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RESUMO

OLIVEIRA, Aécio Carlos de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro, 2009.
Influéncia da concentracdo do EDTA, tempo e temperatura de armazenagem sobre
parametros hematol6gicos de cdes no hemograma automatizado e manual. Orientador:
José¢ Dantas Ribeiro Filho. Co-orientadores: Jos¢ Domingos Guimardes e Jos¢ Otavio do
Amaral Corréa.

O estudo teve como objetivo identificar os efeitos do tempo, da temperatura de
armazenamento ¢ do excesso de anticoagulante sobre parametros hematoldgicos de caes.
Foram utilizadas amostras do sangue de dez cdes de racas variadas, clinicamente higidos. As
aliquotas foram colhidas com 1,8 mg, 3,6 mg, 7,2 mg e 144 mg de 4cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) por mL de sangue, distribuidas em dois grupos: de 2°C a
8°C e temperatura ambiente.Apds a coleta, foram avaliadas em quatro tempos: 0, 12, 24 ¢ 48
h. Usando um contador automatico de células, foram avaliados leucocitos, hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), indice de
anisocitose eritrocitaria (RDW), plaquetas, plaquetocrito (PCT), volume plaquetdrio médio
(VPM) e indice de anisocitose plaquetaria (PDW). Simultaneamente a analise realizada no
contador automadtico, foi determinado o hematocrito, por meio da técnica do micro-
hematocrito. Também se procedeu a dosagem da hemoglobina com espectrofotometro,
contagem global de leucocitos, em cadmara de Neubauer, e contagem diferencial de leucocitos
por microscopia de esfregagos corados, além da dosagem da proteina plasmadtica, por
refratometria. Na analise com contador automatico, o VCM diminuiu nas maiores
concentragdes de EDTA (7,2 mg/ml e 14,4 mg/ml) atingindo o maximo de 2,36%, na maior
concentragdo. A temperatura e o tempo também influenciaram este pardmetro, que apresentou
decréscimo no tempo de 12 horas, temperatura de 2°C a 8°C e aumento nos tempos 24 horas e
48 horas, na temperatura ambiente (p<0,05). HCM sofreu alteragdes com relagdo ao tempo e a
temperatura ¢ a CHCM, com relacdo ao tempo, a temperatura e a concentracdo de EDTA
(p<0,05). O VPM e o PDW apresentaram discreto aumento, ao longo do tempo. A
temperatura de conservacao influenciou discretamente a contagem de leucdcitos e eritrocitos,
que apresentaram valores menores na temperatura ambiente. Hemoglobina, hematocrito,

plaquetas e PCT ndo apresentaram altera¢do significativa. As alteracdes observadas, ndo
xi



comprometeram os resultados obtidos no contador automatico, mostrando que as amostras
sanguineas, conservadas por dois dias, se mantiveram em boas condig¢des para processamento,
principalmente quando armazenadas sob refrigeracdo. Nos dados obtidos sem automagdo, o
hematocrito diminuiu de forma significativa com o aumento da concentragdo de EDTA
atingindo na maior concentracdo um decréscimo médio de 25,35%. O tempo também
influenciou o hematocrito, que apresentou aumento (p<0,05) no tempo 48 horas. O fator
tempo influenciou positivamente a proteina, que teve um aumento médio de 11%, no tempo
48 horas. A proteina também foi influenciada pela concentracdo de EDTA, apresentando
aumento consideravel em seu valor médio, na concentracdo 14,4 mg/mL de sangue. Na
contagem diferencial a microscopia Optica foram detectadas alteracdes no numero de
neutrofilos e mondcitos, com relacdo ao tempo e a concentragdo de EDTA (p<0,05). A
contagem de bastonetes sofreu alteragdes mais significativas, relacionadas com o tempo e a
temperatura (p<0,05). Leucdcitos, hemoglobina, linfécitos, eosindfilos e basofilos nao
apresentaram alteracao relevante (p<0,05). O decréscimo do hematdcrito nas amostras com
alta concentragdo de EDTA demonstrou a importancia da relagdo sangue/EDTA para a

qualidade do hemograma, com a utilizagdo da técnica do micro-hematdcrito.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Aécio Carlos de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, december, 2009
Influence of the concentration of EDTA, time and temperature of storage on
hematological parameters of dogs in count blood cells automated and manual. Adviser:
José Dantas Ribeiro Filho. Co-advisers: Jos¢é Domingos Guimardes and José Otavio Amaral
Correa.

The study aimed to identify the effects of time, temperature of storage and excess of
anticoagulant on hematological parameters of dogs. Blood samples of ten, clinically healthy
dogs, of different breeds were utilized. Aliquots were taken with 1.8 mg, 3.6 mg, 7.2 mg and
14.4 mg of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) per mL of blood, divided into two
groups: 2°C to 8°C and room temperature. Right after collection, they were evaluated in four
times: Oh, 12h, 24h and 48 h. White blood cells, red blood cells, hemoglobin, hematocrit,
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), red cell distribution width (RDW) platelet, thrombocrit
(PCT), mean platelet volume (MPV) and platelet distribution width (PDW) were evaluated in
the automatic cell counter. Hematocrit was determined using the microhematocrit technique,
simultaneously with the analysis carried out in the automatic blood cell counter. The
hemoglobin determination in the spectrophotometer, the total leukocyte count in the Neubauer
chamber, the leukocyte count by microscopy of stained smears and the plasma protein dosage
by refractometry were also done. In automatic cell counter analysis, the MCV increased
significantly in higher concentrations of EDTA (7.2 mg / ml and 14.4 mg / mL) peaking at
2.36%, in the highest concentration. Temperature and time also influenced the MCV, which
showed a decrease in time 12 hours, in the temperature of 2 ° C to 8 ° C and an increase in
time 24 hours and 48 hours at room temperature. MCH showed minor changes related to time
and temperature and MCHC, related to time, temperature and EDTA. MPV and PDW showed
a slight increase over time. Storage temperature influenced slightly in the leukocytes and
erythrocytes counts, which showed lower values at room temperature. Hemoglobin,
hematocrit, platelet and PCT did not change significantly. The changes observed did not
compromise the results obtained automatic cell counter, showing that the blood samples
stored for two days remained in good condition for processing, especially when stored under
refrigeration. In the data obtained without automation, the hematocrit decreased significantly

with the increasing concentration of EDTA: in the highest concentration (14.4 mg of EDTA
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per mL of blood), it showed an average decrease of 25.35%. The time also affected the
hematocrit, which increased (p<0.05) in 48 hours time. The time factor has positively
influenced the protein, which had an average increase of 11% in 48 hours time. The protein
was also influenced by the concentration of EDTA, with considerable increase in the average
value, in the concentration of 14.4 mg/mL of blood. In the differential count, made by
microscopy, small changes in the number of neutrophils and monocytes were detected, related
to time and the concentration of EDTA. Rods counting suffered the most significant changes
related to time and temperature. WBC, hemoglobin, lymphocytes, eosinophils and basophils
did not present relevant changes. The hematocrit decrease in the samples with high
concentration of EDTA demonstrated the importance of the blood / EDTA proportion to the

quality of the blood count, using the microhematocrit technique.
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1. INTRODUCAO

O hemograma (do grego: haemo, sangue e grama, escrito) ¢ uma maneira facil, pratica e
econdmica de se obter informagdes valiosas sobre a saide do paciente. Fornece dados
importantes, para direcionar a utilizagao de exames mais especificos que, em conjunto com a
clinica, sd3o de suma importancia para o diagnostico preciso e confidvel (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

O hemograma constitui um importante exame de auxilio diagnostico e prognostico, para
doencas hematoldgicas e sistémicas, em medicina humana e veterinaria. Rotineiramente ¢
indicado para avaliagdo de anemias, neoplasias hematologicas, reagdes infecciosas e
inflamatorias, acompanhamento de terapias medicamentosas e avaliacdo de distirbios
plaquetérios. Fornece dados para classificagdo de anemias, de acordo com alteragdes na
forma, tamanho, cor e estrutura das hemacias e conseqiliente direcionamento diagnostico e
terapéutico. Orientando na diferenciagdo entre infec¢des virdticas e bacterianas, parasitoses,
inflamacdes, intoxicacdes e neoplasias, por meio de contagem global e diferencial de
leucocitos e de sua avaliagdo morfoldgica. A avaliagdo quantitativa e morfologica das
plaquetas sugere o diagnostico de patologias congénitas e adquiridas (PARDINI, 2004/2005).

