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RESUMO

Este trabalho tem objetivo de relatar os estagios supervisionados realizados no Laboratorio
CitolabVet, em Ribeirdo Preto — SP, e no Laboratdrio Clinico Veterinario da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), em Botucatu — SP; bem como realizar
uma revisdo de literatura acerca da aplicacdo do mielograma para o diagnostico das
hemoparasitoses. Durante o periodo de estagio foram acompanhados exames de hemograma e
hematologia, bioquimicos, testes de coagulacdo, teste de compatibilidade sanguinea, anélise
de liquor e liquidos cavitarios, tripsina fecal, coproparasitoldgicos, urinélise, mioglobina
urinaria, analise de liquido ruminal, puncdo biopsia aspirativa (PBA), citologia de pele e
ouvido, e mielograma; havendo casuisticas distintas de cada tipo de exame e algumas
diferencas em metodologias ente os dois laboratorios. Na revisdo de literatura sao abordados
uma breve revisdo da hematopoiese, apresentacdo de conceitos basicos para a realizacdo do
exame, indicagcOes para 0 mielograma e como esse exame € Util para diagndstico e prognostico
de hemoparasitoses, especialmente em cdes e gatos. O mielograma é um exame de grande
demanda de tempo e conhecimento técnico para sua realizagdo, que apresenta alta
especificidade e uma sensibilidade maior do que a analise do sangue periférico; porém ainda é
uma técnica diagndstica pouco escolhida, seja por falta de capacitacdo profissional ou por
abordagem rasa durante a formacao do médico veterinario.

Palavras-chave: Mielograma. Hemoparasitose. Diagnostico. Patologia Clinica Veterinaria.
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1. INTRODUCAO

O estagio supervisionado, abrangido pela disciplina PRG107, tem como objetivo
possibilitar ao discente do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) a vivéncia pratica em sua area de interesse, a fim de aplicar e aprimorar 0s
conhecimentos técnicos cientificos adquiridos ao longo da graduacdo. A disciplina é
ministrada no décimo periodo do curso, ap6s o0 cumprimento obrigatério de todos os
componentes curriculares, e inclui 408 horas praticas, referentes ao estagio supervisionado, e
68 horas tedricas para a elaboracdo do Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC).

Com a finalidade de acompanhar uma maior diversidade de experiéncias profissionais,
foram escolhidas duas instituicdes distintas, sendo uma puablica e a outra privada. A primeira
parte do estagio foi realizada no laboratorio CitolabVet, especializado em andlises clinicas
veterinarias e situado na cidade de Ribeirdo Preto — SP; no periodo de 20 de marco de 2023 a
28 de abril de 2023 e sob supervisdo da M.V. Gisele Nassif Conti. A segunda parte foi
realizada no Laboratorio Clinico Veterinario (LCV) da Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho (UNESP), localizado na cidade de Botucatu — SP; durante o periodo de 01
de maio de 2023 a 31 de maio de 2023, sob superviséo da profa. Dra. Regina Kiomi Takahira.
As atividades em ambos os estagios foram orientadas pela profa. Dra. Priscilla Rochele
Barrios Chalfun.

Em ambos os locais foram acompanhadas as respectivas rotinas laboratoriais, havendo
algumas diferengas de atividades realizadas de acordo com a casuistica e exames oferecidos
pelos laboratérios. As atividades, em geral, consistiam em conferir e receber amostras
acompanhadas de suas devidas requisicdes, processamento inicial de amostras para
hemograma, exames bioquimicos, urinalise, teste de compatibilidade sanguinea, analises de
derrames cavitarios, analise de liquor e mielograma; acompanhamento e discussao de laudos,
e organizacdo geral do laboratério.

Este trabalho tem como objetivo relatar as casuisticas e atividades desenvolvidas nos
laboratérios CitolabVet e LCV da UNESP durante o periodo de estagio, e realizar uma
revisdo de literatura sobre mielograma e sua importancia para o diagnostico das

hemoparasitoses em cées e gatos.
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2. LABORATORIO CITOLABVET

2.1. Descrigao do local

O CitolabVet ¢ um laboratério particular de patologia clinica veterinéria, situado na
Rua Nélio Guimardes, numero 1445, no Bairro Jardim Iraja, em Ribeirdo Preto — SP
(FIGURA 1). O laboratério oferece exames hematoldgicos (hemograma e contagem de
reticuldcitos), bioquimica, urinalise, coproparasitologia, testes rapidos variados, citologia,
mielograma, e possui parceria com outros laboratorios como TECSA, Hermes Pardini e
VETPAT (para encaminhamento de exames histopatoldgicos) para a realizacdo de exames
microbioldgicos, dosagens hormonais, sorologias especificas (por exemplo, sorologias para
hemoparasitoses), biologia molecular e dosagens de vitaminas.

A equipe laboratorial é composta por uma veterinaria, uma auxiliar capacitada em
enfermagem veterinaria, uma recepcionista, uma motogirl e apenas um estagiario. Os médicos
veterinarios da regido metropolitana de Ribeirdo Preto (FIGURA 2) sdo atendidos através da
solicitacdo de recolhimento das amostras ou do agendamento de coletas no préprio laboratério
via Whatsapp® ou telefone. As coletas no local séo realizadas de 7h30min as 12h30min e as
amostras externas recebidas até 17h30min, para que seja possivel fazer os processamentos das
amostras até 18h, especialmente de amostras que necessitam de analise mais imediata possivel
para resultado fidedigno. O banco de sangue é de responsabilidade de uma médica veterinaria
ndo vinculada diretamente com o laboratorio, apenas tendo parceria para controle de
qualidade das amostras hematoldgicas dos possiveis doadores e testes de compatibilidade com
as bolsas de sangue.

O controle de qualidade interno, realizado diariamente pela manha, inclui a analise
de amostras controle nos equipamentos de hematologia e bioguimico, verificacdo do nivel de
reagentes e calibragem adequada das maquinas. O controle de qualidade externo é feito
esporadicamente de acordo com a especificacdo determinada pelo fabricante de cada
equipamento ou quando é identificada a necessidade de manutencdo devido a irregularidades
nos resultados.

A meédica veterinaria responsavel pelo laboratério promove atividades de ensino,
atraveés de cursos teodricos e praticos sobre variados temas, incluindo aulas multidisciplinares

com profissionais de outras areas de especializacdo. Além disso, também contribui com a
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formacdo profissional de alunos de Medicina Veterinaria por proporcionar estagios
curriculares obrigatdrios e voluntarios.

Figura 1 — Fachada do CitolabVet — Diagnosticos Veterinarios, Ribeirdo Preto — SP,
em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 20 de marco
a 28 de abril de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 2 — Mapa da regido metropolitana de Ribeir&o Preto — SP.

Regiao Metropolitana de Ribeirdo Preto
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Fonte: Emplasa — UDI (2016).
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2.2. Instalacdes e equipamentos

O laboratério CitolabVet dispde de uma recepcdo com sala de espera, sala de espera
especifica para felinos (FIGURA 3), sala de coleta de exames (FIGURA 4), copa para uso
exclusivo dos funcionarios, e laboratério equipado com bancadas contendo um
homogeneizador de sangue, um analisador automatico de hematologia poch-100iv Diff
Sysmex®, um analisador bioguimico automatico Labtest Audimax Evolution®, um
analisador automatico de ions béasicos Prevtech®, uma centrifuga 4.000 rpm Fanem®,
material para confeccdo de esfregacos sanguineos, tubos de ensaio, fitas de urindlise,
refratdmetro e pipetas automaticas (FIGURA 5). Também ha no laboratério uma pia para
processamento de exames coproparasitoldgicos e tripsina fecal, preparacdo de laminas e
limpeza de materiais, além de conter corantes Panotico Rapido® e GRAM®, um banho-maria
e um purificador de agua por osmose reversa.

