Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.6, p.1376-1381, 2007

Estudo eritroleucométrico e proteinograma sérico do sangue do cordao umbilical e jugular
de eqiiinos ao nascimento e de suas respectivas maes

[Erythrocytometry and seric proteinogram of umbilical cord and jugular of foals at birth and respective mothers)
R.F. Godoyl, A.E. Santanaz, E. Campos Filhoz, J.V. Oliveird®

'Aluna de pés-graduagio - FCAV-UNESP — Jaboticabal, SP
*Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n
14884-900 — Jaboticabal, SP
3polo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico -APTA — Colina, SP

RESUMO

Colheram-se amostras de sangue do corddo umbilical (SCU) e do sangue circulante de cinco eqiiinos
neonatos, imediatamente ap6s o nascimento, e o sangue da propria mde, utilizando-se um sistema a
vacuo. O material foi submetido a contagem global de hemacias e leucdcitos e a determinac@o do volume
globular ¢ da concentracdo de hemoglobina; a contagem diferencial de leucdcitos em esfregagos
sangiiineos; e ao calculo dos indices eritrocitométricos. Foram realizadas a dosagem de proteinas séricas
totais e a eletroforese das proteinas séricas em gel de agarose. Nao houve diferengas significativas entre
os parametros do SCU e do sangue da jugular dos potros. No SCU dos potros observaram-se valores mais
elevados para contagem global de hemacias (9,75x10%pul), dosagem de hemoglobina (14,65g/dl) e
concentra¢do de hemoglobina corpuscular média (37,23g/dl); e valores menores para volume corpuscular
médio (40,5011), proteina total (4,37g/dl), a-globulinas (0,65g/dl), B-globulinas (1,10g/dl), y-globulinas
(0g/dl) e contagens global (5,40 x 10°/ul) e diferencial de leucécitos, exceto contagem de neutrofilos
bastonetes e mondcitos, quando comparados com os valores obtidos no sangue de suas maes.
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ABSTRACT

Umbilical cord blood (UCB) and systemic blood samples were collected from five equine neonates,
immediately after birth. Systemic blood samples from their mothers were also collected at the same time,
using a vacuum system. The samples were submitted to the following analyses: red blood cell and total
white blood cell counts; determinations of packed cell volume and hemoglobin concentration, differential
white cell count in blood smears, and determination of erythrocytometric values. Total serum proteins
quantification and serum proteins electrophoresis in agarose gel were done. No significant difference
(P<0.05) was noted between averages in neonate jugular blood and equine UCB. Equine UCB showed
higher values of red blood cell count (9.75x10%ul), hemoglobin determination (14.65g/dl), and mean
corpuscular hemoglobin concentration (37.23g/dl); but lower values of mean corpuscular volume
(40.5011), total protein (4.37g/dl), a-globulin (0.65 g/dl), f-globulin (1.10g/dl), y-globulin (0g/dl), total
(5.40x1 03/,ul), and differential leukocytes count, except for band neutrophils and monocytes counts, when
compared to the blood of the mares.
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INTRODUCAO

O estudo do sangue do corddao umbilical (SCU) é
relevante e trabalhos recentes tém demonstrado a
presenca de células-tronco no sangue do corddo
umbilical humano, representando uma fonte
alternativa a reconstituicdo hematopoética ¢ de
outros tecidos (Broxmeyer et al., 1991; Vilmer et
al., 1992; Wagner et al., 1992).

Ha poucos trabalhos publicados sobre valores
eritroleucométricos normais de fetos e neonatos
eqiiinos (Allen et al., 1998), e nenhum trabalho
publicado sobre valores eritroleucométricos do
SCU em eqiiinos.

