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RESUMO

A contagem de plaquetas € uma parte essencial do hemograma que fornece
informagdes para a correta interpretacédo de diversas enfermidades. A precisdo
e exatiddo dos contadores eletronicos de células é melhor em comparagdo com
a contagem manual, principalmente porque um nimero muito maior de células é
contado. Mesmo com a existéncia de técnicas automaticas para contagem de
plaguetas cada vez mais sofisticadas, ndo pode competir com o discernimento
humano por critérios morfoldgicos por causa de interferéncias que resultam na
presenca de células ou particulas com tamanhos ou caracteristicas Opticas
semelhantes as das plaguetas, que nao podem ser suficientemente
discriminados dessas. O continuo estudo dos métodos de contagem existente e
a elaboracéo de novas metodologias promove um resultado laboratorial mais
confiavel. O objetivo do estudo foi propor um método de estimativa de plaquetas,
denominado de estimativa relativa, na qual as amostras sdo divididas em
diferentes grupos, baseados no valor do hematécrito, comparando com dois
tipos de contagem ja existente: estimativa em esfregaco sanguineo, nomeada
de estimativa tradicional, e a contagem automatizada por citometria de fluxo pelo
Procyte. Foram utilizadas amostras de sangue com EDTA-K2 (Acido
Etilenodiamino tetra-acético) para hemograma de 80 cédes de diferentes faixas
etarias, racas e condicfes de saude. As amostras que continham coagulos,
agregados plaquetarios, observados na revisdo do esfregaco sanguineo, ou
possuiam desproporcdo na quantidade de anticoagulante foram excluidas do
estudo. Essas amostras submeteram-se a contagem automatizada por
citometria de fluxo, estimativa plaguetaria em esfregaco sanguineo e a
estimativa relativa, na qual houve a classificacdo em 6 diferentes grupos,
baseados no valor de hematdcrito. Esses trés tipos de contagem foram
correlacionados pelos métodos de Passing Block e Bland-Altman. Foi possivel
observar que a estimativa relativa ndo apresentou alta correlacdo com a

contagem automatizada. Além disso, nao foi observado um viés proporcional



durante a comparagdo do novo método de estimativa proposto e a contagem por
citometria de fluxo. Houve uma alta correlacéo entre a estimativa tradicional e a
contagem automatizada. O estudo concluiu que ha uma baixa correlacdo entre
0 novo método de contagem plaquetéria proposto e a contagem automatizada

por citometria de fluxo.

Palavras-chave: contagem automatizada, plaguetas e estimativa de

plaguetas



ABSTRACT

Platelet counting is an essential part of the blood count that provides
information for the correct interpretation of various diseases. The precision and
accuracy of electronic cell counters is better compared to a manual count, mainly
a much larger number of cells are counted. Even with the existence of automated
techniques for platelet counting that are increasingly sophisticated, it cannot
compete with human judgment for morphological criteria because of
interferences that result in the presence of cells or particles with cells or optical
characteristics parallel to the platelets, which cannot sufficiently discriminated
against platelets. The continuous study of the existing counting methods and the
development of new methodologies promotes a more reliable laboratory result.
The aim of the study was to propose a new method of platelet estimation, called
relative estimation, in which the samples are divided into different groups, based
on the hematocrit value, comparing with two types of existing count: blood smear
estimate, named traditional estimation, and automated flow cytometry counting

by Procyte.

Blood samples with EDTA-K2 were used for the complete blood count of 80
dogs of different age groups, breeds and health conditions. Samples that
contained clots, platelet aggregates, seen in the blood smear review, or had a
disproportionate amount of anticoagulant were excluded from the study. These
samples were subjected to automated counting by flow cytometry, platelet
estimation in blood smear and the relative estimate, in which there was
classification in 6 different groups, based on hematocrit. These three types of
counting were correlated by the Passing Block and Bland-Altman methods. It was
possible to observe that the relative estimate did not show a high correlation with
automated counting. In addition, a proportional bias was not observed when
comparing the proposed new estimation method and flow cytometry counting.
There was a high correlation between traditional estimation and automated

counting.



The study concluded that there is a low correlation between the proposed
new platelet counting method and automated counting by flow cytometry. In
addition, the relative estimate took a long time in the opinion of the authors,

making this method ineffective in the laboratory routine.

