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RESUMO

O hemograma ¢ um exame laboratorial que avalia os eritrocitos, leucocitos e plaquetas
do sangue. Atualmente se utiliza de contadores automaticos para a realizacdo deste e
apresentam alta precisdo nos seus resultados. Entretanto, ainda se faz necessario a analise
citologica por um profissional capacitado, para confirmar os resultados e identificar possiveis
alteragdes celulares. O objetivo deste trabalho foi analisar comparativamente a contagem
diferencial leucocitaria em microscopia com a realizada por um analisador hematolédgico
automatico. Para isso, 71 hemogramas caninos foram utilizados, sem critérios de inclusao,
desde que realizados pelo analisador hematoldgico ProCyte DX. Foram utilizados os valores
de leucdcitos totais (LT) e individuais de cada série leucocitéria fornecidos pelo aparelho e pela
contagem manual em microscopio optico. Os animais foram divididos em dois grupos, higidos
e doentes, neste ultimo ainda, foram formados outros 3 grupos, segundo a contagem total de
leucoécitos: leucocitose; leucopenia e LT normal. Os resultados da contagem diferencial de
leucdcitos nos dois métodos foram analisados pelos testes de Mann-Whitney ou t-test, com
significancia de p<0,05 e pelo teste de correlacdo de Spearman. Houve correlagdo positiva para
a maioria dos parametros de boa a excelente. Os resultados demonstraram similaridade entre as
técnicas para a maioria dos parametros, exceto para a contagem de basofilos (em todos os
grupos), e nos valores de neutréfilos do grupo doente/leucocitose, que apresentaram diferenca
significativa. Na contagem do analisador hematologico os valores de baso6filos foram superiores
em todos os grupos. Para neutrofilos bastonetes e segmentados, do grupo leucocitose, a
contagem automatizada foi inferior a contagem por microscopia, induzindo tendéncia de
aumento compensatdrio nos linfécitos. Conclui-se que a contagem diferencial de leucdcitos do
analisador automatico ¢ semelhante a contagem manual em microscopia Optica em cdes com
leucécitos totais normais e que apesar disso faz-se necessario a conferéncia microscopica
principalmente para pesquisa de alteracdes morfoldgicas. Para cdes com leucocitose ¢

indispensavel a contagem diferencial microscopica.

Palavras-chave: ProCyte DX, Leucograma, Citometria de Fluxo, Hemograma.



ABSTRACT

The complete blood count (CBC) is a laboratory test that evaluates red blood cells, white blood
cells, and platelets in the blood. Nowadays, automated counters are widely used for this test,
providing highly accurate results. However, cytological analysis by a trained professional
remains necessary to confirm these results and to identify potential cellular abnormalities. The
aim of this study was to comparatively analyze the differential leukocyte count obtained via
microscopy with that performed by an automatic hematology analyzer. For this purpose, 71
canine CBCs were included, with no specific inclusion criteria, provided they were performed
using the ProCyte DX hematology analyzer. Total leukocyte (TL) counts and individual
leukocyte subsets, as provided by the device and from manual counts using an optical
microscope, were utilized. The animals were divided into two groups: healthy and sick. The
latter group was further subdivided into three categories based on total leukocyte counts:
leukocytosis, leukopenia, and normal TL. The results from both methods of differential
leukocyte counting were analyzed using the Mann-Whitney test or t-test, with a significance
level of p<0.05, and by Spearman’s correlation test. A positive correlation ranging from good
to excellent was observed for most parameters. The results demonstrated similarity between the
two techniques for most parameters, except for the basophil count (in all groups) and the
neutrophil count in the sick/leukocytosis group, where a significant difference was found.
Basophil counts were higher in all groups when analyzed by the hematology analyzer. In the
leukocytosis group, the automated counts for band and segmented neutrophils were lower than
those obtained via microscopy, leading to a compensatory increase in lymphocyte values. It was
concluded that the differential leukocyte count obtained by the automatic analyzer is similar to
the manual count under optical microscopy in dogs with normal total leukocyte counts.
However, microscopic verification remains essential, particularly for detecting morphological

changes. In dogs with leukocytosis, microscopic differential counts are indispensable.

Keywords: ProCyte DX, Leukogram, Flow Cytometry, Hemogram.
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1 INTRODUCAO

O hemograma ¢ um exame laboratorial muito solicitado na rotina, auxiliando o médico
veterinario no diagndstico, progndstico, controle evolutivo de doencas, monitoramento de
enfermidades cronicas, emergéncias médicas e antes da realizagdo de intervengdes
cirtirgicas (Athanasiou et al., 2016; Carmo et al., 2020).