No laboratério, ha outra bancada em que sdo feitas as analises microscopicas e
emissdo de laudos, que consta com um microscopio, um computador e uma televisdo para
transmissao das imagens do microscdpio. Ha também uma geladeira para armazenamento de
material biol6gico e reagentes que necessitam de refrigeracdo, um armario para estocagem de
ponteiras, porta-laminas, caixas de laminas e reagentes, lixo Descarpack® para descarte de
material bioldgico. Além de ter uma pequena bancada separada que contém uma balanca de
precisdo e uma microcentrifuga KASVI® (FIGURA 6).
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Figura 3 — Sala de espera do laboratorio CitolabVet, Ribeirdo Preto — SP, em que foi realizado
0 estagio supervisionado, no periodo de 20 de marco a 28 de abril de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 4 — Sala de coleta de exames do laboratério CitolabVet, Ribeirdo Preto — SP, em que
foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 20 de margo a 28 de abril de
2023.

Fonte: Da autora (2023).

17



Figura 5 — Bancada com equipamentos e materiais para analises laboratoriais e pia do
laboratorio CitolabVet, Ribeirdo Preto — SP, em que foi realizado o estagio

supervisionado, no periodo de 20 de marco a 28 de abril de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 6 — Bancadas com equipamentos para analises laboratoriais, bancada para microscopia
e pia do laboratério CitolabVet, Ribeirdo Preto — SP, em que foi realizado o estagio

supervisionado, no periodo de 20 de marco a 28 de abril de 2023.

Fonte: Da autora (2023).
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2.3. Atividades desenvolvidas

Durante o periodo de estdgio no laboratério CitolabVet, acompanhou-se a rotina
laboratorial que consistia em receber as amostras j& cadastradas no sistema pela recepcionista,
conferir o numero de cadastro da requisicdo e a respectiva amostra, destinacdo das amostras
para as devidas areas de processamento de acordo com 0 exame, processamento inicial de
exames hematoldgicos, bioquimicos, urinélise e parasitolégico; e coloracdo de laminas.

Todas as manhés, previamente ao processamento de qualquer amostra, era feito o
controle interno dos equipamentos de hematologia, bioquimica e andlise de ions, atraves dos
controles proprios de cada fabricante. Também era feito a conferéncia dos niveis dos
reagentes, esvaziamento dos recipientes de descarte dos equipamentos e reposicdo dos
materiais das areas de processamento como pipetas, laminas e tubos de ensaio.

Todas as amostras passavam por uma avaliacdo visual inicial a fim de verificar se as
amostras foram enviadas em recipientes adequados para o exame solicitado (QUADRO 1),
para verificar a integridade dos recipientes e identificar corretamente as amostras e a presenca
de coagulos ou fibrina em amostras para hemograma. Em caso de qualquer divergéncia de
informagdes ou comprometimento das amostras, o veterinario requisitante era contatado para
esclarecimento e, quando necessario, solicitado uma recoleta.

Exames de urgéncia tinham prioridade no processamento, porém em situacfes de
rotina normal 0os hemogramas e exames bioquimicos eram processados anteriormente aos
demais exames. Exames histopatoldgicos, microbiolégicos, hormonais e de biologia
molecular eram encaminhados para os devidos laboratorios parceiros.

Amostras de sangue para hemograma eram imediatamente encaminhadas para o
homogeneizador, logo ap6s era confeccionado o esfregaco sanguineo e separado 100uL de
sangue em um tubo de ensaio para serem analisados no analisador de hematologia, sendo
ambos devidamente identificados com nome do animal e do veterinario requisitante. Os
resultados hematoldgicos eram impressos e anexados a requisicdo. O restante da amostra
sanguinea era centrifugada na centrifuga comum para analise de proteina pelo refratbmetro e
visualizacdo de possiveis alteragcdes na coloracdo do plasma. O hematocrito era estimado a
partir do tubo centrifugado, sem conferéncia por microhematdcrito em capilar.

Os esfregacos eram corados com Pandtico Rapido® e posicionados verticalmente para
secar. ApOs secos eram levados para a bancada de microscopia para avaliagdo morfolégica

das células sanguineas, pesquisa de hematozoarios, contagem diferencial de leucdcitos e, caso

19



necessario, de plaquetas. Para a contagem de reticuldcitos, quando solicitada, era feita a
diluicdo de sangue em Azul Cresil Brilhante na proporcao de 1:1; essa solugéo era levada ao
banho-maria a 36°C por 15 minutos e depois utilizada para fazer um esfregaco em lamina. A
contracoloracdo com o Pandtico Répido® era feita para otimizar a visualizacdo dos
reticulocitos.

Para 0s exames bioquimicos, o sangue era centrifugado a 2800 rpm por 5 minutos e
300uL de soro eram pipetados em recipientes separados. As amostras eram cadastradas no
analisador bioquimico Mindray BS-200® com o nUmero da requisicdo e as andlises
solicitadas, e, apds finalizado, os resultados eram anotados na propria requisi¢do. Para a
andlise de ions séricos também € necessario a separacdo do soro. Em casos de resultados
muito alterados, fazia-se a repeti¢do da analise ou dilui¢des (feitas pelo préprio equipamento).

A urinalise se iniciava pela avaliacao fisica, atraves da analise do volume, cor, odor,
aspecto (turbidez) e densidade, sendo seguida da avaliagdo quimica pela fita reagente. A
amostra era entdo centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos. Logo apo6s era separado 0
sobrenadante para a analise da relacdo proteina-creatinina urinaria (UPC) no equipamento
para exames bioquimicos. O sedimento urindrio restante era homogeneizado e utilizado para a
confec¢do de lamina para avaliagdo na microscopia éptica.

As amostras de fezes eram destinadas para o coproparasitolégico por método direto e,
mais frequentemente, para um método de sedimentacdo e centrifugo-flutuacdo (Faust)
adaptados. Aproximadamente 2,0g de fezes eram diluidas em 20mL de agua destilada, em um
tubo tipo Falcon®. Deve-se entdo centrifugar o tubo a 1200 rpm por 5 minutos; e em seguida
fazer uma lamina com a porcao mais superficial do sobrenadante que era desprezado logo em
seguida. O conteudo restante era diluido em 20mL de agua destilada e centrifugado
novamente, sendo feita a confeccdo de uma nova lamina de material mais préximo ao
conteddo sélido. O lugol era utilizado para facilitar a visualizacdo de alguns ovos e oocistos
nas laminas da microscopia Optica.

As laminas de raspado de pele eram primeiramente observadas na microscopia optica
para pesquisa de &caros e posteriormente coradas em Panético Rapido® e coloragdo de
Gram® para pesquisa de fungos e bactérias. Citologias de ouvido eram, na maioria dos casos,
coletadas juntamente ao raspado de pele e passavam por coloracdo de Gram. Demais
citologias eram coradas em Panotico para avaliagdo microscopica.

Exames especiais como tripsina fecal, compatibilidade sanguinea, aglutinagdo em

salina e testes rapidos eram processados pela auxiliar do laboratério. As analises de liquor e
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de liquidos cavitarios eram processadas e analisadas exclusivamente pela veterinéria

responsavel.

