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Numero de policromatofilos na diferenciacdo das anemias nao
regenerativas de regenerativas em cies

Polycromatophilic cell count in differentiation of non regenerative
anemia from regenerative anemia in dogs

Nina da Cunha Medeiros!"; Rosangela Locatelli Dittrich?

Resumo

O método de quantificagdo de eritrocitos policromatofilos ¢ utilizado na rotina dos laboratorios
clinicos veterinarios para identificar a resposta da medula dssea. Entretanto, ndo ha padronizacdo desse
método em relagdo ao numero absoluto de reticuldcitos. No presente estudo foram avaliadas amostras
sanguineas de 135 c@es anémicos e de 21 caes saudaveis de um total de 1875 caes atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Parana, entre o periodo de 01 de julho de 2011 a 18 de outubro
de 2012. Foram realizados hemogramas e quantificagdes de eritrocitos policromatofilos e reticulocitos.
Os valores de policromatofilos por campo ¢ a contagem absoluta de reticulécitos foram comparados por
analises estatisticas para determinar se ha correlagao entre os dois métodos. Os valores da sensibilidade,
especificidade, acuracia ¢ teste Kappa do numero de policromatéfilos foram, respectivamente, de
86,11%, 87,5%, 87,12% ¢ 71%. O coeficiente de correlag@o de Pearson (r) foi de 0,8125 e o coeficiente
de determinacao da equagdo (R?) foi de 0,6603, entre o numero de policromatodfilos e de reticulocitos.
A presenca de dois policromatofilos por campo diferenciou a anemia ndo regenerativa da regenerativa,
mas ndo foi possivel associar o nimero de reticuldcitos ao nimero de policromatofilos e nem classificar
a anemia quanto a intensidade de regeneragao.

Palavras-chave: Resposta medular, anemia, cdes, policromatofilia, reticuldcitos

Abstract

The method of quantitation of polychromatophilic cell is routinely used in veterinary clinical laboratories
to identify the bone marrow response. However, there is no standardization of this approach over the
absolute reticulocyte count. The present study evaluated blood samples from 135 anemic dogs and 21
healthy dogs. CBC and quantification of reticulocytes and polychromatophilic cell were performed.
The sensitivity, specificity, accuracy and Kappa of the polychromatophilic cell count were, respectively,
86.11%, 87.5%, 87.12% and 71%. The Pearson correlation coefficient (r) was 0.8125 and the coefficient
of determination equation (R2) was 0.6603, between the number of polychromatophilic cell and
reticulocytes. The identification of two polychromatophilic cells per field could allow a differentiation
between regenerative and nonregenerative anemia, but it was not possible to associate it to the absolute
reticulocyte count and classify the intensity of regeneration of anemia.
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Introducao

As anemias ocorrem com grande frequéncia
As
principais causas de anemias sdo as hemorragias

na rotina clinica de pequenos animais.

agudas, hemolise intravascular, doencgas
cronicas, insuficiéncia renal, neoplasias,
processos inflamatdrios, deficiéncia nutricional

de ferro e doengas da medula 6ssea (THRALL,
2007). Independente da origem, os pardmetros
hematoldgicos utilizados para diagnosticar e avaliar
sua severidade sao o hematocrito (Ht), a contagem
de eritrdcitos totais, concentracido de hemoglobina e
alteragdes morfologicas dos eritrocitos. E importante
classificar o estado anémico para determinar a sua
origem e avaliar o prognostico do paciente (MEYER;
HARVEY, 2004). O volume globular médio (VGM)
e a concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM) sdo utilizados para classificar a anemia,
mas a resposta da medula 6ssea ¢ mais importante
no diagnoéstico e prognostico (COWGILL, 2003;
TVEDTEN, 2010).