Keywords: platelets, platelet estimation e automated counter



1 INTRODUCAO

Distdrbios hemorragicos sdo comuns em animais domeésticos, podendo
causar trombocitopenia, trombocitopatia, coagulopatia ou vasculopatia. A
trombocitopenia, por exemplo, se constitui em uma importante pista para a
investigacdo de infeccdes, neoplasias e inflamacao (1). Dois procedimentos
analiticos sdo comumente usados para contagem de células sanguineas: o
manual e a contagem automatizada, que foram, primeiramente, desenvolvidos
para a analise de amostras humanas, sendo posteriormente adaptado para

outras espécies (2).

A estimativa de plaguetas no esfregaco sanguineo, € um método
considerado como o padrdo ouro, resultando em uma “verificagao interna” da
contagem de plaquetas, porém é bastante impreciso (3). As principais
desvantagens desse método sdo a maior demanda de tempo e as desvantagens
estatisticas porque, em comparacdo com os métodos automatizados, sao
contadas consideravelmente uma menor quantidade de plaquetas. Varios
fatores podem interferir na estimativa de plaquetas. Esses fatores incluem a
qualidade do esfregaco, os procedimentos de coleta de amostra, manuseio e
armazenamento inadequados, a area do esfregaco usado para a avaliacao (as
plaguetas sdo mais abundantes onde mais células sanguineas estao presentes),
a experiéncia do observador e a capacidade visual e, 0 campo do microscopio

(quanto mais amplo o campo, mais células visualizadas) (3).

J4 em relacdo aos analisadores automaticos, as metodologias mais
populares sdo a citometria de fluxo e a de impedancia. Na veterinéria, os
contadores as vezes, fornecem contagens imprecisas em animais, como em
alguns casos de trombocitopenia falsa (na presenca de macroplaquetas) ou
guando ha agregados plaquetarios (3). Aparelhos automatizados, principalmente
os de impedancia, também podem sugerir uma trombocitose falsa, que pode
estar associada a presenca de microcitose ou poiquilocitose pois, nesses casos,
pequenos eritrocitos ou fragmentos de células sdo contados como plaquetas (4).
Portanto, mesmo os analisadores hematolégicos mais modernos requerem a

avaliacdo do esfregaco de sangue periférico, principalmente em felinos. Nesses
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casos, a avaliacdo microscopica da contagem de plaguetas € um componente

importante da revisdo do esfregaco de sangue.

Como mencionado anteriormente, as plaquetas sdo mais facilmente
encontradas em areas do esfregaco sanguineo que existam mais células (3), e
tendo em vista as desvantagens de cada método de contagem, foi sugerida uma
estimativa que desse maior consideracao a influéncia da anemia ou policitemia

na estimativa de plaquetas em esfregacos sanguineos.
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1.1 INTRODUCAO

7

A contagem de plaquetas é um componente essencial dos testes
hematoldgicos de rotina. E usado como um importante marcador laboratorial e
monitoramento do tratamente de diversas enfermidades hemostaticas(5) Na
medicina veterinaria, trés meétodos analiticos sd8o comumente usados: a
contagem manual em cémara de Newbauer, estimativa de plaquetas no
esfregaco sanguineo corado e a contagem automatizada (6). O método manual
€ 0 padrdo-ouro, mas essa técnica também esta associada a altos coeficientes
de variacdo, dependendo da experiéncia do veterinario, o que causa resultados
divergentes entre observadores (7). O principal problema do método manual
utilizando a camara de Neubauer é a identificacdo das plaquetas. Elas podem
ser facilmente confundidas com particulas celulares e ndo celulares como
fragmentos de hemacias, agregados lipidicos ou protéicos. Outro ponto de
impediente analitico € o aumento do volume plaquetario (3), e largura de
distribuicdo plaguetaria, o que sugere plaguetas imaturas na corrente sanguinea
(8). Na contagem automatizada de plaquetas, resultados discrepantes sao
comuns em amostras de sangue com agregados plaquetarios. Além desses
agregrados, as macroplaquetas também influenciam na contagem incorreta de
hemacias no método de impedancia (9). A analise pela citometria de fluxo em
amostras de sangue é o padrédo ouro em hematologia (15). Normalmente, essa
tecnologia combina as técnicas de impedancia e citometria de fluxo, minimizando
os erros causado pelo uso apenas da medicdo da diferenca de voltagem