Os valores do hematocrito ¢ a concentragdo de
hemoglobina atingem patamares similares aos de
eqiiideos adultos por volta de 300 dias de vida
intra-uterina, e, ao nascimento, esses valores
variam de 40-52% para o hematdcrito e 13,4-
19,9g/dl para a concentragdo de hemoglobina,
como verificado em potros das ragas Quarto de
Milha e Puro Sangue Inglés (Jeffcott et al., 1982;
Harvey, 1990). De acordo com Harvey et al.
(1984; 1987) e Harvey (1990), a contagem global
de hemécias em potros ao nascimento (9,3-
12,9x10%pul) encontra-se dentro ou acima dos
limites considerados normais para cavalos
adultos. O volume corpuscular médio (VCM)
revela-se elevado no inicio do desenvolvimento
fetal, diminui para proximo dos valores normais
de eqiiinos adultos aos 300 dias de vida intra-
uterina €, ao nascimento, situa-se entre 37-45fl
(Jeffcott et al., 1982). No aspecto morfolodgico, é
freqiiente, no sangue dos eqilinos neonatos, a
anisocitose (Allen et al., 1998). A concentra¢ao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) ¢
constante durante o desenvolvimento fetal, assim
como do nascimento até a vida adulta, e varia de
32 a 40g/dl (Harvey, 1990; Allen et al., 1998).

Em potros, ao nascimento, a contagem global de
leucocitos varia de 4,9 a 12,0x10%/ul de sangue
(Lassen e Swardson, 1995) e o numero de
neutrofilos segmentados chega a valores médios
de 5500/ul. Neutrofilos bastonetes estdo ausentes
ou em numero reduzido em potros a termo e ndo
excedem a 150/ul (Harvey, 1990). Nos dois
tercos finais de vida intra-uterina, eqiiinos
apresentam contagens linfocitarias que se
aproximam daquelas dos polimorfonucleares
neutrofilicos, e alcancam valores em torno de
3000/ul (Jeffcott et al., 1982; Jain, 1986). A
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relacdo entre neutrdfilos e linfécitos (N:L), em
potros a termo, varia de 2:1 a 6:1 (Allen et al.,
1998). Por outro lado, em potros prematuros o
quociente da relacdo N:L ¢ de 0,68+0,22
(Chavatte et al.,1991).

Os eosindfilos geralmente estdo ausentes no
sangue circulante do potro ao nascimento
(Harvey, 1990) e s6 aparecem a partir de sete
dias de vida (Medeiros et al, 1971). Os
mondcitos e basofilos aparecem em numero
relativamente estavel desde o nascimento até a
vida adulta e seus valores absolutos ao
nascimento  sdo  0,04-0,43x10°/ul e  0-
0,02x103/u1, respectivamente  (Jain, 1986;
Harvey, 1990).

A transferéncia de imunoglobulinas maternas
para o feto eqiino, intra-uterinamente, nao
ocorre devido a placentagdo epiteliocorial difusa
que a égua apresenta. Antes de ingerir o colostro,
portanto, o potro apresenta concentragdes
insuficientes de imunoglobulinas (LeBlanc, 1990
e Jainudeen e Hafez, 1995). Ao nascimento,
antes da ingestdo do colostro, as proteinas séricas
totais do potro variam de 4,4 a 5,9g/dl (Harvey et
al., 1984; 1987).

Apesar da importdncia do sangue do corddo
umbilical como fonte de células-tronco, do
advento da imunofenotipagem de linfocitos e dos
modelos experimentais em cées, sdo ainda muito
incipientes os estudos das variaveis sangiiineas
do corddo umbilical em animais domésticos. Este
trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar
0 sangue e comparar o  balango
eritroleucométrico e seroprotéico do sangue
colhido do SCU e da jugular de eqiiinos recém-
nascidos e do sangue da jugular de suas
respectivas maes.

