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RESUMO

Precisdo na contagem automatica de plaquetas em Medicina Veterinaria € um
desafio j& que a dificil contencdo e coleta predispdem a ativagdo e agregacao
plaquetéaria, levando a erros na leitura do histograma, além de poder haver
sobreposicao da leitura entre plaquetas e hemacias devido ao baixo volume globular
médio em muitas espécies. O objetivo deste estudo foi avaliar o erro analitico na
leitura automatica de plaquetas por impedancia em gatos com trombocitopenia.
Recolheram-se dados de resultados de hemogramas de 217 gatos
trombocitopénicos (<200.000 plaquetas/mms3) realizados ao longo de 30 meses em
uma populacdo hospitalar. Seguindo os procedimentos operacionais padrdo, as
amostras foram acondicionadas em tubo com EDTA e processadas no Contador
Hematolégico Automatizado Veterinario PocH 100iV Diff (Sysmex®) dentro de uma
hora pés-coleta. A confirmagdo da trombocitopenia e deteccdo de alteracdes na
morfologia plaquetaria foram realizadas por analise microscopica do esfregaco
sanguineo. A analise estatistica demonstrou ndo haver correlacao entre a liberacédo
de “flag” plaquetario e a presenca de alteracbes morfologicas em plaguetas. Além
disso, muitos exames foram corrigidos pela estimativa de plaquetas em lamina, pois
o aparelho tende a acentuar a trombocitopenia presente. Isto reforca a importancia
de uma avaliacdo microscopica cuidadosa de plaquetas em felinos.
PALAVRAS-CHAVE: Agregados Plaquetarios; Ativacao Plaquetéaria; Automacdo em
plaguetometria.
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EVALUATION OF ANALYTICAL ERROR IN AUTOMATED PLATELE T COUNT
METHOD IN THROMBOCYTOPENIC FELINES: RETROSPECTIVE STUDY

ABSTRACT

Accuracy in automated platelet counts in Veterinary Medicine turns out to be
challenging, since difficult restraining of patients during blood sampling leads to
activation and clumping of platelets, causing histogram reading error, besides a
possible overlapping of red cells and platelet readings due to the low mean
corpuscular volume in some species. This report main goal is to evaluate analytical
error in automated platelet count method in cats with thrombocytopenia. Complete
blood counts (CBC) records of 217 thrombocytopenic cats (less than 200,000
platelets/mm3) were reviewed. Following the standard operational procedure for
blood sampling and analysis, a blood sample was collected in EDTA tube and
analyzed in pocH-100iV Diff Automatic Veterinary Counter (Sysmex®) in an hour
post-sampling period. Blood smears were observed by optical microscopy in order to
confirm thrombocytopenia and to scan for platelet morphology alteration. Statistical
analysis showed that there was no correlation between platelet series flag report and
morphological alterations in the blood smears. Plus, many platelet counts were
corrected by estimation of platelet count from the blood smear, since the equipment
tends to emphasize the thrombocytopenia. Thus, this reinforces the importance of a
careful microscopic evaluation of platelet series in feline samples.

KEYWORDS: Automatic Platelet Counting; Platelet activation; Platelet clumping.

INTRODUCAO

Plaquetas sao pequenas ceélulas anucleadas originadas a partir da
fragmentacao do citoplasma de megacariécitos na medula 6ssea. A linhagem celular
das plaquetas é a segunda mais numerosa no sangue circulante e elas séo
essenciais na coagulacdo, manutencdo da integridade vascular e controle da
hemostasia, entre outras fungbes (RUSSELL, 2010). Sendo a primeira linha de
defesa contra sangramentos, as plaquetas possuem uma série de receptores de
membrana responsaveis por reconhecer sinais ambientais e ativarem func¢des
plaguetarias, como adesdo e agregacdo plaquetaria e liberacdo de granulos
(BOUDREAUX & CATALFAMO, 2010).

A trombocitopenia € a desordem hemostatica adquirida mais comum em
pequenos animais (RUSSELL, 2010). Apesar disso, ndo é tdo comum em gatos,
sendo mais frequente  encontrar uma  trombocitopenia falsa  ou
pseudotrombocitopenia (NORMAN et al., 2001). Os mecanismos que podem levar a
trombocitopenia sdo: producdo diminuida ou defeituosa de plaquetas; consumo ou
perda; destruicdo plaquetéria; e sequestro plaquetério. Pseudotrombocitopenia pode
ser causada por dificuldade durante a coleta (RUSSELL, 2010).

