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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas em amostras sanguineas de cées, em diferentes
concentragbes de anticoagulante EDTA-Na, e diferentes tempos de armazenamento em temperatura entre 4 e 8°C por até
48 horas. Para isso, foram coletados 12mL de sangue por venopungéo jugular ou cefalica de 30 cées (Canis lupus familiaris),
procedentes do atendimento clinico realizados no Hospital Veterinario da UFERSA - Mossord-RN. As amostras foram distribuidas
em 4 tubos de ensaio, sendo 3 tubos contendo 50uL de EDTA-Na, para a analise hematologica, preenchidos com 1mL, 3mL e 4mL,
e o quarto tubo, para analise bioquimica, sem anticoagulante, foi acondicionado 4mL da amostra. As analises foram realizadas
durante a primeira hora, 24 e 48 horas apos a coleta. Posteriormente as anadlises, observou-se que as variaveis hematoldgicas
se mostraram estaveis ao longo do tempo e independente da concentragcdo de anticoagulante, sem diferencas significativas.
Os resultados revelaram que a relagdo sangue/anticoagulante nao interfere nos parametros do hemograma quando mantidas
em condigbes adequadas de armazenamento e processadas em analisador hematoldgico Scil Vet abc™. Quanto as analises
bioguimicas, submetidas as mesmas condi¢des de armazenamento, também se mostraram estaveis por até 48 horas. Desse
modo, conclui-se que as amostras sanguineas podem ser armazenadas entre 4°C e 8°C por até 48 horas.

Palavras-chave: Canino, EDTA, estocar, sangue, soro.

Abstract

The objective of this study was to verify hematological and biochemical alterations in blood samples from dogs, in different
concentrations of anticoagulant EDTA-Na, and different storage times in temperature between 4 and 8°C for up to 48 hours. For
this, 12mL of blood were collected by jugular or cephalic venipuncture from 30 dogs (Canis lupus familiaris), from the clinical care
performed at the Veterinary Hospital of UFERSA - Mossoré-RN. The samples were distributed in 4 test tubes, 3 tubes containing
50uL of EDTA-Na, for the hematological analysis, filled with TmL, 3mL and 4mL, and the fourth tube, for biochemical analysis,
without anticoagulant, was conditioned 4 mL of the sample. The analyzes were performed during the first hour, 24 and 48 hours after
collection. Subsequent to the analyzes, it was observed that the hematological variables were stable over time and independent
of the anticoagulant concentration, without significant differences. The results showed that the blood / anticoagulant ratio did not
interfere in the hemogram when stored under adequate conditions of storage and processed in a hematology analyzer Scil Vet
abc ™. As for the biochemical analyzes, submitted to the same storage conditions, they were also stable for up to 48 hours. Thus,
it is concluded that blood samples can be stored between 4°C and 8°C for up to 48 hours.

Keywords: Canine, EDTA, stok, blood, serum

Introducao Varios fatores contribuem para a ma qualidade das amostras

hematoldgicas, dentre eles a quantidade de sangue nos tubos
A confiabilidade dos resultados liberados por laboratérios de  de coleta, alterando a relagéo sangue/anticoagulante (OLIVEIRA
analises clinicas é primordial, uma vez que as informagbes et al., 2010). Os anticoagulantes s&o substancias quimicas
obtidas em medicina veterinaria influenciam de forma ampla  que impedem a coagulagéo sanguinea e adiam a deterioragdo
nas decisbes dos clinicos e na conduta terapéutica para seus celular, contudo estdo entre os maiores causadores de

pacientes (GUIMARAES et al., 2011). alteragdes na morfologia dos eritrécitos (ALMEIDA et al., 2012).
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O &cido etilenodiaminotetracétito (EDTA) € o anticoagulante
mais utilizado para analises hematoldgicas, pois nao interfere
na morfologia celular, conservando-a por até 24 horas quando
refrigerado adequadamente (ALMEIDA et al., 2012; THRALL
et al., 2015).