Em anemias regenerativas, a medula Ossea
aumenta a producdo eritrocitaria ¢ a liberagdo
de eritrocitos imaturos. Em casos de anemias
ndo regenerativas a medula dssea ¢ incapaz de
responder ao estado anémico e as cé¢lulas jovens nao
sdo liberadas na circulagdo (THRALL; WEISER,
2006). Uma das formas de avaliar se a medula 6ssea
esta respondendo € pela contagem de reticulécitos.
O reticuldcito ¢ um estagio de maturacao das células
eritréides que na coloragcdo com corante supravital
tem precipitacdes de RNA ribossomal, denominados
reticulos. Quando corados com corantes do tipo
Romanowsky, devido a presenca de hemoglobina,
ribossomos e polirribossomos, os reticuldcitos
apresentam coloracdo vermelho azulada e sdo
denominados policromatofilos (HARVEY, 2001a).

Na medicina, a citometria de fluxo tem
possibilitado monitorar as anemias por avaliagdes
de subpopulagdes de reticuldcitos e fragdes de
reticuldcitos imaturos (JOAO; PINTO; COSTA,

2008). Na medicina veterinaria, a citometria de fluxo

¢ utilizada na contagem de reticulocitos de caes em
alguns estudos, mas esta nao ¢ a realidade brasileira
(PEREIRAZetal.,2008; HODGES; CHRISTOPHER,
2011; COLLICUTT; NEEL; GRINDEM, 2012).
Na rotina dos laboratorios veterinarios brasileiros,
utiliza-se a contagem manual sob microscopia de
luz, técnica que continua sendo o padrdo ouro por
ndo sofrer interferéncias pela presenca de eritrocitos
nucleados, hemoparasitas, corptisculos de Howell
Jolly e células leucémicas (COWGILL; NEEL;
GRINDEM, 2003; TVEDTEN, 2011).

A avaliacdo dos policromatofilos ¢ utilizada
pelos veterinarios, entretanto, ndo existe uma
padronizacdo do método. A quantificagdo pode
ser representada por cruzes (+), por campo,
em porcentagem ou por andlise subjetiva que
classifica como ausente, leve, moderada ou intensa
(HARVEY, 2001b; FELDMAN; SINK, 2006;
HODGES; CHRISTOPHER, 2011; COLLICUTT;
NEEL; GRINDEM, 2012). Apesar de ndo haver
uma padronizagdo e consenso na literatura, a
avaliagdo quanto a resposta da medula déssea no
estado anémico ¢ realizada pelos clinicos pela
observacdo de achados como policromatofilia,
presenca de metarrubrocitos, anisocitose € presenca
de corpusculos Howell Jolly.

O presente trabalho objetivou estabelecer a
associacdo entre o numero de policromatofilos e
de reticulocitos para a classificagdo das anemias
quanto a resposta da medula dssea.

Material e Métodos

No presente estudo foram utilizadas amostras de
sangue provenientes da rotina clinica do Laboratorio
de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade
Federal do Parana. Foram realizados hemogramas
e contagens de reticuldcitos em amostras de sangue
de 135 caes anémicos (hematocrito < 35%) e de
21 caes saudaveis (avaliados pelo histdrico, exame
fisico e exames laboratoriais) (FARVER, 2008). As
coletas sanguineas foram realizadas entre o periodo
de 01 de julho de 2011 a 18 de outubro de 2012
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com os animais submetidos a contencdo fisica.
Em seguida as amostras acondicionadas em tubos
com EDTA. As contagens de eritrocitos, plaquetas,
leucéceitos e concentragdo de hemoglobina foram
realizadas em contador automatico de células
sanguineas da marca Mindray® modelo BC
2800 VET. O volume globular médio (VGM) e
a concentragdo de hemoglobina globular média
(CHGM) foram obtidos pelas formulas de Wintrobe
(THRALL; WEISSER, 2006). As
sanguineas foram realizadas imediatamente apos
a coleta sanguinea e coradas com pandtico rapido.
Nas extensdes sanguineas coradas foram realizadas
a contagem diferencial de leucocitos, avaliagao da
morfologia de eritrocitos e leucocitos e estimativa
de nimero de policromatdfilos. Para a estimativa
de eritrocitos policromatofilicos, foi realizada
a contagem em objetiva de imersdo do numero
médio de policromatofilos por campo, através da
contagem em 10 campos homogéneos na franja de
cada esfregago sanguineo. O campo foi considerado
homogéneo quando ndo havia sobreposi¢do de
células e as mesmas se dispunham uma ao lado da
outrasem a presenca de espacos vazios. As contagens
de reticulocitos foram realizadas por técnica manual
em microscopia oOtica. Volumes iguais (150 pL)
de sangue total e azul de cresil brilhante foram
homogeneizados em tubo de ensaio e mantidos
em banho maria a 37°C durante 15 minutos. Apo6s
este periodo, foram confeccionadas duas extensdes
sanguineas. Depois de secas, as laminas foram
contra coradas com corante de Wright para facilitar
a visualizagdo dos reticulos. A determinagdo
do percentual de reticulocitos foi realizada por
contagem de 1.000
Somente reticulocitos agregados foram considerados
na contagem (TVEDTEN; MORITZ, 2010). A
contagem absoluta de reticulécitos foi obtida por
multiplicacdo do percentual de reticuldcitos pela
contagem de eritrocitos, para correcdo do aumento
relativo de reticulocitos nos caes anémicos.