Uma vez que é um disturbio de grande importancia clinica, os exames para
deteccdo de plaquetas fazem parte da rotina do laboratorio clinico veterinario.
Métodos manuais incluem a contagem em hemocitdbmetro, embora ela seja pouco
pratica para a rotina de um laboratério comercial (BECKER et al.,, 2008;
LILLIEHOOK & TVEDTEN, 2009; SCHWEIRGERT et al., 2010). Também ¢é possivel
calcular um valor estimado da plaguetometria com base no numero meédio de
plaguetas por campo microscépico durante a hematoscopia, podendo atingir uma
boa correlacdo (SCHWEIRGERT et al., 2010).
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A contagem automatizada de plaquetas € extremamente desejavel para
aumentar a produtividade e reduzir o tempo gasto na contagem. Apesar disso, 0S
métodos automaticos sao muito susceptiveis a erros de leitura da plaguetometria em
Medicina Veterinaria, jA& que, devido a dificuldade de coleta de amostras,
principalmente em felinos, ha predisposicdo a formacédo de agregados plaquetarios
(Figura 1A). Assim como ha sobreposicao da leitura entre hemécias e plaquetas,
especialmente macroplaquetas (Figura 1B), devido ao volume globular reduzido das
hemacias (NORMAN et al., 2001; BECKER et al., 2008; TVEDTEN & JOHANSSON,
2010; GRANNAT et al., 2011).

FIGURA 1 A- Agregados plaquetarios em esfregaco sanguineo de paciente felino. Aumento
de 40x. B-Presenca de macroplaqueta (seta) em esfregaco sanguineo de
paciente felino. Aumento de 1000x. Comparar seu tamanho com as hemacias a
seu redor. Coloragdo Instantdnea. Fonte: Arquivos do Departamento de
Patologia e Clinica Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, Niteréi, RJ.
2014.

Erros de leitura do histograma pelo aparelho devem ser detectados
automaticamente e informados ao patologista como “flags”. A série plaquetaria
possui “flags” especificos que indicam presenca de macroplaquetas, presenca de
agregacao plaquetéarias, anisocitose plaquetaria e baixa contagem de plaquetas.
Nestes casos, € recomendavel avaliar a lamina para detectar a causa do “flag”
(SYSMEX, 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar a confiabilidade de um método analitico
automatizado de impedéancia na determinacdo do numero de plaguetas em gatos
trombocitopénicos e na deteccdo de alteragdes na série plaquetaria.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento de dados de pacientes felinos atendidos em
um periodo de 30 meses no Hospital Universitario de Medicina Veterinaria Professor
Firmino Marsico Filho da Universidade Federal Fluminense (HUVET-UFF). Os
critérios de inclusdo para este estudo eram ser felino, atendido no HUVET-UFF, e
estar com resultado de exame automatizado indicando trombocitopenia,
considerando-se como trombocitopenia um valor de plaquetometria abaixo de
200.000 plaguetas/mm3. Foram incluidos neste estudo um total de 217 pacientes.

As amostras de sangue em tubos com anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) foram recebidas e processadas no Laboratério de Patologia
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Clinica do HUVET-UFF em até uma hora pos-coleta. O método de contagem
utilizado pelo aparelho € o método de impedancia elétrica (SYSMEX, 2007).

Esfregacos sanguineos foram confeccionados e corados em corante
instantaneo (Pandptico Instant Prov®) para anélise microscépica em aumento de
1000X, confirmando a trombocitopenia e buscando alteracbes morfoldgicas nas
plaquetas.

A partir dos resultados obtidos, observou-se nos resultados dos exames se 0
aparelho acusou a presenca de “flags” envolvendo a série plaquetaria. De acordo
com SYSMEX (2007), o contador hematoldogico utilizado reconhece erros no
histograma da leitura de plaguetas correspondentes a macroplaquetas, aglutinacao
e agregacao plaquetaria.

Os resultados da automacdo foram comparados com alteragbes
hematoscopicas detectadas em morfologia plaquetaria na lamina. Os resultados
foram tabulados e foi realizada andlise estatistica por meio do “software” Epi-info®
7.1.4 (EPI, 2014) com nivel de significancia de 95%, utilizando-se para tal o teste de
qui-quadrado.

RESULTADOS

Os resultados encontrados foram tabulados e estdo demonstrados na Tabela
1 a sequir.

Um total de 181/217 (83,4%) exames apresentaram “flag” na série
plaquetéria, sugerindo a presenca de agregacao plaquetaria ou de macroplaquetas,
enquanto em 36/217 (16,6%) exames nao houve indicacdo de alteracdo de série
plaguetéaria no histograma.