Quadro 1 — Recipientes de coleta e exames correspondentes para solicitagdo no laboratério
CitolabVet, Ribeirdo Preto — SP.

Recipiente

Tubo Amarelo

Coletor universal / Seringa

Coletor universal

Reagente

Exame

EDTA

Sem anticoagulante (seco)
ou com ativador de
coagulo

Sem anticoagulante ou
com ativador de coégulo +
Gel separador

EDTA + Fluoreto de sédio

Sem reagentes

Sem reagentes

Hemograma, bioquimicos
especificos (Creatinina,
ALT e Ureia), liquidos

cavitarios/efusdes
(avaliacdo citologica) e
testes rapidos

Bioquimicos, testes
rapidos e liquidos
cavitarios/efusdes

(avaliacdo fisico-quimica e
testes bioquimicos, como
creatinina), dosagens de
ions, dosagens hormonais

Bioquimicos e testes
rapidos

Glicose sérica e
frutosamina

Urinélise

Coproparasitoldgicos e
tripsina fecal

2.4. Casuistica

Fonte: Da autora (2023).

Durante o periodo de estagio foram realizados, no total, 1094 exames. Devido ao perfil
altamente varidvel de combinacGes de exames biogquimicos, foi considerado como bioquimica
qualquer exame que solicitasse pelo menos um dos exames oferecidos. Dentre 0s exames, 0
hemograma em conjunto ao bioquimico foram os mais requisitados dentro do referido periodo
de tempo (TABELA 1).

21



A quantidade de requisi¢Bes por espécie, observada na Tabela 2, demonstra que caes
foram os maiores representantes das amostras recebidas, seguidos dos felinos, equinos, aves e

muares. N&o foram recebidas amostras de ruminantes ou de animais selvagens.

Tabela 1 — Levantamento dos exames realizados no laboratorio CitolabVet, em Ribeirdo Preto
- SP, no periodo de 20 de marco a 28 de abril de 2023.

Hemograma + Bioquimica 379 34,64
Hemograma 245 22,39
Puncéo Bidpsia Aspirativa
111 10,15
(PBA)
Biogquimica Sérica 86 7,86
Citologia de Pele e Ouvidos 69 6,31
Anélise de lons 67 6,12
Coproparasitoldgico 52 4,75
Urinalise 50 4,60
Compatibilidade Sanguinea 21 1,91
Analise de Liquidos
g 9 0,82
Cavitarios
Tripsina Fecal 4 0,36
Anédlise de Liquor 1 0,09

Fonte: Da autora (2023).

Tabela 2 — Levantamento das espécies correspondentes das amostras recebidas no laboratério

CitolabVet, em Ribeirdo Preto - SP, no periodo de 20 de marco a 28 de abril de

2023.
ESPECIES QUANTIDADE DE REQUISICOES
Absoluta Relativa (%0)
Canina 788 83,83
Felina 100 10,64

22



Equina 43 4,57

Aves 8 0,85
Muar 1 0,11
Total 940 100

Fonte: Da autora (2023).

3. LABORATORIO CLINICO VETERINARIO — UNESP

3.1. Descricéo do local

O Laboratério Clinico Veterinario (LCV) (FIGURA 7) é um laboratério situado no
Hospital Veterinario, hospital-escola que funciona com Unidade Auxiliar de Estrutura
Complexa da FMVZ da UNESP, localizado na Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Correa, s/n —
UNESP Campus de Botucatu - SP. Os exames oferecidos pelo LCV incluem hematologia,
bioquimica, urinalise, pesquisa de mioglobina urinaria, mielograma, tempo de coagulacéo, TP
e TTPa, contagem de reticuldcitos, teste de aglutinacdo em salina, teste de compatibilidade
sanguinea, hemogasometria, e andlise de liquidos cavitarios, de liquido ruminal e de liquor
Também sdo feitas analises séricas especificas quando solicitado, como fenobarbital,
horménios e SDMA. Além disso, sdo ofertados os servicos de coleta, processamento e
armazenamento de bolsas de sangue pelo Banco de Sangue Canino — UNESP, o qual ¢
mantido sob responsabilidade do LCV e cujas atividades também sdo divididas entre os
residentes e estagiarios do laboratorio.

O Hospital Veterinario (HV/UNESP) atende amplamente a populacdo da microrregido
de Botucatu (FIGURA 8), portanto, as amostras recebidas no laboratorio sao majoritariamente
provenientes de atendimentos internos do hospital e em menor quantidade de
encaminhamentos externos de meédicos veterinarios ndo vinculados a UNESP. O Banco de
Sangue Canino também atende majoritariamente demandas internas do HV/UNESP, mas em
casos de grande necessidade, bolsas de sangue séo vendidas preco de custo para que outros
estabelecimentos veterinarios possam fazer a hemoterapia de animais em estado critico.

Diariamente e feito o controle de qualidade interno, anteriormente a chegada das
amostras da manhd. Sdo feitas as analises de amostras controle nos equipamentos de
hematologia e bioquimicos, verificagdo do nivel de reagentes e calibragem adequada das

maquinas. O controle de qualidade externo varia de acordo com a demanda de manutencéo ou
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reparo devido a identificagdo de irregularidades nos resultados ou, caso ndo haja alteragdes,
em funcéo do tempo determinado pelo fabricante.

Além das atividades internas da rotina do LCV, os professores responsaveis e 0s
residentes do laboratorio também promovem esporadicamente, em parceria com outros
setores e 6rgdos da FZMV, atividades de ensino com o intuito de contribuir para a formacéo
de profissionais e alunos da Medicina Veterinaria. O estagio voluntério ofertado pela
instituicdo também é uma forma de contribuir para a formacdo profissional e favorecer o
intercdmbio de conhecimento entre variadas instituicdes de ensino do pais e até mesmo do

restante da América Latina.

Figura 7 — Fachada do Laboratério Clinico Veterinario — UNESP, Botucatu — SP, em que foi

realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

24



Figura 8 — Mapa da microrregido de Botucatu — SP.

Fonte: Abreu (2006).

3.2. Instalacgdes e equipamentos

O LCV consta com cinco bancadas destinadas, individualmente, para confeccdo de
laminas e hematimetria (FIGURA 9), analise de laminas de hematologia (FIGURA 10),
processamento e andalise de amostras para urinalise, liquido ruminal e derrames cavitarios
(FIGURA 11); centrifugacédo de capilares e leitura de hematdcrito e proteina (FIGURA 12); e
analises de laminas variadas e citocentrifugacdo (FIGURA 13).
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Figura 9 — Bancada para confeccéo de laminas e hematimetria do LCV — UNESP, Botucatu —
SP, em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio
de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 10 — Bancada para anélises de laminas de hematologia do LCV — UNESP, Botucatu —
SP, em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio
de 2023.

