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Anemia hemoliticainmunomediada
de origen virico en una yegua:
estudio de caso

Resumen

Descripcion del caso: yegua cuarto de milla de seis afios de edad que no
pudo desempefiarse como corredora porque estuvo deprimida y con
hiporexia desde que fue adquirida.

Hallazgos clinicos: taquicardia, taquipnea, fiebre, mucosas pélidas, linfadeno-
megalia mandibular, apariencia delgada y signos de laminitis. Las pruebas
répidas revelaron anemia severa e hiperproteinemia.

Tratamiento y evolucion: se mantuvo con terapia de liquidos, flunixin de me-
glumine, ranitidina y cisaprida. La paciente mantuvo todos los signos clini-
cos, excepto la hiporexia, pues a partir del dia dos, mejord su apetito.

Pruebas de laboratorio: se realizaron estudios el dfa 1y 4, los cambios rele-
vantes fueron anemia severa de origen hemolitico inmunomediado, reti-
culocitos de 1.2 %, incremento en el volumen globular medio (VGM) vy el
indice de distribucién eritrocitaria (RDW), inflamacion cronica severa, hiper-
bilirrubinemia por lisis eritrocitaria y acidosis metabdlica por acumulacion de
acidos. El dfa 4 tuvo dafio hepatocelular severo y probable colestasis. En la
inmunodifusién en agar gel realizada el dia 2, se obtuvo resultado positivo
para anemia infecciosa equina.

Relevancia clinica: la anemia infecciosa equina es una de las principales cau-
sas de anemia hemolitica inmunomediada en esta especie. A pesar de que
se consideran ausentes en equinos, se observaron reticulocitos en el frotis
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tefiido con nuevo azul de metileno. Debido a que el medio para confirmar
un proceso regenerativo en caballos es el andlisis de médula dsea, se ha
recurrido al estudio de otros indices en el hemograma, tales como el VGM
y el RDW.

Palabras clave: hemograma, regeneracion, reticulocitos, indices eritrocitarios, anemia
hemolitica.

Immune-mediated hemolytic anemia
of viral origin in a mare: a case study

Abstract

Case description: six year-old quarter mile mare that could not perform as a
racehorse due to depression and hyporexia since she was acquired.

Clinical findings: tachycardia, tachypnea, fever, pale mucous membranes,
lymphadeno megalia mandibular, slim appearance and signs of laminitis.
Rapid tests revealed severe anemia and hyperproteinemia.

Lab test: laboratory studies were made on days 1 and 4, the outstanding
changes were severe anemia of immune-mediated origin, 1.2 % of reticu-
locytes, mean cell volume (MCV) increase, red cell distribution width (RDW)
increase, severe chronic inflammation, hyperbilirubinemia due to erythro-
cyte lysis, and high anion gap metabolic acidosis. On day 4, it had severe
hepatocellular damage and potential cholestasis. The agar gel immunodiffu-
sion test made on day 2, had a positive result for equine infectious anemia.

Treatment and evolution: she was administered fluid therapy, flunixin me-
glumine, ranitidine, and cisapride. All clinical signs remained, except for
hyporexia, since its apetite improved from day two.

Clinical relevance: equine infectious anemia is one of the main causes of im-
mune-mediated hemolytic anemia in this species. Despite the fact that re-
ticulocytes are considered absent in horses, we observed them on a blood
smear stained with new methylene blue. Because bone marrow analysis
is needed to confirm a regenerative process in horses, other erythrocyte
indices have been studied, such as MCV and RDW.

Keywords: complete blood count, regeneration, reticulocytes, erythrocyte indices,
hemolytic anemia, mare.
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Descripcion del caso

Se presentd al Hospital de Equidos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-
tecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, una yegua, cuarto de milla,
hembra, de seis afios y 418 kg (Figura 1), proveniente de Michoacadn (México). El
duefio refirié que fue adquirida dos meses antes en Estados Unidos de América
para desempefiarse como corredora, pero no lo logré porque siempre estuvo de-
primida y con hiporexia.

