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Resumo

Foram realizadas contagens das variaveis hemato&sgde 12 rata¥Vistar, Rattus norvegicus var. albinus, pesando
170 +20 mgpara investigacéo diagndstica, utilizando-sgaa determinacdo automatizada o analisador hehgtoo
Sysmex XT- 1800i (Ro&ee para a metodologia ndo automatizada a camarddebauer para a contagem total de
eritrécitos e de leucdcitos, com diluicdo em pigede Thomas. A determinagdo do hematdcrito fodahttilizando-se
uma centrifuga de microhematécrito, a concentragde hemoglobina foi determinada pelo método de
cianometahemoglobina, e os indices hematimétriocant calculados utilizando-se os resultados dasavais do
eritrograma. A contagem diferencial de leucécitosrealizada em extensdes de sangue sem anticagguleoradas
com panotico rapido. Para a determinacdo do numgeoplaquetas foi utilizado o método de Fonio. A gamacao
estatistica entre os métodos demonstrou que agvwasi estudadas ndo apresentaram diferencas sigtiifas para
eritrécitos, hematécrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHA®Ycocitos, neutrdfilos, eosindfilos, linfécitosmmnacitos,
sendo os valores obtidos para as plaquetas o (nuepapresentou diferenca significativa. A analisegstica permitiu
concluir que o método automatizado para avaliag@oheémograma de rato mostrou-se confiavel e rap@lanétodo
automatizado foi considerado o mais correto paragplketas, de acordo com os resultados obtidos. Apata essa
variavel sugere-se uma comparacéo através de ontetsdologias.

Palavras-chave:hematologia, hemograma, rato, hemocitdmetro, au@na

Abstract

It was carried out on 12Vistar rats, Rattus norvegicus to var. albinus, weighing 170 £ 20 mg, the countig the
hematological variables, for diagnostic enquirywias used a hematology analyzer Sysmex XT-1806hdfor the
automatized determination and for the non autoredtimethodology, the Neubauehamberfor the counting of
erythrocytes and leukocyte using a dilution in @flas pipette. The determination of the hematocrit achieved using

a microhematocrit centrifugal machine, the hemouglotoncentration was determined by the cianometalyéohm
method and the determination of the absolute henedtic indexes was been calculated using the redelisrmined in
the red series. The differential counting of leykes was carried out through extensions of bloodawitlanticoagulant,
stained, with fast panotic. For the determinatiortted number oplateletthe Fonio method was used. The study carried
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through in this work, which aimed to show the corigmar between the automatized and non automatizetba@bgies,

did not presented significant differences in thenbar of erytrocytes, hematimetric indexes (MCV, MGHHC),
hemoglobin, leukocytes, neutrophils, eosinophyismphocytes and monocytes, the only significanereifice in values
was of the [atelet. According to the results obtained, the automatiedhod was considered the most accurate for the
platelets. And still for this variable, it is sugged a comparison with other methodologies.

Key-words: hematology, hemogram, rdtemocytometegutomation.

Introducéo

A hematologia clinica é uma

gramas/ decilitros (g/dL); determinacdo do
hematdcrito (Ht) - expresso em porcentagem

importante area de estudo sobre o estado de(%); determinacdo do volume corpuscular
saude dos animais, tendo o hemograma como médio (VCM) - expresso em fentolitros (fL);
um dos métodos de avaliacdo de diagnéstico e determinacdo da hemoglobina corpuscular

prognoéstico de enfermidades (SWENSON,
1988; JAIN, 1993). O hemograma € um dos
exames complementares de diagnostico, por
permitir uma quantificacdo dos elementos
celulares do sangue. E constituido pelo

eritrograma, leucograma e contagem de
plaguetas (DESCAT, 2002; FAILACE,
2003).

