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Resumo

SILVA, Débora Cristina Basilio Crispim da, Universidade Federal da Paraiba, Julho de 2017.
Avaliacdo da agregacdo plaquetaria em gatos ambientados e ndo ambientados,
comparando os anticoagulantes Citrato de sodio 3,2% e EDTA e trés métodos de
contagem de plaquetas. Orientadora: lvia Carmem Talieri

O hemograma é o exame laboratorial mais requisitado na rotina clinica veterinaria.
Através dele é possivel obter informacdes importantes sobre o estado de saude dos
pacientes, inclusive sobre as plaquetas. Os felinos sdo uma espécie com muitas
caracteristicas particulares, tanto comportamentais quanto biologicas, e € de
extrema importancia que o médico veterinario conheca essas particularidades a fim
de evitar falhas no diagnéstico. A coleta sanguinea e a escolha do anticoagulante
sdo fatores que podem interferir no plaguetograma. Foram coletados dois ml de
sangue da veia jugular em dois grupos, cada um composto por dez gatos higidos,
sem distincdo de género, idade ou raca, um com ambientacdo pré-coleta e o outro
sem ambientacdo. Um ml foi acondicionado em tubo a vacuo com citrato de sédio a
3,2% e um ml em tubo a vacuo com EDTA. A ambientacéo foi realizada durante uma
hora sob o efeito de feroménio facial felino (Feliway®- Ceva Saude Animal Ltda —
Paulinia-SP). As contagens das plaquetas foram realizadas de forma automatica,
manual em camara de Neubauer e em esfregaco sanguineo, imediatamente apds a
coleta. Nas analises estatisticas 0s dois anticoagulantes apresentaram diferenca
significativa (p = 0.0013), e as contagens automaticas tiveram diferenca significativa
em relacdo as contagens em lamina (teste de Wilcoxon: p = 0.0006104; teste t: p=
0.02314). A ambientacéo versus a ndo ambientacdo, a contagem automatica versus
a contagem em camara e a contagem em camara versus a contagem em lamina néo

demonstraram diferenca significativa.

Palavras-chave: felinos, contagem automatica, contagem camara, contagem

lamina, ambientacéo.



Abstract

SILVA, Débora Cristina Basilio Crispim da, Universidade Federal da Paraiba, July, 2017.
Evaluation of the platelet aggregation in aclimated and non-aclimated cats, comparing
the anticoagulant sodium citrate 3.2% with EDTA and different platelet counting
methods. Adviser: Ivia Carmem Talieri

The hemogram is the most required laboratory examination in the veterinary clinical
routine. Through it it's possible to obtain important informations about the health
condition of the pacients, including about the platelets. Cat’s are a very particular
species, both behavorial and biological, and is extremely important that the veterinary
knows that particularities in order to avoid failure in the diagnosis. Both blood
collection and the anticoagulant choice can interfers in platelet counts. It was as
collected two mL of blood from de jugular vein from two distinct groups, each one
composed by ten healthy cats with no distinction of gender, age or race, one under
pre collection aclimatation and the other one without it. One mL was setted in a
sodium citrate 3.2% vacuotainer and the other one in an EDTA vacuotainer. The
aclimatation was performed for one hour under the effect of a facial pheromone
(Feliway®- Ceva Saude Animal Ltda — Paulinia-SP). Both blood samples was
processed and the platelets was counted in automatic and manual methods in
Neubauer chambers and blood smear estimation. There was significant difference
between the EDTA and sodium citrate aggregation (P = 0.0013), and the correlation
between the automatic counting and the blood smear counting had a significant
difference (Wilcoxon test: P = 0.0006104; t test: P = 0.02314). The aclimatation
versus non-aclimatation, the automatic counting versus chamber counting and the
chamber counting versus the blood smear counting has shown no significant

difference.

Key words: feline, automated counting, chamber counting, blood smear

counting, aclimatation.
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1 INTRODUCAO

O hemograma € o exame laboratorial mais requisitado na rotina clinica
veterinaria e todo médico veterinario esta apto a realiza-lo. E um exame prético,
econdbmico e muito atil como ferramenta no auxilio diagnostico; como
acompanhamento da eficacia de um protocolo terapéutico; como fonte de
informacbes para determinar o prognoéstico do paciente, além de outras utilidades
(LOPES et al., 2009).

O eritrograma é a parte do hemograma que consiste na contagem total de
eritrécitos, dosagem de hemoglobina e hematdcrito; o leucograma é a parte
composta pela contagem global e diferencial das células da linhagem branca do
sangue e o plaquetograma, onde é realizada a contagem das plaquetas e a
observacdo da sua morfologia, importantes parametros para avaliar a hemostasia do
paciente (LOPES et al., 2007; WEISER, 2015a).

Para que se possa afirmar com confianca a existéncia de uma patologia
causando determinada alteracdo no hemograma, é necessario prevenirem-se todas
as possiveis alteracGes causadas por falhas durante a coleta sanguinea, isto porque
coletas que geram estresse ao animal provocam a liberacdo de horménios, como
epinefrina, os quais desencadeiam alteracdes momentadneas nos parametros
normais, podendo ser confundidos com doencas, se ndo levados em consideracéo
(FAM et al., 2010; WEISER, 2015a).

Um exemplo comum dos efeitos desses hormonios é a observacdo de
aumentos consideraveis no numero de hemacias e plaquetas, causado pelo
deslocamento sanguineo esplénico, visto que o baco funciona como um reservatério
de plaguetas e hemacias. Quando submetido & acdo da epinefrina, o bago contrai-
se, liberando essa reserva celular na circulagdo sanguinea. Essa reacéo de fuga ou
luta, também altera consideravelmente os valores dos leucécitos (FAM et al., 2010;
LOPES et al., 2007; WEISER, 2015a; WEISER, 2015b).

O estresse agudo e o traumatismo, gerado pelas coletas sanguineas também
pode causar pseudotrombocitopenia, in vivo e in vitro, um fendmeno onde a ativagédo
das plaquetas leva a formacdo de agregados e consequentes falhas nas suas
contagens, levando a erros na interpretacdo desses exames. NoOs gatos esse

fenbmeno pode ocorrer rapidamente, por ser uma espécie mais dificil de ser



manipulada, além de possuir fisiologicamente macroplaquetas, que podem ser
contadas como hemécias pelos contadores automaticos (BAKER, 2015; SANTOS,
2008; WEISER, 2015a; WILLS, 2008).

Com o aumento da populacéo de felinos domésticos domiciliados comecgou-se
a exigir uma melhor compreensédo das particularidades dessa espécie, por parte dos
médicos veterinarios, para se reduzir a dificuldade de manejo desses animais
durante as consultas e procedimentos, visando a seguranca do paciente, do
profissional envolvido e garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos a partir
desses procedimentos (FAM et al., 2010; RODAN, 2010; VOLPATO, 2013).

Um manejo que nao respeite as peculiaridades dos felinos esta susceptivel a
gerar alteracdes importantes no perfil hematolégico do paciente, levando a
interpretacdes incorretas dos resultados e, consequentemente, prejudicando todo o
protocolo clinico adotado posteriormente pelo médico veterinario (LOPES et al.,
2007; WEISER, 2015a).

Dessa forma, esta pesquisa tenciona responder a questao/problematica:
como proceder corretamente para que o resultado das contagens numéricas das
plaguetas dos felinos seja o0 mais confiavel possivel?

Esta pesquisa pretende testar todas as variaveis acima apresentadas através
da investigacao das seguintes hipéteses: a ambientacédo pré-coleta sanguinea pode
interferir na incidéncia de agregacdo plaquetaria em amostras de felinos
domésticos? O tipo de anticoagulante usado interfere na fomacdo de agregados
plaquetérios in vitro? H& diferenca nos resultados das contagens automatica, em
|lamina e em cadmara de Neubauer?

Levando-se em consideracao todas as caracteristicas apresentadas, além de
alteracbes causadas por possiveis falhas técnicas durante as etapas do
procedimento, algumas solu¢cdes foram sugeridas: como realizar a ambientacdo
prévia dos animais submetidos a coleta sanguinea; testar qual o tipo de
anticoagulante (citrato de sodio 3,2% ou EDTA) melhor conserva a amostra para a
realizacdo das contagens das plaquetas; compararar os resultados obtidos pelo
contador automatico usado na rotina laboratorial com os resultados das contagens

manuais em camara de Neubauer e esfregaco sanguineo.