Hallazgos clinicos e interpretacion

El dia de su llegada (dia 1), en el examen fisico se aprecio taquicardia de 80/min
(28—40/min), taquipnea de 32/min (8—16/min), fiebre de 38.4 °C (37.2-38 °C),
mucosas pélidas, linfadenomegalia mandibular y apariencia delgada. Se detectd
incremento en la temperatura de los cascos de los miembros toracicos y pulso
digital positivo (hallazgos compatibles con laminitis).

Se realizaron pruebas répidas, como determinacion del hematocrito y sélidos
totales, en las que se obtuvo de 0.17 L/L (0.32-0.52 L/L) y 87 g/L (60-80 g/L)
respectivamente, lo que indicé anemia severa e hiperproteinemia. Por los hallazgos
anteriores, esta yegua fue hospitalizada.

Figura 1. Aspecto y condicién de la yegua cuarto de milla.
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Cuadro 1. Resultado de hemogramas de la yegua cuarto de milla.
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Hematocrito 0.13 0.32-0.52 Anisocitosis 2+ Anisocitosis 2+
RDW 25 % RDW 24 %
H?mf’gl"b'”a >9 49 111=190 g/L (16-21 %) (16-21 %)
Eritrocitos 2.1 1.5 ©.5=125 x1012/L  Aglutinacion (+) Aglutinacion (+)
VGM 7 87 34-58 fl E. m’Jc_Ieados 5/100 L E. nucleados
N. toxicos 2+ 10/100 L
CGMH 393 377 310-370 g/L Linfocitos reactivos 1+ N. téxicos 1+
Plaquetas Suficientes 188 100-600 x10°/L Remanentes
— nucleares 1+
Sélidos totales 83 84 60-80 g/L Reticulocitos 1.2 %
Fibrindgeno 2 3 2-4 g/L
Leucocitos 6.4 corregido 10 corregido  5.5-12.5 x109/L Otros hallazgos
Neutrdéfilos 1.7 3.8 27-6.7 x109/L  Hemdlisis 1+ [_ipemia 3+
Randas 0.1 0 %109/  Lipemia 2+ !ndlce ictérico
e o / Rel. ST/Fb= 41 (>20) incrementado
LlnfOCItOS 3.3 5 ] 1.5-75 x1 09/|_ Agregados piaquetarios 2k
Monocitos 1.4 1 0-0.8 x109/L Rel. ST/Fb=27
(>20)

Tratamiento y evolucién
Se administré terapia de liquidos glucosada (2 L cada hora), adicionada con ami-
noécidos (solo durante el primer dia), flunixin de meglumine (1.1 mg/kg IV BID),
ranitidina (1.5 mg/kg IV TID), cisaprida (0.1 mg/kg PO BID), pentoxifilina (8.5 mg/kg
PO BID) y se aplico hielo en los miembros toracicos, asi como vendas de descanso.
Del dia 1 al 4, la paciente se mantuvo con mucosas palidas, taquicardia y
taquipnea en las que las frecuencias variaron entre 77/min a 100/min y entre
20/min a 40/min, respectivamente. De igual manera estos dias continué con
pulso digital positivo. Hasta el dia 3 la paciente presenté fiebre, que fluctué entre
38.2°Cy 39.9 °C
A partir del dia 2 de hospitalizacién, la evolucion de la paciente fue favorable
en cuanto al apetito.

Pruebas de laboratorio

El dia 1 se realizaron hemograma, bioquimica sérica y uriandlisis (Cuadros1-3) en el
Laboratorio de Patologfa Clinica del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México,
el resultado fue anemia severa, que debido a la aglutinacion, se diagnosticd como
hemolitica inmunomediada. Asimismo, por el incremento de solidos totales, neu-
tropenia y monocitosis, se confirmé una inflamacion crénica severa.