Este ¢ dividido em eritrograma, leucograma e plaquetograma e ¢ responséavel por
fornecer valores quantitativos e qualitativos dos eritrocitos, leucdcitos e plaquetas presentes no
sangue de cada paciente. Para interpretacao os valores obtidos sdao comparados com os valores
de referéncia, com base na idade e espécie do animal (Rizzi ef al., 2010; Meireles et al., 2018).

Laboratodrios especializados utilizam da automacgdo para a realizagdo do hemograma,
possibilitando assim uma maior produtividade e andlise mais rapida da amostra, além de
apresentar mais reprodutibilidade ¢ um maior grau de precisao nos resultados fornecidos
(Lauzin, 2017). Com o avango tecnoldgico, inumeros contadores hematoldgicos e
equipamentos demonstraram confiabilidade nos seus resultados, permitindo a sua utilizagdo em
laboratorios de diferentes portes, garantindo também mais agilidade na realizagdo de exames
(Villiers; Risti¢, 2016).

O analisador hematologico ProCyte Dx (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA)
utiliza trés tecnologias para realizar a contagem hematoldgica, garantindo uma melhor
confiabilidade dos resultados. Este opera com os métodos de citometria de fluxo a laser,
impedancia de fluxo laminar e a fluorescéncia optica (IDEXX, 2021).

A jungdo das técnicas de diferenciagdo e contagem de leucocitos garantem uma maior
seguranga nos resultados fornecidos pelo contador automatico. Um estudo descreveu relagdo
razoavel a excelente na contagem diferencial de leucocitos em amostras de 59 cdes,
apresentando inadequag¢do apenas na contagem de mondocitos (Fujino et al., 2013). Outro
estudo em felinos, apresentou classificagoes erroneas de neutrofilos imaturos, que foram
contabilizados principalmente como linfocitos (Tvedten et al., 2017).

Portanto, mesmo com a confiabilidade dos contadores automatizados, ainda é essencial
a analise citologica por um médico veterinario habilitado, através de um esfregaco sanguineo
fixado e corado corretamente. Assim garantindo uma adequada diferenciagdo celular e
identificacdo de possiveis alteragdes morfoldgicas, confirmando os resultados obtidos pelo
equipamento hematologico (Bandeira et al., 2014).

Sendo assim, essa pesquisa buscou apresentar uma analise comparativa da contagem

diferencial de leucécitos realizada pelo contador hematologico ProCyte Dx (IDEXX



Laboratories, Westbrook, ME, USA) em relagdo a contagem manual por microscopia optica.
A precisdo de analises ¢ fundamental para a avaliacdo de cada paciente e o laboratorio ¢
responsavel por determinar resultados precisos e confidveis na rotina, garantindo a correta

situagcdo de saude em que o animal se encontra no momento em que foi realizado o exame.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  IDENTIFICACAO DE LEUCOCITOS

Os leucocitos ou globulos brancos sdo as células que participam da resposta imune do
organismo animal. Estdo presentes no sangue, linfa, 6rgdos linféides e tecidos conjuntivos,
apresentando diferentes caracteristicas, quantidades e fungdes. Estes podem ser divididos em
dois grupos, os polimorfonucleares ou granuldcitos e os mononucleares ou agranuldcitos
(Thrall et al., 2015).

Os granulocitos, apresentam o ntcleo polimorfo, ou seja, com formatos variados, entre
formas de feijao, circular e lobulado. Seu citoplasma apresenta granulos contendo enzimas
hidroliticas, e sdo representados pelos neutrofilos, eosinofilos e basofilos, nos mamiferos. J4 os
agranuldcitos ndo apresentam granulos visiveis e seus nucleos sdo arredondados, sendo
representados pelos linfécitos (T e B) e mondcitos (Junqueira; Carneiro, 2017).