Pela sua enorme importancia, o controle de qualidade das amostras na rotina
laboratorial e na pesquisa deve ser rigoroso e continuo, para que os resultados obtidos sejam
confiaveis e representem fielmente o quadro hematologico do espécime em analise, no exato
momento da coleta. No hemograma s3o avaliadas trés populagdes celulares: os leucdcitos
(série branca ou leucograma), as hemacias (série vermelha ou eritrograma) e as plaquetas
(série plaquetéria). O leucograma compreende a contagem global e diferencial de leucocitos.
As células normais do sangue periférico que constituem o leucograma sdo: neutrdfilos
segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos. O eritrograma inclui a contagem
de hemacias, a dosagem de hemoglobina, o hematocrito, o célculo do volume corpuscular
médio (VCM), da hemoglobina corpuscular média (HCM), da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e do indice de anisocitose eritrocitaria (RDW), que indica
variagdo de tamanho e a avaliagdo morfoldgica das hemacias. A série plaquetdria inclui a
contagem e a avaliagdo morfologica das plaquetas (FAILACE, 2003). O VCM ¢ considerado
o indice hematimétrico mais importante para o diagndstico correto das anemias (RAPAPORT,

1990). A técnica do micro-hematdcrito se mostra bastante precisa, com um erro de 1% a 2%



enquanto a contagem de hemadcias, na camara de Neubauer, pode apresentar um erro de 8,8%
(FERREIRA NETO, 1978).

No Laboratério Clinico do Departamento de Veterindria, da UFV, normalmente sdo
realizados mais de trés mil hemogramas por ano, atingindo no ano de 2008, 3.508. Sendo o
exame mais solicitado, uma vez que, de todo animal atendido no Hospital Veterinario do
DVT, ¢ requerido o hemograma completo.

Diariamente, dentre as amostras de sangue total colhidas com EDTA e encaminhadas
ao Laboratério Clinico do DVT/UFV, que por vezes apresentam volumes minimos para a
execucdo do hemograma, devido as dificuldades de coleta, dentre as quais se destacam:
inexperiéncia do coletor, agressividade do animal e tamanho reduzido de algumas ragas e
filhotes. Como existe uma relagdo ideal sangue/anticoagulante e os tubos sdo padronizados
com uma quantidade fixa de EDTA, percebe-se que boa parte dos hemogramas ¢ executada
com amostras preparadas de maneira inadequada, ou seja, com excesso de anticoagulante.
Também se observa com freqiiéncia a chegada de amostras “velhas”, coletadas em finais de
semana, em outras localidades ou a campo, durante aulas praticas, realizadas em locais e
horarios que ndo permitem o envio e o processamento das mesmas no mesmo dia. Estas
amostras muitas vezes sdo conservadas sob temperatura ambiente, por grandes periodos de

tempo, o que pode comprometer a qualidade do resultado dos hemogramas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

De uso corrente como anticoagulante de amostras sanguineas, o excesso de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) pode ocasionar diminui¢do do hematocrito e do volume
corpuscular médio, além de aumentar a concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) sem interferir no resultado da concentracio de hemoglobina (DOYLE, 1967;
PENNY et al., 1970). Em amostras de sangue conservadas sob refrigeracdo por 24 horas, nao
ha alteracdo nos valores do hematocrito, da hemoglobina e na contagem de células. O contato
prolongado do sangue com o EDTA pode causar nos leucdcitos: clareamento, manchas
citoplasmaticas e até lise. (SCHALM et al., 1986). Segundo o manual de exames do Instituto
Hermes Pardini, Divisdo Veterindria, as amostras de sangue para hemograma permanecem
viaveis por 72 horas, quando refrigeradas entre 2°C e 8°C. Segundo o fabricante de tubos
Vacuette®, as amostras de sangue com EDTA, em temperatura ambiente, permanecem
vidveis por 24 horas. O acondicionamento de um dia para outro, leva a um pequeno aumento
do volume corpuscular médio (VCM), o que ndo ¢ significante, pois permanece similar ao
VCM do sangue acondicionado em geladeira (LAWRENCE, et al., 1975). Amostras
sanguineas velhas podem provocar aumento do VCM e diminui¢ao da MCHC (KERR, 2003).
O aumento do teor de lipideo, bilirrubina e hemoglobina pode resultar em valor de proteina
plasmatica falsamente elevada, quando obtido por refratometria (LASSEN, 2007).

Segundo ALMEIDA (2008), as alteragdes mais frequentes apds a coleta, causadas pela
relacdo com anticoagulante e tempo de conservacao sdao: aumento do VCM e da fragilidade
osmotica dos globulos vermelhos, degeneracao de neutrofilos e mondcitos, evidenciada pela
presenca de vacuolos no citoplasma, e lobulagdo dos nucleos. Para evitar essas alteracdes, ¢
necessario que o material seja examinado ou preparado para o exame o mais rapido possivel.
No caso do EDTA, o material deve ser analisado em até seis horas. Se houver necessidade de
uma espera maior, ¢ recomendado que o material seja acondicionado em geladeira a 4°C. O
sangue deve ser homogeneizado suavemente para nao produzir lise das células.

Um erro no hematocrito ¢ aquele causado por excesso de EDTA. O valor do
hematocrito se mostrara falsamente diminuido, devido a contracdo celular, mas a
hemoglobina e as contagens celulares nao estardo alteradas. A duracdo e a velocidade
adequadas da centrifugacdo sdo essenciais para a obtencdo de um hematdcerito correto. Na
centrifugagdo, uma pequena quantidade de plasma ¢ retida entre as heméacias que contribuem
com 1% a 3% no valor do hematdcrito, em um sangue humano normal, sendo este valor
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ligeiramente maior nas anemias macrociticas, nas esferocitoses € nas anemias hipocromicas.
Outras causas de erro na mensura¢do do hematdcrito sdo a homogeneizag¢ao inadequada do
sangue e a leitura incorreta do volume de células e de plasma, quando se inclui no volume
eritrocitario a camada de leucocitos (MORRIS, 2008).

WEISER (2007) faz algumas consideragdes sobre procedimentos pré-analiticos e
efeitos da temperatura de conservagdo e do excesso de EDTA sobre as amostras sanguineas
como: esfregaco sanguineo seco, ao ar livre, preserva a morfologia celular para exame
posterior; a refrigeragdo do tubo de sangue auxilia na preservagdo dos componentes celulares,
mensurados por contadores de células automatizados; amostra de sangue armazenada sob
temperatura ambiente ou acima dela, pode levar ao aumento artificial do VCM e do
hematocrito pela tumefagdo celular; congelamento do sangue pode causar lise celular, por isto
ndo deve ser usado como método de preservagdo e o preenchimento incompleto do tubo
resulta em excesso de EDTA, provocando crenagdo osmdtica de hemacias, o que sugere uma
falsa diminui¢ao do hematocrito e do VCM, quando se utiliza a técnica do micro-hematocrito
(WEISER, 2007).