En la bioquimica presentd hiperglucemia relacionada con el incremento en
su aporte (terapia de liquidos glucosada), hiperazotemia prerrenal e hiperfosfo-
remia por disminucion en la tasa de filtrado glomerular por hemoconcentracion;
hiperbilirrubinemia por hiporexia y por la lisis eritrocitaria inmunomediada;
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Cuadro 2. Resultado de bioquimicas séricas de la yegua cuarto de milla.

Glucosa 11.6 mmol/L 3.4-6.2
Urea 114 12.2 mmol/L 4.1-7.6
Creatinina 152 141 mmol/L 88-156
Bilirrubina total 89 116.4 mmol/L 14-54
B. conjugada — 16.4 mmol/L 6-12
B. no conjugada — 100 mmol/L 4-44
AST 801 784 u/L <450
GLDH 7 14 u/L <11
GGT = 46 u/L <22
CK 2211 751 u/L <425
Proteinas totales 67 70 g/L 53-71
AlbUmina 22 21 g/L 31-39
Globulinas 45 49 g/L 20-35
Relacion A/G 0.49 0.43 — 0.89-1.65
Calcio 2.79 2.64 mmol/L 2.79-3.22
Fosforo 1.92 1.27 mmol/L 0.77-1.67
Potasio 4.6 3.7 mmol/L 3.4-5
Sodio 130 132 mmol/L 132—141
Cloro 926 102 mmol/L 98-105
Bicarbonato 12 11 mmol/L 27-34
Acidos no volatiles 27 23 mmol/L 4-13
DIF 34 30 mmol/L 30-40
Osmolalidad 274 272 mOsm/kg —
Lipemia 2+ Lipemia 3+, Indice ictérico incrementado

Cuadro 3. Resultado del uriandlisis (dia 1) de la yegua cuarto de milla.

Examen fisico Examen microscopico

Apariencia: transparente Eritrocitos: 0—1/campo (400x)
Color: amarillo rojizo Leucocitos: 0—2/campo (400x)
Densidad: 1.014 Células transitorias: 0—2/campo (400x)
Cé_lulas escamosas: 0—2/campo (400x)
Cilindros: 0—1/campo (100x)
pH: 5

Protefnas: trazas g/L

Glucosa: O mmol/L

Cetonas: 1+

Bilirrubina: negativo
Urobilinégeno: normal
Sangre/hemoglobina: 250 eri/pL
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incremento de CK y AST por catabolismo muscular; hiperproteinemia por hiper-
globulinemia e hipoalbuminemia por inflamacion crénica; hiponatremia e hipoclo-
remia por el efecto dilucional de la terapia de liquidos, y acidosis metabdlica por
acumulacion de acidos (acidosis lactica). En el uriandlisis habfa aciduria marcada
por la acidosis metabalica, cetonuria relacionada con un balance energético negati-
vo y hemoglobinuria relacionada con el proceso hemolitico intravascular.

El dia 2 se tomd una muestra para la prueba de fijacién del complemento
para el diagnéstico de piroplasmosis equina (Babesia caballi, Theileria equi) y de
inmunodifusion en agar gel para el diagnostico de anemia infecciosa equina (AIE).

El dia 4 se realizé hemograma y bioquimica sérica (Cuadros 1y 2), en los que
resulté anemia severa y reticulocitos de 1.2 % (18x109/L), también hubo incre-
mento de sélidos totales, desviacion a la izquierda y monocitosis por inflamacion
no controlada, crénica, activa.

En la bioquimica sérica habfa hiperazotemia prerrenal, hiperbilirrubinemia con
predominio de la fraccién no conjugada por lisis eritrocitaria; incremento de CK'y
AST por catabolismo muscular; aumento de GLDH y parte del aumento de AST por
dafio hepatocelular, asi como incremento de GGT por colestasis; hipoalbuminemia
por hemodilucion; hipocalcemia por hipoalbuminemia y acidosis metabolica por
acumulacion de acidos (acidosis lactica).