2 REVISAO DE LITERATURA

O sangue € um tecido organico constituido por uma porc¢ao celular, composta
por eritrocitos, leucocitos e plaguetas e uma porcéo liquida, denominada plasma,
composta por proteinas como albumina, imunoglobulinas e fibrinogénio e solutos
ndo proteicos como horménios, gorduras, enzimas, vitaminas, gases, eletrélitos,
glicose, e produtos residuais. Quando coletado sem anticoagulante, o fibrinogénio
presente no plasma € consumido e este passa a ser denominado soro sanguineo
(LOPES et al., 2008; VIVAS, 2014).

Juntamente com as veias, artérias, capilares e o coracao, o sangue constitui o
sistema cardiovascular e é responsavel por funcbes como: transporte de oxigénio,
horménios, nutrientes, substancias quimicas, agua e residuos metabdlicos para
excrecdo, além de contribuir para a distribuicdo da temperatura para os tecidos.
Dependendo da espécie, corresponde de 7 a 10% do peso corporal do animal
(LOPES et al., 2007; LOPES; CUNHA, 2002; NETO, 2014).

2.1 O hemograma

O hemograma é o exame laboratorial mais solicitado na rotina da clinica
veterinaria, auxiliando na avaliacdo do estado de saude do paciente, no diagndstico
e no prognéstico de doencas. Divide-se em eritrograma, que fornece informacfes
sobre a série vermelha da porcdo celular do sangue como a hematimetria, a
dosagem de hemoglobina e o hematdcrito; leucograma, que fornece informacdes
sobre a série branca: leucometria global e contagem diferencial dos leucdcitos e
plaguetograma, referente a avaliacdo numérica e morfolégica das plaquetas
(LOPES et al.,2008; LOPES;CUNHA, 2002; THRALL, 2007; VIVAS, 2014).

2.2 Hemostasia

A hemostasia é o processo responsavel por manter o sangue fluido e dentro
dos vasos sanguineos e suas disfungcdes podem variar desde hemorragias a
formacédo de trombos intravasculares (BOUDREAUX, 2010; LOPES; CUNHA, 2002;
SANTOS, 2008; SMITH, 2010; THOMAS, 2010; THRALL, 2007; VIVAS, 2014).



Esse processo & composto por trés eventos, que ocorrem de forma
praticamente simultdnea e que tém inicio imediatamente apds lesdo e exposicdo do
endotélio vascular: a hemostasia primaria, em que ocorre vasoconstricdo local
conjunta a adesao e agregacao plaquetéria, resultando na formacdo de um tampéao
plagquetério inicial; a hemostasia secundaria, compreendida pela formacgéo da rede
de fibrina a partir da conversdo do fibrinogénio presente no plasma sanguineo,
mediada pela reacdo em cascata dos varios fatores de coagulacdo atuantes nesse
processo; e a hemostasia terciaria, que corresponde a degradacao da fibrina e do
coagulo formados pelos dois eventos anteriores (LOPES et al.,, 2007; LOPES;
CUNHA, 2002; SMITH, 2010; THOMAS, 2010; WEISER, 2015a; VIVAS, 2014).

2.2.1 Plaguetas

As plaquetas, ou trombdcitos, sdo produzidas na medula 6ssea e nos
pulmdes pela fragmentacdo do citoplasma dos megacariécitos. Cada megacariocito
pode gerar cerca de 10.000 plaquetas, por meio da acdo de dois hormoénios, a
trombopoietina e a eritropoietina, liberados pelos rins e figado em um processo
denominado trombopoiese (BAKER, 2015; BOUDREAUX, 2010; LOPES et al., 2007,
LOPES; CUNHA, 2002; RUSSELL, 2010). Contudo, estudos recentes em ratos
relataram que os pulmdes apresentam uma participagdo maior do que 0 que se
conhecia na producéo plaquetéaria, podendo contribuir em até 50% da producéo total
das plaquetas, ou produzir o equivalente a 10 milh6es de plaquetas por hora
(LEFRANCAIS et al., 2017).

As plaquetas tém formato plano, discoide, seu tamanho varia entre as
espécies e sdo fundamentais para o sucesso da hemostasia (BAKER, 2015;
BOUDREAUX, 2010; LOPES; CUNHA, 2002; SANTOS, 2008).

Apobs o estimulo para a sua producéo, as plaquetas séo liberadas na corrente
sanguinea em trés a cinco dias e possuem vida média de aproximadamente oito
dias, periodo no qual s&o removidas da circulagdo por macrofagos no baco e figado.
Aproximadamente um terco das plaquetas circulantes € sequestrado pelo bago
(BAKER, 2015; BOUDREAUX, 2010; SANTOS, 2008).

Os valores de referéncia variam entre as espécies domesticas, de 100.000 a
800.000 plaquetas/uL. Os menores valores sdo associados aos equinos e 0s

maiores aos bovinos. Os gatos possuem de 200.000 a 500.000 plaquetas/pL



(BAKER, 2015; SANTOS, 2008). Valores abaixo de 100.000 plaquetas/pL indicam
claramente uma trombocitopenia, porém contagens de até 50.000 plaquetas/pL sé&o
o suficiente para prevenir hemorragia. Um valor de 30.000 plaquetas/uL ou menos
pode ocasionar sangramento espontaneo (LOPES et al., 2007).

Apesar de aparentemente simples, as plaguetas apresentam uma estrutura
bastante complexa (Figura 1A), compreendida por quatro zonas: zona periférica,
constituida pela membrana plasmatica e pelo sistema canalicular aberto
(responsaveis por varios eventos intra e extracelulares, como adesao, ativacao e
agregacdo); zona sol-gel, formada pelo citoesqueleto, responsavel por mudancas
morfolégicas, por enviar prolongamentos citoplasmaticos (Figura 1B) e pela
captacdo e expulsdo de granulos secretores; zona das organelas, composta por
numerosos granulos contendo varias substancias, entre elas as proteinas,
receptores membranares e outras moléculas (serotonina, ions de calcio, adenosina
difosfato, adenosina trifosfato, fatores da coagulacdo, inibidor do ativador
plasminogénio) que participam dos processos metabdlicos e funcionais da plaqueta,
e sistema membranar, composto pelo sistema membranar denso, onde ha
concentracdo de calcio necessario para desencadear 0os eventos contrateis e dos
sistemas enzimaticos utilizados para a sintese de prostaglandinas (BOUDREAUX,
2010; CASTRO et al., 2006; FERREIRA, 2013).
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Figura 1A — Fotomicrografia eletrénica de plaqueta em repouso (x10.000). B - Fotomicrografia
eletrbnica de plaqueta ativada. Notar a emissdo de pseuddpodes e a centralizagdo das
organelas (x10.000).

Na Figura 1A, observa-se uma plaqueta em seu estado de repouso, seu
tamanho € reduzido, e as organelas encontram-se dispersas em seu interior. Na
Figura 1B pode-se ver uma plagueta em seu estado ativado, evidenciando a

emissao de pseudopodes e a centralizacdo das organelas em seu interior.



Para sua efetiva participacdo na hemostasia, as plaquetas precisam passar
por trés processos: a adesédo, onde ocorre a aderéncia das células diretamente no
local da leséo, causada pela resposta de seus receptores de superficie ao colageno
endotelial, a laminina e a fibronectina, mediada pela presenca de uma glicoproteina
plasmatica denominada fator de von Willebrand (as plaguetas também tendem a se
aderir in vitro em superficies de vidro); a liberacdo caracterizada pela
vasoconstricdo local e agregacao plaquetaria e por fim, a agregacao plaquetaria
propriamente dita, que compreende a ligacdo entre as plaquetas circulantes no local
da lesdo para a formacdo do tampao hemostatico primario (BAKER, 2015;
BOUDREAUX, 2010; LOPES et al., 2007).

