem primaria (neoplasica) ou secundaria, devido a
deficiéncia cronica de oxigénio nos tecidos. A primaria, denominada
eritroblastose ou policitemia Vera, € uma doenca mieloproliferativa
conhecida em frangos e pertence ao grupo da leucose/sarcoma aviario.
As policitemias secundarias sempre ocorrem quando h& condicdo de
hipdxia crbnica, independente da causa. Em psitacideos foi relatada uma

sindrome respiratéria, em araras e papagaios.
O hematécrito é > 55% e as causas da policitemia sao:
- Priméaria (Vera): rara

- Secundaria: adaptacao a altitudes elevadas; ligacdo deficiente do
oxigénio aos eritrécitos, doencas respiratorias ou cardiocirculatérias

cronicas (pneumonia, cardiomiopatias, ascite, massa abdominal).