El resultado de las pruebas para la deteccién de piroplasmosis equina y AIE,
fue positivo para esta Ultima. Debido a la infeccion de la yegua con el virus, asi
como el riesgo de contagio que representaba para otros caballos, se le prac-
ticd la eutanasia mediante sobredosis de barbittricos y se incinerd su cadéver.

Discusion y relevancia clinica
La anemia hemolitica inmunomediada (AHIM) no es un hallazgo comun en el
caballo, sin embargo, puede presentarse de manera secundaria a algunas enfer-
medades neoplésicas (linfoma), a la administracion de medicamentos (penicilina)
0 por procesos infecciosos, tales como la AIE.!

En el caso de las AHIM por procesos virales, los eritrocitos estan cubiertos
con particulas viricas (subunidades de la hemoaglutinina) con la posterior union
de la fraccién C3 del complemento, de la IgG o IgM. Los macréfagos presentan
receptores hacia estas protefnas, con lo que se inicia la fagocitosis de los eritrocitos
marcados y la hemdlisis extravascular. Otra via es la hemodlisis intravascular, que se
da por la unién de complejos antigeno-anticuerpo presentes en circulacién, con
lo que se activa la via clasica del complemento vy la lisis osmética del eritrocito.?

En el equino, como en otras especies, los hallazgos Utiles para el diagndsti-
co de AHIM son la aglutinacién de eritrocitos y la formacién de esferocitos. Los
eritrocitos del caballo son pequefios (5 um) en comparacion con otras especies
y carecen de palidez central evidente, lo que dificulta la deteccién de esferoci-
tos.® La aglutinacion en el extendido sanguineo de esta paciente y la confirmacion
con la prueba de aglutinacion fueron suficientes elementos para el diagndstico
de AHIM.

En general, los procesos hemoliticos causan una respuesta regenerativa muy
marcada y evidente, que se manifiesta en la mayoria de las especies mediante la
liberacion de reticulocitos a circulacion, lo que genera reticulocitosis.*
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En casi todas las especies, los reticulocitos permanecen de dos a tres dias en
médula ésea antes de salir a circulacién, en los caballos la dindmica eritrocitaria es
particular debido a que los eritrocitos son liberados solo cuando estdn completa-
mente maduros,” incluso cuando hay aumento en la eritropoyesis, por lo que los
reticulocitos se han considerado ausentes de la sangre periférica en esta especie.

Cuando hay un evento que provoque anemia en un equino, no es po-
sible demostrar un proceso regenerativo mediante el anélisis de las células en
el extendido sanguineo o con tinciones supravitales como en otras especies,
asi, cuando en un caballo aumenta la eritropoyesis por la respuesta regenera-
tiva en un proceso hemolitico, es necesaria la evaluacién de médula dsea.”

Por la dificultad para obtener médula dsea en equinos, se han utilizado otros
recursos diagnésticos para determinar el aumento en la produccién eritrocitaria,
entre estos se encuentran la amplitud de distribucién eritrocitaria (RDW, por sus
siglas en inglés) y el volumen globular medio (VGM).

El primer término se refiere al coeficiente de variacion del volumen de los
eritrocitos en una muestra, esto es, un indice de anisocitosis, que muchos analiza-
dores automatizados de hematologia calculan y el valor lo reportan en porcentaje.
La anisocitosis se da cuando hay una mezcla de eritrocitos maduros de tamafo
normal y eritrocitos (reticulocitos) producidos recientemente en médula 6sea du-
rante una anemia regenerativa.®

EI'VGM es un indicador del volumen promedio de los eritrocitos en una mues-
tra, de modo que, cuando hay eritrocitos mdas grandes e inmaduros, se incre-
mentan tanto el promedio como el VGM. Este indice no es muy sensible para la
deteccion de la variacién en el tamafio de los eritrocitos ya que se necesita un
numero grande de eritrocitos inmaduros para elevarlo por encima del limite de
referencia.” Tanto el VGM como el RDW pueden mostrar cambios significativos
hasta 20 dias después de iniciada la anemia,” por lo que la manera més adecuada
de detectar un proceso regenerativo es hacer una comparacion individual de cada
paciente, estableciendo un valor basal con el primer hemograma y haciendo eva-
luaciones periddicas, en las que es necesario observar un aumento de 10 a 15 fL
en el VGM con base en el resultado anterior.