A natureza fisiopatologica da pseudotrombocitopenia, induzida por EDTA, ndo ¢ bem
conhecida. No entanto tem-se proposto que auto-anticorpos presentes no plasma reconhecem
e se ligam a um epitopo da glicoproteina 1lb (GPIIb), integrante do complexo GPlIb/llla da
superficie plaquetéria, promovendo aglutinagdo das plaquetas. Este epitopo somente € exposto
na presenca do EDTA. A fisiopatologia da producdo de tais anticorpos ¢ desconhecida e a
presenga deles no plasma ¢ flutuante, podendo-se alternar periodos em que se detecta ou ndo a
trombocitopenia. Ja  foram  identificados  varios  anticorpos  envolvidos na
pseudotrombocitopenia induzida por EDTA. Dentre eles se destacam as imunoglobulinas das
classes G (IgG), M (IgM) e A (IgA). Esses anticorpos reagem melhor em temperaturas
inferiores a temperatura ambiente (DUSSE et al., 2004).

Em estudo experimental com cdes saudaveis e com caes doentes, MEDAILLE et al.
(2006) utilizaram 154 amostras de sangue total com EDTA, as quais foram analisadas em
contador automadtico, logo apds a coleta, e com 24 e 48 horas de conservacdo. Todas as
variaveis analisadas apresentaram diferenca significativa, mas poucos resultados chegaram a
ser considerados inadequados, visto que as alteragdes foram pouco expressivas. Foram
observadas variagdes na leucometria global e nas plaquetas e aumento constante no VCM
com o passar do tempo. Os referidos autores reforcaram a necessidade de se conhecer as
variagdes provocadas pela agdo do tempo sobre as amostras, para que ndo ocorram equivocos
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na interpretacdo dos resultados, principalmente daqueles que se encontram em condigdes
limitrofes.

ROCHA et al. (2001), avaliando sangue humano em analisador automatico de células,
concluiram que ndo foram significativas as diferencas entre os resultados obtidos em diversos
tempos de andlise (Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h e 12h), apos a colheita, nos valores de: leucocitos,
hemaécias, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM, RDW, plaquetas, volume
plaquetario médio, neutrofilos, linfocitos, eosinofilos e basofilos.

Em um ensaio experimental realizado por LIPPI et al. (2005), foram avaliados 21
parametros hematoldgicos, em 25 amostras de sangue de ciclistas, duas horas e 24 horas apds
a coleta, conservadas a 4°C. Foram detectados aumentos significativos nos seguintes
parametros: hematocrito, VCM, porcentagem de macrocitos, plaquetas e volume plaquetério
médio (VPM). J& a porcentagem e contagem de reticulocitos € o conteudo médio de
hemoglobina do reticulocito (Chr) diminuiram (p<0,05). As variagdes ocorridas foram
modestas e ficaram, quase sempre, dentro da margem clinicamente aceitavel.

Foi observada alteragdo significativa no VCM de amostras sanguineas de cordao
umbilical de recém nascidos, coletadas com EDTA, apds armazenagem por mais de 24 horas
em temperatura ambiente. As alteragdes acentuaram-se nos tempos 48 e 72 horas. Nas
amostras conservadas a 4°C, mesmo apds 72 horas, ndo foi constatado aumento nos valores
do VCM (FREISE et al., 2008).

Estudo realizado com trinta cdes da raca beagle determinou a influéncia do excesso de
EDTA nos parametros hematologicos. Utilizaram-se para coleta do sangue total, tubos com
vacuo, com dois volumes sanguineos: nos tubos com 3mL, manteve-se a relagdo ideal de 1,8
mg de EDTA/mL de sangue, enquanto nos tubos com ImL houve elevacao desta relacdo para
54 mg de EDTA/mL de sangue. As amostras foram observadas em equipamento com
software especifico e, a seguir, os dados obtidos foram analisados. Os resultados mostraram
diminuicdo do hematécrito e do VCM e aumento no CHCM. Nao foram observadas

alteracdes na contagem diferencial de leucocitos (NEMEC et al., 2005).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi verificar, sob condi¢cdes variadas de coleta e
processamento das amostras, a ocorréncia de alteragdes causadas pelo excesso de
anticoagulante, temperatura e tempo de conservagdo e a influéncia destas afetando o resultado
do hemograma e comprometendo sua interpretacdo e uso como suporte a conduta clinica e

terapéutica adotada.

3.2 Objetivos Especificos
e Verificar as alteragdes causadas pela concentragdo de EDTA, tempo e
temperatura de armazenamento, em cada pardmetro hematologico de forma
isolada.
e Comparar as alteracdes nos processos automatizado e manual na contagem
global de leucdcitos na dosagem de hemoglobina e no resultado do hematdcrito.
e Verificar as alteragdes ocorridas na contagem diferencial e na mensuracdo da

proteina plasmatica.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados dez caes adultos higidos (seis machos e quatro fémeas) de peso, idade
e ragas variadas. Os animais foram selecionados, a partir da clientela de clinicas particulares
da cidade de Vigosa, MG, e da rotina de atendimento do setor de Clinica e Cirurgia de Caes e
Gatos do Hospital Veterinario do Departamento de Veterinaria da UFV, de acordo com a
disponibilidade e autorizacao do proprietario.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica da Universidade Federal de

Vicosa e registrado na institui¢dao sob o n® 505542577.

4.2. Coleta e Preparo das Amostras

A coleta e o processamento das amostras foram realizados entre os meses de marco
e maio de 2009.

Apos antissepsia, as amostras foram colhidas por venipuncdo da jugular, onde foi
introduzido um cateter, acoplado as seringas e aspirado o sangue. Para este procedimento
foram usadas seringas com capacidades diferentes (10, 5, ¢ ImL) para o preenchimento dos
28 tubos plasticos' marcados com pincel indicando o volume correto a ser coletado. A coleta
foi realizada com uma equipe de oito pessoas, que trabalharam sincronizadas para que o
tempo entre a aspiracdo do sangue pela seringa e a homogeneiza¢do das amostras nos tubos

fosse o menor possivel, evitando assim a coagulagao.

4.3. Grupos Experimentais
De cada animal, foram colhidas amostras sanguineas, as quais foram separadas em dois

grupos: Grupo TA (temperatura ambiente) e Grupo 2°C a 8°C (temperatura de 2°C a 8°C).

! Vacuette do Brasil LTDA, Campinas



4.4. Relagéo Sangue/Anticoagulante

Em ambos os grupos, as aliquotas de 0,25; 0,5; 1; e 2mL de sangue foram colhidas em
tubos contendo 3,6mg de EDTA levando as seguintes concentragdes de EDTA:

A. 0,25mL — 14,4mg/mL de sangue

B. 0,5mL — 7,2mg/mL de sangue

C. ImL — 3,6mg/mL de sangue

D. 2mL — 1,8mg/mL de sangue

4.5. Tempo das Avaliacbes Laboratoriais

Em ambos os grupos, as amostras foram avaliadas em quatro tempos:

TOh: imediatamente apds a coleta

T12h: 12 horas apds a coleta

T24: 24 horas ap0s a coleta

T48h: 48 horas ap0s a coleta

Cada tubo foi aberto e manipulado uma tnica vez, no tempo da respectiva analise. A
temperatura de 2°C a 8°C foi monitorada com termdmetro de mdxima e minima,
permanecendo na faixa citada, com a geladeira sendo aberta somente nos momentos de
realizagao das analises, para retirada das amostras. A temperatura ambiente oscilou entre 22°C

e 30°C.