MATERIAL E METODOS

As colheitas do SCU e da jugular foram
realizadas em cinco potros e suas respectivas
maes, da raca Brasileiro de Hipismo do Polo
Regional de Desenvolvimento Tecnologico dos
Agronegocios da Alta Mogiana — Colina, SP,
durante a estacdo de pari¢do da espécie. Os
seguintes grupos experimentais (G) foram
constituidos: GE1 - sangue da jugular de
neonatos eqiiinos; GE2- SCU eqiiino; ¢ GE3-
sangue da jugular das méaes.
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Imediatamente ap6s o nascimento, amostras do
SCU foram colhidas, antes da dequitagdo
placentaria, mediante punc¢do da veia umbilical.
Em seguida, foram colhidas amostras do sangue
circulante, tanto do potro quanto da mae, por
venipun¢do jugular. Uma aliquota de sangue foi
acondicionada em tubo com EDTA e outra em
tubo sem anticoagulante.

As contagens globais de hemacias e leucoécitos e
as determinacdes do volume globular ¢ da
concentragdo de hemoglobina foram obtidas com
o auxilio de um contador automatico de células
ACT-8'. A partir dos valores obtidos para
hemacias, volume globular e hemoglobina,
calcularam-se os indices eritrociticos de
Wintrobe (VCM, HCM e CHCM). As contagens
diferenciais de leucdcitos foram realizadas em
esfregacos sangiiineos corados com uma mistura
de metanol, May-Grunwald e Giemsa (MMG).
As proteinas séricas totais foram avaliadas pelo
método do biureto, com auxilio de um conjunto
de reagentes e leitura espectrofotométrica no
Labquest”.

O fracionamento eletroforético das proteinas
séricas foi obtido como se segue: apds o
preenchimento da cuba com  tampao
VeronalEDTA 0,05M, pH 8,6, no filme de
agarose’, aplicaram-se aliquotas de 1,041 de soro.
Em seguida, a eletroforose (90 volts) correu por
35 minutos. O filme foi mergulhado em corante
negro de amido, onde permaneceu por cinco
minutos. Depois foi imerso em acido acético a
5% durante cinco minutos para descoloragéo.
Apos secagem em estufa, passou por nova fase
de descolora¢do com banhos sucessivos de acido
acético a 5%, seguidos de nova secagem a 60°C.
Obteve-se o eletroforetograma, pela migragdo
das fracdes protéicas pelo gel de agarose
(albumina, a, B e y-globulinas). Finalmente, as
leituras  densitométricas em  densitometro’
forneceram os valores relativos e absolutos de
cada fracdo protéica.

A analise estatistica dos dados foi realizada de
acordo com o programa SigmaStat for Windows
Version 1.0*. Os resultados foram tabulados e

! Beckman Coulter - Fullerton, EUA.

“Labtest- Sistema de Diagnosticos Ltda. - Belo Horizonte,
Brasil.

3CELM —Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos -
Barueri, Brasil.
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submetidos a analise de variancia, seguida do
teste Student-Newman-Keuls (P<0,05) para a
comparagdo entre as médias dos grupos. O
coeficiente de correlagdo de Pearson (P<0,05) foi
utilizado para testar as seguintes correlacdes: (1)
peso do neonato com seus valores
eritroleucométricos do SCU e da jugular, (2)
tempo de vida intra-uterina com os valores
eritroleucométricos do SCU e da jugular de
neonatos, (3) valores eritroleucométricos da mae
com aqueles do sangue da jugular do neonato (4)
valores eritroleucométricos da mie com aqueles
do SCU dos neonatos (Snedecor e Cochran,
1987).
RESULTADOS

As médias obtidas para as caracteristicas eritro e
leucométricas sdao apresentadas nas Tab. 1 e 2,
respectivamente, ¢ as médias seroprotéicas na
Tab. 3.

Foi observada auséncia de basofilos e de
eosino6filos no sangue da jugular (E1) e do
cordao umbilical (E2) de neonatos eqiiinos. A
média obtida para as contagens absolutas de
basofilos e eosinofilos nas maes foi 0,22+0,12 e
0,58+0,14, respectivamente, (P<0,05) dos
valores de E1 e E2. Nos esfregacos sangiiineos
de El e E2 verificaram-se anisocitose e
policromasia.