causado por células de tamanhos diferentes (15).
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Até o presente momento, a estimativa de plaguetas nos esfregacos de
sangue periférico corado continua sendo um componente crucial para completar
e conferir a contagem de plaquetas automatizadas. Isso é especialmente
verdadeiro em amostras sinalizadas; cuja citometria de fluxo detecta algum
distarbio na contagem automatizada (11).Portanto, a avaliagdo do esfregaco
sanguineo é altamente recomendada em cées trombocitopénicos para descartar
discrepancia de interferéncia na amostra pobre em plaguetas e morfologia

alterada das plaquetas (10).

Este estudo tem como objetivo comparar dois métodos de estimativa de
plaguetas em esfregacos de sangue canino para confirmacdo automatizada da
contagem, por meio de uma metodologia que procura descartar a interferéncia

do numero de hemacias existentes e a sua influéncia na estimativa plaquetaria.

2 MATERIAIS E METODOS
Amostras

Para o presente estudo, foram usadas amostras de sangue de 80 caes de
diferentes ragas, faixas etarias e condigbes de saude, oriundos da rotina do
Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS, durante o periodo de julho de 2019
a outubro de 2020. As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular ou
cefélica por meio do sistema a vacuo ou seringa, utilizando agulhas de calibre
21G ou 22G, sendo armazenadas em tubos contendo anticoagulante EDTA-K>
(Acido etileno diamino tetracético) e homogeneizadas por 20 inversdes
imediatamente ap0s a coleta. As amostras que continham agregados
plaquetérios, verificados macroscopicamente no tubos, ou microscopicos no
esfregaco sanguineo,além de desproporcdo da quantidade de sangue e

anticoagulante foram excluidas do estudo.
Contagem de plaguetas automatizada

Como método de referéncia, a contagem de plaquetas automatizada foi
executada em um contador hematolégico veterinario de citometria de fluxo,

Procyte Dx, Idexx Laboratories, Westbrook, Estados Unidos, enquanto a
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contagem de estimativa plaguetaria manual se realizou de duas formas, ambas

feitas no esfregaco sanguineo corado com Pandtico Rapido.

Estimativa de plaquetas no esfregago sanguineo corado

No primeiro método (estimativa tradicional), em cada amostra, foi
realizada uma contagem de plaquetas no esfregaco sanguineo corado com
Panotico rapido em microscopio 6ptico na objetiva de imersdo (aumento de
1000X), na area de monocamada do esfregaco.Foram contados 10 campos
diferentes e a média foi multiplicada pelo fator 20.000 para estimar 0 niumero de

plaquetas por microlitro (18)

Estimativa relativa de plaquetas

Se refere a relacéo entre o numero de eritrocitos e plaquetas na amostra.
No segundo método (estimativa relativa), no mesmo esfregaco sanguineo, foram
contadas 1000 células entre eritrécitos e plaquetas, de onde se determinou a
porcentagem de plaquetas. Dessa percentagem, foi realizada uma proporcéo
com a contagem do numero total de eritrocitos (RBC: “Red Blood Count”),
mensurado pelo contador automatizado Procyte, que representou 100%,

resultando no niumero de plaquetas por microlitro (12).

Grupos

Através do hematdcrito e da concentracdo de plaquetas obtidos pelo
método automatizado, as amostras foram divididas em 6 grupos. Os 4 primeiros
grupos possuiam plaquetas dentro do intervalo de referéncia (200 a 500.000
plaguetas/uL) e conforme o hematocrito, as amostras foram classificadas em
Grupo 1 com Ht <13%; Grupo 2 com Ht de 13 a 24%; Grupo 3 com Ht de 25 a
35% e Grupo 4 com Ht >36%. Nos grupos 5 e 6, 0 hematdcrito estava dentro do

intervalo de referéncia (36 a 56%), porém amostras com concentracao de
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plaquetas menores que <200.000 plaquetas/yL que foram agrupadas no Grupo
5 e amostras com valores superiores a >500.000 plaquetas/pL constituiam o
Grupo 6. A classificacdo das amostras em grupos de hematdcritos foi realizado
devida ao fato das plaquetas serem mais facilmente encontradas em areas do
esfregaco sanguineo onde existam mais células (3). Logo, houve a necessidade
de se averiguar a relacdo de animais anémico, geralmente com menor
guantidade de células, e a presenca de alteracdes nas estimativas em esfregaco

sanguineo.