A ativagdo das plaquetas, tanto in vivo quanto in vitro, caracteriza-se por
mudancas na expressdo dos receptores de superficie (GPIb/IX — receptor de
ibrinogénio, glicoproteina IIb/llla e receptor de fator von Willebrand ), concentracdes
de calcio, formato celular, promovendo, além de outras mudancas, a reorganizacao
do citoesqueleto, alterando a forma discoide e desenvolvendo pseudopodes. Além
disso, as suas organelas centralizam-se (ANHADI, 2003; SCHMITZ, 1998;
ZELMANOVIC; HETHERINGTON, 1998).

Exames laboratoriais podem ser realizados para avaliar a funcdo plaquetéaria
e a quantidade de plaquetas circulantes, além da funcao dos fatores de coagulacao
gue atuam diretamente na funcdo das plaquetas, e sdo parte da rotina clinica
laboratorial veterinaria (BAKER, 2015). No entanto, alguns cuidados devem ser
tomados para a interpretacdo dos resultados, como informacdes sobre a coleta e a
interpretacdo conjunta com o histérico clinico do paciente (LOPES; CUNHA, 2002).

A agregacao plaquetaria € um fenbmeno importante, principalmente para a
interpretacdo das contagens plaquetarias dos felinos, visto que nesta espécie a
ativacdo e agregacao dao-se de forma mais rapida e intensa, gerando contagens,
tanto no contador automatico quanto nos métodos manuais, aquém dos valores
reais (pseudotrombocitopenia), induzindo interpretacdes e diagndésticos incorretos
dos exames laboratoriais (BOUDREAUX, 2010; NORMAN et al., 2001a; NORMAN et
al., 2001b; RIZZI et al., 2010; ZELMANOVIC; HETHERINGTON, 2008).



2.3 Pseudotrombocitopenia em gatos

Pseudotrombocitopenia é um fenbmeno in vitro, resultante de coletas
sanguineas dificeis, em que as contagens de plaquetas s&do subestimadas,
principalmente pelos contadores automaticos, e ocorrem por varios motivos, entre
eles: a presenca de megaplaquetas, o satelitismo plaquetdrio e a agregacéo
plaquetaria (KOHN, 2006; RUSSEL, 2010; THOMAS, 2010).

Nos felinos ha que se considerar a pseudotrombocitopenia como causa das
baixas contagens de plaguetas, porque nesta espécie ndo é comum se deparar com
trombocitopenia verdadeira (KOHN, 2006; NORMAN et al. ,2001b).

Um estudo realizado no Hospital Veterinario da Universidade da Carolina do
Norte, nos Estados Unidos,constatou que apenas 1,2% dos 3300 gatos atendidos
entre os anos de 1985 a 1990 tiveram trombocitopenia verdadeira, principalmente
ocasionada por doencas virais (JORDAN, 1993). Outro estudo, realizado na
Universidade de Glasgow, na Escdcia, relatou que 71% (256/359) das contagens de
plaguetas em amostras sanguineas de gatos, realizadas em contadores automaticos
de impedancia, indicaram trombocitopenia (<200x10° plaquetas/L). Quando
comparadas com as contagens manuais em esfregaco sanguineo, realizadas nas
mesmas amostras sanguineas submetidas as contagens automaticas, os niumeros
revelaram que apenas 3,1% (11/359) tiveram resultados inferiores a 200x10°
plaguetas/L (NORMAN et al., 2001).

Dessa forma, faz-se necessario minimizar a ocorréncia de
pseudotrombocitopenia (TASKER et al., 1999; TASKER et al., 2001; ZELMANOVIC;
HETHERINGTON, 2008).

A elaboracdo de um esfregaco sanguineo de qualidade, para visualizacdo em
microscopia otica convencional, e a interpretacao deste por parte de um profissional
capacitado, mostraram-se alternativas aplicaveis a rotina laboratorial, dada a sua
importancia e a facilidade em sua confeccao, ja que além da visualizacdo do numero
de células também é possivel observar-se a sua morfologia, identificando-se assim
as megaplaquetas (Figura 2) e os agregados plaquetarios, ambos causas da
pseudotrombocitopenia (LOPES et al., 2007; NORMAN et al., 2001a; NORMAN et
al., 2001b; RIZZI et al., 2010; THOMAS, 2010; ZELMANOVIC; HETHERINGTON,
2008).



Figura 2 — Fotomicrografia 6ptica de megaplaquetas (seta maior) e plaquetas de tamanho normal
(seta menor) em objetiva de 100x. Fonte: RIZZI, T. E. et al. Normal Hematology of the Cat In: WEISS,
D. J.; WARDROP, K. J. Schalm’s Veterinary Hematology 6 ed. Ames: Blackwell, 2010. p. 561-568.,
modificado.

2.3.1 Agregacéo plaquetaria in vitro

Para se garantir a confiabilidade do resultado do hemograma, evitando a
agregacdo das plaquetas in vitro, deve-se coletar o material por meio de uma
venopunc¢ao atraumatica utilizando-se anticoagulante na proporcdo correta para o
volume de amostra obtido. Deve-se também escolher os materiais compatives com o
tamanho do vaso escolhido, puncionar a veia com o bisel da agulha ou do scalp
voltado para cima, respeitando-se o angulo de 30° (angulo obliquo) em relacdo a
superficie da pele, pois do contrario podera haver a ativacdo das plaquetas e elas se
agregarao (BAKER, 2015; LOPES, 2009; NORMAN et al., 2001a).

A coleta de sangue ndo traumatica € de extrema importancia para se evitar a
agregacao plaquetaria in vitro, porém, quando se trata de animais de dificil manuseio
COmo 0S gatos, seja por seu porte ou por seu temperamento, essa condicdo é
dificilmente alcangada (LOPES, 2009; NORMAN et al., 2001b).

2.3.2 Os anticoagulantes e a Pseudotrombocitopenia

Ha que se conhecerem os anticoagulantes disponiveis no mercado e o melhor
emprego de cada um deles, além dos cuidados com a amostra apés a coleta, como:
transferéncia do material coletado para o tubo de transporte, homogeneizacéo

correta do sangue, temperatura de acondicionamento e tempo entre a coleta e o



processamento da amostra (BOUDREAUX, 2010; LOPES, 2009; LOPES et al.,
2008).

A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (2005)
recomenda, em seu guia para Coleta de Sangue Venoso, que amostras
acondicionadas em tubos com o anticoagulante citrato de sddio, ndo devem ser
homogeneizadas vigorosamente, a fim de se evitar a ativacdo plaquetaria e a
formacdo de agregados. Recomenda também que a homogeneizacao do tubo seja
feita por inversao.

A escolha do tipo de anticoagulante usado para a avaliacdo das plaguetas é
tdo importante que varios estudos dedicaram-se a comparacdo dos mesmos, a fim
de determinar qual € o mais eficiente na conservacdo de amostras para essa
finalidade (DUSSE et al., 2004; FUCK, 2012; MYLONAKIS et al., 2008; NORMAN et
al., 2001a).

Um desses estudos, realizado com 70 caes, sugeriu que o anticoagulante
citrato de sédio é menos eficaz na prevencado da formacéo de agregados plaquetario
guando comparado com etilenodiaminotetracético (EDTA), e que apds 24 horas
essas alteracdes sdo menos frequentes quando as amostras sdo mantidas a
temperatura ambiente, ao invés de submetidas a refrigeracéo (4° C) (MYLONAKIS et
al., 2008).

Em contrapartida, outro estudo, comparando o citrato de sédio com o EDTA,
realizado com gatos, sugeriu que as contagens realizadas nas amostras
acondicionadas com citrato foram elevadas, tanto na técnica manual quanto na
automatica, além de ter formado menos agregados plaguetarios quando comparado
ao EDTA. A pesquisa sugeriu que com o passar do tempo (uma e duas horas apés a
coleta) o EDTA se mostrava menos eficaz, causando diminuicdo do numero de
plaguetas (FUCK, 2012).

Varios trabalhos foram realizados a fim de buscar alternativas para se
contornar a problematica da agregacdo plaquetaria em amostras sanguineas
coletadas com EDTA, inclusive homogeneizagao utilizando-se o aparelho Vortex,
porém sem sucesso como alternativa para desfazer as agregacfes in Vvitro
(TVEDTEN; KORCAL, 2001). Demais pesquisadores sugeriram a adicdo de

aminoglicosideos na amostra sanguinea, gentamicina (FERREIRA, 2013) e



amicacina (ZHOU et al., 2011), com resultados bastante promissores em relacao a

dissolucéo dos agregados plaquetérios e o aumento nas contagens de plaguetas.