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 11 — Bancada para anélise de derrames cavitarios, liquido ruminal e urinalise do LCV

— UNESP, Botucatu — SP, em que foi realizado o estagio supervisionado, no
periodo de 01 a 31 de maio de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 12 — Bancada para centrifugacéo de capilares do LCV — UNESP, Botucatu — SP, em
que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 13 — Bancada para analise de laminas e citocentrifugacdo do LCV — UNESP, Botucatu
— SP, em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de
maio de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

A bancada para laminas e hematimetria consta com um homogeneizador, material
necessario confeccionar laminas, pia, corantes Panotipo Rapido® e Wright-Giemsa®, um
analisador automético de hematologia Celltac Alpha Vet/MEK-6550® (FIGURA 14), um
analisador automatico de hematologia Hemacounter 60 Vet® (FIGURA 15) e um analisador
automatico de hematologia Vetscan HM5® (FIGURA 16). Na bancada para processamento
de capilares estdo presentes duas microcentrifugas, lamparinas para fechamento dos capilares
por meio do calor, refratbmetro, cAmaras de Neubauer e diluentes j& separados em suas
devidas concentracOes e quantidades; os diluentes eram solucdo de Gower, solugdo de Turk e
solugcdo hemolisante, utilizados respectivamente para contagem manual de hemacias,
contagem manual de leucdcitos e quantificagdo de hemoglobina. Na bancada adjacente ha
uma citocentrifuga para confeccdo de laminas a partir de amostras com baixa celularidade,
além de microscopios para analises de laminas variadas.
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Figura 14 — Maquina de hematologia Celltac Alpha® do LCV — UNESP, Botucatu — SP, em
que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 15 — Méaquina de hematologia Hemacounter 60® do LCV — UNESP, Botucatu — SP,
em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 16 — Maquina de hematologia Vetscan HM5® do LCV- UNESP, Botucatu — SP, em
que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023).

Para analises de urina, liquidos cavitarios e liquido ruminal, a respectiva bancada
contém tubos tipo Falcon®, tubos de ensaio, Eppendorfs®, pipetas automaticas, fitas de
urinalise e pH, reagente azul de metileno, refratdbmetro, centrifuga e dois microscopios. A
bancada de analise de laminas de hematologia € composta apenas por trés microscépios,
sendo dois deles de modelos mais antigos utilizados pelos residentes e um mais moderno
destinado aos estagiarios, e contadores automaticos de células. A maqguina de
hemogasometria, ABL80 Flex Basic® (FIGURA 17) era mantida em um recinto climatizado
separado e as analises bioguimicas eram feitas pelos técnicos do laboratério em uma sala
adjacente, sendo utilizado o equipamento automatico Mindray BS 200-E® (FIGURA 18).
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Figura 17 — Maquina de hemogasometria ABL80 Flex Basic® do LCV — UNESP, Botucatu —
SP, em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio
de 2023.

’m, 55 de 300 testes restantes []m
W1 4O, pOy | Mt | eMa® ok LeCa™ | cCl | akac

. PO

Fonte: Da autora (2023).

Figura 18 — Analisador bioguimico Mindray BS 200-E® do LCV — UNESP, Botucatu — SP,
em que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023).
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3.3. Atividades desenvolvidas

A rotina do LCV ¢ dividida em cinco setores com diferentes funcbes: R1, R2, S1, S2 e
Banco de Sangue; em que em cada uma das func¢bes ha pelo menos um residente. Apesar da
nomenclatura dos setores, as atividades eram revezadas entre residentes independentemente
de serem do primeiro ou segundo ano do programa de residéncia. Os estagiarios sdo divididos
em escalas para que todos possam acompanhar cada setor por pelo menos uma semana
completa.

As funcgdes no R1 eram a recepc¢éo inicial das amostras, verificagcdo da identificagéo e
do tubo correspondente com o exame solicitado (QUADRO 2), e verificagdo da presenca de
coagulos e fibrina. Amostras sem identificacdo ou identificacdo indevida eram recusadas,
amostras coaguladas eram retidas para solicitacdo de recoleta e amostras com fibrina eram
aceitas (exceto para testes de coagulacdo), porém ndo havendo liberacdo do valor de
plaquetas. Outra funcdo incumbida ao R1 era vedacéo e centrifugacdo de capilares, bem como
a leitura de hematdcrito e valor de proteina plasmatica. A dosagem de fibrinogénio era
realizada apenas quando solicitada, sendo necessario levar o capilar centrifugado ao banho-
maria a 56°C por 3 minutos e, ap6s, novamente a centrifuga por mais 3 minutos. Casos de
urgéncia e emergéncia eram informados ao R1 no momento de recebimento da amostra, o
qual deveria sinalizar na requisicdo e para o0 setor subsequente que a amostra deveria ser
processada anteriormente as demais.

O setor R2 é responsavel pela hematimetria, realizando fungdes de analise da amostra
nas maquinas hematoldgicas e posterior registro dos resultados na requisi¢do, confeccéo de
esfregacos sanguineos, coloracdo de laminas em Pandtico Rapido® e diluicdo e contagem
manual de células. A andlise nas maquinas se iniciava no analisador Celltac Alpha® e, de
acordo com alteracGes observadas pelos setores subsequentes, eram feitas contagens em
outras méaquinas para conferir a conformidade dos valores. Em caso de incongruéncias entre
os valores obtidos ou situagdes especificas observadas no S1, eram feitas as diluigdes para
contagem de leucdcitos, hemacias e plaquetas na camara de Neubauer. Se necessario obter
dosagem mais precisa de hemoglobina, era feita uma diluicdo e posterior andlise pelos
analisadores bioquimicos Cobas Mira Plus CC® (FIGURA 19) ou BIOPLUS-200®
(FIGURA 20).
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Figura 19 — Analisador bioquimico Cobas® do LCV — UNESP, Botucatu — SP, em que foi
realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de 2023.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 20 — Analisador bioquimico BIOPLUS-200® do LCV — UNESP, Botucatu — SP, em
que foi realizado o estagio supervisionado, no periodo de 01 a 31 de maio de
2023.

Fonte: Da autora (2023)
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No setor S1 eram feitas as analises microscopicas das laminas de hematologia, sendo
realizadas estimativa de leucocitos, contagem diferencial de leucdcitos, estimativa de
plaquetas, contagem de plaquetas na cdmara de Neubauer, pesquisa de hematozoarios e
observacdo de alteracdes morfoldgicas das células. Caso houvesse fibrina na amostra de
sangue, a contagem de plaquetas na cdmara ndo era realizada devido a interferéncia da fibrina
na obtencdo de um valor exato de plaquetas. Nesses casos era feita a estimativa da quantidade
de plaguetas apenas para cdes, nas demais espécies nao eram liberados valores nem
estimativas das plaquetas.

O setor S2 era responsavel pelas urindlises e demais exames especiais como analises
de efusdes, liquor e liquido rumenal; contagem de reticuldcitos, teste de aglutinacdo em salina
e contagem manual de células sanguineas de aves. As amostras de urinas passavam por
avaliacdo fisica, quimica (atraves da fita de urinalise veterinaria), e pela sedimentoscopia apds
a centrifugacédo a 1500 rpm por 5 minutos. Caso fosse solicitado a UPC parte da amostra era
separada para ser encaminhada ao bioquimico. Em geral, era necessario enviar no minimo
5,0mL de urina para ser possivel a avaliacdo quantitativa do sedimento. O teste de mioglobina
urinaria também exigia 5,0mL obrigatérios para obter um resultado fidedigno através da
reacdo com sulfato de amonia.

Para as efusoes, era feita analise fisica e quimica, dosagem de proteina, contagem de
hemaécias e células nucleadas na camara de Neubauer, confec¢do de laminas para avaliacdo
microscopica e contagem diferencial de células, sendo a forma de confeccdo (squash ou
citocentrifugacdo) definida pela alta ou baixa celularidade da amostra. O processamento de
amostras de liquor era similar ao das demais efus@es, diferindo apenas em confeccdo direta
das laminas na citocentrifuga e pela realizacdo do teste de Pandy para a identificacdo de
globulinas na amostra.