O peso médio obtido para neonatos eqiiinos foi
de 54,0049,65kg ¢ o tempo médio de vida intra-
uterina foi de 326,50+6,86 dias. O quociente N:L
encontrado para neonatos eqiiinos, foi de
2,24+0,55 e as correlagdes testadas nao
apresentaram significancia (P>0,05).

DISCUSSAO

A média da contagem global de hemacias, no
sangue da jugular de eqiiinos neonatos (El),
estava abaixo da considerada fisiologica para
potros ao nascimento por Harvey (1990). Deve-
se ressaltar que esse autor utilizou potros das
ragas Quarto de Milha e Puro-Sangue Inglés para
estabelecer a faixa de normalidade de pardmetros
eritroleucométricos e neste estudo, utilizaram-se
potros eqiiinos da raca Brasileiro de Hipismo. A
média obtida para a contagem global de
hemacias no sangue da jugular de eqiiinos
neonatos foi mais elevada que a obtida do sangue
da jugular das maes (E3), semelhante as
observagdes de Harvey et al. (1984; 1987).
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo (DP) da contagem global de hemacias, concentragdo de hemoglobina,
volume globular, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) no sangue da jugular (E1) e do corddo
umbilical (E2) de neonatos eqiiinos e no sangue de suas respectivas maes (E3)

Cont. gl,ol?al Conc. dc.a Volume VCM HCM CHCM

s de henéamas hemoglobina globular () @3 (g/dl)

o (x 10°/ul) (G/DL) (%)
Meédi DP Médi DP Medi DP Médi DP Médi DP Médi DP
a a a a a a

El 913 1,18 13,7 1,70 373 627 40,6 228 150 0,58 37,0 223
A 2A A 7A 4A 0A

E2 9,7 1,08 146 1,40 396 576 40,5 187 150 0,71 37,2 2,67
A 5A 3A 0A 7A 3A

E3 7,58 0,88 11,6 1,03 353 2,76 46,7 263 153 1,03 328 1,06
B 2B S5A 8B 8A 3B

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05)

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo (DP) das contagens globais de leucdcitos, neutrdfilos bastonetes,

neutréfilos segmentados, linfocitos e monocitos no sangue da jugular (E1) e do corddo umbilical (E2) de

neonatos eqiiinos e no sangue de suas respectivas maes (E3)
Cont. global de Neutroéfilos Neutroéfilos

e Linfocitos Mondcitos
Crigo leucoscltos bastor;etes segmer;tados o 0’ ) = 0’ i)
(x 10°/ul) (x 10°/ul) (x 10°/ul)
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
El 4,93A 1,42 0,02A 0,04 3,25A 0,91 1,58A 0,72 0,02A 0,03
E2 5,40A 1,20 0,02A 0,03 3,99A 1,03 1,39A 0,42 0,00A 0,00
E3 14,25B 3,11 0,08A 0,13 9,54B 2,67 3,73B 1,11  0,09A 0,16

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05)

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo (DP) da proteina total, albumina sérica, alfaglobulinas, betaglobulinas
e gamaglobulinas, no sangue da jugular (E1) e do corddo umbilical (E2) de neonatos eqiiinos e no sangue
de suas respectivas mées (E3)

Proteina total Albumina o-globulina B-globulina y-globulina
Grigo Médi(g/dl) sérica (g/dl) (g/d]) (g/dl) (g/dl)
a DP  Média DP Média DP Média DP Média  DP

