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A contagem de plaquetas por microscopia é uma ferramenta fundamental na avaliação
dos pacientes com doenças que acometem as plaquetas, na medida em que complementa
e corrobora as informações fornecidas pelos analisadores hematológicos, além de
servir de ferramenta de controle interno da qualidade das contagens automatizadas de
plaquetas. O objetivo deste trabalho foi comparar quatro métodos manuais de estimativa
microscópica da contagem de plaquetas, considerando a correlação com a contagem
automatizada de plaquetas e a correlação entre um método e outro, além de fornecer
subsídios para a validação dos mesmos nos laboratórios de hematologia. Foram
avaliados, neste trabalho, o método de Fonio modificado, o de Bárbara H. O'Connor,
o de Nosanchuk, Chang & Bennett e um método alternativo baseado em um cálculo
envolvendo a hemoglobina do paciente. Todos obtiveram boa correlação estatística
quando comparados com a contagem automatizada de plaquetas e entre um e outro,
sugerindo que o seu uso pode ser recomendado na avaliação plaquetária de pacientes
com os mais diversos valores de contagem de plaquetas. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.

Palavras-chave: Avaliação plaquetária em lâmina; contagem de plaquetas; controle de
qualidade; trombocitopenia; trombocitose.

Introdução

A plaqueta sanguínea, que possui formato discoide e
estrutura altamente complexa, é um fragmento do citoplasma
do megacariócito com enorme conteúdo energético e que
desempenha funções hemostáticas insubstituíveis.1 A
descrição das plaquetas como corpúsculos distintos do
sangue e seu envolvimento no mecanismo de coagulação
sanguínea in vivo foi primeiramente descrito pelo patologista
italiano Giulio Bizzozero em 1882.2 As plaquetas circulam na
corrente sanguínea durante sete a dez dias e quase um trilhão
delas circula em um humano adulto, o qual produz aproxima-
damente 100 bilhões de plaquetas por dia.3

Trombocitopenia define circunstâncias associadas com
a circulação diminuída das plaquetas e são mais comuns do
que aquelas associadas com circulação aumentada das mes-
mas, situação conhecida como trombocitose. Considerando
que estados trombocitopênicos são associados frequente-
mente com sangramento mucocutâneo, a trombocitose pode
ser associada com risco trombótico aumentado, particular-
mente na circulação arterial.1

A contagem de plaquetas por microscopia (CPM) é uma
ferramenta fundamental na avaliação dos pacientes com
doenças que acometem as plaquetas na medida em que
adiciona informações úteis àquelas obtidas pelos anali-
sadores hematológicos, além de servir de ferramenta de
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controle interno da qualidade das contagens automatizadas
de plaquetas (CAP).4,5

Para se realizar as CPM, as lâminas de sangue periféri-
co são preparadas a partir de sangue capilar ou venoso, com
ou sem a adição de anticoagulante. Em uma lâmina devida-
mente bem corada, as plaquetas possuem cor púrpura devi-
do ao conteúdo dos grânulos alfa que incluem uma variedade
de proteínas de adesão e fatores e inibidores da coagulação.
Em alguns laboratórios de hematologia, que utilizam
analisadores hematológicos modernos, nos quais a implan-
tação manual em seu software de limites de distinção entre
amostras possivelmente normais ou com alterações hema-
tológicas significativas permite fazer uma triagem para defi-
nir em quais amostras as extensões sanguíneas necessitarão
de análise microscópica, somente amostras de sangue colhi-
das em ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) são usa-
das para se confeccionarem as lâminas. E quando se utilizam
amostras de sangue colhidas com anticoagulante, as exten-
sões sanguíneas devem ser preparadas e coradas dentro de
duas e quatro horas após a coleta para evitar a ocorrência de
artefatos na coloração e na morfologia plaquetária.4-8