A analise de liquido ruminal consistia em avaliacéo fisica, pH, avaliacdo microscépica
e quantificacdo de microrganismos, dosagem de cloretos e teste de reducdo de azul de
metileno. Para o teste de reducdo era necessario 30mL de amostra para resultado mais
fidedigno. Todas as amostras recebidas no S2 eram processadas 0 mais rapidamente possivel
para que a avaliacdo das células fosse mais precisa, sendo adicionado nas observagdes caso a
amostra fosse enviada fora do tempo recomendado ou armazenada.

A contagem de reticulocitos era feita a partir da confeccdo de esfregaco da mistura de
sangue e novo azul de metileno na propor¢édo de 1:1 apds 15 minutos no banho-maria a 36 °C.

O teste de aglutinacdo em salina consistia na mistura de 1:4 de sangue e solugéo salina em
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uma lamina, a qual era levada a uma cdmara Umida por 15 minutos e analisada posteriormente
para identificacdo de aglutinagdo. Para as contagens manuais de células de aves, era utilizada
a diluicdo em azul de toluidina e posterior contagem na camara de Neubauer.

As funcbes do Banco de Sangue consistiam em administrar 0 banco como um todo,
realizando coletas ou recebendo amostras de possiveis doadores, coleta e processamento de
bolsas de sangue; identificagcdo, armazenamento e registro das bolsas; fornecer informagdes
acerca da hemoterapia aos outros setores do HV/UNESP, atualizar os dados de doadores
registrados no banco de sangue, entrar em contato com tutores de animais que possam se
tornar novos doadores ou possam doar novamente, realizar testes de compatibilidade
sanguinea e fazer as analises de hemogasometria da rotina. Por ser um setor com muitas
funcBes burocréaticas, ndo havia um estagiario especifico designado na escala semanal, no
entanto, o estagiario que estivesse no S2 na escala auxiliava nas atividades do Banco quando
necessario.

Ao final do dia, os encarregados de cada setor eram responsaveis por lavar a vidraria
utilizada ao longo do dia, descartar materiais ndo reutilizaveis, repor reagentes, gazes, laminas

€ ponteiras; e destinar as amostras para 0 armazenamento ou descarte correto.

Quadro 2 — Recipientes de coleta e exames correspondentes para solicitagdo no LCV -
UNESP, Botucatu — SP.

Recipiente Reagente Exame

Hemograma, bioquimicos
especificos (Creatinina,
EDTA ALT e Ureia), liquidos
cavitarios/efusdes
(avaliacdo citologica)

_ Bioquimicos, liquidos
Sem anticoagulante (seco) o .
) cavitarios/efusdes
ou com ativador de oL
) (avaliacdes fisico-
coagulo o
quimicas)

Sem anticoagulante ou o
Bioquimicos e testes

Tubo Amarelo com ativador de coagulo + .
répidos
Gel separador
Tubo Cinza EDTA + Fluoreto de sddio Glicose sérica e
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frutosamina

Citrato de sodio TP e TTPa
Heparina litica Hemogasometria
Coletor universal / Seringa Sem reagente Urinalise
Garrafa térmica Sem reagente Anédlise de liquido ruminal

Fonte: Da autora (2023).

3.4. Casuistica

Durante o periodo de estagio foram acompanhados 1321 exames na rotina (TABELA
3). Os exames bioquimicos ndo eram acompanhados na rotina dos estagiarios, porém foram
registradas 6.164 andlises bioquimicas no total. Para cada exame era impresso uma requisi¢do
individual mesmo que fosse do mesmo animal, exceto paro o bioquimico, em que mais de
uma analise poderia ser solicitada ha mesma requisicao.

A quantidade de requisicdes por espécie pode ser observada na Tabela 4. Houve uma
boa variedade de espécies, incluindo espécies de animais selvagens ou pets nao
convencionais, como pequenos primatas, cervideos, tamanduas, canideos selvagens e
pequenos roedores. Esses animais selvagens, apesar de relativamente frequentes,

apresentaram uma baixa prevaléncia em relacéo ao total.

Tabela 3 — Levantamento dos exames realizados no LCV — UNESP, em Botucatu — SP, no
periodo de 01 a 31 de maio de 2023.

Hemograma 911 68,96
Hemogasometria 219 16,60
Urinalise 90 6,81
Anaélise de Liquidos 35 2,65
Cavitarios
Contagem de Reticulécitos 23 1,74
Aglutinacdo em salina 16 1,21
Compatibilidade Sanguinea 11 0,83
Anadlise de Liquor 5 0,38
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Anédlise de Liquido Ruminal 4 0,30
Mielograma 3 0,22

Tempo de Coagulacao 2 0,15
Pesquisa de Mioglobina 2 0,15

Urinéria

Fonte: Da autora (2023).

Tabela 4 — Levantamento das espécies correspondentes as amostras recebidas no LCV —
UNESP, em Botucatu — SP, no periodo de 01 a 31 de maio de 2023.

ESPECIES QUANTIDADE DE REQUISICOES
Absoluta Relativa (%0)
Canina 1029 77,89
Felina 192 14,53
Equina 30 2,27
Bovina 27 2,04
Caprina 15 1,13
Aves 8 0,60
Coelho 7 0,53
Tamandua-mirim * 4 0,30
Ovina 2 0,15
Suina 1 0,080
Muar 1 0,080
Porquinho-da-india 1 0,080
Cachorro-do-mato 2 1 0,080
Macaco-prego * 1 0,080
Bugio * 1 0,080
Veado-catingueiro ° 1 0,080
Total 1321 100

Tamandua tetradactyla
Cerdocyon thous
Sapajus sp.

Alouatta sp.

g > w DN E

Mazama gouazoubira

Fonte: Da autora (2023).
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4. MIELOGRAMA E SUA APLICACAO NAS HEMOPARASITOSES

4. 1. Medula 6ssea e hematopoiese

A medula 6ssea é um dos 6rgdos de maior atividade mitotica, sendo responsavel pela
producdo e renovacdo das células sanguineas através do processo denominado hematopoiese.
Esse Orgdo estéd presente na porgdo trabeculada da medula de ossos do esqueleto axial e 0ss0s
longos; e é composto por uma matriz extracelular, células estromais, tecido adiposo e células
hematopoiéticas, além de apresentar uma significativa irrigacdo por capilares sinusoides e
inervacdo. Os componentes além das células hematopoiéticas sdo responsaveis por favorecer
a estrutura da medula Ossea e fornecer suporte nutricional e bioquimico para a ocorréncia da
hematopoiese, tais como colageno, reticulina, glicoproteinas e glicosaminoglicanas
(SCHALM, 2010).

As células hematopoiéticas sdo divididas em duas linhagens, linfoide e mieloide. A
linhagem linfoide origina precursores de linfocitos e a linhagem mieloide origina
megacariocitos, precursores eritroides e precursores mieloides (SCHALM, 2010).
Dependendo da linhagem, as células tendem a ocupar disposic¢Ges distintas na medula 6ssea
(FIGURA 21). Precursores eritroides e megacaridcitos localizam-se proximos aos seios
venosos, enquanto macrdfagos livres, linfécitos e granuldcitos ocupam areas proximas a

arteriolas e ao endostio.
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Figura 21 — llustrac&o dos principais componentes celulares da medula dssea e sua
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Fonte: Adaptado de Schalm (2010).