Além disso, os exames bioquimicos, analisados a partir do soro
e plasma sanguineos sao importantes ferramentas para auxiliar
no diagnostico de diversas doengas que acometem os animais
domésticos (KANEKO et al., 1997; SPINELLI et al., 2012).

A adequada interpretagdo dos resultados da analise dos
compostos bioquimicos do sangue depende de varios fatores
que abrangem a estabilidade das amostras nos testes. Esses
fatores estdo agregados ao processamento e dosagem de
alguns metabdlitos, que estdo relacionados com a dieta
alimentar, o tempo e a temperatura de armazenamento da
amostra (SPINELLI et al., 2012). Portanto, vé-se a importancia
de se padronizar um periodo e condigées de armazenamentos
para a realizacao de testes bioquimicos apoés a coleta.

Rotineiramente boa parte dos exames laboratoriais solicitados
na clinica médica veterinaria, ndo pode ser realizado, devido
a inadequagédo das amostras enviadas ao laboratério. Diante
disso, este trabalho foi proposto com objetivo de verificar as
alteragdes hematoldgicas em amostras de sangue de caes
com diferentes concentragdes de anticoagulante EDTA-Na, em
diferentes tempos de armazenamento, como também, avaliar
a influéncia do tempo de armazenamento em temperatura de 4
a 8°C, de amostras de soro de caes na determinagao sérica de
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, proteinas
totais, albumina, fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase,
ureia e creatinina, ja que alteragdes errbneas podem interferir
na conduta clinica do médico veterinario.

Material e métodos

Foram coletadas amostras sanguineas de 30 caes (Canis lupus
familiaris) de diferentes racas, adultos (a partir de um ano de
vida), com peso acima de 20 Kg, procedentes do atendimento
clinico realizados no Hospital Veterinario da UFERSA. Os
proprietarios foram informados sobre os objetivos da pesquisa
e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram coletados, de maneira asséptica, 12mL de sangue
por venopungédo jugular ou cefalica com auxilio de seringa
(DESCARPACK®). A amostra de sangue foi dividida em
4 tubos de ensaio sendo 3 tubos contendo 50 uL de acido
etilenodiaminotetracétito-sodico (EDTA-Na,) 300mmol/L
(Bioclin), preenchidos com 1mL, 3mL e 4mL e no quarto
tubo, sem anticoagulante, foram colocados 4mL da amostra
para obtencdo de soro. As coletas seguiram as boas praticas
recomendadas por Diehl e colaboradores, 2001.

As amostras foram devidamente identificadas e enviadas para
o Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital
Veterinario da UFERSA, e apds a primeira analise as amostras
foram mantidas a uma temperatura entre 4 a 8°C. Cada amostra
foi analisada trés vezes, sendo a primeira analise realizada
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durante a primeira hora (momento Oh) apds a amostragem, e
sucessivamente, em 24 e 48 horas. Para a obtengéo dos valores
de heméacias, hematdcrito, hemoglobina, plaquetas e contagem
total de leucécitos, processou-se as amostras sanguineas no
analisador hematolégico Scil Vet abc™, apds homogeneizagéo
de 15 minutos. Para avaliagdo morfolégica das células, foram
realizadas extensdes sanguineas logo apos a coleta do sangue
em EDTA-Na,, para as amostras analisadas no momento Oh,
e para as amostras avaliadas 24 e 48 horas apds a coleta,
as extensdes s6 foram confeccionadas apos atingirem a
temperatura ambiente. As mesmas foram coradas com Panotico
rapido® (Renilab, Brasil) e examinadas através de microscopia
optica em aumento de 400x e 1000x. As amostras mantidas
sob refrigeracéo por 24 e 48 horas, s6 foram processadas apos
homogeneizacao e atingir a temperatura ambiente.