extensoes

eritrocitos  consecutivos.

As anemias foram classificadas como ndo
regenerativas (< 70.000 reticuldcitos/uL), pouco

regenerativas (entre 70.000 e 150.000 reticulécitos/
puL), moderadamente regenerativas (entre 150.000
e 300.000 reticulocitos/pl) e muito regenerativas
(> 300.000 reticulocitos/uL)  (COWGILL;
NEEL; GRINDEM, 2003; RIZZI; MEINKOTH;
CLINKENBEARD, 2010; TVEDTEN, 2010). Para
o calculo da sensibilidade, especificidade, acuracia
e teste Kappa da avaliacdo da resposta da medula
Ossea pela policromatofilia, anemias com mais de
dois policromatéfilos por campo foram classificadas
como regenerativas (OIE, 2000; HARVEY, 2001b).

Os valores de policromatofilos por campo
e a contagem absoluta de reticulocitos foram
comparados por analise estatistica no programa
Graph Pad.Prism 6. A andlise de regressdo linear
e teste de Correlacdo de Pearson foram realizados
para determinar a correlagdo ou nao entre duas
variaveis.

Resultados e Discussao

De acordo com a contagem de reticuldcitos,
as anemias ndo regenerativas foram constatadas
em 68% (92/135) dos caes e as regenerativas em
32% (43/135). Das anemias regenerativas, 60,5%
(26/43) eram pouco regenerativas, 32,5% (14/43)
eram moderadamente regenerativas e 7% (3/43)
eram muito regenerativas. No grupo controle (21
caes saudaveis) a média foi de 13.413 reticuldcitos/
puL e de 0 a raros (<1) policromatofilos por campo.
A policromatofilia foi avaliada por campo por
ser um método quantitativo e por ser comumente
empregado na rotina clinica.

Na tabela 1 estdo apresentados os valores de
policromatofilos e reticulocitos obtidos no presente
estudo. O coeficiente de correlagao de Pearson (r) e o
coeficiente de determinagdo da equagdo (R?) entre o
numero de policromatofilos por campo e a contagem
absoluta de reticulécitos foram respectivamente de
0,8125 ¢ 0,6603 (Figura 1).
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Tabela 1. Associacdo entre valores minimos ¢ maximos de policromatdfilos e reticulocitos em cies apresentando

diferentes respostas da medula 6ssea.

Niao Pouco Moderadamente Muito
Regenerativa regenerativa Regenerativa Regenerativa
Policromatéfilos (/C) Oal 0,5a3,0 1,5a4,5 3,5al5

Reticulocitos (/uL) 5.447 a 46.842

77.902 a 119.990

188.735 a 240.049 237.914 2 590.771

*Classificagdo da anemia: (COWGILL; NEEL; GRINDEM, 2003; RIZZI; MEINKOTH; CLINKENBEARD, 2010; TVEDTEN,

2010).
Fonte: Elaboragao dos autores.