A hematopoiese se inicia com células-tronco pluripotentes das quais originam as
linhagens mieloide e linfoide, que por uma série de eventos de diferenciacdo resultam nas trés
principais fracdes celulares: hemécias, leucdcitos e plaquetas (FIGURA 22). As células da
linhagem linfoide originam linfoides, que originam os linfocitos T, linfocitos B e células NK
(natural killer). A linhagem mieloide gera progenitores eritroide-megacariociticos, e
progenitores de granulécitos e macréfagos (SCHALM, 2010). Os progenitores eritroide-
megacariociticos posteriormente originam eritroblastos e megacarioblastos. Devido a agdo da
eritropoietina, os eritroblastos se diferenciam sequencialmente em prorrubricito, rubricito,
metarrubricito, policromatdéfilo e eritrdcitos maduros. Os megacarioblastos diferenciam-se em
promegacariocitos, megacariécitos e, por fim, em plaquetas, favorecido pela acdo da
trombopoietina. Os eritroblastos normalmente se agrupam em ilhas eritroides ao redor dos
macrofagos, que fornecem ferro, nutrientes e fatores hematopoiéticos para a producdo de
novas células (REAGAN, ROVIRA, DE NICOLA, 2019).

Os progenitores de granuldcitos e macrdéfagos sofrem acéo de fatores de crescimento
celular e geram precursores de monadcitos e precursores de ganuldcitos, sobre os quais atuam

interleucinas e fatores de crescimento que estimulam sua diferenciacdo (SCHALM, 2010). Os
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precursores de monadcitos geram monoblastos, promondcitos e, em seguida, mondcitos, que
sdo lancados na corrente sanguinea a fim de completar sua maturagcdo em diferentes tecidos,
tornando-se macrofagos. Os precursores de granuldcitos diferenciam-se, em sequéncia, em
mieloblastos, promielécitos, mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes e leucocitos segmentados
maduros (eosinofilos, neutrofilos e baséfilos) (REAGAN, ROVIRA, DE NICOLA, 2019).

Figura 22 — Resumo esquematico da hematopoiese, evidenciando os principais

estagios de maturacéo das células sanguineas.
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Fonte: Adaptado de Reagan, Rovira, DeNicola (2011).

4.2. Indicagdes do mielograma e coleta

O mielograma é o exame citologico da medula 0ssea, realizado quando alteracfes
clinicas ndo podem ser explicadas pelas analises hematoldgicas de rotina (THRALL, 2015).
Algumas das principais indicacbes para 0 mielograma sdo citopenias persistentes
(especialmente anemias nao regenerativas, trombocitopenias, leucopenias e neutropenias sem
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desvio a esquerda), inexplicado elevado nimero de células sanguineas, morfologia atipica das
células sanguineas, doencas mieloproliferativas e linfoproliferativas, gamopatias,
hipercalcemia persistente inexplicada, neoplasias hematopoiéticas, neoplasias medulares e seu
estadiamento, e infeccbes por patdogenos que afetam a medula Ossea (ALENCAR;
KOHAYAGAWA; CAMPOS; TAKAHIRA, 2002). Esse exame € realizado mais
frequentemente na clinica de pequenos animais, no entanto, pode ser muito Util para equinos
que apresentem anemias ndo regenerativas visto que essa especie ndo libera reticulécitos na
corrente sanguinea mesmo em caso de anemias graves (THRALL, 2015).

Em geral, ndo existem contraindicacdes relevantes ja que o risco de infecgdo e
hemorragias, mesmo em animais com trombocitopenia, em decorréncia da coleta é pouco
significativo quando o procedimento é realizado de forma correta. O mielograma néo deve ser
recomendado apenas em casos em que hé risco anestésico ou nos quais a realizacdo do exame
ndo se justifica clinicamente, fazendo com que o animal seja submetido desnecessariamente a
coleta de medula 6ssea (SCHALM, 2010).

A coleta de amostra para 0 mielograma € relativamente de baixo custo, ja que ndo €
necessario a anestesia geral para o procedimento, apenas sedacdo com anestesia local; porém,
€ um exame trabalhoso que requer conhecimento técnico especifico e treinamento para sua
realizacdo. Os materiais utilizados também s&o de facil acesso, sendo necessério apenas
seringas, agulhas especiais (tipo Biermann, Illionois ou Komiyashiki) e laminas. O local para
coleta pode variar em funcdo do tamanho, idade e condi¢do geral do animal, e também de
acordo com a preferéncia e experiéncia do veterinario que realizara o procedimento. Em
pequenos animais opta-se mais comumente pelo Umero (porcdo craniolateral do tubérculo
maior), devido a menor quantidade de musculos e gordura na regido, ou pelo ilio (crista iliaca
dorsal), por ser facilmente palpavel e acessivel. Em gatos e cdes de pequeno porte o fémur
(fossa trocantérica) pode ser mais indicado em funcdo do maior tamanho do 0sso,
favorecendo a aspiracdo de maior quantidade de material (RASKIN, MESSICK, 2012). Para
equinos, o esterno é mais indicado devido a musculatura menos pronunciada e a porcao
cortical das esternébras ser mais delgada do que a dos 0ssos longos da espécie (BIENZLE,
2020), no entanto, também pode ser um local de coleta indicado para pequenos animais apesar
de menos comum.

O procedimento se inicia com a sedacdo e posicionamento em decubito lateral do
animal; a tricotomia da area ndo é obrigatdria, porém em todos 0s casos € necessario realizar

antissepsia para impedir a contaminagdo da amostra e inoculagdo de possiveis patdgenos de
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forma iatrogénica. O membro ou area da coleta € estabilizada para que seja feita a insercdo da
agulha, realizando movimentos de rotacdo para penetrar a cortical do 0sso, ap0os fixada a
agulha no osso o mandril é retirado e acopla-se a seringa previamente preenchida com 0,5mL
de EDTA 3%. Ao puxar o émbolo vérias vezes, a aspiracdo da medula éssea ocorre por
pressdo negativa até que se obtenha aproximadamente 0,5mL de material. Caso a medula ndo
seja aspirada ap0s a pressdo negativa, o0 mandril deve ser recolocado para reposicionar a
agulha até que seja possivel coletar material suficiente para diagnostico (ALENCAR,;
KOHAYAGAWA; CAMPOS; TAKAHIRA, 2002). Na espécie equina, o procedimento de
coleta € 0 mesmo, porém o animal é mantido em estacdo e a tricotomia torna-se obrigatoria, j&
que é feita uma pequena incisdo na pele para facilitar a penetracdo e posicionamento da
agulha (BIENZLE, 2020).

As laminas para analise devem ser feitas 0 mais rapidamente possivel para evitar
degeneracéo das células. Para ldaminas de medula fresca é importante considerar que a medula
coagula muito rapidamente e, portanto, devem ser feitas imediatamente ap06s encerrada a
coleta. O material deve ser espalhado em uma placa de Petri, onde as espiculas 0sseas irdo se
aderir ao fundo e devem ser separadas do sangue utilizando um capilar. Sdo confeccionadas
variadas laminas (recomendado que seja no minimo cinco) a partir das espiculas utilizando-se
técnica de squash, que devem ser rapidamente secas e coradas por técnicas de coloragdo tipo
Romanowsky (Wright, Giemsa, Wright-Giemsa, Diff-Quik) (STACY, HARVEY, 2017).