Apesar da CAP ser mais precisa e exata que a CPM, há
um risco potencial para contagens falsamente baixas ou altas
nos analisadores hematológicos. Assim, agregados pla-
quetários, macroplaquetas e plaquetas gigantes podem con-
duzir a resultados falsamente diminuídos na CAP ao passo
que fragmentos eritrocitários, fragmentos citoplasmáticos de
células leucêmicas, micrócitos com volume próximo ao limite
de corte, lipemia, bactérias e leveduras podem conduzir a
resultados falsamente aumentados, o que torna a CPM uma
ferramenta essencial para identificar estas causas de con-
tagens espúrias de plaquetas.4,9,10 O objetivo deste trabalho
foi comparar métodos manuais de CPM considerando a cor-
relação com a CAP e a correlação entre um método e outro,
além de fornecer subsídios para a validação destes métodos
de contagem de plaquetas em laboratórios de hematologia.

Casuística e Método

Amostra – Amostras de sangue total de 101 pacientes,
para os quais o hemograma foi solicitado, foram coletadas
em tubos Vacutainer contendo K3EDTA. As extensões san-
guíneas foram confeccionadas a partir da amostra com
anticoagulante com o auxílio de uma lâmina extensora de modo
que não houvesse tangenciamento da porção lateral das ex-
tensões sanguíneas com as bordas da lâmina. Em seguida, as
lâminas foram coradas pelo método de May Grünwald-Giemsa.
A dosagem de hemoglobina e as contagens automatizadas
de eritrócitos e plaquetas foram realizadas no analisador
hematológico Cell-Dyn 3000 (Abbott Diagnostics, EUA).

Considerações a respeito das CPM realizadas neste
trabalho – As CPM foram realizadas utilizando-se um mi-
croscópio ótico Eclipse E200 (Nikon Corporation, Japão) com

lente de imersão com aumento de 100x em conjunto com uma
ocular de campo amplo com aumento de 10x, totalizando um
aumento de 1000x. Na porção da lâmina onde normalmente se
faz a avaliação qualitativa dos eritrócitos, na qual se observa
confinamento dos mesmos, porém sem sobreposição celular,
tanto as bordas como a porção central desta região foram
examinadas. Foram enumeradas plaquetas em cada uma das
101 extensões sanguíneas. As lâminas foram examinadas sem
o conhecimento prévio dos resultados fornecidos pelo
analisador hematológico.

Estimativa plaquetária pelo método de Fonio modifi-
cado – Diferentemente do método original que emprega sul-
fato de magnésio a 14% para evitar agregação plaquetária do
sangue obtido por punção digital,11 foram utilizadas neste
trabalho extensões sanguíneas confeccionadas a partir de
amostras de sangue total coletadas em K3EDTA. Deste pon-
to em diante foi seguida a técnica original, na qual, para se
realizar a CPM, foram enumeradas no microscópio ótico, com
aumento de 1000x, plaquetas em 1000 eritrócitos e, em  segui-
da, foi calculado o número de plaquetas da seguinte forma:
Plaquetas/µl = Número de plaquetas enumeradas x Número
de eritrócitos/µl/1000.

Estimativa plaquetária pelo método de Bárbara H.
O'Connor – Para se fazer a CPM por este método, foram
enumeradas no microscópio ótico com aumento de 1000x,
plaquetas em 10 campos e, em seguida, calculou-se o valor
médio por campo. Este valor foi multiplicado por 13000 (cons-
tante de multiplicação) para fornecer o valor estimado da
contagem de plaquetas.8

Estimativa plaquetária pelo método de Nosanchuk,
Chang & Bennett – Para se fazer a CPM por este método,
foram enumeradas no microscópio ótico com aumento de
1000x, plaquetas em 8 campos. A soma obtida foi multiplicada
por 2000 (constante de multiplicação) para fornecer o valor
estimado de plaquetas por microlitro de sangue.5

Método alternativo de estimativa plaquetária em lâ-
mina – Foram enumeradas no microscópio ótico com aumen-
to de 1000x, plaquetas em 10 campos e, em seguida calculou-
se o valor médio por campo. Multiplicou-se o valor obtido
pela hemoglobina do paciente em g/dl e em seguida multipli-
cou-se por 1000 para fornecer o valor da CPM por microlitro
de sangue.12

Análises estatísticas – Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente empregando-se o programa Excel
(Microsoft Corporation, EUA). A significância estatística dos
dados experimentais foi analisada pelo teste t presumindo
variâncias diferentes, onde valores de p ≤ 0,05 foram consi-
derados como significativos. A correlação entre os métodos
de CPM e a CAP e entre dois métodos de CPM foi realizada



Comar SR et al                                                                                                                                                     Rev. Bras. Hematol. Hemoter.