2.4 Contagem de plaquetas

Fisiologicamente, as plaquetas dos gatos tém tamanhos variados, podendo
até se assemelharem ao dos eritrocitos. Por este motivo, 0os contadores automaticos
de impedancia, bastante usados na rotina clinica laboratorial veterinaria, acabam por
confundir ambas as células, e as megaplaquetas, como sdo chamadas, passam a
ser contadas como se fossem eritrocitos, gerando um resultado numérico das
plaguetas abaixo dos valores reais, e aumentando os valores das contagens de
células vermelhas (BOUDREAUX, 2010; KOHN, 2006; NORMAN et al., 2001b;
RUSSEL, 2010; ZELMANOVIC;HETHERINGTON, 2008).

A contagem de plaguetas pode ser realizada por varios métodos, desde
métodos manuais até contagens automaticas feitas por aparelhos de citometria de
fluxo. Para garantir a confiabilidade do procedimento h&4 que se conhecerem as
particularidades dessas células, como a sua tendéncia a adesdo em superficies de
vidro, por exemplo, para evitar a0 maximo a sua interferéncia sobre a amostra,
tornando o resultado o mais proximo possivel da realidade do paciente
(BOUDREAUX, 2010; LOPES et al., 2007; ZELMANOVIC; HETHERINGTON, 2008).

2.4.1 Contagem automatica

Os contadores hematologicos automaticos por impedancia e contadores a
laser sdo os modelos de contadores autométicos mais utilizados na rotina clinica
laboratorial veterinaria (WEISER, 2015a).

Os contadores por impedancia fazem a diluicdo da amostra sanguinea em um
condutor elétrico que conduz as ceélulas por uma pequena abertura entre dois
eletrodos (positivo e negativo). A medida que a célula passa pela abertura vai
gerando mudancas na corrente elétrica do aparelho. Para manter essa corrente
elétrica constante, o aparelho gera um impulso elétrico proporcionalmente ao
tamanho da célula que estad passando no orificio, desta forma, de acordo com a

guantidade de impulsos elétricos gerados o aparelho vai contando as células, e de
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acordo com a amplitude elétrica do impulso gerado, o aparelho vai diferenciando as
células por tamanhos (FERREIRA, 2013; WEISER, 2015a).

Os contadores a laser (citometria de fluxo) medem o desvio da luz em dois
angulos e graus a medida que as células passam pelo feixe de laser. As
propriedades fisicas de cada célula fazem com que a dispersédo da luz gerada por
ela seja caracteristica, permitindo ao aparelho diferenciar as células (FERREIRA,
2013; VIVAS, 2014; WEISER, 2015a).

2.4.2 Contagens manuais

Um método de contagem manual bastante pratico e importante de ser
realizado na rotina € o método indireto de contagem de plaguetas em esfregaco
sanguineo (ou método de fénio). Dessa forma, ndo somente € possivel estimar-se a
quantidade de plaguetas, como também pode ser avaliada a sua morfologia, estado
de ativacdo e a presenca de agregados plaquetarios (RUSSEL, 2010; VIVAS, 2014;
WEISER, 2015a).

E um método relativamente facil de ser aplicado, dependendo apenas da
confeccao de um esfregaco sanguineo de qualidade e de um profissional capacitado
para realizar a sua leitura. O esfregaco deve ser confeccionado o quanto antes, logo
apos a coleta (no maximo até duas horas pos-coleta € 0 necessario para conservar
uma boa morfologia celular), e deve ser feito para todas as amostras que forem
encaminhadas ao laboratério (RUSSEL, 2010; VIVAS, 2014; WEISER, 2015a).

Outro método de contagem manual de plaguetas faz-se usando a camara de
Neubauer, ou hemocitdbmetro. Varias solu¢cbes de diluicdo da amostra estédo
disponiveis para este fim, como a solucdo de Rees-Ecker, solucdo de Brecher e
Cronkite, solucdo de Feissly, sendo que o método de contagem de Brecher e
Cronkite foi estabelecido pelo Conselho Internacional de Padronizacdo em
Hematologia, da Sociedade Internacional de Hematologia Laboratorial (ISLH) como
método “padrdo ouro” para a contagem de plaguetas (OLIVEIRA et al., 2002;
TASKER et al., 2011). Contudo, é um método que exige experiéncia por parte do
profissional, para poder realizar uma contagem de confianca, além de dispender
muito tempo para sua realizacdo, fato que atrapalha sua aplicabilidade na rotina

laboratorial. E necessario ter experiéncia para distinguir as plaquetas de sujidade e
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bactérias (HOFMANN-LEHMANN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2003; OLSEN et al.,
2004; TASKER et al., 2001; VIVAS, 2014).

2.5 A coleta sanguinea em felinos

Os gatos tendem a cooperar com as coletas sanguineas mais do que se
imagina, desde que estejam em uma posi¢cdo confortavel e com algum senso de
controle, do que quando sdo forcados a se posicionar contra a sua vontade
(SUNDAHL et al., 2015).

A escolha do local de coleta sanguinea € de grande importancia para o
sucesso do procedimento e a viabilidade da amostra. Varios sitios de coleta estdo a
disposicédo do médico veterinario, que deve considerar na sua escolha nédo apenas o
temperamento do gato, mas o volume sanguineo a ser coletado, o material utilizado
no procedimento, o calibre do vaso em relacdo ao material disponivel para coleta, o
conforto para o paciente e a seguranca de todos os envolvidos no procedimento. Os
locais mais indicados para os felinos (Figura 3) sdo a veia jugular, a veia cefalica e
as veias safenas lateral e medial (KIRK; BISTNER, 1987; LOPES, 2009; LOPES;
CUNHA, 2002; SUNDAHL et al., 2016; SANTOS, 2008; SOCIEDADE, 2005).

A coleta pode ser realizada com seringa e agulha, scalp ou sistemas de coleta
a vacuo. O sitio de coleta deve ser escolhido, imobilizado e a pele deve ser
distendida para evitar movimentacdo do vaso sanguineo. Indica-se também
tricotomia da regido, quando necessario, e antissepsia com alcool isopropilico ou
etilico a 70%. Ap6s secagem da solucdo antisséptica, deve-se fazer o garrote para
melhor visualizacdo da veia e realizar a coleta com o material adequado (KIRK;
BISTNER, 1987; LOPES, 2009; SANTOS, 2008; SOCIEDADE, 2005).

Varios métodos de contencdo podem ser utilizados para garantir o sucesso da
coleta de sangue em gatos, pode-se posicionar o animal em decubito lateral,
esternal ou em estacdo, além do uso de toalhas, sacolas ou fitas, bandagens ou
focinheira para a protecdo das pessoas envolvidas no procedimento (KIRK;
BISTNER, 1987; LOPES, 2009; SUNDAHL et al., 2016). Alguns gatos podem sentir-
se mais confortaveis usando tipos de focinheiras mais firmes, ao invés dos modelos
de tecido. Qualquer acessorio que diminua a percep¢ao visual ou auditiva pode

auxiliar no momento da realizacdo de procedimentos (SUNDAHL et al., 2015).
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Figura 3 - Veias de coleta sanguinea em gatos. Fonte: <http://www.warrenphotographic.co.uk/31659-

blue-point-siamese-cross-cat-walking-across>, modificado.

2.5.1 Veia Jugular

A veia jugular é um local de puncdo bastante utilizado na rotina clinica
veterinaria, por se tratar de um vaso calibroso, ideal para coleta de maiores volumes
de sangue em menor tempo, além de ser uma 6tima opcéao para filhotes, porque os
outros vasos de coleta ainda encontram-se pouco desenvolvidos e de dificil acesso
(KIRK; BISTNER, 1987; LOPES, 2009; LOPES; CUNHA, 2002; SUNDAHL et al.,
2016).

Para se fazer a coleta de sangue na veia jugular, deve-se conter o animal na
posicdo em gue ele se sentir mais confortavel, seja em decubito lateral (Figura 4),
esternal ou em estacdo (Figura 5). A contencdo da cabeca deve ser feita
levantando-se (angulo de 30°) e rotacionando-se ligeiramente para o lado oposto ao
da coleta, a fim de permitir uma melhor visualizagdo do vaso sanguineo. Se
necessario, deve-se fazer a tricotomia do local, e se o animal ndo for cooperativo,
podem-se empregar sacolas ou toalhas, envolvendo-o pelo tecido, facilitando a sua
contencdo e aumentando a seguranca dos profissionais (LOPES, 2009; TAYLOR,
2011; SUNDAHL et al., 2016).