O hemograma pode ser realizado
utilizando-se métodos nao automatizados,
método do hemocitdmetro, e também, por
meio de equipamentos automatizados - com
ampla variacdo tecnoldgica eletrbnica
associada a informatica. Varias publicacdes
cientificas comparando as metodologias nao

média (HCM) - expressa em picograma (pg);
concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) - expressa em porcentagem
(%) e amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW — Red blood cell Distribution Widjh
fornecidos nas determinacdes automaticas.
Através do leucograma pode-se
analisar as células responsaveis pela defesa do
organismo e, portanto, avaliar a capacidade de
resposta destas células frente a diferentes
situacdes. E composto pelas contagens total
de leucocitos (CTL) e diferencial de
leucdcitos (CDL). A contagem diferencial de
cada leucécito (neutréfilos, eosindfilos,
basofilos, linfocitos e mondcitos) € emitida

automatizada e automatizada demonstram que em (a) porcentagem (%) na contagem relativa

0s resultados obtidos néo
diferencas  estatisticamente
(MORESCO et al, 2003; FAILACE e
PRANKE, 2004; LEITE et al., 2007;
MATANA et al, 2008, BORGES e
SIQUEIRA, 2009; MACKELLY, 2009).
Assim, a tendéncia € a substituicdo gradual
pelos equipamentos automatizagh&OUM,
2008)

O eritrograma ou hematimetria, de
acordo com Failace (2003), é a parte do
hemograma que avalia o eritron, e que
compreende a massa eritréide circulante -
reticulocitos e eritrocitos maduros - além do
mielograma. A hematimetria € uma avaliacdo
quantitativa da massa de eritrocitos e
hemoglobina no sangue circulante, que
fornece informacdes sobre a morfologia dos
eritrécitos. Ela € composta pela: contagem de
hemacias (Hm) - expressa em Hm X/a0r®;
dosagem de hemoglobina (Hb) - expressa em

apresentam
significantes
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e numero de leucécitos/mimna contagem
absoluta, e (b) pela avaliagdo da morfologia
das mesmas no estiraco sanguineo (DESCAT,
2002).

Segundo Santos e Meirelles Filho
(2004), as plaguetas sao analisadas
guantitativamente, sendo expressas em PLT x
10¥mn®, e que através de contadores
automatizados € possivel obter: a amplitude
de distribuicdo das plaquetas (PDW) -
expressa em fentolitro (fL), o volume médio
das plaquetas (VMP) - expresso em fentolitro
(fL), e a razdo de células grandes de plaquetas
(RCGP) - expresso em percentual (%).

Ressalta-se que o hemograma deve
também abranger as andlises qualitativas dos
eritrocitos, dos leucdcitos e das plaquetas,
principalmente as que consideram o tamanho
e a forma celular, a coloragéo e as inclusdes
citoplasméticas e nucleares, e as atipias
celulares (NAOUM, 2008).
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Os contadores de células sanguineas libitum e foram mantidos sob condicBes

modernos apresentam alto nivel de preciséao.

Porém de acordo com Silva et al. (2007) €
importante considerar a variacdo entre 0s
instrumentos. Os tipos de contadores
automéaticos mais utilizados nos laboratérios

controladas de iluminagdo (ciclo 12h
claro/escuro) e temperatura (23 = 2°C). O
protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Federal Pernambuco

de hematologia sdo os contadores eletrdnicos (Processo n°23076.018858/2007-27).

por impedancia e os contadores a laser.
Atualmente, hd um crescente aumento
na utilizacdo de analisadores hematolégicos
automaticos para determinacdo do perfil
hematolégico em animais de laboratorio,
permitindo uma reducéo do trabalho manual e
aumento da exatiddo da contagem. Os
diversos artigos disponibilizados em varias
bases de pesquisas (ADEBAYO et al., 2005;
ARAUJO et al., 2005; AL SAHHAF, 2006;
GONCALVES et al., 2006; LIMA et al.,
2008) mostram que é pratica comum 0 UusO

As ratas, apés jejum prévio de 12
horas, foram anestesiadas conforme Ferro
(2007), com Cloridrato de Ketamina 85mg/Kg
(Vetbrand§) e Cloridrato de Xilazina 3
mg/mL (Vetbrand®) administrados por via
intramuscular (I.M.) e imobilizados. Em
seguida foi realizada a coleta de sangue por
puncéo cardiaca. O sangue foi acondicionado
em tubo com anticoagulante HB (Labofiab
para determinacéao dos parametros
hematolégicos.