El RDW es un pardmetro sensible, ya que con variaciones menores en el ta-
mafio de las células es posible observar un cambio mucho més evidente. Tanto el
VGM como el RDW no muestran alteraciones en casos de anemias leves, asi que
la ausencia de elevacion en ambos no descarta el proceso regenerativo.’

En la paciente del caso reportado se observo en el primer hemograma VGM
de 71 fLy el dia 4 el valor fue de 87 fL, esto representa un aumento de 16 fL, lo
que sugiere el incremento de eritrocitos inmaduros en la paciente. En el RDW, no
hubo cambios significativos entre el primer y segundo hemograma (25 y 24 %
respectivamente); sin embargo, el valor se encontrd por encima de los limites de
referencia establecidos. Asimismo, la anisocitosis era muy evidente en la evalu-
acién microscdpica del frotis sanguineo (Figura 2).

Los reticulocitos se han considerado ausentes de la circulacién sanguinea en
equinos; sin embargo, actualmente se sabe que si estadn presentes en pequefas
cantidades que son indetectables con métodos y tinciones convencionales.®

Se ha desarrollado desde hace algunos afios el anélisis de muestras con equi-
pos que poseen tecnologfa laser aunada a la utilizacion de una tincién fluorescente.
Estos equipos detectan eritrocitos inmaduros mediante la coloracién del reticulo
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Figura 2. Anisocitosis y eritrocito nucleado (T) en sangre periférica de la yegua cuarto de milla. Wright 100X.

endoplasmico, incluso pueden definir el grado de madurez de la célula. También
pueden detectar reticulocitos con poco ARN, que si se utilizaran tinciones supravi-
tales (nuevo azul de metileno y azul de cresil brillante) no se lograrfan tefiir y no
podrian identificarse.®

Teniendo en cuenta lo anterior, el paciente de este caso presentd 1.2 % de
reticulocitos (18x1072/L) los cuales fueron observados con microscopio éptico
de un extendido tefido con nuevo azul de metileno (Figura 3). Un porcentaje de
reticulocitos igual al de este paciente (1.2 %) fue reportado en un caballo con
anemia hemolitica inmunomediada secundaria a una infeccién con Clostridium
perfringens.® Este paciente, como el de nuestro caso, tenia anemia severa de
origen hemolitico y fue posible evidenciar la presencia de reticulocitosis con mi-
croscopio éptico.

La anemia infecciosa equina es de las principales causas infecciosas de ane-
mia hemolitica inmunomediada en equinos, en este caso, esta Ultima se confirmd
por el resultado de aglutinacion positiva.

En términos generales, los reticulocitos son células que siempre se han con-
siderado ausentes de la circulacion sanguinea en caballos; sin embargo, se han
hecho estudios recientes en los que se ha comprobado su presencia en animales
sanos (1.16—13.10x109/L) y se determind que los cambios mas relevantes solo
se ven con anemias severas,? comunes de los procesos hemoliticos.

Finalmente, los indices eritrociticos, en el que el VGM tuvo un incremento de
16 fL en 4 dias y el RDW estaba por encima del intervalo de referencia, sugieren
que la paciente de este caso clinico tuvo un incremento en la respuesta eritropoyé-
tica. El hecho de haber observado reticulocitos con una técnica tan poco sensible
como el uso de nuevo azul de metileno, es un hallazgo relevante.
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Figura 3. Reticulocitos (T) en sangre periférica de yegua cuarto de milla. Nuevo azul de metileno 100X.
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