Faz-se o garrote da veia jugular no sulco jugular, proximo & entrada do térax e
entdo introduz-se a agulha, com o bisel voltado para cima, e traciona-se o émbulo da
seringa. Caso seja necessario, os membros toracicos podem ser contidos
gentilmente, colocando-se um dedo entre eles a fim de evitar desconforto para o
animal (LOPES, 2009; SUNDAHL et al., 2016; TAYLOR, 2011). Alguns profissionais
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bem treinados sdo capazes de coletar sangue da veia jugular, contendo o animal
sozinhos (SUNDAHL et al., 2016).

Figura 4 - Puncao da veia jugular em um gato contido em decubito lateral. Fonte: LOPES,
R. D. Manual para coleta de sangue venoso em caninos e felinos, S&o Paulo, 71 f. 2009

Figura 5 - Puncéo da veia jugular em um gato contido em decubito lateral. Fonte: LOPES,
R. D. Manual para coleta de sangue venoso em caninos e felinos, Sao Paulo, 71 f. 2009

2.5.2 Veia safena medial

Para alguns animais, quando a quantidade de sangue a ser coletado for
pequena, pode-se considerar a veia safena medial como local de coleta, pois por se
localizar na regido posterior e a area a ser manipulada estar fora do foco de visdo do
animal, este sente-se menos ameagado e preocupa-se menos com a coleta,
tendendo a ser mais cooperativo (SUNDAHL et al., 2016; TAYLOR, 2011).
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Para se coletar sangue da veia safena medial, o coletor deve segurar o
membro da veia escolhida, e estendé-lo, enquanto um auxiliar contém o animal,
segurando o membro pélvico contralateral e aplicando pressdo na regido inguinal,
fazendo com que a veia se distenda permitindo assim a sua palpacéo e visualizacéo
por parte do coletor (Figura 6A e B). ApoOs a visualizagdo da veia, o coletor deve
posicionar o dedo polegar lateralmente a veia, para limitar a sua movimentagéo
durante a coleta, e inserir a agulha com o bisel voltado para cima, fazendo uma
pequena suc¢ao com a seringa, para evitar colabamento do vaso, por seu calibre ser
pequeno (SUNDAHL, 2016; TAYLOR, 2011).

Figuras 6A e B - Contencdo do membro pélvico para coleta da amostra sanguinea. Foi realizada tricotomia da area
para melhor visualizagdo do vaso. Coleta do sangue, com seringa e agulha, fazendo-se leve succ¢do na seringa para
evitar colabamento do vaso sanguineo. Fonte: TAYLOR, S. M.. Coleta de Sangue Venoso. In: TAYLOR, S. M.
Semiotécnica de pequenos animais. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011. p. 1-13.

Algumas técnicas, como a “técnica de encaixe” (Figura 7), por exemplo,
permitem que o animal figue encaixado no braco do auxiliar de forma confortavel,
cooperando com a coleta. Outros animais sentem-se mais seguros quando
enrolados por uma toalha ou sacola, e cabe ao profissional identificar qual
contencéo favorece o relaxamento do animal de forma individualizada (SUNDAHL et
al., 2016).
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Figura 7: A “Técnica de encaixe” facilita a puncdo venosa da veia safena medial. Fonte:
SUNDAHL, E.; RODAN, |.; HEATH, S. Providing Feline-Friendly Consultations. In: RODAN, 1.;
HEATH, S. Feline Behavioral Health and Welfare. 1 ed. St Louis: Elsevier. 2015. p 269-286.

2.6 Comportamento felino

Para se ter sucesso em qualquer procedimento que inclua a manipulacéo de
gatos, o médico veterinario tem o dever de conhecer as particularidades da espécie,
principalmente no que diz respeito ao seu comportamento natural porque, ao
contrario do que muitos dizem, 0os gatos ndo sdo caes pequenos, eles tém suas
necessidades comportamentais e sociais especificas, que devem ser respeitadas
para garantir uma boa qualidade de vida, minimizando comportamentos agressivos e
aumentando interacdes amigaveis. Inclusive, a compreensao dos comportamentos
naturais dos gatos € uma fonte de informacdo imprescindivel para o médico
veterinario na identificacdo de problemas, tanto fisicos quanto emocionais, visto que
este € um dos animais que melhor camufla os sinais de doenca e de dor
(CROWELL-DAVIS et al., 2004; RODAN, 2010).

O gato doméstico (Felis catus) € uma espécie social, porém com uma
dindmica de grupo bastante complexa, pois tem a capacidade de sobrevivéncia em
estado solitario, mas pode formar grupos sociais ocasionalmente, quando houver
necessidade e quando as condi¢des do ambiente permitirem. Essa caracteristica de
ser social permitiu aos gatos terem alguns beneficios, na maioria das vezes, quando
iniciaram a sua interacdo com o ser humano, principalmente no ultimo século. A
interacdo gato-homem é datada de 10.000 anos atrds, e passa desde 0 seu
endeusamento pelos egipcios, sua demonizacdo na idade média até chegar a idade

moderna, sendo um dos animais de estimacdo mais populares do mundo e o pet

16



preferido nos Estados Unidos e Europa. Nos EUA o numero de gatos ja ultrapassa o
namero de caes, aproximadamente 70 milhdes de cé@es e 74,1 milhdes de gatos
(AVMA, 2012; CROWELL-DAVIS et al., 2004; RODAN, 2010; TAYLOR et al., 2006).

A clinica felina torna-se ainda mais desafiadora pelo pouco contato que 0s
gatos tém com o0s consultérios, visto que ainda ndo ha uma rotina, por parte dos
tutores, em realizar consultas preventivas (administracdo de antiparasitarios,
aplicacao de vacinas), pois para estes o gato seria uma espécie “autossuficiente” e
conveniente de se ter como pet, ndo necessitando de tantos cuidados preventivos
guanto os caes. Essa falha na dessensibilizacdo do animal em relacdo ao ambiente
ambulatorial implica em altos niveis de estresse gerados pela visita ao veterinario
impossibilitando, por vezes, a realizacdo de procedimentos simples, e interferindo
diretamente na solucdo do caso clinico (LUE, 2008; RODAN, 2010).

Para melhor atender as necessidades dos pacientes felinos o Escritorio de
Consultoria Felina (Feline Advisory Bureau) um 6rgdo de caridade dedicado a
melhorar a saude e bem estar dos felinos, realizou em 2006, no Reino Unido, uma
campanha intitulada “Clinica Amiga do Gato”. Nessa campanha foram produzidos
dois folhetos com o objetivo de melhorar a compreensao sobre as necessidades dos
gatos nas consultas clinicas, assim como mudancas estruturais nos consultérios, a
fim de torna-los mais “amigos dos gatos”. Em paralelo, foi criada uma competicéo,
da qual as clinicas foram convidadas a participar, concorrendo ao prémio de “Clinica
amiga do gato”. Em dois anos, mais de 50 prémios foram distribuidos, e mais de
2000 clinicas tiveram acesso ao material de divulgacdo. Esse conceito de pratica
“amiga do gato” espalhou-se pelo mundo, foi melhorado e padronizado em 2012, e
muitas clinicas atualmemte j4 adequam-se a esse tipo de atendimento especializado
(SPARKES, 2013).

Ainda segundo Sparkes (2013), alguns pontos sdo importantes na
“construgao” de uma clinica adaptada ao atendimento de gatos, no que diz respeito
a area de abordagem ao tutor, a atitude dos funcionarios, aos equipamentos, a
estrutura, evidenciando ao tutor o quanto a clinica estd compromissada com o bem
estar do seu gato, e 0 quanto compreende todas as suas necessidades. Alguns
desses pontos estao descritos abaixo:

e Todos os funcionarios da clinica devem compreender sobre o

comportamento basico dos felinos e como minimizar o seu estresse;
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e Os gatos tém que ser manipulados com carinho, gentileza e respeito o

tempo todo;

e Consultas felinas de, no minimo, dez minutos;

e Exames clinicos devem ser adaptados as necessidades do gato e

interrompidos ou adiados caso ele se estresse;

e Escolher um funcionario para ser “advogado” dos gatos, responsavel por

garantir que os padrdes sejam respeitados e constantemente melhorados;

e A clinica deve ter instalacdes e equipamentos apropriados para anestesia

e fluidoterapia, etc.

