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1 Introducao

O hemograma ¢ um exame essencial na medicina veterindria, como ferramenta para
diagnostico e monitoramento de diversas doencas. Dividido entre eritrograma, leucograma e
plaquetograma (Meireles et al., 2018). Embora a automacao laboratorial agilize os processos, ¢
indispensavel a analise microscopica dos esfregagos sanguineos pelo médico veterinario para
identificar alteracdes morfoldgicas (Black et al., 2025).

A técnica do esfregaco sanguineo envolve a distensdo de uma gota de sangue em uma
lamina de vidro, formando uma fina camada (Meireles et al., 2018). Seguida por coloragdo, com
corantes derivados de Romanowsky, como Giemsa e Wright, ou métodos rapidos como o
Panotico, muito utilizados na rotina laboratorial (Zebral et al., 2011). Embora o Pandtico
ofereca vantagens como rapidez e baixo custo no processamento de coloragdo, apresenta
limitagdes na demarcagao celular, dificultando a distingdo entre leucécitos e a identificacao de

inclusdes (Zebral et al., 2011).

2 Objetivos
Avaliar diferentes protocolos de coloragdo com corante rapido tipo Pandtico em

leucogramas caninos.

1 Adaptagdes do Panético rapido para avaliagiio do leucograma em cies.
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3 Metodologia

Projeto desenvolvido no Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias da
Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterindria (SUHVU) da Universidade Federal da
Fronteira, Campus Realeza / PR, com aprovacao da CEUA (Parcer n® 7551261124).

Foram selecionadas 30 amostras de sangue de caes, independente do sexo, idade, peso,
raga, como critério de exclusdo, nao foram utilizadas as amostras com fibrina e/ou com
alteragoes toxicas de neutrofilos. As amostras foram coletadas em tubos com EDTA (Vacuette
K2 EDTA®) e utilizadas para preparar cinco esfregacos sanguineos cada. Apos a distensao do
sangue na lamina, esta foi seca ao ar, em temperatura ambiente.

Foram definidos cinco protocolos de tratamento, sendo o primeiro o de May Griinwald-
Giemsa como grupo controle, seguindo o procedimento técnico do fabricante (NewProv®) e a
coloracdo por Pandtico rapido (RenyLab®), seguindo quatro protocolos diferentes baseados no
estabelecido pelo fabricante com modificagdes .

Pelo método de May Griinwald-Giemsa, os esfregacos sanguineos foram cobertos com o
corante May-Griinwald por trés a quatro minutos e ap0s esse tempo, adicionou-se dgua destilada
na mesma propor¢do do corante, aguardando-se mais um minuto. Passado o tempo, se
desprezou a solucdo de May-Griinwald, para entdo cobrir a [dmina com uma solugao de dgua
destilada misturada ao corante de Giemsa (3 gotas de corante para cada 2 mL de dgua destilada)
por 15 a 20 minutos. Passado o tempo, o esfregaco foi lavado com dgua corrente e posto em
posicao vertical para secar.

Para coloracdo por Pandtico rapido, foram avaliados quatro protocolos distintos,
alterando a substancia de fixacdo e o tempo/modo como a lamina foi submersa em cada corante.
O protocolo um (P1) seguiu o mesmo descrito na bula pelo fabricante, com fixador
(Triarilmetano) e corantes fornecidos pelo fabricante e tempo em cada um de 30 segundos, o
segundo (P2) utilizou o fixador Triarilmetano, porém modificou a forma de fixagao/coloragdo e
para 5 a 10 mergulhos em cada (definidos de acordo a observacao individual), o terceiro (P3)
utilizou o metanol como fixador por trés minutos, com o tempo de 30 segundos em cada corante
e o quarto (P4) também utilizou o metanol como fixador por trés minutos, realizando de 5 a 10
mergulhos em cada corante. No final, todas as laminas ficaram em posi¢cdo vertical em
temperatura ambiente para secar.

Cada lamina passou pela leitura no microscopio optico (Olympus® CX 21 - Ningbo,

China), com 6leo de imersdo em objetiva de 100x. Em cada esfregaco sanguineo foi realizada a
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contagem diferencial de leucécitos em 100 células, utilizando um contador manual de
leucocitos. Posteriormente, para avaliar a qualidade tintorial, trés observadores distintos
realizaram a analise, de forma que nenhum observador tenha conhecimento do protocolo
utilizado. Cada observador atribuiu um escore de 1 a 4, para cada estrutura (ntcleo e
citoplasma) corada do esfregago leucocitario, baseado na capacidade de distingdo tintorial,
caracterizagdo ¢ delimitacdo das estruturas.

Os resultados das andlises, foram tabulados em planilha Excel e analisados
estatisticamente. Para os escores de coloracdo, empregou-se o Teste Exato de Fisher no
software R, enquanto a contagem diferencial de leucécitos foi analisada por meio de ANOVA
one way e Teste de Tukey no programa SigmaStat 3.0.