4.6. Distribuicdo das amostras de sangue por concentragdo de EDTA, tempo e

temperatura de armazenagem (por animal).

Temposde | Q 12 24 48 Total
armazenage

m em horas

Concentracéo 144 |72 |36 |18 (144 |72 |36 |18 |144 |72 |36 |18 | 144 |72 |36|18
de EDTA em
mg/mL de

sangue

Temperatura: 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
2°C ag°C

Temperatura: 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16

Ambiente

Ndmero de 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 28

amostras

Volume de 025 105 | 10|20 |05 1,0 { 2,0 | 40| 05 1,0 { 2,0 | 40 | 0,50 1,0 { 2,0 | 4,0 | 26,25

sangue em mL

4.7. Analises Laboratoriais

As amostras sanguineas apds homogeneizagdo manual, por inversdo suave do tubo por
um periodo de um minuto, foram analisadas com contador hematoldgico automatico?, para a
mensuracdo dos seguintes parametros: leucocitos/ul, hemacias/uL, hemoglobina (g/dL),
hematocrito (%), volume corpuscular médio (fL), hemoglobina corpuscular média (pg),
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (%), indice de anisocitose eritrocitaria
(RDW), plaquetas/pL, plaquetocrito (%), volume plaquetirio médio (fL) e indice de
anisocitose plaquetaria (PDW). Para contagem diferencial os esfregacos sanguineos foram
confeccionados manualmente ¢ corados com métodos para colora¢do rapida em hematologia,
tipo pandtico® conforme orientacdo do fabricante. A dosagem de hemoglobina realizada com
espectrofotometro modelo Celm E-225D" de acordo com as instrugdes do fabricante do Kit.

Os leucocitos foram contados em camara de Neubauer, sendo o hematocrito determinado pela

2 Human do Brasil, Itabira - MG

3 Newprov produtos para laboratério, Pinhais - PR

* Celm E-225D, CELM - Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos Barueri - SP




técnica do micro-hematocrito, segundo SCHALM et al. (1986), e a mensuragdo das proteinas
plasmaticas por meio de refratometria com o uso do equipamento modelo Clinical
refratometers n® 140°. Os esfregagos foram analisados por microscopia de luz, para contagem

diferencial de leucocitos.

4.8. Analise Estatistica

Os dados foram arranjados em um esquema fatorial, em razdo de duas temperaturas de
estocagem (ambiente e 2°C a 8°C), quatro concentragdes de EDTA e quatro tempos de
avaliagdo (Oh, 12h, 24h e¢ 48h apds coleta). Para proceder a analise dos dados, foram
realizadas a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com
probabilidade de 5% de erro. Foram verificadas as interagdes entre tempo de estocagem e
tempo de avaliacdo, Onde ndo houve intera¢do, os dados foram descritos separadamente
Antes das analises, os dados foram submetidos aos testes de Lilliefors e Cochan e Bartlett,
para verificar a normalidade dos dados, e a homocedasticidade das varidncias entre
tratamentos. Quando ndo foram atendidas as premissas da ANOVA, os dados foram
submetidos a andlise ndo paramétrica e a média testada pelo teste de Kruskal-Wallis ou
Wilcoxon. A estatistica descritiva foi efetuada para todos os parametros estudados (média e

desvio padrao).

> Fuji Optical Eletronics Co. LTD, Tokyo, Japio

10



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Influéncia da concentracdo de EDTA, tempo e temperatura de armazenamento

sobre parametros hematoldgicas de amostras sanguineas de cées.

5.1.1. Eritrograma

Houve alteragdo nos valores de: eritrocitos, VCM, HCM e CHCM (p<0,05). A
concentracdo de EDTA e o tempo de armazenagem ndo influenciaram a contagem de
eritrocitos, nem houve interacdo deles com a temperatura. A temperatura de conservagao
influenciou o resultado da contagem de eritrocitos que foi menor nas amostras conservadas

em temperatura ambiente como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo dos eritrocitos de sangue total canino, conservado em

diferentes temperaturas.

Parametro Temperaturas
2°Ca 8°C Temp. ambiente
Eritrocitos (10%/uL) 6,76 + 1,134 6,44 + 1,14°

Nota: Médias e desvios, seguidos por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste F.

Esse decréscimo se deveu a lise das hemadcias durante o periodo de conservagao,
considerando-se o aumento da temperatura das amostras como provavel fator determinante da
fragilidade eritrocitaria. Entretanto outros autores em condigdes semelhantes, (COHLE et al.,
1981; HIRASE et al.,, 1992; FREISE et al., 2008), analisando sangue humano, nao
evidenciaram diferenca significativa no niimero de eritrocitos em amostras mantidas sob

refrigeracdo e temperatura ambiente por 48 horas.

Como expresso na tabela 2, o VCM apresentou um decréscimo nas duas maiores

concentragoes utilizadas de EDTA (7,2mg/mL e 14,4mg/mL).

11



Tabela 2 — Médias do volume corpuscular médio (VCM) e da concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) de sangue total canino, conservado em diferentes concentragdes

de EDTA.

EDTA (mg/ml)
Parametro 1,8 3,6 7,2 14,4
VCM (fL) 69,15 68,24"P 67,60° 67,52°
CHCM (%) 34,14° 34,7248 35,124 34,568

Meédias seguidas por letras iguais € na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.

Entretanto, ndo foi observada intera¢do entre a concentragdo de EDTA e o tempo ou a
temperatura de conservacdo das amostras de modo que a diminui¢do do VCM foi ocasionada
pela crenagao osmotica das hemacias decorrente do excesso de EDTA. NEMEC et al. (2005)
também evidenciaram diminui¢do do VCM em amostras com alta concentragdo de EDTA
(5,4mg/mL de sangue). No estudo dos referidos autores, os valores do VCM reduziram de
74,4+1,1fL para 65,4+3,0fL, diferenca de 11,9% sendo superior aos 2,36% de reducdo no
presente estudo, quando se utilizou 14,4mg de EDTA por mL de sangue..

No presente estudo, o tempo e a temperatura de armazenamento também

influenciaram o VCM, ocorrendo interagdo entre os dois (tabela 3 e Figura 1).
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Tabela 3 — Médias de volume corpuscular médio (MCV), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) e hemoglobina corpuscular média (MCH), de sangue total
canino, de acordo com a temperatura de conservacdo ¢ medidas nos tempos Oh, 12h, 24h e
48h.

Tempo em horas

Temperatura 0 12 24 48
VCM (fL) 2°C a 8°C 66,85 66,36 67,57 68,3248
Ambiente 66,85 65,935 69,62 73,6045
HCM (pg)  2°Cas8°C 22,90 22,88%° 22,95%° 23,16™°
Ambiente 22,90 23,90 24,954 24,914
CHCM (%)  2°Ca8°C 34,33% 34,49 33,99"° 33,94
Ambiente 34,335 36,26 35,88 33,94%

Nota: Médias seguidas por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de
Tukey. Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma coluna e pardmetro, ndo diferem entre si

(p>0,05), pelo teste F.
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Figura 1 - Médias de volume corpuscular médio (VCM), concentragio de hemoglobina corpuscular média
(MCHC) e hemoglobina corpuscular média (HCM), de sangue total canino, de acordo com a temperatura de
conservagdo medidas nos tempos Oh, 12h, 24h e 48h, em amostras com diferentes concentra¢cdes de EDTA.
VCM=volume corpuscular médio em Fentolitros, HCM=hemoglobina corpuscular média em Picogramas e

CHCM= concentragdo de hemoglobina corpuscular média em %.