Para as analises bioquimicas, as amostras sem anticoagulante
foram centrifugadas (3000 rpm, durante 2 minutos) e o soro
extraido, para posterior analise bioquimica. Os parametros ALT
(alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase),
URE (concentragao de nitrogénio uréico), PT (proteinas totais) e
albumina (ALB) foram processados no aparelho de bioquimicas
HUMAN STAR 80 (InVitro). Os parametros ALP (fosfatase
alcalina), GGT (gama-glutamiltransferase) e CRE (creatinina)
que foram analisadas no equipamento Bioplus 2000 (S&o Paulo,
Brasil), sendo utilizados kits reagentes (Vida Biotecnologia Ltda
- ME — BRASIL). A concentracao de globulinas foi obtida através
da subtragao do valor total da proteina pela concentragao de
albumina. O restante do soro extraido foi refrigerado a uma
temperatura de 4 a 8°C, para realizagdo das mesmas analises
bioquimicas em 24 e 48 horas apos a coleta.

Os dados obtidos foram dispostos na forma de média e desvio
padrdo, para cada grupo (Oh, 24h e 48h) de acordo com o
momento em que foram realizadas as analises, considerando-se
o grupo controle aquele em que as anadlises foram realizadas
imediatamente apds a coleta (momento Oh). Desta forma, foi
realizada distribuicdo inteiramente casualizada, a analise da
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade pelo programa de andlise estatistica
software R.

Resultados e discussao

As variaveis hematoldgicas mostraram-se estaveis ao longo
do tempo e independente da concentragao de anticoagulante,
sem diferencgas estatisticas significativas, mesmo 48 horas
apods a coleta da amostra. De tal modo, o hematdcrito
revelou uma variagcdo maxima de 1,8%, em relagédo a
concentracédo de anticoagulante, comparadas com o mesmo
tempo de armazenamento e de 0,7% nos diferentes tempos
de armazenamento, dentro do conjunto com a mesma
concentragcéo de EDTA-Na, (Figura 1). Portanto, a maior
diferenca foi quanto ao volume de sangue coletado e sua
propor¢gao com EDTA-Na2 e ndo com relagdo ao tempo que
este fica armazenado até seu processamento, embora néo
mostrasse diferenca estatistica.



39,9%
£7.3

39,78%
+6,99

39,37% 39,5%
+6,96 7,0

38,9%
16,7

38,41% 38,2%
+6,86 6,7

50%
45%
40%F
35%
30%}

25%F

Hematdcrito

20%f
15%

10% -

5%

40,0%
+7,1

175

Na dosagem de hemoglobina as médias
obtiveram variagdo maxima de 0,49 g/
dL entre as diferentes concentragdes de
anticoagulante e de 0,4 g/dL nos diferentes
tempos de armazenamento (Tabela 1). Quanto
a contagem de hemacias, ndo variou mais do
que 0,19 milhdes/mm?3 para a concentragdo de
anticoagulante e 0,08 milhdes/mm? ao longo do
tempo (Tabela 1).

40,4%
+71

Trabalhos anteriores também detectaram
a auséncia de alteragbes significativas nas
variaveis hematolégicas ao longo do tempo

Oh 24h 48h
16,67yl EDTA/mL sangue total

Oh 24h 48h
50uL EDTA/mL sangue total

Oh

Figura 1: Média e desvio padrédo dos valores do hematdcrito em sangue de cées com diferentes
concentragdes de EDTA-Na,, realizados em diferentes tempos ap6s a coleta (p<0,05).

24h

(FREISE et al., 2009). Em um experimento
similar, Oliveira (2009) também detectou
estabilidade dos valores de hemacias,
hematdcrito e hemoglobina ao longo do tempo

48h
12,5pL EDTA/mL sangue total

Tabela 1: Médias e desvio padrao de parametros hematolégicos de cdes em diferentes concentragcdo de anticoagulante e ao

longo do tempo de armazenamento (p<0,05)