Com a expansao do conceito “Amigo do gato”, varias tecnologias e produtos
foram desenvolvidos para a manutencao do bem estar felino, tanto para ser usado
nas clinicas quanto no ambiente doméstico. Dentre esses produtos, surgiu a
producdo de feroménios sintéticos analogos aos liberados pelos felinos, com acao
preventiva ou como tratamento para problemas especificos de comportamento. Um
desses feromonios sintéticos recebeu o nome de Feliway® (Ceva Saude Animal
Ltda — Paulinia-SP) e é produzido a partir da fracdo F3 do feroménio facial felino
(cinco feromdnios faciais, denominados de F1 a F5, sdo conhecidos até o momento),
feromobnio depositado pelos gatos quando fazem marcacdo ao esfregar as
bochechas em objetos e pessoas, e da-lhes a sensacao de conforto (DEPORTER,
2016).

Os ferombnios séo identificados pelos animais, por um 6érgdo chamado
vbmeronasal (Figura 8), localizado no palato, para onde o ar contendo os odores é
empurrado em um movimento caracteristico chamado de reflexo de Flehmen (Figura
9), ativando receptores nervosos que transmitem esses sinais, na forma de impulsos
elétricos, que sao direcionados para o cérebro, no sistema limbico (lobo limbico),

responsavel pelas emocdes e comportamento do animal (DEPORTER, 2016).
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Figura 8: Localizagéo do orgéo vbmeronasal em felinos. Fonte:

<https://www.peritoanimal.com.br/porque-os-gatos-abrem-a-boca-quando-cheiram-algo-
22264.html>.

Figura 9: Gato expressando o] Reflexo de Flehming. Fonte:
<https://www.peritoanimal.com.br/porque-os-gatos-abrem-a-boca-quando-cheiram-algo-
22264.html>.

O Feliway® tem acdo comprovada nas seguintes situacfes: ajuste a uma
nova casa (novos gatos); novas experiéncias (primeiro passeio de carro, etc.);
eventos estressantes (fogos de artificio, etc.); mudancas no ambiente do gato;

visitas a veterinario, abrigos; viagens e transporte em caixa de transporte; marcagao
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urinéria indevida; marcacdo territorial por arranhadura; perda de apetite por estresse;
mudang¢as comportamentais por estresse (DEPORTER, 2016).

Alguns estudos ja demonstraram a eficacia do Feliway® na forma de Spray
como facilitador do manejo dos gatos, reduzindo o estresse durante a consulta
veterinaria (PEREIRA, 2014; PEREIRA et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi aceito para realizacéo pelo CEUA (Comisséo de Etica no
Uso de Animais) sob o numero 030/2017.

3.1 Coletas

Foram coletadas e analisadas amostras sanguineas de 20 gatos higidos (a
partir de quatro meses e sem preferéncia de género), divididos em dois grupos, cada
um composto por 10 animais.

Todos os gatos foram submetidos a coleta de dois ml de sangue da veia
jugular, através de scalp n.21 acoplado em seringa de trés ml. Formou-se um
primeiro grupo, composto por 10 animais ndo-ambientados, denominado “NA”.
Foram coletados 2 ml de sangue, onde um ml foi colocado em tubo a vacuo
(MiniCollect™ - Greiner Bio-One™ Brasil - Produtos Médicos Hospitalares Ltda, Sao
Paulo) com K3 EDTA (Figura 10) e um ml foi colocado em tubo a vacuo
(MiniCollect™ - Greiner Bio-One™ Brasil - Produtos Médicos Hospitalares Ltda, Sao
Paulo) com citrato de sodio a 3,2%, (Figura 10) de forma aleatéria. Neste grupo, as
coletas foram realizadas logo apés a chegada do animal a sala reservada a

realizagéo do experimento.

-

Figura 10 - Tubos a vacuo (MiniCollect™ - Greiner Bio-One™ Brasil - Produtos Médicos

Hospitalares Ltda, Sdo Paulo) com citrato de sddio 3,2% (tampa azul) e K3 EDTA (tampa

lilas) utilizad para o acondicionamento das amostras sanguineas de gatos ambientados e

ndo ambientados. Fonte:

http://lwww.instechlabs.com/Infusion/bloodsampling/greiner_minicollect.php, modificado. 21



Formou-se outro grupo, composto por 10 animais ambientados, denominado
de “A”. Dos gatos deste grupo também foram coletados dois ml de sangue, onde
metade foi acondicionada em tubo a vacuo (MiniCollect™ - Greiner Bio-One™ Brasil
- Produtos Médicos Hospitalares Ltda, S&o Paulo)com anticoagulante K3 EDTA e a
outra metade em tubo a vacuo (MiniCollect™ - Greiner Bio-One™ Brasil - Produtos
Médicos Hospitalares Ltda, S&o Paulo) com anticoagulante citrato de sédio a 3,2%,

também de forma aleatoria.

3.2 Ambientacao

No grupo “A”, as coletas foram realizadas ap6s a ambientacdo do animal, por
uma hora, dentro de uma sala isenta de barulhos altos e movimentos bruscos. O ar
da sala encontrava-se difundido com o feromoénio facial felino (Feliway®- Ceva
Saude Animal Ltda — Paulinia-SP), através de difusor elétrico do préprio fabricante.

Os animais foram observados, quanto aos comportamentos demonstrados
durante o processo de ambientacdo e dentre 0s comportamentos esperados
estavam: rolar no chéo, esfregar as bochechas em objetos e na equipe do trabalho,
aceitar contato fisico/carinho, semblante calmo (podendo até dormir durante a
ambientacdo), tamanho das pupilas, reacdes positivas a estimulos (brincadeiras),
reflexo de Flehmen e interesse em explorar o ambiente. Os animais que nao
apresentaram esses comportamentos foram identificados, a fim de avaliar a eficacia

da ambientacéo.

3.3 Contagens

3.3.1 Contagem automatica
Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram encaminhadas ao
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario do CCA/UFPB, onde foram
submetidas a contagem automatica no Contador Hematoldgico Automatico PockpH-
100iV Diff®, seguida da confeccdo do esfregaco sanguineo para contagem manual
estimada das plaquetas, e por ultimo foi feita a diluigdo da amostra em solucdo de
Brecher (Anexo 1) para a contagem em camara de Neubauer
(Brecher;Cronkite,1953).
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Aposicionadas no local indicado no aparelho, segundo as orientagbes

do fabricante.

3.3.2 Confecao do esfregaco sanguineo

A confeccdo do esfregaco sanguineo foi realizada através dos seguintes

passos (GONZALEZ; SILVA, 2008; WEISER, 2015a):

Homogeneizagao da amostra por converséo do tubo;

Colocacdo de uma microgota de sangue em lamina de vidro limpa, por
pipetamento (Figura 11A);

Posicionamento da lamina extensora integra a frente da microgota, num
angulo de 45° ou menos, dependendo da viscosidade do sangue (Figura
11A);

Movimentar a lamina extensora para tras, espalhando o sangue na sua borda
(Figura 11B);

Fazer um movimento rdpido com a lamina extensora, para frente, espalhando
0 sangue na lamina de vidro (Figura 11C);

Confeccdo de um esfregaco fino, homogéneo, com comprimento de,
aproximadamente, 75% do tamanho da lamina e com presenca de uma cauda
sem falhas (Figura 11D).

Ato continuo, as laminas foram coradas com o corante Panético rapido (Diff-
Quick®).

A B C D

Figura 11A - Colocacédo de microgota de sangue e posicionamento da lamina extensora a frente do
sangue; B — Movimento para tras para adesao do sangue a lamina extensora; C - Movimento para frente
para a confeccdo do esfregaco; D — Esfregago confeccionado, uniforme e com comprimento de
aproximadamente 75% do tamanho da lamina.
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3.3.3 Classificacédo das agregacdes plaqguetarias
Em seguida, as laminas foram secadas e analisadas em microscopio éptico
em objetiva de 10x e 40x para a visualizacdo da presenca de agregados

plaquetéarios na borda e franja do esfregaco (Figura 12).