Na temperatura 2°C a 8°C, o VCM apresentou diminui¢do (p<0,05) no tempo 12h.
Esta redugdo pode ser explicada pela crenagdo osmotica dos eritrocitos. Na temperatura
ambiente, 0 VCM permaneceu sem alteracdes significativas durante as 12 primeiras horas,
mas aumentou significativamente apds a 24* hora. Esse acréscimo possivelmente foi
determinado pela tumefacdo celular, que ocorre em amostras mantidas sem refrigeracdo por
longos periodos. Na comparagdo entre as duas temperaturas, os resultados do VCM
permaneceram sem diferenca estatistica nos tempos 0 e 12h, mas apresentaram diferenca
(p<0,05) nos tempos 24 e 48h, com valores maiores na temperatura ambiente. Este aumento
no VCM, com o passar do tempo, foi ocasionado também pela tumefagdo celular,
corroborando os dados obtidos, em caes, por MEDAILLE et al. (2006) e em humanos por
LAWRENCE et al. (1975), COHLE et al. (1981), MORAG (2003), LIPPI et al. (2005),
WEISER (2007), ALMEIDA (2008) e FREISE et al. (2008). Por sua vez, ROCHA et al.
(2001) nao detectaram diferenca no VCM, durante estudo realizado com sangue humano no
contador automatico de células Sismex NE 800, onde foram avaliadas varias caracteristicas
em Oh, 2h, 6h, 8h, 10h, 12h e 24h, apos a coleta do sangue com EDTA. No entanto, apesar
das diferengas, as alteragdes observadas nos indices do VCM, no presente estudo,

mantiveram-se na faixa de referéncia (SCHALM et al., 1986).
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A HCM sofreu influéncia da temperatura e do tempo de armazenamento das amostras
sanguineas com interacdo entre os dois (p<0,05), ndo sendo afetada pela concentracdo de
EDTA. A temperatura ambiente, verificou-se aumento (p<0,05) entre os tempos de analise
como mostrado na Tabela 3 e na Figura 1. Como o indice da HCM ¢ calculado pela formula
hemoglobina/nimero de eritrocitos x 10, o acréscimo verificado no valor da HCM
possivelmente foi determinado pela diminuicdo do nimero de eritrocitos (Tabela 1), pois
como expresso na Tabela 4, a concentracdo da hemoglobina permaneceu estdvel. COHLE et
al. (1981) e FREISE et al. (2008) ndo evidenciaram alteragdo, mesmo 48 horas apds a coleta,

em amostras de sangue humano.

A CHCM foi afetada pela concentracio de EDTA isoladamente e pelo tempo e
temperatura de armazenamento das amostras, com interacao entre os dois. Houve aumento
(p<0,05) da CHCM na concentracdao 7,2mg de EDTA (Tabela 2). O aumento da concentragdao
de EDTA por ml de sangue traduziu no acréscimo da osmolaridade da solu¢do anticoagulante
ocasionando a crenagdo dos eritrocitos e, consequentemente, originando decréscimo nos
valores do hematocrito, que por sua vez gerou aumento da CHCM. Era de se esperar que a
concentracdo 14,4 mg de EDTA ocasionasse um aumento mais acentuado no indice da
CHCM, entretanto, o que nao ocorreu. Nessa concentragdo de EDTA, apesar de ndo
significativo, houve discreto aumento no valor do hematocrito (Tabela 4). Como a CHCM ¢ a
razdo da hemoglobina pelo hematdcrito, multiplicado por 100, esse acréscimo ocasionou a

diminuig¢ao no indice da CHCM.

15



Tabela 4 — Médias* e desvios padrdo de hematdcrito, hemoglobina e do RDW de amostras

coletados em diferentes concentracdes de EDTA, armazenadas em duas temperaturas e

analisadas em quatro intervalos de tempo.

Tempo Concentragdo de EDTA por mL de sangue
em 1,8 3,6 7,2 14,4
horas Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
2a8C Ambiente 2 a8°C Ambiente 2 a8°C ambiente 2 a §8°C Ambiente
Hemoglobina 0 15,34 + 15,34 + 15,32 + 15,32 + 15,26 + 15,26 + 15,96 + 15,96 +
(g/dL) 2,93 2,93 2,89 2,89 2,52 2,52 2,70 2,70
12 15,35+ 15,51 + 15,45 + 15,45 + 15,37 + 15,41 + 15,74 + 15,84 +
2,90 3,03 2,79 2,81 2,74 2,83 2,53 2,99
24 15,29 + 15,34 + 15,39 = 15,30 = 15,29 + 15,35+ 15,67 = 15,66 +
3,14 2,83 2,82 2,58 2,73 2,80 2,45 2,74
48 15,65 + 15,43 + 15,50 = 15,42 + 15,49 + 15,59 + 15,86 + 16,04 +
2,78 2,89 2,67 2,74 2,57 2,64 2,83 2,45
Hematdcrito 0 44,42 + 44,42 + 44,60 + 44,60 + 44,22 + 44,22 + 47,65 + 47,65 +
(%) 9,36 9,36 9,16 9,16 8,00 8,00 9,35 9,35
12 45,80 £ 44,21 + 44,52 + 42,65 + 44,57+ 42,42 + 46,13 + 43,61 +
9,68 9,98 8,85 9,44 8,76 10,35 9,95 9,52
24 44,98 + 43,80 + 45,40 + 42,74 + 45,27 + 41,53 + 46,18 + 43,85 +
8,65 8,74 7,83 6,98 9,26 7,75 9,36 7,65
48 45,79 + 48,75 + 46,43 + 44,83 + 45,23 + 44,74 + 47,21+ 46,94 +
8,87 6,61 9,73 6,57 8,06 9,21 8,14 10,93
RDW 0 15,92 + 15,92 + 21,04 + 21,04 + 15,73 + 15,73 + 15,90 + 15,90 +
0,65 0,65 16,51 16,51 0,66 0,66 0,61 0,61
12 16,07 £ 15,95 + 15,93 = 15,82 + 15,75 + 16,30 = 15,71 = 16,68 +
0,60 0,62 0,55 0,72 0,56 0,71 0,74 0,90
24 15,96 + 15,59 + 15,88 + 15,83 + 15,80 + 16,22 + 15,81+ 16,75 +
0,72 0,41 0,59 0,36 0,49 0,69 0,60 0,92
48 15,66 + 15,99 + 15,97 + 15,80 + 15,70 £ 15,64 + 15,76 £ 16,37 £
0,90 0,62 0,56 0,59 0,61 0,56 0,52 1,00
* p<0,05
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NEMEC et al. (2005), em experimento similar, também evidenciou um aumento da
MCHC em amostras com trés vezes a quantidade recomendada de EDTA (5,4 mg/mL) na

solu¢do preservadora.

Diferenga foi também detectada na CHCM nos valores da CHCM no tempo 12 horas
e 24 horas na temperatura ambiente (Tabela 3). Nos referidos tempos houve aumento na
CHCM, decorrente da diminui¢do do ntimero de eritrocitos nas amostras conservadas em
temperatura ambiente em temperatura ambiente (Tabela 1). A CHCM apresentou também
diferenca entre as duas temperaturas nos mesmos tempos, com maior valor na temperatura
ambiente (Tabela 3 e Figura 1), evento este determinado pelo maior grau de hemolise.
ROCHA et al. (2001), em estudo com sangue humano, ndo verificaram diferenca (p>0,05) em
sangue analisado durante 24 horas, em temperatura ambiente. Como no presente estudo,
COHLE et al. (1981), avaliando sangue humano, ndo observaram aumento significativo da
CHCM em amostras conservadas sob refrigeracao, por 48 horas. Na temperatura ambiente, os
mesmos autores nido observaram aumento da CHCM, durante 24 horas, e observaram

diminuig¢ao (p<0,05) da CHCM no intervalo de 48 horas.