Para a determinacdo automatizada foi

desses contadores para a determinagdo doutilizado o analisador hematolégico Sysmex

hemograma em animais, porém a grande
maioria  corresponde a  equipamentos

XT- 1800i (Roch&), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Através desse

padronizados para sangue humano e ndo paraequipamento € possivel obter os seguintes

animais de laboratorio.

Recentemente foi lancado na India o
Sysmex XT-1800i V e XT-2000i V
(modalidade veterinaria) em parceria com o
Transasia Bio-Medicals, que consiste em
contadores hematolégicos  inteiramente

parametros: contagem total de hemécias,
hematdcrito, hemoglobina, indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM),

amplitude de distribuicdo dos eritrocitos -
RDW:; contagem total de leucdcitos, contagem
relativa e absoluta de leucocitos (neutrofilos,

automatizados para testar e analisar sangueeosindfilos, basdfilos, linfécitos e mondcitos)

animal com alta qualidade (INDIAPRWIRE,
2008). Assim, é perceptivel que na literatura
vigente apesar

do crescente uso dessa(2008), o

além da contagem de plaquetas.
De acordo com Santos e Monteiro
Sysmex  XT-1800i utiliza

tecnologia, a necessidade de uma metodologia impedancia elétrica e citometria de fluxo para
que forneca os valores hematologicos de a contagem de células, a determinacdo de
forma rpida e precisa aliada a informacdo VCM e a determinacdo do hematdcrito, além

que a justifique e a valide. E neste contexto, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar os
parametros  hematolégicos  de Rattus
norvergicusatravés de métodos automatizado
e ndo automatizado.

Material e Métodos

Foram utilizadas 12 (doze) ratas
Wistar, Rattus norvegicus var. albinus
pesando 170 = 20mg, provenientes do
Biotério do Departamento de Antibidticos, da
Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais receberam agua e dieta (Labjred

de utilizar a espectrofotometria para a
dosagem de hemoglobina (método Lauril
Sulfato de Sdédio). O valor de HCM é

derivado da divisdo do valor de hemoglobina
e da contagem de eritrocitos, assim como o
valor de CHCM é derivado da divisédo da
hemoglobina e do hematdcrito.

Para determinacdo do numero de
hemacias e leucécitos, foi utlizado o
hemocitdmetro(cAmara de Neubauer), com
diluicdo em pipetas de Thomas. O liquido de
Hayen (Newpro%) foi utilizado como
diluente para contagem de eritrécitos,

Medicina Veterinaria, Recife, v.3, n.2, p.1-8, abr-jun, 2009
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enquanto o liquido de Tiirk (Newpfwpara a
contagem dos leucocitos (MADELLA et al.,
2006).

A determinacdo do hematécrito foi
obtida utilizando-se uma centrifuga de
microhematocrito (Fanem modelo210 fB@
a leitura feita em cartdo apropriado do mesmo
fabricante, de acordo com Mello (2005). A
concentracdo de hemoglobina foi determinada
pelo método de cianometahemoglobina,
empregando-se o liquido de Drabkin (D8)es
e a leitura realizada em espectrofotbmetro
(Espectrophotometer digital UVv-VIS,
Coleman 395-B). Os indices hematimétricos
absolutos foram calculados utilizando-se os
resultados determinados na série vermelha,
conforme Birgel (1982) e Mello (2005).

A contagem diferencial de leucécitos

microscopicos, do qual se contaram as
hemacias e as plaquetas, totalizando, assim,
mil hemécias. A contagem foi realizada

seguindo linhas longitudinais em relacdo a
lamina. E foi feita uma regra de trés simples
para a obtengdo do numero total de plaguetas
(BAIN, 2004; LEITE et al., 2007).