4.3. Mielograma

O mielograma inicia-se com a avaliacdo macroscépica das laminas a fim de garantir
que foi obtido amostra diagndstica em quantidade e qualidade suficiente. A analise
microscopica avalia a quantidade de espiculas e sua celularidade, a quantidade de
megacariécitos, reservatorios de ferro, células hematopoiéticas, células estromais presentes
nas espiculas, a relacdo mieloide:eritroide (M:E) e a andlise especifica das linhagens
(eritroide, mieloide e megacariocitica) e seus estagios de maturacdo. Demais tipos celulares
ndo hematopoiéticos e células anormais encontrados também devem ser quantificados e terem
sua morfologia avaliada (RASKIN, MESSICK; 2012).

A celularidade € determinada pela proporcdo entre células e particulas de gordura, e a
porcentagem obtida indica se a medula esta normocelular (25 a 75%), hipocelular (abaixo de

25%) ou hipercelular (acima de 75%). Em medulas normais (FIGURA 23), as células

42



hematopoiéticas se distribuem ao redor das espiculas de forma heterogénea, a presenca de
regides homogéneas indica a proliferagio anormal de células. E fisioldgico que a celularidade
diminua com o avan¢co da idade do animal devido a substituicdo gradual do tecido
hematopoiético por gordura e sangue, no entanto, caso a medula encontre-se hipocelular a
contagem diferencial torna-se essencial para identificar quais linhagens celulares estdo
apresentando uma renovacéo eficiente. A hipercelularidade pode ocorrer por proliferacdo de
uma ou mais linhagens celulares, por resposta a demandas do sangue periférico, como
anemias, infeccdes e inflamacdes, e por proliferacdes neoplasicas primarias ou infiltrados
neoplésicos (HARVEY 2001).

Figura 23 — Medula éssea normocelular, técnica histopatoldgica de hematoxilina-eosina

observada em aumento de 10x.

Fonte: Reagan, Rovira, DeNicola (2019).

A identificacdo da morfologia das células permite realizar o célculo da relacdo M:E,
que compreende a proporcao entre precursores granulociticos e células eritroides presentes na
medula 6ssea, e a avaliagdo dos estagios de maturacdo das células, em que células mais
maduras devem estar predominantes em relacdo as formas imaturas (RASKIN, MESSICK;
2012). Células da linhagem eritroide (FIGURA 24) s&o menores em comparagdo as mieloides
e apresentam nucleo esférico com cromatina altamente condensada e citoplasma basofilico,
que adquire tons mais roseos a medida que a maturacdo ocorre. Rubriblastos e

prorrubriblastos s&o considerados formas imaturas e rubricitos basofilicos, rubricitos
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policromatofilicos e metarrubricitos sdo formas maduras; reticuldcitos ndo sdo incluidos na
relacdo M:E, mas devem ser relatados. Ceélulas da linhagem mieloide (FIGURA 25) séo
maiores e apresentam nucleo com cromatina finamente granular e citoplasma claro azul-
acinzentado; com o decorrer da maturacdo o citoplasma reduz de tamanho e torna-se
praticamente incolor, a cromatina se condensa, 0 ndcleo inicia sua segmentacdo e os granulos
comecam a se tornar mais evidentes (STACY, HARVEY; 2017). A relacdo M:E varia de
acordo com a espécie (TABELA 5) e deve ser interpretada em conjunto com a celularidade, a
fim de definir se esta ocorrendo processos de hipoplasia ou hiperplasia, e caso sim, se esses
processos sio de origem eritroide ou mieloide (COUTO, TOLEDO JUNIOR; 2022).

A relagdo M:E é obtida através da contagem diferencial de células da medula 6ssea,
onde além de determinar quais tipos de precursores estdo presentes, as diferentes fases da
maturacdo celular sdo quantificadas e avaliadas de acordo com o esperado para a espécie
(TABELA 5). Os reservatorios de ferro também devem ser avaliados por meio da
identificacdo do acumulo de hemossiderina no interior dos macrofagos, sendo Util para
confirmar se ha deficiéncia ou acimulo anormal de ferro na medula 6ssea (HARVEY, 2001).

Os megacariécitos devem ser diferenciados dos demais precursores celulares e
quantificados separadamente. Os estagios mais imaturos como promegacariocitos e
megacariécitos basofilicos, podem se assemelhar aos demais precursores, mas Sao
diferenciados pelo seu citoplasma intensamente basofilico e presenca de 2 a 4 nucleos
originados por endomitose. Megacariocitos maduros (FIGURA 26) apresentam mudltiplos
nucleos fundidos, coloracdo mais clara em relacdo aos imaturos devido a presenca de granulos
magenta e, ao contrario dos precursores mieloides e eritroides que diminuem de tamanho com
a maturagcdo, maior tamanho que suas formas jovens (STACY, HARVEY;2017). A
quantificacdo dessas células é imprecisa e ndo € obtida na contagem diferencial, pois sua
distribuicdo na medula 6ssea ndo é uniforme, portanto, sdo estimados quantos megacariocitos
em média existem adjacentes as espiculas e classifica-se sua presenca em diminuida, normal
ou aumentada.

E importante que os achados do mielograma sejam sempre interpretados em conjunto
aos resultados dos demais exames hematoldgicos, para que a conduta clinica seja direcionada

com maior precisao

44



Figura 24 — Precursores eritroides em diferentes estagios de maturacdo, sendo possivel
identificar rubriblasto (seta preta), rubricito (seta vermelha) e metarrubricito
(seta verde), em squash de medula déssea de cdo corado em técnica de Wright-

Giemsa, observado em aumento de 100x.

s

Fonte: Reagan, Rovira, DeNicola (2019).
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Figura 25 — Precursores mieloides em diferentes estadgios de maturacdo, sendo possivel
identificar mieloblastos (seta preta), mieldcitos (seta vermelha), metamieldcitos
(seta verde), bastonetes (seta branca), segmentados (seta amarela), em squash

de medula 6ssea de cdo corado em técnica de Wright-Giemsa, observado em

aumento de 100x.

e

»

Fonte: Reagan, Rov‘ira," DeNicola (2019).

Figura 26 — Megacariocito maduro, squash de medula dssea de cdo corado em técnica

de Wright-Giemsa, observado em aumento de 40x.

YN

Fonte: Reagan, Rovira, DeNicola (2019).
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Tabela 5 — Valores de referéncia para contagem diferencial de células da medula dssea em

algumas espécies domésticas.

Tipo Celular Cées Gatos Equinos Bovinos
Mieloblasto 04-11 0-04 0,3-15 0-0,2
Promielécito 1,1-23 0-3,0 1,0-19 0-14
Mielécito neutrofilico 3,1-6,1 0,6 -8,0 19-3.2 2,8-34
Metamielécito 53-8,8 44132 2,1-7,3 2,8-6,2
neutrofilico
Bastonete neutrofilico 12,7 -17,2 12,8 - 16,6 6,8 -14,7 46-8,4
Neutroéfilo 13,8 -24,2 6,8 -22,0 9,6 -21,0 11,2 -22,6
Células eosinofilicas 18-5,6 0,8-3,2 2,8-6,8 2,8-3,8
totais
Células basofilicas totais 0-0,8 0-04 0-15 0-1,0
Rubriblasto 02-11 0-0,8 06-11 0-0,2
Prorrubricito 09-22 0-1,6 1,0-2,0 04-12
Rubricito basofilico 3,7-10,0 16-6.2 45-11,1 48-8,4
Rubricito 15,5 -25,1 8,6 — 23,2 14,7 - 26,0 23,0-36,4
policromatofilico
Metarrubricito 9,2-164 1,0-10,4 11,4 -19,7 9,2-16,8
Relacdo M:E 09-1,76 1,21 -2,16 0,52 -1,45 0,61-0,97
Linfdcitos 1,7-49 11,6 - 21,6 1,8-6,7 3,6 -6,0
Plasmacitos 06-24 0,2-1,8 02-1,8 02-12
Mondcitos 0,4-2,0 02-1,6 0-1,0 04-272
Macro6fagos 0-04 0-0,2 0 0-0,8

Fonte: Adaptado de Harvey (2001).