Essas células sao formadas na medula ossea, a partir de outra com pluripotencial,
chamada de célula-tronco. A partir de determinados estimulos esta origina os diferentes
leucocitos e quando atingem certa maturagao sao liberados na corrente sanguinea até chegarem
no tecido alvo (Junqueira; Carneiro, 2017)

Os neutrofilos sdo os leucocitos mais abundantes no sangue periférico de caes. Esta
c¢lula madura apresenta um nucleo alongado e lobulado, corado de roxo escuro e apresenta um
padrao de cromatina aglomerado com dreas de heterocromia. Seu citoplasma ¢ comumente
claro, podendo ser discretamente eosinofilico. Ja os granulos, nos caes, sdo pouco evidentes,
sendo dificilmente corados e visualizados a microscopia. (McCourt et al., 2022)

Quando imaturos, os neutrofilos, apresentam um nucleo alongado, sem lobulagdes e
constrigdes. A cromatina tende a ser menos condensada e de coloracdo mais clara e seu
citoplasma se assemelha ao de um neutréfilo maduro (McCourt ef al., 2022)

Os eosinofilos, sao encontrados em menores nimeros no sangue periférico. Tendem a
ser maiores que os neutrofilos e sua caracteristica marcante sdo os granulos eosinofilicos
eminentes. O citoplasma pode apresentar-se levemente basofilico e seu nucleo, geralmente, ¢
menos lobulado que o dos neutr6filos maduros, podendo ter dois a trés 16bulos (Burton, 2024).

Nos caninos os basofilos sdo raramente encontrados em esfregacos sanguineos. Sao
maiores que neutrofilos, seu niicleo € mais alongado e torcido, apresentam pequenos e dispersos
granulos citoplasmaticos corados de roxo. Seu citoplasma adquire coloragdo azul-acinzentada

a levemente roxa (Burton, 2024).



Os linfocitos, no sangue periférico, podem ser de dois tipos, os médios e pequenos,
sendo os segundo mais abundantemente encontrados. Estes tendem a ter um nticleo densamente
corado, variando de redondos a ovais e a cromatina densamente aglomerada. Possuem uma
pequena quantidade de citoplasma, como uma fina borda, que tende a ndo circundar totalmente
o nucleo, de coloragdo azul-clara (Villiers; Risti¢, 2016; McCourt et al., 2022)

Ja os linfocitos de tamanho médio sua principal caracteristica que os distingue dos
pequenos € seu citoplasma ligeiramente maior, circundando totalmente o nucleo. Podem
também apresentar pequenos granulos em seu citoplasma, de coloragao rosa-purpura, contidos
em um aglomerado ao lado do ntcleo (Villiers; Risti¢, 2016; McCourt ef al., 2022)

E os mondcitos sao células grandes e apresentam nucleo de formato variavel, podendo
ser redondo, multilobulado em forma de bastdo ou em “S”. Estes, em formato de bastao, tendem
a ser mais largos, podendo ter as extremidades arredondadas, o que facilita na diferenciacao de
neutrofilos jovens (Thrall ef al., 2015; McCourt et al., 2022)

A cromatina nuclear destas células ¢ menos condensada, seu citoplasma moderado a
abundante de coloragdo cinza-azulado a profundamente basofilico. E nos caes podem apresentar
iniimeros vacuolos citoplasmaticos claros como também granulos azurofilos, que se
assemelham a poeira, espalhados por todo o citoplasma (Thrall ef al., 2015; McCourt et al.,

2022).

2.2 IDEXX PROCYTE DX

O analisador hematoldgico ProCyte DX (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA)
¢ um analisador sanguineo automatico, que avalia e fornece resultados de 27 parametros para
cada amostra, em cerca de dois minutos, exclusivo para uso veterinario. Este conta com trés
tecnologias de ponta para realizar a andlise, sendo elas, a fluorescéncia Optica, citometria de
fluxo a laser e a impedancia de fluxo laminar (IDEXX, 2021).

A fluorescéncia 6ptica utiliza corantes que se ligam aos acidos nucleicos e organelas
citoplasmaticas da célula e sdo ativados pelo laser vermelho, gerando uma emissao de luz. Esta
informagao da fluorescéncia ¢ capturada em um comprimento de onda maior que a luz normal,
dispersada lateralmente, por um espelho dicrdico (Figura 1). Essa tecnologia ¢ realizada
juntamente a citometria de fluxo, oferecendo uma sensibilidade maior para diferenciar os
leucocitos. Sao dois os corantes utilizados pelo equipamento, um especifico para leucocitos,

constituido de corante polimetina (0,002%), metanol (3,0%) e etileno glicol (96,9%) e o outro



para coloracdo de reticuldcitos constituido de corante polimetina (0,03%), metanol (7,1%)

etileno glicol (92,8%) (IDEXX, 2021; Bergstrand et al., 2022).