Tempo em 0 24 48
horas
Volume de 1mL 3mL 4 mL 1mL 3mL 4 mL 1mL 3mL 4 mL
sangue/EDTA
Hemacias 6,08 £1,04 6,20+1,07 6,26 +1,08 6,061,038 6,15+1,10 6,25+1,07 6,07 £1,05 6,13+1,06 6,18 +1,05
(milhdes/mm?3)
Hemoglobina 13,50 +2,42 13,84 +2,56 13,994 +2,55 13,57 +2,36 13,86 +2,49 14,00 +2,46 13,57 +2,30 13,87 +2,48 13,6 +3,4
(g/dL)
Plaquetas 255+ 99 268 +98 262 +103 236 +99 244 +107 254 +108 230 +99 244 +107 242 +113
(mil/mm?3)

e da concentragdo de EDTA. Segundo Thrall et al. (2015),
amostras contendo excesso de EDTA, resulta em falsa redugao
do hematécrito e do VCM, quando utilizado o método de micro-
hematocrito. Deste modo, tal resultado pode ser atribuido
a metodologia adotada, bem como ao manuseio adequado
das amostras, visto que as mesmas foram acondicionadas
sob refrigeragéo durante 48 horas, o que pode ter auxiliado a
preservacao dos constituintes celulares.

Com relagéo aos resultados apresentados para contagem total
de leucdcitos (Figura 2) e plaquetas (Tabela 1), também nao

13.871

22500 :
+ga4g 13710
+6231

14.471 14.589
12.942 =6.007 +5.908
+6.037

20.000 12.285

+5,795

13.675

—— +5.399

15.000

12.500

Leucdcitos,/plL

10.000

7.500

5.000

2.500

15,

+6.857

167

foram observadas diferengas estatisticas significantes, bem
como se mantiveram dentro dos valores de referéncia, embora
a contagem total de leucdcitos tenha mostrado uma discreta
variagao das médias, ndo interferindo nos resultados do exame.
Estudos realizados por Dalanhol et al. (2010), analisando
sangue humano também obtiveram achados semelhantes para
contagem de leucécitos, ja em relacdo a contagem de plaquetas
observaram diferencga significativa tanto nas amostras avaliadas
em temperatura ambiente quanto em temperatura de 4°C, com
uma atengdo maior para o tempo de armazenamento de 72
horas, sendo atribuido a presenga de agregacao plaquetaria.

Ao avaliar a disposigao das plaquetas, verificou-
se agregacao plaquetaria nos esfregagos
sanguineos confeccionados com sangue apds
24 horas da coleta, em todas as concentragdes
de EDTA-Na, Quanto aos dados referentes
a morfologia dos leucdcitos, ndo foram
quantificados para analise no estudo.

14,964
=6.360

Hlavac (2012), também observou auséncia
de alteracdo na contagem de plaquetas em
amostras de sangue coletas com EDTA e
armazenadas a 4°C. Contudo, foi observado
maior variagcao na agregacao plaquetaria

Oh 24h 48h
16,67uL EDTA/mL sangue total

0Oh 24h 48h
50ul EDTA/mL sangue total

Oh

coleta (p<0,05)

24h
12,5ul EDTA/mL sangue total

Figura 2: Médias e desvio padrdo da contagem de leucdcitos totais em amostras de sangue
de cées em diferentes concentragbes de EDTA-Na,, realizados em diferentes tempos apos a

quando comparados os tempos Oh e 6h.
Franco e colaboradores (2007), identificaram
que amostras mantidas sob refrigeracéo
durante 12 horas, tiveram menores valores de

48h
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leucdcitos e plaquetas totais. Corroborando com nossos estudos,
ao analisar a influéncia da concentragéo de anticoagulante,
tempo e temperatura de armazenagem sobre os parametros
hematolégicos no hemograma automatizado, Oliveira et al.
(2010) observaram que amostras sanguineas, conservadas
a temperatura de 2 a 8°C por 48 horas, permaneceram em
condi¢des adequadas para analise. O que permite acreditar que
as condigdes a que foram submetidas as amostras, a partir da
coleta e durante o armazenamento, tenham contribuido para
este resultado, visto que, apds a coleta foram imediatamente
processadas, ndo passando por nenhum tipo de transporte que
inviabilizasse tal analise.