Andlise estatistica

A analise de regressao Passing-Bablok e o método Bland-Altman
(MedCalc Statistical Software versdo 16.1, Ostend, Bélgica) foram realizados
para determinar a concordancia dos procedimentos de estimativa realizados com

a contagem automatizada.

3 RESULTADOS

Para a determinacdo da contagem de plaquetas, foi encontrado um viés
sistematico negativo (P <0,001) entre a estimativa relativa de plaquetas e a
contagem automatizada (Figura 1). Além disso, na estimativa de plaquetas
usando o método tradicional e a automacdo, nenhum viés sisteméatico
significativo foi observado. Para ambos os métodos, os limites de concordancia

de 95% variaram dentro dos limites de aceitacdo.
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Figure 1. Andlises de Bland-Altman e regressédo Passing-Bablok. Comparacao
das contagens tradicionais e relativas com as contagens automatizadas (Procyte
Dx). Nos graficos de diferenca Bland-Altman (& esquerda), a linha horizontal
tracejada laranja (0 no eixo y) € a linha de identidade, e a linha azul continua
indica o viés (diferenca média entre os métodos), com seus intervalos de
confianga em verde linhas tracejadas (90%). As linhas horizontais tracejadas em
marrom séo os limites de concordancia de 95% com seus intervalos de confianca
como linha continua azul clara (90%). Nos graficos de regressédo Passing-Bablok
(a direita), a linha tracejada vermelha curta € a linha de identidade (y = x) e 0
azul continuo é a linha de melhor ajuste com linhas horizontais tracejadas

marrons que representam os limites de 95% de concordancia.

A regressdo Passing-Bablok indicou um viés proporcional significativo na

estimativa relativa de plaquetas. (Tabela 1)

Tablel. Agreement between the results of platelet estimates with the reference
method (automated counting)
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Cusum
Estimativa Residual Standard test
. Intercept* Slope* o N
plaguetéaria Deviationt (P-
value)
o -6.86 (-21.56t0 1.01 (0.99to 34.50(-33.13to
Tradicional 0.24 77
1.38) 1.06) 102.13)
_ -22.98 (-47.07to 0.82 (0.74to 64.23 (-61.66 to
Relativa 0.26 77
4.83) 0.91) 190.12)

*Numbers in parentheses are 95% confidence intervals.

TNumbers in parentheses are 95% limits of agreement.

Na andlise de Passing-Balock, a estimativa tradicional de plaquetas
apresentou uma maior correlacao e uniformidade na disperséo das observacoes
gue na estimativa relativa. Ainda, a concordancia nas menores concentracdes
plaquetéarias também foi maior na estimativa tradicional. As maiores dispersdes
na estimativa tradicional ocorreram na presenca de hematdcritos maiores
(Grupos 3 e 4), enquanto na estimativa relativa foi na anemia mais branda
(Grupos 2 e 3). A comparacdo entre a estimativa tradicional e a contagem
automatizada apresentou um viés menor que a estimativa relativa. Na estimativa
tradicional, os Grupos 5 e 2 apresentaram um menor Vviés, enquanto, no Grupo

6 houve um viés maior.

4 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou duas metodologias para estimativa de
plaguetas em esfregaco sanguineo, rotineiramente aplicadas como conferéncia
da contagem obtida em contador automatizado. Essa € a primeira investigagéo
da estimativa relativa de plagquetas em animais, a qual ja foi aplicada em
amostras humanas (12). Ainda, e de forma indireta, avaliamos o efeito de
diferentes concentracbes de eritrocitos na area de contagem através de

diferentes grupos, baseados no valor do hematdcrito.