Figura 1 - Esquema de operacdo do
analisador hematologico Procyte Dx

Fonte: IDEXX ProCyte Dx* Hematology Analyzer Operator’s Guide. USA. 2021.

O método de citometria de fluxo € responsavel por realizar duas andlises, a Optica de
eritrocitos maduros, reticuldcitos e plaquetas e o diferencial de leucécitos, diferenciando as
células em cinco partes. Neste ensaio, as células sdo suspensas e hidrodinamicamente focadas
por um orificio exposto ao laser vermelho. Esta luz entdo se dispersa frontalmente e
lateralmente para posteriormente serem coletadas, pelos trés receptores de luz, para cada célula.
Isto fornece caracteristicas Opticas gerando informacdes sobre o tamanho, fluorescéncia e
granularidade de cada célula (Costa 2020; IDEXX, 2021).

Ja a impedancia de fluxo laminar ¢ uma tecnologia utilizada para analisar o tamanho e
numero de eritrocitos e plaquetas. E feito a diluicdo de uma parte da amostra e focada através
do centro de uma abertura de detec¢do. A presenca de cada célula gera uma interrup¢ao de um
sinal elétrico, a resisténcia entdo ¢ mensurada para determinar o tamanho e tipo da célula
(IDEXX, 2021).

O equipamento também gera dois graficos de pontos para cada célula contabilizada, um
para leucdcitos e o outro para eritrocitos e plaquetas. Os leucocitos que coram mais fortemente,
com o corante fluorescente, se apresentam ao longo do eixo Y (fluorescéncia), ja os que
apresentam maior complexidade celular, como os eosinéfilos, sdo apresentados no eixo X
(granularidade) (Figura 2). Os eritrocitos e plaquetas sdo apresentados em um grafico a partir

do seu tamanho e fluorescéncia (IDEXX, 2021; Bergstrand et al., 2022).
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Figura 2 - Exemplos de graficos de pontos de contagem leucocitaria normal e anormal,
fornecidos pelo analisador hematolégico ProCyte Dx.

Fonte: IDEXX ProCyte Dx* Hematology Analyzer Operator’s Guide. USA. 2021.

A interpretacdo dos graficos permite identificar dificuldades de diferenciar populacdes
celulares. Graficos anormais demonstram que nao houve distingdo clara das populagdes, nota-
se um continuo (Figura 2) entre as nuvens de cores de linfécitos e monoécitos. Indicando assim,
que o analisador esta com dificuldades para fazer caracterizagdes precisas dos diferentes tipos
de leucocitos, tornando necessario a conferéncia dos resultados em esfregago sanguineo.

Outra funcionalidade do dispositivo ¢ de gerar SmartFlags* (Figura 3). Isto acontece
quando o analisador hematologico suspeitar que a precisdo da avaliagdo celular esteja
comprometida. O alerta pode ser sinalizado com um asterisco (*), indicando o questionamento
do equipamento a presenca de uma populagdo celular anormal, ou ainda como sinal grafico (-
-.--), quando nao foi possivel ter o retorno de um resultado do pardmetro em especial. Em ambos
0s casos, ¢ necessario fazer a consulta de um esfregaco sanguineo, para confirmagao, pois a
mensagem de alerta serve somente para controle interno do equipamento (IDEXX, 2021;

Bergstrand et al., 2022).
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Fonte: arquivo pessoal, 2024.

2.3  ANALISE MICROSCOPICA

O esfregago sanguineo ¢ realizado a partir de uma gota de sangue sobreposta em uma
lamina de vidro e com auxilio de uma lamina extensora ¢ feita a distribui¢ao da amostra. Essa
técnica € utilizada para formar uma fina camada de sangue no final da lamina, assegurando,
assim, a visualizagdo de uma camada de células ndo sobrepostas, garantindo uma melhor
avaliagdo morfologica e sua diferenciagdo (Thrall et al., 2015).

Esta 1amina precisa ser seca a temperatura ambiente € posteriormente passar por um
processo de fixacdo e coloragdo. Utiliza-se corantes especificos como o de Giemsa, May-
Griinwald e o Pandtico® rapido, este tltimo, o mais utilizado na rotina laboratorial atualmente,

devido a sua facilidade e velocidade de preparo. Posteriormente, o esfregaco sanguineo esta
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pronto para ser observado em microscopio optico, realizando a leitura das células presentes em
aumento de 1000x (Barger et al., 2015; Thrall et al., 2015).