Figura 1. Correlação entre a contagem automatizada de plaquetas e os métodos manuais de estimativa microscópica da contagem de
plaquetas. n = 101 amostras

por análise de regressão, onde r ≥ 0,90 foi considerado como
bom índice de correlação. A correlação foi verificada utilizan-
do-se contagens plaquetárias altas, baixas e normais.

Resultados

A Figura 1 mostra a relação entre o numero de plaquetas
das 101 amostras contadas pelo analisador hematológico Cell
Dyn 3000 e pelos métodos manuais de Fonio, Bárbara H.
O'Connor, Nosanchuk, Chang & Bennett e método alternati-
vo baseado no valor da hemoglobina do paciente. As amos-
tras estudadas obtiveram contagens que indicaram desde
trombocitopenia a trombocitose. A análise de regressão rea-
lizada entre as metodologias forneceu o coeficiente de corre-
lação (r) e a equação de correlação (y = ax + b), onde y
corresponde ao número de plaquetas pelo método auto-
matizado e x ao número de plaquetas pelo método manual. A
letra a representa a inclinação da reta e a letra b o ponto em
que a reta cortou o eixo das ordenadas.

A Figura 2 mostra a relação entre o número de plaquetas
quantificadas em 10 campos microscópicos com aumento de
1000x utilizando oculares de campo amplo e o número de
plaquetas contadas pelo analisador hematológico Cell Dyn
3000 em amostras de sangue de 101 pacientes. A análise de
regressão linear deste grupo mostrou uma inclinação de
1317,5, ponto de interceptação do eixo y de 11176 e um coe-
ficiente de correlação linear de 0,950. Assim, a fórmula pode

Figura 2. Correlação entre o número de plaquetas enumeradas em
10 campos microscópicos com magnificação de 1.000x e a
contagem automatizada de plaquetas. n = 101 amostras

ser expressa como y = 1317,5x + 11176, onde x é o número de
plaquetas em 10 campos microscópicos e y é o número de
plaquetas contadas eletronicamente. Para derivar uma fór-
mula de trabalho prática, o fator de y = 1.380x foi selecionado.
Por exemplo, se uma extensão sanguínea de determinado pa-
ciente apresentar 250 plaquetas em dez campos microscópi-
cos, o valor estimado da contagem de plaquetas é 1.380 x 250
ou 345.000/µl. Pode-se também calcular a média dos dez cam-
pos e multiplicar por 13.800. A Tabela 1 mostra a análise esta-
tística da comparação entre os métodos manuais de CPM
com as CAP. Não se observaram diferenças estatisticamente



significativas (p ≤0,05) entre os métodos analisados pelo Teste
t e todas as correlações mostraram valores de r >0,90.

Discussão

A CPM é uma ferramenta coadjuvante extremamente
útil no exame hematológico dos pacientes, sobretudo nos
serviços de hematologia e oncologia onde contagens de
plaquetas são frequentemente solicitadas ao laboratório
antes, durante e depois das seções de quimioterapia.7 A CPM,
quando feita em uma extensão sanguínea bem confeccionada
e corada, tem provado ser facilmente praticável, acurada,
rápida e econômica para estimar a contagem de plaquetas.5

Apesar dos analisadores hematológicos de última ge-
ração proporcionarem maior precisão e exatidão para contar
plaquetas, há situações em que eles podem gerar contagens
espúrias. Independentemente da metodologia empregada pelo
analisador hematológico, seja ela impedância, método ótico
ou método imunológico, uma imprecisão na contagem pode
ser gerada, principalmente em valores abaixo de 10 x 103/µl.12