A estimativa tradicional apresentou 6tima correlacdo com a contagem

automatizada. Apesar dos avanc¢os na automacao da hematologia, e a existéncia
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de analisadores hematolégicos mais precisos e de melhor qualidade, a
estimativa de plaquetas no esfregaco sanguineo corado se mantém como
importante método para validar os resultados de outros métodos de contagem
de plaguetas e ndo pode ser substituida (13). No presente estudo, foram
realizadas avaliagbes prévias do esfregaco sanguineo procurando por
agregados plaquetarios, uma fonte potencial de interferéncia tanto na contagem
manual quanto na automatizada (1). Dessa maneira, reforca-se a necessidade
de avaliacdo microscopica do esfregaco sanguineo corado na rotina de

hematologia na medicina veterinaria.

Embora a estimativa tradicional seja considerada um 6timo método de
conferéncia, ela apresenta algumas imprecisdes e é sujeita a diversos fatores de
variacdo. O primeiro seria a qualidade do esfregaco, pois as plaquetas nao
podem ser visualizadas corretamente em esfregacos mal executados ou mal
corados. O segundo, seria a escolha de uma éarea diferente da area de
contagem, a qual pode ser mais dificil de se estabelecer em esfregacos com
reduzido numero de eritrocitos como em animais anémicos (4). Para contonar os
problemas decorrentes da execucdo errada de esfregacos sanguineos seria
importante um maior cuidado da equipe laboratorial, implantando acées como:
maior nimero de inspecfes para evitar a presenca de esfregacos sanguineos
com falhas de execucao. Outra acéo seria a realizagéo de trocas constantes do

corante utilizado, miminizando a quantidade de artefatos.

Ainda, a experiéncia do observador e a habilidade visual sdo fatores que
podem afetar a precisdo da estimativa tradicional e da relativa (4). Quanto maior
o tempo de vivéncia profissional e o treinamento do patologista clinico, maior a
probabilidade de estimativas mais acuradas. Em casos de mais de um
observador, com diferentes experiéncias e escolhas de campos de contagem,
levaria a uma maior variacdo de resultados da mesma amostra referéncia. Logo,
€ interessante uma padronizacéo dos critérios a serem usados para a selecao
dos campos microscopicos onde as plaquetas devem ser avaliadas, por
exemplo, selecionar campos nos quais as plaquetas parecem estar

uniformemente distribuidas (4).
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Existem alguns estudos que investigaram a correlacdo entre essas
contagens manuais, automatizadas e estimativas em lamina em varias espécies,
sendo a maioria em cées e gatos. A vantagem de um contador eletrénico de
células sobre a contagem manual € o alto nimero de células contadas. Isto
resulta em uma melhor distribuicdo estatistica e uma maior precisao de medi¢cdes
(14). Essa maior precisdo fez com que houvesse uma menor concordancia da
estimativa tradicional com a contagem automatizada no grupo 3,4 em que
haviam animais com hematdcritos maiores, existindo uma maior probabilidade
de ocorrer erro na estimativa manual porque hd mais particulas para serem
identificadas. A maior chance de cometimento de erros,de acordo com o
aumento do numero de particulas, pode ser confirmado com o menor viés
apresentado pelo grupo 5 no qual haviam animais trombocitopénicos, ou seja
com menor numero de células a serem contados. Na analise por impedancia,
esta enumera e diferencia as popula¢des celulares com base na passagem de
células individuais através de uma abertura entre dois eletrodos, o que resulta
em um mudanca na resisténcia elétrica através da abertura dependente do
volume celular (9). O principal problema dessa metodologia, é que as plaquetas
ndo podem ser discriminadas de outras particulas celulares de tamanho
semelhante, essas particulas celulares, incluem fragmentos de hemacias e
leucécitos. Além disso, a contagem de plaquetas esta prejudicada quando o
volume plaquetario estiver afastado do limite de referéncia(3).Uma das
limitacbes dos sistemas baseados em impedancia, foi a incapacidade de
distinguir grandes plaquetas de hemacias de tamanho semelhante. Em racas
como Charles Cavalier King, a macrotrombocitopenia é considerada fisiolgica.
Considerando essa tecnologia e as caracteristicas de determinadas racas,
recomenda-se sempre a realizacdo das avaliacGes por estimativa em esfregaco
sanguineo (19). Principalmente quando a ocorréncia dessas alteragfes

estiverem presentes nos histogramas e nos esfregacos.