O corante Pandtico® rapido, conta com trés reagentes separados, um deles responsavel
pela fixacao, constituido de metanol e triarilmetano. Alguns laboratoérios utilizam somente o
metanol nesta etapa. Esta, possibilita que os corantes, utilizados posteriormente, adentrem a
membrana celular e se fixem a estruturas pelas quais tém mais afinidade. Garantindo que as
células sejam bem coradas e visiveis para analise microscopica (Barger et al., 2015; Renylab,
2017).

Os dois outros reagentes sao constituidos de corantes, sendo uma solu¢do de xantenos
(0,1%) e a outra de tiazinas (0,1%) adicionados a dgua deionizada (99,9%) (Renylab, 2017).
Estes sdo responsaveis por corar as estruturas celulares, sendo as substancias catidnicas agentes
que dao cor as estruturas celulares acidas, como o material nuclear, adquirindo cor azul.
Enquanto as anionicas, apresentam afinidade por constituintes basicos, tingindo-as de vermelho
(Barger et. al, 2015).

Com o esfregaco sanguineo fixado e corado, esta pronto para realizar a leitura em
microscopio optico. Para isso deve se utilizar a objetiva de aumento 1000x com 6leo de imersao
e contabilizar 100 leucocitos na monocamada da amostra, em zigue-zague. A partir dos valores
relativos ¢ entdo realizado o calculo do niimero absoluto de cada série leucocitaria presente no
sangue, por meio do nimero de leucocitos total e da porcentagem de cada leucocito

obtida (Barger et al., 2015; Thrall et al., 2015; McCourt, Rizzi, 2022).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido de forma retrospectiva. Para isso foram selecionadas
fichas de exames de hemograma, realizados pelo Laboratorio de Andlises Clinicas Veterinarias
da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria (SUHVU) no periodo de
julho de 2023 a agosto de 2024. Foram analisados os resultados do hemograma de 71 caes, sem
qualquer especificidade, desde que tenha sido processado no analisador hematologico
automatico, com conferéncia por analise microscopica em lamina.

As analises foram realizadas por meio de sangue total, coletados previamente na clinica
veterinaria ¢ armazenado em tubo a vacuo com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) (Vacuette K2 EDTA® - Greiner Bio-One, Americana, Brasil) e
posteriormente encaminhadas para o laboratorio.

Inicialmente foram confeccionados esfregacos sanguineos, em lamina de vidro e
posteriormente, estes, passaram por processo de fixacdo e coloragdo com Pandtico® rapido
(Corante Rapido - RenyLab - Barbacena, Minas Gerais, Brasil) para ser realizado a contagem
manual do diferencial de leucdcitos em microscopio Optico (Olympus® CX 21 - Ningbo,
China).

As amostras foram processadas em analisador hematoldgico automatico ProCyte Dx
(IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA), obtendo-se resultados do eritrograma,
leucograma e plaquetograma. Também foram registrados os alertas (*) ou avisos, de
necessidade de confirmagdo em esfregago sanguineo, emitidos pelo contador hematolégico em
que este sugere alguma inadequacao ou equivoco no valor fornecido. Os registros identificados
com esta sinalizagdo foram analisados e confirmados em esfregaco sanguineos e descritos
individualmente. Na série leucocitaria os alertas possiveis sao os de “’Suspeita de neutréfilos
imaturos e/ou toxicos” e “’Suspeita de nEritrocito”, que sinaliza a possibilidade de
metarrubricitos no sangue.

Os dados do ProCyte DX utilizados na pesquisa foram os valores de leucocitos totais e
do diferencial leucocitario. Também foi utilizado a contagem diferencial de leucocitos em
microscopia realizada por integrantes do projeto de extensdo intitulado “’Prestacdo de servigos
e treinamento em Analises Clinicas Veterindria”. De modo que, para todas as amostras foram
realizados dois protocolos de contagem diferencial de leucdcitos: ProCyte Dx e microscopia
optica.

Os dados foram tabulados em planilha do Google Sheets e posteriormente divididos em

dois grupos distintos, um para animais higidos e outro para os que apresentavam alguma doenca.
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Ainda, o segundo grupo, foi classificado de acordo com o valor de leucocitos totais,
constituindo trés subgrupos: leucocitose, leucopenia e leucdcitos totais normais (conforme o
valor de referéncia estabelecido pelo laboratério)(Rizzi et al., 2010).