Entretanto, as maiores causas de erros nas contagens de
plaquetas podem resultar de características da amostra de
sangue como, por exemplo, contagens falsamente baixas de
plaquetas em consequência à coagulação parcial da amostra,
à agregação plaquetária devido a uma coleta difícil, quan-
tidade de anticoagulante inadequada, processos infecciosos,
indução pelo EDTA, satelitismo plaquetário, aglutininas
plaquetárias frias e plaquetas gigantes.4,14-19

A detecção de contagens de plaquetas falsamente
diminuídas através da avaliação plaquetária em lâmina é mui-
to importante, sobretudo para evitar a investigação e o trata-
mento desnecessários do paciente. Há exemplos em que a
pseudotrombocitopenia conduziu a um diagnóstico equivo-
cado de púrpura trombocitopênica idiopática e consequente
tratamento com corticosteroides, transfusão de concentra-
dos de plaquetas desnecessária e até mesmo esplenectomia.18

Quando se detectam contagens espúrias de plaquetas atra-
vés da CPM, deve-se proceder à quantificação das mesmas
por métodos alternativos que não sofram interferências. Nos
casos em que a CAP está ligeiramente diminuída e se obser-
varam agregados plaquetários na lâmina, pode-se descrever
uma observação no resultado de que a contagem de pla-
quetas, apesar da presença de agregados plaquetários, está
aparentemente normal de acordo com a avaliação microscó-
pica em lâmina. Porém, nos casos de CAP muito baixas e com
agregados plaquetários na lâmina ou microcoágulos na amos-
tra, uma recoleta deve ser solicitada pelo laboratório e uma
nova contagem deve ser realizada sem custo adicional.20

A precisão e exatidão da CAP é maior que a da CPM,
porém, quando se utilizam, nas terapias transfusionais subse-
quentes a sangramentos pós-quimioterapia e nas transfusões
profiláticas de plaquetas, limites de corte da CAP entre 5 e 20 x
103/µl, deve-se estar ciente das limitações na precisão e acurácia
das plaquetas contadas nestes patamares. Embora muitos
analisadores hematológicos estejam validados para contar
plaquetas em amostras com valores de 10 × 103/µl ou menos, a
precisão da contagem nestes níveis é frequentemente baixa,
com coeficientes de variação entre 22% e 66% e com contagens
médias que diferem sensivelmente entre instrumentos de
diferentes marcas e metodologias de contagem.28

O método mais recentemente desenvolvido para
contagem de plaquetas utiliza anticorpos monoclonais espe-
cíficos e fluorescentes contra as glicoproteínas da superfície
da membrana plaquetária, CD41 (GPIIa) e CD61 (GPIIIa), con-
juntamente com análise através de citometria de fluxo.9,31,32

Atualmente, o único analisador hematológico comercialmen-
te disponível que oferece está tecnologia é o Cell-Dyn 4000
ou Cell-Dyn Sapphire (Abbott Diagnostics, EUA). Este mé-
todo tem demonstrado ótima precisão e exatidão na conta-
gem de plaquetas, especialmente em amostras trombocito-
pênicas, e tem sido proposto pela ISLH (International Society
for Laboratory Hematology) como o novo método de refe-
rência. Apesar do ICSH (International Council for
Standardization in Haematology) ainda reconhecer a conta-
gem manual de plaquetas com contraste de fase como método
internacional de referência, o mesmo também tem adotado o
método imunológico como método de referência.28,30,32

Deve-se verificar, paralelamente à CPM, a presença de
plaquetas gigantes e agregados plaquetários grandes, pois
eles podem ser contados como leucócitos pelos analisadores
e assim gerar contagens de leucócitos falsamente elevadas e
CAP falsamente diminuídas. Também é importante averiguar
a presença de fragmentos eritrocitários, fragmentos cito-
plasmáticos de células leucêmicas, lipemia, bactérias, leve-
duras e micrócitos com volume próximo ao limite de corte ou
threshold, que é o limiar volumétrico de distinção entre
eritrócitos e plaquetas nos analisadores hematológicos, pois
estes fatores podem conduzir a resultados falsamente aumen-
tados na CAP.21-24 A avaliação microscópica das plaquetas é
igualmente importante nos pacientes com trombocitose para
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procurar evidências de uma doença mieloproliferativa.25