Os valores de hemoglobina, hematocrito e o indice de anisocitose eritrocitaria (RDWc)
ndo apresentaram alteracdes alteracdes entre grupos e nos grupos ao longo do tempo (Tabela
4), corroborando os dados obtidos por HIRASE et al. (1992), FREISE et al. (2008) e IMERI
et al. (2008). Por sua vez, COHLE et al. (1981), em contador automatico de c¢lulas, também
detectou estabilidade da hemoglobina, durante 48 horas, em amostras de sangue humano,
conservadas sob refrigeracdo e temperatura ambiente. Entretanto registraram aumento no
hematocrito, a partir da 48" hora, em amostras conservadas em temperatura ambiente.
Auséncia de alteragdo na concentracdo de hemoglobina com alta concentragdo de EDTA (5,4
mg/mL) também foi constatada por NEMEC et al. (2005). Porém, os referidos autores
registraram decréscimo no hematdcrito, com aumento da concentragdo de EDTA, o que nao

foi observado no presente estudo.
5.1.2. Contagem Global de Leucdcitos

A concentracdo de EDTA e o tempo de armazenagem nao influenciaram os resultados
da contagem de leucdcitos, nem houve interagdo entre eles ou deles com a temperatura de
conservacdo. Observou-se que a contagem de leucocitos foi influenciada pela temperatura de

conservagdo, sendo a média menor nas amostras conservadas sob temperatura ambiente
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(Tabela 5). Este achado deve-se ao fato de que em temperaturas mais baixas, a lise de
leucocitos ¢ menor. Estudando a influéncia do tempo e da temperatura de armazenagem na
conservagdo sanguinea em trés equipamentos distintos, IMERI et al. (2008) detectaram
diminui¢dao no nimero de leucocitos na temperatura ambiente, no tempo 48 horas, em um dos
trés equipamentos utilizados, enquanto que nos resultados obtidos nos outros dois
equipamentos, ndo foi observada diferenca. COHLE et al. (1981); HIRASE et al. (1992) e
FREISE et al. (2008), ndo observaram alteracdo nos valores dos leucocitos em amostras de

sangue humano, armazenadas sob refrigeragdo ou temperatura ambiente, por 48 horas.

Tabela 5 - Médias de leucdcitos de sangue total canino, de acordo com a temperatura de

conservagao, em amostras com diferentes concentragdes de EDTA.

Temperatura

2°Ca 8°C Temp. ambiente
Parametro
Leucécitos (103/pL) 12,97 + 5,334 11,90 + 3,59°

Nota: Médias e desvios seguidos por letras iguais e na mesma linha nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste F.

5.1.3. Plaquetas

O ntimero de plaquetas e o plaquetocrito (PCT) ndo apresentaram alteragao (Tabela 6).
Corroborando com os estudos feitos por HIRASE et al. (1992) e FREISE et al. (2008). Ja
IMERI et al. (2008) observando o numero de plaquetas de sangue humano, conservado em
temperatura ambiente e sob refrigeracdo em diferentes equipamentos, observaram variagdes
desta estabilidade entre os equipamentos. Esses resultados demonstraram que amostras
conservadas sob as mesmas condi¢des de tempo e temperatura podem apresentar alteragdes

importantes, dependendo do aparelho utilizado.
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Tabela 6 — Médias* e desvios padrdo das caracteristicas hematoldgicas de amostras coletadas

em diferentes concentracdes de EDTA, armazenadas em duas temperaturas (2°C a 8°C e

ambiente) e analisadas em quatro tempos (0, 12, 24 e 48h) apds a coleta.

Tempo  Concentragdo de EDTA por mL de sangue
em 1,8 3,6 7,2 14,4
horas Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
2agC Ambiente 2 a8§°C Ambiente 2 a8°C ambiente 2 a 8°C Ambiente
PLT 0 295,10+ 295,10+ 298,60+ 298,60+ 27830+ 278,30+ 234,00+ 234,00+
(mil/uL) 167,77 167,77 156,34 156,34 161,66 161,66 121,87 121,87
12 278,00+ 296,00+ 262,00+ 280,50+ 263,70+ 289,10+ 22290+ 241,60+
189,05 160,95 196,09 175,94 180,76 152,94 149,84 134,82
24 25450+ 265,60+ 24790+ 25990+ 24620+ 269,40+ 214,50+ 259,60 +
183,28 148,34 162,18 154,78 159,82 153,52 145,04 163,99
48 23980+ 263,50+ 231,20+ 242,80+ 202,50+ 240,20+ 203,50+ 235,00 +
161,74 147,38 167,53 151,95 128,23 121,16 143,63 113,21
PCT 0 0,26 £ 0,26 £ 0,26 £ 0,26 = 0,25+ 0,25+ 0,20 = 0,20 =
(%) 0,14 0,14 0,13 0,13 0,14 0,14 0,10 0,10
12 0,26 £ 0,27 £ 0,23+ 0,25+ 0,24 + 0,27 + 0,20 = 0,22 +
0,17 0,15 0,18 0,16 0,16 0,13 0,14 0,12
24 0,24 + 0,26 £ 0,23+ 0,26 = 0,23+ 0,26 + 0,21 + 0,25+
0,17 0,14 0,15 0,16 0,15 0,15 0,14 0,15
48 0,24 + 0,26 £ 0,22 + 0,24 + 0,20 £ 0,23 + 0,20 + 0,23 +
0,16 0,14 0,16 0,15 0,12 0,12 0,15 0,11

*P>0,05. PLT=plaquetas; PCT=plaquetocrito.

O volume plaquetario médio (VPM) e o PDWC apresentaram aumento (p<0,05) com

relagdo ao tempo (tabela 7), mas ndo foram influenciados pela concentragdo de EDTA e pela

temperatura de armazenagem (p>0,05). Nao houve interacdo entre os fatores analisados

(temperatura, tempo ¢ EDTA). O aumento do VPM, possivelmente, ocorreu pelo mesmo

motivo do aumento do VCM, explicado anteriormente. Resultados semelhantes foram obtidos

por LIPPI et al. (2005) em estudo com ciclistas na Itéalia, utilizando o contador hematologico.
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Em experimento com sangue humano, conduzido por ROCHA et al. (2001), com o contador

automatico de células, ndo foi observada diferenca (p>0,05) no VPM, ap6s 24 horas.

Tabela 7 — Médias do volume plaquetario médio (VPM) e PDW de sangue total canino, de

acordo com os tempos Oh, 12h, 24h e 48h de armazenagem.