Com o objetivo de comparar os protocolos de contagem, em cada grupo, os resultados
dos dois protocolos foram submetidos a analise estatistica utilizando o programa SigmaStat 3.1,
utilizando o t-test para valores que apresentaram normalidade e os que ndo apresentaram foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney. A diferenca foi considerada significativa quando
p<0,05. Também foi realizado o teste de Spearman para avaliar se houve correlagdao entre os
dois métodos de contagem. Sendo classificado como excelente quando coeficiente de
correlagao (cc)=0,93-0,99; boa: cc= 0,8-0,92; moderada: cc=0,59-0,79; ¢ fraca: cc= <0,59
(Papasouliotis ef al., 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

15

Para a maioria dos parametros leucocitarios ndo houve diferenca significativa entre os

métodos de contagem (Tabela 1). Foi observada diferenga estatistica apenas nos valores de

basofilos dos quatro grupos e de neutrofilos (bastonetes e segmentados) do grupo

doente/leucocitose. Os leucocitos totais, de cada grupo, foram classificados de acordo com as

referéncias utilizadas pelo laboratério, que varia de 6.000 a 17.000 células/ puL(Rizzi et al.,

2010).

Tabela 1 - Valores de Média+Desvio Padrao ou Mediana (Percentil 25; Percentil 75) do

leucograma de 71 caes, divididos em 4 grupos segundo a contagem total de leucocitos (LT) e

submetidos a duas técnicas de contagem diferencial de leucécitos (ProCyte DX e Microscopia

optica).
Higido Doente
Parametro LT LT LT LT
(célula/uL) Normal Normal Leucopénico Leucocitose
(n=10) (n=37) (n=5) (n=19)

Leucécito Total 10.098+2.954 10.175+2.872 5.058+786 22.601+6.662
Neut. Bastonete

ProCyte 0 0 0 0

Microscopia 0 0 0(0;13,8) 190(0;626,8)

P - 0,317 0,690 0,006*
Neut. Segment.

ProCyte 5746,5(4733;6638) 6359(4685;7364,7) 2625,2+739,8  15286(12548,8;17761)

Microscopia 6048,5(5405;7308) 6550(4609,5,7401,5) 2761,6+868,5 20450(19067,5;23495)

P 0,623 0,846 0,796 0,002*
Eosinofilo

ProCyte 903,2+480,9 463(249,5;755,8) 357,24240 455(194;801,8)

Microscopia 777+411,8 459(190,3;805,8) 298,2+200,4 381(173,5;613,5)

P 0,536 0,812 0,684 0,335
Basofilo

ProCyte 24,5(14;33) 37(15,5;58,5) 18(9;76) 38(21;74,3)

Microscopia 0 0 0 0

P <0,001%* 0,001* 0,032* 0,001*
Linfécito

ProCyte 1942,5(1441;2215) 2052(1551;2386,3) 1640,4+725,2 2750(2219,8;3971)

Microscopia 1734,5(1582;2429) 2054(434,8;2634) 1762,6+694,5 2216(1394,8;2812,3)

P 0,97 0,762 0,792 0,064
Mondcito

ProCyte 518,6+£147.6 548(397,6;899,8) 377,6+£104,3 1736+778,8

Microscopia 517,6+319,9 451(274,3;745,8) 278,8+139,9 1599+751,4

P 0,993 0,117 0,241 0,584

*Diferenca significativa pelo teste de Mann-Whitney quando p<0,05
Fonte: elaborado pelo autor, 2024.
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As duas técnicas de contagem diferencial de leucocitos apresentaram coeficiente de
correlagdo de moderada a excelente para a maioria dos pardmetros avaliados (Tabela 2).
Indicando uma boa similaridade entre as contagens realizadas de modo manual na microscopia

e os resultados do analisador hematoldgico.

Tabela 2 - Resultados do teste de correlagdo entre os valores de contagem diferencial
leucocitaria pelos métodos de microscopia optica e por analisador hematologico (ProCyte

Dx), de 71 caes, divididos em quatro grupos.