De um modo geral, o principal erro das estimativas
plaquetárias está em subestimar as contagens automatizadas
pelo fato de que, em altas e baixas contagens, as plaquetas
que estão sob os eritrócitos e não foram enumeradas geram
maior imprecisão. Entretanto, geralmente estas diferenças não
são clinicamente significativas a ponto de modificar decisões
clínicas para manter ou modificar certo quimioterápico ou
reavaliar a eficácia e sucesso de uma transfusão de plaquetas.5

As metodologias avaliadas neste trabalho, Figura 1 e
Tabela 1, obtiveram boa correlação estatística sugerindo que
o seu uso pode ser recomendado em pacientes com os mais
diversos valores de contagem de plaquetas. Embora a
estimativa plaquetária pelo método alternativo tenha sido
recomendada particularmente em pacientes com baixos valores
de hemoglobina, este estudo, assim como o de Malok et al.
(2007),12 encontrou valores discrepantes de estimativas
plaquetárias em pacientes com dosagens de hemoglobina
muito baixas. A análise dos dados sugeriu que valores reais
de plaquetas acima de 600 x 103/µl podem ser superestimados
pela metodologia de Nosanchuk, Chang & Bennett.5

Nosanchuk et al. (1978),5 ao desenvolverem o método
de estimativa plaquetária, avaliaram a influência do tamanho
dos campos óticos e para isso utilizaram oculares padrão e
de campo amplo. Estas, quando comparadas com aquelas,
mostraram um falso aumento nas contagens de plaquetas
normais e aumentadas; contudo, a diferença não foi notada
em contagens menores que 30 x 103/µl. Em contagens baixas,
os dois sistemas óticos subestimaram a contagem plaquetária
de referência na mesma proporção. Em contrapartida, confor-
me se aumentou a contagem de plaquetas, a superestimação
aumentou acentuadamente quando oculares de campo amplo
foram utilizadas. Este erro pôde ser compensado contando-
se oito campos visuais com oculares de campo amplo ao
invés de dez como nas oculares padrão.

Neste trabalho, a correlação entre os métodos de
Nosanchuk, Chang & Bennett e Bárbara H. O'Connor foi alta
(r = 0,992); entretanto, o valor de p, apesar de não indicar
diferenças significativas, foi o mais próximo de 0,05 dentre as
análises realizadas (Tabela 1). Isto talvez possa ser explicado
pelo fato de, neste estudo, se utilizarem oculares de campo
amplo para a realização de ambos os métodos. O método de
Nosanchuk, Chang & Bennett é padronizado para usar tais
oculares, já o método de Bárbara H. O'Connor não descreveu
o tipo de ocular empregado. Tem-se que quanto menor o
número de campos visuais contados, maior será o valor da
constante de multiplicação e vice-versa. Como no método de
Bárbara H. O'Connor se contaram mais campos visuais com
oculares de campo amplo, sugere-se que tenha ocorrido uma
maior superestimação da contagem de plaquetas que no
método de Nosanchuk, Chang & Bennett, o que ocasionou
uma maior diferença, porém não significativa, nas estimativas
plaquetárias, as quais não foram corrigidas efetivamente após
a multiplicação pela constante do método.