Através do programa estatistico
STATA versédo 9.0 com 95% de intervalo de
confianca, foi realizada uma avaliacdo
comparativa entre 0 método convencional e 0
automatizado. As analises estatisticas foram
realizadas através do Teste T de Student
pareado, observando-se a média da diferenca
no nuamero de células encontradas entre as
contagens diferenciadas realizadas pelo autor
e o aparelho.

foi realizada em extensdes de sangue sem Resultados e discussdo

anticoagulante coradas com pandético rapido
(Newproy’) e observadas ao microscopio
(Leica Galen IIf). Em cada ensaio, 100
células foram analisadas e contadas.

Para a determinacdo do numero de
plaguetas utilizou-se 0 método indireto
(Fonio), realizado atravées de estiraco

sanguineo desprovido de anticoagulante, e quedas plaquetas (p < 0,05, n

consistiu na contagem de 10

A comparacdo entre as médias, 0S
desvios-padrdes e os intervalos de confianca
das variaveis hematoldgicas obtidas pelos
métodos automatizado e ndo automatizado,
através do teste t de Student esta demonstrada
na Tabela 1.

Todos 0s parametros, com excecao
12), nao

campos apresentaram diferencas significativas em

Tabela 1 - Comparacdo entre as médias, os desvios-padroesirgaengsmlos de confianca das variaveis
hematoldgicas de ratas obtidas pelos métodos atiraiha e ndo automatizado, através do teste tutieBt

Automatizado N&o - Automatizado Teste
vanavel Hematologica N Média Desv~io cI:rc])trff:;ﬁlc?a Média Desvjo égﬁggil(?a t - Student
padréo (95%) padréo (95%)
Eritrocitos (16/mnt) 12 5,87 0,33 57-6,1 5,79 0,33 5,6-6,0 0,4788
Hemoglobina (g/dL) 12 11,60 0,50 11,3-11,9 1159 0,88 11,0-12,2 0,9407
Hematdcrito (%) 12 37,46 2,06 36,1-38,8 36,83 229 35,0-38,7 0,4454
VCM (fl) 12 63,78 2,02 62,5-65,1 63,38 5,13 60,1 - 66,6 0,8034
HCM (pg) 12 20,61 2,90 18,8 - 22,5 20,08 1,47 19,1-21,0 0,5454
CHCM (%) 12 31,10 1,05 30,4-318 31,60 265 299-333 0,5253
Leucocitos (1&mn) 12 4,60 1,60 3,6-5,6 4,50 1,30 3,7-53 0,7220
Neutréfilos (%) 12 30,17 6,52 26,0 - 34,3 31,08 77,9 26,0 - 36,1 0,7276
Eosindfilos (%) 12 0,58 0,52 0,2-0,9 0,25 0,62 0-0,6 0,1661
Linfocitos (%) 12 63,9 6,96 59,5 - 68,3 65,83 8,70 603-714 0,3261
Mondcitos (%) 12 5,16 4,82 2,1-8.2 2,83 2,16 15-4,2 0,1823
Plaquetas10¥/mnr) 12 6,78 1,0 6,1-74 5,68 1,74 46-6,8 0,0107*

*Estatisticamente diferente (Teste t — Student,0p05).

Medicina Veterinaria, Recife, v.3, n.2, p.1-8, abr-jun, 2009
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relacdo as metodologias empregadas nheste

trabalho.