A qualidade de coloracéo foi definida a partir da soma das pontuacdes atribuidas aos
parametros ntcleo e citoplasma, variando de 0 a 8, sendo estabelecido um valor limite (cut-
off) para a classificacdo. Considerou—se aceitével apenas a coloragcdo em que nenhum dos
pardmetros recebesse pontuacdo 0 ou 1, exigindo, obrigatoriamente, escore final 2 4. Com

base nesses critérios, avaliou—se a ocorréncia de associacdes significativas entre os grupos
e as classificagdes, utilizando o Teste Exato de Fisher no software R, considerando-se como

nivel de significancia p>0,05.

4 Resultados e Discussiao

Em relag¢do a qualidade tintorial, houve diferenga significativa entre protocolos (y* =
27,953; gl = 4; p < 0,001) (Tabela 1). O controle apresentou menor média (3,33) e apenas
44,44% de laminas aceitaveis, possivelmente influenciado pelo pH da 4dgua destilada utilizada
que se apresentou acida, prejudicando a coloragdo. Os protocolos de coloragdo com Pandtico
apresentaram médias entre 4,78 e 5,78, com propor¢des de laminas aceitaveis de 77,78% a
91,11%, nos moldes em que a pesquisa foi conduzida a coloragdo panotica foi superior ao May
Griinwald-Giemsa, por ser um corante que ndo necessita diluicdo e por isso ndo sofreu
interferéncia da qualidade da 4gua. Discordando de Zebral et al. (2011), que relatam
dificuldades na disting@o celular com o corante pandtico, porém o autor estudou amostras de
peixe da espécie Odontesthes bonariensis, ao em vez de caes como no estudo.

Os protocolos P1 e P3 foram semelhantes estatisticamente e apresentaram os melhores
desempenhos. O P1 que manteve o protocolo recomendado pelo fabricante e utilizou a técnica
de coloragdo em tempos fixos, superou os protocolos de modificagio com coloragdo por

mergulhos (P2 e P4), sugerindo que as modificagdes propostas nao inferem melhoria
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significativa no protocolo. Dessa forma, a escolha da coloracdo adequada ¢ crucial para a

visualizagao e diferenciacdo das células, (Meireles et al., 2018; Barger et. al., 2015).

Tabela 1. Desempenho dos protocolos de coloracio, utilizando May Grinwald-Giemsa
diferentes protocolos de coloracio com Panotico rapide, baseados na qualidade tintorial
(escore Nucleo+Citoplasma) e percentual de ldminas aceitaveis (escore = 4).

Protocolo Controle Fl P2 F3 P4

(Média=DP) 333074 3.78x 148 5.11+£144 3.56 £0.74 478 £1 48

Aceitaveis (=4) 44.44% 91.11% 84.44% 88.80% T7.78%
Valor de p Controle® Controle: < Controle: = Controle: = Controle: =
0.001 0.001 0.001 0.001
P2: 0.038 P1: 0.038 P1:0.791 P1: 0.013
P3:0.791 P3: 0.607 P2: 0,607 P2: 0426

P4:0.013 P4: 0426 P4:0.109 P3:0.109

Valores expressos como média = desvio padrio (DF) e percentual de limimas aceitavens.

controle = protecols contrele corado com May Grinwald-Giemsa; Pl= coloragio pandtico segundo fabricants;
Pl= pandtico com do metodo de mergulhos mos corantes; P3= panotico com fixagio ufilizando metanol; Pé4=
panctco com fixagde uhlizande metanc] e método de mergulhos nos corantes. Valores de P obhdos por teste
Exate de Fizher para comparapdes antre protocolos.¥p < 0,001: altamente sipnificative vs. comtrole; p < 0,05:
significativo entre protocolos de coloragio com pandtico.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2023,

A regressdo logistica, confirmou influéncia significativa dos protocolos com Panético
na probabilidade de obtencdo de laminas aceitaveis (LRT = 96,281; p < 0,001), assim como
efeito dos avaliadores (LRT = 10,498; p = 0,005), mas sem interagcdo significativa entre o
protocolo e os avaliador (p = 0,812).

Estatisticamente, as contagens leucocitarias nao revelaram diferengas significativas
entre os protocolos de coloragdo. Apresentando médias e medianas proximas entre os grupos,
indicando que, o tipo de corante e as modifica¢des dos protocolos de coloragdo com pandtico
ndo influenciaram diretamente na analise diferencial dos leucécitos: neutréfilos (p = 0,386),
linfocitos (p = 0,561), eosindfilos (p = 0,502), mondcitos (p = 0,144) e basofilos (p = 0,866). No
entanto, deve-se considerar que todos os avaliadores tinham experiéncia na leitura de laminas, o
que poderia ter contribuido para a consisténcia dos resultados mesmo no controle que a
qualidade tintorial foi inferior. Refor¢ando que a avaliag@o dos esfregacos sanguineos por um
médico veterindrio experiente ¢ indispensavel para a confiabilidade dos resultados (Black et al.,

2025).

5 Conclusao
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O estudo demonstrou que a coloracao por Panotico rapido apresenta boa eficiéncia e os
protocolos com técnica de tempo fixo dos corantes melhoram a qualidade tintorial de laminas de
esfregaco sanguineo de cdes, independentemente do fixador utilizado. Assim, a coloragdo por
Pandtico seguindo a bula do fabricante ou substituindo o fixador por metanol, se apresenta

eficaz e viavel, permitindo a acuracia do diagnostico.
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