Parametro por Coeficiente de Valor de P Interpretaciao
grupo correlaciao quanto a
correlacio
Neut. Segmentado
Higido 0,758 0,00870 Moderada
Doente
LT Normal 0,932 <0.001 Excelente
Leucopénico 1,000 0,0167 Excelente
Leucocitose 0,804 0,000 Boa
Eosinofilo
Higido 0,915 <0.001 Boa
Doente
LT Normal 0,823 <0.001 Boa
Leucopénico 0,900 0,0833 Ausente
Leucocitose 0,763 0,000 Moderada
Basofilo
Higido - - -
Doente
LT Normal 0,360 0,0288 Fraca
Leucopénico - - -
Leucocitose 0,406 0,0819 Ausente
Linfocito
Higido 0,709 0,0186 Moderada
Doente
LT Normal 0,685 <0.001 Moderada
Leucopénico 0,900 0,0833 Ausente
Leucocitose 0,775 0,000 Moderada
Mondcito
Higido 0,709 0,0186 Moderada
Doente
LT Normal 0,691 <0.001 Moderada
Leucopenico -0,400 0,517 Ausente
Leucocitose 0,863 <0.001 Boa

Correlagdo de Spearman significativa quando p<0,05
Neut.: Neutrofilo; LT: leucocitos totais.
Fonte: elaborado pelo autor, 2024.

Com relagdo aos neutrofilos bastonetes, em animais higidos, os valores absolutos e

relativos sao normalmente baixos, € na contagem manual sdo raros de encontrar, com intervalo
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normal de 0 a 300/uL (Rizzi et al., 2010). Como o contador hematoldgico nao distingue células
imaturas, observa-se uma discrepancia entre as técnicas nas contagens de neutréfilos bastonetes
em animais enfermos, com leucocitose, visto que na analise pela microscopia ¢ possivel
diferenciar os estdgios de maturacao.

As células jovens possuem mais RNA que neutréfilos maduros, ndo possuem lobulagao
nuclear e a cromatina ¢ menos condensada. O contador automatico ndo consegue diferencia-las
e tende a considerar entdo como linfocitos ou até mesmo monocitos, levando assim a contagens
errOneas nestas séries de leucocitos (Papasouliotis et al., 2008; Lillichook e Tvedten 2009;
Goldmann et al., 2012).

A mediana e percentis da contagem de basoéfilos foi zero em todos os grupos, porém oito
animais apresentaram contagem de baso6filos. No grupo doente/LT normal foi observado 1% de
basofilos, com média de 16 células e no grupo doente/leucocitose 1%, média de 32 células. Os
demais grupos ndo apresentaram nenhum baséfilo na contagem diferencial em microscopia
optica e no analisador hematoldgico foram encontrados de 0,1 a 4,3% de basoéfilos. Em todos
os grupos o numero de basofilos permaneceu dentro do intervalo de referéncia para a espécie,
descrito como raro por Rizzi et al. (2010) e de 0 a 100/uLL pelo fabricante do analisador ProCyte
DX.

Essa falta de concordancia entre a contagem manual e automatica ocorre devido a rara
presenga de basofilos no sangue periférico de caes. Quando se realiza a contagem diferencial
em microscopia optica, sao contabilizadas apenas 100 células observadas, o que ndo ocorre no
analisador hematoldgico, que faz a contagem de milhares de leucocitos. Levando assim a
dificuldade de quantifica¢des semelhantes, visto que mesmo um pequeno numero de basoéfilos
contabilizados automaticamente levariam a um aumento considerdvel demonstrada pela
diferenca significativa entre as duas contagens. Estudos realizados por Ferreira et al. (2024) em
animais da subespécie Burro de Miranda, encontraram resultados semelhantes de maior
contagem de basoéfilos pelo ProCyte Dx e menores em microscopia optica, resultando em uma
diferenga significativa entre as duas formas de contagem.

Ja no caso dos neutréfilos segmentados de animais com leucocitose nota-se a diferenga
significativa, com mediana no analisador hematologico de 15.286/ulL e manualmente 20.450/pl.
Ocorréncias semelhantes foram encontradas por Bergstrand et al. (2022), em caes, onde o
contador apresentou contagens falsamente baixas de neutréfilos e em contrapartida resultou em
superestimativa de linfécitos. Entretanto, neste presente estudo, ndo houve diferenca
significativa na contagem de linfocitos, apenas uma tendéncia a valores maiores na contagem

automatizada.
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Dentre os alertas para confirmagdo em lamina, das 71 fichas foram identificados 5

alertas, estes estdo descritos no Quadro 1 junto a descri¢do se houve confirmag¢do em lamina

e se foi identificada outra altera¢do que interfere na contagem de leucdcitos. Além destes,

houve observacao em lamina da presenga de bastonetes em 11 animais (trés doente/LT normal,

um leucopénico e sete leucocitose), estes ndo apresentaram nenhum alerta do aparelho.