Apesar dos resultados deste trabalho,
para monocitos serem nédo significativos
(Tabela 1) ressalta-se que h& na literatura
relatos de divergéncias na contagem
diferencial de leucécitos mais especificamente
em relacdo aos mondécitos, entre as
metodologias automatizadas e nao
automatizadas (NASCIMENTO, 2002). Os

Os valores encontrados neste trabalho
para os basofilos, apesar de nao estar
representados na Tabela 1, sdo compativeis
com os parametros da literatura. Isto €, das 12
amostras em apenas duas ratas, pelo método
automatizado, apresentaram um  Unico
basdéfilo  respectivamente, enquanto no
restante das amostras o valor foi zero. E
guando este parametro, para estas mesmas
amostras, foi realizado pelo método nao

resultados mostraram-se conflitantes na automatizado, o valor encontrado foi zero, isto

contagem relativa de mondcitos, os quais €, para este pardmetro ndo houve diferencas
apresentaram valores de 14 e 15 células pelo significantes. Os basofilos, para ratos séo,

método  automatizado, enquanto pela aparentemente, raros ou poucos; sendo esta
metodologia ndo automatizada, os valores escassez circulante uma caracteristica para a
obtidos foram de 1 e zero células, classe dos mamiferos, de uma forma geral. O
respectivamente. Quando comparados aos que, mais uma vez corrobora com 0S N0ssos
valores dos parametros hematolégicos da achados dessa pesquisa.

literatura percebe-se que para mondcitos ndo Em relacdo a contagem de plaquetas,

h& variacdo entre os valores apresentados poros valores encontrados neste trabalho tanto na
Harkness e Wagner (1993) e Cubas et al metodologia automatizada quanto na nao

(2007), e corroboram com os achados neste automatizada (Tabela 1), apesar de serem
trabalho em relacdo a metodologia ndo- compativeis com os parametros da literatura

automatiza. Por isso, acredita-se que a cerca de 500 a 13000 plaguetas para Harkness
divergéncia entre as duas metodologias e Wagner (1993) e de 450 a 8850 plaguetas

utilizadas para estes dois exames para Cubas et al. (2007), mostraram-se
especificamente, seja pelo fato de a divergentes significativamente.
quantidade de células contadas pela Provavelmente essa diferenca tenha ocorrido

metodologia automatica ser em torno de devido ao método Fonio ser um exame
20.000 células diferente do que é contado pela laboratorial manual, no qual ndo sédo obtidos
metodologia ndo automatizada que é entre 100 valores exatos e sim uma estimativa desses
a 200 células. Ainda na contagem fragmentos celulares, uma vez que utiliza a
automatizada para leucocitos, as células sdo comparacdo de numero de plaquetas com o
diferenciadas por coloracdo, agrupadas e numero de eritrécitos por campo (LEITE et
contadas através da passagem das células porl., 2007), e que de acordo com Coelho
uma micro-abertura gerando a emissao de (1981), amostras contadas pelo método Fonio
pulsos elétricos com posterior correcdo para a estdo sujeitas a interferéncias como a ma
diluicdo utilizada. Enquanto na metodologia distribuicdo por campos focalizados.
ndo automatizada, a contagem € efetuada emDiferente do que ocorre com 0s contadores
estiraco sanguineo em lamina, sem automaticos cuja contagem das plaquetas €&
anticoagulante, onde eventualmente existe feita por sistemas dpticos e/ou de variacao de
uma distribuicdo irregular, por causa das impedancia aumentando a precisdo e
diferencas de  tamanhos, gravidades minimizando o fator de erro em situactes
especificas, aderéncias entre os diversos tiposextremas, permitindo ainda avaliar as
de leucdcitos em que a maioria dos neutrofilos variagbes na forma e no tamanho das
e mondcitos se concentram nas margens e naplaquetas, além de detectar a presenca de
cauda do estiraco, o que levaria a erros de agregados (MICHELSON, 1996; HARRISON
artefato de técnica (NASCIMENTO, 2002). e MACHIN, 2000), contudo, vale salientar

Medicina Veterinaria, Recife, v.3, n.2, p.1-8, abr-jun, 2009
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que existe uma tendéncia de todos os Silva Fonseca e a técnica Marilene Pessoa de
analisadores automaticos em superestimar a Souza, pela colaboragdo na realizacdo deste

contagem de plaquetas, resultando em poucatrabalho.

sensibilidade a niveis abaixo do limite de
normalidade (SEGAL et al., 2005).

Apesar de ser um método moroso,
pouco preciso e que esta sujeito a erros
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