Parametro Tempo em horas

0 12 24 48
VPM (f]) 8,91° 8,99° 9,544 9,624
PDW 38,69¢ 38,96°¢ 39,798 39,954

Meédias seguidas por letras iguais na mesma linha nao diferem si (P>0,05) pelo teste de Tukey. fL=fentolitro
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5.2. Efeitos do EDTA, do tempo e da temperatura de armazenamento sobre contagem
global de leucdcitos, hematdcrito e hemoglobina com técnica manual e automatizada;
contagem diferencial de leucécitos por microscopia e mensuracdo da proteina

plasmatica por refratometria

O sangue conservado em temperatura ambiente apresentou uma tonalidade mais
escura de vermelho, nos tempos 24 horas e 48 horas, sendo este fato mais evidente no ultimo
tempo. Na leitura do hematdcrito, foi observada coloracdo avermelhada no plasma em quase
todos os capilares dos tubos com concentragdo de EDTA em 14,4mg/mL de sangue,
sinalizando que houve hemolise nessas amostras. Esse achado foi observado em todos os
tempos de andlise e nas duas temperaturas de armazenamento. No tempo 48 horas, a
microscopia evidenciou degeneracdo intensa nos leucocitos, ndo permitindo uma

diferenciagdo segura, razao pela qual a contagem diferencial ndo foi realizada nesse tempo.
5.2.1. Leucécitos, hematocrito € hemoglobina, na técnica manual e automatica

Das trés caracteristicas hematoldgicas obtidas por meio das duas técnicas, os
leucocitos apresentaram alteragdes significativas na contagem automatica, o hematocrito, na
técnica do micro-hematocrito e a hemoglobina permaneceram estdveis, independentemente do

método de contagem.
5.2.1.1. Leucocitos

A contagem de leucocitos no contador automatico de células foi influenciada pela
temperatura de armazenagem, ndo havendo influéncia da concentracdo de EDTA, do tempo
de armazenagem e nem interagdo entre tempo, temperatura ¢ EDTA. A média da contagem
global nas amostras conservadas em temperatura ambiente foi menor (P<0,05) como descrito
na Tabela 8. Esta diminuicdo se deveu provavelmente as lises ocorridas com maior
intensidade nas amostras conservadas em temperatura ambiente. Apds 48 horas de
armazenamento, IMERI et al. (2008), trabalhando com trés equipamentos diferentes, também
observaram uma diminui¢do na contagem de leucocitos de sangue humano em temperatura
ambiente, quando comparado com amostras conservadas sob refrigeracdo e analisadas em um
dos contadores automatico de células, ndo observando diferenca (p<0,05) nas amostras

avaliadas nos outros dois contadores. Em condi¢des semelhantes, COHLE et al. (1981),
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HIRASE et al. (1992) e FREISE et al. (2008) nao evidenciaram diferenga entre o nimero de

leucdcitos de amostras estocadas sob refrigeracdo ou temperatura ambiente, por 48 horas.

Tabela 8 - Médias de leucdcitos (10°/uL) de sangue total canino, armazenado em diferentes

temperaturas, determinadas pelo método automatico e manual.

Temperatura

2°Ca&°C Temp. ambiente
Métodos
Automatico 12,97 + 5,33% 11,90 + 3,598
Manual 11,28 +3,274 10,97 +3,28*

Nota: Médias e desvios seguidos por letras iguais e na mesma linha nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste F.

5.2.1.2. Hematdcrito

Utilizando-se a técnica do micro-hematocrito, observou-se uma diminui¢ao
progressiva do hematdcrito com o aumento da concentragdo de EDTA (p<0,05), enquanto no

contador automatico de células, ndo foi detectada alteragdo (p<0,05), Tabela 9 e Figura 2.

Tabela 9 — Médias do hematdcrito em sangue total canino de acordo com a concentragdo de

EDTA, determinados pelo método automatico e manual.

Concentragao de EDTA em mg/mL de sangue

1,8 3,6 72 14,4
Automatico 45274 44,474 44,02* 46,15*
Manual 47,744 44,09° 39,52¢ 35,64°

Meédias seguidas por letras iguais na mesma linha nio diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 2- Médias do HCT (%), em sangue total canino de acordo com a concentragdo de EDTA determinado

pelos métodos automatico € manual.

Esta diminui¢do foi determinada principalmente pela crenagdo das hemaécias, pois,

com o uso da técnica do micro-hematocrito, os eritrdcitos sdo submetidos a grande forca

centrifuga, para promover o empilhamento das hemadcias, o que ndo ocorre quando se utilizou

a técnica de automagdo. Associado a isso, o aumento da fragilidade osmotica e o efeito

diluidor promovido pelo EDTA podem também ter contribuido para a diminui¢do do valor do

hematdcrito. O tempo também provocou alteragdes com o uso da técnica do micro-

hematocrito (p<0,05), ndo afetando o obtido por automacao (p>0,05), Tabela 10 e Figura 3.

Tabela 10 — Médias dos resultados do hematocrito (%), em sangue total canino, de acordo

com o tempo, determinadas pelo método automatico e manual.

M¢étodos Tempo em horas

0 12 24 48
Automético 45,20" 44,24" 44.22" 46,24"
Manual 40,26° 41,028 42,2548 43,45"

Nota: médias seguidas por letras iguais e na mesma linha ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste F.
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Figura 3- Médias dos resultados do hematodcrito (%), obtidos em sangue total canino, de acordo com os tempos

de armazenagem no contador automatico e na técnica manual.

Nao houve interacdo entre o tempo, a temperatura e a concentragdo de EDTA
(p<0,05). O hematocrito aumentou 7,9% entre os tempos 0 hora e 48 horas (Tabela 10 e
Figura 3). A tumefagdo dos eritrdcitos, ocorrida ao longo do tempo, explica esse aumento. A
diminui¢do do hematdcrito relacionada com o EDTA ¢ relatada por varios autores (DOYLE,
1967; PENNY et al.,, 1970; NEMEC et al., 2005; WEISER, 2007; MORRIS, 2008). Os
resultados obtidos no presente estudo corroboram os observados por WEISER (2007), no qual
se verificou que os efeitos do excesso de EDTA sobre as hemadcias levam a alteragdes mais

importantes nos resultados obtidos na técnica do micro-hematocrito.

Pelo resultado do presente estudo, ¢ desaconselhavel a pratica, comum em laboratorios
de analises clinicas, de calibrar o contador automatico de células com o resultado do
hematocrito, obtido pela técnica manual (micro-hematocrito). Este procedimento deve ser
evitado, principalmente, quando a amostra sanguinea estiver com excesso de EDTA e, ou, ndo

tiver sido coletada recentemente.
5.2.1.3. Hemoglobina

A hemoglobina, como esperado, ndo apresentou alteragcdes em nenhum dos métodos
de contagem (Tabela 11). Nos estudos conduzidos em humanos, por COHLE et al. (1981),
FREISE et al. (2008) e IMERI et al. (2008), a hemoglobina se mostrou estavel para dosagem

por 48 horas em amostras estocadas sob refrigeracdo ou temperatura ambiente. Nas mesmas
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condigdes, a hemoglobina se mostrou estavel por uma semana ou por 168 horas, no estudo
conduzido por HIRASE et al. (1992). NEMEC et al. (2005) também comprovaram a
estabilidade da hemoglobina com o aumento da concentracdo de EDTA, em estudo realizado

com caes.
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Tabela 11 — Médias* e desvios padrao (g/dL) da hemoglobina de cdes em amostras coletadas com

diferentes concentracdes de EDTA, armazenadas em duas temperaturas ¢ analisadas em quatro

tempos diferentes, determinados pelo contador automatico e pelo espectrofotometro.