Quadro 1 - Alertas identificados nos resultados do hemograma de cinco caes, em
71 realizados pelo analisador ProCyte Dx e os respectivos achados identificados na anélise
microscopica do esfregaco sanguineo.

Animal (grupo) Tino de alerta Confirmado em Outra alteracao
i u i
grup P lamina? em lamina?
1 Confirmad
Suspeita de ontrmado @ p Te.senga Presenga de
(Doente/ LT Eritrocito de metarrubricito bastonetes (4%)
i
normal) (03/100) ’
Confirmado a presenca
S ita d de bastonetes (10%
2 lfspel a’ e' © bas O,nG es (10%), Metarrubricitos
neutrofilos toxicos neutréfilos com
(Doente/LT normal) ) . (18/100)
e/ou imaturos granulagdo toxica e
basofilia do citoplasma
3 S ita d
) u Spet .a © Confirmado presenca de .
(Doente/Leucocitos | neutréfilos imaturos Nao
. bastonetes (12%)
e) e/ou toxicos
4 S ita d
(Doente/L " ¢ lf;plel i, e' Confirmado a presenca | Metarrubricitos
oente/Leucocitos | neutrofilos toxicos
) de bastonetes (08%) (06/100)
e) e/ou imaturos
5 Suspeita de
) ] P . Confirmado presenca de N
(Doente/Leucocitos | neutrofilos toxicos Nao
i bastonetes (04%)
e) e/ou imaturos

Fonte: desenvolvido pelo autor, 2024.

Nota-se que o analisador hematologico demonstrou bom desempenho em identificar

neutrdfilos jovens presentes no sangue, ocasionando a liberagcdo do alerta (*) apenas quando

eles estavam presentes em maior porcentagem. Entretanto, foi confirmado por andlise em
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microscOpio Optico outros onze animais com presenca de neutréfilos bastonetes, para os quais
o analisador ndo liberou alerta. Destes, nove apresentaram 1 a 3% de neutréfilos imaturos e dois
4%. Sugere que isto ocorra devido ao baixo nimero dessas células, que provavelmente foram
contabilizadas como linfocitos ou mondocitos, limitando a capacidade do aparelho de reconhecer
a alteragdo na contagem. Outrossim, ¢ necessario a analise microscopica por um médico
veterinario capacitado.

Os metarrubricitos sdo hemacias jovens nucleadas. Estas sdo frequentemente
contabilizadas como leucocitos, podendo ocorrer o aumento no niumero total dessas células
(Barger et al., 2015; Simdes et al., 2020). Dos trés animais citados na tabela 2, que apresentaram
contagens de metarrubricitos, apenas um deles apresentou o alerta (Suspeita de nEritrocito).
Além de outras quatorze fichas com presenca destas células, nas quais foram observados de um
a trés metarrubricitos durante a contagem de leucdcitos, que ndo apresentaram nenhum alerta
(*) recomendando a conferéncia em microscopia dtica.

Como limitacdes do estudo, destaca-se que pacientes leucopénicos tiveram baixa
casuistica, sendo necessario mais estudos para verificar se nestes animais o analisador

hematoldgico apresentard resultados fidedignos se comparado a anélise microscépica.
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5 CONCLUSAO

Os resultados da contagem diferencial de leucocitos fornecidos pelo analisador
hematologico ProCyte Dx sdo semelhantes aos obtidos pelo método de anélise microscopica,
em cdes com numero total de leucocitos dentro do intervalo de referéncia.

Em cdes com leucocitose o analisador tende a apresentar falhas na diferenciacao de
neutrofilos, levando a uma contagem menor dessas células, e consequentemente podendo
ocorrer o aumento compensatério nos numeros de linfocitos.

O analisador hematoldgico ProCyte Dx demonstra maior habilidade na identificagao de
basofilos de caes que a analise por microscopia optica e bons resultados ao informar alertas de
presenca de neutrdfilos bastonetes e/ou toxicos, quando estes estdo presentes em quantidade
maior que 4%. Entretanto, na identificagdo de hemadcias nucleadas o analisador hematologico
apresentou baixo desempenho em reconhecer a presenca destas células

Portanto, apesar do analisador ProCyte Dx apresentar bom desempenho na analise de
leucocitos em caes, ainda se faz necessario a avaliacdo de cada amostra sanguinea em
microscopio Otico para confirmar os resultados fornecidos pelo aparelho, principalmente em
pacientes com leucocitose. Além da indispensabilidade da avaliagdo microscopica para

identificar possiveis alteragodes morfologicas das células sanguineas.
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