El 4,50A 0,39 2,65A 0,20 0,73A 0,21 1,L12A 0,23  0,00A 0,00

E2 437A 0,38 2,81A 048 0,65A 021 1,LIA 0,20  0,00A 0,00

E3 7,75B 0,84  2,65A 0,22 1,77B 1,23 1,95B 0,88 1,20B 0,50
Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05)
No SCU eqiiino (E2), os valores médios obtidos do que naquele obtido a partir da braquiocefalica
para contagem global de hemécias situaram-se na de adultos. Essa contagem global de hemacias
faixa de normalidade reportada para potros ao mais alta no sangue da jugular e do cordao
nascimento (Harvey et al., 1984; 1987; Harvey, umbilical eqiliino podem ser atribuidas ao fato de
1990; Allen et al., 1998). Neste experimento, a as colheitas de sangue terem sido realizadas
média da contagem global de hemacias do SCU imediatamente apds o nascimento, momento em
foi mais alta que a obtida no sangue da jugular que o potro ainda apresenta niimero elevado de
das parturientes. Achado semelhante foi relatado eritrocitos, uma caracteristica natural da vida
por Pranke et al. (2001), em humanos, cujo intra-uterina (Medeiros et al., 1971). Alguns
nimero de hemdcias revelou-se maior no SCU minutos ap6s o nascimento ocorre hemolise

fisiologica e o nimero de hemacias diminui.

*Jandel Corporation - San Rafael, EUA.
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A média da concentragdo de hemoglobina no
sangue da jugular de eqiiinos neonatos ¢
comparavel aquelas relatadas por Jeffcott et al.
(1982) e por Harvey (1990). A concentragdo de
hemoglobina do sangue da jugular de eqiiinos
neonatos foi mais elevada que a do sangue da
jugular das maes, semelhante ao reportado por
Jeffcott et al. (1982) e Harvey (1990). A
concentrag¢do de hemoglobina do SCU foi mais
alta que a do sangue da jugular das mdes,
confirmando as observagdes feitas em humanos
por Chaisiripoomkere et al. (1999).

Com relagdo ao volume globular, o sangue da
jugular e o do corddo umbilical de neonatos
eqiiinos apresentaram médias ligeiramente mais
baixas que as citadas para potros ao nascimento
por Jeffcott et al. (1982) e Harvey (1990).
Segundo Jeffcott et al. (1982), o volume globular
nos potros ao nascimento ¢ similar ao de eqiiinos
adultos e isto foi confirmado no sangue da
jugular e do corddao umbilical de eqiinos
neonatos, deste experimento.

Tais assertivas ndo sdo validas para humanos, ja
que o volume globular obtido no SCU humano
suplanta aquele obtido no sangue da veia
braquiocefalica de adultos (Chaisiripoomkere et
al., 1999).

Harvey (1990) refere-se a valores de VCM, em
potros, ao nascimento, similares aos encontrados
em adultos, uma vez que, ao nascimento, 0s
eritroblastos e reticuldcitos estdo ausentes no
sangue periférico (Allen et al., 1998). No
entanto, neste ensaio, o VCM no sangue da
jugular e do cordao umbilical de eqiiinos
neonatos foi mais baixo que o obtido no sangue
de suas maes. Estes resultados diferem dos
relatados em humanos por Chaisiripoomkere et
al. (1999), Silber et al. (2000) e Pranke et al.
(2001), que se referem a VCM no SCU humano
mais alto que aquele encontrado do sangue da
veia braquiocefalica de humanos adultos, devido
a presenca de eritroblastos e reticuldcitos no
SCU.

Harvey (1990) e Allen et al. (1998) descreveram
anisocitose como um achado freqiiente no sangue
de neonatos eqiiinos, fato que também foi
verificado neste ensaio, tanto nas preparacdes
citoscopicas do sangue do cordio umbilical
quanto nas da jugular de neonatos.
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As médias obtidas para contagens globais de
leucocitos no sangue do corddo umbilical e da
jugular de neonatos eqiliinos revelaram-se
menores que as observadas por Harvey (1990),
em neonatos eqiiinos, apdés a ingestdo de
colostro, provavelmente devido ao fato de que
neste experimento a coleta foi realizada
imediatamente apds o nascimento, mas
assemelharam-se aos valores reportados por
Lassen e Swardson (1995). A contagem média de
células leucocitarias nos grupos E1 e E2 foram
mais baixas que aquelas obtidas no sangue da
jugular de suas maes, conforme Harvey (1990) e
Lassen e Swardson (1995) reportaram, ou seja, a
quantidade de leucdcitos em eqiiinos ao
nascimento ¢ menor que em adultos.