A Figura 2 mostra a relação entre a CAP e o número de
plaquetas contadas em 10 campos de imersão. Este proce-
dimento teve a finalidade de padronizar a técnica de CPM em
relação aos microscópios utilizados, à região de leitura das
lâminas, ao pessoal envolvido, assim como gerar um fator de
correção em relação à técnica original. Sugere-se que a deter-
minação de um fator de correção seja realizada em cada labo-
ratório com o objetivo de melhorar a precisão e a confiabili-
dade das estimativas plaquetárias em lâmina. Povall et al.
(2009)25 enumeraram plaquetas em 10 campos de 1.000x e mul-
tiplicaram a contagem por um fator igual a 109 de modo a
fornecer a estimativa de plaquetas como n/109/L. Já outro
estudo utilizou como fator para estimar plaquetas em lâminas
de sangue de gatos o valor de 19,1 multiplicado pelo valor
médio de plaquetas por campo de 1000x de modo a obter o
resultado em n x 103/µl.27

As lâminas devem ser examinadas cuidadosamente sob
aumento de 400 e 1000x para verificar a presença de agrega-
dos plaquetários, os quais geralmente se encontram no final
da extensão sanguínea.7 A CPM, baseada em 8 ou 10 campos
microscópicos, perde sua validade caso sejam notados
agregados de plaquetas em um campo, porém é valida quando
através desta observação se identifica uma causa de pseudo-
trombocitopenia. O reexame de uma amostra de um paciente
deste estudo que mostrou valor de 4 plaquetas por campo de
1000x e contagem automatizada alta revelou ter grandes agre-
gados plaquetários no final da extensão e foi omitida das
análises estatísticas.

Uma dificuldade encontrada nos laboratórios de hema-
tologia é a de se fazerem extensões sanguíneas adequadas
quando muitos profissionais estão envolvidos. Essa obser-
vação enfatiza que a realização automática de extensões san-
guíneas em lâmina com a utilização de slide makers pode
ajudar na confecção de lâminas adequadas em laboratórios
com alto volume de amostras. Deve-se também ter cuidado
ao examinar as lâminas para não confundir precipitados de
corante com plaquetas, particularmente em pacientes trombo-
citopênicos.7

Em lâminas de pacientes com contagens de leucócitos
> 100 x 103/µl observa-se uma dificuldade em se obter uma
distribuição adequada das plaquetas, pois muitas delas po-
dem ficar sob os leucócitos, tornando, desta forma, a estima-
tiva não factível.7

Neste estudo não foi encontrada nenhuma estimativa
plaquetária alta com contagem automatizada baixa. Isto pode
ser considerado como um fator de segurança para a conduta
terapêutica de pacientes em quimioterapia.

Nosanchuk et al. (1978)5 recomendam repetir conta-
gens automatizadas somente quando a CPM discordar da
CAP em mais de 100% em contagens até 30 x 103/µl, em mais
de 75% em contagens entre 30 e 60 x 103/µl e em mais de 50%
em contagens superiores a 60 x 103/µl. Este procedimento,
além de servir de controle interno da qualidade, pode reduzir
consideravelmente o número de repetições de CAP realizadas
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rotineiramente nos laboratórios, promovendo em muitos ca-
sos uma economia significativa.

Recomenda-se que a contagem automatizada de pla-
quetas e a contagem de plaquetas por microscopia sejam utili-
zadas conjuntamente, sobretudo por acrescentar mais quali-
dade e confiabilidade às contagens. Embora a estimativa pla-
quetária em lâmina não seja tão precisa como as contagens
automatizadas, ela tem se mostrado clinicamente útil.5-7,12,26,27

Abstract

The platelet blood smear is an important tool in the evaluation of
platelet disorders because it adds useful information to data provided
by hematology analyzers. Furthermore, it serves as a tool for the
internal quality control of automated counts. The aim of this work
was to compare four manual methods of estimating platelets and to
correlate the results with automated platelet counts. This study may
also assist in the validation of these methods. The methodologies
evaluated in this work were the modified Fonio method, the Barbara
H. O'Connor method, the Nosanchuk Chang & Bennett method and
an alternative method based on the patient's hemoglobin. All
methodologies had good correlation coefficients both when compared
with the other methods tested and with automated platelet counts
suggesting that their use can be recommended for the evaluation of
the platelet status of any patient. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.

Key words: Platelet blood smear evaluation; platelet count; quality
control; thrombocytopenia; thrombocytosis.
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