~bordas
cabeca cauda

o sangue

corpo da a mostra

Figura 12 - Partes do esfregago sanguineo (cabeca, corpo, borda e caudalfranja). Fonte:
<http://www.biomedicinaemacao.com.br/2015/08/esfregaco-sanguineo-hematologia-dia5.html>.

A agregacdo plaquetaria foi classificada subjetivamente em: ausente; discreta
(pequenos agregados na cauda do esfregaco); moderada (alguns agregados
pequenos na borda, e medianos na cauda); intensa (agregados pequenos e médios

na borda e grandes na cauda), (Figuras 13 e 14); e amostra coagulada.

Figura 13 - Agregacéo intensa (setas) em cauda de esfregaco sanguineo de gato em amostra
com citrato de sddio 3,2% no aumento de 100x. Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 14 - Agregacdo intensa (setas) em borda de esfregago sanguineo de gato em amostra com
citrato de sodio 3,2%, no aumento de 400x. Fonte: Acervo pessoal.

3.3.4 Contagens manuais

Devido ao conhecimento prévio de que a agregacdo interfere na contagem
real das plaguetas do animal, estabeleceu-se que as contagens manuais das
amostras com presenca de agregacao intensa ndo seriam realizadas, tendo sido
contadas apenas pelo método automatico, antes da classificacdo subjetiva
qualitativa da agregacéao plaquetaria.

Apos a classificagcdo da agregacao plaquetaria, foi realizada a contagem
estimada em esfregaco sanguineo, fazendo correlacdo com a hematimetria do
animal.

Segundo Pitombeira e Martins (1966) e Hrubec e Smith (1998) com
adaptacdes, foram contadas as heméacias e as plaquetas de 10 campos aleatérios
homogéneos, em aumento de 1000x, usando 6leo de imersdo. Ao final, somou-se o
namero de hemécias e plaquetas e foi feita regra de trés com a hematimetria
fornecida pela contagem automatica, onde se relacionou o niamero encontrado de
plaguetas com as hemacias contadas, e a hematimetria para encontrar o nimero de
plaguetas.

A contagem manual em camara de Neubauer, seguindo o método de Brecher
e Cronkite (1953), foi realizada ap0s a preparacdo da camara da seguinte forma: foi
feita a diluicdo das amostras na proporc¢éo de 1:200 (10 pL de sangue para 1990 pL
de solucdo de Brecher) em tubo de ensaio de polipropileno (a fim de diminuir a
adesao plaquetaria na parede do tubo) e homogeneizado por cinco minutos por
inversdo da amostra em homogeneizador automatico (MR-IVBloodMixer®,
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BIOMIXER). Ap6s a homogeneizacdo, a camara de Neubauer foi preparada,
fixando-se a laminula na area indicada, e preenchendo-se os dois compartimentos
da camara. Esperou-se a sedimentacdo das plaguetas, por 20 minutos em camara
umida (placa de Petri + papel absorvente umedecido), e apds focalizacéo do reticulo
da camara, realizou-se a contagem das plaquetas de forma semelhante a contagem
de hemaéacias, contando-se cinco quadrados. A iluminacdo do microscopio foi
reduzida, a fim de melhorar a visibilizacdo das plaquetas e de diminuir a adicdo de
artefatos (sujidades, bactérias) na contagem final. Apds a soma dos resultados dos
quadros, o total foi multiplicado por 2500 para se obter o nUmero de plaquetas/pL,
como sugerido por Jain (1986).

Os resultados das contagens plaquetarias foram analisados utilizando-se os
testes estatisticos de Wilcoxon e o teste t de Student.

A ambientagdo versus ndo-ambientacdo e os anticoagulantes (EDTA versus
Citrato de soédio) foram comparados usando-se os testes de Tukey, Duncan e

Kruskal-Wallis. O nivel de confianca adotado para este estudo foi de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em cada grupo, A e NA foram colhidos dois ml de sangue por animal (n = 10),

aliquotadas em duas amostras de 1 ml, totalizando 20 amostras por grupo.

4.1 Ambientacao versus ndo-ambientagéao

Dos 10 animais submetidos a ambientacdo, 50% (5/10) apresentou um ou
mais comportamentos esperados, e 50% (5/10) ndo apresentou comportamento
compativel com a ambientacdo, permanecendo isolados durante o periodo do
experimento, ou evitando contato fisico com as pessoas da equipe.

Alguns estudos utilizando o Feliway® Spray, como o realizado por Pereira et
al. (2015) demonstraram a acdo do feroménio como diminuidor do estresse durante
procedimentos veterinarios e como facilitador do manejo felino nessas situacfes. No
estudo de Kronen et al. (2006), apesar de os animais terem exibido menor nivel de
estresse durante o processo de ambientacdo, no momento da manipulacdo para
cateterizacdo de veias, 0s animais mostraram-se relutantes, exibindo novamente
sinais de estresse. No presente estudo ndo foi possivel confirmar a acédo
tranquilizante do feromdnio, visto que o numero de animais que visualmente
ambientaram foi igual ao nimero de animais que ndo ambientaram. Além disso, a
forma de dispersédo do feroménio empregado nos estudos supracitados foi diferente,
em spray, enguanto no presente estudo usou-se difusor.

Muitos gatos que foram utilizados no experimento tinham um temperamento
inddcil, inclusive com os tutores, e permaneceram isolados e tensos durante todo o
tempo da ambientacdo. Quando manipulados, ao final da uma hora de acao do
ferombnio, o comportamento era de agressividade, por medo. Por esse motivo,
acredita-se que, mesmo sob a acao do feromoénio, o nivel de estresse no qual eles
se encontravam, por estar em um ambiente estranho, nédo lhes permitiu relaxar e
ambientar.

Em relacdo a qualidade das agregacbes (sem agregacao, leve, moderada,
intensa e coagulagcéo) o grupo NA apresentou 0s seguintes resultados (Figura 15):

e 5% (1/20) ndo apresentaram agregacao em lamina;

e 10% (2/20) apresentaram agregacao leve;
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20% (4/20) apresentaram agregacao moderada;
60% (12/20) apresentaram agregacao intensa;

5% (1/20) das amostras coagularam.

Coagulou Nao ambientados
5% Sem

agregacao_| eve
10%

Intensa - 20%
60%

Moderada

Figura 15 - Qualidade das agregacdes plaquetarias em amostras sanguineas de gatos ndo ambientados (NA),
independente do anticoagulante.

O grupo A apresentou os seguintes resultados (Figura 16):

Nenhum dos animais deu negativo para agregacao;
30% (6/20) apresentaram agregacao leve;

10% (2/20) apresentaram agregacao moderada,
50% (10/20) apresentaram agregacao intensa e

10% (2/20) das amostras coagularam.

Nos testes de Tukey, teste t e de Dunkan, ndo houve diferenga significativa

entre os grupos A e NA, inclusive entre a qualidade das agregacoes, sendo p =

0,7131.
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Figura 16- Qualidade das agregacfes plaquetarias em amostras sanguineas de gatos ambientados (A),
independente do anticoagulante.

No teste de Tukey ndo houve diferenca significativa (p = 0,4369) em relacédo a
qualidade das agregacdes entre 0s grupos A e NA.

Até o presente momento, ndo se tem conhecimento de outro estudo
relacionado ao uso de feromonios sintéticos e seu efeito sobre a qualidade da
agregacao plaquetéria nas coletas sanguineas de gatos. No presente estudo pbéde-
se observar que a qualidade das agregacdes nao diferiu significativamente entre os
grupos A e NA, pois apesar das agregacdes intensas serem menores no grupo A,
ndo houve amostras sem agregacdo e dobrou o numero de amostras que
coagularam.