O armazenamento de amostras para dosagens bioquimicas &
considerado usual na rotina clinica veterinaria, dessa forma,
enzimas séricas necessitam de consideragdes especiais
para armazenamento. Uma regra geral é que, para maior
confiabilidade, a atividade enzimatica no soro deve ser
determinada em 24h a partir da coleta e separagéo do soro por
centrifugagdo. Ndo se recomenda arquivar material por longos
periodos para a determinagéo da atividade enzimatica no soro.
Dados sobre a estabilidade exata da atividade enzimatica
sérica, sob varias condi¢des de armazenamento, sdo dificeis
de interpretar (THRALL et al., 2015). Contudo, um quesito que
necessita ser avaliado € a padronizagdo de métodos para o
manuseio e armazenamento de amostras, pois o processamento
indevido interfere na concentragcdo das substancias podendo
ocorrer resultados inconsistentes ou conclusdes erroneas. Por
isso, a forma de armazenamento é importante para obter um
resultado final confiavel (SPINELLI et al., 2012).

Verificou-se que ao longo do tempo de armazenamento do soro,
separado do coagulo apds centrifugagao, sob refrigeragéo entre
4 e 8°C durante 24 e 48 horas, nao houve diferenca significativa
na determinagdo da enzima ALT (Tabela 2), isso pode ocorrer
porque a meia-vida sérica dessa enzima em cées € de 17 a
60 horas (THRALL et al., 2015). Segundo Rosato (2007) a
atividade sérica desta enzima nao sofreu alteragao até sete e
30 dias estocados a 25°C e 4°C, respectivamente. Entéo, as
formas de acondicionamento das amostras no estudo permitem
a estabilidade da enzima.

Os valores obtidos para a atividade sérica de AST evidenciaram
a estabilidade durante os testes (Tabela 2), resultado semelhante
ao estudo de Rosato (2007), onde ndo houve variagdo do
parametro por sete dias nas amostras de soro mantidas a 25°C;
30 dias, quando armazenadas a 4°C; 90 dias, estocadas a -4°C
ou -20°C; e apenas 15 dias, quando a -70°C. Porém, Gonzalez

Tabela 2: Médias e desvio padrdo dos niveis séricos caninos de ALT,
AST, ALP, GGT na 0Oh, 24h e 48 h apds coleta, armazenado
em temperatura variando entre 4 e 8°C (p<0,05) e valores de

e Silva (2003) descrevem que a temperatura de armazenamento
pode causar instabilidade deste analito por comprometer a
atividade desta enzima, ja que a mesma possui meia vida em
torno de 18 horas em temperatura ambiente. Com os resultados
encontrados neste trabalho pode se inferir que este analito é
estavel por até 48 horas, quando mantidos em temperatura
variando de 4 a 8°C.

De acordo com os dados estatisticos referentes a ALP n&o houve
diferengas significativas nos diferentes momentos da avaliagéo
(Tabela 2). Sendo considerados valores normais para a espécie
canina pelo método cinético, niveis séricos de fosfatase alcalina
total entre 9,4-249UI/L (KANEKO, 1997). No estudo de Rosato
(2007), a atividade sérica dessa enzima manteve-se estavel por
sete e 30 dias, quando amostras armazenadas a 25°C e 4°C,
respectivamente, e quando submetidas a congelamento, houve
estabilidade por até 90 dias. Confirmando que a concentracao
da ALP se mantem confiavel para analises posteriores a coleta,
desde que bem acondicionadas.

Sendo a GGT mais especifica, porém menos sensivel que ALP,
a determinagao concomitante das duas enzimas de indugao é
mais confiavel no diagnéstico de doengas hepato-biliar do que
medidas isoladamente (THRALL et al., 2015). Nesse estudo, a
atividade sérica de GGT nao apresentou alteragdo significativa
(Tabela 2), confirmando com Rosato (2007) que a atividade
dessa enzima se apresentou estavel por sete dias a 25°C e
por 15 dias a 4°C.

Os dois principais tipos de proteinas sao albumina e globulinas,
sendo a albumina a mais abundante (THRALL et al., 2015).
No presente estudo, verificou-se que a média dos valores de
proteina foi superior aos valores normais indicados por Meyer
et al. (1995) e Kaneko et al. (1997), que consideram dentro da
normalidade o intervalo de 5,4 a 7,7 g/dL (Figura 3).