4.4. Aplicacdo do mielograma em hemoparasitoses

As hemoparasitoses sdo doencas causadas por diferentes agentes patogénicos, mais

comumente bactérias, protozoarios e helmintos. A transmissdo ocorre através do repasto

sanguineo por artropodes hemat6fagos e, em animais de companhia, constituem uma grande

preocupacdo para a Medicina Veterinaria, tanto pela alta incidéncia quanto pelo caréater

zoonotico de varias dessas doencas. O diagnostico das hemoparasitoses pode ser desafiador

devido aos seus sinais clinicos inespecificos e a possibilidade de coinfeccdo por mais de um

agente. Portanto, é essencial a avaliagdo conjunta do histérico do animal, exame fisico e

exames laboratoriais. O mielograma pode ser uma ferramenta auxiliar importante para o

diagnostico do animal, visto que os hemoparasitos podem se alojar na medula éssea,

principalmente em casos cronicos e refratarios, e a coleta da medula pode ser utilizada para

outros exames confirmatérios, como 0 PCR (OTRANTO et al, 2010).
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Atualmente, estdo disponiveis diversos testes soroldgicos para a identificagdo dos
microrganismos de maior relevancia para caes e gatos (TABELA 6). No entanto, muitas vezes
esses testes ndo sdo totalmente padronizados ou podem sofrer interferéncias de reacdes
cruzadas com outros agentes e ndo diferenciam infeccGes ativas de infeccdes prévias, havendo
a possibilidade de resultados falso-positivos (TAYLOR; COOP; WALL, 2017). O
mielograma é um exame de alta especificidade, em que é possivel identificar a presenca de
formas parasitarias e avaliar a reacdo medular frente a infeccdo. Apesar de ter uma
sensibilidade menos significativa, ¢ um teste mais sensivel do que a pesquisa direta de
hemoparasitos no sangue periférico, porém. Dessa forma, a observacdo do agente e da
resposta medular auxiliam no diagnéstico e progndstico mais precisos das patologias desse
animal (COUTO, TOLEDO JUNIOR, 2022).

Contudo, alguns agentes sao visualizados majoritariamente ou apenas durante a fase
aguda, fazendo com que a caracterizagdo da reacdo medular seja importante para determinar a
atividade hematopoiética e direcionar o tratamento. A reacdo varia de acordo com a resposta
imunoldgica do individuo, com o agente patogénico e com a fase da infeccdo. (DE
HOLANDA et al., 2019). Durante a fase aguda, as hemoparasitoses tendem a causar
agressdes reversiveis a medula dssea e a carga de microrganismos no 6rgao nessa fase
geralmente é elevada (FIGURA 27). Podem ser observadas tanto hipocelularidade, por lesdo
as células hematopoiéticas parasitadas, ou hipercelularidade, devido ao estimulo para a
regeneracdo de hemaécias (hiperplasia eritroide) e a producdo de leucocitos (hiperplasia
mieloide) para combater a infec¢do. Ja na fase cronica, os sinais clinicos sdo mais brandos,
porém ainda ha& lesdo as células hematopoiéticas, sendo mais comum encontrar
normocelularidade ou hipocelularidade (FIGURA 28), possivel arregeneracdo e menor
quantidade de megacaridcitos, que podem resultar em dist(rbios coagulatérios (ARAUJO et.
al., 2022).

No mielograma, portanto, sdo identificadas alteragBes importantes da medula 6ssea
nas quais a conduta clinica deve se basear para adotar abordagens terapéuticas adequadas,
evitando o uso prolongado de antibidticos ou de bases medicamentosas inadequadas.
Ademais, 0 mielograma apresenta baixo custo financeiro para sua realizacdo e a medula 6ssea
coletada pode ser usada para outros testes concomitantes, fazendo com que seja um exame de
grande relevancia no diagnostico e, principalmente, progndstico; destacando-se em casos em
que ndo é possivel identificar facilmente o hemoparasito (COUTO, TOLEDO JUNIOR,
2022).
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Tabela 6 — Algumas espécies de hemoparasitos de cdes e gatos de maior relevancia na

América do Sul.

Babesia canis Anaplasma platys
Babesia rossi Ehrlichia canis

Babesia vogeli Ehrlichia chaffensis
Babesia gibsoni Ehrlichia ewingii
Hepatozoon sp. Rickettsia rickettsii
Leishmania sp. Rickettsia conorii
Theileria sp. Rickettsia felis
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma evansi
Babesia felis Mycoplasma
Babesia cati haemofelis
Cytauxzoon felis Rickettsia felis

Hepatozoon sp.
Leishmania sp.
Trypanosoma brucei brucei
Trypanosoma cruzi

Fonte: Da autora (2023).

Figura 27 — Presenca intensa de formas amastigotas de Leishmania sp. (setas) em macrofagos
da medula 6ssea, squash de medula 6ssea de céo corado em técnica de Wright,
observado em aumento de 100x (A) e 40x (B).
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Fonte: Da autora (2023).

Figura 28 — Medula 6ssea hipocelular, squash de medula 6ssea de cdo corado em

técnica de Wright observado no aumento de 10x.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Durante o estagio curricular foram observadas algumas adaptacGes das técnicas em
ambos os laboratorios, seja para a reducdo de custos ou de tempo de realizacdo dos exames
em casos de urgéncia, mas com pouca ou nenhuma interferéncia nos resultados obtidos. O
controle de erros analiticos na instituicdo publica se mostrou um pouco mais minuciosos do
que no ambiente privado, acredita-se que pelo motivo de objetivar futuras pesquisas ou
publicacdes de relatos de caso em meios cientificos.

Em relacdo ao mielograma, pode-se afirmar que é um exame trabalhoso e que
demanda tempo, portanto, seu uso ainda é pouco difundido na rotina clinica. Tanto para a
coleta da amostra quanto para a andlise de Iaminas é necessario treinamento especifico para
evitar erros pré-analiticos e analiticos, o que ndo costuma ser a realidade dentro dos cursos de
Medicina Veterinaria do pais. Além disso, é necessario amplo conhecimento acerca das
patogenias das hemoparasitoses, a fim de determinar a fase em que a doenca se encontra para
decisdo de uma conduta adequada.

O estagio supervisionado obrigatdrio foi de relevancia imprescindivel, pois permitiu a
consolidagdo do conhecimento adquirido ao longo do curso de graduacgdo e o aprimoramento
pratico na area de interesse. Ambos os laboratdrios proporcionaram uma rica experiéncia e o
desenvolvimento pessoal, contudo o laboratério particular propicia uma visdo mais ampla
acerca do mercado de trabalho atual na area e gestdo de um laboratério comercial, enquanto o
laboratério da instituicdo de ensino disponibiliza uma gama mais ampla de exames
concentrados em um Unico local, possibilitando um maior contato com 0S casos e,

consequentemente, maior enfoque para discussdo dos diagnosticos.
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