Ao confrontar os dados de hematoscopia, entretanto, ndo foram observadas
alteracdes em um total de 96/217 (44,2%) exames, dentre os quais 80/181 (44,1%)
apresentaram indicacdo de alteracdo no histograma pelo método automatico e em
apenas 16/36 (48,4%) nédo houve indicagdo de erro. Os demais 121/217 (55,8%)
apresentaram algum tipo de alteracdo morfologica em lamina, dentre os quais
88/217 (40,6%) apresentaram ativacdo e agregacdo plaquetéria e 33/217 (15,2%)
apresentaram plaquetas ativadas e macroplaquetas sem agregacéo associada.

Dos exames que apresentaram agregacao plaquetaria, 74/181 (40,9%) se
enquadraram nos exames com “flag” pelo método automatico, enquanto em 14/36
(38,9%) ndo houve acusagdo de erro no histograma. J&, dos exames que
apresentaram apenas macroplaquetas, 27/181 (14,9%) se enquadraram nos exames
com “flag” e em 6/36 (16,7) ndo houve acusacdo de erro. Dessa forma, o total de
exames com erro detectado tanto pela microscopia quanto pela maquina foi de
101/181 (55,8%) e o total de exames com alteracbes microscopicas em que 0
meétodo automatico foi incapaz de detectar erro foi de 20/36 (55,6%).
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TABELA 1 Tabela de contingéncia comparando a relagéo causa-efeito entre as varidveis de
alteracbes morfoloégicas em plaquetas no exame e “flag” no histograma
plaguetario em pacientes felinos trombocitopénicos ao longo de 30 meses de
atendimento no Hospital Universitario de Medicina Veterinéria Professor Firmino
Marsico Filho da Universidade Federal Fluminense, Niteréi, RJ. 2014.

Presente Ausente Total
e *GE) Valor absoluto 80 16 96
[}
5 o & % linha 83,33% 16,67% 100,00%
SE | o % coluna 44,20% 44,44% 44,24%
D X
g ° £ | Valor absoluto 101 20 121
= C )
g v @ % linha 83,47% 16,53% 100,00%
2o | < % coluna 55,80% 55,56% 55,76%
0O o
g S — | Valor absoluto 181 36 217
Q )
< 2 % linha 83,41% 16,59% 100,00%
% coluna 100,00% 100,00% 100,00%

X2=0,0007; p=0,9783

Convém citar que muitas das fichas revisadas para o presente estudo
continham, além dos resultados liberados pelo contador hematoldgico, resultados
estimados durante a avaliacdo da lamina para correcdo da contagem de plaquetas,
realizada durante avaliacdo hematoscopica, gerando diversos resultados mais altos
do que os valores liberados pelo contador automatico.

DISCUSSAO

A contagem manual de células, especialmente de plaquetas, em
hemocitbmetro esta propensa a baixa precisdo, além de requerer um tempo
excessivo, tornando-se impraticavel para uso na rotina (BECKER et al., 2008;
LILLIEHOOK & TVEDTEN, 2009; SCHWEIRGERT et al.,, 2010). Os contadores
hematoldgicos utilizados rotineiramente em laboratérios comerciais demonstram ser
extremamente Uteis ao reduzirem o tempo de analise, e sdo considerados altamente
precisos devido a grande quantidade de células contadas, aplicacdo de métodos de
controle de qualidade, manuseio por técnicos treinados e manutencédo rotineira dos
equipamentos (BECKER et al., 2008).

Apesar disso, 0 presente estudo demonstrou que os resultados liberados por
contadores hematologicos para a série plaquetaria em felinos devem ser avaliados
com cautela devido a possibilidade de erros na deteccdo de “flags” e na contagem
correta de plaquetas. Estes achados corroboram com diversos autores que reforcam
a necessidade de avaliar cuidadosamente a lamina para confirmar os resultados do
método automatico (NORMAN et al., 2001; BECKER et al., 2008; SCHWEIRGERT
et al., 2010).

A andlise estatistica, observou-se baixa relacéo de causa-efeito entre “flags”
na série plaquetaria as alteragdes encontradas na lamina (p = 0,9783). O valor de p
proximo a 1 indica grande tendéncia a distribuicdo de resultados ao acaso,
demonstrando que o “flag” em animais trombocitopénicos ndo pode ser considerado
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uma ferramenta util. BECKER et al. (2008) chegaram a uma conclusdo semelhante
ao detectarem grande numero de exames com resultados normais e “flags”
incorretos e resultados questionaveis sem “flags” em um estudo com amostras de
cées, gatos e equinos saudaveis e doentes, o que demonstra gue mesmo nas
demais espécies, os “flags” tém pouca utilidade pratica.