Os leucocitos basofilicos estavam ausentes no
sangue da jugular e do corddo umbilical de
eqiiinos neonatos, semelhantemente aos achados
de Medeiros et al. (1971), Jain (1986) e Harvey
(1990). Para esses autores, freqiientemente tais
células estdo ausentes no sangue circulante de
potros ao nascimento, o que pode ser atribuido a
uma degranulagdo precoce das células basofilicas
ou a um estimulo do cortex em resposta a uma
situacdo de estresse, no caso, O nascimento
(Medeiros et al., 1971).

Leucocitos eosinofilicos ndo foram observados
no sangue jugular e umbilical de neonatos
eqiiinos e, segundo Medeiros et al. (1971), os
eosinofilos s6 aparecem no sangue circulante de
eqiiinos neonatos aos sete dias de idade.

Os valores de neutréfilos segmentados no SCU e
no sangue circulante eqiiino foram mais baixos
que no sangue da jugular de suas maes (E3),
semelhantemente as observagdes de Harvey
(1990) e Chavatte et al. (1991).

No sangue da jugular das mies os neutrofilos
segmentados estavam aumentados, o que ¢
indicativo de mobilizacdo do pool marginal de
neutréfilos segmentados em diregdo ao pool
circulante, em resposta a situa¢des de estresse,
neste caso, o parto.

As contagens absolutas de linfocitos no sangue
da jugular e no umbilical de neonatos eqiiinos
acompanharam os valores fisiologicos para
células linfocitarias em potros ao nascimento
(Jeffcott et al., 1982; Jain, 1986; Harvey, 1990).
Essas contagens foram acima de 1000
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linfécitos/pl, uma possivel indicagdo de
maturidade dos potros (Harvey, 1990).
Verificaram-se tanto no sangue jugular quanto no
SCU de neonatos médias de linfocitos mais
baixas que aquela apresentada por suas maes,
semelhantemente ao relatado por Jeffcott et al.
(1982), Harvey (1990) e Lassen e Swardson
(1995).

A razio N:L encontrada para os neonatos
eqiinos foi ligeiramente mais baixa que a
descrita para neonatos a termo por Chavatte et al.
(1991), entretanto situou-se dentro da faixa de
normalidade para neonatos a termo, reportada
por Allen et al. (1998).

As concentragdes de proteina sérica total, nos
grupos E1 e E2 estavam dentro dos limites de
variagdo propostos por Harvey et al. (1984;
1987), mas estavam mais baixas que as
encontradas nas mdes, o que também foi
verificado pelo mesmo autor. Isto se deve,
principalmente, a auséncia de gamaglobulinas no
sangue de potros ao nascimento, ou seja, antes da
ingestdo do colostro (LeBlanc, 1990; Jainudeen e
Hafez, 1995). A auséncia de gamaglobulinas no
sangue da jugular e do corddo umbilical de
eqiiinos encontra ressonancia nos relatos de
LeBlanc (1990).

CONCLUSOES

O sangue do corddo umbilical e o da jugular de
eqiiinos neonatos sdo semelhantes e ambos
podem ser utilizados para avaliagdo do quadro
hematologico e seroprotéico desses animais. O
sangue do corddo umbilical e o da jugular de
eqiiinos neonatos apresentam balango
eritroleucométrico e seroprotéico diferente
daquele encontrado no sangue de eqiiinos
adultos.
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