Na citometria de fluxo, um laser emite um feixe de luz que é direcionado
para as células conforme elas passam pela camara de contagem. As células
absorvem e emitem a luz que receberam durante a sua passagem pelo scanner
dando informag8es mais detalhadas sobre a morfologia de diferentes particulas.

Em contraste, a impresséo digital optica dos eritrocitos, que essencialmente

19



possui menor complexidade celular interna, é distintamente diferente da
impressdo  digital optica de plaquetas que tém caracteristicas
intracitoplasmaticas relativamente complexas (15). Essas diferencas permitem
uma melhor diferenciacao entre essas células, portanto a andlise realizada pela
citometria de fluxo, apresenta uma contagem celular mais precisa (15). Porém,
mesmo o contador de plaquetas automatizado mais sofisticado ndo se pode

competir com o discernimento humano por critérios morfoldgicos (3).

Estudos prévios ja realizaram a comparac¢ao entre métodos de estimativa
em lamina e automatizados, tanto em seres humanos como em animais, sem a
execucao da contagem de plaquetas na camara de Neubauer. Em humanos, a
contagem na camara de Neubauer mostrou valores altamente variaveis e
dependentes de treinamento individual (13). Ainda, recomendou-se a contagem
manual direta pela camara de Neubauer em pacientes com trombocitopenia
extrema, caracterizada por amostras com menos de 30.000 plaquetas/uL (16).
Em cées, a estimativa em esfrega¢co sanguineo € considerada uma espécie de
conferéncia da contagem de plaquetas, e fornece resultados com maior
repetibilidade (4).

A metodologia manual demanda maior tempo e constitui uma atividade
entediante para muitos laboratoristas, promovendo menor acuracia (17). Porém,
€ recomendada pois realiza uma determinacdo mais precisa das contagens que
os analisadores para espécie canina e felina, devido a sobreposi¢cdo entre
eritrocitos e plaquetas visualizados nos histogramas (17). Esse fator de
confundimento é particularmente importante em cées trombocitopénicos, pois a
resposta da medula 6ssea resulta em plaquetas com maior volume celular (10).
Portanto, a estimativa de plaquetas no esfregaco sanguineo tradicional é sempre
recomendada para confirmar a contagem de qualquer outro método utilizado
7).

Durante a execucao do estudo, o tempo necessario para a realizagédo das
estimativas tradicionais e relativas de plaquetas em esfregacos sanguineos nao
foi mensurado. Porém, notou-se uma exigéncia maior de tempo despendidos
com a utilizagéo da estimativa relativa. Ainda, estudos prévios demonstraram

gue o tempo meédio demandado para a realizacdo da contagem manual foi de 5
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minutos (12), tempo que na opinido dos autores foi maior que uma estimativa de

plaguetas em esfregaco sanguineo.

A metodologia proposta para a avaliagdo das contagens plaquetarias nao
se mostrou efetiva devido a baixa correlacdo com a contagem automatizada por
citometria de fluxo e a presenca de viés proporcional e sistematico. Além disso,
sugere-se que a contagem relativa demandou um maior tempo em sua
execucao, fazendo com que esse método ndo seja tdo pratico no cotidiano

laboratorial.
5 CONCLUSAO

Apesar da tentativa de estimar as plaquetas em animais de diferentes
grupos de hematdcrito, a estimativa em lamina tradicional ainda € o método
preferivel na rotina laboratorial, mesmo que esse método esteja sujeito a
variagcdes subjetivas, pois acaba fornecendo informacdes valiosas sobre a
morfologia celular, que € a causa de varios erros cometidos por contadores
automaticos, principalmente os de impedancia (4).Porém, a contagem
automatizado por citometria de fluxo fornece valores mais acurados devido ao

maior nimero de células contadas (14).

6 CONSIDERACOES FINAIS

A mensuracao dos valores de plaquetas pelo método automatizado e por
estimativa em esfregaco sanguineo de forma conjunta proporciona resultados
mais acurados, minimizando as falhas existentes em cada metodologia. Por mais
gque se tenha desenvolvido contadores automatizados mais sofisticados,
nenhuma maquina pode substituir, completamente, a funcdo do Patologista
Clinico Veterinario, profissional mais apto a distinguir caracteristicas

morfologicas das células.
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