Uma vez que os “flags” sao detectados pelas caracteristicas do histograma,
eles podem estar associados a dificuldade de leitura de plaguetas em felinos.
Usualmente, contadores automatizados detectam pseudotrombocitopenia para essa
espécie e a trombocitopenia verdadeira € incomum, podendo ser confundida com
um resultado falso e subestimada quando presente (NORMAN et al., 2001). Durante
o levantamento, foram observados muitos resultados corrigidos de plaguetas em
felinos, uma vez que apresentavam plaquetometria baixa pelo método automéatico
em comparacdo a avaliacdo da lamina. De acordo com SCHWEIRGERT et al.
(2010), recomenda-se a utilizagdo de mais um método além do automatico quando
houver trombocitopenia para confirmar a alteracdo e minimizar o erro, detectando
em seu estudo uma boa correlagcdo entre a estimativa e o hemocitdbmetro, sendo a
primeira mais rapida e adequada a rotina.

Resultados de plaguetometria falsamente reduzidos pelo método automético
corroboram com diversos estudos. BECKER et al. (2008) compararam a precisao de
diferentes equipamentos hematoldgicos automatizados para leitura de amostras
veterinarias e, apesar de encontrarem alta correlacdo em algumas linhagens
celulares, foram detectados grandes alteragbes envolvendo a plaquetometria em
todos os aparelhos. DEWHURST et al. (2003) também encontraram um coeficiente
de correlacao relativamente baixo entre os resultados do aparelho e contagens
manuais, recomendando interpretacdo dos resultados automaticos com cautela,
reforcando a necessidade de avaliagdo microscopica.

Uma possivel causa para interferéncia na plaquetometria e na leitura do
histograma é a sobreposicdo da leitura de plaguetas e hemacias em aparelhos que
se utilizam da impedancia elétrica (NORMAN et al., 2001; BECKER et al., 2008). Os
achados de LILLIEHOOK & TVEDTEN (2009) confirmam a participacdo da
sobreposicao no erro de leitura, afirmando que o método Optico, que se baseia no
padrao de dispersdo de luz e ndo leva o tamanho em consideracao, leva a maior
precisdo na contagem de plaguetas em felinos com macroplaquetas quando
comparada aos meétodos de impedancia. SCHWEIRGERT et al. (2010) também
relataram que o método Optico apresenta alta sensibilidade e correlacdo com a
contagem em hemocitdmetro. Relata-se, no entanto, que o erro analitico ainda pode
estar presente quando h& agregacdo plaquetaria, pois plaquetas agregadas
apresentam padrao de dispersao diferente de plaquetas isoladas (NORMAN et al.,
2001).

Outra possibilidade de interferéncia é a presenca de agregados sequestrando
plaguetas e sendo detectados como uma Unica célula gigante nos aparelhos que
utilizam o método de impedancia (NORMAN et al., 2001). As plaquetas dos felinos
sdo mais reativas e agregam mais facilmente que de outras espécies (RUSSELL,
2010). Outros autores também relatam a agregacao plaquetaria como uma causa
importante de pseudotrombocitopenia (NORMAN et al., 2001; TVEDTEN &
JOHANSSON, 2010; GRANNAT et al., 2011). No presente estudo, foi observada
agregacdo plaquetaria em 40,6% dos exames, demonstrando a importancia desta
alteracdo. Visando a tentar contornar esta interferéncia, estdo sendo estudadas
substancias que inibam a formacdo de agregados, como a prostaglandina E1
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(TVEDTEN & JOHANSSON, 2010) e a associacdo do EDTA a anticoagulante citrato,
teofilina, adenosina e dipiridamol (GRANNAT et al., 2011).

Sendo assim, a avaliacdo do esfregaco sanguineo e analise morfolégica ndo
podem ser descartadas, pois sdo as Unicas formas de avaliar corretamente as
alteracdes plaquetarias em lamina (TASKER et al.,, 2001; SCHWEIRGERT et al.,
2010).

CONCLUSAO
Conclui-se que os resultados automaticos para a seérie plaguetaria em felinos
devem ser considerados com muita cautela, uma vez que a presenca de “flags” ndo
possui correlagdo com as alteracbes morfologicas observadas na hematoscopia,
sendo esta essencial para a interpretacdo dos resultados e para correcdo de
pseudotrombocitopenia quando esta for detectada.
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