Apesar do menor indice de agregacao intensa observada no grupo A com
relacdo ao NA, ndo se pode afirmar que o feroménio facial felino sintético interferiu
positivamente na qualidade das agregacoes. Essa observagdo corrobora com os
achados de Kronen et al (2006) onde a acdo do ferombnio também né&o foi
comprovada para a reducdo da agitacdo do animal no momento da manipulagéo e,
consequentemente, na reducdo da agregagcdo plaguetaria gerada pelo estresse

agudo, apesar de diminuir o estresse pré-manipulagao.
4.2 Citrato versus EDTA
Na comparacao entre os grupos A e NA, citrato de sodio 3,2% e EDTA foram

testados aplicando-se o teste Anova e o teste de Tukey e verificou-se que nao houve
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,4369), contudo houve diferenca
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significativa entre citrato de sédio 3,2% e o EDTA (p = 0,0035), quando se
consideraram apenas 0s anticoagulantes, sem fazer distingdo por grupo A ou NA.

Todas as amostras foram acondicionadas de forma aleatdria nos tubos com
anticoagulante. Cinquenta e cinco por cento das vezes foram colocadas em primeiro
lugar no tubo EDTA e 45% das vezes no citrato de sodio 3,2%.

Dos 20 esfregagos sanguineos provenientes de amostras acondicionadas nos
tubos com citrato de sédio, 100% agregou. Destes, 15% agregaram
moderadamente, 75% intensamente e 10% coagularam (Figura 16). Das 20
amostras com EDTA, 95% apresentaram agregacao, e destes, 40% levemente, 15%
moderadamente, 35% intensamente e 5% coagularam (Figura 17).

0,8 75%

0,7

0,6

0,5

m Citrato

0,4

W EDTA
0,3

0,2

0,1

5%
0 0
0 ]

Sem agregacdo Leve Moderada Intensa Coagulou

Figura 17 - Qualidade das agregacdes plaquetarias em amostras sanguineas de gatos, comcitrato de sédio
3,2% ou EDTA.

No teste t, os dois anticoagulantes apresentaram diferenca significativa onde
p =0,0013.

Ao avaliar as porcentagens encontradas, pode-se observar que o EDTA
obteve um melhor desempenho quanto a intensidade das agregacfes, quando
comparado ao citrato de sédio 3,2%, resultado também observado por Mylonakis et
al. (2008) em amostras sanguineas de caes, embora varios outros trabalhos tenham
associado a pseudotrombocitopenia ao uso do EDTA em diferentes espécies
(DUSSE, 2004; FERREIRA, 2013; WILLS; WARDROP, 2008). Nenhum trabalho,
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que se tenha conhecimento, associou a influéncia dos anticoagulantes a qualidade
das agregacdes especificamente em felinos, como realizado neste estudo, sendo
dificil afirmar, com seguranca, que para esta espécie o EDTA é mais eficiente para a

prevencao da agregacao plaquetaria.

4.3 Contagem automética (PockpH-100iV Diff®) versus manual em camara de

Neubauer versus manual em lamina

Das 40 amostras obtidas somando os dois grupos, trés coagularam e foram
descartadas de todos os tipos de contagem. Vinte e duas apresentaram agregacao
intensa em esfregaco sanguineo em lamina e, por esse motivo, ndo foram realizadas
as contagens manuais, pela interferéncia desse achado no resultado final das
contagens. Dessa maneira, em apenas 15 amostras das 40 colhidas em ambos os
grupos (A e NA), foi possivel realizar, concomitantemente, os trés tipos de

contagens e correlacionar os seus resultados (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados das contagens plaquetarias realizadas em contador automatico (PockpH-100iV
Diff®), camara de Neubauer e em esfregaco sanguineo a partir de amostras sanguineas de gatos
ambientados e/ou ndo ambientados, acondicionados em anticoagulante citrato de sédio 3,2% e/ou
EDTA.

Contagem camara Contagem automatica Contagem lamina
(plaquetas/puL) (plaquetas/pL) (plaquetas/pL)
112.000 89.000 221.000
565.000 553.000 559.000
249.000 249.000 469.000
266.000 123.000 327.000
441.000 83.000 241.000
236.000 398.000 537.000
273.000 197.000 251.000
255.000 431.000 507.000
355.000 311.000 470.000
309.000 197.000 399.000
446.000 246.000 244.000
310.000 256.000 303.000
365.000 205.000 418.000
230.000 277.000 229.000
258.000 273.000 342.000

E = EDTA,;
C = citrato de sédio 3,2%
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Podem-se observar, na Tabela 1, as diferencas numéricas encontradas entre
as contagens das plaquetas nos diferentes métodos de contagem de plaquetas.

A maioria dos valores abaixo da referéncia para a espécie estao relacionadas
as contagens em contador automatico (PockpH-100iV Diff®), e a maioria dos valores
acima da referéncia encontrados estdo relacionados a contagem estimada em
esfregagco sanguineo. Porém ndo foram contabilizadas as megaplaquetas de cada
amostra, nem identificadas individualmente quanto a intensidade das agregacoes,
nao sendo possivel relacionar essas alteracdes aos valores abaixo da referéncia
para a espécie, apresentados pelo contador automaético.

Também se puderam observar diferengas numeéricas entre os dois métodos
de contagem manuais (camara de Neubauer e estimada em esfregaco sanguineo).
Apesar das diferencas dos resultados das contagens automaticas em relacdo as
contagens manuais, e das contagens manuais entre si, ao se correlacionar os
resultados, ndo houve diferenca significativa entre a contagem automatica e em
camara (teste de Wilcoxon: p = 0,1673; teste t: p = 0,2408) nem entre a contagem
em camara e a estimativa em lamina (teste de Wilcoxon: p = 0,1354; teste t: p =
0,1897). Porém as contagens realizadas no contador automatico tiveram diferenca
significativa em relacdo as contagens em lamina (teste de Wilcoxon: p < 0,001; teste
t: p =0,02314).

Estudos realizados comparando os trés métodos de contagem demonstraram
nao haver diferenga significativa entre eles (SILVA et al., 2007; TASKER, 2001),
diferentemente dos resultados observados no presente trabalho, onde a contagem
na lamina e no contador automético obtiveram diferenca significativa.

Essa diferenca entre a contagem automdtica e a contagem estimada em
lamina era esperada, pela imprecisdo da contagem realizada por aparelhos na
devido a subcontagem que ocorre em presenca de agregados plaquetarios na
amostra e megaplaquetas, encontradas fisiologicamente na espécie.

Como observado pelos testes estatisticos, era esperado que nado se
obtivessem diferencas significativas entre os dois métodos manuais. A semelhanca
estatistica entre as contagens sugere eficacia de ambos os métodos em quantificar
as megaplaquetas presentes na amostra e em identificar a presencga e intensidade
das agregacdes plaquetarias, visto que as agregacdes plaquetarias permanecem

inclusive na camara de Neubauer.
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Estes resultados sugerem superioridade dos dois métodos de contagem
manuais quando comparados ao método automatico por impedéancia, visto que a
visualizacdo da morfologia das plaquetas e das agregacbes confere maior

seguranca no momento da contagem.
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4 CONCLUSOES

Foi possivel, por meio das andlises deste estudo, concluir que o feroménio
facial felino sintético (Feliway®- Ceva Saude Animal Ltda — Paulinia-SP) tem acéo
como facilitador do manejo dos gatos, porém a sua eficdcia durante processos
invasivos como a venopung¢ao ndo pode ser comprovada, e pesquisas que estudem
esse efeito sobre um maior nimero de gatos podem vir a encontrar resultados mais
significativos.

Ambos o0s anticoagulantes ndo preveniram a formacdo de agregados
plaquetarios, sendo o citrato de sodio 3,2% responsavel pelo maior numero de
amostras com agregacoes de forma mais intensa do que o EDTA.

O estudo sugere superioridade das técnicas manuais em identificar e
contabilizar as megaplaquetas ou plaquetas de pequenos agregados, presentes nas
amostras sanguineas de gatos, resultando em contagens dentro do intervalo de
referéncia para a espécie, em relacdo ao contador automatico, onde as contagens
encontraram-se abaixo, ou proximo aos valores inferiores do intervalo de referéncia

para a espécie.
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ANEXOS

ANEXO A — Solucéo de Brecher, modo de preparo (MELO; SILVEIRA, 2015):

Oxalato de amONi0--------==-=m=mmm oo 19
Azul de MetilenN0 190--------=-mm-mmm oo oo 2 gotas
Agua deionizada autoclavada (gsp)--- e 100 mi

- A solucédo deve ser armazenada refrigerada.
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