A concentracao sérica de proteina manteve-se estavel durante
este experimento, corroborando com os dados obtidos por
Rosato (2007) onde, as amostras de soro foram mantidas por
25°C e 4°C durante sete dias e permaneceram inalteradas. Do
mesmo modo, a albumina nao apresentou alteragdes, sendo
possivel o armazenamento sem modificagao significativa dos
resultados (Figura 3).

Os niveis de ureia sérica ndo apresentaram diferenca significativa
(Tabela 3) sendo o0 mesmo observado por Rosato (2007)
utilizando soro estocado a 4°C por até 15 dias para a espécie
canina. Todavia, esses mesmos autores verificaram que a 25°C
o analito em questéo apresentou instabilidade apds 8 horas da
coleta. No estudo de Fernandes et al. (2001) foi constatado que
amostras poderdo ser analisadas até 24h ou mais,
quando mantidas em temperatura ambiente (25°C)
ou por 30 dias ou mais na temperatura entre 2 e 8°C,
sendo o soro mais estavel que o plasma em todas as

referéncia condicdes de estoque estabelecidas.

Horas 5 o 4 Valores de Qs niveis de' crgaltinir!a também n&o apresentaram
Analitos Referéncias diferenga significativas (Tabela 3). S~egundo
ALT (UL 64211 3962119 3841128 173" Fernandes et al. (2001) e Rosato (2007), néo foram

(UIL) A e e ) observadas alteragbes deste metabdlito quando as
AST (UI/L) 3451+£103  382+95  394x106 21-45* amostras foram refrigeradas (2 a 8°C) até 30 dias
ALP (UI/L) 145,7 £ 80,7 163,9 £ 79 170,1+£ 79,3 9,4-249* apos a coleta.

GGT (UIL) 81+58 9,6 £6,6 94+63 1,3-10" Formas de armazenamento s&o fatores conhecidos

* (KANEKO et al., 1997)
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por interferir os niveis aferidos, porém muitos relatos
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nao sao consistentes, e variam de decréscimo,
nao alteragdo ou acréscimo na concentragao
de substancias (DEVANAPALLI et al., 2002).
De acordo com Russel e Roussel (2007), a
estabilidade dos analitos varia, mas a maioria
é estavel em temperatura de refrigeragéo (4°C)
por 24 a 36 horas, e, se um prazo mais longo
for necessario antes que a amostra possa ser
processada, o soro pode ser congelado a -20°C.
Porém, no nosso estudo, pode-se constatar que

esse tempo pode ser prolongado para 48 horas,
sem alteragdes significativas das substancias
analisadas.

PT Oh PT 24h PT 48h ALB Oh ALB 24h

Figura 3: Média e desvio padréo dos niveis séricos caninos de PT e ALB na Oh, 24h e 48h
apos coleta, armazenado em temperatura variando entre 4 e 8°C (p <0,05).

Tabela 3: Média e desvio padrédo dos niveis séricos caninos de CRE e URE
na Oh, 24h e 48 h apds coleta, armazenado em temperatura
variando entre 4 e 8°C (p <0,05) e valores de referéncia

Conclusoes
ALB 48h

As amostras sanguineas obtidas de caes, quando
conservadas em EDTA-Na,, nas concentragbes
estudadas, armazenadas em temperatura de
refrigeracdo e processadas em analisador
hematoldgico até 48 horas apds a coleta,
ndo apresentaram alteragdes significativas
nas analises quantitativas eritrocitarias, na

plaguetometria e da leucometria global.

Horas Valores de
. Oh 24h 48h L . - L
Analitos Referéncia Analitos séricos permaneceram estaveis quando
CRE (mg/dL) 0.98+019 1014014 102+018 0.5-15% o soro foi armazenado a temperatura entre 4°C e
' ' ' ’ ' ' o 8°C, até 48 horas apo6s a coleta, conferindo uma
URE (mg/dL) 31,62+8,8 31,72+ 8,6 32,67 +8,9 21,4-60*

maior seguranca ao clinico que necessitar estocar

* (KANEKO et al., 1997).
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