Figura 1. Regressao linear simples entre nimero de reticulocitos (/uL) e policromatoéfilos por campo (objetiva de

100X) em caes anémicos.
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R?= coeficiente de determinagdo da equagdo; r= coeficiente de correlagdo de Pearson.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A associacdo entre policromatofilia e nimero
de reticulécitos foi significativa considerando-
se o coeficiente de correlagdio de Pearson de
0,8125. Os dois métodos ndo apresentaram uma
linearidade perfeita ¢ ndo foi possivel associar
com exatiddo o numero de reticulocitos pelo
nimero de policromatéfilos por campo (R? de
0,6603). No grupo de cdes com anemia pouco
regenerativa, o intervalo da policromatofilia
variou de 0,5 (raros) a 3 por campo. Nos animais
com anemia moderadamente regenerativa o valor
minimo encontrado foi de 1,5 policromatofilos por
campo. Ou seja, se o Unico pardmetro utilizado
for o numero de policromatoéfilos, a resposta da

medula dssea sera avaliada de maneira equivocada,
pois 1,5 policromatéfilos por campo pode tanto
representar uma anemia pouco regenerativa
como moderadamente regenerativa. Esta falta de
linearidade ocorre provavelmente porque alguns
reticulocitos nao t€m coloragdo policromatofilica
devido a variagdo da quantidade dos reticulos

(THRALL, 2007).

Na medicina veterinaria ndo ha uma classificagao
dos graus de maturagdo do reticuldcito e uma
padronizacao dos graus de maturag@o para considerar
como um reticulécito (RILEY et al., 2001). Em
cdes anémicos existem poucos eritrocitos maduros
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na circulagdo causando um aumento relativo na
quantidade de reticulécitos e conseqiientemente
na quantidade de policromatdfilos. Para anular
este aumento relativo, Collicutt, Neel e Grindem
(2012) realizaram estudo retrospectivo em 30 caes
saudaveis e 60 caes anémicos, comparando o nimero
absoluto de reticulécitos e de policromatofilos.
Obtiveram uma correlacdo de Pearson de 0,98,
superior a encontrada no presente estudo (r
=0,8125). Entretanto, a contagem absoluta de
policromatofilos exige tanto tempo e conhecimento
quanto a contagem absoluta de reticuldcitos e nao
¢ um método utilizado rotineiramente por exigir
pratica do executor.

A sensibilidade do método de policromatofilia
por campo foi de 86,11%, especificidade de
87,5%, acuracia de 87,12% e Kappa de 71%. Ou
seja, o método de avaliacdo pela policromatofilia
pode diagnosticar a auséncia de regeneracdo em
cdes com anemia ndo regenerativa e a presenca
de regeneracdo em cdes com anemia regenerativa.
Hodges e Christopher (2011) verificaram a acuracia
do uso da policromatofilia para identificar anemias
regenerativas em cdes, obtendo valores de 89%
de sensibilidade, 71% de especificidade e 77% de
acuracia. A diferenga entre valores da acuracia pode
ser devido a diferencas de metodologia e no nimero
de amostras analisadas, pois estes autores realizaram
a contagem de reticul6citos utilizando citometria de
fluxo, método que pode sofrer mais interferéncias
do que a contagem manual sob microscopia de luz
(COWGILL; NEEL; GRINDEM, 2003).

Conclusio

A contagem de policromatofilos ¢ uma ferramenta
diagnostica de grande acurdcia para diferenciar
regenerativas  de
utilizando o valor de dois policromatofilos por
campo como ponto de corte. Porém, nao ¢ possivel
associar o numero de reticulécitos e classificar
a anemia quanto a intensidade de regeneracdo
utilizando este método.

anemias nao regenerativas
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