T.em Concentragdo de EDTA por mL de sangue
horas 1,8 3,6 7,2 14,4
Métodos Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
2a8C Ambiente 2a8C Ambiente 2a8C ambiente 2a8C ambiente
Hemoglobina 0 15,34+ 15,34+ 15,32+ 15,32+ 15,26 + 15,26 + 15,96 + 15,96 +
(g/dL) 2,93 2,93 2,89 2,89 2,52 2,52 2,70 2,70
Contador
automatico 12 1551+ 1535+ 1545+ 1545+ 1541+ 1537+ 1584+ 1574+
3,03 2,90 2,81 2,79 2,83 2,74 2,98 2,53
24 1534+ 1529+ 1530+ 1539+ 1535+ 1529+ 1566+ 15,67+
2,83 3,14 2,58 2,82 2,80 2,73 2,74 2,45
48 1543+ 15,65+ 1542+ 1550+ 1559+ 15,49+ 1504+ 16,86+
2,89 2,78 2,74 2,67 2,64 2,57 2,45 2,83
Hemoglobina 0 1510+ 15,10 + 1515+ 1515+ 1492+ 14,92+ 1517+ 15,17+
(g/dL) 2.96 2,96 2,88 2,88 2,77 2,77 3,13 3,13
espectrofotdmetro
12 1512+ 14,97+ 1497+ 14,99 + 1511+ 14,97+ 1497+ 15,09+
2.64 2,75 2,64 2,53 2,59 2,57 2,64 2,60
24 1499+ 1503+ 1504+ 14,98 + 1485+ 14,88+ 1477+ 14,83 +
2.65 2,75 2,73 2,60 2,56 2,62 2,63 2,64
48 1544+ 1539+ 1514+ 1514+ 1527+ 15,13+ 1532+ 15,03+
3.08 2,81 2,77 2,76 2,53 2,61 2,76 2,63
*p>0,05.
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5.2.2. Contagem diferencial de leucocitos

A contagem diferencial de leucocitos também sofreu alteragcdes. Houve diferenca na
contagem dos neutréfilos segmentados, mondcitos e neutréfilos bastonetes (p<0,05), enquanto

o numero de linfécitos, eosinodfilos e basofilos ndo apresentaram alteracdes (p>0,05).

Na concentragdo de EDTA, 14,4mg/mL de sangue, o nimero de monocitos diminuiu

(p<0,05), Tabela 12.

Tabela 12 - Médias de mondcitos no hemograma canino, de acordo com a concentragdo de

EDTA em mg/mL na amostra sanguinea.

EDTA
Parametro 1,8 3,6 7,2 14,4
Monécitos (%) 5,08* 4,62° 4,388 3,528

Médias seguidas por letras iguais e na mesma linha néo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de Tukey..

A contagem de mondcitos também sofreu alteracdo com relagdo ao tempo, pois se

observou o aumento (p<0,05) no tempo 12 (Tabela 13).

Tabela 13 - Médias de neutrofilos segmentados, monécitos e neutrofilos bastonetes de

hemograma canino, de acordo com o tempo de armazenagem da amostra sanguinea.

Tempo em horas

Parametros 0 12 24
Neut. segmentado (%) 63,92* 60,91° 61,59"%
Monécito (%) 3,82° 4,99* 4,408
Neut. bastonete (%) 1,528 2,76A 2,64A

Meédias seguidas por letras iguais e na mesma linha ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de Tukey, para

neutrdfilo segmentado e de kruskall-Wallis para mondcito e neutréfilo bastonete.
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Utilizando a concentracao de EDTA 5,4mg/mL de sangue, NEMEC et al. (2005) ndo
obtiveram diferenga na contagem diferencial. No presente estudo as contagens de neutrofilo
segmentado e neutréfilo bastonete também foram influenciadas pelo tempo, uma vez que
houve aumento do niimero de bastonetes nos tempos 12 horas ¢ 24 horas e diminui¢do do
numero de neutréfilos no tempo 12 horas (Tabela 13). A temperatura de conservagao
influenciou, de forma isolada, a contagem de neutroéfilos bastonetes (Tabela 14): houve maior

nimero na temperatura de 2°C a 8°C (p<0,05).

Tabela 14 - Médias de neutrofilos bastonetes no hemograma canino, de acordo com a

temperatura de armazenagem da amostra sanguinea.

Temperatura

2°Ca8°C Temp. ambiente
Parametro

Neut. bastonete (%) 3,07* 1,60°

Nota: Médias seguidas por letras iguais e na mesma linha nao diferem entre si (p>0,05), pelo teste F.

Em nenhum dos casos acima houve interagdo entre tempo, temperatura € concentracao
de EDTA. Todas as alteragdes observadas na contagem diferencial de leucocitos foram
decorrentes da dificuldade de se identificar as células alteradas pelo contato prolongado com o
EDTA. Em temperatura de refrigeragdo ou ambiente, a qualidade visual da célula, exposta a
mais de 12 horas a este contato, ¢ bastante prejudicada. Como no presente estudo, ROCHA et
al. (2001) observaram niimero maior de bastonetes em esfregacos confeccionados horas apos
a coleta. O nimero de bastonetes no tempo 24 horas foi até¢ 19% maior que a porcentagem
observada nas primeiras seis horas. Os referidos autores relataram dificuldade na identificacao
microscopica de células edemaciadas ou alteradas pelo EDTA, corroborando a recomendagao
para que se faca e se core o esfregaco sanguineo no momento da coleta, preservando, assim, a
morfologia das células. Na presente pesquisa, as alteracdes nas contagens de neutrdfilos
segmentados e mondcitos foram discretas e ndo interferiram em uma eventual interpretagcdo
dos resultados. Ja as alteragdes no nimero de bastonetes foram mais expressivas e em alguns

resultados poderiam levar a uma interpretacao equivocada.
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5.2.3. Proteina plasmatica

A concentracdo de EDTA ¢ o tempo de armazenagem influenciaram a dosagem da
proteina plasmatica, ndo havendo interacao entre os trés fatores analisados (EDTA, tempo e

temperatura)

Houve um aumento (p<0,05) da proteina plasmatica na maior concentracdo de EDTA

(Tabela 15).

Tabela 15 — Médias da Proteina (g/dL) determinada no plasma de sangue canino, de acordo

com a concentracdo de EDTA na amostra de sangue.

EDTA em mg/ml de sangue

Parametro 1,8 3,6 7,2 14,4

Proteina (g/dL) 7,738 7,55° 7,54° 8,36"

Nota: médias seguidas por letras iguais e na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Este aumento foi determinado pela hemolise observada visualmente no plasma. A

proteina também aumentou com o passar do tempo (Tabela 16).

Tabela 16 — Médias da proteina (g/dL) determinadas no plasma de sangue canino, de acordo

com o tempo de armazenagem da amostra sanguinea.

Tempo em horas

Parametro 0 12 24 48

Proteina (g/dL) 7,43¢ 7,76° 7.81° 8,18"

Nota: médias seguidas por letras iguais e na mesma linha nio diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Esse acréscimo provavelmente foi devido as trocas entre as células e o meio e
também a lise, que ocorrem com o decorrer do tempo. Por esses motivos, a propor¢ao correta
EDTA/sangue (1,8mg/mL) e a mensuracdo antes de 12 horas, sdo essenciais para um
resultado preciso e confidvel da proteina plasmatica. O efeito da hemolise, ou seja, o aumento

da proteina foi citado por ALLEMAN (1990) e LASSEN (2007).
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6. CONCLUSOES

Amostras sanguineas coletadas com EDTA, para andlise em contador automatico de células
sanguineas podem ser usadas na realizacdo de hemograma por até 48 horas se mantidas em
temperatura ambiente ou sob refrigeragdo, onde claramente hd maior preservacdo das
caracteristicas hematoldgicas.

A contagem global de leucécitos, realizada em camara de Neubauer, e a dosagem de
hemoglobina, em espectrofotometro ou em contador automdtico de células, podem ser
realizadas com amostras conservadas em geladeira ou em temperatura ambiente, por até 48
horas.

A concentragdo de EDTA nao interferiu no resultado do hemograma, realizado no contador
automatico de células, nem na contagem global de leucécitos, realizada em camara de
Neubauer ou na dosagem de hemoglobina, no espectrofotometro.

O resultado do hematoécrito obtido pela técnica do micro-hematdcrito diminui
significativamente, com o aumento da concentragdo de EDTA acima de 3,6 mg/mL de

sangue, nao sendo adequado o uso de EDTA acima desta concentragao.
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